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Resumen

Desde el momento mismo de la fertilizacion de un ovocito dos linajes celulares son establecidos:
el somatico y el germinal. La linea germinal es de vital importancia, puesto que se compone
exclusivamente de aquellas células que dan lugar a los gametos, permitiendo asi, la transmision de
la informacion genética a través de las generaciones y contribuyendo con ello a la perpetuacion de
las especies. Estas células son en principio de origen extragonadal y extraembrionario; tienen como
destino final la colonizacidon de las génadas, donde a través del desarrollo presentan una serie de

modificaciones morfoldgicas.

El presente trabajo buscé identificar y caracterizar, a nivel morfoldgico y molecular, los cambios
que llevan a cabo las células germinales durante etapas clave del establecimiento de la gonada
indiferenciada del urodelo, Ambystoma mexicanum. Este anfibio es un importante modelo de
estudio en la biologia del desarrollo y atin es poco lo que se conoce sobre su morfogénesis gonadal,

incluyendo aspectos fundamentales de las células germinales, como lo es su migracion.

Con el objetivo de identificar y caracterizar a las células germinales de A. mexicanum durante las
etapas del establecimiento de la gbnada indiferenciada e inicio de su diferenciacion, se emplearon
técnicas para microscopia de campo claro, confocal, citometria de flujo y Western blotting. Los
resultados obtenidos indicaron que, en cuanto a su morfologia, las células germinales son en
estadio tempranos ovoides y conforme avanza el desarrollo son redondas, con un nucleo
prominente e inmerso en un citoplasma claro, con plaquetas vitelinas y con granulos de pigmento,

gue van disminuyendo en cantidad conforme avanzan los estadios de desarrollo.

Las células germinales encontradas en los estadios de desarrollo analizados, son limitadas en
nimero y no es sino hasta la formacion de una génada indiferenciada que se nota su incremento.

A nivel molecular la proteina del gen Vasa se expresa en el citoplasma de las células germinales.

Finalmente, se concluye que las células germinales del A. mexicanum de E-40 a E-55 son una
poblacién celular ya presente en las gonadas, y conforme avanza el desarrollo cambian su
morfologia, asi como la relacion que mantienen con las células de la linea somatica. EI marcador
molecular Vasa, resulto especifico para detectar células germinales en este urodelo; lo cual indica,

que es un gen, en efecto, ampliamente conservado a lo largo de la filogenia.
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Introduccion

El objetivo del presente trabajo titulado Caracterizacion de la linea germinal en el Ambystoma
mexicanum, durante el establecimiento de la gdénada indiferenciada, fue describir a nivel
morfoldgico las caracteristicas de las células germinales de este anfibio urodelo, por medio de
técnicas de microscopia de campo claro y confocal, esta Ultima para la deteccidn de los anticuerpos

Laminina y Vasa.

Laminina es una glucoproteina que forma parte de la lamina basal y se considera un potente
regulador del comportamiento de las células epiteliales con diversas funciones como la migracion,
crecimiento y diferenciacion celular (Sasaki et al., 1988). Mientras que Vasa es una ARN helicasa
dependiente de ATP, y es un gen esencial para el desarrollo de células germinales de vertebrados
e invertebrados (Gustafson & Wesse, 2010). De esta manera, se correlacionaron las observaciones
realizadas con microscopia de campo claro con el patron de expresion de laminina y de Vasa.

También se emplearon las técnicas de citometria de flujo y Western blotting, para obtener un
patron semi-cuantitativo de la poblacion de células germinales en los diferentes estadios de
desarrollo analizados. Esto a nivel molecular, con lo cual, se reforzaron las observaciones hechas

con los diferentes tipos de microscopia utilizados.

Ambystoma mexicanum es un anfibio de la clase Urodela, (del griego oura, cola y delo, visible) que
pertenece a la familia Ambystomatidae. Es una salamandra que desarrolla rapidamente sus
extremidades, posee branquias a ambos lados de la cabeza y suelen ser carnivoros. El A.
mexicanum, a diferencia de otras salamandras y anfibios como las ranas, no presenta metamorfosis,
alcanza la madurez sexual sin perder las caracteristicas fisicas y morfoldgicas de su estado larvario,
condicion que se conoce como neotenia. Este anfibio permanece en un medio acuético toda su vida
y es capaz de regenerar todas las partes de su cuerpo, incluido el sistema nervioso, situacion que
lo ha hecho muy atractivo para cientificos de todo el mundo, ademés de ser el ancestro de los
tetrapodos (Voss, 2009).

Pese a su relevancia en el ambito de la investigacion, este organismo endémico de los lagos de
Xochimilco, Chalco y Tlahuac se encuentra en peligro de extincién (P) en México, segin la NOM-
059 - SEMARNAT- 2010 (Mena & Servin, 2014). A pesar de su estatus, se ha estudiado muy poco
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los aspectos relacionados con la morfogénesis de los aparatos reproductores y formacion de

gametos.

De manera particular, el estudio del establecimiento de la linea germinal el A. mexicanum resulta
un modelo experimental muy interesante. Como se menciond, la linea germinal posee
exclusivamente células germinales, las cuales son de vital importancia ya que, en ellas es
transmitida la informacidn genética a traves de las generaciones (Saitou & Yamaji, 2010). En
general, en los vertebrados el linaje germinal se establece de manera temprana en el desarrollo
embrionario, practicamente desde la fertilizacion de un ovocito, cuando se segrega de la linea
somatica; sin embargo, el mecanismo de especificacion varia entre los diferentes grupos de
vertebrados, ya sea por medio de la presencia de plasma germinal (preformacion) o bien por medio

de un mecanismo de induccion (Bachvarova et al., 2004).

La especificacion de la linea germinal refiere a la formacion de las células germinales primordiales
(CGPs), las cuales migran desde su sitio de origen (extragonadal) hacia las crestas genitales, donde
posteriormente se forman las gdnadas, mismas que se diferenciaran de acuerdo al sexo establecido
por mecanismos involucrados en la determinacion sexual, en ovarios o testiculos. Estos 6rganos
contendrdn a las CGPs, las cuales interactian con el linaje somatico que las dirigird para
transformarse en ovogonias o espermatogonias (Ogielska, 2009). Es asi que organismos como
Xenopus laevis y Danio rerio (pez cebra) poseen plasma germinal como resultado de una porcion
especializada de citoplasma, la cual se segrega a un grupo de células y que posteriormente se
especificardn como CGPs. Por otro lado, los mamiferos no poseen este plasma germinal, al igual
que en los urodelos como A. mexicanum. Lo que ocurre entonces, es que se da una especificacion
de la linea germinal por medio de inducciones a partir del mesodermo y bajo la presencia de la
proteina morfogenética del hueso (BMP) (Lawson & Hage, 1994; Voss, 2009).

En el caso particular de A. mexicanum, Humphrey (1929) realizé trabajos con microscopia de
campo claro en A. mexicanum para identificar a las CGPs y, posteriormente Ikenishi y Nieuwkoop
(1978) siguieron sus pasos, aunque a nivel de microscopia electronica de trasmision vy
recientemente Johnson (2003) y Bachvaroba (2004) emplearon la expresion de la proteina del gen
Vasa para identificar a las células germinales. A pesar de estos estudios ain es poco el

conocimiento que se tiene sobre la linea germinal en este urodelo, aspectos tan fundamentales
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como su migracion, colonizacion y diferenciacion permanecen sin ser comprendidos en su
totalidad.

Es por ello, que el presente trabajo busca contribuir al conocimiento de la morfologia que presentan
las células germinales en el A. mexicanum, en un periodo especifico y determinante como lo es el
establecimiento de la génada indiferenciada. En este trabajo se analizaron embriones y larvas de
los estadios de desarrollo del 40 al 45 asi como el 55 por medio de microscopia de campo claro,
confocal, citometria de flujo y Western blotting. La evidencia de los resultados aqui presentados
sugiere, que existe una serie de cambios morfoldgicos en las células germinales durante la
formacion de las crestas genitales y el establecimiento de la gonada indiferenciada. La expresion
positiva de la proteina del gen Vasa, indica dos ideas sustanciales: por un lado, corrobora de
manera precisa las observaciones morfoldgicas sobre la identificacion de las células germinales y
por el otro, indica que Vasa es un gen ampliamente conservado entre los vertebrados. En el

presente trabajo se sugiere una posible ruta migratoria para el tipo celular estudiado.

1. Marco Teodrico

1.1 éQué es la linea germinal?

La linea germinal se define como un linaje celular establecido muy temprano en el desarrollo
embrionario, desde la fertilizacion del ovocito cuando se segrega de la linea somética ya sea a
través de la presencia de plasma germinal o por un mecanismo de induccion (Bachvarova et al.,
2004). El linaje germinal estd compuesto por una poblacion exclusiva de células, las cuales, en
etapas muy tempranas del desarrollo y antes de que arriben a las gonadas en formacion se
denominan, celulas germinales primordiales (CGPs). Las CGPs migran para llegar a su destino
ualtimo, que es la colonizacion de las gonadas, donde proliferan y maduran, ahora se les conocen
como células germinales (CG) propiamente dichas. Una vez que las gonadas pasan del estado
indiferenciado al diferenciado, las CG pasan a ser ovogonias o espermatogonias (Ogielska, 2009).

El hecho de que las CG sean las células precursoras de los gametos le confiere a este linaje celular
un papel fundamental, en la diversidad de las especies, puesto que las CG son las encargadas de
transmitir la informacidén genética a través de las generaciones, contribuyendo con ello a la

perpetuacion y diversificacion de las especies (Saitou & Yamaji, 2010).
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En lo que anuros se refiere, se ha propuesto una clasificacion particular de la linea germinal: células
germinales primordiales presuntivas (CGPp) para denominar a aquellas células que contienen
plasma germinal pero que se hallan en un periodo extragonadal y que son exclusivas de anuros;
células germinales primordiales (CGPs) para células que migran, colonizan y se multiplican
dentro de una gdénada indiferenciada, presentes tanto en anuros como en urodelos y finalmente;

ovogonias o espermatogonias cuando acontece la diferenciacion gonadal (Ogielska, 2009).

1.2 Plasma Germinal

Con la propuesta de Weismann en 1885 surge el concepto de plasma germinal, definido como una
region especializada del citoplasma que contenia el material necesario para establecer al linaje
germinal; tiempo después esta teoria se corrobord y se encontro la presencia de plasma germinal

tanto en protostomados como deuterostomados (Johnson et al., 2003).

Para establecer si verdaderamente el plasma germinal poseia un efecto directo sobre el
establecimiento de la linea germinal, se hicieron experimentos de explantes y delecion por medio
de radiaciones con luz UV y en todos los casos lo que resulto de la falta del plasma fue una ausencia
total de células germinales. Por lo tanto, asi se confirmd la importancia de esta region citoplasmica

del huevo para la especificacion de la linea germinal (Ogielska, 2009).

Ahora se sabe que este plasma germinal, una region citoplasmica especializada, se compone de
mitocondrias, ARNSs de origen materno y factores de transcripcion. Para el grupo de los anfibios y
en particular para los anuros, se ha caracterizado la presencia del plasma germinal y se ha visto
que ya desde el desarrollo embrionario temprano éste se segrega asimétricamente a solo un
blastomero por cada division, las células que reciben el plasma germinal eventualmente dan lugar
a las CGPs (Ogielska, 2009).

1.3 Especificacion de la linea germinal

Pareciera asi que el mecanismo de especificacion de la linea germinal quedaba resuelto al fin; sin
embargo, la ausencia de éste en mamiferos (Eddy, 1975) y en modelos animales como tortugas
(Bachvarova et al., 2009) y urodelos (Ikenishi & Nieuwkoop, 1979) puso de manifiesto la
existencia de otro mecanismo de especificacion que no era de tipo autbnomo. En embriones de
raton se identifico que las CGPs se originan a partir de una zona particular: en la base del alantoides

(Lawson & Hage, 1994) y que células sométicas presentes en esa region inequivocamente daban

I'\J_5_N
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lugar a CGPs (Tam & Zhou, 1996) esta evidencia indicd, que la especificacion no era de tipo

autonoma, sino mas bien de tipo inductivo.

Ahora se sabe que la especificacion de la linea germinal en los mamiferos es de tipo inductivo
mediado por una compleja red de sefiales donde estan involucrados una serie de factores como la
proteina morfogenética del hueso 4 (BMP4 por sus siglas en inglés), la cual es una molécula de
sefializacion miembro de la familia de los factores de crecimiento transformantes (TGF), Blimpl
que es la proteina de maduracion de linfocitos-B y Prmd14 un regulador transcripcional (Saitou
& Yamaji, 2012). La BMP4 es emitida por el ectodermo extraembrionario, esto activa la expresion
de Blimp1 y consecuentemente la de Prdm14; el papel de Blimpl en la especificacion de la linea
germinal, tiene que ver con que acta como un represor transcripcional de genes de la linea
somatica (Kurimoto et al., 2008). Se ha visto ademas que ratones knockout, para los genes Blimp1
y Pmrd14, muestran un decremento de las células germinales, las cuales no migran y tienen un
corto periodo de vida. Ambos genes se conservan a lo largo de la filogenia (Saitou & Yamaji,
2012).

Por lo tanto, en la filogenia (Fig. 1) se presentan dos mecanismos basicos para la especificacion
de la linea somatica: la preformacion y la epigénesis (modo inductivo). En el primer mecanismo
hay una herencia a través de determinantes, los cuales estan en el plasma germinal y por otro lado
la epigenésis que obedece a mecanismos de induccion a partir de células embrionarias
pluripotentes. EI modo de preformacion esta presente en vertebrados e invertebrados como C.
elegans, D. melanogaster, Danio rerio, y Xenopus laevis. La epigénesis, por su parte, se halla
representada fundamentalmente en mamiferos, tortugas y urodelos (Bachvarova et al., 2009) (Ver
Cuadro.1).
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A continuacion, se presenta un cuadro comparativo que resume las diferencias entre los dos

mecanismos de especificacion de las CGPs.

Preformacion

Epigénesis

*Hay presencia de un plasma germinal, que
contiene las determinantes de origen materno

que especificaran a la linea germinal.

*La actividad transcripcional en CGPs se
reprime desde blastula a néurula, con ello se
impide que la linea germinal siga un destino
somatico, mediante la inhibicion de la
fosforilacion de residuos de serina 2 en RNA-

pol-11 (Ogielska, 2009)

*Se especifican desde antes de la gastrulacion

*Presente en D. melanogaster, C. elegans y X.

laevis

*No hay plasma germinal, lo que ocurre es un
mecanismo de induccion a partir de células

embrionarias pluripotentes.

*Se desencadenan sefales extracelulares sobre

células pluripotentes.

*La segregacion de la linea germinal ocurre a
finales de la gastrula.

*Se presenta en urodelos, tortugas y mamiferos
(Johnson et al., 2003)

Cuadro 1. Se comparan los dos mecanismos de especificacion de las CGPs.
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Fig. 1. Se muestra la distribucién de los 2 tipos de especificacion de CGPs en diferentes organismos. Las
figuras negras muestran aquellos grupos con preformacién y las figuras grises el modo inductivo. Tomado
de Johnson et al., (2004).

Considerando lo anterior, pareciera que a nivel evolutivo el mecanismo epigenético es mas
ancestral con respecto a la preformacion, que surge independientemente en multiples ocasiones
(Fig. 1). Esto podria deberse, tal vez a que este mecanismo posiblemente favorezca la conservacion
de la linea germinal protegiéndole de modificaciones estructurales (Johnson, 2009). Si bien es
cierto que el modo de especificacion de las CGPs es diferente, un rasgo que ambos mecanismos
comparten es la propiedad de la represion de las CGPs para impedir que estas sigan el programa
de diferenciacion de la via somaética, la cual se lleva a cabo en el modo de la preformacién mediante
la represion de la actividad de una ARN-polimerasa de tipo 1, por medio de PIE-1 un represor
transcripcional del que no se conoce aun su funcionamiento; sin embargo, lo que se tiene claro, es

que inhibe el inicio de la transcripcion y la elongacion de la RNA-pol-I1.

Por otro lado, en el caso de la epigénesis se propone que Blimpl, un represor transcripcional apaga
la expresion genica para la diferenciacion somatica del mesodermo (Saitou & Yamaji, 2010) y esto
basado en el hecho que las presuntivas CGPs surgen a partir del mesodermo presuntivo

(Johnson et al., 2004).
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1.4 Origen de las células germinales en los anfibios

En los anfibios el origen de las células germinales, del mismo modo que su especificacion es
diferente en los dos grandes grupos de anfibios: anuros y urodelos. Para los anuros existe un plasma
germinal, localizado en una region especializada del citoplasma en el polo vegetal de huevos
fertilizados. Se ha descrito que el plasma germinal se segrega de manera inequitativa durante la
segmentacion dando lugar a las CGPs, ya que solamente las células que reciben dicho plasma
germinal seran las futuras células germinales, por lo que se argumenta que en los anuros el origen

de las CGPs se establece a partir del endodermo (Wakahara et al., 1998).

En los urodelos en particular en A. mexicanum, el origen de las células germinales se ha situado
en dos regiones. Humphrey (1929) e lIkenishi y Nieuwkoop (1978) realizaron, por un lado,
experimentos de trasplantes en el mesodermo de la placa lateral, que arrojaban un aumento de
CGPs y por otro lado, la extirpacion de esta misma region, que resultaba en una ausencia total de
CGPs. Con estos experimentos se concluyo, que el sitio de origen de las CGP era a partir del
mesodermo, tal como ocurre en los mamiferos, donde las CGPs se ha visto que se localizan en el
mesodermo extraembrionario: en el epiblasto proximal en la base del alantoides (Lawson & Hage,
1994). Sin embargo, tanto Ikenishi y Nieuwkoop (1978) como Johnson y colaboradores (2003)
aseveraron que era factible inducir la formacion de CGPs a partir del ectodermo.

1.5 Caracteristicas morfoldgicas de células germinales primordiales (CGPs) en anfibios

Las CGPs en anuros, son células grandes de alrededor de 25-30 um de diametro, su nucleo es
prominente esférico u ovoide con una envoltura nuclear lisa, su citoplasma es claro y en él se hallan
inmersas mitocondrias en un arreglo especial, denominado nube mitocondrial. También hay
presencia de granulos germinales, pigmento y plaquetas vitelinas, las cuales por medio de un
proceso de vitelolisis (consumo de vitelo) disminuyen cuando las células germinales derivadas de

las CGPs se establecen en la gonada indiferenciada (Ogielska, 2011; Norris, 2011).

1.6 Migracion de CGPs

Como ya antes se ha mencionado las CGPs son de origen extragonadal, lo cual quiere decir que
deben de llevar a cabo un proceso de migracion para arribar a su destino: la colonizacion de las
gonadas. Se sabe que en la mayoria de los organismos la migracion de las CGPs se da

primeramente por medio de una migracion activa, donde participan proyecciones citoplasmicas
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(lobopodios y filopodios) que se mueven sobre el sustrato de la matriz extracelular; o bien de
manera pasiva, debido a los movimientos morfogenéticos propios del desarrollo (Gilbert, 2012).
En recientes estudios se ha visto que la prolongacion citoplasmica mediante la cual se mueven las
CGPs de peces, anfibios y mamiferos estan guiadas por moléculas quimioatrayentes Cxcl12-a-
Cxcr4db donde, las CGPs emiten el receptor Cxcr4b y las células somaticas el ligando Cxcl112-a
(Aman & Pitrowski, 2010).

En el caso de los mamiferos como el ratén, las CGPs surgen en el epiblasto en la base del incipiente
alantoides, estas células se dividen y migran a la vez, a través del intestino y del mesenterio dorsal
(que conecta el intestino a la region donde estdn formandose los érganos mesodérmicos) para
colonizar el primordio gonadal. Las células que migran expresan el gen Stella y ademas al igual

que en anfibios se desplazan por medio de lobopodios y filopodios (De Falco & Capel, 2009).

A diferencia de los otros grupos, las CGPs de aves y ciertos reptiles utilizan un mecanismo distinto
para llegar a las gonadas y es mediante el torrente sanguineo. Las CGPs se adentran en vasos
sanguineos de la region anterior del embrion mediante un tipo de movimiento ameboideo:
diapédesis, mecanismo comun a los linfocitos y macrofagos, que les permite atravesar las células

endoteliales para arribar a la zona posterior donde se localizan las gonadas (Gilbert, 2012).

Las CGPs de X. laevis llevan a cabo una migracion activa mediante la prolongacion de un dnico
filopodio, que se mueve sobre la matriz extracelular, migrando sobre el mesenterio intestinal hasta
que llegan a las crestas genitales, la migracion es guiada por fibronectina y la lamina basal del
epitelio celomico (Ogielska, 2011).

1.7 Gdnada indiferenciada

La gonada indiferenciada es una estructura embrionaria caracterizada por contener una poblacion
de celulas germinales que daran lugar a los gametos y una poblacion de células somaticas. Se dice
que inicialmente la génada indiferenciada es morfolégicamente bipotencial, dado que tiene la
capacidad de diferenciarse en un ovario o bien en un testiculo, proceso que se denomina
determinacion sexual primaria, la cual refiere al desarrollo del fenotipo sexual en las células
somaticas de la génada. (De Falco & Capel, 2009). Asi para el grupo de los anfibios la génada
indiferenciada es una estructura sélida que tiene una zona cortical y una medular, donde no hay

diferencias histoldgicas entre ovarios o testiculos (Hayes, 1998). Es cuando ocurre la
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diferenciacion gonadal, que a nivel morfoldgico se distingue que las células germinales localizadas
en la corteza proliferan y entra en regresion la zona medular, es entonces que se puede hablar de
un ovario; en un testiculo en desarrollo, lo caracteristico es que la zona medular contenga a las
células germinales en proliferacién, mientras que la zona cortical presenta regresion (Hayes, 1998;
Norris, 2011).

2. Antecedentes

2.1 Estudios en urodelos

Dentro del grupo de los urodelos han sido Pleurodeles waltl y Triturus phirrogaster, junto con A.
mexicanum, los modelos méas estudiados en el ambito de la diferenciacién gonadal y células
germinales. Maufroid y Capuron (1981) demostraron utilizando a P. waltl la induccién de las
células germinales desde el mesodermo a partir de sefiales emitidas por el ectodermo. Ademas
hicieron notar que a nivel morfologico las células germinales eran identificables solo en estadios

posteriores a la eclosion.

La identificacion de las células germinales primordiales en salamandras como P. waltl ha sido
reportada por Dournon y colaboradores (1989) a partir del estadio de desarrollo 33, donde las ubicé
en vecindad con los conductos de Wolff y cercanas al orificio de la futura cloaca. Ademas, hizo
notar que la proliferacion de dichas células ocurria en dos etapas: antes de colonizar las gonadas y
antes de que comenzara la diferenciacion gonadal, puesto que las CGPs no proliferaban cuando la

cresta genital se formaba (Dournon et al., 1990).

2.2 Estudios en Ambystoma mexicanum

El primero en identificar a las CGPs citolégicamente en urodelos y particularmente en
A.mexicanum fue Humphey en 1925, las ubic6 en larvas de estadio de yema caudal,
especificamente en la region de la placa dorso lateral en el tronco posterior (Wakahara, 1996).
Trabajos posteriores de Maufroid (1972) e lkenishi y Nieuwkoop (1978) corroboraron lo
observado por Humphey localizando a las CGPs justo en la misma regién en larvas de A.
mexicanum. Para complementar esta informacion también se realizaron afios despues estudios de
destino de mapeo que arrojaron que las CGPs en urodelos derivaban de la zona marginal
ventrolateral de gastrulas tempranas, adyacentes a las células precursoras de sangre (Nieuwkoop,

1947; Smith, 1964). Sin embargo y después de tantos afios no se tiene certidumbre de cual es el
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momento en que las células son llevadas a su destino de la linea germinal en los urodelos
(Bachvarova et al., 2009).

Los trabajos de Ikenshi & Niewkoop (1978) empleando microscopia electronica y de transmision
describieron a las CGPs en el A. mexicanum como celulas grandes, con nucleos lobulados,
citoplasma claro, granulos electrodensos, gotas lipidicas, pigmento, abundante reticulo
endoplasmico y mitocondrias. Estos autores sugieren que las CGPs aparecen en espacios entre el
endodermo y la placa del mesodermo lateral, entre los estadios 23 al 35 cerca de los conductos de
Wolff y finalmente se localizan en las crestas genitales. De igual manera, Johnson y colaboradores
(2003) evidenciaron que las CGPs podian ser inducidas ectopicamente en el polo animal en
presencia de sefiales correctas. Estas sefiales son entre otras una alta concentracion de la proteina

morfogenética del hueso 4 o (BMP4)

Estudios a nivel molecular sobre las células germinales en A. mexicanum, han sido realizados por
Johnson y colaboradores (2003) quienes lograron producir el gen Dazl para A. mexicanum: Axdazl.
El gen Dazl se ha relacionado con la meiosis y espermatogénesis en varios vertebrados (Johnson
et al., 2001) y ademas en X. laevis, se ha empleado como marcador del plasma germinal, y por
ende de las células germinales. Johnson no logré encontrar transcritos para dicho gen, ni en
ovocitos ni en estadios tempranos del desarrollo, lo cual indicd que no habia funcionalidad de la
proteina; esta evidencia experimental a nivel molecular apoyé de manera contundente las
observaciones con microscopia que previamente realizaron Ikenisihi y Nieuwkoop (1978) sobre

la usencia de plasma germinal en las células germinales de urodelos.

Por otro lado, Bachvarova y colaboradores (2004) realizaron un estudio por medio de
hibridaciones in situ (ISH) con larvas de A. mexicanum en diferentes estadios de desarrollo,
utilizaron genes relacionados con la especificacion de la linea germinal tales como Vasa y Dazl,
este Ultimo se expresd en embriones mas tempranos desde el estadio 33 en comparacion con Vasa

cuyo mensajero se localiza hasta el estadio 43.

Otros genes asociados con la especificacion de la linea germinal se utilizaron, como Axoct-4 cuya
sefial se localiz6 Unicamente en el mesodermo de géstrulas y en ovocitos, en células germinales
propiamente estuvo ausente. Por otro lado c-kit, un receptor de tirosin-cinasa (Saitou et al., 2012)
cuya expresion se ha localizado desde la gastrula temprana y durante la migracion de las CGPs

hacia las gbnadas en roedores (Manova & Bachvarova, 1991) también se empled.
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En A. mexicanum Axoct-4 y C-kit no se expresaron en células germinales, sino solo en gametos

diferenciados (Bachvarova et al., 2004).

El estudio mas reciente basado en la especificacion de las células germinales en A. mexicanum fue
realizado por Chatfield y colaboradores (2014) quienes demostraron a nivel molecular, que la zona
marginal ventral (ZMV) del mesodermo es el sitio de origen de las CGPs adyacente a las células
sanguineas, tal como Smith (1964) lo predijo. La novedad es que este estudio contribuy6 a aclarar
que el gen Nodal y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) compiten para dirigir la

especificacion de un “pool” celular hacia sangre o CGPs respectivamente.

3. Justificacion

El A. mexicanum, es un urodelo particularmente interesante porque se asemeja a los antepasados
tetrapodos, en ese sentido, es un punto de referencia para entender coémo han ido cambiando los
mecanismos de desarrollo y en particular el comportamiento de la linea germinal (Chatfield et al.,
2014).

El presente trabajo de investigacion busca contribuir con el conocimiento sobre la linea germinal
del A. mexicanum en una etapa clave como es la determinacion de la gonada indiferenciada. Poco
se sabe de la caracterizacion de las células germinales en dicha etapa y al ser el A. mexicanum un
modelo de interés para la biologia del desarrollo por presentar caracteristicas como neotenia, asi
como la regeneracién de extremidades y organos (Perez et al., 2009) es importante conocer a
detalle los aspectos de su desarrollo, en este caso particular, la linea germinal, estrechamente

relacionada con el ambito reproductor.

Por si fuera poco, el urodelo A. mexicanum es un anfibio endémico del sistema lagunar del Valle
de Meéxico conformado por el lago de Texcoco, Chalco, Zumpango, Xaltocan y Xochimilco
(CONABIO, 2011) no obstante, en los ultimos afios su poblacion se ha visto mermada
considerablemente, a tal grado que en vida libre, solo se hallan en el sistema de canales de
Xochimilco (Contreras et al., 2009). Por ello se ha incluido en la lista roja de la Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) y cuenta con proteccion especial por la NOM-059-
SEMARNAT-2001 (CONABIO, 2011) por encontrarse en peligro critico. Ello propicia la
necesidad de conocer méas aspectos sobre la biologia del desarrollo y reproductora de este

organismo endémico de México.
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4. Especie de Estudio

La salamandra Ambystoma mexicanum es un anfibio urodelo endémico del Valle de México
(Zambrano, 2009), que presenta una serie de caracteristicas muy particulares que le proporcionan
un lugar privilegiado como modelo de estudio en el ambito ecolégico, inmunoldgico y en la
biologia del desarrollo. Entre estas areas, se halla su potencial para la regeneracion de tejidos,
extremidades e inclusive 6rganos completos, tales como corazén e higado. Ademas, se trata de un
organismo de facil mantenimiento en condiciones experimentales. Entre las caracteristicas méas
relevantes que presenta A. mexicanum es su condicién de neotenia, esto significa que los
organismos son capaces de reproducirse sexualmente, pero sin pasar por metamorfosis, es decir
que retienen caracteristicas larvarias durante toda su vida como la presencia de aleta dorsal, asi

como de las branquias (Mengen et al., 2010).

La clasificacion taxonomica del urodelo Ambystoma mexicanum de acuerdo con la CONABIO es
la siguiente:

Reino: ANIMALIA
Phylum: CHORDATA
Clase: AMPHIBIA
Orden: CAUDATA
Familia: AMBYSTOMATIDAE
Nombre cientifico: Ambystoma mexicanum (Shaw, 1789)
Nombre comun: Ajolote
Nahuatl: Axolotl.

En cuanto a su distribucion, el A. mexicanum se localizaba de manera natural en todo el Valle de
México incluyendo los lagos de Chalco, Texcoco y Zumpango (Aguilar, 2005). Sin embargo, con
el paso de los afios y de la urbanizacion de esos sitios, la poblacion de esta salamandra se ha
reducido dramaticamente, a tal punto que actualmente solo es en los canales de Xochimilco el
ltimo remanente natural de su habitat (Zambrano, 2009) es por ello que esta especie se encuentra
en calidad de peligro (P) (CONABIO, 2011) y bajo la proteccion de la NOM-059-SEMARNAT-
2001.
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5. Objetivos

General:

Caracterizar a las células germinales del urodelo Ambystoma mexicanum durante la etapa del

establecimiento de la gonada indiferenciada.
Particulares:

e 1. Analizar la morfologia de las células germinales del A. mexicanun durante los estadios
del desarrollo 40 al 45.

e 2. Determinar el patron de expresion de la proteina de los genes Vasa y Laminina, en las
células germinales durante su migracién y establecimiento en la gbnada indiferenciada.

e 3. Establecer el comportamiento proliferativo de las células germinales del A. mexicanum
durante los estadios larvales 40 y 45.

e 4. Describir la posible ruta de migracion de las células germinales del A. mexicanum

6. Metodologia

6.1 Colecta y mantenimiento de los ejemplares.

Se utilizaron embriones y larvas de la especie A. mexicanum los cuales fueron donados por el Dr.
Luis Zambrano del Laboratorio de Restauracion Ecoldgica del Instituto de Biologia, UNAM, el
cual cuenta con una granja de reproductores. La colecta se llevo a cabo bajo el permiso FAUT-
0112. Una vez que se colectaron, los organismos fueron trasladados al acuario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM para su mantenimiento, el cual se hizo bajo condiciones estandar de
temperatura (18 °C +/- 1) y fotoperiodo (12h luz, 12h oscuridad).

6.2 Obtencion de las muestras.

Los embriones de A. mexicanum fueron colectados y posteriormente clasificados por medio de las
tablas de desarrollo de elaboradas por Bordzilovskaya y colaboradores (1989) y de Nye (2003).
Los estadios colectados para la elaboracion de este trabajo incluyeron del 40 al 45 (E-40, E-41, E-
42, E43, E-44, E-45) asi mismo, se utilizaron dos ejemplares correspondientes al estadio 55 (E-
55) con el fin de dar seguimiento a los cambios que presentan las células germinales en estadios
avanzados del desarrollo gonadal; de igual manera como control de la expresion de las proteinas

Vasa y Laminina con respecto a estadios tempranos como lo son los correspondientes al E40 y al
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E45. Las larvas una vez clasificadas se destinaron dos ejemplares para diferentes técnicas:
microscopia de campo claro (4), inmunodeteccion (2), citometria de flujo (2) y para el ensayo de
Western blotting 3 organismos para el E-41 y 2 muestras para E-50. Lo cual significé que para el
desarrollo del presente trabajo se utilizaron 8 larvas por estadio (E-40 a E-45 y E-55) y un total de
55 organismos para todo el estudio. Los organismos fueron anestesiados con hielo, para bajar al
maximo su metabolismo y posteriormente se decapitaron, para poder llevar a cabo las técnicas
antes mencionadas (Cuadro 2).

Estadio Microscopia de Inmuno- Citometria de Western Total

Campo Claro deteccion flujo Blotting

Cuadro 2. Se muestra la distribucion de los organismos empleados para cada técnica del presente trabajo,
asi como el total de larvas utilizadas

6.3 Microscopia de campo claro

Con el objeto de realizar la caracterizacion de las células germinales a nivel morfoldgico, se
recurrio por un lado a la técnica de histologia convencional (parafina) y para detallar los hallazgos
encontrados con dicha técnica se procedio a realizar la técnica convencional de microscopia de

alta resolucion.

En este caso las larvas de E-40 al E-45, asi como las génadas aisladas correspondiente con el E-

55 se fijaron en fijador de Karnovsky (Paraformaldehido 1%-Glutaraldehido 2.5% en
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amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4) (Karnovsky, 1965) durante 12 h a 4 °C, se lavaron con
buffer de cacodilatos pH 7.3 y se realiz6 una postfijacion con tetradxido de Osmio (OsO4) al 1%
durante 1 h. Luego de ello, se llevd a cabo un lavado con agua destilada y una deshidratacion en
una serie de alcoholes graduales desde 70% a 100% por un lapso de 15 min en cada uno; las
muestras se pusieron en acetonitrilo por 40 minutos, posteriormente se llevaron a una mezcla de
acetonotrilo- epon (1:1) por 1 hora, acetionitrilo-epon (1:2) por otra hora, finalmente se dejaron en
epon puro toda la noche; ya por Gltimo se procedié a incluir las muestras en resina epdxica y se
polimerizaron 12 h a 60 °C. De estos bloques se obtuvieron cortes semifinos de 1-2 um por medio
de uso de ultramicrotomo y se tifieron con azul de toluidina. Unicamente del E-55se obtuvieron
cortes finos, los cuales, se contrastaron con plomo y uranilo, para su observacion al microscopio

electronico.

Para la técnica de histologia convencional, se utilizo el fijador Bouin (Acido picrico saturado y
formol al 10%) luego de ello se lavo para eliminar el fijador y se llevd a cabo una deshidratacion
con alcoholes graduales a partir del 30% al 100%, se prosiguié a realizar un aclarado con xileno e
inclusién en paraplast. Se realizaron cortes de 5um de grosor por medio del micr6tomo de rotacion

y finalmente se hizo la tincion de Hematoxilina-Eosina.

6.4 Medicién de células germinales

Con el objetivo de caracterizar a las células germinales durante los estadios abarcados en el
presente estudio, asi como los cambios morfologicos que presentan, se llevé a cabo la medicion
de largo y ancho de cada una de ellas en los estadios de desarrollo E-41, E-45 y E-55, ello para
comparar estadios contrastantes. Las células fueron observadas en cortes semifinos y se midio su
largo y ancho por medio de una reglilla micrométrica y con microscopia de luz, con el objetivo
40X. Se realiz6 el promedio y la desviacion estandar para la medicion de cada estadio. La n

(tamario de la muestra) fue de 6.

6.5 Inmunofluorescencia

Con el objetivo de detectar la expresién de la proteina Vasa en células germinales de larvas de E-
40 al E-45 y E-55, por medio de inmunodeteccion, las muestras se fijaron en Paraformadehido al
4% (PFA 4%) en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.1 por 20 minutos, se lavaron con PBS 1X pH 7.1

por 5 minutos y se dejaron en sacarosa al 30% hasta el momento de la inclusion en medio tissue-
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teck y su posterior congelacion con hexano a -70°C. Una vez que los cortes transversales de 20pum
se realizaron, se depositaron en una camara himeda por 1 h. se realizé un lavado con PBS 1X pH
7.1 por 10 minutos sobre los cortes, se les agreg6 Triton 1% en PBS por 10 minutos, se les hizo
un lavado rapido con PBS, para proseguir con el blogueo de uniones inespecificas con albumina
1% en PBS durante 2 horas y en oscuridad. Se prosiguio a colocar el anticuerpo primario contra la
proteina Vasa (cuadro 3) durante toda la noche a 4°C. Luego de 4 lavados con PBS de 5 minutos
cada uno, se colocé albumina 1% en PBS por 15 min. Los cortes se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente (cuadro 3) por 1 h; transcurrido el tiempo se hicieron 4 lavados con
PBS por 5 minutos y finalmente las secciones se montaron con medio acuoso DAKO, se hicieron

las observaciones correspondientes al microscopio confocal.

Anticuerpo Origen Dilucién Anticuerpo Dilucién
primario secundario
Vasa conejo [1:200] Cy3 (anti-rabbit) [1:100]
Laminina conejo [1:200] Cy3 (anti-rabbit) [1:100]

Cuadro 3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la caracterizacion de células germinales.

6.7 Citometria de flujo.

La citometria de flujo, es una técnica que permite clasificar poblaciones celulares en funcion de
caracteristicas tales como tamafio, volumen, densidad, dispersion de la luz, entre otras; asi es
posible realizar la medicion simultanea de multiples caracteristicas fisicas de una sola célula, con
lo cual, se pueden hacer analisis cuantitativos y multiparamétricos para definir una poblacion
celular (Salgado, 2002). Ello hace posible distinguir poblaciones especificas de células dentro de
un complejo celular y consecuentemente es posible separar dichas poblaciones en funcién de su
tamano relativo, granularidad y la intensidad relativa de fluorescencia cuando hay presencia de un
flourocromo en las células (Salgado, 2002). Esta técnica se conoce como FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorting por sus siglas en inglés).

Con el objeto de distinguir la poblacion de células germinales se procedio a realizar esta técnica
para los estadios 40 y 45 para asi mostrar cuantitativamente el incremento esperado en el niUmero

de células correspondientes especificamente a células germinales.
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Se colectaron larvas de A. mexicanum, del estadio 40 y 45, se fijaron con Paraformaldehido (PFA)
al 4% por 15 minutos, se les dio un lavado con Buffer de fosfatos (PBS) 1x pH 7.1 por 5 minutos
y posteriormente se dejaron en sacarosa al 30%. Los ejemplares fueron homogeneizados en PBS
1x pH 7.1 con un pistilo y almacenados a 4 °C. El homogeneizado se centrifugé a 3000 rpm durante

5 min, después de ello se prosiguio a re suspender con pipeta.

Se tomaron 500 pl para obtener el control positivo y el negativo. Se llevaron los tubos de cada
estadio a la centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos. EI “pellet” que resulto se conservo y se desecho
el sobrenadante. Se colocaron 500 pul de albumina al 1% durante 2 horas a 4°C y en rotacién. Se
incorporé el anticuerpo Vasa [1:250] durante toda la noche a 4°C y en rotacion solo en los tubos

positivos.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 30 minutos cada uno a 4°C y en rotacion,
centrifugado y re suspendido por cada lavado. Se agregd nuevamente albumina al 1% y se coloco
el anticuerpo secundario Cy3 [1:100] a cada tubo, positivos y negativos.

Se realizaron 3 lavados con PBS 1x pH 7.1 de 30 minutos cada uno con su respectivo
centrifugando y re suspendido. Finalmente los tubos resultantes los controles y los experimentales
se leyeron en el clitometro FACS y se analizaron los datos con el programa Cell-Quest.

6.8 Western Blotting

La técnica de Western Blotting es ampliamente utilizada en la biologia molecular, puesto que
permite la separacion e identificacion de proteinas especificas de la célula a partir de un complejo
proteico (Mahmood & Yang, 2012). En el presente estudio para corroborar la presencia de la
proteina Vasa a nivel molecular se procedio a realizar un ensayo de Western blotting en embriones
y larvas de los estadios de desarrollo 41 y 50.
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6.8.1 Extraccidon de Proteinas

La extraccidn de proteinas es un paso previo para llevar a cabo la identificacion de proteinas por
medio de Western Blotting. Se utilizaron 3 larvas de A. mexicanum en estadio 41 y 2 larvas de
estadio 50. Las larvas fueron maceradas mecanicamente con pistilos de biologia molecular en PBS
1x pH 7.1. Posteriormente se re suspendié cada estadio en 250 ul de buffer Tyrodes-BSA (Ver
anexo 1), luego de ello se lisaron las células con buffer de lisis Laemmli 2x (anexo 1). Se agitaron
con vortex y fueron calentadas en ebullicién a bafio maria por 3 minutos, se repitio este proceso 3
veces y se almaceno la proteina hasta su uso. Como control se utilizé una muestra de testiculo de
raton. Finalmente se cuantifico la proteina mediante un espectofotometro. Las cantidades de

proteinas tanto el total como en 20 pg y 10 pug aparecen en el cuadro 4.

Estadio Cantidad de proteina Cantidad de proteina Cantidad de Proteina
total (ug) en 20 (ug) en 10 (ug)

41 28.90 14.45 7.22

50 43.66 21.83 10.91

Testiculo de 47.61 23.80 11.90

raton (control)

Cuadro 4. Cuantificacion de proteinas totales extraidas de estadio 41 y 50 de larvas de A. mexicanum.

6.8.2 Western Blotting

Las proteinas totales obtenidas a partir de la extraccion de las larvas de estadio 41 y 50 de A.
mexicanum, asi como el control de testiculo de raton, fueron separadas mediante electroforesis.
Para ello se corrieron en un gel de poliacrilamida al 30% (anexo 1). En cada pozo se corrieron 2
tratamientos: 20 g de proteina para cada estadio y 10 g de proteina para cada estadio (Cuadro
4). Ello con el proposito de estandarizar cuél era la cantidad de proteina adecuada para el
corrimiento. La corrida de electroforesis se realizé en buffer Tris-Glicina pH 8.3 durante 2 horas
a 15 Volts.

Después de la obtencién del gel se procedid a realizar la transferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa por medio de la realizacion de un sandwich de transferencia (anexo 1).
Nuevamente se corrié en camara de electroforesis en buffer de transferencia: Tris-Glicina-Metanol
pH 8.3 durante 2 horas, a 25 Volts y 200 mA de corriente.

N_ZO_N



Caracterizacion de la linea germinal en el Ambystoma mexicanum, durante el establecimiento de la génada indiferenciada

Al finalizar la transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa, ésta se tifid con rojo de
Ponceau por un minuto, esto para corroborar la integridad de las proteinas en la membrana, luego
se lavo con agua corriente y con buffer TBS-Tween (anexo 1) hasta que se limpio por completo.
Luego de ello, se realiz6 una inmunodeteccidon, esto con el objeto de identificar de manera
especifica la proteina de interés: Vasa. Para ello, la membrana se bloque6 con leche descremada
Svelty al 10% en buffer TBS-Tween por dos horas a temperatura ambiente. Se colocé el anticuerpo
primario Vasa en concentracion [1:1000] en buffer TBS-Tween toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se le realizaron 3 lavados con TBS-Tween por 15 minutos cada uno a la membrana.
Después de ello, se incubo el anticuerpo secundario acoplado a HRP anti-conejo [1:6000] en buffer
TBS-Tween por una hora a temperatura ambiente. Se realizaron 4 lavados con buffer TBS-Tween

por 20 minutos cada uno.

Finalmente se llevo a cabo la deteccidn de proteinas por medio de una solucion para reacciones de
quimioluminiscencia para biologia molecular: BM Chemical Western Blotting Mouse/Rabbit. La
membrana fue expuesta a placas para rayos X de Kodak de 1 a 5 minutos. Posteriormente se

revelaron con fijador y revelador para su analisis.

7. Resultados

7.1 Microscopia de Campo Claro: Morfologia

La microscopia de campo claro permitié identificar la morfologia que presentan las células
germinales, asi como sus cambios e interacciones con otros tipos celulares, a lo largo de los

estadios de desarrollo analizados en este trabajo.

Estadio 40 (11 dpf)

En embriones de A. mexicanum en estadio 40 con 11 dias post-fertilizacion (dpf) (Fig. 2 A) se
encontrd la formacion de un primordio gonadal, localizado en la porcion media dorsal de los
embriones, en cercania con los conductos de Wolff y del mesonefros (Fig. 2B). Este primordio
gonadal esta constituido por un escaso numero de celulas germinales en estrecha relacion con
células somaticas (Fig. 2C). Las células germinales se caracterizaron por ser mas grandes que el
resto de los tipos celulares, por la presencia de un ndcleo grande inmerso en un citoplasma con

abundantes plaquetas vitelinas, asi como la presencia de granulos de pigmento (Fig. 2D).
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Fig. 2. A) Embrion de A. mexicanum en E-40 con 11 dias post-fertilizacion (dpf). Talla correspondiente a 10mm.
B) Corte transversal tefiido con azul de toluidina de un embrién en E-40. Notocorda (No), Aorta dorsal (A),
Mdasculo (Mu), Mesonefros (Me), Conducto de Wolff (DW), Intestino (1) Primordio gonadal (PG) en 100x. C)
Primordio gonadal (recuadro) compuesto por células somaticas (CS) y células germinales (CG) visto en 400x D)
Célula germinal (GG) con un citoplasma grande con abundantes granulos de pigmento (Gp) y plaquetas de vitelo
(V) Un nacleo prominente (*) y su nucléolo (Nu) que se rodea por células somaticas (CS) en 1000x.
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Estadio 41 (12 dpf)

Para el estadio 41 el embrion con 12 dpf se encuentra a punto de eclosionar de su capsula
gelatinosa, la cual se compone de elementos que le proveen de nutrimentos y soporte (Fig. 3A).
Por otro lado el primordio gonadal se nota que aumenta ligeramente de tamafio con respecto al
estadio anterior y mantiene la misma ubicacion; es decir, adyacente a los conductos de Wolff y
mesonefros (Fig. 3B). Las células germinales que conforman al primordio son escasas y se hallan
rodeadas por celulas somaticas (Fig. 3C). Dichas células germinales son grandes (Cuadro. 5) con
un nucleo prominente, el cual presenta un nucléolo evidente, el citoplasma casi en su totalidad

presenta plaquetas vitelinas y unos cuantos granulos de pigmento (Fig. 3D).
Estadio 42 (13 dpf)

En el estadio 42 la larva ya se ha desprendido por completo de su capsula gelatinosa y ha crecido
un poco mas con respecto al E-41 (Fig. 4A). El primordio gondal conserva la ubicacion: adyacente
a los conductos de Wolff y por debajo del mesonefros (Fig. 4B). Las células germinales que lo
conforman muestran un nacleo mas redondo con respecto a los estadios anteriores, la presencia de
plaquetas vitelinas tiende a disminuir con respecto a los E-40 y E-41 (Fig 4C). En algunas larvas
de este estadio se pueden observar células germinales dada su morfologia, que presuntivamente

migran hacia la region donde se localiza el primordio gonadal (Fig. 4D).
Estadio 43 (14dpf)

Con respecto al estadio 43 (E-43) en las larvas se nota un incremento en el tamafio y complejidad
de las branquias con respecto al estadio anterior (Fig. 5A). Las gbénadas indiferenciadas son
pareadas, se observan entre los rifiones mesonéfricos y los conductos de Wolff. Es notoria la
presencia de grandes vasos sanguineos adyacentes a dichas estructuras (Fig. 5B). Las génadas
como estructuras pareadas, compactas y suspendidas sobre la cavidad celémica por medio de un
mesenterio (Fig. 5C) se hallan conformadas por células germinales con nucleo prominente y
citoplasma claro. Como en el E-43 las plaquetas vitelinas en el citoplasma disminuyen
notablemente, aunque es continla la presencia de granulos de pigmento. Asi mismo, es clara su

interaccion con células somaticas (Fig. 5D).

N_23_N



Caracterizacion de la linea germinal en el Ambystoma mexicanum, durante el establecimiento de la génada indiferenciada

Fig. 3. Embrion de A. mexicanum en E-41 (12 dpf). A) Fotografia de embrion que aun no eclosiona de su
membrana gelatinosa. B) Corte transversal en E41 tefiido con azul de toluidina. Se aprecia de la parte mas
anterior a la posterior el tubo neural (Tn), notocorda (Nt), masculo (Mu) y en la zona media, se observan
los conductos de Wolff (DW) en vecindad con los mesonefros (Me) y en estrecha relacién con ambas
estructuras, es evidente el primordio gonadal (recuadro) 40X. C) Detalle del primordio gonadal compuesto
por células germinales (CG) en estrecha relacion con las células sométicas (CS). El primordio gonadal esta
adyacente al conducto de Wolff (DW) y al mesonefros (Me) 400X. D) Detalle de la imagen anterior en
donde es evidente que las células germinales, cuentan con un nucleo redondo grande (*) con un nucléolo
evidente (Nu) y un citoplasma con plaquetas vitelinas (V) asi como por granulos de pigmento (Gp) las
celulas germinales (CG) estan rodeadas por varias células somaticas. 1000X.
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Fig.4. Larva de A. mexicanum en E-42 (14 dpf). A) Imagen de la larva. B) y C) Corte transversal,
panoramico para mostrar la ubicacién del primordio gonadal. Se identifica de la parte anterior a la posterior
el tubo neural (Tn), la notocorda (Nt), a ambos lados el musculo (Mu) y por debajo a los costados el
mesonefros (Me), los conductos de Wolff (DW) y primordio gonadal en la regién media posterior
(recuadro) 40X. D) Detalle del primordio gonadal el cual se encuentra por debajo del mesonefros (Me), la
aorta dorsal (Ao) y adyacente a los conductos de Wolff (DW) y por encima del Intestino (1) 400X. E)
Detalle de la célula germinal (CG), en donde se aprecia su nlcleo redondeado y prominente (N) el cual esta
inmerso en un citoplasma claro y homogéneo (C) que cuenta con la presencia de granulos de pigmento (Gp)
es evidente la estrecha relacion de las células somaticas (CS) con la célula germinal 1000X.
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Fig. 5. Larva de A. mexicanum en E-43 (15 dpf). A) Se muestra la fotografia de una larva en E 43, la
mayor diferencia con respecto al estadio 42 esta en el incremento del tamafio de sus branquias y la
longitud del cuerpo. B) Corte transversal semifino de la larva tefiido con azul de toluidina, en donde se
ubica la gonadas (recuadro) se hallan entre el complejo formado por el mesonefros (Me) y conductos de
Wolff (DW), se aprecian también vasos sanguineos adjuntos a ellos con eritroblastos en su interior (Vs)
también se ubica la parte anterior del embridn con la localizacion de la notocorda (Nt) la aorta dorsal
(Ao) y el masculo (Mu) 40x. C) Detalle de laimagen anterior, donde se pueden ubicar claramente ambas
gonadas (G) en estrecha relacion con los conductos de Wolff (DW) y el mesonefros (Me). Las gonadas
se conforman por células germinales (CG) y células sométicas (CS). Ms, mesenterio que va al intestino
(1) 400X.

Estadio 44 (16 dpf)

En el estadio 44 aunque es muy parecido al estadio anterior, hay un aumento ligero en la talla del
cuerpo y en la cabeza de las larvas con respecto al E-43 (Fig. 6A). Las gonadas se encuentran
pareadas y se observan como estructuras compactas localizadas en la porcion media dorsal del
cuerpo adheridas mediante un mesenterio y contintia su estrecha relacion con los conductos de
Wolff y con el mesonefros (Fig. 6B). Las células germinales son escasas en las gonadas, apenas
dos de ellas por gonada, en el plano del corte; sin embargo, un mayor nimero de células somaticas

las delimitan (Fig. 6C). Las células germinales con su ya caracteristica morfologia presentan
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nucleos grandes y lobulados embebidos en un citoplasma claro y disperso. Como en el E-43 las
células germinales presentan una disminucion en la cantidad de plaquetas vitelinas, pero no asi en
los granulos de pigmento que siguen presentes. La interaccion con las células sométicas es

evidente, puesto que estas Ultimas se encuentran rodean a las CG (Fig. 6D).

Fig. 6. Larva de A. mexicanum en E-44 (16 dpf). A) Fotografia de la larva en E-44, es notable el incremento
en el tamafio corporal (12mm), cabeza y branquias. B) Corte transversal de la larva tefiido con azul de
toluidina. Imagen panordmica que ubica la localizacion de las gonadas (recuadros), en donde se observa su
relacién con respecto a mesonefros (Me) y conductos de Wolff (DW) en la parte media del cuerpo,
notocorda (Nt), masculo (Mu) y aorta dorsal (Ao) son otras estructuras que se aprecian. 40X. C) Las
gonadas, cercanas al mesonefros (Me), se aprecia que son estructuras pareadas y con un nimero escaso de
células germinales (CG) que son rodeadas por células somaticas (CS), se aprecia también un mesenterio
(Ms).100X. D) Detalle de una gonada en donde se observa que es una estructura compacta, pequefia y
formada por dos células germinales (CG), las cuales cuentan con un nucleo (N) ovalado embebido en un
citoplasma claro (C), que tiene granulos de pigmento () y plaquetas de vitelo (*) y células somaticas (CS)
en estrecha relacion.1000X.
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Estadio 45 (17 dpf)

Para el estadio 45 (E-45) las larvas continGan creciendo observandose un leve incremento en el
tamafo del cuerpo y en la cabeza (Fig. 7A). En cuanto a la morfologia de las gonadas, éstas se
ubican en la cavidad celémica y continGian situandose en estrecha cercania con los conductos de
Wolff y mesonefros (Fig. 7B y Fig. 8B). Las gonadas presentan un nimero limitado de células
germinales (Fig. 7C) es evidente que las células germinales presentan la morfologia tipica comun
a todos los vertebrados: un nucleo que es totalmente redondo, citoplasma claro y presencia de
granulos de pigmento. Han aumentado su talla con respecto a estadios previos (Cuadro. 5). Es de
notar la total ausencia de plaquetas vitelinas en el citoplasma (Fig. 7D). Hay una relacién mas
estrecha de las CG con las células somaticas, que en conjunto constituyen la gonada indiferenciada
(Fig. 7D).

En este estadio también se sugiere la presencia de unas células germinales muy cercanas a los
conductos de Wolff, situadas en la region mas posterior de la larva, cercanas a la cloaca. No se
aprecian celulas somaticas que rodeen a las CG, puesto que la gbnada quedo situada en la region

maés anterior de la larva (Fig. 8 C y D).

Estadio 55

Para comparar como son los cambios en la morfologia que llevan a cabo las células germinales
durante el establecimiento de la génada indiferenciada, se analizé el estadio 55. Observamos que
la gonada ha aumentado considerablemente en tamafio y se aprecia como una estructura compacta
y alargada, asi mismo se observd una estructura anexa la cual se identifico como la epigonada,
estructura que dara origen a la formacién de los cuerpos grasos (Fig. 9A) La génada se compone
de células germinales, las cuales tienen un acomodo particular, se encuentran formado grupos en
estrecha relacion con las células somaticas (Fig. 9B, C). La morfologia de éstas muestra la
presencia de un prominente nicleo redondeado que ocupa gran parte del citoplasma, el cual carece
por completo tanto de plaquetas vitelinas como de pigmento, contrario a los estadios previos
analizados: E-40 al E-45 (Fig. 9C). La ultraestructura corrobora estas caracteristicas (Fig. 9D).
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Fig 7. Larva de A. mexicanum en E-45 (17 dpf). A) Fotografia de la larva E-45 se nota un ligero incremento
en longitud total (15mm) y en el tamario de la cabeza. B) Corte transversal de la larva tefiido con azul de
toluidina, se muestra las génadas (recuadro). Se localizan en la cavidad celomica en estrecha relacion con
el conducto de Wolff (CW) y con el mesonefros (Me) También se aprecia el Intestino (In) 100X. C)
Gédnadas (recuadro) conformadas por pocas (una o dos) células germinales (CG) y por células somaticas
(CS), las gonadas son estructuras pareadas compactas y de forma oval. 400X. D) Detalle de la imagen
anterior de las células germinales (CG) se aprecia su ntcleo (=) mismo que ya es de forma redonda, se
halla embebido en un citoplasma claro con numerosos granulos de pigmento (—) Las CG son notablemente
mas grandes que las células somaticas (CS) las cuales les rodean y conforman también a las génadas.
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Fig. 8. Larva de A. mexicanum en E-45 ( 17 dpf). A) Imagen panoramica de corte transversal de la region
media posterior en donde se ubica la gbnada (recuadro y flecha) se sitla a CG adyacentes a los conductos
de Wolff (DW) 40X. B) Acercamiento de la imagen anterior en donde se aprecia una célula germinal (CG),
con su gran nucleo (---» ) y nucléolo (» ) y citoplasma claro (= ). C) y D) Se presentan dos células
germinales (—) con pigmento en su citoplasma en estrecha relacién con los conductos de Wolff (DW)
Tincion H-E, B, C y D. 400X.
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Fig. 9. Larva de A. mexicanum en E-55 (90 dpf). A) Imagen panordmica de la génada aislada, la cual se
presenta como estructura alargada y compacta rodeada por un epitelio simple (—), en el interior. Se
aprecian grupos de células germinales (recuadro), en la region anterior adyacente a la gbnada se aprecia la
epigonada () B) Detalle en de un grupo de células germinales (CG) rodeadas por células sométicas (CS)
100x C) Acercamiento de la imagen anterior en donde se aprecian las células germinales (CG) de forma
redonda, un nucleo (N) muy prominente que ocupa gran parte del volumen de la célulay un claro citoplasma
sin granulos de pigmentos ni plaquetas de vitelo(- %), note la estrecha relacién de las células somaticas (CS)
con las germinales 1000x. D) Micrografia electronica de transmisién que muestra la ultraestructura de las
celulas germinales: un nacleo prominente y esférico (N) rodado por una envoltura nuclear (») un citoplasma
claro (C) y abundantes mitocondrias (=) y células somaticas en estrecha relacion. 2000X.
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7.2 Medicién de células germinales

Se llevo a cabo la medicion de las células germinales de los estadios méas representativos del
presente trabajo: 41, 45y 55. Se midi6 tanto el largo como el ancho de las mismas, para determinar
en promedio su talla. Los resultados se muestran en el cuadro 5. Se nota un creciente aumento en
la talla de las células germinales. En el E-41 el largo de las células germinales fue de 9.2 um y un
ancho de 5.3 pm, mientras que en E-45 hubo un aumento de 0.6 pum en el largo y 0.3 um en ancho.
Se observd que el aumento en estos estadios de desarrollo (41 y 45) fue minimo. Sin embargo, en
el E-55 el aumento de talla por parte de las células es notorio, con respecto a los estadios previos

(41 y 45) puesto que, su largo es de 11.3 um y su ancho de 8.3 pm.

41 9.2+23um 5.3+1.0 um
45 9.6%+29 pm 5.6+1.3um
55 11.3+0.8 um 8.3+0.8 um

Cuadro 5. Medidas del largo y ancho de las células germinales de E-41, E-45 y E-55 de A. mexicanum.

7.3 Inmuflourescencias
Expresiéon de Laminina y Vasa

Estadio 40
En larvas de A.mexicanum en el E-40, la expresidn de laminina muestra de manera panoramica la

distribucion espacial de los 6rganos en el interior de la larva a nivel de la region media posterior,
lo cual ayudo a ubicar la zona donde ocurre la formacion del primordio gonadal. Este se localiza
en la region media dorsal del cuerpo, cercana al rifion mesonéfrico y los conductos de Wolff (Fig.
10 A-C). Sin embargo, la expresién de la proteina VVasa no parece tan clara puesto que hay cierta
inespecificidad (Fig. 10D); no obstante, una marca positiva a Vasa en una célula cercana al
conducto de Wolff (Fig. 10E) podria indicar que se trata de una célula germinal presuntiva.
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Fig. 10. Embrién de A.mexicanum en E-40. Expresion del marcador laminina y Vasa para la identificacion
del primordio gonadal y células germinales. A) — B), la expresion la laminina delimita el tubo neural (Tn),
notocorda (Nt), masculo (Mu), e intestino (I). La punta de flecha sefiala la posicidn en la que ocurre la
formacion del primordio gonadal. C) Se muestra la expresion de la proteina Vasa en el mismo embrion, se
observa cierta inespecificidad. E) Se muestra la expresidn de Vasa en el citoplasma de una célula cercana
a conductos de Wolff (DW), posicidn correspondiente con una célula germinal (flecha).
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Estadio 41

En la larva de A. mexicanum en E-41 es visible una estructura adjunta a los conductos de Wolff,
en la region media a la que se denomina primordio gonadal, el marcaje revelado por laminina
delimita bien esta zona (Fig. 11A y B). Por otro lado, la expresion de la proteina VVasa también es
clara y evidente en el citoplasma de células que por correspondencia con la ubicacion dentro del
primordio y por ser positivas a Vasa son células germinales (Fig. 11C) dichas células (dos de cada

lado) forman parte del primordio gonadal (Fig. 11D).

Fig. 11. Larva de A. mexicanum en E- 41. A) Expresidén de laminina que delimita tubo neural (Tn),
notocorda (Nt), musculo (Mu) y el complejo mesonefros-conducto de Wolff (&) B) Detalle de la zona
donde ocurre la formacion del primordio gonadal (flechas) C) Regién que presuntivamente da lugar al
primordio gonadal (flecha) con la expresion de la proteina Vasa. D) Detalle de primordio gonadal (PG),
note la expresién de Vasa en el citoplasma de las células germinales (CG).
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Estadio 43.

En larvas de E-43 se identifica al primordio gonadal en la parte media dorsal del cuerpo del
organismo y por encima del intestino (Fig. 12A y B). La marca de laminina nuevamente ayuda a
delimitar la estructura de la génada en formacion, la cual se halla en estrecha relacion con los
conductos de Wolff, puesto que se localizan adyacentes a estos y por debajo del mesonefros (Fig.
12B y C). Este primordio gonadal, se aprecia como una estructura compacta y ligeramente mas
grande con respecto a estadios previos (Fig. 12B y C). Por su parte la expresion de la proteina Vasa
se torna mas especifica, puesto que las células que se marcan, se localizan en la estructura que
corresponde a la estructura delimitada por laminina, ello sugiere que las células positivas a este
marcador, en efecto son células germinales (Fig. 12D y E). La marca citoplasmica de Vasa es
evidente en dos células del primordio gonadal, que se localiza a un lado del conducto de Wolff
(Fig. 12E y F). Se muestra ademas la expresion citopldsmica de dos células que presuntivamente
son germinales dado que presentan expresion de Vasa en su citoplasma y ademas porque se hallan
en la posicién acorde con la génada en formacion. De manera interesante algunas células del

conducto de Wolff (DW) también presentan marca (Fig. 12F).

Estadio 44

En larvas de A. mexicanum en E-44, se observa un aumento en el tamafio del mesonefros como de
los conductos de Wolff (Fig. 13A y B); sin embargo, la génada en formacion aln aparece como
una estructura pequefia y compacta, que se encuentra en estrecha relacion con estas estructuras,
evidenciado por la expesion de laminina (Fig. 13A-C). Por otro lado, se aprecia que son pocas las
celulas germinales dentro de la gonada en formacion; sin embargo, es evidente la expresion
citopladsmica carcateristica de la proteina Vasa en dichas células, las cuales, ademéas se hallan
agrupadas y contenidas en una estructura que aparentemente es una gonada pequefia (Fig. 13D y
E). Se reconocen células positivas a Vasa localizadas por debajo del mesonefros, en donde ocurre
la formacion de la génada. Dado que son positivas a la marca citoplasmica de Vasa y por su
ubicacion, se sugiere que son células germinales (Fig. 13E y F).
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Fig. 12. Larva de A. mexicanum en E-43. A) Expresion de laminina en cortes transversales de la larva,
donde se delimita el masculo (Mu) y el complejo mesonefros-conducto de Wolff en la parte media del
cuerpo por arriba del intestino (1). B y C) Detalle de la zona donde se ubica el primordio gonadal gonadal
(Pg) en estrecha relacion con conducto de Wolff (DW) y mesonefros (Me). D) Expresion de la proteina del
gen Vasa, la marca (recuadro) se localiza en células cercanas al mesonefros y conducto de Wolff. E) Detalle
de la imagen anterior, en donde son evidente células que presentan una tipica marca citoplasmica (flecha)
de Vasa, evidenciando que se trata de células germinales en vecindad con el conducto de Wolff (DW). F)
Se muestra la expresion citoplasmica de dos células que presuntivamente son germinales (flechas).

Estadio 45

En larvas de A. mexicanum en E-45. Es identificable una estructura compacta cercana al
mesonefros y conductos de Wolff que se sugiere por la marca de la expresion de laminina y Vasa
es una gonada indiferenciada (Fig. 14 A y B). Por otro lado, células que expresaron en su
citoplasma a la proteina Vasa, se identificaron en este estadio como células germinales (Fig. 14 C-
F) éstas muestran un aumento en tamafio, su forma tiende a ser redonda y se localizan en la region
donde se lleva cabo la formacién de las gonadas (Fig.14C y E). Asi mismo se localiza un grupo de
células positivas al marcaje de Vasa en la region media del cuerpo (Fig. 14E). Se nota que las
células germinales encontradas poseen un nucleo grande que ocupa gran parte del volumen del

citoplasma (Fig. 14D y F).
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Fig. 13. Larva de A. mexicanum en E-44. A) Imagen panordmica en donde el marcaje con laminina permite
identificar tubo neural (Tn), notocorda (Nt), masculo (Mu), mesonefros (Me), conducto de Wolff (DW) y
gonada en formacién (recuadro). B) Acercamiento de la zona donde se forma la génada indiferenciada
(recuadro). C) Detalle de la zona de la gonada en formacion (flecha) estrechamente relacionada con el
complejo mesonefros conductos de Wolff. D) Expresion de Vasa en las células germinales (), ubicadas
en la zona de las gdnadas en formacion. E) Acercamiento de la imagen anterior, se aprecia la marca
citoplasmética de Vasa en posibles células germinales. F) Detalle de la expresion de la proteina VVasa en el
citoplasma en algunas células (flechas).
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Fig. 14. Larva de A. mexicanum en E-45. A) Doble inmunofluorescencia, en verde la expresion de laminina
que delimita estructuras como mesonefros (Me) y conductos de Wolff (DW); en rojo la expresion de Vasa,
y se observa las génadas en formacion (flechas). B) Laminina delimita la regién donde se lleva a cabo la
formacion de las gonadas (flechas). C). Expresion de la proteina Vasa (flecha) en el citoplasma de algunas
celulas en la region gonadal (recuadro). D) Detalle de dos células positivas a Vasa (flechas). E) Grupos de
células germinales gue son positivas a Vasa en la region media del cuerpo. F) Acercamiento de la misma
imagen, se nota la clara expresion del marcador Vasa en el citoplasma (flechas) y se aprecia el ntcleo (N).

Estadio 55 (Génada aislada -testiculo-)

En larvas de A.mexicanum en E-55, ya se aprecia una gonada bien estructurada, alargada y que
presenta incluso un anexo que es la epigdnada conformado unicamente por células somaticas (Fig.
15A y C). Asi mismo, se dan indicios por la morfologia que presenta de cudl sera su destino
préximo: un ovario o un testiculo. EI marcaje con laminina refuerza esta observacion, ya que su
marca delimita de manera clara y evidente la formacién de cordones testiculares (Fig. 15A y B).
Vasa se detecto en el citoplasma de las células germinales, las cuales se hallaron agrupadas en la

parte interna (medular) de la génada con una disposicion que sugiere la formacion de los futuros
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cordones testiculares, lo cual indica la diferenciacion hacia testiculo (Fig. 15C y D). Dentro de
éstos (cordones testiculares) se localizan a las células germinales, las cuales tienen un tamafo
considerablemente mayor, con respecto a estadios previos: el nucleo que presentan es grande, su
citoplasma es reducido y se rodean por células somaticas (Fig. 15E).

Fig. 15. Larva de A. mexicanum en E-55. A) Se muestra el marcaje del anticuerpo contra laminina, que
permite apreciar el arreglo de células germinales, agrupadas en cordones testiculares (TC) estos se localizan
en la zona medular de la gbnada (Md), adyacente a la gbnada se aprecia la epigbnada (Ep). B) Detalle de
la periferia de un corddn testicular (TC) delimitado por la laiminina. C) Marcaje con Vasa en células
germinales (CG) de una génada en vias de diferenciacion testicular (espermatogonias), note la epigbnada
(Ep) adyacente. D) Células germinales con marca de Vasa en un arreglo especifico agrupadas en cordones.
E) Detalle de la marca citoplasmica de Vasa en células germinales, se nota el nucleo (N) y ademas que son
rodeadas por células sométicas sin marca (CS).
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Estadio 55 (Gdnada aislada -ovario-)

En cortes transversales de la gdnada aislada junto con el mesonefros (complejo génada —
mesonefros) de otra larva en el mismo estadio de desarrollo 55, se aprecian las gonadas y una
estructura anexa en la region anterior que es la epigonada (Fig. 16B y C). Las gbnadas se
encuentran bien organizadas: cuentan con células germinales y somaéticas que les dan soporte, (Fig.
16C); sin embargo, su particularidad es el arreglo que presentan las células germinales ya que
aparecen en la periferia de la génada, esto es en la region cortical (Fig. 16C-G). Por otro lado, el
marcaje de laminina ayudo a evidenciar no solo la estrecha relacion de la gonada con el mesonefros
(Fig. 16B) sino que también hace evidente la formacion de una cavidad en la porcion medular de
la gonada (Fig. 16D) lo cual, es un indicio de que la diferenciacion gonadal es hacia ovario. Las
células germinales dispuestas en la periferia tienen marcaje citoplasmico positivo a Vasa, sus
nucleos son muy prominentes (Fig. 16E) y se rodean por células somaticas que les dan soporte
(Fig. 16 F). Es de resaltar la presencia de células germinales en la region del mesonefros, lo que
nos indicaria una posible ruta migratoria de las células germinales, desde el mesonefros hacia la

gonada, a través del mesenterio que los une (Fig. 16C y G).
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Fig. 16. Larva de A. mexicanum en E-55. A) Complejo Gonada (GN) - Mesonefros aislados (ME). B)
Evidencia de la expresion de laminina, delimitando los conductos mesonefricos (Me) y las gonadas
pareadas suspendidas (GN) por un mesenterio. C) Expresién de laminina en la regién medular de una
gonada (GN) en diferenciacion hacia ovario, note el limite definido por laminina en la cavidad central de
la gbnada. D) Expresion de la proteina Vasa en gonadas (GN). E) y F) Células germinales en la region
cortical de la génada, evidenciadas por la expresion especifica de Vasa en el citoplasma, son notorias las
celulas sométicas (CS) rodeando a las germinales en la periferia de la gonada; en la region medular (M) no
hay marcaje. G) Expresion de vasa en células germinales (CG) en la region cortical de la gonada, note la
presencia de una célula germinal (flecha) en la zona del mesonefros (Me). H) Detalle de la imagen anterior,
célula germinal (CG) ubicada en el mesonefros.

7.4 Citometria de flujo: FacScan
Estadio 40

Para saber cudl fue la proliferacion, esto es el aumento en el nimero de células germinales durante
el establecimiento de la gonada indiferenciada, desde el primordio gonadal en el estadio inicial de
estudio (E-40), en contraste con la génada indiferenciada en larvas en el estadio 45 (E-45) y
especialmente, poder hacer una comparacion entre dichos estadios, se recurrio a la técnica de
citometria de flujo de tipo FacScan, la cual permiti6 por medio de un florégeno como Cy3 acoplado
a Vasa, especifico para la linea germinal, hacer una separacion de las células positivas a la marca.
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Con base en los datos arrojados por la citometria, se sugiere que hay una tendencia de proliferacion,
en terminos de aumento en el numero de células que tienen fluorescencia, producto del fluorégeno
Cy3 que esté conjugado a Vasa, lo cual sugiere, que dichas células podrian tratarse de germinales
y que en efecto, hay un incremento en namero del estadio 40 con respecto al 45. Los resultados
indican que el 3.07% del total de las células (“gate” 100%) fueron positivas a Vasa en el estadio
40 (Cuadro. 7), mientras que en el estadio 45 se observd un incremento de 8.15% de células
positivas a Vasa (Cuadro. 9). Esto indica posiblemente un aumento en el nimero de células

germinales entre los estadios.

Los resultados de este analisis en embriones de A. mexicanum en E-40 se muestran en la figura 18,
en donde se aprecia de lado izquierdo toda la poblacién celular que se eligid, por cumplir con las
caracteristicas de una célula germinal, tamafio (FSC-H) y granularidad (SSC-H), que se nombré
como R1. Esa poblacion fue considerada la de interés; de lado derecho (Fig. 18), se halla el
histograma que indica que el control fue correcto puesto que M2 (células que deben de responder
a la marca), no demuestra expresion. De igual manera la estadistica (Cuadro. 6) indica que de del
100% del “gate”, 98.69% cayo6 en M1 (células que no llevan la marca) (Fig. 18).

Por otro lado, la poblacion escogida para el experimento positivo se encuentra en la figura 19, en
la parte superior delimitada como R1, nuevamente bajo los mismos criterios de granularidad y
tamano; a la derecha se muestra el histograma que sefiala un incremento en las células que caen la
zona de M2, aquellas que fueron positivas al marcador Cy3 para Vasa, la estadistica arrojo que del
100% del “gate”, 95.38% caen en la region denominada como M1 (células que no estan marcadas)
pero el 3.07% si mostaron expresion de Cy3 y por ende de Vasa (Cuadro. 7), por lo tanto fueron
consideradas como celulas germinales. En el estadio 40 se observd un 3.07% de células que se
marcaron positivas a Vasa, por medio de la deteccion de fluorescencia del anticuerpo secundario
Cy3 (Cuadro. 7).
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Fig.18. Citometria E-40 sin Vasa. Cuadro 6. Estadistica de E-40 sin Vasa.
Fig. 19. Citometria E-40 con Vasa. Cuadro 7. Estadistica de E-40 con Vasa
Estadio 45.

En el estadio 45 de larva de A. mexicanum se observd un incremento, que aunque moderado es
significativo en cuanto al niamero de células germinales. En la Fig. 20 se muestra de lado derecho
la poblacidn de células que se eligié para este estudio: R1, por sus caracteristicas de gran tamafio
y granularidad, correspondientes con las células germinales; a su lado, el histograma que indicé la
ausencia de células positivas a Cy3, fluorogeno que se pegd a Vasa (Fig. 20). La estadistica
corrobord, que del 100% del “gate”, el 99.59% cayd en el rango de M1 (células que no fueron
positivas a Vasa) lo cual, funcion6 como un buen control. Ahora bien, en la Fig. 21, la poblacién
celular que fue analizada bajo los mismos parametros que en el control. Dicha poblacién se
denomino igualmente R1; a un costado, se muestra el histograma correspondiente que indicé un
visible aumento en la poblacion de células que cae en la region M2 (Fig. 21); es decir, células que
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tienen fluorescencia que corresponde al anticuerpo Cy3 conjugado a Vasa. Por lo tanto, resultaron
ser células positivas a Vasa. El analisis estadistico reveld que del 100% del “gate”, 92.09% fueron
células sin marca. Sin embargo, 8.15% resultaron células positivas a Vasa (Cuadro. 9) y por ende,

sugerimos que se trataron de células germinales.

Fig. 20. Citometria E-45 sin Vasa Cuadro 8. Estadistica de E-45 sin Vasa

Fig. 21. Citometria de E-45 Con Vasa Cuadro 9. Estadistica de E-45 con Vasa.

7.5 Western Blotting

La técnica de Western Blotting es ampliamente utilizada en la biologia molecular, ya que permite
la separacion e identificacion de proteinas especificas a partir de un complejo proteico del cual,
las proteinas se separan con base en su peso molecular por medio del principio de electroforesis;
las proteinas ya separadas en funcién de su tamario, se transfieren a una membrana, a la cual se le
hace un proceso de inmunodeteccion para determinar finalmente la presencia de la proteina de
interés (Mahmood & Yang, 2012).
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Para corroborar la presencia de la proteina VVasa a nivel molecular se realiz6 un ensayo de Western
blotting en larvas de A. mexicanum correspondientes a los estadios 41 y 50. Se eligieron dichos
estadios debido a que se buscé determinar no solo la presencia de Vasa, sino también comparar
estadios contrastantes donde por un lado hay un primordio gonadal y por el otro hay una génada

indiferenciada. Testiculo de raton fue utilizado como control experimental.

Una vez realizada la transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, que en
principio fueron extraidas y después separadas en funcion de tamafio a partir de electroforesis, se
procedio a realizar una inmunodeteccion para la proteina Vasa el cual fue revelado con anticuerpo
secundario HRP. Se obtuvieron bandas de diferentes pesos moleculares; sin embargo, las bandas
de interés fueron aquellas que por un lado respondieron a la marca de HRP que reacciono a Vasa
y sobre todo a las bandas marcadas que correspondieran al peso molecular del anticuerpo Vasa
que es 76 kDa (abcam cat 13840) (Fig. 22). Como control experimental se utilizaron dos testiculos

de raton.

Adicionalmente dos tratamientos fueron realizados para el Western blotting. Se corrieron 20 pg
de proteina para cada estadio con su respectivo control (Fig. 22A) y por otro lado se corrieron 10
Kg de proteina para cada estadio y su respectivo control (Fig. 22B) esto para estandarizar cual
cantidad de proteina funcionaba mejor para el experimento, dada la falta de literatura que

permitiera conocer una metodologia previa con el A. mexicanum y con el anticuerpo contra Vasa.

En la Fig. 22 se aprecian bandas marcadas intensamente por la reaccion de HRP en los controles,
por otro lado, en los E-41 y E-50 dichas bandas que corresponden al peso molecular determinado
para Vasa (76 kDa) son mucho mas tenues con respecto a los controles y en ambos casos: con 20
Mg y 10 pg. De hecho con 20 ug de proteina, la expresion de Vasa aunque tenue es mas evidente
con respecto a los 10 ug de proteina (Fig. 22A); sin embargo, aungue es leve el marcaje
correspondiente al peso de Vasa, hay evidencia que sugiere su presencia (flecha). No obstante, si
hay una notoria diferencia entre los estadios 41 y 50, puesto que, la marca de E-41 en ambos
tratamientos con 20 pg y 10 pg es mucho menor comparado con la banda marcada en los E-50 de
20y 10 pg.
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A B

Fig. 22. Membrana de nitrocelulosa de Western Blot para larvas de A. mexicanum E-41, E-50 y testiculo
de ratén como control, con su respectivo peso molecular.

Por otro lado, para verificar de manera cualitativa la integridad de las proteinas luego de haberse
llevado a cabo la transferencia de las mismas a la membrana de nitrocelulosa, se realiz6 unatincion
rapida con colorante rojo de Ponceu a la membrana. En efecto, se aprecia que para ambos
tratamientos 20 y 10 ug tanto el corrimiento de las proteinas totales, asi como la separacion de las
mismas en funcién de su peso, fue el adecuado (Fig. 23). Por tanto, la integridad de las proteinas
se conservo. La marca de HRP acoplada a VVasa nuevamente se observa mas nitida en los testiculos
de raton que fueron los controles; sin embargo, si hay un rastro leve de Vasa en las bandas
correspondientes a su peso y marca (flecha) y es notorio que en el E-50 la banda es mas clara con

respecto a E-41.
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Fig. 23. Membrana de nitrocelulosa de Western Blot para larvas de A. mexicanum E-41, E-50 y testiculo
de ratén como control, tefiida con rojo de Ponceu para verificar cualitativamente la integridad de la proteina
extraida y transferida.

Finalmente, ya en una placa para rayos X se llevo a cabo la reaccion quimio luminiscente con HRP
acoplada a Vasa, que permitio visualizar en la placa después del revelado, las bandas proteicas de
manera mas precisa. Las bandas que correspondieron al peso molecular de Vasa (76 kDa) fueron
mas nitidas en los testiculos de ratén que funcionaron como los controles experimentales. Aunque
la evidencia sugiere que Vasa se hallo presente en E-41 y E-50 no importando la cantidad de
proteina cargada, no obstante, en los E-50 hay una marca mas clara puesto que la banda se aprecid
mas grande en ambos tratamientos para 20 y 10 ug de proteina, con respecto a los E-41 (Fig. 24,
flecha), aunque de cualquier manera, no hay lugar a dudas de que la marca de Vasa estuvo presente

en los E-41 y E-50 de larvas de A. mexicanum.
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Fig. 24. Western Blotting para larvas de A. mexicanum de E-41, E-50 y testiculo de raton como control.
Se muestran dos tratamientos: 20 pg de proteina cargada (izquierda) y 10 pg de proteina cada (derecha)
con las respectivas bandas que corresponden a Vasa (flecha).

8. Discusion

8.1 Morfologia

En embriones y larvas de A. mexicanum en los estadios 40 y 41 respectivamente se encontro la
formacion de un primordio gonadal que tienen una estrecha relacion con el mesonefros y el
conducto de Wolff. Las células germinales en este primordio gonadal son escasas. Se caracterizan
por su gran tamafio respecto a los tipos celulares somaticos (Cuadro. 5), por poseer un nucleo
grande y lobulado que ocupa gran parte del citoplasma, en el cual, hay una gran cantidad de
plaquetas vitelinas y pigmento. Esta morfologia coincide con lo reportado por lkenishi y
Niuewkoop (1978) en A. mexicanum y en P. watl, aunque en este Ultimo no se hace referencia a la

presencia de granulos de pigmento en el citoplasma Dourdon y colaboradores (1989).

En anuros como Rana temporaria, se ha reportado que las CGPs son células grandes de 25-30 um
de diametro, con un ndcleo esférico u ovoide y abundancia de plaquetas vitelinas (Ogielska, 2011)
lo cual coincide con lo observado en A. mexicanum puesto que el nucleo en estos estadios (E-40 y
E-41) es ovoide e irregular; sin embargo, no hay correspondencia con el tamafo, pues en A.

mexicanum en E-41 las células germinales son de menor tamafio (Cuadro. 5).
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En cuanto a la ubicacién de las células germinales, en la presente investigacion las encontramos
cercanas a los conductos de Wolff, es asi porque la génada tiene una estrecha relacion con el
mesonefros y por lo tanto con el conducto de Wolff, como lo determinan también en A. mexicanum
(Ikenishi y Nieuwkoop, 1978) y en P. walt Dournon (1980), asi como en los anuros Rana pipiens

y Rana catesbiana (Ogielska, 2011).

Otro aspecto que pareciera ser comun al grupo de los urodelos, es que las células germinales se
identifican en estadios avanzados del desarrollo, en comparacion con anuros como la Rana pipiens
puesto que al poseer plasma germinal, se les ubica desde etapas tan tempranas como la gastrulacion
(Ogielska, 2011). En el presente trabajo las células germinales se localizaron en el estadio 40; sin
embargo, trabajos anteriores realizados en A. mexicanum a nivel de ultraestructura, las localizan
cercanas a los conductos de Wolff desde el estadio 23 al 35 (Ikenishi & Nieuwkoop, 1978). Por
otro lado, en P. waltl Dournon y colaboradores (1989) las localizan en el estadio 35 y afirman que
no son faciles de ubicar, puesto que se confunden con células somaticas, ya que en este estadio

aun no tienen las caracteristicas propias de células germinales.

En el estadio 42 se aprecia un leve aumento en el tamafio y la organizacion de la gonada en
formacion, es notable como las células somaticas delimitan la gonada; aunque el nimero de células
germinales es reducido, sus ndcleos parecen aumentar en tamafio y el nimero de granulos de
pigmento en el citoplasma, permanece constante con respecto al estadio 41, tal como estudios

previos afirmaron (Ikenishi y Nieuwkoop, 1978).

En los estadios 43 y 44 las células germinales mostraron una tendencia a perder progresivamente
tanto los granulos de pigmento como la cantidad de plaquetas vitelinas en su citoplasma. Si bien
es cierto que, dado al tipo de huevo (mesolécito) y al tipo de segmentacion (holoblastica), en los
anfibios las plaquetas vitelinas se distribuyen en todas las células embrionarias. La tasa de
consumo del vitelo es altamente especifica segun el tejido, lo cual sugiere que el consumo de vitelo

es un aspecto temprano en la diferenciacion celular en los anfibios (Jorgensen et al., 2009).

En larvas de A. mexicanum en estadio 45 se puede hablar de una gbnada indiferenciada y por ende
bipotencial ya que de acuerdo a la literatura ésta es una estructura compacta y formada por células
germinales que se rodean por células somaticas y esta disposicién es comun a todos los vertebrados
(De Falco y Capel, 2009). En A. mexicanum de acuerdo a las observaciones realizadas, las génadas

indiferenciadas son estructuras compactas, pareadas, suspendidas en la cavidad celomica y
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adheridas a la pared dorsal del cuerpo por un mesenterio y especialmente en estrecha relacion con
el mesonefros y los conductos de Wolff. Ubicacion que coincide con P. waltl (Doumond et al.,
1990; Domund et al, 2008) y Rana temporaria (Ogielska, 2011) asi como con otros grupos de
vertebrados como mamiferos (De Falco y Capel, 2009).

En este estadio de desarrollo las células germinales han cambiado notablemente su morfologia los
nucleos son redondos, lo cual corresponde con descripciones anteriores hechas por Ikenishi y
Nieuwkoop (1978) también en A. mexicanum. Otro punto notable es que las plaquetas vitelinas en
el citoplasma de las células germinales desaparecen, pero no asi los granulos de pigmento, aunque
si disminuyen en comparacion con estadios previos. Esto coincide con las observaciones de
Dournon y colaboradores (1989) en P. waltl quiénes afirman que las plaquetas vitelinas se
presentan desde la identificacion de las células germinales en el estadio 35, pero en el 38 se nota
que van consumiéndose y finalmente en el 41 cuando las células germinales se hallan en las
gonadas en formacion ya no hay indicios de ellas. Ello probablemente se debe a un proceso
denominado vitelolisis, en el cual el vitelo como reserva energética se destina a ser utilizado en
procesos como la division celular (Ogielska, 2009). Es de resaltar que cuando las células

germinales se establecen definitivamente en las gonadas estas plaquetas desaparecen.

Con base en las observaciones hechas en el presente trabajo lo que se not6 es que la presencia de
estas plaquetas vitelinas es constante desde el estadio 40 al 42, se consumen gradualmente entre
los estadios 43 y 44 y finalmente en el estadio 45 ya no hay rastro de ellas; sin embargo, una
discrepancia con P. waltl radica en que las células germinales de A. mexicanum presentan las
plaquetas de vitelo aun cuando ya se han establecido en la génada observaciones apoyadas por

trabajos previos de Ikenishi y Nieuwkoop (1978).

Otro punto a considerar es la presencia de granulos de pigmento en el citoplasma en este estadio,
puesto que en éste, a diferencia de los anteriores, es claro que los granulos de pigmento no solo se
hallan en el citoplasma de las células germinales tal como lkenishi y Nieuwkoop (1978) lo
describieron, sino que es posible hallarlos en relacion con el nucleo, en la periferia del mismo. Este
punto no es trivial, puesto que contribuye con la discusion acerca de la funcion de estos pigmentos,
la cual hasta el momento sigue incierta (Wakahara, 1998). Dado que estos pigmentos se hallan
presentes desde estadios tempranos, pero disminuyen progresivamente conforme avanza el

desarrollo gonadal, en este trabajo, se sugiere que posiblemente tengan algun papel no solo en la
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especificacion de la linea germinal, tal como Wakahara (1998) lo propone. Ademas dado que en
estadios avanzados del desarrollo donde la gonada ya presenta diferenciacion como lo es el E-55
el pigmento esta ausente, se podria suponer que los granulos de pigmento probablemente estén
relacionado con la diferenciacion morfoldgica de las gbnadas, puesto que cuando ocurre el arreglo

morfoldgico caracteristico de un ovario o testiculo, ya no estan presentes.

Lo que si se tiene claro es que a nivel de MET en A. mexicanum se ha descrito la presencia de unos
cuerpos electrodensos denominados granulos germinales, los cuales fueron identificados primero
por Williams y Smith (1971) (en el presente trabajo dichos cuerpos no se apreciaron pues no se
trabajo la MET del estadio 40 al 45, Unicamente en el 55). Posteriormente Ikenishi y Nieuwkoop
(1978) los identifican por vez primera en el estadio 40 y hasta el 46 y refieren que hay un
decremento de ellos con respecto al tiempo. También se han encontrado cuerpos electrodensos en
otros urodelos como Triturus pyrrhogaster que asemejaban a la nube mitocondrial de A.
mexicanum y de X. laevis (Hamashima & Kotani, 1979). Dado que estas estructuras aparecen en
estadios avanzados del desarrollo, en A. mexicanum esto sugiere un indicativo de la misma
especificacion de las células germinales que también es tardia respecto a otros vertebrados e

incluso entre anfibios como los anuros (Wakahara, 1998; Bachvarova et al., 2009).

Los cuerpos electrodensos también se han descrito en anuros y se localizaron en el plasma germinal
y en contacto directo con las mitocondrias (Eddy, 1975; Nieuwkoop y Sutasurya, 1979). Asi
mismo Ikenishi y Kotani (1975) describen una serie de cambios que llevan a cabo estas estructuras
en X. laevis: en células germinales primordiales presuntivas se aprecian como estructuras
fibrogranulares que cambian a material granular y forman parte de una nube (arreglo especifico de

mitocondrias con granulos germinales) en larvas en metamorfosis.

Si bien es cierto que los cuerpos electrodensos también llamados granulos germinales en A.
mexicanum y X. laevis (Wakahara, 1998) se han descrito y localizado, la funcién que desempefian
sigue incierta. A pesar de que en este estudio no se identificaron por no llegar al nivel de la
microscopia electronica de transmision (MET) en los estadios del 40 al 45. En la MET que se tiene
del estadio 55, la presencia de estos granulos germinales es nula, lo cual podria ser indicativo de
que cuando las células germinales se ubican en una gdénada en proceso de diferenciacion, los

granulos se han consumido, puesto que las células germinales estan ya especificadas.
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Recientes estudios afirman que los granulos germinales son cuerpos citoplasmicos ricos en RNAs
(Veronina et al., 2011) caracteristicos de las celulas germinales de varios grupos de vertebrados
como mamiferos, anfibios y peces (Eddy, 1975; Guerrero y Moreno, 2012). Se dice ademas que
contienen el RNA vy proteinas como Vasa y Nanos requeridas para el desarrollo de las células
germinales y su regulacion post-transcripcional (Veronina et al., 2011). En aquellos organismos
que presentan plasma germinal los granulos germinales se encuentran en él, mientras que en
mamiferos y posiblemente en urodelos al no tener plasma germinal (Ikenishi y Niewkoop,1978;
Saitou y Yamaji, 2010), los grénulos germinales se localizan después de la especificacion de la
linea germinal, por lo tanto, no todos los organismos requeririan de los granulos germinales para
la especificacion de la linea germinal, pero pareciera ser que todos los necesitan para la

funcionalidad de las células germinales (Veronina et al., 2011).

En cuanto al estadio 55, otras caracteristicas notables de las células germinales, es que los nucleos
son realmente prominentes y redondos en el citoplasma hay abundantes mitocondrias en un arreglo
peculiar tal como en observaciones en otros anfibios (Ogielska, 2009; Norris, 2011) y de particular

interés es que los granulos de pigmento en el citoplasma desaparecieron en su totalidad.

En este punto queda la duda aun de cual es la funcién del pigmento en las células germinales del
A. mexicanum, puesto que conforme avanza el desarrollo gonadal de ser numerosos en las células
germinales, una vez que estas han sido establecidas en las gonadas disminuyen y finalmente
cuando ocurre el proceso de diferenciacion gonadal desaparecen, siguen un patron de
comportamiento muy similar al de los granulos germinales o cuerpos electrodensos descritos hace
maés de 30 afios (Ikenshi y Niewkoop, 1978; Wakahara, 1998). Justo por esas similitudes es que en
este trabajo y con base a las observaciones realizadas, se sugiere que los granulos de pigmento

probablemente comparten una funcién similar a los granulos germinales o cuerpos electrodensos.

En el estadio 55 la gonada presenta caracteristicas estructurales que indican la diferenciacién hacia
testiculo u ovario. Dichos indicios morfoldgicos estan dados por la localizacion de las células
germinales y las células somaticas en la gonada indiferenciada, en principio esta estructura de la
cual se obtendra un ovario o u testiculo (Hayes, 1998) presenta 2 regiones: médula y corteza
(Flament et al., 2009). Sin embargo, cuando las células germinales proliferan en la zona cortical y
se da una regresion del tejido medular, se habla de una diferenciacion ovérica; por el contrario, si

se presenta una diferenciacion testicular el proceso cambia, puesto que ahora las células germinales
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se asocian en grupos y migran progresivamente hacia la zona medular, la parte cortical

eventualmente dara pie a la formacion de la tanica albuginea (Flament et al., 2009).

No obstante, seglin nuestras observaciones en microscopia de campo claro, las células germinales
se localizaron en la corteza y en la médula, por lo que posiblemente, en la diferenciacion testicular
las células germinales se agrupan por accion de la linea somatica, tal y como se ha reportado para
Xenopus tropicalis. Pareciera que la linea somatica induce a las células germinales hacia la
diferenciacion testicular, puesto que en el comienzo de la diferenciacion testicular, las células
somaticas entran en contacto directo con las células germinales, las cuales se distribuyen en toda
la gbnada. (Jamil et al., 2008). Estas observaciones corresponden con el modelo de diferenciacion
sexual gonadal para anfibios de Falconi y colaboradores (2004) en el cual, la linea germinal
controla a la linea somatica y las células germinales tienen diferente comportamiento, en funcion
de si son génadas femeninas o masculinas. En las gonadas masculinas, las células germinales se
rodean por células somaticas, mientras que en las gonadas femeninas las células germinales estan

en la zona cortical.

A diferencia del modelo asimétrico de Witschi (1957) donde, la diferenciacion gonadal es el
resultado de la interaccidn antagonista entre las células somaticas de la médula y la corteza. Supone
que el linaje somatico es el que dirige la morfologia de la génada y la linea germinal, queda en un

papel pasivo.

En el estadio 55 lo que se aprecio6 claramente fue la asociacidn de las células germinales en grupos,
tanto en la regién cortical como en la medular y que da la impresion de que forman cordones
testiculares; es notable también como las células somaticas establecen una estrecha relacion con
las celulas germinales asociadas, tal como ocurre en la diferenciacion testicular de otros

vertebrados como mamiferos, aves y reptiles (De Falco y Capel 2009).

En cuanto a las caracteristicas propias de las células germinales, se notd un incremento en el
tamafo y asi mismo, un aumento considerable en su nimero. Lo cual es correspondiente con las
observaciones por Dourdon y colaboradores (1990) y por Dournon et al. (1989) en P. watl. Puesto
que hay dos periodos de proliferacion el primero que abarca de los estadios de desarrollo 35 al 41
y el otro que ocurre poco antes del comienzo de la diferenciacion gonadal, tal cual como en el caso
de estadio 55 de A. mexicanum. Otro dato adicional es que en P. waltl no hay proliferacion de las

células germinales cuando se ubican en las crestas genitales (Dournon et al., 1989; Dournon et al.,

N_53_N



Caracterizacion de la linea germinal en el Ambystoma mexicanum, durante el establecimiento de la génada indiferenciada

1990). Lo cual nuevamente apoya el hecho de que en los estadios estudiados (40 al 45) las células

germinales observadas fueran escasas.

Cabe hacer notar que la estructura anexa a las gonadas evidente en este estadio se trata de la
epigénada, formada exclusivamente por células somaticas y que da lugar a los cuerpos grasos de
acuerdo con Ogielska (2009).Tanto en anuros como en urodelos la estructura gonadal pasa por un
re acomodo, lo cual se refleja en la division de la misma en 3 regiones: progbnada (parte anterior)
epigénada (posterior) y la gonada como tal. Aungue hay una diferencia significativa, puesto que
en el grupo de los anuros la progonada da origen a los cuerpos grasos, contrario a lo que ocurre en

los urodelos, donde es la epigonada es la encargada de esa tarea (Ogielska, 2009).

8.2 Expresion de Proteinas
Laminina.

La expresion de laminina, una proteina presente en la membrana basal, ayudo a la identificacion
de dicha membrana basal. Se ha reportado que laminina, no solo delimita estructuras que presentan
membranas basales, sino que ademas se le ha implicado como base en la migracion celular, ya sea
como sustrato para el movimiento o bien dirigiendo la misma migracién de las células en anfibios
y mamiferos (Willem et al., 2002; Morris et al., 2003).

El proposito de su uso, en el presente trabajo radicd en que su empleo facilito la identificacion y
delimitacién de estructuras como cresta genital, primordio gonadal y gonada indiferenciada, asi
como para corroborar la estrecha relacion con los conductos de Wolff y con el mesonefros, En
todos los estadios descritos (40-45) fue posible delimitar estas estructuras y ubicar con ello la zona

de interés donde se encontraron las células germinales.

De manera particular es de resaltar la expresion de laminina en el estadio 55 puesto que en la
gonada la expresion de laminina ayud6 a la identificacion de cordones sexuales, indicativo de la
diferenciacion gonadal hacia testiculo, y por otro lado, tuvo una fuerte expresion en la zona
medular donde se forma la cavidad ovarica. Estas observaciones se corresponden con las hechas
en R. rugosa (Saotome et al., 2010) y Xenopus tropicalis (Jamil et al., 2008) en donde se indica
que la primera marca de dimorfismo sexual en la gonada de se debe a cambios en la membrana
basal y en la matriz extracelular, lo cual se aprecia con la formacion de cordones sexuales
testiculares y con la delimitacion de la cavidad ovarica.
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Vasa

Si bien es cierto que hay varios marcadores moleculares mediante los cuales ya se pueden
identificar células germinales como el gen Dazl y la fosfatasa alcalina (Jhonson et al., 2003;
Bachvarova et al., 2009; Wakahara, 1998), el gen Vasa es ampliamente conocido por ser un
marcador de la linea germinal y ademas ampliamente conservado a lo largo de la filogenia
(Bachvarova et al., 2009). De manera que el gen universal para identificar a linea germinal es
Vasa, el cual codifica para una helicasa de RNA de la familia de proteinas de la caja DEAD
(Gustafson y Wesse, 2010).

Vasa se ha empleado como marcador para la identificacion de células germinales en D.
melanogaster, C. elegans, (Gustafson y Wesse, 2010), D. rerio, X. laevis (Ogielska, 2011), A.
mexicanum (Bachvarova et al., 2004; Johnson et al., 2009) y raton (Saitou y Yamaji, 2012). A
pesar de que se tiene certeza sobre su presencia en los granulos germinales de D. melanogaster y
en general en las células germinales de invertebrados y vertebrados, su funcion es motivo de
discusion. Se sabe que actGa como un regulador transcripcional. En estudios con ratones machos
y hembras knockout para Vasa, se ha visto que en las hembras no hay problema de fertilidad, pero
no asi en los machos, que resultan infértiles (Tanaka, 2010); a la inversa ocurre en D.

melanogaster, pues la ausencia de Vasa afecta la fertilidad de las hembras (Johnstone et al., 2005).

Esta evidencia sustenta que el gen Vasa es esencial y evolutivamente conservado entre los
vertebrados e invertebrados, y esta implicado en el mantenimiento de la linea germinal incluyendo,
desarrollo, especificacion y proliferacion (Bachvarovaet al., 2004; Johnson et al., 2009; Gustafson
y Wesse, 2010).

En las inmunodetecciones realizadas para la identificacion de las células germinales utilizando la
marca de la expresion de la proteina del gen Vasa durante el establecimiento de la gonada
indiferenciada, se not6 en primera instancia, que en el estadio 40, no es clara la marca de la proteina
Vasa, lo cual también se corrobora con estudios por hibridacion in situ (ISH) en A.mexicanum
realizados por Bachvarova y colaboradores (2004) y por Johnson et al., (2003) a pesar de que por
microscopia de campo claro en el presente trabajo si se localizé presencia de posibles células
germinales en el mismo estadio. Ello posiblemente se deba a que los fluorégenos en ocasiones
reaccionan con los pigmentos y por la cantidad de éstos que presentan las células germinales en

E-40 pudieron enmascarar la marca de Vasa.
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En A. mexicanum en los estadios de desarrollo analizados (41, 43, 44), aunque fue muy bajo el
numero de células marcadas positivas a Vasa, fue posible la identificacion de su expresion
caracteristica en el citoplasma de células germinales ubicadas en el primordio gonadal y en la
gonada. Estos resultados difieren con lo registrado por Bachvarova y colaboradores (2004) y de
Johnson et al., (2001, 2003) ya que ellos no encontraron clara expresion de las células germinales

entre los estadios 40 al 44.

Es hasta el estadio 45 que el numero de células germinales parece incrementar ligeramente, segun
la marca citoplasmica de Vasa, lo cual coincide con lo observado por Duournon y colaboradores
(1990) en P. waltl. En la presente investigacion es de notar que a nivel de mesonefros también se
encontraron algunas células con el marcaje caracteristico de Vasa, se sugiere que la razén por la
cual se observa esto, es porque posiblemente, estas células ubicadas en el mesonefros estan
relacionas con las células germinales, e incluso el que estas células positivas se localicen ahi,
podria ser un indicio de una posible ruta migratoria de las células germinales de la parte superior

del mesonefros hacia la zona donde se localiza la génada.

En el estadio 55 de una gonada aislada se observo la marca citoplasmica de Vasa en las células
germinales, las cuales incrementaron en tamafio y nimero respecto a los estadios (40-45), esto
ayudo por un lado a corroborar que el anticuerpo utilizado fue especifico también de la linea
germinal de A. mexicanum. Por otro lado, el aumento en numero de las mismas parece que ocurre
en etapas cercanas a la diferenciacion gonadal, tal como en P. watl, donde se ha visto, que justo
antes de llevarse a cabo este proceso se presenta un aumento en el indice mitotico de las células
(Dournon et al., 1989; Dournon et al., 1990; Doumond et al., 2008).

Con respecto la diferenciacion, esta gonada al parecer se halla en proceso de diferenciacion hacia
testiculo, puesto que las células germinales positivas a Vasa se hallan agrupadas en lo que
parecieran cordones, ello se evidencio por la delimitacion del marcaje dado por laminina; la
disposicion de las células germinales en este arreglo especifico, habla de la formacion de un
testiculo, tal como otros autores lo describen en diferentes grupos de vertebrados desde peces hasta
mamiferos (Flament et al., 2009; Hayes, 1998; De Falco y Capel, 2009).

Las otras gonadas observadas de E-55, aunque aisladas mantiene su relacion con el mesonefros
por medio de un mesenterio; de igual manera, la marca citoplasmica de las células germinales fue

evidente y clara; sin embargo, el proceso de diferenciacién gonadal que se llevé a cabo es contraria
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a la descrita anteriormente. Dado que se observd una evidente distribucion de las células
germinales en la zona cortical de la gonada asi como, la presencia de una cavidad en la region
correspondiente con la zona medular, denominada cavidad ovarica. Esta descripcion se ha hecho
en otros vertebrados como en los anuros (Ogielska, 2009; Yoshimoto et al., 2010).

Por otro lado la expresion de Vasa no solo se mostro en células germinales, de hecho en estadios
tempranos como 43 y 44 una leve expresion de la proteina Vasa se not6 en mesonefros y conductos
de Wolff, esto puede ser explicado de dos maneras: en primer lugar, si bien es cierto que Vasa es
una ARN-helicasa dependiente de ATP y caracteristica de la linea germinal y ampliamente
conservado entre los vertebrados; se ha reportado, que es posible su expresion en células somaticas
dependiendo del tejido y del ciclo celular por el que pasen las células. Tanto en D. melanogaster
como en X. laevis, se ha implicado a VVasa como un regulador de proliferacion celular y se ha

asociado su expresion con células generadoras de teratomas (Poon et al., 2016).

La otra posibilidad a este hecho, es que con base en la evidencia de que en estadios avanzados
como lo es el 55 hay marca de Vasa en células germinales localizadas en el mesonefros, en estadios
tempranos se marca esta zona con Vasa porque posiblemente exista alguna relacion entre células
germinales, conducto de Wolff y mesonefros, como lo constata la microscopia de campo claro, asi
que se sugiere que la marca de Vasa en ese sentido, en las estructuras antes mencionadas, lejos de
ser una marca inespecifica, se sugiere podria tener relacion con la propia migracién de las células

germinales

8.3 Proliferacion

El analisis de citotometria de flujo por FacScan, que busco establecer si habia cambios
significativos en el nimero de células entre los estadio 40 y 45, determinaron que en efecto hay un
incremento en el porcentaje de células positivas a Vasa en el estadio 40 con respecto al 45 del
3.07% al 8.15%, lo cual es coincidente con los indices mitoticos registrados para P. walt (Dourdon
etal., 1989).

Sin embargo, queda la pregunta obvia de por qué si hay un incremento de células germinales segun
el andlisis de citometria, no se ve reflejado ese aumento en el nimero de células en los cortes
histologicos. La respuesta que apela quien suscribe, es que por un lado, los cortes histoldgicos

aunque seriados fueron de manera transversal lo cual explica por qué se aprecian en los cortes
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pocas células germinales, si se considera que la gonada es una estructura alargada y delgada en los
estadios estudiados. Asi es que, en los cortes transversales el largo y ancho de la gbnada son
limitantes para observar células germinales, al parecer en los estadio 40 al 45 la génada es muy
estrecha, aunque es constate la presencia de una o dos células germinales o incluso tres en el estadio
45. Finalmente segun los resultados obtenidos parece indicar que en efecto hay un incremento en
el numero de células germinales entre los estadios 40 al 45, lo cual habla del potencial proliferativo

de las mismas, una vez establecidas en la gbnada.

8.4 Migracion de células germinales.

Una vez que las células germinales primordiales se han especificado, requieren de motilidad para
poder migrar a su destino altimo que es la gonada (Marlow, 2015) es un fendmeno comun a todos
los vertebrados dado que las células germinales son de origen extragonadal (De Falco y Capel,
2009). En anuros, la ruta de migracion que siguen las células germinales es la siguiente: se mueven
de la parte dorsal del intestino, migran a través de un mesenterio intestinal hacia las crestas
genitales, donde se formaran las gonadas; la migracion estd dada por fiobronectina en la lamina
basal del epitelio celomico (Ogielska, 2009; Wakahara, 1998). Esta migracion es tipica también
en otros vertebrados como los mamiferos que del lugar de especificacion (epiblasto proximal) se
mueven a través de un mesenterio intestinal hacia las crestas genitales (De Falco y Capel, 2009;
Saitou y Yamaji, 2012).

En el estadio 45 de A. mexicanum se observaron células germinales en estrecha relacion con el
conducto de Wolff y que estaban formando la estructura gonadal, pareciera que se estaban
moviendo por debajo de los conductos mesonefricos; tal como se ha reportado para P. waltl en el
estadio 35 donde sitlan a las células germinales en la region posterior de la larva cerca de los
conductos de Wolff y en estrecha relacion con la cloaca. (Dourdon et al., 1989; Dournon et al.,
1990).

Otra observacién que apoya la presencia de células germinales en el mesonefros también se
presento en los resultados de este trabajo. Como ya se menciona anteriormente, se observo que en
la gbnada E-55 acompafiada de complejo mesonéfrico (ovario), una porcion del mesonefros
posterior y cercano a las gonadas presentd células positivas al marcaje citoplasmico de Vasa, por
lo tanto, se dedujo que eran células germinales, pero lo mas interesante es que parecian migrar de

esa posicion hacia las génadas. Si las inferencias de este trabajo son correctas, las células
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germinales migrarian por el mesenterio que lo une a la gonada; es decir, por arriba de la génada,

caso contrario a lo observado para anfibios y mamiferos (Ogielska, 2009; Saitou y Yamaji, 2012).

Desafortunadamente estudios sobre la ruta migratoria de células germinales en urodelos son
escasos, Dourdon et al., (1990) en P. waltl describié que las celulas germinales en estadio 42 se
hallaban suspendidas en la cavidad celémica junto con células somaticas, que formaban un
pediculo sobre el cual se hallaban células germinales y finalmente en el estadio 50 la gonada
estructurada se formaba. Con base en nuestras observaciones en A. mexicanum, en la gonada en
diferenciacion aun hay presencia de celulas germinales que migran, lo cual no se ha reportado para
P. waltl.

8.5 Expresion molecular de la proteina Vasa

Los resultados arrojados por el ensayo de Westerns Blotting, el cual ayuda a la separacion e
identificacion de proteinas especificas (Mahmood y Yang, 2012); para larvas de A. mexicanum de
los estadio 41 y 50 indican que la extraccion de proteinas, la electroforesis de las mismas, asi como
su transferencia a una membrana de nitrocelulosa fue la adecuada para los dos tratamientos
utilizados: 20 y 10 pg de proteina. Esto se evidencié mediante la tincion de la membrana con el
colorante rojo de Ponceu (Fig. 23) el cual ayudo a corroborar de manera cualitativa la cantidad e
integridad de las proteinas transferidas, de hecho es el colorante por excelencia para el Western
blotting, porque permite seguir con el proceso de inmunodeteccion, sin afectar la reaccion, ademas

de ser més preciso que otros colorantes como el azul de Coomassie (Corley, 2005).

Con respecto a las bandas que se marcaron en el Western blotting gracias a la reaccion quimio
luminiscente de HRP (enzima perdxidasa del rabano) acoplado a Vasa, se nota que en el ensayo
con 20 pg de proteina, la banda que cae por encima del peso molecular de 70 kDa es muy
probablemente la que corresponde a Vasa, dado que su peso es de 76 kDa. En el estadio 50 (E-50)
esta banda tendio a ser mas nitida y gruesa con respecto a la banda del mismo peso del estadio 41
(E-41). Por otro lado en el ensayo con 10 ug de proteina cargada, sucedié la misma tendencia, E-
50 tuvo una banda mas nitida comparada a la banda de E-41. Los controles de testiculo de raton
en ambos casos presentaron las bandas mas notorias; de hecho, en la banda correspondiente al
raton 1 en ambos ensayos, la proteina detectada por la reaccion producida por la HRP es tanta que

el sustrato se termind con rapidez, de ahi que se aprecie un pequefio espacio en blanco. Esto, sin
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embargo, aporto una prueba mas para suponer que las bandas en efecto podrian corresponder a

Vasa.

Si bien es cierto que ensayos a nivel molecular donde se ha utilizado a Vasa y al A. mexicanum
como modelo han sido realizados por Bachvarova y colaboradores (2004) por medio de un analisis
por transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa ( RT-PCR) describieron la
expresion de genes relacionados con la linea germinal como Oct-4, C-kit y Vasa. Johnson y
colboradores (2001) por su parte detectaron con PCR la expresion del gen Dazl, relacionado
también con la linea germinal y Chatfield et al., (2014) por medio de ensayos de transcripcién
reversa cuantitativa en tiempo real de PCR (g-RT-PCR) de Vasa y Dazl deterinaron el momento
de la especificacion de la linea germinal en el A. mexicanum. Estudios donde se aplique Western

blotting para la deteccion de Vasa en este urodelo no se registran hasta el momento.

En A. mexicanum los estudios de Western blot se han enfocado mas al sentido de la regeneracion
de tejidos, (Jia et al., 2008; Abugarn et al., 2011) y a la parte inmunologia (Suzuki, 2015; Alibardi,
2015).

La proteina Vasa se ha asilado por Western blotting en organismos como en Scaphirhynchus (pez
esturion) donde se ha visto diferencias en la expresion de Vasa entre las células germinales de
ovarios y testiculos (Ye et al, 2016). Por su parte en anfibios, Ikenishi y Takana (1997) detectaron
a Vasa en X. laevis por medio de inmunoblotting. Sin embargo, no hay trabajos previos con Vasa
en A. mexicanum donde se utilice Western blotting para su identificacion; de ahi, la relevancia del
presente trabajo, donde se aplicé y estandarizé una técnica especifica para la deteccion de Vasa en

A. mexicanum.

Finalmente el analisis por Wertenr blotting corroboré a nivel molecular, que la expresién de la
proteina Vasa esta presente desde estadios tempranos como el E-41, lo cual robustece y apoya los
resultados obtenidos con la microscopia confocal, porque no hay lugar a dudas que la proteina esta
presente, lo cual se traduce, en que las células germinales de A. mexicanum estan presentes desde

estadios tempranos.
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9. Conclusiones

v En A. mexicanum es posible identificar morfolégicamente células germinales desde el E-
40. Poseen un nucleo grande, inmerso en un citoplasma claro, que contiene abundantes
plaquetas vitelinas y granulos de pigmento, los cuales disminuyen progresivamente
conforme avanza el desarrollo. Cambios de forma y tamafio también fueron observados en
estadios tempranos (E-40 al E-45) donde las células germinales presentan una forma
ovoide, mientras que en el estadio de gbnada en diferenciacién (E-55), cambian a una forma

mas redondeada e incrementan su tamarfio.

v En el E-45 la gonada indiferenciada esta conformada por células germinales las cuales
estan en estrecha relacién con los conductos de Wolff, se rodean de células somaéticas, y en

su conjunto forman una estructura compacta suspendida sobre la cavidad celémica.

v El arreglo y localizacion que tienen las células germinales dentro de la gonada en el E-55
puede tomarse como un indicador morfoldgico de la diferenciacion sexual gonadal. En los
machos, las células germinales junto con las células somaéticas forman cordones
testiculares, mientras que en las hembras, el ovario forma una cavidad en la region medular
y las células germinales se localizan en la region cortical. El nivel de interaccion somatico-
germinal pareciera ser dimérfico, siendo en el testiculo la linea soméatica la que dirige a la
linea germinal a la diferenciacion testicular; mientras que en el ovario la linea germinal

parece controlar los arreglos estructurales de la linea somatica.

v La proteina del gen Vasa en el A. mexicanum est conservada en las células germinales, al
igual que en otros vertebrados e invertebrados, y se puede emplear como un marcador

molecular de este tipo celular en anfibios urodelos.

v La localizacion de células positivas a la proteina Vasa en una region del mesonefros
cercana a la region gonadal, sugiere una ruta migratoria para las células germinales de A.
mexicanum: desde el mesonefros, pasando por el mesenterio que lo une a la gonada y de

esta manera arriban a ella.

v El aumento en el porcentaje de células positivas a Vasa entre los estadios 41 y 45, sugiere
que durante estos estadios de desarrollo las células germinales podrian estar proliferando,

0 en su caso la actividad migratoria incrementandose.
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Anexo 1

Soluciones y reactivos empleados para biologia molecular.
e Buffer (Amortiguador) de Tirodes-BSA

Para preparar 1 L de esta solucion se necesita mezclar los siguientes reactivos: 0.788g de NaCl,
0.372g KCI, 0.203g de MgCl>, 0.264g de KCl,, 1.009g de Glucosa, Hepes 1M con un pH de 7.0
y 0.5 g de Albumina. El pH final se debe de ajustar a 7.4 y se afora a 1 litro con agua estéril.
(Martinez, 2010)

e Buffer (Amortiguador) de Laemmli 2x

Si se desea hacer 1 litro de este amortuguador se deben de mezclar: 20 pl/ml de orto-vanadato,
100 nM, 20 pl de B-mercapto-etanol. Esta mezcla se coloca en bafio Maria a 100 Celcius por 5
minutos. (Martinez, 2010)

e Buffer (Amortiguador) del Gel Separador 1M-Tris-HCI pH 8.8

Para realizar este buffer se debe de pesar los siguientes reactivos: 30.3g de Tris y se le agrega
150 ml de agua estéril, una vez que se han mezclado hay que ajustar el pH a 8.8 con HCI.
Finalmente se afora a 250 ml con agua estéril destilada. (Martinez, 2010)

e Buffer (Amortiguador) del Gel Concentrador

El buffer del gel concentrador lleva la siguiente preparacion: 11.4g de Tris-base en 150 ml de
agua destilada, el pH se debe de ajustar a 6.8 utilizando HCI y se afora en 250 ml de agua estéril
destilada.

e Buffer (Amortiguador) de Corrida 1X

Si se quiere prepara 1 L del amortiguador de corrida, el cual se usa para llevar a cabo la
electroforesis se deben de mezclar los siguientes reactivos: 100 ml de amortiguador de corrida
10X, a los cuales se les agrega 900 ml de agua estéril destilada. Se guarda a 4 Celcius.

e Buffer (Amortiguador) de Transferencia Tris-Glicina 25X

El buffer de transferencia Tris-Glicina 25X se compone de 18.2 g de Tris- base 12 mM y 90 g de
glicina, se le agrega agua destilada estéril hasta que se homogenicen y se afora a 500 ml de agua
estéril destilada y finalmente se ajusta su pH a 8.8. (Martinez, 2010)

e Buffer (Amortiguador) de Transferencia 1X.

Para 1 litro de este buffer que permite la transferencia de las proteinas a la membrana, en un
Western blot se requiere de 40 ml de buffer Tris-Glicina 25X, 250 ml de metanol y 760 ml de
agua destilada, se mezcla y se almacena en frio. (Martinez, 2010)

o TBS-T
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Se necesita de 6 g de Tris, 9 g de NaCl y 1 ml de Tween lo cuales se mezclan y se aforan a 1 litro
de agua

e Gel Separador Acrilamida al 30%

Soluciones Cantidades
Acrilamida al 30% 8.5ml
Buffer Tris-HCI (gel separador) 9.4ml
SDS 250 pl

Sacarosa al 50% 4ml

Agua estéril destilada 2.5ml
TEMED 625 pl
Catalizador 313 ul

e Gel Concentrador de Acrilamida al 10%

Soluciones Cantidades
Acrilamida al 30% 1.7 ml
Buffer Tris-HCI (gel concentrador) 4.2 ml
SDS 125 pl
Agua destilada 415 pl
TEMED 5 ul
Catalizador 1l
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