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RESUMEN

Ambystoma mexicanum es una especie mexicana endémica que habita en los
canales de Xochimilco. Es utilizado como alimento y considerado una especie con
cualidades curativas para la anemia, asma y la bronquitis; Ademas de ser parte
de la cultura de la ciudad de México siendo conocido como un animal mitico desde
la época prehispanica. El ajolote también tiene importancia en investigaciones

cientificas y médicas de laboratorio.

De una pareja ajolotes Ambystoma mexicanum se obtuvo una puesta de 526
huevos el 25 de agosto del 2018. Se recuperaron 3 huevos aleatoriamente cada
ocho horas hasta la eclosion de las larvas; Los huevos fueron conservados en
formol al .4% para ser observados al microscopio y descritos de acuerdo a
literatura especializada. Se reportan 31 estadios que ilustran el desarrollo
embrionario desde la fecundacion de los huevos hasta la eclosion de alevines
motiles a partir de sus caracteres anatomicos externos. Una vez que los alevines
desarrollaron primordios de patas, ademas de haber alcanzado una talla promedio
de 2 cm se recuperaron tres larvas aleatoriamente cada 5 dias hasta abril del
2019. Se trataron de acuerdo a la técnica de Dawson modificada en dos
concentraciones de alizarina: 0.2% para larvas de 2 a 5 cm de talla y 0.4% para
larvas de 5 cm en adelante esto permitid dar seguimiento a la formacion de tejido
0seo, el esqueleto de A. mexicanum se compone de huesos que han madurado
por dos procesos: Osificacion intermembranosa y osificacion endocondral. Las
primeras estructuras en osificarse son los dientes seguidos de las piezas que
componen el esplacnocraneo y boveda craneana en continuacion de las
extremidades anteriores mientras que las patas posteriores y la columna vertebral
comparten ritmo de osificacion, las Ultimas estructuras en aparecer son las
costillas. El crecimiento se analizO con estadistica paramétrica, ecuaciones de
regresion alométrica para estimar estadios hipotéticos, y razones de proporcion
entre las estructuras corporales mostrando equilibrio entre el desarrollo de las
extremidades anteriores y posteriores; El craneo mantiene un 15% de tejido
cartilaginoso correspondiente al aparato hipoidal que se conserva en el estadio

¥
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adulto. Al fin de la investigacion todos los huesos largos y planos llegan a

osificacion primaria, las estructuras de articulacion se mantienen cartilaginosas.

Las modificaciones implementadas en la técnica de diafanizacion en larvas vy
juveniles resulta confiable en un 94.26% sirviendo como referencia para proximas
investigaciones. Finalmente, las malformaciones halladas tienen como causa

principal factores genéticos asociados a la expresion de genes autosomicos.

Palabras clave: Ambystoma, diafanizacién, desarrollo, embrionario.
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INTRODUCCION

Recientemente Ambystoma mexicanun (Shaw & Nodder. 1798) conocido
popularmente como ajolote de Xochimilco se volvi6 clave dentro de la
herpetofauna mexicana como especie endémica. Su trascendencia histérica
comienza desde los relatos mexicas del dios Xolot que negandose al sacrificio
para los dioses, escapa de la muerte transformandose en ajolote. Forma parte
como simbolo en la cultura contemporanea al aparecer en varias obras literarias,
pinturas y hasta canciones; Actualmente el popular moderno lo adopto y
transformo en figura animada cuya popularidad ha llegado hasta el otro lado del

mundo en Japén (Bartra Roger. 2011).

La nombradia y curiosidad por los ajolotes se expandié gracias a la reproduccion
en cautiverio; Asi desde su centro de origen en Xochimilco México llegaron por
barco al museo de historia natural en Francia 34 organismos vivos en 1863, del
museo se repartieron muestras hacia: Inglaterra, Irlanda, Holanda, Bélgica, Suiza,

Rusia y Estados unidos (Amstrong J.B., et al. 1989).

La caracterizacion y secuenciacion de su genoma en 1990 (Whiteley M. 1990)
fue parteaguas en la investigacion biomédica, desde entonces numerosos
estudios se han realizado con la intencion de documentar principalmente los
factores genéticos y sistemas celulares que los hacen capaz de regenerar
algunos epitelios; Asi como la pronta cicatrizacion y restablecimiento en tejido
0seo. De igual forma la secuenciacion gendémica dio pauta a profundizar en la
filogenia del grupo al que pertenece ayudando a establecer nuevas relaciones
evolutivas entre los tetrapodos y vertebrados. Sumado a esto los eventos de
mutagénesis dirigida también han sido analizados en A. mexicanum; Actualmente
se pretende realizar investigaciones para el disefio terapéutico contra cancer y

alzheimer.

Ambystoma mexicanum es un anfibio urodelo perteneciente la familia

Ambystomatidae y el género Ambystoma. En su estado silvestre son larvas

e
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pedomorficas. Sin embargo en cautiverio la metamorfosis puede inducirse

suministrando tiroxina (Casas G., et al. 2004).

Figura. 1 Ambystoma mexicanun, variedad silvestre.
Organismo adulto macho.

La forma del cuerpo es tipica del grupo, semejante a una lagartija alargada con
cabeza ancha y cola aplanada lateralmente. La longitud promedio de la cabeza a
la cola es de 23 cm, su peso varia de 60 a 110g en su estado adulto; La piel es
lisa cubierta de mucosidad, en su estado adulto muestran doce pliegues costales a
lada lado del cuerpo (Sefton., et al. 2015). Presenta un par de ojos redondos y
pequefios sin parpados, el hocico es grande y tienen alrededor de 126 dientes
maxilares y premaxilares, de 18 a 20 dientes vomero-palatinos ubicados adentro
de la cavidad bucal, la lengua es retractil (Majchrzak A. 2004). El sistema
respiratorio consta de tres pares de branquias externas, cartilaginosas y
ramificadas colocadas detras de la base de la cabeza, la respiracion se realiza
como un intercambio de gases a favor del gradiente: El oxigeno del agua pasa a
los capilares, se distribuye a la sangre y el dioxido de carbono sale al agua, en la
caja toracica se albergan pulmones que no participan en las funciones
respiratorias (Frias-Alvarez., et al. 2010). Poseen un tracto gastrointestinal corto y
simple. El alimento es ingerido por la boca, pasa al eséfago que secreta moco con
diversas enzimas digestivas para facilitar el transporte del alimento hacia el
estbmago. Los intestinos son cortos. Como 6érganos anexos al sistema digestivo

se encuentran el higado y el pancreas (Afful., et al. 2018). El higado almacena
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grasas y proteinas teniendo participacion minima en el procesamiento de
nitrogeno el cual se libera en forma de amonio a través de la piel y por via
excretora de los riflones. Por otra parte el pancreas produce enzimas pancreéticas
que intervienen en la digestion. Presenta un sistema circulatorio tipico: El
ventriculo impulsa la sangre hacia las branquias donde se oxigena y circula por

arterias para repartirse por el cuerpo.

Las poblaciones nativas micro endémicas se encuentran en el sistema lacustre de
de Xochimilco y el lago de Chalco al sur de la CDMX (L. Zambrano., et al. 2004).
Como parte de un programa de recuperacion del lago de Chapultepec en 2004
fueron encontrados algunos ejemplares adultos (Ceballos G., et al. 2005). En
ambientes silvestres se alimentan de zooplancton, peces de talla menor que
puedan capturar como charales, lombrices de agua y tierra, en cautiverio pueden
obtener los nutrientes de: Croquetas especiales para tortugas, grillos, tubifex,

artemias, tenebrios, filete de pescado y hasta pollo (Carrizo., et al. 2017).

Como parte de su conducta A. mexicanum se muestra solitario, carente de algun
tipo de interaccion mas que el apareamiento (Comunicacion personal: Mtra Arias-
Balderas S. 2019).

En cuanto a su reproduccién, A. mexicanum alcanza la madures sexual
aproximadamente un afio después de su eclosion, se reproducen sexualmente por
fecundacion interna, no poseen oO6rganos copuladores por lo tanto la
hembra recoge el espermatéforo que el macho ha depositado en el sedimento.
Una hembra sana libera 400 a 500 huevos por puesta. Después de la fecundacion
los diferentes estadios pueden agruparse en tres periodos: Una primera etapa
embrionaria (hasta la eclosion), etapa larvaria inicial, y un periodo juvenil hasta

llegar a la madurez sexual. (Browne., et al. 2019).

i
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DESARROLLO EMBRIONARIO

Después de la fecundacién se inicia la etapa embrionaria que finaliza con la
eclosién de alevines moviles cuyas caracteristicas anatémicas y morfologicas se
mantendran durante todo su desarrollo ontogénico; Durante este periodo se han
documentado 43 estadios de embriogénesis de crias en cautiverio con una
duracion total de 296hr. Los huevos depositados se encuentran envueltos por dos
capas de vitelo. Del estadio 1 al 7 comienzan las divisiones celulares finalizando
con la formacion de las blastomeras, seguido por el establecimiento de la mérula,
continuado por la blastula hasta llegar a 64 células. A partir del octavo estadio da
inicio el proceso de gastrulacion donde se forma el poro dorsal del blastoporo, y se
diferencian las capas germinales. En el estadio 12 es posible observar el
arquénteron formado. La neurulacion se inicia en el estadio 13 desarrollando el
sistema nervioso hasta el estadio 19, el cerebro se sigue formando hasta el
estadio 23, el estadio 24 se caracteriza por formar el arco mandibular y la cabeza
se endereza. De los estadios siguientes se describe la formacion de oOrganos,
emergencia de branquias, alargamiento de la cola y formacion de la aleta. (Gilbert
S. F. 2005).

OSTEOGENESIS

El cartilago hialino tiene su origen embrionario en el epiblasto; Del noveno
estadio al iniciarse la gastrulacion se diferencian en el mesodermo dorsal
somatico las células que se desarrollaran para dar lugar a otros tejidos como el

cartilago, musculo, tejido 6seo y la dermis dorsal (Shapiro F. & Forriol F. 2005).

La composicion del cartilago hialino esta basada en condroblastos rodeados por
matriz extracelular. La condrogénesis se inicia tras la condensacion de los
condroblastos al aumentar la actividad hialuronidasica y sintesis de moléculas de
adhesion celular, N-cadherina y la molécula de adhesién de células neurales (N-
CAM); Las células mesenquimatosas precondrociticas producen matriz

extracelular rica en hialuronano y colageno de tipo |, asi como coladgeno de tipo IIA


http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/834862
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/343184
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(van der Kraan PM., et al. 2009). El cartilago hialino crece intersticialmente y la
direccién de crecimiento responde hacia donde esté dirigida la presion mecénica.
Durante el desarrollo embrionario funciona como esqueleto dando soporte al

cuerpo y participando en la locomocion (Echtermeyer F., et al. 2009).

Los condrocitos que conforman las placas de crecimiento epifisarias siguen su
maduracion hasta hipertrofia del condrocito donde se diferencia el colageno tipo X,
la apoptosis condrocitica da paso a la osificacion endocondral (Wang M., et al.
2011). Los condrocitos se atrofian a causa de la expresion del factor de
transcripcion pax-1y scleraxis, los procesos moleculares se inician por la adhesion
de N-CAM y N-Cadherina que se agregan para formar condensados de células en
proliferacion, para iniciar la sintesis de matriz extracelular formada por colagena
tipo | y fibronectina. La matriz extra celular comienza a mineralizarce con cristales
de hidrixiapatita, la matriz extracelular se lisa quedando huecos donde se alojan

las células osteoprogenitoras.

¥
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ANTECEDENTES

El estudio del desarrollo embrionario de A. mexicanum desde sus caracteres
morfologicos externos no ha recibido atencion necesaria en comparacion con los
estudios moleculares que estan en apogeo. La descripcion mas destacada de es
el texto clasico Developmental-stage series of axolotl embryos. In Developmental
Biology of the Axolotl de 1989 donde se aborda el desarrollo embrionario y las
caracteristicas de la biologia de la especie. Schreckenberg y Jacobson en 1975
compara el tiempo para alcanzar cada etapa morfolégica de A. mexicanum con A.
maculatum y Taricha torosa. Clarke Samuel en 1879 nos muestra las etapas de
desarrollo de otra especie de del género Ambystoma. Sin embargo, ningun
estudio especifica si las muestras empleadas pertenecian a poblaciones silvestres
0 de cautiverio, asi como las condiciones en las cuales se obtuvo la puesta y
crianza de los embriones, impidiendo establecer patrones de semejanza o

comparacion entre los resultados.

Las investigaciones sobre los tejidos cartilaginoso y 6seo de A. mexicanum se
dirigen principalmente a documentar procesos a nivel molecular sobre los genes
implicados en el desarrollo o regeneracion: Iwata y su equipo en 2019 trabaja con
organismos transgénicos para rastrear linajes celulares relacionados con el
establecimiento de ejes corporales. Algunos otros como: Thygesen, Sibai y Voss
con sus respetivos equipos de trabajo en 2019 mapean los genes implicados en la

regeneracion de extremidades de organismos transgénicos.

Los organismos genéticamente modificados como los generalmente empleados en
los estudios difieren a los silvestres en plasticidad ecologica e influencia
epigenética lo que impide una verdadera aplicacion de los aprendizajes
adquiridos a las poblaciones silvestres en riesgo (Comunicacion personal Mtro:
Correa-Sanchez. F. 2018).

Muchas han sido las indagaciones sobre los procesos moleculares que dirigen los
eventos de regeneracion; A pesar de ello las investigaciones destinadas a la
morfologia de A. mexicanum son insuficientes como referencia y guia en las

investigaciones presentes y futuras. Las tesis: Descripciéon anatdbmica del sistema
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0seo de Ambystoma mexicanum a través de la técnica de transparentacion y
Contribucion al estudio del craneo de Ambystoma mexicanum detallan la anatomia
de organismos adultos no modificados genéticamente criados en condiciones de

cautiverio.

Sin embargo, aun existe el vacio documental de los procesos de desarrollo del
sistema 6seo desde estadios larvales iniciales a estado adulto referido a todo el

cuerpo.
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JUSTIFICACION

Diferentes ramas de la biologia se han dado a la tarea de profundizar los estudios
sobre Ambystoma mexicanum desde la genética hasta la ecologia aportan
informacién para la construccion del conocimiento de esta especie, asi como el
entendimiento de procesos evolutivos en los tetrapodos; Sin embargo, la
morfologia se ha quedado estética en las descripciones clasicas. Por ello el
presente material, resultante de la investigacion contribuye a la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala con los estadios de embriogénesis de A. mexicanun

de libre acceso.

Tras treinta afios del Ultimo trabajo especializado en la morfologia externa del
desarrollo embrionario, resulta central actualizar la informacion de tal proceso, la
presente importancia de A. mexicanum requiere detalles precisos sobre la biologia
de la especie para facilitar las futuras investigaciones. El estudio del desarrollo
embrionario representa conocimiento fundamental para establecer comparaciones

entre especies del mismo género y filo.

La técnica de diafanizacion, facilita identificar estadios representativos en la
osteogénesis, manteniendo la estructura corporal sin alteraciones; Implicando
menos costo monetario y tiempo de investigacion comparado con técnicas
histolégicas o moleculares. Documentar el proceso ayudara a la integracion de
medidas para conservacion y reintegracion al ambiente silvestre de organismos
criados en cautiverio; Mostrando indicadores morfolégicos de madures fisiologica
gue tras su restitucion permitan al organismo asegurar la supervivencia y

reproduccion.
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OBJETIVOS

GENERAL: Dar seguimiento al desarrollo embrionario desde la puesta hasta la
eclosion de alevines; Dar seguimiento a la osteogénesis desde la evidencia de
tejido cartilaginoso hasta la osificacion primaria en Ambystoma mexicanum desde

sus caracteres anatdbmicos externos.

PARTICULARES:

o Seguimiento crecimiento de tejido éseo.

o Estandarizacion de la técnica de diafanizacion para larvas tempranas y
larvas juveniles.

o Sefalizacion de malformaciones dentro de la poblacibn desde sus

caracteres anatomicos externos.

K
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LOS ORGANISMOS

Los organismos fueron prestados por el ajolotario de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala tras la revision y aprobacién del proyecto. Los organismos
modificados con las técnicas empleadas fueron devueltos al término de la
investigacion. Todos los organismos que se encuentran bajo el resguardo del
ajolotario proceden de donaciones de particulares; No pertenecen a poblaciones
silvestres y se encuentran registrados en los inventarios del Laboratorio de

Herpetologia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

CONDICIONES GENERALES:

El ajolotario se encuentra acondicionado para dar estados Optimos a los
organismos, cuenta con: Dos llaves de agua corriente, sistema de canaletas para
desagiie, la temperatura se encuentra regulada a 18C° por tres chillers marca
Hailea modelo Hs28A. Los organismos no son expuestos a ambientes exteriores

ni luz solar, se encuentran libres de agentes toxicoldgicos y fungicos.

Los organismos estan resguardalos individualmente en palanganas con 10L de
agua (Tabla 1). Todos los contenedores estan etiguetados con numero de

organismo y sexo.
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Temperatura del 19°c
agua
Amonio >0.5 mg/l
Nitritos >0.5 mg/l
Nitratos >10 mg/l

Tabla 1. Valores de los parametros fisicos y quimicos del agua usada por el
ajolotario de la Facultad de Estudios superiores Iztacala.

ALIMENTACION

Los embriones se nutren del vitelo hasta la eclosion. Los organismos son

alimentados con la siguiente dieta

Lunes: Tubifex vivo | Miércoles: Charales crudos | Viernes: Filete de tilapia
(309) por organismo | (30g) por organismo crudo (309) por

organismo

Tabla 2. Calendario de alimentacion usada por el ajolotario de la Facultad de
Estudios superiores lIztacala. El alimento es adquirido en el mercado de
Mixhuca en la CDMX. Los charles y filete son suministrados mediante

alimentacion asistida con pinzas en trozos de .50cm de largo.

e
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REPRODUCCION

La reproduccion se llevo a cabo conforme al manual de procedimientos: Manual
bésico para el cuidado en cautiverio del ajolote de Xochimilco (Ambystoma

mexicanum) en las condiciones establecidas:

Reproductores: Macho #75 con talla 19.75 cm, peso 98.35 g. Hembra #123 con
talla 20.08 cm, peso 102 g.

Temperatura del agua: 14°C regulada por un chiller marca Hailea modelo Hs28A.

Fotoperiodos: 14 hrs de obscuridad, 10 hrs luz regulados por lamparas LED marca
Tamex modelo TLEDS.

Sustrato: Los organismos se encontraron en una tinaja 50 L con agua (Tabla 1)

contando con tiras de rafia para la ovoposicion.

El 25 de agosto del 2018 se obtuvo una puesta de 526 huevos. Los huevos se
resguardaron en la palangana hasta su eclosion a 14C°, se retiraron los huevos
inviables y detenidos, se realizaron recambios de agua cada 2 dias. Una vez
eclosionados, los alevines fueron separadas en grupos de 4 alevines en
contenedores de 1L de agua (Tabla 1) con recambio de agua cada 2 dias. Una
vez llegada la talla de 2cm las larvas fueron reubicadas individualmente en

contenedores de 1L (Tabla 1).

Los alevines alimentaron con pulga de agua hasta alcanzar talla de 2 cm donde se
alimentaron con tubifex (Tabla 2). Las larvas de 5 cm en adelante se alimentaron

de acuerdo al calendario (Tabla 2).

SEGUIMIENTO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Fueron seleccionados 3 huevos aleatoriamente cada ocho horas a fin de recuperar
todos los estadios hasta su eclosién. Cada huevo se colocé en un frasco vial con

15ml de formol al .4%. Los huevos se midieron en longitud con vernier marca
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Petrul modelo PET96, se pesaron sin capas vitelinas en balanza analitica marca
GOLDENWALL modelo GOLDO028.

En el Laboratorio de Anatomia de Vertebrados y Educacién Cientifica de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala los huevos fueron observados al
microscopio estereoscépico marca Motic con numero de serie #58346570 para

identificar estructuras anatomicas que refieran cualquier estadio embrionario.

Los huevos se describieron de acuerdo literatura especializada: Gilbert, Biologia
del desarrollo y Developmental-stage series of axolotl embryos. In Developmental

Biology of the Axolotl.
SEGUIMIENTO DEL DESARROLLO OSEO: DIAFANIZACION

Para la diafanizacion se emplearon larvas desde los dos cm de talla. Se
recolectaron 3 larvas aleatoriamente cada cinco dias a fin de establecer intervalos
de desarrollo. Las larvas se colocaron individualmente en frascos de vidrio que
permitiera mantener el cuerpo extendido, fueron fijadas con formol al .4%. La piel y
organos fueron retirados. Se deshidrato el organismo en tren de alcoholes 40, 60,
80, 90, 96% dejando reposar cada hora por volumen. Los cartilagos se colorearon
con azul de alcian: Al .5% en alcohol-acido acético al .3% durante 24-48 hrs en
oscuridad y temperatura ambiente. Las muestras se rehidrataron con tren de
alcoholes 96, 90, 80, 60, 40%, agua dejando reposar cada hora por volumen. Los
huesos se tifieron con rojo de alizarina al .2% para larvas de 2 a 5 cm de talla y
4% para larvas desde los 5 cm de talla en solucién de KOH al .2% en temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras se conservan en glicerina al 60%. (Dawson A.
B. A. 1926).

Con ayuda del programa motic usando el microscopio 4B con numero de serie
#485926 en el Laboratorio de Microscopia de la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala fueron medidas las siguientes estructuras:
Extremidades anteriores y posteriores.

Huesos planos del carneo.

i
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El proceso de osificacion fue descrito de acuerdo diversos articulos cientificos

especializados en condrogénesis y osteogénesis.

SEGUIMIENTO DEL CRECIMIENTO

El célculo del ritmo de crecimiento de tejido cartilaginoso y 6seo se llevd a cabo
mediante estadistica paramétrica, ecuaciones alométrica y sistema de proporciones

de crecimiento.

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

Se utilizaron Unicamente materiales, reactivos y soluciones nuevos descartando
fallo de resultados a causa de materiales caducos; Se promedio el numero de
muestras que no respondieron a la técnica. Comparando los resultados con otras

aplicaciones de la técnica

IDENTIFICACION DE MALFORMACIONES DENTRO DE LA POBLACION

Las malformaciones dentro de la poblacion se identificaron observando todos los

organismos de la poblacion. Los hallazgos fueron reportados.
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Las muestras fueron prestadas por el
ajolotario de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala

170 huevos (Puesta 25 de
agosto del 2019) l

|

Huevos conservados en formol al Larvas: Tratadas de acuerdo a
.4%. Observados al estereoscépico,
fotografiados y descritos; Sefalando
estructuras representativas a cada (Dawson, A. B. A. 1926).
estadio su estadio.

la técnica de diafanizacion

v 1}

3-.Tincion de cartilago

sumergiendo las
1-. Diseccion 2-. Deshidratacion en muestras en solucion
tren de alcoholes: azul de alcian al 0.5%

40. 60. 80. 90. 96% en alcohol-acido acético

&

Ve

3-. Rehidratacion en
tren de alcoholes:
96,90, 80, 60, 40%

agua

5-. Tincion de tejidos 6seos con
rojo de alizarina al 0.2% para
larvas no mayores a 5 cm; 0.4%
para juveniles y adultos en solucién
de KOH al 2%.

¥
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Los organismos se
conservan en una solucién
de glicerina y alcohol.

En el Laboratorio de Microscopia de la Facultad de
Estudios superiores lztacala con el microscopio
#1210379 y el programa Motic se realizd
morfometria de las siguientes estructuras

Craneo
Extremidades: Anteriores y posteriores

Para la estimacion de la tasa de
crecimiento se implemento estadistica
paramétrica, ecuaciones alometricasy
sistema de proporciones

La estandarizacién de la técnica se logro
con los hallazgos de muestras que no
respondieron al tratamiento

Las malformaciones se identificaron
revisando todos los organismos de las
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RESULTADOS

Se describe la embriogénesis a partir de los caracteres anatomicos externos
ampliando la descripcion a los procesos morfogénicos y moleculares internos a fin

de otorgar una plena comprension.

1.0 SEGUIMIENTO DE DESARROLLO EMBRIONARIO.

Los huevos fueron fertilizados sexual e internamente, la anfinixis se completd y
se depositaron en el sustrato, se encuentran envueltos por una capa previtelina
conteniente de nutrientes como carbohidratos y diversas proteinas, rodeados por
una capa mas de vitelo laxo compuesto de agua que servira para hidratar al
embridn, ademas de protegerlo contra dafios fisicos e infecciones fungicas. Las

capas vitelinas reducen su tamafio con el proceso de desarrollo.

En los estadios 1 al 7, después de la activacion del huevo, desde el polo animal
comenzo la division celular de tipo holoblastica iniciada por el factor promotor de
la mitosis (FPM) asi, por mitosis consecutivas se concretaron 64 células
dispuestas de forma radial moldeando la morula. El estadio 8 se caracteriza por el
fin de la segmentacion y se reconoce como blastula precoz donde se ha formado
la cavidad del blastocele por medio de la cavitacion, distinguida por el cese en las
divisiones mitéticas de las blastdmeras del polo animal. EI huevo no aumenta de
tamafo a causa de los procesos internos en la detencién de la mitosis en los

estadios G1 y G2 en la blastula media. (Tabla 3, estadio 1-7).

Para el estadio 9 (Tabla 3) se han diferenciados notablemente los polos animal y
vegetal donde en el polo animal, se acomoda el nacleo del cigoto y se desarrolla
la actividad metabdlica a mayor velocidad que en su contraparte, mientras el polo

vegetativo acumula sustancias de reserva o vitelo.

La transicion de la blastula media a la gastrula esta regulada principalmente por la

desmetilacion de varios factores de transcripcibn como como la proteina VegT, la

A
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funcioén principal del proceso de gastrulacion es la formacién del mesodermo
desde las profundidad del embridén, mientras que el ectodermo tiene su lugar en

la profundidad media y el endodermo se originan sobre la superficie del embrion.

La gastrulacion la encontramos en los estadios 10 al 12 (Tabla 3) Comienza su
proceso con la formacion de la linea primitiva, procedente del epiblasto que
conforme se establecen los movimientos de extension convérgete se elonga a
través del embridon hasta su extremo caudal, en su extremo anterior se sitta el
ndédulo de Hensen como un cumulo celular cuyas funciones estan relacionadas
con la formacion de la notocorda. Sobre el margen de los polos animal y vegetal
de la blastula las células con sus movimientos logran cruzar a través de la linea
primitiva adoptan una forma de botella, estrechando su superficie mientras se
ensancha la parte basal y se hunden hacia el blastocele, formando el arquénteron
y el blastoporo en la superficie. Mediante la extension convergente las células
contindan ingresando mientras forman el intestino primitivo; Una vez dentro las
células que se encuentran cerca del polo vegetal sufren involucion asi las células
cercanas a la region que converge entre ectodermo y el endodermo daran origen
al ectodermo faringeo y la placa precordal mientras las células cerca del polo
animal que atraviesan por epibolia y se encuentran hacia el labio dorsal del
blastoporo (Tabla 3) y seran parte del cordamesodermo que formara la notocorda.
La porcion del polo animal que no involuciona, por medio de los movimientos de

epibolia se expanden para cubrir la superficie del embrion.

Antes de terminar la gastrulacion desde el mesodermo comienza la migracion de
un grupo de células que conformaran el mesodermo axial en direccién anterior a
posterior hasta limitarse con la placa precordal; Por accion de protocadherina

paraxial las células se separan del piso del mesodermo conformando la notocorda

Tras el reacomodo del blastocele se forma el tapdn vitelino sobre el blastoporo
(Tabla 3, estadios 10-10% ) con los movimientos continuos de involucion sobre los
labios ventrales del blastoporo se evidencian una hendidura considerable (Tabla
3,estadio 11) Consecuentemente el labio dorsal del blastoporo se sitia del lado

ventral, y las células mesodérmicas que ingresen desde esta region daran lugar a
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las somitas. Tras este proceso el futuro endodermo se encuentra internalizado en
el embrién, el proximo ectodermo se encuentra rodeando al embridn dejando en la

parte intermedia al mesodermo.

Es importante  sefialar procesos celulares dentro de la segmentacion y
gastrulacion que, aunque no son visibles desde la anatomia externa del embrion
son fundamentales durante la embriogénesis: Las células vegetales de la region
dorsal de la blastula por accién de B-catenina dan origen al centro de Niewkoop,
asi mismo las células que corresponden al endodermo faringeo y labio dorsal del
blastoporo conforman el organizador de Spemann que guarda relaciéon con el
destino de algunos tejidos futuros. EIl centro de Niewkoop junto con el organizador
de Spemann mediante la accion de diversos factores transcripcionales del tipo
VegT, proteinas tales como Nodal y genes como Brachyury, Xbra determinan los

ejes corporales del organismo

De los estadios 13 al 20 (Tabla 3) los huevos experimentan neurulacion, proceso
gue se divide en dos estadios: Primaria y secundaria. En la neurulacion primaria la
formacion de la placa neural vy la aparicion del surco neural; En la neurulacion

secundaria se forma el tubo neural.

La neurulacién primaria se inicia con la formacion y moldeado de la placa neural:
Se inicia con el elongamiento de las células pertenecientes al ectodermo en la
region del ectodermo faringeo que junto con movimientos intrinsecos hace que
se reorganicen por encima de este, asi queda conformada la placa neural, una
vez conformada los bordes remanentes aumentan de grosor y se invaginan
(Tabla 3, estadio 15) constituyendo un canal o surco entre estos dos a todo lo
largo del embrion formando asi los lados izquierdo y derecho en el embrion.
Hecho el surco neural se establecen secciones bisagra donde se conectan la
placa neural con el endodermo faringeo que ha quedado por debajo de esta,
anclandose a la notocorda. Los pliegues neurales se fusionan entre si (Tabla 3,
estadio 19). Por accion de cadherina-N y N-CAMI tubo neural se separa del
ectodermo superficial. Desde el centro de la notocorda se va cerrando el tubo
neural hacia los extremos del embrion.

e
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Establecida la notocorda y el tubo neural se distinguen los ejes dorso-ventral y

anteroposterior.

La neurulacion secundaria tiene como proposito la formacion del cordon medular
situado por debajo del ectodermo superficial; El tubo neural sobresale moldeando
las cAmaras anteriores del cerebro y la medula espinal (Tabla 3, estadio 20). En
cuanto a la porciéon dorsoventral, desde la region mas dorsal del tubo neural se

formaréan las células del sistema nervioso

La somitogenesis se inicia terminada la neurulacion (Tabla 3) Derivado del
mesodermo paraxial mediante la accion de la proteina Nogina se separan las
somitas como unidades celulares independientes en forma de espiral recubiertas
de epitelio. Desde la porcion anterior al tronco aparece el primer par de somitas.
Los genes Notch estan implicados en la velocidad de formacién somitica. Las
somitas daran origen a diversas estructuras segun la expresion de los genes Hox,
ejemplo de ello es la porcion ventral de la somita con la capacidad de especificar

el origen de cartilago es llamada esclerotoma (1.1 Seguimiento de la osificacion).

A partir del estadio 20 (Tabla 3) los embriones comienzan a reformarse adoptando
una estructura alargada. Derivado de la cresta neural craneal se obtienen la
mesénquima craneofacial del que se diferencia: Cartilago, hueso, asi como tejidos
conectivos del rostro. Las células de la cresta neural craneal viajan e ingresan a
los arcos faringeos, las células que han viajado desde la rombomera 1 ingresa en
el primer arco faringeo para formar el arco mandibular (Tabla 3) y los futuros

huesos de la cara (Tabla 4).

La organogénesis se aprecia desde el estadio 17 con la evidencia de la region
pronéfrica derivada del mesodermo intermedio y sus interacciones con el
mesodermo paraxial y Pax2 y Pax8. El corazon se forma tras la especificacion de
células que han migrado desde la linea primitiva a la lamina del mesodermo lateral
donde bajo la accién de BMP y FGF se diferencian a células cardiacas. Desde el
endodermo se forman el tubo digestivo regulado por cSol2 y el tubo respiratorio

derivados del intestino primitivo.
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A partir de los estadios 20 al 31 el embrion crece en talla, forma la aleta dorsal y el
pigmento de piel se hace evidente. En el estadio 25 emergen los filamentos
externos de las branquias. Hacia el final de la embriogénesis A. mexicanum se
encuentra completamente formado, las capas de vitelinas se han reducido para
dejar emerger a la larva motil carente de extremidades que se formaran en la
etapa de larva inicial (1.1 Seguimiento de la osificacion). Las caracteristicas

corporales se mantendran durante toda la vida del organismo.
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Organismos progenitores. A) Macho.
Talla 19.75 cm. Peso 98.35 g. B)
Hembra. Talla 20.08 cm. Peso 102 g. 10
de agosto del 2018.

Puesta de 526 huevos del 25 de agosto del
2018. Huevos depositados sobre rafia,
sumergidos en 50 L de agua. Mantenidos
en condiciones de cautiverio.

e

Estadio: 1-8 Morula.
Tiempo desde la fecundacion: = 16H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 9 Polo animal (amarillo), polo
vegetal (azul).
Tiempo desde la fecundacion: =21 H.
Vista dorsal. 4 X
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Estadio: 10 Gastrula primaria, blastoporo
(azul), tapdn vitelino (verde).
Tiempo desde la fecundacion: =26 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 10 %2 Blastoporo (azul), tapén
vitelino (verde), labio dorsal del blastoporo
(amarillo).

Tiempo desde la fecundacién: = 32 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 10 % Blastoporo (azul) tapon
vitelino (verde) labio dorsal del blastoporo
(amarillo).

Tiempo desde la fecundacion: = 37H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 11 Labios ventrales (azul).
Tiempo desde la fecundacion: = 38 H.
Vista dorsal. 4 X

K
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Estadio: 11 Y2 Labios ventrales (azul).
Tiempo desde la fecundacion: =40 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 12 Labios ventrales (azul).
Tiempo desde la fecundacién: =40 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 13 Néurula primaria. Labios
ventrales (azul).
Tiempo desde la fecundacion: =50 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 14 Néurula primaria. Labios
ventrales (azul).
Tiempo desde la fecundacion: =58 H.
Vista dorsal. 4 X
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Estadio: 15
Delimitacion de crestas neurales (azul).
Tiempo desde la fecundacion: = 59-63
H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 16
Elevacion de crestas neurales (azul),surco
hiomandibular (verde). Delimitacién de eje
anterior y posterior.
Tiempo desde la fecundacién: =64 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 17 Elevacion de crestas
neurales (azul) Surco hiomandibular
(verde). Delimitacion de eje anterior y

posterior.
Tiempo desde la fecundacion: =66 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 18 Tubo neural (verde).
Delimitacion de eje anterior y posterior.
Tiempo desde la fecundacion: =69 H.

Vista dorsal. 4 X

K
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Estadio: 19
Pliegues neurales fusionados
(amarillo), prominencias occipitales y
parietales (azul), surco hiomandibular (*),
pronefros evidente (verde).
Tiempo desde la fecundacion: = 70-73
H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 20

Pliegues neurales fusionados (azul),

prominencias occipitales y parietales
(verde), zona branquial (amrarillo), surco
hiomandibular (*) pronefros evidente(rosa)

elongamiento de la cola (morado).
Tiempo desde la fecundacién: =80 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 21
Columna vertebral (azul), zona branquial
(rosa), surco hiomandibular (*) pronefros
evidente(verde).
Tiempo desde la fecundaciéon: = 92 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 22

Columna vertebral (amarillo), zona
branquial (verde), surco hiomandibular (*)
porcién rostral (}).

Tiempo desde la fecundacion: = 100 H.
Vista dorsal. 4 X
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Estadio: 23
Zona branquial (amarillo),
surcohiomandibular (* ), porcion rostral y
craneal (})la cabeza muestra su grado
maximo de inclinacion.
Tiempo desde la fecundacién: =80 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 24
Zona branquial maspriminente (amarillo),
surco hiomandibular (* ), porcion rostral y
craneal (}) El cuerpo comienza a
enderezarse.
Tiempo desde la fecundacién: =80 H.
Vista dorsal. 4 X

23

Estadio: 25

Zona branquial (amarillo), Hiomandibular
(verde) porcion rostral y craneal (}) El
cuerpo comienza a enderezarse.
Tiempo desde la fecundacion: =110 H.
Vista dorsal. 4 X

24

Estadio: 26

Elongacion de la aleta (amarillo)
zona branquial (verde), Hiomandibular
(azul) porcion craneal (}) El cuerpo
queda erguido.

Tiempo desde la fecundacion: = 120 H.
Vista dorsal. 4 X
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25

26

Estadio: 27
Brote de los pares branquiales (amarillo)
porcién toracica donde se aloja el
corazon (rojo) bulbo ofaltivo  (rosa).
Tiempo desde la fecundacion: =125 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 28
Elongamiento de la aleta (amarillo)
Crecimiento de filamentos
branquiales (azul), porcion rostral y
craneal (}).
Tiempo desde la fecundacién: =177 H.
Vista dorsal. 4 X

Estadio: 29

Crecimiento de aleta a lo largo del cuerpo
(rosa) ( crecimiento de filamentos
branquiales (amarillo) Hiomandibular
(verde) porcion rostral y creaneal (}) el
ojo es distinguible (rojo
Tiempo desde la fecundacion: = 220 H.
Vista dorsal. 4 X

28

Estadio: 30
Crecimiento de aleta a lo largo del cuerpo
(rosa) (crecimiento de filamentos
branquiales (amarillo) Hiomandibular
(verde) porcion rostral y creaneal (}) el ojo
es distinguible (rojo
Tiempo desde la fecundacion: = 265 H.
Vista dorsal. 4 X
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Estadio 31

Larva recién eclosionada
Craneo (amarillo) ojo (azul), branquias (verde) cuerpo (azul)
Tiempo desde la fecundacion: = 330 H.
Vista dorsal. 3 X

Tabla 3. Estadios embrionarios de Ambystoma mexicanun. 31 estadios que
muestran la segmentacion, neurulacion, gastrulacion y organogénesis

*
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Muestra Peso aproximado por tres| Talla aproximada por tres
repeticiones repeticiones
Estadio #1 - -
Estadio #2 - -
Estadio #3 - -
Estadio #4 -
Estadio #5 - -
Estadio #6 - -
Estadio #7 - -
Estadio #8 0.28 gramos 2 milimetros
Estadio #9 0.29 gramos 2 milimetros
Estadio #10 0.31 gramos 2 milimetros
Estadio #10 %2 0.32 gramos 2 milimetros
Estadio #10 % 0.35 gramos 2 milimetros
Estadio #11 0.38 gramos 2 milimetros
Estadio #11 % 0.38 gramos 2 milimetros
Estadio #12 0.39 gramos 2 milimetros
Estadio #13 0.41 gramos 2 milimetros
Estadio #14 0.41 gramos 2 milimetros
Estadio #15 0.42 gramos 3 milimetros
Estadio #16 0.44 gramos 3 milimetros
Estadio #17 0.45 gramos 3 milimetros
Estadio #18 0.47 gramos 3 milimetros
Estadio #19 0.49 gramos 3 milimetros
Estadio #20 0.57 gramos 4 milimetros
Estadio #21 0.60 gramos 4 milimetros
Estadio #22 0.63 gramos 4 milimetros
Estadio #23 0.75 gramos 5 milimetros
Estadio #24 0.79 gramos 5 milimetros
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Estadio #25 0.85 gramos 6 milimetros
Estadio #26 0.93 gramos 6 milimetros
Estadio #27 0.98 gramos 7 milimetros
Estadio #28 1.20 gramos 7 milimetros
Estadio #29 1.5 gramos 8 milimetros
Estadio #30 1.9 gramos lcm
Estadio #31 2.5 gramos 1.5cm

Tabla 4. Promedio de peso y talla de tres repeticiones empleadas por cada

estadio. Muestran crecimiento lineal.

K
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1.1 SEGUIMIENTO DEL DESARROLLO OSEO

Se describe la formacién de tejido 6seo a partir de los caracteres anatémicos
externos ampliando la descripcion a los procesos morfogénicos y moleculares

internos a fin de otorgar una plena comprension.

Desde su estado embrionario se comienza a preparar el sistema esquelético. Las
distintas estructuras que lo componen derivan tres linajes primordiales: El tejido
cartilaginoso y 6seo tiene su origen en las células de la cresta neural craneal, el
esqueleto axial se desarrolla de las células somiticas, por su parte el esqueleto

apendicular se origina del mesodermo lateral,

A partir de septiembre del 2018 a abril del 2019 se observo la transicion de tejido

cartilaginoso en tejido 6éseo por tres procesos:

Osificacion intermembranosa en piezas de esplacnocraneo y boveda
craneana.
Osificacion endocondrala para el desarrollo de dientes, huesos largos y
vertebras.

Capsulas o6ticas presentan proceso mixto.

Las primeras estructuras en evidenciarse fueron los arcos branquiales
pertenecientes al condocraneo (Tabla 5, estadio 1) se constituyen por cartilago

hialino no articular.

Los principales elementos que componen el cartilago son: Condrocitos, Colageno
tipo I, Condroitina y Acido hialurénico; Las células derivadas de la mesénquima
del esclerotoma y mesénquima facial por accién del de Paxl y Scleraxis se
diferencian a condrocitos. Los condrocitos se agrupan en oquedades llamadas
lagunas, cada condrocito esta rodeado por una capa de matriz extracelular, este
conjunto se denomina condroma, el condroma esta revestido por pericondrio
compuesto a su vez por dos capas: La interna formada por células condrogenas
gue se diferencian en condroblastos y una externa con abundantes fibras
colagenas, fibroblastos y fibrocitos. El cartilago crece por dos mecanismos:

Aposicionalmente desde la capa interna del pericondrio encargada de producir
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nuevas capas de cartilago por proliferacién de las células mesenquimatosas, el
cartilago crece hacia el exterior por aposicion de capas sucesivas e
intersticialmente cuando los condrocitos se agrupan en grupos isdgenos que

forman laminas.

Los dientes y mandibulas son las primeras piezas en calcificarse (Tabla 5, estadio
2). Las piezas dentales provienen de células ectomesenquimaticas derivadas de la
cresta neural diferenciadas a odontoblastos por accion de FGF8 y proteinas BMP4
gue inducen la formacion de papila dental posteriormente odontoblastos tras la
accion de FGF3, BMP3, HGF maduran y producen dentina; Seguido de esto
aparecen los ameloblastos derivado del epitelio de la mandibula para formar
esmalte por accion de tenascina y fosfatasa alcalina para completar la formacién

del diente

Por su parte las mandibulas se transforman por osificacién endocondral que se
divide en cinto estadios comenzando con la preparacion de un molde de cartilago

hialino (Figuras 2y 3).

Figura 2. Mandibula en doble tincion. Vista dorsal 4X. Atraviesa proceso de
osificacion endocondral, molde cartilaginoso tefiido con azul de alcian y
estructuras en calcificacion tefiidas de rojo de alizarina.
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Figura. 3. Porcion caudal y sacra de columna vertebral en doble tincion. Vista
dorsal 4X. Atraviesa proceso de osificacion endocondral, molde cartilaginoso
tefiido con azul de alcian y estructuras en calcificacién tefiidas de rojo de
alizarina.

Seguido de eso las células mesenquimaticas se agrupan en paquetes y se
diferencian a condrocitos, los condrocitos crecen hasta que algunos de ellos
revientan liberando citoplasma, colageno X y fibrotecnina que altera el pH de la
matriz favoreciendo la formacién de carbonato de calcio, ademds la activacion del
factor de angiogénesis VEGF que propicia aparicién de vasos sanguineos. Otros
condrocitos del cartilago mueren por apoptosis por falta de nutrientes a causa del
cambio de respiracion aerébica por anaerobia, formando cavidades pequefas; Los
vasos sanguineos inmersos en el molde de cartilago favorecen la diferenciacion
de las células del periostio en osteoblastos. De la diafisis se forma una lamina

delgada de hueso compacto, llamada collar 6seo (Figura 4.)

L2 ﬂ' b % L .
—y : LA

Fig. 4. Formacion del collar 6seo. Vista ventral 4X de fémur derecho. Muestra
adelgazamiento en la diafisis (verde) y calcificacion progresiva del periostio
(amarillo)

La sustitucién de condrocitos por osteoblastos depende de los factores promotores
de mineralizacién, en el proceso la accibn de VEGF favorece la aparicién de

condroclastos que absorben los restos de condrocitos apoptoéticos. Tras la
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formacion de tejido 6seo desde el pericondrio se condensa la capa del periostio.
Con el crecimiento del molde cartilaginoso se induce el desarrollo del centro de
osificaciéon primario, donde el tejido 6seo sustituye la mayor parte del cartilago

(Figura 5). -

Figura 5. Sustitucion progresiva de tejido cartilaginoso por 6seo. Vista ventral
4X. Carpos y metatarsos de pata posterior derecha.

Seguido de eso los osteoblastos depositan matriz 6sea sobre el cartilago
calcificado, formando las trabéculas del hueso esponjoso. Con el elongamiento del
centro de osificacion los osteoclastos ingresan al hueso desde los vasos
sanguineos destruyendo las trabéculas formando la cavidad medular, que llena

después con médula 6sea roja.
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A partir de septiembre del 2018 comienzan a evidenciarse las estructuras del
esplacnocraneo y boveda craneana (Tabla 5, estadio 3) que han osificado a partir
de osificacion intermembranosa (Figura 6) ocurre dentro de una membrana
embrionaria de tejido conjuntivo. Las células mesenquimales derivadas de la
cresta neural se nutren por irrigacion sanguinea, se replican y agrupan formando
una estructura llamada nodulo, las células comienzan a producir matriz
extracelular rica en colageno tipo 1, simultaneamente las células mesenquimaticas
por la accién de CBFAI y diversas proteinas osteogénicas como BMP2, BMP4,
BMP7 se transforman en osteoblastos desde la periferia del nédulo al centro de
este. Tras estos cambios los nuevos osteoblastos comienzan a formar matriz
extracelular rica en proteoglicanos favoreciendo la polimerizacion de colageno,
formando microfibrillas. Mediante la accion proteica se condensa condroitin
sulfato y queratan sulfato facilitando la precipitacion de sales de fosfato de calcio
gue constituyen la parte mineral de la matriz 6sea. Las acumulaciones de matriz
Osea forman estructuras alargadas llamadas espiculas, las espiculas se agregan
formando una estructura en forma de red, dando lugar a las trabéculas. Sobre la
red trabecular se forma el periostio y en el interior de los espacios trabéculares se

forma médula 6sea y endostio.

Figura 6. Formacion de tejido d6seo por proceso de osificacion
intermembranosa. Vista ventral 4X. Membranas complementan su
proceso (amarillo) .
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En el mes de septiembre del 2018 observamos la formacion de extremidades,

comenzando con las extremidades anteriores (Tabla 5 estadio 4).

Desde su estadio embrionario se preparan los patrones que daran origen a las
extremidades en sus ejes proximal-distal regulados por FGF, eje anteroposterior

coordinado las proteinas Sonic hedgehog y el eje dorsovental dirigido por Wnt7a.

Las células mesenquimaticas del mesodermo lateral y el miotoma proliferan y se
acumulan bajo el ectodermo, creando un bulto llamado campo de la extremidad.
mediante la funcién de FGF10 se da inicio a la formacion de la cresta apical
ectodérmica que se encargara de controlar el crecimiento de la extremidad desde
su zona de progreso; La especificacion de miembros anteriores y posteriores esta
regulada por los factores de transcripcion Thbx5 para los anteriores y Tbhx4 para los
posteriores, la polaridad proximodistal es mediada por genes de la familia Hoxd
desde la zona de actividad polarizante, ademas del nimero de divisiones mitéticas
gue tengan dentro de la zona de progreso: Las primeras células que se liberan de
la zona de progreso se convertiran en humero/fémur y expresan los genes Hoxd-9
y Hoxd-10 mientras que las ultimas células formaran los carpos y tarsos donde se

encuentran los genes Hoxd-13.

La formacion de los digitos es liderada por el mesodermo unterdigital, que se
encargara de eliminar las membranas interdigitales para liberar cada dedo. Las
proteinas BMP2 y BMP7 ayudan a especificar cada dedo. Para terminar la
formacion de la extremidad el ectodermo que lo recubre determinara la polaridad
dorsovental controlada por las proteinas Wnt7a, donde se encuentra la activacion
del gen Lmxl en el eje ventral. Finalmente, tras la accién del &cido retinoico se

produce la evaginacion del esbozo de la proxima extremidad

La formacion de capsulas 6ticas (Figura 7) inicia desde su porcién rostral hacia la
central, con un molde de cartilago. A partir de la regidon occipital se comienza a
calcificar intermembranosamente (Figura 8) combinando ambos procesos en su

formacion.

A
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Figura. 8. capsulas oticas. El estado cartilaginoso de la regibn mas frontal

prevalece después de finalizar la osificacion de la parte central

Figura. 7. Formacion de cartilago en capsulas oticas. El proceso inicia desde la
periferia al centro. La osificacion se presenta de forma inversa; del centro a la

periferia

A continuacion, se muestran los estadios identificados en la formacion de tejido

0seo y consolidacion del sistema esquelético de A. mexicanum.
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Estadio: 1
Arcos branquiales tefidos de azul.

Vista lateral izquierda 4x.

Formacion de tres pares de arcos

branquiales (1, 2, 3)

Estadio: 2
Aparato hioideo tenido de azul.
Vista ventral 4X.
1- Hipohial, 2- Ceratohial, 3-Basihial,
4-Epihial, 5- Hipobranquial,
6-Ceratobranquial, 7- Dientes
(Osificadas), 8- Dentales

(Cartilaginosa)

Estadio: 3

Estructuras craneales tefiidas de rojo.
Vista dorsal 4X.

1-Dentales, 2- Premaxilar , 3-Parietal
Apertura de la fenestra

craneal
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Estadio: 4

Botdn de pata anterior derecha sin

tenir. Vista lateral 4X.

Evaginacion de extremidad

Estadio: 5

Porcién sacra de columna vertebral
tefida de azul.
Vista dorsal 2X

Estadio: 6

Estructuras craneales tefiidas de rojo.
Vista dorsal 2X.

1-Dentales, 2- Premaxilar, 3-Parietal,
4-Frontal, Apertura de la

fenestra craneal
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Estadio: 7
Estructuras craneales tefiidas de rojo.
Vista dorsal 1X.

1-Dentales, 2- Premaxilar, 3-Frontal,
4-Parietal, 5-Squamosal,
Apertura de la fenestra craneal

Estadio: 8

Estructuras cartilaginosas tefidas de
azul.

Pata anterior derecha.
Vista ventral. 4x

1-Femur, 2-Tibia, 3-Fibula, 4- Tarsos,
5-Carpos

Estadio: 9

Estructuras craneales tefiidas de rojo
de alizarina.
Vista dorsal 1X.

1-Dentales, 2- Premaxilar, 3-Frontal
4-Parietal, 5- Squamosal,

6- Basioccipital (Cartilaginoso)

7- Pterigoideo (Formacion)

P
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Estadio: 10
Estructuras cartilaginosas tefidas de
azul de alcian.
Pata anterior derecha. Vista ventral 2X

1-Humero, 2-Radio, 3- Ulna, 4-Carpos,
5-Falanges

Estadio: 11
Estructuras cartilaginosas tefidas de
azul de alcian.
Pata posterior derecha.Vista ventral 2X

1-Fémur, 2-Tibia, 3-Fibula, 4- Tarsos,
5-Carpos

Estadio: 12

Estructuras Oseas tefiidas de rojo de
alizarina, botones de costillas de tejido

cartilaginoso tefiidos de azul de alcian.

Porcion toracica de columna vertebral
Vista dorsal. 1X
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Estadio: 13
Formacidén de centro osificacion
A) pata posterior.  B) pata anterior.
Vista dorsal. 1X

(A) 1-Fémur, 2-Tibia, 3-Fibula,
4- Tarsos, 5-Carpos

(B) 1-Humero, 2-Radio, 3- Ulna,
4-Carpos, 5-Falanges

Estadio: 14

Estructuras Oseas tefiidas de rojo de
alizarina, botones de costillas de tejido
cartilaginoso tefidos de azul de alcian.
Porcion toracica de columna vertebral
Vista dorsal. 1X

Estadio: 15

Progresién de osificacion
A) pata posterior.  B) pata anterior.
Vista dorsal. 1X

(C)1-Fémur, 2-Tibia, 3-Fibula,
4- Tarsos, 5-Carpos

(D) 1-Humero, 2-Radio, 3- Ulna,
4-Carpos, 5-Falanges

K
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Estadio: 16
Estructuras craneales tefiidas de rojo

de alizarina.
Vista dorsal 1X.

1-Dentales, 2- Premaxilar, 3- Maxilar,
4-Frontal, 5-Parietal, 6-Squamosal,
7-Pteriogideo, 8- Pre frontal,
Apertura de la fenestra craneal

Estadio: 17
Progresion de osificaciéon
Pata posterior derecha.Vista ventral 2X
1-Cartilago procoracoideo,
2- Suprascapula, 3- Escapula,

4- Humero, 5-Radio, 6- Ulna
7-Carpos. 8-Falanges

Estadio: 18
Progresién de osificacion
Pata posterior derecha.Vista ventral 2X
1-Isquion, 2-Acetaculo, 3-llion

4-Femur, 5-Tibia, 6-Fibula, 7- Tarsos
8-Metcarpos
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Estadio: 19
Estructuras 0seas tefiidas de rojo de
alizarina, elongamiento de costillas
cartilaginosas tefiidas de azul de
alcian.
Porcion sacra y caudal de columna

vertebral Vista dorsal. 1X

Estadio: 20

Estructuras craneales tefiidas de rojo
de alizarina.
Vista dorsal 1X.

1-Dentales, 2- Premaxilar, 3- Maxilar,
4-Frontal, 5-Parietal, 6-Squamosal,
7-Pteriogideo, 8- Pre frontal,

9- Capsulas o6ticas, 10- Cuadrado,
11- Exoccipital, Apertura de
la fenestra craneal

Estadio: 21
Osificacion primaria completa
Pata anterior derecha. Vista ventral 2X
1-Cartilago procoracoideo,
2- Suprascapula, 3- Escapula,

4- Humero, 5-Radio, 6- Ulna
7-Carpos. 8-Falanges
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Estadio: 23

Osificacién primaria completa
Columna vertebral completa. Vista ventral

1-Porcién caudal, 2- porcion sacra, 3- porcién torcida, 4- porcion cervical

Tabla 5.- Estadios identificados en la osificacién de estructuras esqueléticas en
A. mexicanum desde su formacion cartilaginosa hasta su osificacion primaria,
siendo los cartilagos de los arcos branquiales las primeras estructuras en
aparecer y por ultimo las costillas.

Muestra Peso promedio por | Talla promedio  por Fecha
tres repeticiones tres repeticiones

Eclosién 2.59 1.7 11/9/2018
Estadio #1 2.79 2.5cm 20/9/2018
Estadio #2 2.89 2.5cm 25/9/2018
Estadio #3 49 3cm 1/10/2018
Estadio #4 79 3cm 9/10/2018
Estadio #5 119 3.5cm 17/10/2018
Estadio #6 139 4cm 26/10/2018
Estadio #7 179 4.5cm 30/10/2018
Estadio #8 219 5cm 5/11/2018
Estadio #9 259 5.5cm 16/11/2018
Estadio #10 279 6cm 21/11/2018
Estadio #11 30g 6cm 29/11/2018
Estadio #12 33g 7cm 4/12/2018
Estadio #13 369 8cm 5/1/2019
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Estadio #14 409 9cm 18/1/2019
Estadio #15 449 1lcm 31/1/2019
Estadio #16 499 11.5cm 4/2/2019
Estadio #17 529 13cm 21/2/2019
Estadio #18 55g 13cm 1/3/2019
Estadio #19 599 14 cm 19/3/2019
Estadio #20 629 14 cm 28/3/2019
Estadio #21 679 16 cm 2/4/2019
Estadio #22 729 17 cm 11/4/2019
Estadio #23 759 19.3cm 24/4/2019

Tabla 6. Peso y talla de los estadios de desarrollo 6seo

El sistema esquelético de A. mexicamun asi como los huesos que |lo componen se
encuentra completo, en estado de osificacion primaria siete meses después de su

eclosion.

Se mantienen elementos articulados cartilaginosos en estado adulto como
escapulas en la cintura escapular, isquion y acetabulo en cintura pélvica ademas
de las propias articulaciones entre fémur/hUmero y sus estructuras

correspondientes, asi como tarsos y metatarsos.
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TASA DE CRECIMEINTO

El analisis alométrico se realiz6 en estructuras de permanencia entre los
diferentes estadios de  osificacibn  como son: Dentales en el craneo,
hamero/fémur en extremidades a fin de interpretar el crecimiento desde el primer
estadio hasta el Ultimo. Se realizaron andlisis de estadistica paramétrica, regresion
alométrica y razones entre las estructuras con relacion a la longitud total del

cuerpo.

El craneo mantiene dos procesos simultdneos: Formacién y crecimiento de
cartilago y hueso. La tendencia muestra un decremento del tejido cartilaginoso
junto con un aumento del tejido 6seo. En su estado adulto después de finalizar el
proceso de osificacion, se conservan estructuras cartilaginosas correspondientes
al aparato hipoidal, representando un 15% del total de mediciones realizadas entre

todas las estructuras que conforman el craneo.

Proporcién cartilago/hueso en craneo de A.
mexicanum.
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Grafica 1. Proporcion cartilago/hueso en craneo de A.mexicanum. Muestra correlacion
entre el decrecimiento del cartilago y progresiéon del desarrollo 6seo desde su estadio
larval hasta el adulto.
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Propog%ién cartilago/hueso en craneo de A. mexicanum
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Grafica 2. Ecuacién de regresion alométrica de la proporcion cartilago/hueso en
craneo de A.mexicanum.

Empleando las ecuaciones se podran estimar estadios hipotéticos de crecimiento
con un 89% de confiabilidad.

o
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Como estructura presente en todos los estadios de desarrollo del craneo las
dentales muestran un crecimiento lineal, donde el estadio 3 muestra un aumento

desproporcionado frente a la tendencia con un incremento de 146.3umen c

comparacioén con el estadio 4 (Gréaficas 3y 4)

Crecimiento dental 6seo de A. mexicanum
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Grafica 3. Crecimiento dental 6seo de A. mexicanum. Muestra tendencia lineal.



Seguimiento del desarrollo embrionario y osteogénesis en Ambystoma mexicanum

Crecimiento dental 6seo de A.mexicanum
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Ecuacién de regresion y factor de
correlacion del tejido 6seo

Gréfica 4. Ecuacion de regresion alométrica para el crecimiento dental 6seo de A.
mexicanum. Muestra tendencia lineal.

Las extremidades guardan relacién entre si, la primer estructura en evidenciarse
es la pata anterior siendo esta la que completa su proceso primero, ademas de
ser mas grande que la posterior por 50 pym. Los huesos largos en ambos casos
(hdmero en pata anterior y fémur en pata posterior) son estructuras que se

muestran desde el primer estadio.
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Proporcién de crecimiento de cartilago en
hammero/fémur de A. mexicanum
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Graficas 5, 6. Relacion entre el crecimiento de cartilago y hueso de huesos largos
hamero/fémur en A. mexicanum
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La proporcion entre los estadios de osificacion se muestra cercano en el Ultimo
estadio, con 9 pym de diferencia, mientras en los procesos cartilaginosos se

observa una disparidad mayor.

Las ecuaciones de regresion alométrica nos permite estimar alguna proporcion de
las estructuras para inferir el grado de desarrollo en que se podrian encontrar en
cualquier estadio hipotético

Proporcion de crecimiento de cartilago en pata
himmero/fémur de A. mexicanum
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Proporcion de crecimiento de hueso en pata
hammero/fémur de A. mexicanum
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Graficas 6, 7. Ecuacidn de regresion alométrica para cartilago y hueso en huesos
largos de extremidades de A. Mexicanum.
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Las razones entre las estructuras y la longitud total del cuerpo se hallaron con
las fracciones de la longitud total de la extremidad (A) sobre la longitud total del

cuerpo (B) en su primer y ultimo estadio de osificacion correspondiente

Estructura

Lonigtud total de

Longitud total del

la estructura en cuerpo um (B) Razon = A/B
um (A)
Pata anterior 327.782429696 50000 1.52015548
(Primer estadio)
Pata anterior 614.2547836 80000 1.39220859
(Ultimo estadio)
Pata posterior 215.624279023 50000
(Primer estadio) 0.00431249
Pata posterior 441.208873748 80000 0.00551511
(Ultimo estadio)
Craneo 3307.48701088 17000 0.194558059
(Primer estadio)
Craneo 14246.28094 140000 0.10175915

(Primer estadio)

Tabla 7. Razones entre las extremidades y craneo respecto a longitud total del cuerpo.

La estructura corporporal guarda relacién entre las estruturas o secciones que lo

componen, en cuestion longitudinal se mantiene un crecimiento isometrico.
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE DIAFANIZACION

Todas las muestras fueron tratadas con la misma técnica en sus dos
concentraciones correspondientes de acuerdo su talla. Todos los reactivos
empleados en las preparaciones de soluciones fueron nuevos, asi mismo los
utensilios se encontraban estériles. El lugar de trabajo se encontré libre de

agentes contaminantes que pudieran causar alteraciones de los resultados.

Muestra transparente sin tefir.

Craneo vista ventral 1x

Talla: 3.4cm.

Tratamiento: Muestra sumergida en solucion azul
de alcian al 0.5% en alcohol-4cido acético al
0.3% durante 48h en oscuridad y rojo de alizarina
al 0.4% en solucion de KOH al 2% durante 48h a

temperatura ambiente. Presenta clarificacion sin

depdsito de pigmentos

Muestra licuada.

Vista dorsal 1x

Talla 2.7cm.

Tratamiento: Muestra sumergida en solucién azul

de alcian al 0.5% en alcohol-acido acético al

0.3% durante 48h en oscuridad y rojo de
alizarina 0.2% en solucion de KOH al 2%
durante 24h a temperatura ambiente. Porcion

cefélica y toracica se encuentran desechas
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Muestra sobretefiida de rojo de alizarina.

Vista ventral 2x.

Talla 2.3cm.

Tratamiento: Muestra sumergida en solucion azul

de alcian al 0.5% en alcohol-acido acético al

0.3% durante 48h en oscuridad y rojo de
alizarina 0.2% en solucion de KOH al 2%
durante 24h a temperatura ambiente.
Hiperpigmentacion en todo el cuerpo

Muestra sobretefiida de azul de alcian.
Vista dorsal. 2x.
Talla 1.4cm.

Tratamiento: Solucién azul de alcian al 0.5% en

alcohol-acido acético al 0.3% durante 24h en
oscuridad a temperatura ambiente.
Hiperpigmentacion de azul de alcian

Tabla 8. Muestras que no respondieron a la técnica de diafanizacion. Las
incidencias se presentaron unicamente en larvas menores a 5cm de talla en la

seccion de clarificacion y tincion con alizarina mayoritariamente.

Las tinciones de cartilago tuvieron iguales condiciones de aplicacion y tiempo de
reposo para todas las muestras, los grupos tetrametil-isouronio con carga positiva
presentes en el colorante se enlazan con los glucosaminoglicanos sulfatados de
naturaleza polianionica presentes en la matriz extracelular del cartilago. La
intensidad de coloracion fue variable pues es dependiente al ph y grado de

desarrollo del tejido, siendo el cartilago maduro el mas permeable y por tanto el

o
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mas coloreado por lo que es importante no confundir los resultados con la

intensidad de tincion o efectividad de la solucion empleada (Figuras 9y 10)

Figura. 9. Cartilago en formacién tefiido con azul de alcian. Columna vertebral:
porcion sacra y lumbar. Vista dorsal. 4X. Tejido cartilaginoso (amarillo) en
formacién presenta una leve tincion apenas visible concordante con su grado
de desarrollo

Figura. 10. Cartilago maduro tefiido con azul de alcian. Pata anterior derecha.
Vista dorsal. 1X. EIl tejido maduro al tener mayores concentraciones de
glucosaminoglicanos contenidos en la matriz extracelular presenta mayor
captacion de colorante
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De igual forma las condiciones de aplicacién de la solucion de KOH y rojo de
alizarina fueron las mismas para todas las muestras; Siendo los tiempos de reposo
variables entre las tallas empleadas. Las tallas menores a 5 cm tuvieron un tiempo
de reposo promedio de 3 dias para complementar la digestion de tejidos blandos y
pigmentacion, a comparacion de las tallas mayores a 5m cuyo tiempo de reposo
llego a 7 dias. De igual forma la intensidad de coloracién es dependiente del grado
de desarrollo del tejido ( Figuras 11y 12) ya que el proceso de tincion ocurre tras
la quelacion de una molécula de calcio por dos moléculas de alizarina, los atomos
de oxigeno, asi como los de los grupos quinona y fenol de la alizarina ceden sus
electrones formando enlaces el calcio. Es oportuno especificar que la preparacion
en la solucion de rojo alizarina a un pH alcalino, a fin de evitar la descalcificacion

en el hueso

Figura. 11. Tejido 6seo en formacion coloreado con rojo de alizarina. Craneo
vista dorsal. 1x. Leve tincién de prefrontales concordante con su grado de
desarrollo

o
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Figura. 11. Tejido 6seo en maduro coloreado con rojo de alizarina. Pata anterior

derecha. 1x. Grado de pigmentacion intenso concordante con grado de

desarrollo, las moléculas de alizarina se fijan a los fosfatos de calcio que se

encuentran en el hueso

La digestion de tejidos blandos se lleva acabo con la solucién de KOH de
naturaleza alcalina. La clarificacion se produce por el uso de la glicerina

obteniendo resultados deseados.

Figura. 12. Muestra clarificada y tefiida con azul de alcian y rojo de alizarina.

Vista ventral. 1x. Presenta clarificacion total
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De los 70 organismos usados solo 4 no respondi6 a la técnica mostrando que la
aplicacion propuesta con sus concentraciones y tiempos de reposo es propicia en

A. mexicanum en sus estadios larvales y juveniles

IDENTIFICACION DE MALFORMACIONES DENTRO DE LA POBLACION

Organismo presenta escoliosis, se define como la desviacion lateral de la
columna vertebral. Al rededor del 85% de los casos su causa es desconocida, se

considera como patologia mecénica del raquis. (A) organismo sano. (B)
organismo con escoliosis.

«
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Organismo presenta raquitismo en las extremidades anteriores y posteriores
observandose disminucién entre el limite entre la epifisis y la metafisis que se
hace irregular. Con el déficit de vitamina D, se absorbe menor cantidad de calcio
tratando de evitar la hipocalcemia se contrarresta produciendo mayor cantidad de
hormona paratiroidea. La fosfatasa alcalina se sobre produce como respuesta a

la incrementada proliferacién osteoide compensadora de la deficiente osificacion

Organismo presenta anoftalmia congénita del ojo derecho; Caracterizada por la
ausencia total de tejido ocular dentro de la 6rbita.
Asociada a la expresion de los genes OTX2, PAX2, PAX6, CHD7 vy

preponderantemente del SOX2 localizado en el cromosoma 3926
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Organismo muestra rotacion con torsion interna de la pata posterior derecha.
Ocasionando problemas en el desplazamiento. resultan de un crecimiento
desproporcionado del hueso. La predisposicibn genética y el trauma son
fuertemente asociados

Tabla 8. Malformaciones dentro de la poblacion: Los casos presentes tuvieron
origenes de naturaleza genética asociada a genes autosémicos

) 4
4 NB69|Pagina



Ixtlilpaktzin Cid Rivera

DISCUSION

DESARROLLO EMBRIONARIO

Ambystoma mexicanun muestra un desarrollo tipico a nivel morfogénico, aunque
lento comparado con X. leavis, Ceratophrys stolzmanni, Engystomops randi que
en 10, 14 y 24 horas respectivamente finalizan la gastrulacion. La embriogénesis
involucra procesos de segmentacion, proliferacion, gastrulacion, neurulaciéon y
organogénesis identificados en 31 estadios hasta la eclosion de las larvas motiles
con un periodo de duracion de 15 a 17 dias, que comprado Hyloxalus vertebralis y
Dendrobates auratus resulta una media pues estos organismos completan su
desarrollo en 21 dias (Francisca Hervas., et al. 2015); La duracién de la gestacién
parece estar relacionada con el tamafio de los huevos en cuestion asi como el
medio en el cual se desarrollen; Siendo los huevos mas grandes los mas tardios
asi como los que han sido depositados en sustratos no sumergidos en agua, por
su parte los huevos de A. mexicanum tienen un tamafio promedio de 2mm vy se
desarrollan Unicamente bajo el agua lo cual podria estar relacionado con su

periodo de formacion.

Los patrones de clivaje de A. mexicanum son concordantes con los demas
anfibios, la formacion del blastoporo inicia desde el polo animal completamente
distinguible de su contraparte el polo vegetativo, a diferencia de la rana con
desarrollo directo Eleutherodactylus coqui  donde la colocacion del labio dorsal
del blastoporo se realiza ecuatioralmente (Schlosser G. 2003). En A. mexicanum
la gastrulacion es un evento independiente de la neurogénesis contrario a X.
leavis; Principia sobre el eje dorsal del blastoporo y se finaliza en un periodo
promedio de 50 hr con el cierre del blastoporo. En algunos casos las caracteristicas
conservadas de la gastrulacion se ven alteradas: La salamandra
gigante Megalobatrachus maximus y la rana Rhacophorus cuya formacion del
labio dorsal del blastoporo no llega a concretarse (Keller R., et 2004). X. leavis
inmediatamente comienza la neurulacién sin ser necesario el cierre del blastoporo
superponiendo la formacion del arquenteron, significando una rapida formacion de

la cresta neural en comparacion con la somitogenesis |lo cual puede estar
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asociado a la activacion de la ruta Wnt durante la gastrula media (del Pino E. M.,
et al. 2007).

Una vez establecidas las capas germinales se da paso a la neurulacion, proceso
bien establecido donde sus etapas primaria y secundaria no son superpuestas,
aunque si consecutivas, las crestas neurales se fusionan en aproximadamente 13
hr para establecer la somitogenesis cuando se haya cerrado el tubo neural. La

somitogenesis es apreciable desde el estadio 20 (Tabla 3).

Consecutivamente, se desarrolla el surco hiomandibular y posteriormente el
sistema pronéfrico junto con las protuberancias correspondientes a la zona
branquial. Los ambystomatidos como organismos no metamérficos mantiene la
estructura larval durante toda su vida es asi como los ultimos estadios estan
destinados unicamente al crecimiento en talla y peso, la aleta dorsal se establece
y emergen los filamentos branquiales. Las larvas rompen las ya adelgazadas

capas vitelinas y emergen como larvas motiles.

OSTEOGENESIS

La formacion de tejido cartilaginoso y 6seo se conserva en todos los filos; Los
huesos son el resultado de diversos procesos coordinados guiados por
sefalizacion bioquimica, entre los que se destacan la proliferacién, diferenciacion,
migracion, apoptosis y produccion de tejido. El sistema esquelético brinda forma y
soporte mecanico, mantiene la postura del cuerpo, funciona como anclaje de
musculos, protege las visceras contra dafios mecanicos Yy es la principal fuente
de locomocion; Es asi como las estructuras y los tejidos que lo componen tienen

funciones que responden a las necesidades del organismo.

En Ambystoma mexicanum las primeras estructuras en evidenciarse por medio de
la técnica de diafanizacion fueron los arcos branquiales, y el aparato hipoidal que
se encuentran compuestos de cartilago. Las funciones respiratorias que cumplen
los arcos branquiales internos y branquias externas son vitales para el organismo

(Tabla 4, estadios1-2) mientras el aparato hipoidal cumple obras relacionadas
A
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con la sujecion de lengua y musculos mandibulares, el cartilago hialino del que se
constituye brinda soporte elastico a las piezas que lo forman siendo estas el

primer apoyo para mantener la forma del craneo.

Después de la eclosion los alevines comienzan a alimentarse de pulga de agua
cuyas dimensiones no exceden los 2 mm de longitud siendo faciles de tragar sin
representar mayor requerimiento fisico como la dentadura. Al llegar a la talla de 2
cm las larvas se alimentan de tubifex el cual por su estructura tienen que
desgarrar y masticar para tragar; En sincronia con esto se identifico la
mineralizacién primaria de las estructuras dentales comenzando por la seccion
vomero-palatinos y maxilares frontales (Tabla 4, estadio 2) presuntamente
adecuandose a los nuevos requerimientos, el desgarre requiere de estructuras
resistentes como los dientes; Mientras, aun los elementos craneales se

encuentran en estado cartilaginoso.

Las tres regiones que componen el craneo son: Condrocraneo, dermocraneo y
esplacnocraneo. El condrocraneo es la primera porcidbn en hacerse presente
mediante la osificacion de los parietales (Tabla 4, cuadro 3) la proporcion mas
anterior de la region cefalica en la que se encuentra, le permite brindar proteccion

al cerebro, o0jos, organos olfatorios y el oido medio.

Después de la eclosion y estadios larvales inmediatos los anfibios de desarrollo
directo y metamorfico desarrollan las extremidades después de que inician
alimentarse por depredacion, un mes después de la eclosion inicia la emergencia
de las extremidades anteriores desde el primordio (Tabla 4, estadio 4); Las
funciones de locomocion en su estado larval inicial se realizan mediante la
natacion, a través del bateo de la aleta dorsal de esta manera en su primer
estadio de desarrollo la columna vertebral se mantiene cartilaginosa (Tabla 4,
estadio 5) para ser flexible vy ligera en funcién de las cualidades que requiere el
bateo sumado a esto el cartlago ha demostrado tener mayor capacidad
regenerativa haciendo al organismo mas resiliente a los ataques por depredacion

a los cuales se encuentra mas susceptibles en su estado larval.
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Conforme las larvas aumentan de talla mejoran sus habilidades depredativas, y
comienzan a alimentarse de peces pequefios como charales a lo cual el sistema
mandibular y el aparato dental responden osificando los premaxilares y maxilares
laterales mientras la mandibula prepara al squamosal como el principal

suspensorio del aparato dentario.

Si bien los anfibios anuros guardan semejanzas anatomicas entre ellos,
igualmente presentas divergencias entre algunas estructuras; En su estructura
mandibular los renacuajos presentan el palatocuadrado alargado y en contraparte
una reduccion en el cartilago de Meckel. Como estructuras anexas cuentan con
cartilagos infrarostral y suprarostral para la sujecion de la boca, al completar la
metamorfosis se pierden los cartilagos suprarostrales e infrarostrales, el cartilago
de Meckel se alarga reorganizando asi al palatocuadrado que se desplaza
anteriormente (Wassersug RJ & Hoff K. 1982). Mientras tanto en Ambystoma
mexicanum al no tener procesos metamorficos, las estructuras craneales que se

evidencian conforme al proceso de osificacion se conservan durante toda su vida.

El desarrollo de las extremidades después de la evaginacion del primordio se
observa con la elongacion en direccién proximodistal del estilopodo (humero/
fémur). En las salamandras se encuentra conservado el patron de desarrollo de
las extremidades, siendo las anteriores las primeras. De igual forma en A.
mexicanum las patas delanteras fueron las primeras en aparecer. La formacion de
los digitos sigue el mismo patrén de las salamandras en el siguiente orden de los
digitos Il - 1 - lll - IV y V en la extremidad posterior (Frébisch N. B & Shubin N. H.
2011). Contrariamente a las ranas que se desplazan en el agua por bateo de las
membranas interdigitales, A. mexicanum nada ademas por la propulsion de la

aleta, sacudiendo sus dedos uno a uno.

A partir del estadio 12, tres meses después inicia la osificacion de los miembros y
columna vertebral. En ambos casos las extremidades principian su proceso desde
la diafisis de la estructura, comenzando por el estilopodo humero/fémur, seguido

por el seugopodo y finalmente el autopodo.

A
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Tras siete meses después de su eclosién el craneo en sus estadios finales
muestra la aparicion de las capsulas oticas, cuadrado y el exoccipital. Las
capsulas o6ticas en su regibn mas anterior funcionan como un sistema sensorial,
pues A. mexicanum carece de oido medio. El cuadrado se relaciona con el
sistema mandibular y los exoccipitales con funciones cerebrales. Las aperturas

fenestrales se van cerrando conforme al proceso de crecimiento.

Respecto al numero de vertebras A. mexicamun mantiene un promedio de 50
vertebras totales, existe un vinculo entre la respuesta de escape y el nUmero de
vertebras caudales y sacras siendo los organismos con un mayor numero de
vertebras los que presentar un mejor rendimiento mecanico frente a la respuesta
de escape, a su vez la formacion de las veértebras estad relacionada con la
temperatura a la cual se incuban los huevos donde las temperaturas entre 12C° y
16C° propician un mayor numero de vertebras (Ackerly K. L. & Ward A. B. 2015).
Esto concuerda con las temperaturas a las cuales se mantienen los huevos en
embriogénesis para este estudio. Las Ultimas piezas en aparecer son las costillas
verdaderas y las costillas flotantes. Ocho meses después todas las estructuras se

encuentran completamente desarrolladas.

SEGUIMIENTO DEL CRECIMEINTO

El crecimiento esta guiado por el cédigo genético, expresado en sus procesos
bioquimicos y morfolégicos que se aprecian en los distintos procesos sefalados,
sumado a esto las presiones ambientales a las cuales estan expuestos los
organismos juegan un papel fundamental: El medio en el cual se desenvuelvan
los organismos dictara las caracteristicas que estos tendran es asi como A.
mexicanum al ser un organismo acuatico aunque, con la capacidad de reptar
requiere de estructuras rigidas para mantener la forma del cuerpo y sostener su
peso; Los estadios correspondientes a la etapa larval inicial muestran el
desarrollo del tejido cartilaginoso, mostrando relacion entre las extremidades,
siendo la pata anterior la primera en completar su proceso. Las larvas tempranas

estdn propensas a los ataques por depredacién, es a si como los tejidos



Seguimiento del desarrollo embrionario y osteogénesis en Ambystoma mexicanum

cartilaginosos preponderantes en estos estadios obtienen ventaja para el
organismo. Junto con el cambio de alimentacion las estructuras dseas del craneo
pertenecientes a las dentales se muestran, el ritmo de osificacion se encuentra
desfasado en su estadio 3 indicando un crecimiento mayor del esperado
presuntamente se encuentra relacionado con el cambio de dieta dentro de la
poblacion al recibir porciones de filete por alimentacion asistida, que por su
naturaleza mantiene rigidez, reclamando estructuras fuertes y amplias para el
desgarre; Es posible que en su estado silvestre las habilidades depredativas se
perfeccionen dentro de este periodo. A. mexicanum caza a Sus presas en
movimiento, simultaneo en la natacién abre el hocico y se aproxima a la presa, Si
le es posible sostiene débilmente a la presa con las patas anteriores, al tiempo
gue muerde y desgarra el tejido cuando su presa es grande y no puede engullirlo
entero. La tendencia de crecimiento se estabiliza nuevamente en los estadios
siguientes. Los ritmos referentes a la osificacion para las extremidades muestran
valores similares en los ultimos estadios, relacionado a los requerimientos que
experimentan los organismos tales como, la respuesta de escape y requerimiento

mecanico para salir de la vegetacion en ambientes silvestres.

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

Cada paso de la técnica modifica la muestra en relacién a los reactivos usados:
Primeramente el formol inactiva las de enzimas autoliticas impidiendo la
degradacion de los tejidos, las células componentes del cartilago reaccionan con
el azul alcian que cuenta con una gran afinidad por los glucosaminoglicanos (en
un pH acido) que abundan en la matriz extracelular cartilaginosa (Simons EV., et
al. 1971). La solucion de KOH vy alizarina actian por su naturaleza corrosiva
limpiando los tejidos y coloreando la matriz mineralizada de los huesos. La
digestion y tincién de tejido se realiza dependiente de la cantidad de grasa del

organismo (Tamayo LJ., et al. 2012).

A
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Las técnicas de diafanizacién son variadas debido a las diferencias en densidad
de tejidos y complejidad de los organismos (Darias., et al. 2010). Bajo el mismo
fundamento se encuentran diversas modificaciones que involucran distintos

tiempos de reposo y orden de los pasos que la integran.

Los contrastes entre los resultados del uso de KOH, NH40H, y NaOH como
agente corrosivo para la digestion de tejidos en pez cola de espada (Xiphophoru
shelleri) mostraron que NH40OH malforma las muestras e hiperpigmenta en tonos
morados, NaOH hizo perder tonicidad a las muestras (Gomez M., et al. 2017).
Finalmente el tratamiento KOH limpia los tejidos blandos manteniendo la firmeza y
forma natural del cuerpo mismo empleado en este estudio donde se obtuvieron

resultados afines.

En comparacion la técnica original de Dawson, Técnica original doble-tincion
(Tripsina) y Técnica modificada de doble-tincion (Tripsina modificado a Papaina)
reportan distintos grados de clarificacion y pigmentacion en tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea) siendo la tripsina como corrosivo insuficiente en la
limpieza de los tejidos, ademas de licuar algunas muestras parcial y totalmente
en comparacion a los hallazgos encontrados de uUnicamente una muestra
parcialmente macerada al emplear KOH como corrosivo. (Hernandez-Gil. 2015).
Sumado a esto se reportan sesenta y nueve muestras con resultados favorables
de las noventa y nueve muestras usadas en la implementacion de las técnicas
mencionadas, representando solo el 60% de efectividad contrario al 94.29% de
rendimiento pues de las 70 muestras empleadas en este estudio 4 muestras no
respondieron. Los bajos porcentajes de productividad implican perdidas de

recursos econémicos y organismos.

Los usos de la técnica son dirigidos en su mayoria a organismos adultos, cuya
composicion ésea se encuentra madura; En otros casos la aplicacion en estadios
embrionarios o larvales ha sido implementada prioritariamente en mamiferos y
aves mas no en anfibios. Sandoval D., et al. 2016) formularon una modificacién a
la técnica original de Dawson para doble tincion en embriones de ratones

donde la deshidratacién se realiza con acetona en lugar de tren de alcoholes,
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se pigmenta de alcian seguido de alizarina, posteriormente se clarifica y
limpian tejidos en solucion combinada de  glicerina y KOH; De acuerdo a los
tiempos de reposo para cada paso una muestra final estaria completa alrededor
de 10 dias. Dividir el proceso de pigmentacion y corrosion alarga
innecesariamente el tiempo de tratamiento. Las muestras empleadas en este
estudio fueron tefiidas y maceradas en conjunto en un tiempo maximo de 8

dias, facilitando el avance de la investigacion.

Las concentraciones empleadas, asi como los tiempos de reposo fueron los

correctos para resultados 6ptimos

MALFORMACIONES DENTRO DE LA POBLACION

Se estima que el 65% de las causas de malformaciones es atribuido a factores
desconocidos, mientras que 25% se asocia a factores genéticos y finalmente 10%

a factores ambientales como agentes teratogénicos.

Distintos estudios reportan los efectos de agentes teratogénicos quimicos y
biologicos que tienen sobre los organismos; La influencia de teratogénicos
responde al genotipo del organismo, cada especie reacciona distintamente a un
mismo teratogéno, la etapa en la cual se haya expuesto al organismo resulta
determinante, se considera la organogénesis como el estadio mas susceptible
(Morinigo Egusquiza G. M. 2016).

Sin embargo, los organismos criados en cautiverio usados para este estudio
gozan de un ambiente controlado, aminorando asi la ocurrencia de estos eventos.
Dentro de las causas genéticas los genes implicados actian en los procesos del
desarrollo como la proliferacion, diferenciacién, migracion celular, apoptosis,
induccion, transformaciones epitelio-mesenquimaticas e interacciones tisulares

relacionados con la correcta formacion del organismo (Lascano C. 1., et al. 2009).

Otros mas como los factores ambientales y asociados a la alimentacion también

participan: Las deficiencias nutricionales se correlacionan con eventos de

A
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raquitismo (Halty., et al. 2006) por su parte la hipertermia se ha reportado como

factor en la presencia de anoftalmia (Carezcan F. J., et al. 2016).

De los 526 organismos que conforman la poblaciéon la cual se emple6é en la
investigacion, 4 de ellos resultaron afectados con alguna malformacién de origen
Unicamente genético indicando el buen estado de conservacion que tienen dentro

de las instalaciones del ajolotario de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala.

Los organismos que presenten alguna malformacion precisan de un mayor control

en su manejo y condiciones ambientales.
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CONCLUSIONES

La muestra empleada en este estudio atraveso por 31 estadios embrionarios

entre los cuales se distingue:

Segmentacion

Gastrulacién

Neurulacion: Primaria, secundaria
Organogénesis

Crecimiento

La modificacion a la técnica de Dawson implementada tiene un 94.29% de
rendimiento

Se identifico un 0.76% de malformaciones dentro de la poblacién
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