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RESUMEN

En vertebrados, los procesos de determinacion y diferenciacion sexual gonadal
varian en sus procesos morfogenéticos y en la expresion de genes involucrados en estos
procesos, la cual puede estar conservada o no entre los diferentes grupos. Dado que
Ambystoma mexicanum es un anfibio urodelo neoténico, es importante conocer si durante el
proceso de diferenciacion gonadal, los genes que intervienen en ¢€l, siguen un patrén ya
conocido. Especialmente porque es un organismo que no presenta metamorfosis y que en
general los cambios morfologicos mas evidentes en diferentes Organos y sistemas
incluyendo el reproductor se dan durante este proceso en los organismos que si presentan
metamorfosis. En este contexto, estudios histologicos, morfoldgicos y expresion génica,
que correlacionen las etapas del desarrollo embrionario y larval con la diferenciacion
gonadal en el 4. mexicanum son importantes y necesarios. Por lo que en la presente tesis se
caracterizo la morfologia de la gonada en diferenciacion, asi como la expresion de algunos
genes que intervienen durante este proceso en el anfibio urodelo Ambystoma mexicanum.
Siendo los objetivos de esta investigacion: Determinar las etapas del desarrollo embrionario
y larval, en las que se establece la gonada indiferenciada, la diferenciaciéon a un ovario o a
un testiculo, asi como los eventos morfologicos que se llevan a cabo durante dichos
procesos. Describir el patron de expresion de los genes Vasa, Sox9 y Foxl2, corroborando a
nivel semicuantitativo la expresion de €stos. Describir el patron de expresion de los genes
Sox 9 y Vasa durante la diferenciacion gonadal en larvas del anfibio urodelo: Ambystoma
mexicanum.

Integrando la informacién obtenida podemos concluir, que la morfogénesis gonadal

de Ambystoma mexicanum es independiente de la edad larval y coincide con lo observado



en otros urodelos. La condicidén de neotenia no influye sobre el proceso de la diferenciacion
gonadal, ya que el desarrollo de la gonada ocurre en estadios de desarrollo similares a los
de especies de urodelos que sufren metamorfosis, por lo que se sugiere involucra un
proceso de heterocronia. En relacion a la expresion génica de Sox9, FoxI2 y Vasa, podemos
indicar que en A. mexicanum la expresion de estos genes es dimorfica, siendo similar a lo
descrito para otras especies de vertebrados, lo que sugiere que los mecanismos moleculares
en A. mexicanum no son modificados por el proceso de neotenia que presenta este anfibio

urodelo.



ABSTRACT

In vertebrates, the processes of gonadal sex determination and differentiation vary
in their morphogenetic processes and in the expression of genes involved in these processes
that may or may not be conserved between the different groups. Since Ambystoma
mexicanum is a neotenic urodele amphibian, it is important to know if during the gonadal
differentiation processes and the expression of genes involved in this process follows a
known pattern. Especially because it is an organism that does not present metamorphosis
and that, in general, the most evident morphological changes in different organs and
systems, including the reproductive one, occur during this process in organism that do
present metamorphosis. In this context, histological, morphological and gene expression
studies that correlate the stages of embryonic and larval development whit gonadal
differentiation in 4. mexicanum are important and necessary. Therefore, in this thesis, the
gonad in differentiation was characterized, as well as the expression of some genes that
intervene during this process in the urodel amphibian Ambystoma mexicanum. Being the
objectives of this research: determine the stages of embryonic and larval development, in
which the undifferentiated gonad is established, the differentiation to an ovary or a testicle,
as well as the morphological events that take place during said processes. Describe the
expression pattern of Vasa genes, Sox9 and FoxI2, corroborating at a semi-quantitative
level the expression of these and describing the expression pattern of Sox9 and Vasa during
gonadal differentiation in larvae of the amphibian urodele: Ambystoma mexicanum.

Integrating the information obtained in the aforementioned chapters, we can
conclude that tha gonadal morphogenesis of Ambystoma mexicanum es independent of

larval age and coincides whit that observed in other urodeles. The neoteny condition does



not influence the process of gonadal differentiation, since the development of the gonad
occurs instages of development similar to those of urodele species that undergo
metamorphosis, so it is suggested that it involves process of heterochrony. In relation to the
gene expression of Sox9, FoxI2 and Vasa, we can indicate that in 4. mexicanum the
expression of these genes is dimorphic, being similar to that described for other vertebrate
species, which suggest that the molecular mechanism in 4. mexicanum are not modified by

neoteny process that this urodel amphibian presents.



INTRODUCCION GENERAL

El proceso de determinacion sexual (DS) es esencial en la biologia reproductiva de los
organismos (Zhen y Wan, 2014). Hayes (1998), define al mecanismo de determinacion
sexual como el proceso que compromete a la gonada bipotencial para que ésta se desarrolle

como un ovario o un testiculo.

En vertebrados existen dos sistemas de determinacion sexual: genética y ambiental
(Hayes, 1998; Sarre et al. 2011; Flament et al. 2011). La determinacioén sexual genética
(DSG) estad dada por la presencia de cromosomas sexuales (XX/XY, ZZ/ZW), donde el
sexo se establece por la constitucion cromosémica heteromorfica (XY/ZW) como ocurre en
los mamiferos, reptiles, aves y peces (Guerrero y Moreno, 2010), en el caso de los anfibios
anuros aproximadamente el 4% presentan cromosomas sexuales citologicamente
identificados como en Rana clamitans, R. pipiens, Hyla japonica, Bombina orientalis
(Flament et al., 2011; Roco et al, 2021), en los anfibios urodelos Pleurodeles waltl, Triturus
alpestri, T. vulgaris, T. cristatus y T. carnifex también se han identificado cromosomas
sexuales (Hayes, 1998; Flament et al. 2011; Hillis y Green 1990; Wallace et al. 1999;
Eggert, 2004).

La determinacién sexual ambiental (DSA) es un mecanismo que depende de
factores ambientales para que se determine el sexo gonadal de un individuo durante su
desarrollo (Shoemaker et al. 2009; Trukina et al. 2013). En peces los principales factores
ambientales son la temperatura y el pH, asi como los factores sociales (la densidad
poblacional, la proporcion de machos y hembras en la poblacion) (Baroiller et al. 1999;

Guerrero y Moreno, 2010). En reptiles se ha reportado ampliamente que la temperatura es



el principal factor ambiental determinante del sexo (Gutiérrez et al. 1984; Bull, 1985; Pieau
et al. 2001; Martinez y Moreno, 2019). En anfibios se ha observado que la determinacién
sexual también puede realizarse por factores ambientales como la temperatura (Hayes,
1998; Wallace et al. 1999; Sarre et al. 2011; Flament et al. 2011; Roco et al. 2021). Sin
embargo, también es evidente que las hormonas esteroides, los estrogenos y los
andrégenos, pueden inducir facilmente una reversion sexual y modificar la determinacion
sexual genética (Flament, 2016; Dournon et al. 1990).

Se ha propuesto que los anfibios urodelos son un buen modelo para estudiar algunos
procesos relacionados con los mecanismos de determinacion y diferenciacion sexual
gonadal, no obstante no hay estudios recientes que aborden ambos temas, dando pie a que
se investigue como se llevan a cabo estos procesos (Hayes, 1998; Smith y Voss, 2009).
Ademéds, los urodelos son organismos que se pueden mantener en condiciones de
laboratorio, son de facil manipulacion, las hembras presentan huevos desarrollandose en los
oviductos (Roco et al. 2021), asi mismo producen muchos huevos por puesta y las larvas
absorben con facilidad hormonas o sustancias quimicas que se adicionan al agua (Hayes,
1998). Estas caracteristicas hacen que los urodelos sean considerados un buen grupo para la
investigacion (Roco et al. 2021).

Basandonos en esta informacion y tomando en cuenta que Ambystoma mexicanum
es un urodelo endémico de Mexico y que se encuentra en la lista de especies amenazadas,
es de suma importancia protegerlo y conservarlo. Por lo que el conocimiento obtenido en
este estudio sobre los eventos involucrados desde el inicio de su diferenciacion gonadal
hasta que ésta se diferencia, asi como su actividad reproductora y la cascada génica
intrinseca en estos eventos, nos ayudaran a entender eventos bioldgicos que permitan en un

momento dado preservar la especie.



En la actualidad son pocos los estudios relacionados con los procesos de
diferenciacion y reproduccion de este urodelo, por lo que esta investigacion aportard

informacion relevante.

ANTECEDENTES
DETERMINACION SEXUAL EN URODELOS
Determinacion sexual genética (DSG)

En urodelos como Pleurodeles waltl, Ambystoma mexicanum, A. tigrinum, A.
dumerilli, A. opacum, A. laterale, Hynobius retardatus, Chiropterotriton dimidiatus y
Aneides ferreus, la determinacion sexual es genética, mostrando un sistema cromosémico
Z7/ZW igual que las aves (Dournon et al. 1984; Hillis y Green, 1990; Wallace et al. 1999;
Wallace y Wallace, 2000). Por otra parte en los urodelos Dendrotriton bromeliacea, D.
cuchumatanes, D. rabbi, D. xolocalcae, Hydromantes ambrosii, H. flavus, H. imperialis, H.
italicus, H. sp, Nototriton picadoi, N. veraepacis, Oedipina pamipes, Thorius dubitus, T.
pennatulus, T. sp, Necturus alabamensis, N. beyeri, N. lewesi, N. maculosus N. punctatus,
Triturus alpestris, T. cristatus, T. c. carnifex, T. helveticus, T. italicus, T. marmoratus y T.
vulgaris se ha descrito un sistema cromosomico XY/XX (Hillis y Green, 1990) al igual
que en los mamiferos (Cuadro 1). En este sistema el cromosoma Y promueve la
diferenciacion hacia machos, siendo este el sexo heterogamético. En contraste, en el
sistema ZW se ha indicado que el cromosoma W promueve la diferenciacion sexual hacia

hembras, siendo este el sexo heterogamético (Hillis y Green, 1990; Lacroix et al. 1990).



Determinacion sexual ambiental (DSA)

En algunas especies de urodelos se ha descrito la determinacion sexual ambiental

(DSA) como el mecanismo de determinacion sexual, siendo la temperatura el principal

factor involucrado (Cuadro 1). De esta manera, se ha sugerido que la temperatura influye

durante la determinacioén sexual en una etapa critica del desarrollo embrionario temprano

conocido como periodo termosensible (Sarre et al. 2011; Angelopoulou et al. 2012; Ruiz-

Garcia et al. 2021).

Cuadro 1. Determinacion Sexual en Vertebrados.

GRUPO

DETERMINACION
SEXUAL

MAMIFEROS GENETICA
AVES GENETICA

REPTILES GENETICA
. o

ANFIBIOS GENETICA

. o
-

AMBIENTAL

SISTEMA
() 200)\% (010171 (o0}

XX/XY

Z72/ZW

77/ZW
XX/IXY

XX/XY
Z7/ZW

XX/XY
Z7/ZW

ESPECIES

Bos primigenius taurus, B. taurus, B. indicus,
Ellobius sp, Tokudaia sp, Mus musculus.

Delichon urbica; Amazilia boucardi, Ara
militaris, Cairina moschata, Gallus gallus.

Bothrops asper, B. nigroviridis, B. schlegeli,
B. nummifer, Crotalus durissus durissus,
Xenodon rabdocephalus, Imantodes cenchoa,
Leimadophis epinephalus, Erythrolamprus
bizonus, Drymobius margantiferus, Bassiana
duperreyi, Pogona vitticeps, Sceloporus
poinsetti.

Gekko bokouensis, Pelodiscus sinensis,
Amphibolurus norrisi, A. muricatus,
Niveoscincus ocellatus, Caiman yacaré;
Alligator mississippiensis, A. sinenesis;
Cocodrylus siamensis, C. johnstoni; C.
porosus, C. palustris, Emys orbicularis,
Testudo graeca, Chelydra serpentine,
Lepidochelys olivacea

Xenopus laevis, Rana rugosa, Triturus
cristatus, Pleurodeles waltl, Ambystoma
mexicanum, A. tigrinum, A. dumerilli.

Rana temporaria, R. sylvatica, Hyperolius
viridiflavus, Bufo boreas, B. vulgaris y
Pyxicephalus adspersus, P. poiretti, Hynobius
retardatus,  Triturus  cristatus  carnifex;
Leippelma hamiltoni; L. hochstertteri.

Dicentrarchus labrax, Danio rerio, Gramma
loretto, Xiphophorus maculatus, Oryzias
latipes, Oncorhynchus mykiss, Oreochromis
niloticus, O. aureus y Gambusia.
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DIFERENCIACION SEXUAL EN URODELOS

La diferenciacion sexual hace referencia al proceso de desarrollo gonadal una vez
determinado el sexo genético del embridon; en un momento especifico del desarrollo
embrionario, se expresaran los genes involucrados en la diferenciaciéon sexual gonadal
(Hayes, 1998; Salame y Villalpando 1998). Durante la diferenciacion sexual, la génada
bipotencial indiferenciada, ya comprometida se desarrollard hacia un ovario o hacia un
testiculo (Hayes, 1998).

Las gonadas indiferenciadas se originan de un empaquetamiento de células
localizadas en la region ventro-medial de la mitad media anterior del mesonefros.
Inicialmente se observan como estructuras solidas, que presentan en la periferia una corteza
conformada por un epitelio celomico y células germinales primordiales (CGPs) de origen
extragonadal. En la parte central de la gonada indiferenciada, encontramos la region de la
médula constituida por células somdticas (Wallace et al. 1999; Kuntz et al. 2003; Dumond
et al. 2008). Si la gonada indiferenciada se compromete hacia un ovario, la region de la
corteza prolifera y se engrosa, mientras que la médula entra en un proceso de regresion,
dando origen a la cavidad ovérica. Las células germinales localizadas en la corteza dan
origen a las ovogonias y posteriormente a los ovocitos. Por el contrario, si la géonada
indiferenciada es comprometida hacia testiculo, las células germinales migran hacia la
region medular dando origen a las espermatogonias y espermatocitos; mientras que las
células de la corteza daran origen a la tunica albuginea (Hayes, 1998; Flament et al. 2011,
Fig. 1).

Se han propuesto dos hipotesis para explicar el proceso de diferenciacion gonadal

en anfibios. Witschi (1957), postula que la diferenciacion sexual gonadal es el resultado de



interacciones antagdnicas entre las dos regiones que conforman la gonada indiferenciada, la
corteza y la médula. De esta manera, la diferenciacion morfoldgica de la gonada sigue un
patron simétrico, en donde la accion dominante de uno u otro de los componentes
somaticos (medular o cortical), sobre las células germinales bipotenciales determina el
camino morfoldgico a seguir (testicular u ovérico) (El Jamil et al. 2008). Contrario a este
modelo, Falconi et al. (2004), sugieren que la diferenciacion gonadal sigue un patron
asimétrico, es decir, que las células somaticas y germinales juegan un papel diferente en
hembras y machos. De esta manera, en la gébnada femenina las células germinales estimulan
a las células somaticas a diferenciarse en un ovario. Mientras que, en la gonada masculina,
las células somaticas se diferencian en una estructura testicular que provoca que las células
germinales se diferencien en espermatogonias (El Jamil et al. 2008).

Estudios realizados en anuros, sobre todo en la familia Ranidae, indican que la
corteza se deriva del epitelio celdémico, mientras que la médula es originada a partir del
blastema mesonéfrico sin aportacion del epitelio celdmico como en Rana sylvatica y R.
arora e Hyla regilla (Hayes, 1998). Otras investigaciones indican que en R. esculenta y R.
dalmatina, el blastema interrenal como el blastema mesonéfrico origina tanto a las células
de la corteza como a las de la médula, lo que sugiere que en etapas tempranas del desarrollo
gonadal la corteza y la médula tienen un mismo origen (Hayes, 1998). En el caso de
Xenopus laevis, Rana pipiens y Rhacophorus arboreus, se ha indicado que el epitelio
celomico no solo forma a la corteza sino también a la region medular, dando asi un origen
comun a estas dos regiones (Flament et al. 2011; Merchant, 1978; Merchant, y Villalpando,
1981). Por su parte Vannini (1941) sugiere que la region medular se origina del blastema
interrenal en Rana agilis, Bufo bufo, B. viridis, Bombina pachypus y en dos salamandras,

Triton sp. Como se observa en los trabajos anteriores, los autores tienen diferentes puntos
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de vista. Por lo que son necesarios mas estudios en anfibios, particularmente en urodelos

para aclarar el origen de las regiones que conforman la génada indiferenciada.

Origen de las células germinales

Durante el desarrollo embrionario, son evidentes dos linajes celulares: las células
somaticas y las células germinales. Las células somdticas son aquellas células que
conforman a los tejidos y organos, originadas durante el desarrollo embrionario y estan
estrechamente relacionadas con las células germinales. Las células germinales son el unico
linaje celular que lleva a cabo divisiones meidticas con la finalidad de reducir el nimero
cromosomico, llevar a cabo la recombinacion genética y conservar la variabilidad en las
especies. Tienen un origen extraembrionario y son las precursoras de los espermatozoides y
ovocitos en machos y hembras respectivamente (Bachvarova et al. 2009a).

El origen y especificacion de la linea germinal es controversial y se ha catalogado
como un mecanismo especie-especifico. En urodelos se ha propuesto un modelo
conservado de especificacion llamado epigénesis, este modelo menciona que células
pluripotenciales son inducidas por sefiales extracelulares para diferenciarse en CGPs, como
sucede en mamiferos (Nieuwkoop y Sutasurya, 1979; Nieuwkoop y Sutasurya, 1981;
Wakahara, 1996; Johnson et al. 2003b; Hayashi et al. 2007; Dumond et al. 2008; Johnson et
al. 2011; Maufroid y Capuron, 1985; Johnson et al. 2001). Algunos autores proponen que
las CGPs se originan del mesodermo a partir de células somaticas en etapas avanzadas del
desarrollo embrionario (Capuron, 1972; Wakahara, 1996; Dumond et al. 2008). En adicion,
indican que, a diferencia de otros vertebrados, las células germinales no migran ni se

mueven independientemente, sino que estas son posicionadas por cambios
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morfogenéticosdurante el desarrollo embrionario (Capuron, 1972; Humphrey, 1929;
Nieuwkoop, 1947; Smith, 1964; Capuron, 1968). La especificacion del linaje germinal en la
mayoria de los vertebrados se lleva a cabo temprano en la embriogénesis, cuando el destino
de la célula se ha establecido. El proceso de epigénesis en urodelos fue descrito por primera
vez en la salamandra Triturus pyrrhogaster (Wakahara, 1996). En estos estudios se observo
que la inducciéon de las CGPs del ectodermo primitivo en ajolotes se daba en respuesta a
sefiales que inducen al mesodermo ventral, siendo consistente con el origen de las CGPs en
urodelos (Johnson et al. 2001; Ogielska y Bartmanska, 2009), pero esta sefializacién aun no
es del todo clara (Wakahara, 1996).

En las génadas de urodelos de los géneros Ambystoma, Pleurodeles, Hynobius y
Cynops, se ha propuesto que las CGPs son el producto de interacciones inductivas durante
el desarrollo embrionario. En Cynops phyrrhogaster se ha propuesto que el origen de las
CGPs se da en el polo animal o del ectodermo, debido a la presencia de granulos de
pigmento en el citoplasma de dichas células. En larvas en etapa de gastrula de P. waltl, se
sugiere que las células germinales fueron inducidas por células endodérmicas del
ectodermo dorsal dentro del endodermo presuntivo, e inducen la diferenciaciéon de la
notocorda, somitas y tibulos pronéfricos y el endodermo ventral promueve la
diferenciacion del mesénquima y de las CGPs (Maufroid y Capuron, 1977b; Dournon y
Houillon, 1985, ver Dournon et al. 1989; Dumond et al. 2008). En P. waltl durante la etapa
35 las CGPs se localizan en la region posterior del cuerpo de la larva cercanas al conducto
de Wolff y de la futura cloaca (ver Dournon et al. 1989) y la migracion hacia las crestas
urogenitales toma lugar entre los estadios 35 y 41 de desarrollo embrionario (Komiya et al.

1994).
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Especificacion de las células germinales

La informacion disponible sobre la especificacion de las células germinales
primordiales en urodelos es parcial, debido que existen pocos estudios que involucran
marcadores especificos para estas células. Uno de estos marcadores, es el gen Vasa, el cual
se expresa en las células de la linea germinal muy temprano en el desarrollo embrionario.
La expresion de la proteina de este gen se detecta en el citoplasma de las células germinales
y es un gen conservado en los cinco grupos de vertebrados y algunos invertebrados
(Bachvarova et al. 2009a; Komiya et al. 1994; Olsen et al. 1997; Castrillon et al. 2000;
Bachvarova et al. 2009b). En el urodelo P. waltl se ha observado la expresion del gen Vasa
en larvas del estadio 33 cercano a la eclosion, lo que puede indicar que su expresion es
tardia durante el desarrollo en esta especie (Al-assad et al. 2012). En A. mexicanum se ha
observado la expresion de Vasa durante la segmentacion y gastrulacion (Bachvarova et al.
2004), esta expresion decrece en el estadio 12 y en estadio 40 hay poca expresion de este
gen. Conforme avanza el desarrollo en el estadio 45, la expresion de Vasa se localiza en la
region dorsal del cuerpo donde se han localizado a las células germinales (Bachvarova et al.
2004). Estudios filogenéticos indican que el gen PwVasa estd estrechamente relacionado
con el gen Vasa de 4. mexicanum. Pruebas de RT-PCR demuestran que los transcritos de
Vasa se expresan solo en el complejo gonada-mesonefros en larvas de ambos sexos y en
ovarios y testiculos de individuos adultos (Dumond et al. 2008).

En A. mexicanum el gen Axdazl, un homologo del gen Dazl (otro marcador
molecular de las células germinales) (Johnson et al. 2001; Bachvarova et al. 2004), se ha
descrito como un factor caracteristico de las células germinales que se expresa temprano en
el desarrollo gonadal (Tamori et al. 2004). Se ha descrito que el RNA de Axdazl, se expresa

durante la embriogénesis en la zona marginal, pero se extiende a lo largo de los hemisferios
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animal y vegetal a los 10.75 dias postfertilizacion (dpf) y su expresion es especifica para
células germinales al inicio de la etapa (Johnson et al. 2001). En Cynops pyrrhogaster el
transcrito Cydazl y la proteina, se detectan en células germinales que han llegado a la cresta
genital y que han sido rodeadas por células sométicas, asi como en células germinales que
proliferan en la génada durante los estadios de gonada indiferenciada y al inicio de la
diferenciacion (Flament et al. 2009). Estas observaciones apoyan la conclusion de Johnson
et al. (2003b) de que los anfibios urodelos no presentan plasma germinal y que el gen Dazl,
relacionado con la expresion especifica de las células germinales, es inducido por
sefalizacion en el embrion (Picheral, 1968).

Otro marcador de la linea germinal que es requerido para la supervivencia y
proliferacion de las CGPs, es el gen Oct-4. En A. mexicanum no se detectd expresion de
Axoct-4 en CGPs de embriones o larvas de estadios tempranos, su expresion se localizé en
el mesodermo presuntivo de la blastula y géstrula. EI RNAm de Axoct-4 materno es
detectado en embriones en estadio de segmentacion aumentando su expresion conforme
avanza el desarrollo embrionario (Bachvarova et al. 2004).

Estos estudios apoyan lo propuesto para urodelos en cuanto al modo de
especificacion de las células germinales primordiales que es por induccidn, a través de

sefiales célula a célula.

Gonada indiferenciada
Hasta el momento, los estudios sobre la morfogénesis gonadal en urodelos como P.
waltl concuerdan en que la goénada indiferenciada se forma a partir de un empaquetamiento

de células localizadas en la mitad anterior del mesonefros, iniciandose asi la formacion de
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la cresta urogenital. Las células germinales de origen extragonadal migran para colonizar la
cresta urogenital, la cual se localiza en la regidon posterior del mesonefros, cercana al
conducto de Wolff y de la futura cloaca. En P. waltl la migracion de las CGPs toma lugar
entre los estadios 35 y 41 del desarrollo y el establecimiento de la génada indiferenciada se
observa entre los estadios 42 al 53. En estos estadios, la gonada indiferenciada se observa
suspendida en la cavidad celomica junto con algunas células somaticas de la cresta
urogenital. La periferia de la gonada indiferenciada es la corteza que se deriva del epitelio
celomico y contiene células germinales en la parte central, la médula es derivada del
blastema del mesonefros y contiene solo células somdticas (Flament et al. 2011; Kuntz et
al. 2003; Dumond et al. 2008). En estadio 50 la gonada indiferenciada, se separa del cuerpo
graso y los primeros eventos morfoldgicos de diferenciacion sexual se observan en el

estadio 53 (Dumond et al. 2008).

Diferenciacion ovarica

La primera manifestacion de diferenciacion morfologica de la goénada fue
caracterizada por un ovario, donde se forma una cavidad central debido a la regresion o
eliminacion de las células transitorias que componen la region medular y el desarrollo de la
corteza por proliferacion de las células que la conforman (Dumond et al. 2008).

En P. waltl, la diferenciacion del ovario inicia con una modificacion en la
localizacion de las CGPs, asi como con el incremento en el nimero de células somaticas de
la gonada. En larvas ZW de estadio 54, las ovogonias se ubican en la corteza en donde
proliferan junto con las células somaticas y forman una estructura compacta. Durante esta

etapa, se empiezan a formar pequefias cavidades en la region medular, las cuales se alargan
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y se fusionan. De esta manera, la médula se observa como un compartimento delgado y esta
constituida por una capa sencilla de epitelio que forma el saco del ovario en la region
central. La génada incrementa de tamafio, el desarrollo de la region cortical continua, en
donde las células germinales contintan dividiéndose por mitosis y hay un incremento en el
volumen de la cavidad ovarica. Al final de la metamorfosis de los organismos, los ovarios
contienen solo nidos de células germinales en la region cortical y ovocitos rodeados de
células foliculares hacia el centro de la gonada (Dumond et al. 2008; El Jamil et al. 2008).
En este estadio 54, las ovogonias se empiezan a asociar con las células somaticas para dar
inicio con el proceso de foliculogénesis. Estas ovogonias entran en la primera division
meidtica y se detienen en la profase I. El ovario se diferencia como un ovisaco y la médula

sufre una regresion dando origen a la cavidad ovarica (Dumond et al. 2008).

Diferenciacion testicular

La mayoria de los caudados son atipicos en relacion con la diferenciacion testicular.
En Salamandridae, los machos poseen testiculos multilobulados que se siguen
diferenciando durante la vida adulta (Flament et al. 2009).

A diferencia de las hembras genéticas, en larvas ZZ las células germinales colonizan
la region de la medula donde se asocian con las células somaticas de Sertoli formando
unidades llamadas cistos constituidos por l6bulos; mientras que la zona cortical es reducida
o degenera (Dumond et al. 2008).

Como se menciono6 en el urodelo P. waltl, durante la etapa de gonada indiferenciada
la region cortical esta adyacente al epitelio celdmico donde se localizan las CGPs que se
originan de una region extragonadal. En la parte central de la gonada indiferenciada se

encuentra la médula que se deriva del blastema mesonéfrico. Al inicio de la diferenciacion
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testicular, los primeros eventos morfogenéticos se restringen a la parte posterior de la
gbonada, en estadio 53. En este estadio, las células germinales migran de la region de la
corteza hacia la médula en donde junto con las células de Sertoli se agrupan en unidades
llamados cistos, los cuales a su vez estan contenidos en 16bulos. Posteriormente, la corteza
desprovista de células germinales forma la tunica albuginea, que envuelve al testiculo
(Tamori et al. 2004). Algunos eventos suceden después de la metamorfosis especialmente
en machos, la meiosis ocurre en animales jovenes y, en adultos se forma un testiculo con

varios lobulos (Dumond et al. 2011, ver Flament et al. 2009).

Genes involucrados en la diferenciacion gonadal

En anfibios la caracterizacion de los genes involucrados en la diferenciacion
gonadal se basa principalmente en estudios realizados en mamiferos (Cuadros 2 y 3), en
donde genes ortdlogos (dmrtl, sox9, foxI2, amh, daxl, wnt4, sfl, etc.), que se sabe forman
parte de la via de diferenciacion gonadal en mamiferos, se han tomado en cuenta para ver
su expresion y ser analizados durante el desarrollo gonadal de urodelos (Piprek et al. 2013;
Mawaribuchi et al. 2017).

En algunas especies de anfibios pueden ser identificadas secuencias de genes de la
familia Sox (factores de transcripcidon), aunque ain no se sabe el papel que tenga el gen
Sox9 durante la diferenciacion sexual de este grupo, debido a que ha sido poco estudiado.
En larvas de P. waltl de ambos sexos, la expresion del RNAm del factor de transcripcion
Sox9, involucrado en la determinacién y diferenciacion testicular en mamiferos, fue
detectada tanto en la gdbnada como en el mesonefros durante el estadio 42 correspondiente a
la etapa de gonada indiferenciada y mantiene su expresion durante todo el periodo

termosensible (del estadio 42 al 54). E1 RNAm de Sox9 es producido tanto en el testiculo
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como en el ovario durante el estadio 54, siendo expresado mayormente en el testiculo en
estadios tardios de su desarrollo al final de la metamorfosis (estadio 56). El patron de
expresion de Pwsox9 (ortélogo de Sox9 clonado para P. waltl) se observo en los complejos
gonada/mesonefros, en ambos sexos. En el testiculo su expresion se observo tanto en el
nucleo de las células somaticas como de las células germinales. En el ovario el patron de
expresion de Pwsox9 se localizo solo en el citoplasma de ambos tipos celulares (Joss et al.
2006) (Cuadro 2).

La hormona antimulleriana (Amh) o sustancia inhibidora del conducto de Miiller
(Mis) es miembro de la superfamilia de los factores de crecimiento transformantes 3 (TGF-
B) (Al-Assad et al. 2013). Esta hormona es secretada durante los primeros eventos de la
determinacion sexual masculina por las células de Sertoli. Su expresion provoca una
degeneracion de los conductos de Miiller, por lo que se impide el desarrollo de los genitales
internos caracteristicos de las hembras. La expresion de Mis se ha reportado en reptiles,
aves, peces y mamiferos; siendo expresada s6lo en machos. Mis nunca ha sido descrita en
anfibios y su existencia en Caudados no es contundente, ya que en machos adultos los
conductos de Miiller se mantienen. En larvas de P. waltl se han observado altos niveles de
expresion del RNAm de Mis en el complejo génada-mesonefros tanto en hembras como en
machos, asi como en las etapas de la diferenciaciéon gonadal (Nakamura et al. 2012).
Después de la metamorfosis un decremento de Mis en el testiculo es observado al igual que
en hembras. En organismos adultos el RNAm de Mis es detectado en las gonadas de ambos
sexos, ademas se ha observado un incremento durante la diferenciacion testicular y su
expresion fue localizada en las células de Sertoli (Nakamura et al. 2012; Raymond et al.

1999; Marquez y Lopez, 2004) (Cuadro 2).
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La expresion de la proteina del gen sf7 (factor esteroidogénico 1, receptor nuclear),
se expresa inicialmente en el primordio gonadal/adrenal, se continia expresando en la
gbonada bipotencial de ambos sexos, presenta una expresion dimoérfica durante el desarrollo
gonadal (Zarkower, 2001); sin embargo, la expresion es mayor en el ovario (Eggert, 2004).

El gen Dmrtl es un factor de transcripcion, que codifica proteinas con dedos de zinc
unidas a DNA, es un gen conservado en vertebrados e invertebrados (Zanaria et al. 1994;
Robertson et al. 1999). Es expresado en testiculo de ranas, lo que sugiere que participa en la
diferenciacion testicular, coincidiendo con algunos otros vertebrados. En la salamandra
Hynobius retardatus, la expresion del gen Dmrtl se localiza en la goénada y complejo
mesonéfrico de larvas masculinas durante la diferenciacion sexual; cuando las larvas son
sometidas a una temperatura de 28°C una supresion en la expresion de Dmrtl es inducida,
por lo que se producen hembras. En P. waltl la expresion de Dmrtl no es descrita durante la
diferenciacion sexual, sino hasta después de la metamorfosis (Flament et al. 2011) (Cuadro
2).

En el caso del gen Daxl que codifica a un miembro atipico de la familia de
receptores nucleares a hormonas (Nakamura et al. 2012), es expresado en células somaticas
durante la diferenciacion testicular, reprime la transcripcion de Sf7, inhibe la expresion de
Sox9, por lo que es considerado como el gen anti-testiculo (Marquez y Lopez, 2004;
Merchant y Diaz, 2011; Wilhelm et al. 2007). En anfibios se presenta una expresion
sexualmente dimorfica; es decir, se expresa mayormente en testiculo que en ovario (Cuadro

3). En el caso de Sox 3 es expresado exclusivamente en el ovario (Eggert, 2004).
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Cuadro 2. Genes involucrados en la diferenciacion testicular de anfibios.

SRY

Sox 9

Dmrt1

Amh (Mis)

Factor de

transcripcion

Factor de

transcripciéon

Factor de

transcripcion

Hormona

Gen determinante testicular, encargado de
iniciar el proceso de diferenciacion sexual,
induce la expresion de otros genes que
participan durante la diferenciacién del
testiculo. Se expresa en el nucleo de células

de Sertoli. Su expresion induce la
proliferacion de células somaticas. Reprime
la expresion de la aromatasa P450,
inhibiendo la conversion de testosterona a
estradiol ayudando al desarrollo fenotipico
masculino [Marquez, A y Lopez, A, 2004
Merchant, H. y Diaz, V. 2011; Villareal, S. y Aguilar,
X. 2014; Zhen, Y.y Wan, X. 2014]

Su expresion se observa en gbnadas
indiferenciadas, es un gen necesario y
suficiente para la diferenciacion testicular.
Se considera un gen critico para el
desarrollo y diferenciacién de las células
pre-Sertoli y Sertoli. La expresion de Sox9
es especifica para las células de Sertoli, se
expresa en su nlcleo y se mantiene
durante y después de su diferenciacion
[Marquez y Lépez, 2004; Villareal y Aguilar, 2014;
De Falco y Capel, 2009]

Regulador critico del desarrollo gonadal.
Su expresion es mayor en testiculo [Wilhelm
et al. 2007]

Inicia la diferenciacion fisioldégica de las
células pre-Sertoli y Sertoli. Secretada por
las células de Sertoli. Inhibe el desarrollo de
los conductos de Miiller. El gen de Amh es
un gen blanco para Sox9, durante el
desarrollo gonadal embrionario [Merchant y
Diaz, 2011; Zhen y Wan, 2014; De Falco y Capel,
2009]
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DM-w

En anfibios, es miembro de la familia de
genes con dominio-DM. Es un gen
determinante  del sexo femenino,
expresado en la goénada primordial y
localizado en las células somaticas que
rodean a las células germinales de
goénadas ZW [Zhen y Wan, 2014]

En anfibios Sox9x se expresa sélo en
cerebro y testiculo. En estado larvario de
R. rugosa, dos isoformas Sox9 a y Sox9
6, fueron encontradas no solo en
testiculo sino también en ovario, lo que
indica que la expresion especifica para
testiculo, su expresién fue solo en los
nucleos de las células de Sertoli y en el
ovario se expresé en células germinales,
localizdndose en el citoplasma de
ovocitos previtelogénicos y en el nlcleo
de ovocitos vitelogénicos. En Xenopus
/aevis Sox9 es expresado en testiculos y
complejo mesonéfrico [Flament, et al. 2011)

En R rugosa, es localizado en testiculos,
se expresa solo en células intersticiales y
células de Sertoli. En adultos esta
proteina solo se expresa en células
germinales [Aoyama et al. 2003]



Cuadro 3. Genes involucrados en la diferenciacion ovarica de anfibios.

DM-w

Molécula de
sefalizacion
Wnt4

Factor de
transcripcion
8 -catenina

Factor de
crecimiento
Rspol
Factor de
transcripcion
Foxl2
Receptor
nuclear
Dax1

Es un gen determinante del sexo femenino, se
expresa en la génada primordial y localizado en
células somaticas que rodean a las germinales en
goénadas ZW (Yoshimoto e Ito, 2011; Sarre et al.
2011; Trukhina et al. 2013; Zhen y Wan, 2014).

Se expresa en la gbnada femenina, se requiere en
la formacion de los conductos de Milller, en la
diferenciacion de células intersticiales para su
diferenciacion en células de la teca. Requerida
para la formacién y el mantenimiento de las
células germinales del ovario. Se expresa en el
mesenquima del mesonefros y el epitelio
celémico de las crestas genitales. Reprime las vias
de sefializacién de machos (Humprey et al. 2004,
Nakamura et al. 2012; Merchant y Diaz, 2011;
Villareal y Aguilar, 2014; Zhen y Wan, 2014).

Proteina que reprime la via de diferenciacion
testicular de Sox9. A través de su via de
sefalizacion ayuda a la activacion de

Rspol (Capel, 2006; Nef y Vassalli, 2001).

Actlia mediante la activacién de las vias de
sefalizacion de WNT y betacatetina, inhibiendo a
SOX9. Considerado como el gen determinante del
ovario (Marquez y Lopez, 2004; Villareal y Aguilar,
2014).

Requerido para el mantenimiento de las células
de la granulosa. Es activador del gen CYP19 que
codifica a la aromatasa, responsable de la
biotransformacién de andrégenos a

estrégenos (Villareal y Aguilar, 2014; Nefy
Vassalli, 2001).

Durante la diferenciacion testicular, es expresado
en células somaéticas. Reprime la transcripcion de
S71. Inhibe la expresion de Sox9, no es requerido
para la formacion de testiculo, por lo que es
considerado como el gen anti-testiculo.
Expresado en el desarrollo de la glandula adrenal,
hipotalamo y pituitaria (Marquez y Lopez, 2004;
Merchant y Diaz, 2011; Wilhelm et al. 2007).
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Es miembro de la familia de genes
con dominio-DM. Se expresa en la
gbnada primordial y se localiza en
células somaticas que rodean a las
germinales en génadas femeninas
(Yoshimoto e Ito, 2011; Sarre et al.
2011; Trukhina et al. 2013; Zhen y
Wan, 2014).

En R. rugosa fue aislado de
testiculos y puede ser expresado
durante la diferenciacion gonadal,
cuando aun no hay cambios
morfoldgicos entre testiculo y
ovario (Nakamura, 2009).

En el anuro Rana rugosa, es
expresado en cerebro, testiculo y
ovario, expresandose mayormente
en ovario. En X. /aevis, se aislo el
DNAc de Fox/2, pero no se analizd
su patron de expresion (Oshima et
al. 2008).

En R rugosa se expresa en mayor
cantidad en | testiculo que en
ovario. Después de la
metamorfosis. DaxI es expresado
solo en génadas

masculinas (Sugita et al. 2001).



Hormonas involucradas en la diferenciacion gonadal

En el urodelo P. waltl, 1a presencia de la enzima p450aromatasa (p450arom), que es
un complejo enzimdtico responsable de la conversion de androgenos a estrogenos en el
testiculo, se ha relacionado al igual que en mamiferos, con un papel durante la
espermatogénesis (Chardard et al. 1995; Kuntz et al. 2003b; Gallien, 1951). La actividad
gonadal de la aromatasa en P. waltl presenta diferencias significativas entre la
diferenciacion de ovario o testiculo. Esto es, durante el estadio 52, justo antes de la
diferenciacion morfoldgica de la gonada la p450arom incrementa su actividad en larvas
femeninas ZW (Kuntz et al. 2003b). Se ha observado que, a altas concentraciones de
estrogenos, la actividad del gen Cypl9 que codifica para la p450arom, puede ser inhibida
produciendo hembras en los urodelos Ambystoma punctatum, A. tigrinum, A. macultus y P.
waltl (Hayes, 1998).

El papel del estradiol durante el desarrollo gonadal en urodelos ha sido estudiado en
varias especies incluida P. waltl. En esta especie el estradiol tiene un efecto inhibidor que
afecta el desarrollo de los conductos de Miiller (Chardard et al. 2003) durante su periodo
termosensible (estadios 42- 54), provocando una reversion sexual completa en larvas ZZ
(Ko et al. 2008). En esta misma especie, se ha observado que el receptor a estrogenos a
(ERa), se expresa principalmente en goénadas, cuerpo graso adyacente a la gonada y
oviducto; aunque también se expresa en higado y muy poco en espermiductos e intestino
(Tiffoche et al. 1993). Su expresion se correlaciona con el desarrollo del ovario y oviducto
durante la diferenciacion de hembras (Kuntz et al. 2003b; Arenas et al. 2001). En el caso
del testiculo, el papel de los Era se ha relacionado con el papel de los estrogenos en la
espermatogénesis como se ha reportado en la salamandra 7riturus marmoratus (Elsik et al.
2009).
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En P. waltl 1la hormona antimulleriana (amh), se expres6 en niveles mas altos en
testiculos en desarrollo, antes y durante la diferenciaciéon gonadal al ser comparados con los
ovarios (Al-Asaad et al. 2013).

En anfibios los androgenos tienen un efecto inhibidor que depende no solo de la
estructura de estos, sino también de la dosis empleada en los tratamientos. En P. waltl se ha
reportado que la testosterona causa un efecto inhibidor sobre el desarrollo gonadal en larvas
de ambos sexos, provocando que las gonadas no tengan un arreglo estructural normal y

ademads contengan pocas células germinales (Ko et al. 2008).

Generalidades reproductoras en urodelos

Los urodelos pertenecen a la clase Amphibia (Zippel, 2007) y son comtinmente
llamados tritones y salamandras. Se caracterizan por sufrir metamorfosis, en la mayoria de
los casos, aunque con algunas excepciones (Larson, 1991). El ciclo de vida de estos
anfibios generalmente esta dividido en tres fases: la primera es la de huevo, y se da en el
momento de la puesta; la segunda se produce tras la eclosion y se le conoce como de larva
y por ultimo la de metamorfosis, en donde las larvas experimentan importantes cambios
fisiologicos y morfologicos (Armstrong y Malacinski, 1989; Bride et al. 2004). En la etapa
larvaria la respiracion es branquial (viven en el agua), en la adulta su respiracion es
pulmonar (vida semi-terrestre) (Servin, 2011). Algunas familias de urodelos disponen de
pulmones poco desarrollados, por lo que conservan las branquias externas durante toda la
vida como es el caso de Ambystoma mexicanum, A. dumerilli, A. andersoni, A. taylori y A.
tigrinum (Servin, 2011). También algunas especies presentan una condicion llamada
neotenia, que es la capacidad de reproducirse y alcanzar la madurez sexual y reproducirse

sin que lleven a cabo la metamorfosis, conservando de esta manera caracteristicas larvarias
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de la etapa acudtica durante la madurez. La mayoria de los urodelos presentan fecundacion
interna; es decir, el macho deposita estructuras que contienen espermatozoides
empaquetados conocidas como espermatdforos, para que posteriormente la hembra los
recoja con la cloaca llevandolos a su tracto reproductor en donde se lleva a cabo la

fecundacion (Iwata et al. 2000).

Generalidades del ajolote Ambystoma mexicanum

Ambystoma mexicanum, es un anfibio que pertenece a la Clase Amphibia, al Orden
Urodela, a la Familia Ambystomatidae, al Genero Ambystoma y a la especie A. mexicanum,
nombre comun “ajolote” (Servin, 2011). Es una salamandra neoténica o paedomorfica, es
decir alcanza su madurez sexual, conservando caracteristicas morfologicas del estadio
larvario (Eisthen y Krause 2012). Es una especie endémica de México, nativa de los lagos
de Xochimilco y Chalco en la Ciudad de México (Zambrano et al. 2004; Eisthen y Krause
2012). Alteraciones en su habitat para fines agricolas, introduccion de especies no nativas,
deterioro y contaminacion de su espacio, han degradado gravemente su entorno, debido a
¢ésto se encuentran "en peligro critico" en la Lista Roja de la UICN (Contreras et al. 2009).

Este ajolote habita en aguas Iénticas (esto es, con poca o nula corriente de agua), a
una temperatura que va de los 10 a los 18 °C y con poca iluminacién. Utiliza refugios como
plantas acuaticas y diferentes tipos de sustratos, al sentirse amenazado tiende a enterrarse
en el fondo del sitio en donde se encuentren. La calidad del agua es un factor muy
importante, los pardmetros fisicoquimicos que deben considerarse para evaluar la calidad
de ésta, son el pH, nitritos, nitratos, amonio, oxigeno disuelto, concentraciéon de cloro,

dureza del agua (concentracion de sales magnesio y calcio) y temperatura. Si estos
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parametros no son los adecuados, los ajolotes seran susceptibles a contagiarse de bacterias
u hongos o enfermarse (Mena y Servin, 2014). Los organismos en estadio larvario se
alimentan con larvas de Artemia franciscana, mosquito Culex stigmatosomosa y Tubifex
tubifex.

Las salamandras del género Ambystoma han sido importantes modelos para los
estudios de biologia del desarrollo, ecologia y evolucion (Voss y Smith, 2005; Smith y
Voss, 2009). Se han realizado estudios sobre la distribucion y conservacion de la especie
(Contreras et al, 2009; Recuero et al, 2010), sobre su regeneracion (Song et al. 2010), asi
como del mecanismo de neotenia (Thompson et al. 2014), siendo pocos los estudios

realizados sobre su determinacion y diferenciacion sexual.

En vertebrados, a pesar de que la estructura y funcion de los 6rganos reproductores
en adultos es similar, los procesos de determinacion y diferenciacion sexual gonadal varian
en cuanto a sus procesos morfogenéticos, asi como por la expresion de diferentes genes
dependiendo de la constitucion cromosdémica y la funcidon de éstos, la cual puede estar
conservada o no entre los diferentes grupos. Dado que Ambystoma mexicanum es una
especie neoténica consideramos importante conocer si durante el proceso de diferenciacion
gonadal y la expresion de los genes que intervienen en este proceso sigue un patron ya
conocido, especialmente porque es un organismo que no presenta metamorfosis y que en
general los cambios morfologicos mas evidentes en diferentes Organos y sistemas
incluyendo el reproductor, se dan durante la metamorfosis en los organismos que si la
presentan. Dentro de este contexto, estudios histologicos y morfoldgicos que correlacionen

las etapas del desarrollo embrionario y larval con la diferenciacion gonadal en el A.
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mexicanum Son importantes y necesarios, puesto que aportaran informacion relevante y de

gran importancia sobre estos temas.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Ambystoma mexicanum es considerado un buen modelo para el estudio en diferentes
areas de la investigacion, principalmente en ecologia, evolucion, distribucion y
conservacion de la especie, asi como en la medicina para el estudio de la biologia del
desarrollo y la regeneracion. Sin embargo estd considerado como un organismo en peligro
de extincion, debido a que su hébitat esta amenazado por el dafo ecoldgico en su ambiente
original y es prioritario protegerlo y conservarlo, por lo que conocer aspectos de su
actividad reproductora y como se lleva a cabo su proceso de diferenciacion gonadal, son
prioritarios y de gran importancia.

Por lo que la justificacion de este trabajo de investigacion es que tomando en
cuenta que se trata de un organismo que presenta neotenia y que a lo largo de su vida va a
conservar el aspecto de larva, es importante definir en qué momento del desarrollo se lleva
a cabo el establecimiento de la gonada indiferenciada y su diferenciacion estructural en un
ovario o en un testiculo, asi como conocer si el patron de expresion de algunos genes
relacionados con la diferenciacion gonadal que han sido descritos en otros vertebrados se
conservan en este organismo, indicando si el proceso de neotenia influye sobre estos

aspectos o no.
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HIPOTESIS

Los mecanismos de determinacion y diferenciacion sexual gonadal, tanto a nivel
morfolégico como molecular en Ambystoma mexicanum seran similares a los descritos en
otras especies de urodelos. Por lo tanto, la condicién de neotenia no influye sobre estos

procesos.

OBJETIVOS

El objetivo principal de esta investigacion es caracterizar la morfologia de la gonada
en diferenciacion, asi como la expresion de algunos genes que intervienen durante este
proceso, en el anfibio urodelo Ambystoma mexicanum.

Los objetivos particulares son:

1. Identificar las etapas del desarrollo embrionario y larval, en las que se establece la
gbonada indiferenciada asi como en las que se lleva a cabo su diferenciacion en un
ovario o en un testiculo, correlacionando estos eventos con los cambios

morfolégicos que se llevan a cabo durante dichos procesos.

2. Describir el patron de expresion de los genes Vasa, Sox9 y Fox[2, corroborando a

nivel semicuantitativo la expresion de éstos, durante la edad adulta.

3. Describir el patron de expresion de los genes Sox 9 y Vasa durante la diferenciacion

gonadal en larvas del anfibio urodelo: Ambystoma mexicanum

El trabajo de investigacion se organizo6 en 3 capitulos, correspondiendo a cada uno
los objetivos planteados. Se procedi6 a realizar la metodologia especifica para cada uno y

finalmente el resultado se vio reflejado en dos articulos publicados y uno en proceso.
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MATERIAL Y METODOS

Para cumplir el objetivo 1, la metodologia general fue la siguiente. Se obtuvieron 4
puestas de A. mexicanum donadas por el Laboratorio de Restauracion Ecoldgica del
Instituto de Biologia, durante los meses de diciembre y enero. De las cuales se colectaron
embriones y larvas en diferentes estadios de desarrollo que se categorizaron de acuerdo con
las tablas de desarrollo previamente descritas por Bordzilovskaya et al. 1989 y Nye et al.
2003. Se contabilizaron los dias de desarrollo partiendo del momento de la fertilizacion
(dias post fertilizacion: dpf), y se correlacionaron con los estadios de desarrollo (E). De
acuerdo con analisis previos sobre el desarrollo gonadal en urodelos (lkenishi y
Nieuwkoop, 1978; Dumond et al. 2008), se establecio colectar y analizar organismos desde
el E41 al E57 y larvas de 120 dias (n=10 por estadio). Se procesaron para microscopia
electronica de transmision con el fin de observar y describir la ultraestructura de la gonada
ya sea en formacion, indiferenciada, asi como la gonada diferenciada en ovario y testiculo.
Describiendo asi, los principales eventos de la morfogénesis gonadal y su correlacion con
los estadios embrionarios y larvarios en 4. mexicanum.

Los métodos empleados para cumplir el objetivo 2 fueron los siguientes. Se obtuvieron
cinco ovarios y cinco testiculos de organismos de 18 meses para estudiar en ellos la
expresion de algunos genes importantes y requeridos durante la diferenciacion gonadal de
A. mexicanum. Se obtuvieron fragmentos de ambos organos que se fijaron para
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, histologia, microscopia electronica, deteccion
de actividad de la A5-3BHSD, Western blot y densitometria. Se analizando de esta manera

la expresion de la proteina de los genes Sox9, FoxI2 y Vasa, asi como la actividad de la
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enzima A5-3BHSD en ovarios y testiculos de A. mexicanum, correlacionandola con la
morfologia.

Se decidi6 emplear estos genes debido a que se ha registrado que son determinantes en
la diferenciacion gonadal y han sido empleados en otros vertebrados (mamiferos
principalmente). Sox9 es uno de los principales genes autosomicos involucrados en la
diferenciacion testicular y es conservado entre vertebrados (Kent et al. 1996), se expresa en
las células de Sertoli, y se ha empleado como marcador en la diferenciacion del testiculo en
diferentes especies de vertebrados (Morais da Silva et al. 1996; Cameron y Sinclair, 1997).
FoxI2 es un gen dimorfico que se expresa en gonadas femeninas, y sigue un patron
conservado entre los diferentes grupos de vertebrados (Cocquet et al. 2002). Se expresa en
células de la granulosa y su funciéon durante la diferenciaciéon ovdarica es también
conservada, al regular la expresion del gen Cypl9, el cual codifica para la enzima
aromatasa, que a su vez cataliza la transformacion de androgenos a estrogenos (Liu et al.
2007).

Vasa es un gen indispensable durante el desarrollo de la linea germinal. Se expresa en
las células germinales y es empleado como un marcador de la linea germinal en

invertebrados y vertebrados (Molyneaux y Wylie, 2004).

RESULTADOS

Basandonos en las tablas de desarrollo descritas por Bordzilovskaya et al. 1989 y
Nye et al. 2003, se categorizaron embriones y larvas en diferentes estadios de desarrollo. Y
de acuerdo con estudios previos sobre el desarrollo gonadal en urodelos (Ikenishi y

Nieuwkoop, 1978; Dumond et al. 2008), se establecid colectar y analizar organismos desde
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el E41 al E57 (n=10 por estadio), de estos estadios se escogieron solo los estadios en donde

observamos cambios importantes y evidentes durante el desarrollo de la gonada (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadios de desarrollo con cambios importantes en el desarrollo de la gonada
(caracteristicas externas).

Estadio 41 En este ocurre la eclosion y la boca es claramente delineada.
12 dias post fertilizacion
(dpf)
Estadio 42 Las branquias son alargadas y la boca estd completamente delineada.
13 dpf
Estadio 43 La boca finalmente se abre.
14 dpf
Estadio 44 Aparece una protuberancia o yema en la region anterior del cuerpo por debajo de las
15 dpf branquias que dara origen a la extremidad anterior.
Estadio 45 La yema es maés notoria y grande que en el estadio anterior, es de forma triangular o
16 dpf cdnica y transparente.
Estadio 46 La yema se observa con una pequefia bifurcacién en la parte anterior, es mas larga
17 dpf que en el estadio anterior y luce transparente.
Estadio 47 La extremidad anterior es mas larga y la bifurcacion es mas evidente.
22 dpf
Estadio 53 La extremidad anterior presenta el tercer dedo totalmente formado y es evidente el
42 dpf inicio de la formacion del cuarto dedo, asi como el inicio de la formacion de la
extremidad posterior.
Estadio 54 El desarrollo de la extremidad anterior es completo y se observan 4 dedos bien
46 dpf desarrollados. En la extremidad posterior se observa el inicio de la bifurcacion de la
yema o protuberancia.
Estadio 55 Los dedos de la extremidad anterior son mas alargados y la extremidad posterior ya
52 dpf se observa con 3 dedos bien desarrollados.
Estadio 56 Los dedos de la extremidad anterior se observan mas alargados y gruesos que en la
56 dpf etapa anterior, su desarrollo llego a su término. La extremidad posterior muestras 4
dedos en desarrollo.
Estadio 57 La extremidad posterior se observa con 5 dedos bien desarrollados, la extremidad
60 dpf estd completamente formada.
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CAPITULO1
Development and gonadal sex differennation in the neotenic urodele:

Ambystoma mexicanum
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Abstract Ambystoma mexicanum is an endemic neolenic
urodele amphibian from Mexico: although it belongs to the
Salamandridae family, it is characterized by retaining lar-
val structures and hence has been widely used as an
experimental model. In the present study, we describe the
main events of gonadal morphogenesis in A. mexicanum
and correlate these with stages in embryonic and larval
development. In this way, it was established that during
stage 41 (St41), the gonadal primordium is formed, con-
sisting of primordial germ cells (PGC) and somatic cells.
During St45, the undifferentiated gonad is formed from a
larger number of PGC interacting with somatic cells,
During St53, the germ and somatic cells arrange into the
cortical and medullary region, As development proceeds
between St55 and 57, morphological differentiation of the
gonadal sex takes place, primarily manifested in ovarian
differentiation. Our observations and the way these corre-
late with other urodeles suggest that gonadal morphogen-
esis in A. mexicanum does not depend on larval age.
Besides, onset of gonadal sexual differentiation takes place
from St53 onward, evidenced by ovarian structural chan-
ges, thus neotenic condition does not influence gonadal
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differentiation events. Finally, it has been established that
gonadal development is controlled by chronological regu-
lation that differs from that of somatic development which
in the case of A. mexicanum suggests that gonadal devel-
opment is completely independent of metamorphosis, thus
implying a process of heterochrony.

Keywords Ambystoma mexicanum - Gonadal
differentiation - Urodela amphibians - Germ cells - Neoteny

Introduction

Amphibians have been used as a model for studying dif-
ferent aspects of vertebrate development. Under laboratory
conditions, these organisms are suitable for experiments
due to their easy manipulation, the large number of eggs
laid in one batch and because larvae are aquatic and easily
absorb chemical substances and hormones that are added to
the medium, facilitating their study (Hayes 199%; Jamil
et al. 2008).

With regard to processes of gonadal sexual determina-
tion and differentiation, anurans from the amphibian group
have been most studied. Contrastingly, only few species of
urodela have been studied and these include Pleurodeles
waltl, P. poireti, Cynaps cristatus, C. pyrrhogaster, Sala-
mandra salamandra, Ambystoma tigrinum and A. mexi-
canum. Studies on these species include the way hormones
influence sexual differentiation (Chardard et al. [1995),
temperature-related sex reversal (Chardard et al. 2004;
Flament et al. 2011), the effect of androgens and P450
aromatase on sexual differentiation (Kuntz et al. 2003), P,
walil is the most studied urodela in terms of the biology of
sexual differentiation (Dumond et al. 2008) including
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expression of genes that regulate these processes (Dumond
etal 2011).

Generally, the mechanism for gonadal sexual differen-
tiation follows a similar pattern among anura and urodela.
Both groups are gonochoristic (Dumond et al. 2008); ie.
that they develop a single functional sex throughout their
lifetime. During gonad morphogenesis, processes of
migration, colonization and cell differentiation take place
that will lead to the establishment of an undifferentiated
gonad consisting of celis of from both the somatic and
germ line. In this regard, it has been observed that the
formation of the undifferentiated gonad in amphibians 1s
related to the packing of epithelial cells located in the
ventral region of the mesonephros, which during very carly
stages of development are known as genital ridges. Later,
these genital ndges are colonized by primordial germ cells
(PGCs) of extra-gonadal origin, while somatic cells con-
tinue to profiferate (Hayes 1998, Kumz et al, 2003,
Dumond et al. 200%; Flament et al. 201 1), Therefore, the
undifferentiated gonad is established by the migration and
proliferation of PGCs and the proliferation of somatic cells
that together form two regions, one external corresponding
to the cortical region and one internal that forms the
medullary region (Wallace et al. 1999; Kuntz et al. 2003).
In this way, the undifferentiated gonad acquires the mor-
phological charactenistics which differentiate either into an
ovary or a testis; meaning that this is a bipotential organ,
whose differentiation will depend on physiological and
molecular factors.

Once the undifferentiated gonad is established, morpho-
logical differentiation initiates. In the case of ovarian dif-
ferentiation, this is characterized by the development of the
cortex due both to the proliferation of somatic cells and
gonocytes or primary oogonia. Some of the primary oogonia
form groups of secondary oogonia. These groups are sepa-
rated from other groups and primary oogonia by a layer of
somatic prefollicular cells. When this layer of somatic pre-
follicular cells proliferate and separate surrounding the
individual secondary oogonia which enter meiosis, the first
diplotene oocytes appear forming the oocyte follicles
(Ogiclska and Kotusz 2004 ). The ovary acquires an ovisac
structure because the medullary region undergoes regression
resulting in formation of the ovanan cavities (Flament et al,
2009). In contrast, during testicular differentiation, a ger-
minal compartment forms in the medullary region made
from lobules that contain the GC and the Sertoli cells of
somatic origin. Within the lobules, germline cells are found
at different stages of development, grouped within cysts and
assoctated with Sertoli cells. Surrounding the lobules is the
cortex region, which is devoid of germ line cells. This gives
rise to the tunica albugines formed mainly from loose con-
nective tissue surrounding the testicle (Kuntz et al, 2003;
Flument et al. 2009),

&) Springer

Salamanders from the Ambystoma genus have provided
important models for biological studies focusing on
development, ccology and evolution (Voss and Smith
2005; Smith and Voss 2009; Eisthen and Krause 2012),
The axolotl, Ambystoma mexicanum is an amphibian from
the Urodela order, pertaining to the Ambystomatidae
family (Servin 2011). It is a Mexican endemic species that
inhabits the lakes of Xochimilco and Chalco in Mexico
City (Zambrano et al. 2004). Currently, it is in critical
danger of extinction as the censuses from 1998, 2004, 2006
and 2009 have shown a drastic decrease (Wrigth and
Whitaker 2001; CITES 2009; Contreras et al. 2009;
CONABIO 2011). A. mexicanum is a neotenic salamander;
meaning that it reaches sexual maturity even though it
retains morphological charactenstics from its larval stage
(Eisthen and Krause 2012),

The axolotl has become an excellent model for medical
and biological research. Studies have considered the dis-
tribution and conservation of the species (Contreras et al.
2009, Recuero et al. 2010), its regeneration (Song et al.
2010) and the mechanism of neoteny (Thompson et al.
2014), Concerning mechanisms of sexual determination
and differentiation, studies on the genetic basis of sexual
determination (Smith and Voss 2(09), ultrastructure,
localization (Ikenishi and Nicuwkoop 1975) and germ line
specification (Jobnson et al. 2003; Chatfield et al. 2014)
have been undertaken, as well us the expression of some
genes specific to germ cells, such as Axdazl, Axvh, Axoct-4
and AxKit {Bachvarova et al. 2004).

Although A, mexicanum has been bred and maintained
under laboratory conditions for several years, surprisingly,
its reproductive patterns including its physiology during
this process have not been documented in detail (Eisthen
and Krause 2012). Likewise, a correlation between sexual
differentiation and the different stages of embryonic
development has not been established in A, mexicanum.
The objective of this research was thus to investigate the
main morphological events leading to gonadal sexual dif-
ferentiation and their correlation with stages of embryonic
and larval somatic development; in order to assess whether
the neoteny has any influence at the time of the gonadal
morphogenesis in urodeles, independently of the somatic
development of the orgamism as proposed in anurans
(Ogielska and Kotusz 2004),

Materials and methods
Animals
Four batches of A. mexicanum eggs were donated by the

Laboratory for Ecological Restoration at the Institute of
Biology, UNAM, FAUT-0112. The batches were
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transferred to the Aquarium at the Faculty of Sciences,
UNAM, where they were maintained under proper devel-
opment conditions, with a photoperiod of 12 h light:12 h
dark, at a temperature of 16 = 2 °C and individuals at the
larval stage were fed larvae from Artemia franciscana,
Culex stigmatosoma mosquitoes and Tubifex tubifex.
Embryos and larvac were collected from these egg
batches at different stages of development, and categorized
according to the tables previously drawn up by Bordzi-
lovskaya et al. 1989 and Nye et al. 2003, Days of devel-
opment were counted from the moment of fertilization
(days post-fertilization: dpf), and correlated with stages of
development (St). According (o previous analyses of
gonadal  development among urodela (Ikenishi  and
Nicuwkoop 1978; Dumond et al. 2008), the decision was
taken to collect and analyze organisms between St41 and
St57 and 120-day larvae (n = 10 per stage). For purposes
of killing, we complied with all procedures described in the
Guide 10 use of Laboratory Animals from the Ethics
Commitiee of the Biomedical Research Institute (UNAM).
Organisms were placed in a solution of 2% NaHCO; at
4 °C, in order to anesthetize them, proceeding immediately
to their killing by decapitation (Guerrero and Moreno
2012). A cross-sectional cut was taken to obtain the mid-
caudal region of the embryos between Std4] and St54;
whereas for St55 to St57, the gonads were isolated by
micro-dissection. Each caudal region was placed in phos-
phate buffer (PBS) together with the isolated gonads, to be
subsequently fixed applying the appropriate process.

Transmission electron microscopy analysis

Each mid-caudal region obtained from embryos at St41,
larvae between S142 and St54 and gonads isolated from
larvae between S155 and St87, were processed by light
microscopy and transmission electron microscopy (TEM).
For this, tissucs were fixed in Kamovsky's solution (Kar-
novsky 1965) for 24 h at 4 °C and then incubated in
cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4) and stored at 4 °C for
24 h. Subsequently, the tissues were post-fixed with 1%
osmium fetroxide (OsO4) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) for 1 h, dehydrated in a gradated series of ethanol
solutions (70-100%, JT Baker), placed in acetonitrile (JT
Baker) and infiltrated with solutions of Epon/acetonitrile
(EMS/JT Baker) at 1:1 and the at 2:1. Finally, the tissues
were incubated in pure Epon for 24 h and polymerized in
plastic blocks at 60 °C for 24 h. Semi-thin sections (I um),
obtained using an ultramicrotome (NOVA, Leica/ILKB,
Wetzlar, Germany) were stained with toluidine blue (0.1%
in water) and observed under light microscope (E200,
Nilon, Melville, NY, USA). For electron microscopic
analysis, ultrathin sections (25- to 100-nm-thick sections
covering & total thickness of (.5 nm) were mounted on

copper grids and contrasted using 2.5% urany] acetate and
0.3% lead citrate for observation under transmission elec-
tron microscopy (JEM-1010, JEOL, Tokyo, Japan).

Morphometrics

For each development stage of A, mexicanum St41, S145,
St50, S153, St55 and Si157, the length and width of both
gonads (n = 6) were measured, as well as the width and
length of germ cells detected. Measurements were made
using a micrometric eyepiece with 40x magnification in a
CX-31 model Olympus microscope. The data obtained
indicated average and standard deviation, using the Sta-
tistical program, version 10.

Resuits

Ambystoma mexicanum larvae at St57 (Fig. 1a) the gonads
are paired, whitish and elongated structures, located in the
posterior mid-dorsal region of the body and closely related
to the mesonephros (Fig. | b). The mesonephros is distin-
guished by a yellowish opaque color, located to one side of
the gonad (Fig. 1b), In semi-thin cross sections from the
mid-caudal region of the larvae, gonads appear to be
attached 1o the ventral surface of the mesoncphros and to
adjacent the intestinal mesentery. There is evidently a close
relationship between the gonads and other structures such
as the Wolffian duct, dorsal aorta and intestinal mesentery
located within the coclomic cavity (Fig. 1d).

Once we had anatomically and structurally located the
gonads, we performed a sequential analysis for gonadal
development initiating at Si41 that comresponded to
embryos of 11 dpf and larvac between St42 (13 dpf) and
St57 (90 dpf), as well us 120 dpf.

The undifferentiated gonad

In the case of A, mexicanum embryos at St4] (11 dpf), the
gonad appears (o be morphologically undifferentiated. In
transverse sections of embryos taken from the mid-posterior
caudal region, gonadal primordia or urogenital ridges are
observed within the coelomic cavity, on both sides of the
mesentery that contains the intestine, close to the Wolffian
duct and in close proximity to the mesonephros, The gonadal
primordium is a compact oval-shaped structure with an
average diameter of 22.6 + 3.6 x 11 = |.8 pm, where
some relatively large cells (9.2 4+ 2.3 x 53 + 1.0 pm in
diameter) with oval shape, prominent nucleus, lipid droplets
and electron-dense bodies can be observed in its cytoplasm;
morphological characteristics which suggest they consist of
pnmordial germn cells (PGCs) (Fig. 2a). Ultra-structural
analysis confirms the presence of PGCs that appear as large
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Fig. 1 Larva and location of the gonad in A mexicanum. a A
mexicanun farvae during St50. b Larva caudal region at St157, where
the gonad (g)-mesonephros (m) complex is attached 10 the body wall
of the dorsal region, P posterior, A anterior region, ¢ Transverse
section at level marked in B of an embryo ot S146 where the gonads

cells with prominent nuclei and finely granular chromatin; in
its cytoplasm lipid droplets, electron-dense bodies and
abundant mitochondria are visible (Fig. 2b).

As development progressed. apparently there were no
significant changes in morphogenesis of the gonadal pri-
mordium. AtSt45(15 dpf), the average size of the gonad was
242 £ 69 x 12 £ 1 pm: whereas that of germ cells (pri-
mary oogonia) was 9.6 &+ 291 x 5.6 4 1.3 pm. The pni-
mary oogonia are more clearly defined, presenting a more
rounded shape and they have a prominent and oval nucleus
with an evident nucleolus, and in the cytoplasm, an increase
in yolk droplets and electron-dense badies can be observed
(Fig. 2¢), Atthis stage, there is a close relationship besween
GCs and somatic cells; the latter can be identified by their
irregular morphology and their location both in the periphery
of the gonad as well as among the GCs (Fig. 2¢, d),

At Si50 (28 dpf), larvae still manifest the morphology of
an undifferentiated gonad; however, this is larger than at
previous stages uand has an average diameter of
385 £ 85 x 17.8 = 1.8 pm. Anatomically, gonads are
suspended in the coelomic cavity attached to the dorsal
wall of larvae by a mesentery. Gonads have now acquired
an elongated and irregular morphology and consist of a
greater number of somatic cells in close contact with a
greater number of primary oogonia (Fig. 3a). Surrounding
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(g) are located 1n the coclomic cavity on both sides of the mesentery
holding the itestine (1), closely related to the mesonephros (m), the
Wolffian duct (W) and the dorsal aorta (da); the notochord (n) is also
visible

the gonad, somatic cells can be observed to form a cubic
epithelium (Fig. 3a). Prmary oogonia have an average
diameter of 10.0 2 0.9 x 6.0 & LS pum and apparently
consist of a large nucleus and evident nucleolus, and have a
smaller number of electron-dense bodies and lipid droplets
in their cytoplasm (Fig. 3a). Ultra-structurally, primary
oogonia manifest a prominent nucleus with homogeneously
distributed  chromatin, a well-defined nucleolus, mito-
chondria, and a few electron-dense bodies in their cyto-
plasm (Fig. b, ¢). No significant morphological changes
were observed in the development of the gonad during St51
and St52 (data not shown).

Gonadal sex differentiation

During St53 (42 dpf), the gonad continues to increase in
size (54.2 £ 102 x 20.8 + 4.4 um in diameter), and has
tuken on # saccular and peduncutated shape. There is an
evident increase in the number of somatic cells in the hilar
region that bind it to the body wall. The limiting cpithelium
is composed of irregular somatic cells and there are a
greater number of GCs, which are located contiguous to
one another in the cortical region of the gonad. In some
individuals, the structure of the medullary region of the
gonad appears compact, but notably certain spaces or
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Fig. 2 Undifferentiated gonad of A. mexicamwn. a8 Transverse section
of the mid-caudal region of an embryo duning S141 (11 dpf) where
gonadal primordium (gp) is visible and strictly related to the Wolffiun
duct (W), the intestinal mesentery (1) and the dorsal sortu (da). Large
germ cells with yolk droplets (asterisk) and electro-dense bodies
(arrowhead) immersed in their cytoplasm are visible. b Electron
micrograph of the gonadal primordium, where the prominent nucleus
(n) of each germ cell (arrow), lipid drops (1), yolk drops (asterisk),
mitochondoa (mi) and electro-dense bodies (arrowhead) in their
cytoplasm are visible. ¢ Undiffercntisted gonads of a larva during

cavities begin to appear between both somatic cells and in
the middle of the medullary region, making them appear
loose (Fig. 3d). GCs are more rounded and have an average
diameter of 108 &+ 2.1 x 7.2 & 1.1 pm, the electron-
dense bodies in their cytoplasm have decreased consider-
ably and yolk droplets are no longer visible. Interaction
between somatic cells and GCs is closer (Fig. ie, f). These
morphological changes suggest the onsel of ovarian rather
than testicular differentiation.

Ovary differentiation

Clear morphological regionalization is apparent during
ovarian differentiation, defined by the presence of a corti-
cal region and a medullary region (Fig. 4a). These struc-
tural changes are clearest during St55 (52 dpf), when the

Se45 (15 dpf) located adjacent to the mesonephros (m) and the dorsal
aorta (da). Note the evident nucleus (n) and oucleolis (nl) of the germ
cells (arrows), volk drops (asterisk) and electro-dense bodies
(arrowhead) in their cytoplasm, as well as the close relationship
with somutic cells that have imegular morphology (sc). d Electron
micrograph of a gern cell (arrow) with a prominent rouad nucleus
(n), lipid drops (1) in their cytoplasm and their close relationship to
somatic cells (sc). Note the presence of electro-dense bodies
(arrowhead) of a germ cell located at the wpper end

forming ovary has an average size of 887 £ 17.2 x
457 4 233 pm in terms of diameter and is delimited by
an epithelium of cubic somatic cells. In cross sections of
the anterior region of the gonad, there is evidently a
structure adjacent to the hilar region, known as the prog-
onad that will subsequently give rise to faity bodies
(Fig. 4a). In the medullary region of the gonad, somatic
cells still appear to be irregular, limiting the central cavity,
although there are still some spaces between the cells. In
the cortical region, a greater number of closely packed
primary and secondary oogonia form two or three layers of
cells. The mean diameter of the all oogonia at this stage
was 12,7 = 3.5 » 12.3 & 2.4 um; and apparently some of
these are dividing (Fig. 4a). Ultra-structural analysis shows
that pnmary oogonia have clear cytoplasm with abundant
mitochondria, clectron-dense bodies and a  prominent
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Fig. 3 Undifferentiated gonad of A. mexicanum. a Undifferentated
gonad of A. mexicanum larvae at St50 (28 dpf). The gonads were
observed suspended by the hilar region (H), They consist of germ
cells (arrow) notable for their prominent nucleos (n), nucleolus (nl)
and clectro-dense bodics (arrowhead) In their cytoplasm. Somatic
cells (s¢) are located among the germ cells, as well as peripheral
epithelial cells (¢). b Electron micrograph showing germ cells (arrow)
with evident nucleus (n), nucleolus (nl) and clectron-dense bodies
{arrowhead) in their cytoplasm. Somatic cells (s¢) are also visible
between thems. ¢ At higher resolution, the nocleus (n) and nucleolus
(nl), as well as mitochondria (mi) and electron-dense bodses

spherical nucleus. Secondary oogonia, were observed with
structures similar to synaptonemic complexes, character-
istic of cells in melotic division (Fig. 4b).

During St57 (90 dpf), the developing ovary had a larger
diameter (96 4 6.6 x 61.3 & 11.3 um), as a result of the
increase in GCs (oogonias) and somatic numbers. The
ovary at this age, which is located adjacent to the progonad
appears as 4 compartmentalized structure, where we find a
cortical region formed by two or three layers of GCs with
an average diameter of 14.8 = 2.3 x 10.8 % 0.9 pm; and
a meduliary region, which has been reduced considerably
and where few cells apparently form a simple epithelial
layer, delimiting the central cavity of the ovary (Fig, 4c).
The ultrastructure reveals the prominent nuclei of primary
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tarrowhead) in its cytoplasm are visible m germ cells. d Beginning
of gonadal differentintion at $153 (42 dpf). Gonad suspended from the
hilar region (thick arrow) where two reglons are visible; a cortical
region where germ cells are located, #nd a medullary region with

many somatic cells (sc), us in the periphery of the gonad forming the
cpithelium (¢). Note the onset of ovarian cavity (oc) formation in the
medullary region. e Electron micrograph of the gonad, where two
germ cells are vistble, with a round nucleus (n) and electro-dense
bodics (arrowhead) and closely related to somatic cells (se). F Detail
of a germ cell, with its prominent nucleus (n) and a closely related
somatic cell (s¢)

oogonia with homogencously distributed chromatin, mito-
chondria in their cytoplasm and prefollicular cells that are
closely related to primary oogonia (Fig, 4d).

After 3 months of larval development (120 dpf), ovaries
are anatomically located in the abdominal cavity and sus-
pended dorsally from the body wall by the mesovary. They
lie symmetrically on either side of the midline of the body,
parallel to the kidneys. Morphologically, the ovary appears
to be a saccular structure with a large central cavity (Fig. 4e);
the limit to the ovary is defined by epithelial cells that are
cubic or flattened in shape and in some places on this
delimiting epithelium, groups of oogonias are observed to
structure the germinal epithelium or nmiches (Fig. 4¢). At the
periphery of the ovary, meaning in the cortical region,
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Fig. 4 Ovariun differentiation
in A, mexicanum. a Location of
the gonud of a lurva during S155
(52 dpl), cortical region (cr)
with penpherul germ cells and
medullary region (mr)
consisting of somatic cells (sc)
in refreat leading to formation of
the ovarnan cavity (oc), Note the
progonad (p) closely related to
the back region of the gonad,

b Blectromic micrography of a
germ cell with indications of
meiosis, evidenced by the
presence of synaptonemic
complexes (s). Mitochondria are
also apparent (mi) and electro-
dense bodies (arrowhead) in s
cytoplusm, and the relationship
with somatic cells is evident
(s¢). ¢ Gonad of a larva at St57
(%0 dpf), where germs cells in
the cortical region (cr) are
visible und regression of the
medullary region (mr) formang a
central ovanian cavity (oc). d At
greater resolution the nucleus
(n) of a germ cell is visible, and
in its cytoplasm mitochondria
(mi) can be seen. e 3-month-old
larva ovary (120 dpt),
surrounded by un epithelium (e),
with an evident ovanun cavity
(0c). Attached to the epithelium
are ovarian follicles structured
by the oocyte (asrerisk) (f). Note
a niche of oogontas (no) in the
wall of the ovary. [ Electron
micrograph of the wall of an
oocyte with peripberal vitelline
vesicles (vy) and mitochondria
(mi) in their cytoplasm and
surrounded by follicular cells
(1), of the theca (1) and ovarian
epithelium (e)

follicles attached to the ovarian epithelium can be observed.  cytoplasm is homogeneous with peripheral vitelline vesicles
These are formed during the diplotene oocyte, presenting a8 surrounded by a layer of fiattened follicular cells and a thin
prominent nucleus with several peripheral nucleoli, The  theca also formed from flattened cells (Fig. 40,
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Testis differentiation

During St55 (52 dpf), a notable increase in the size of the
differentiating gonad occurs, in the testicular direction
(785 + 141 x 63.0 £ 53 pm in diameter). The two
regions that structure the gonad manifest changes; the
cortical region is now restricted to a layer of flattened
epithelial cells that surround the gonad and these continue
with the mesentery to suspend this from the wall of the
body. In the medullary region, a large amount of primary
spermatogonia are observed to form groups in close
relation to somatic cells, organized in such a way that
they structure groups delimited by other internal somahic
cells, thus forming the testicular cords (Fig. Sa). Primary
spermatogonia arc apparently larger in size than somatic
cells, with an average diameter of
11.3 & 08 x 8.3 & 0.8 um. These primary Spermatogo-
nis consist of a large nucleus with an eccentric nucleolus
and it is evident that some primary spermatogonia groups
are undergoing cell division (Fig. 5a). Ultra-structurally, it
is notable that in the primary spermatogonia nucleus,
chromatin is finely granular and this nuclens is sur-
rounded by a large amount of peripheral mitochondria. In
the primary spermatogonia cytoplasm, the presence of
some dense granules is still apparent (Fig. 5b). At this
stage of testicular differentiation, two types of somatic
cells are evident, some of iregular shape intimately
attached to the primary spermatogonia, which are pre-
Sertoli cells, and others more peripheral that are possibly
part of the stromal tissue and therefore future peritubular
or myoid cells (Fig. 5b). At this stage, as well as during
ovarian morphogenesis the progonad appears, which will
later form fatty bodies (Fig. 5a).

Al St57 (90 dpf), the testes are apparently larger
(80 £ 7.2 x 443 £ 4.0 ym). In the medullary region,
testicutar cords are becoming organized; this is where the
majority of primary spermatogonia are located, identifiable
by their size (with an average diameter of
140 4 0.8 x 93 4 1.8 um). These are electron-light in
appearance with a prominent nucleus, with one or two
nucleoli. The germ line (spermatogonias) is closely related
to somatic cells (future Sertoli cells) and structures the
testicular cords (Fig. 5S¢, d). Among the testicular cords,
somatic cells present different morphologies, some are
fusiform and located at the periphery of the cords, struc-
turing future myoid or peritubular celis, and others are
irregular in shape, appearing as part of the interstitial tissue
and finally there are others with lipids included in their
cytoplasm that are located near blood vessels; possibly
future Leydig cells (Fig. S¢, d). In the GCs, the presence of
a granular chromatin in the nuclei and a large amount of
mitochondria in the cytoplasm close to the periphery of the
nucleus is ultra-structurally evident (Fig. 5d).
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At 3 months of development (120 dpf), testicular dif-
ferentiation is apparent. The testes appear as same descri-
bed in before stage. The testes are parallel to the axis of the
body, and closely related to the mesonephros. They are
surrounded by fibrous connective tissue that forms the
tunica albuginea with an interior consisting of testicular
lobes. Each testicular lobe consists of several cysts with
primary spermatogonias and cach cyst consists of one or
more Sertoli cells which make up the cyst wall (Fig. Se).
Externally, surrounding each lobe, it is possible 1o observe
the myoid or peritubular cells. Between the testicular lob-
ules, the interstitial tissue is loose and 15 formed out of
connective tissue, where the Leydig cells are located close
1o blood vessels (Fig. Se). Ultra-structurally, the primary
spermatogonias can be identified by the presence of a large
round nucleus with finely granular and homogencous
chromatin (Fig. 5f). In the interstitial region, cells with
accumulations of lipid droplets are apparent, suggesting the
differentiation of Leydig cells (Fig, 5f).

Notably, the size of the gonad as well as the size of the
GCs increases as larval dovelopment progresses, with a
tendency to be bigger at the beginning of gonadal differ-
entiation, especially in the female gonad (Table 1),

Discussion

The Mexican axolotl (A. mexicanum) is a pedomorphic
salamander. meaning that it becomes sexually mature
while preserving morphological charactenistics from the
larval stage. Some morphological and molecular aspects
related to germline specification and germ cell migration
have been described for some stages of embryonic and
larval development (Ikenishi and Nieuwkoop 1975; Dour-
non et al. 1989 Johnson et al. 2001: Bachvarova et al,
2004); but morphological events involved in the processes
of gonadal sexual determination and differentiation have
been little explored, Similarly, neither has the correlation
between these morphogenetic events and the establishment
of the germ line been reported. As this i1s # neolenic
organism, it is of great interest to identify and correlate
processes of gonadal differentiation with stages in embry-
onic development, as well as considering that observed
among other non-neotenic urodeles, such as P. walrl.
Anatomically in A, mexicanum, s in anurans and P. waltl,
the gonads develop as paired organs that are located in the
posterior mid-dorsal region of the body of the organism,
closely related to the mesonephros and suspended in the
coelomic cavity (Ogielska 2009; Flament et al. 2011 ).
Gonad sexual development in amphibians is a process
that has pnncipally been described among anurans
(Ogielska 2009; Piprek et al. 2010; Flament et al. 2011),
whereas little is known about urodeles (Dournon et al.
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Fig. § Testcular gonadal
differentiation in A, mexicanum.
o Larval gonad a1 Si55 (52 dpf),
where testicular cords (bax) are
visible in the medullary region,
structured by germ cells and
surrounded by somatic cells
{s¢). Notice the epithelial cells
{e) that surround the gonad and
the progonad (p) ut upper right
b Electron micrograph of a
germ cell with a large nucleos
(n) with bomogeneously
distributed chromatin,
mitochondria (mi) and electro-
dense bodies (arrowhead) in
their cytoplasm. Note the close
relationship between two
somatic cells, one of them
practically attached; pre-Sertoli
future Senoli cell (S) and the
other more peripheral, future
peritubular cell (P). ¢ Larval
gonad during S157 (90 dpf),
where testicular cords
comprising primary
spermatogonia (Sp) are visible
in close relation o pre-Sertol
(S) cells, peritubular cells

(P) and in the interstitium near
to the blood vessels (by) are
future Leydig cells (L)

d Electron micrograph of a
primary spermatogonia (Sp)
with & lurge nucleus (n) wnd
mitochondria (mi) in its
cytoplasmn, note the close
relationship with somatic cells;
future pre-Sertoli (S),
peritubular (P), and Leydig (L).
¢ Testes of a 3-month-old larva
(120 dpf) with cysts of primary
spermatogonia (Sp) inside.
consisting of one or more sertoli
(S) cells. Peritubular cells

(P) are visible around the
lobules and in the interstice
there is a Leydig cell (L) near to
a blood vessel (bv). I Electron
micrograph showing the detail
of a primary spermatogonia (Sp)
cyst, closely related to sertoli
(S) cells: in the inerstitial
tissue, @ leydig (L) cell with
Tipid droplets in its eytoplasm 18
visible
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Table 1 Avernge diameters (length and width) of the gonad and the germ cells (GC) and area of germ cells of A mexicanum at different stages

of development

Development stage Gonad length (yum) Gonad width (ym) GC length (gun) GC width (um) GC area (um?)
41 26+ 36 11 +13 9.24+23 53+10 488 = 1536
45 242+ 69 120 1.0 9629 5613 620 = 972
S0 385+ 8S 178 %18 100 £ 09 60%15 576 + 101
53 542 £ 102 208 £ 44 108 + 2.1 7211 706 = 9%
50 887 + 172 457 £+ 233 127 £ 35 123 £ 24 700 % 110
570 960 = 6.6 613113 148 £ 213 108 =09 1053 = 180
57T 800 + 7.25 443 =40 140208 93x 18 638 =74

1990). In this study, the main morphological events leading
to the establishment of the undifferentiated gonad and its
morphological differentiation in A. mexicanum were simi-
lar to those described for anurans and the P. walt urodela
(Doumon et al. 1990), The formation of a genital ridge is
apparent during St41, when a group of somatic cells are
found suspended below the mesonephros and adjacent to
the Wolffian duct. This stage coincides with the location of
PGCs close to the Wolffian duct, concurring with previous
studies (Ikenishi and Nieuwkoop [978: Dournen et al
1990: Bachvarova et al. 2004; Dumond et al. 2008; Fla-
ment et al. 2011). Based on our observations, the genital
ridge seems to retain, at least morphologically, the poten-
tial to differentiate into a testis or an ovary, depending on
the chromosomal complement of the organism (ZZ-ZW),
Between St42 and 44, no obvious morphological changes
were observed, only an increase in the size of the gonad
probably due to the invasion of PGCs, apparently similar to
that reported among Xenopus laevis and Rana pipiens, as
the gonad during the larval stage contains few somatic cells
(Falconi et al. 2004; Ogielska 2009}, Likewise, it has been
reported that during these stages, PGCs may be in & period
of mitotic rest, as apparently in P. walil there is a period
berween Si35 and St41, characterized by zero mitotic index
(Po), during which no proliferation occurs (Dournon et al,
1989, 1990).

In A. mexicanum from St45 until St52, it is already
possible to observe the developing gonadal pnmordium as
a more compact structure where the germ line becomes
clearly distinguished from the somatic line. In this respect,
in our observations, as in other studies, it is evident that the
number of germ cells appears to increase as does their size
(Ikenishi and Nicuwkoop |1978; Doumon et al. 1990);
Dumond et al. 2008). Therefore, we suggest thar during
these stages of larval development in A, mexicanum uro-
dela, independent of the chromosomal sex of the organism,
the undifferentiated gonad consists mainly of germ cells
and somatic cells. Thus, the morphological events leading
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to the development and establishment of the undifferenti-
ated gonad in A, mexicanum occur between St41 and St53,
similar to that reported for the P. wall salamander
(Dournon et al. 1990; Dumond et al. 200%; Flament et al.
2011). As in most vertebrates and owing to its morpho-
logical characteristics, the undifferentiated gonad in A
mexicanum can be considered as a bipotential structure,
meaning that morphologically it has the capacity to dif-
ferentiate into an ovary or testis,

During Std5, it has been reported that the P. walll
salamander has a structure formed out of somatic cells
which is attached to the gonad, known as the peduncle or
hilar region. In the case of A. mexicanum, this structure
appears during St50, coinciding more with that described
for other amphibians (Jamil et al. 2008).

Structural changes in the undifferentiated gonad during
St53 of A. mexicanum, such as the rearrangement of germ
cells in the cortical region, an increase in their proliferation
and the beginning of the formation of a cavity in the
internal zone by regression of the medullary region, sug-
gest that at the end of this stage, sexual differentiation of
the gonad initiates. Similar to that reported in P. walt/ and
contrary lo that found in other vertebrates, in A, mexi-
canum, it seems that the first morphological mamfestation
of gonadal sexual differentiation occurs in the female
gonads, as in the male gonad no morphological changes
were detected with respect 1o the structure of the undif-
ferentiated gonad: only an evident increase in size, coin-
ciding with previous observations (Dournon et al. |95%0).
Testicular morphogenesis 18 evident during St55, when
germ cells located in the medular region of the gonad
interact with somatic cells, whereas the cortical region is
restricted to a layer of flattened epithelial cells that sur-
round the gonad. All these cellular processes of gonadal
differentiation coincide with patterns reported for anuran
amphibians and urodeles (Dournon et al. 199); Kuniz et al.
2003; Dumond et al. 200%; Flament et al. 201 17 Al-Assad
et al. 2013; Haczkiewicz and Ogielska 20113),
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The electro-dense bodies that are contained in germ
cells that make up the A. mexicanum gonad decrease as
gonadal development progresses during St53. Ikenishi and
Nieuwkoop (1978) observed the presence of mitochondrial
wrrangements in the cytoplasm of germ cells of A. mexi-
canum during St40, which they called “nuage”, also
known as electro-dense material or “cloud” in other
amphibians. In other urodeles such as Triturus pyr-
rhogasier, Hynobius and P. waltl, these groups of mito-
chondria have also been observed in germ cells (Ogielska
2009), indicating that these structures appear with charac-
teristic of the germline, as they have also been found to be
closely related to mitochondria, which are part of the
nuclear material and contain ribonucleoproteins (Guerrero
and Moreno 2012; Voronina et al. 2011). In mammals,
“dense nuclei” are equivalent to “nuage”™ material and 1t
has been proposed that these are organelles specializing in
the reception of signals from the extracellular environment
that may modify the behavior and differentiation status of
PGC's (Merchant and Alvarez 19%1; Voronina et al. 2011),
Therefore, the decrease in electro-dense material in germ
cells at the moment when morphological differentiation
initiates in the gonad in A. mexicanum (St53). may indicate
a role in maintaining the bipotential germline state.

The structural arrangement of the developing ovaries
and rtestes was similar to that described for other species of
anuran amphibians such as X. laevis (Merchant and Vil-
lalpando 1981), X. tropicalis, R. pipiens, Bombina orien-
talis among others (Hayes 199%), as well as for the P. walr
urodela (Doumon et al, 1990; Hayes 199%; Kuntz et al.
2003; Dumond et al, 2008), In A. mexicanum, during S155,
a structure appears for the first time in the anterior region
and adjacent to the gonad known as an anterior progonad,
which will give rise to faity bodies, as observed in other
urodeles (Ogiclska 2009),

Morphogenetic changes undergone by undifferentiated
gonads of both sexes in order to differentiate themselves, as
well as the time involved, seem to be independent of the
neotenic condition of A, mexicanum. As in the P. walil
salamander, the beginning of the organization of the cor-
tical and medullary regions for the formation of a testis or
ovary begins during St53, when both species are at the
larval stage (Dournon et al. 1990; Kuntz et al. 2003;
Dumond et al. 2008). In other amphibians, the differenti-
ation process occurs only during the larval lifespan and in
some cases occurs near to metamorphosis (Doumon et al.
1990; Hayes 1998). During processes of gonadal differ-
entiation, some of these occur before, and others afler
metamorphosis, as is the case on entering germ line
meiosis. In the ovary of P. waltl, oogonias enter meiosis
during metamorphosis, that is approximately during St56
(Doumon et al. 1990; Dumond et al. 2008), whereas in the
testicle, PGCs do this during the juvenile stage (Dumond

et al. 2008; Flament et al. 2011; Al-Assad et al. 2013). In
the case of A, mexicanum, aithough they do not undergo
complete metamorphosis, something similar to  that
described for P. waltl occurs. In A. mexicanum, ovary germ
cells initiate meiosis during St55, evidenced by the pres-
ence of synaptoncmic complexes,

At 3 months of age, the gonad has completed its mor-
phological differentiation, becoming an ovary or a testicle.
The ovary of A. mexicanum s a saccular structure, coin-
ciding with that observed in Nectwrusy maculosus (Kessel
and Panje 1968), P. waltl (Dumond et al. 2008 ; Wallacides
et al. 2009; Flament et al. 2011) and A, dumerilli (Uribe
2009, 2011). In comparison with the testicle, the presented
structure is compact, similar to that observed in other
urodeles such as P. wald {(Dumond et al. 2008; Flament
et al. 2011) and A. dumerilli (Unhe et al. |994),

In conclusion, our observations suggest that the time
period for embryonic development in A, mexicanum is
similar to that observed in P. wall. However, larval
development in A, mexicanum is faster than the develop-
ment of P, waltl; this may be due to the neotenic condition
of A. mexicanum; implying that when they are not under-
going metamorphosis, they can follow a pattern of con-
stitutive growth independent of the temperature at which
larvae develop. The different events of gonadal develop-
ment observed in A, mexicanum coincide with those
described for P, walil in terms of stages; however, fewer
days are required for A. mexicanum to advance from one
stage to another. This change in development speed coin-
cides with the stage at which the thermo-sensitive period
proposed for P. waltl begins, suggesting that in A. mexi-
canum urodela, temperature does not influcnce somatic
development. However, in both urodela species, the onset
of gonadal development occurs from St35 (1112 dpf) and
the establishment of the undifferentiated gonad is observed
from S50, independent of the days post-fertilization. This
suggests that gonadal morphogenesis is independent of
days of larval development. Likewise, the onset of gonadal
sexual differentiation in A. mexicanum 1akes place from
S153, evidenced by ovarian structural changes. Likewise in
P. waldl, it is known that gonadal sexual differentiation
takes place in stages prior to metamorphosis (S153-St56);
stages that coincide with differentiation in A. mexicanum,
meaning that the neotenic condition does not influence
events related to gonadal morphogenesis.

According to Wakahara (1996) gonadal development is
controlled by a chronological regulation that differs from
somatic development; this suggests that gonadal develop-
ment is completely independent of metamorphosis,
implying a process of heterochrony.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Ambystoma mexicanem is an endemic sulamander from Mexico. Due (o i8s neotenc
charactenstics, it 1s considered an important model for regeneration and development
studhes. However, there 1s little research concerning the pattern of gene expression
related to testicular and ovarian function. In this study. we analyse expression of the
protein of the Sox®. Foxi2 and Vasa genes, and AS-S;&HSD enzyme dCtivity in ovaries
and testicles of A. mexicanum. Comelating morphology with the expression of Sax9
and Foxi2, we find that these genes manifest sexually dimorphic expression. Sex9 is
expressed at higher levels in the testicle, whereas Foxl2 is specific to the ovary. Vasa
was detected in spermatogonia in the anterior region of the tesus, and mn the ovary,
it was located in previtellogenic oocytes. A%-3fHSD was located in Leydig cells of
the testicles and theca cells of the ovaries. In summary, the dimorphic expression of
Sox9 and Foxi2, and that of Vasa in the germ line are similar 1o that deseribed for
other veriebrates, suggesting that the molecular mechanisms related to ovarian and
testicular function in A, mexicanuwnm follow o similar expression pattern that is not
altered by neotenic characteristics,

KEYWORDS
Ambviioma mexicanum, Foxl2, Sox9, Vasa, A%-3HSD

In this regard, classic studies that deal with sexually re-
versed organisms have suggested that A, mexicanum females

The Ambystoma mexicanum axolotl is a salamander endemic
0 Mexico that presents pedomorphic characteristics. This
condition of retaining larval characteristics up until sexual
maturity has made this axolot a model organism for biologi-
cal research, with importanee for regeneration and embryonic
development studies in general (Eisthen & Krause, 2012),
However, despite the neotenic condition that this organism
presents, little 15 known about its reproductive chirpcteristics,
particularly about the expression pattern of genes related o
testicular and ovarian function and their relationship to the
neotenic condition, characteristic of A. mexicanim.

are heterozygous in terms of sex, as they have Z and W het-
cromorphic sex chromosomes, and the Z chromosome usu-
ally represents a male-determining chromosome. Thus, these
genetic experiments have established a ZW-type sexual de-
termination mechamsm for A. mecicanman (Humphrey, 1945,
1957; Snuth, & Voss, 2009). Based on the proposal that at-
1es1s Lo this type of sexual determination mechanism, recently
it has tried toadentify specific regions in the W chromosome
associsted with sex, where an ATRX gene that is a paral-
ogue of ATRW and an orthologous gene called MAP2K3
have been linked to sex, and proposed as markers for the
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identification of the sex of axolotls (Keinath, Timoshevskaya,
Timoshevskiy, Voss, & Smith, 2018).

Despite the fact that a sex gene or sex-determining genes
in A. mexicamun have not vet been identified with exactitude,
somatic genes conserved in vertebrates have also been related
to the processes of sexual determination and differentiation,
as well as o gonada!l morphogenesis. In this way, a large
number of genes related to gonadal sexval determination and
differentiation, uas well as genes involved in testicular and
ovarian function, have been described in other vertebrates,
mainly in mammals, Genes that play a more relevant role in
maintaining the functionality of the adult testis and/or the
ovary of vertebrates include the transcription factor Sox9
(SRY-box 9). This gene is highly conserved throughout the
evolution of vertebrates, including amphibians (Nagai, 2001).
It 35 1 member of the family of SOX transcription factors,
occupies a domam within @ group that manifest high mobil-
ity (HMG) to DNA and two transactivation domains { Harley,
Clarkson, & Argentaro. 2003). Among mice, it has been de-
scribed as being expressed when embryonic development ini-
tintes in the nuclei of Sertoli cells, as it is necessary for their
differentiation, as well as for the formation and maintenance
of seminiferous twbules in testicular morphogenesis (Quin
and Bishop, 2005). In amphibians, Sox9 has been studied
extensively among severnl anuran species such as Rana ru-
gosa {Takase, Noguchi, & Nakamura, 2000). Xenopus laevis
(Osawa, Oshima, & Nakamura, 2005) and Xenopus tropicaliy
(El Jamil, Kanhoush, Magre, Boizei-Bonhoure, & Penrad-
Mobayed, 2008), where it is apparent that during embryonic
and larval development, this gene is expressed in both male
and female gonads. However, following metamorphosis,
when a testicle and an ovary have already been differenti-
ated, its expression is detected only in the testicles (Flament,
Chardard, Chesnel, & Dumond, 2011). In urodele amphibi-
ans, the expression of Sox9 has been studied in the caudate
amphibian Plewrodeles walil, where it was observed that this
gene is expressed in both sexes during larval development
and only in the testis at the end of metamorphosis (Dumond
et al,, 2011). Subsequently, in adult stages it is once again
detected in both sexes, so it has been suggested that Sox9 may
play & role during late gonadal differentiation. As it is ex-
pressed in the ovary, there is 4 suggestion that it plays a role
in the functionality of the adult ovary of this newt (Dumond
etal, 2011).

Another of the relevant genes in ovarian and testicular
differentiation of vertebrates is the transeription factor Foxi2
(forkhead box L2). Foxi2 is one of the genes expressed in
carly development with a sexually dimorphic pattern, acting
as a marker of ovanan differentiation in mammals and able
10 play a role in the differentiation of ovarian somatic cells
and in the development or maintenance of folliculogenesis
(Bertho et al., 2016; Cocquet et al., 2018}, In Anuran am-
phibians such as R. rugosa und X, laevis, apparently Fox{2

transcripts are expressed in undifferentiated gonads of both
sexes before the onset of sexunl differentiation, ifs greatest
expression being in females. To identify the cell type ex-
pressed by Fox/2 in the R. rugosa ovary, protein expression,
detected in somatic cells that surround the oocytes in ova-
ries just after metamorphosis, was analysed (Flament et al,,
2011: Oshima, Uno, Matsuda, Kobayash:, & Nakamura,
2008). In the urodele amphibian Andrias davidianus, the
expression of adFoxI(2 was greater in the ovary than in other
tissues. During the development of the gonads, trunscrip-
tion of adFoxi2 mRNA was significantly greater in the
ovary than in the testicles and increased gradually with re-
spect to age: thus, it appears that this gene plays 4 role in
the development of the oocytes, Fox!2 transcripts were de-
tected in granulosa cells in the ovary and in spermatocytes
of the A. davidianus salamander (Hu, Meng, Tian, Zhang,
& Xiao, 2016).

In virtually all vertebrates, the esticles and ovaries have
the same developmental ongin: the primordial gonads. Prior
to sex determination, the primordial gonads, also known as
bipotential gonads, ure made up of multipotent somutic pro-
genitor cells that are able to adopt one or other sex-specific
celluluar outcome. During sex determination, the support
cell lineage differs to become either Sertoli cells in the tes-
ticles (Sekido, Bar, Narviez, Penny. & Lovell-Badge, 2004)
or pre-granular cells in the ovaries (Chassot et al., 2012),
After undergoing cell differentiation, the outcome concern-
ing sexual definition spreads to other somatic lineages. in-
cluding steroidogenic cells (Leydig cells in the testicles and
theca cells in the ovaries) that then promote the acquisition
of primary and secondary sexual characteristics, by means
of hormonal regulation. During the production of steroid
hormones, there are two biosynthesis pathways, known as
via A4 and AS, which use cholesterol as a precursor. This
is unfolded by a series of enzymes, until it transforms into
pregnenolone, an intermediate hormone that 1s common in
all types of steroid hormones, produced by both the ovaries
and the testicles, as well as by other types of steroidogenic
organs (Gore-Langton and Amstrong, 1988). Pregnenolone
is in turn converted to progesterone by the A3-3f hydrox-
ysteroid dehydrogenase enzyme complex (A33§-HSD).
Activity on the part of the AS3f-HSD enzyme complex
is essential for carrying oul steroid hormone production,
which is why it is considered an early physiological marker
of steroidogenic cells, in turn influenced by age, sex, cy-
clic phenomena, diet and stress (Goldman, Baker & Stanck,
1972). Pioneer studies on the histoenzymatic activity of
A53f-HSD were described by Levy, Deane. and Rubin
(1959), in order to determine the location and abundance
of enzymes and other compounds related to steroid metabo-
lism, Indication of enzymatic activity relates 10 the transfer
of hydroxysteroid hydrogens to the tetrazolium salt, via a
pyridine nucleotide (NAD+): in this way. the salt is reduced
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und as in its reduced form it is insoluble and coloured (for-
mazan salt), when deposited at the reaction site it can be
localized. In this way, this enzymatic reaction has been used
to locate steroidogenic activity related to both testicular
Leydig cells and ovarian theca cells (Warttenberg, 1958;
Chnistensen, 1973; Martinez-Judrez et al., 2018).

Due to the importance of the Sex¥ transcription factor in
the development and maintenance of Sertoli cells in adult
testis, and of Faxi2 in the regulation of the development and
maintenunce of the ovary, the objective of our work was to
characterize protein expression pattern of the Sox9 and Fox!2
genes in the ovaries and testicles of 18-month-old A, mexica-
num, using as a germ line marker 1o the RNA helicase Vasa
and as the steroidogenic cell line the activity of the A>-3pHSD
enzyme, Finally, we correlated our results with the ultrastruc-
ture of these tissues.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animals

Ovaries from five female and testicles from five male
A, mexicanum were obtained, 18-month-old adull or-
ganisms were donated by the Laboratory of Ecological
Restoration of the Institute of Biology, UNAM, FAUT-
0112, Subsequently, these were (transferred to the
Biomedical Research [nstitute, where they were sacrificed
following procedures described in the Laboratory Animal
Use Guide of the Ethical Committee in the Biomedical
Research Institute (UNAM). Animals were placed in a
solution of 2% NaHCO3 at 4°C, in order to ansesthetize
them, and then immediately sacrificed by decapitation, The
ovaries and testes were then surgically removed and cut
into several pieces. A fragment was fixed in 4% paraform-
aldehyde (PFA) for immunofluorescence and immunohis-
tochemistry. Finally. other fragments were frozen for total
protein extraction and Western blot analysis.

2.2 | Histological preparation

The ovaries and testes were fixed in Bouin solution for
24 hr at 4°C. The tissue was dehydrated in ethanol solutions
ranging from 30K to 100%, and then, tissue clearance was
performed on xylol (JT Baker., Edo, Mex., México), and
subsequently infiltrated and embedded in paraffin liquid,
permitting the formation of solid blocks, Sections of 7 ym
were obtained using an 820 Spencer Microtome (American
Optical Corporation, New York, USA) and stained with
haematoxylin and eosin (Electron Microscopy Sciences
(EMS); Hatfield, PA, USA—Amresco, Solon, OH, USA),
employing standard techniques. Samples were prepared

E 0y

using permanent mounting medium (Entellan, LT, Baker,
Xalostoc, Edo, of México, México),

2.3 | Light microscopy

Fragments from ovaries and testicles were fixed in
Kurnovsky's solution (Karmovsky, 1965) for 24 hr wt 4°C
and then transferred into sodium cacodylate buffer (0.1 M
pH 7.4) and stored for 24 hr at 4°C. Subsequently, tissues
were post-fixed in osmium tetraoxide (0sO,; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) for 1 hr and dehydrated in 70%—100%
ethanol solutions (J.T. Baker. Xalostoe, Edo. of México,
Méxica). They were then placed in acetonitrile (J.T. Baker)
twice for 20 min each and incubated in dilutions of Embed
812 resin (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA)
acetonitrile (J.T, Baker) 1:1 for 1 hrand 2:1 for another hour.
Finally, samples were incubated in pure Embed 812 resin for
24 hr and polymerized in plastic blocks at 60°C for 24 hr.
For each sample. semi-thin sections of 1 pm thickness and
60 nm thickness were obtained vsing a Leica ultramicrotome
(Wetzlar, Germany), The semi-thin Sections were stained
with toluidine blue, mounted with Cytoseal mounting me-
dium (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA)
and observed under a light microscope {Carl Zeisy, Jena,
Deutschland),

24 | Immunoffuorescence

Immediately after dissection, ovary and testis fragments were
fixed in PFA (4% in 1X PBS, pH 7.1) for 30 min, washed
with 1X PBS for 5 min and placed in 30% sucrose in PBS
(Sigma-Aldrich) at 4°C, overnight, Samples were soaked
in optimum mounting medium for frozen sectioning (OCT;
Tissue-Tek, Sukura, CA, USA) and frozen in hexane (JT
Baker) at =70°C, Subsequently. we obtained 20-pum sections
in a cryostat (Leica CM 1850), Imnmunofluorescence tech-
nique was performed as previously described by Moreno-
Mendoza, Harley, and Merchant-Larios (1999). Briefly,
sections were treated with Traton X-100 (1% i 1X PBS)
for 10 min, washed with IX PBS and blocked for 2 hr with
1% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich). Sections
were incubated separately  with  polyclonal  antibodies
against VASA (1:250; Abcam, ab13840) and SOXY ( 1:250;
Millipore, AB5535) and diluted in 1% albumin ovemight
at 4°C. They were then washed four times with 1X PBS
for 5 min and incubated with the secondury antibody cvi-
nine 3 (Cy3) (1:200; Life Technology, A10520) diluted in
albumin/[X PBS for 1 hr at room temperature. Finally, sec-
tions were mounted in medium for permanent fluorescence
(Dako™f) and stored at 4°C for analysis under a Zeiss confo-
cal microscope (LSM 5 Pascal; Carl Zeiss, Jena, Germany),
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equipped with argon-krypton and helium-neon, employing
filters for Cy3 and Nomarski interference contrast technigue,

25 | Immunohistochemistry

Ovaries and testes were embedded in paratfin following the
aforementioned hight microscopy protocol. Sections were
placed in # vacuum for 24 hr, at 4°C. Sections were dewaxed
using standard techniques. Subsequently, they were placed
in 0.01 M hot pH 6 sodium citrate and allowed to cool to
room temperature. The samples were washed with 1X PBS
for 10 min. Endogenous peroxidase was mactivated with
3% hydrogen peroxide (). T, Baker) in methanol for 30 min.
Sections were then washed with 1x PBS for 5 min, and 1%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) was added
for 10 min. Sections were then washed with 1X PBS, blocked
with 1% albumin for 2 hr and incubated overnight with FOXL2
primary antibody (s¢-68348; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas. TX) at a 1:50 dilution. The following day, sections
were washed four times in 1X PBS for 5 min each. The Vector
AB kit was used, and sections were incubated with the anti-
rabbit secondary antibody at a 1:100 dilution in 1% albumin
(Sigma-Aldrich) for | hr at room temperature. Sections were
washed four times in 1X PBS for 5 min each and then placed
in the AB reagent prepared following the Vector AB kit in-
structions (Vectastain ABC Kit, Burlingame, CA). Sections
were washed aguin, four times in 1X PBS for 5 min each and
finally developed with diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) for
4 min. Slides were allowed 1o dry at room temperature and
mounted using Cytoseal mounting medium,

2.6 | Detection of A5-3BHSD activity
Fourteen-micron-thick sections were extracted from the
ussues included in Tissue-Tek, and incubated at 37°C in
histoenzymatic  detection medivm of AS-3¢HSD, com-
posed of 20 mg of fi-nicotinamide adenine dinucleotide (fi-
NAD; N1636-250; Sigma-Aldrich), 20 mg of Nitro Blue
Tetmzolium (N5514-10; Sigma-Aldrich) and 2 mg of de-
hydroisoundrosterone (D-4000; Sigma-Aldnich) for | hr
Sections were washed with distilled water and mounted in a
permanent agueous medium (Dako™!) for observation under
a light field microscope (Levy et al., 1959).

2.7 | Western Blot analysis

Snap-frozen testicle and ovary were homogenized in lysis
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4. containing 1% Nonidet
P-40, 05% sodium deoxycholate and 0.1% sodium dodecyl
sulphate), in the presence of a protease inhibitor mixture

and centrifuged at 16,000 g for 20 min at 4°C. Supernatants
were collected and stored at —80IC until use. Total pro-
rein content in supernatants was assayed using the Pierce
Bicinchoninic Acid Protein assay (Thermao Scientific,
IL, USA). Fifty micrograms of protein from rtesticle and
ovary homogenates, diluted in loading buffer (Lacmmli
2 x containing 1% de f-mercaptocthanol), was separated
by electrophoresis on 12% SDS-PAGE home-made gels at
150 V for 60 min and transferred onto u PYDF membrane
(Bio-Rad Laboratories, Hercules. CA, USA), using semi-
dry blot system (Bio-Rad) at 25 V for 50 min. Membranes
were blocked in PBS/2% non-fat dry milk, overnight at
4°C and mcubated overnight at 4°C with pnmary antibod-
ies SOX9 (AB5535, Millipore, Burlington, MA), FOXL2
(sc68348, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), VASA
(Abcam, abb13840) snd P-actin (A2066, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO), After washing with PBS/A).2% Tween,
membranes were incubated with HRP-conjugated second-
ary antibodies anti-rabbit 1gG (Invitrogen, CA, USA) at RT
for 1.5 hr. Chemiluminescence revealed immunoreactiv-
ity bands, employing a Super Signal Wets Dura Extended
Duration Substrate Kit (Thermo Scientific, IL, USA) ac-
cording to the manufacturer’s protocol. The optical density
(intensity/mm2) for each band was quantified by densitom-
ctry using Imagel software,

28 | Densitometric analysis

The optical density of cach sample was normalized with re-
spect to corresponding actin values, Expression values for
each protein are represented as arbitrary relative expression
communities, obtained from the ratio of protein interest/actin
for each sample, Relative expression values are represented
a5 the mean derived from independent experiments = stand-
ard deviaton, One-way analysis of variance (ANOVA),
followed by a Tukey multiple comparison test with a 95%
confidence interval was performed. using the Statgraphics
Centurion XV statistical program.

3 | RESULTS
3.1 | Morphology of Ambystoma mexicanum
ovary

Ovarian fragments from |8-month-old A. mexicanum were
processed 1o provide a structuryl descnption; oocytes were
classified sccording to their stage of development based on
Uribe (2010) and Erler, Sweeney, and Monaghan (2017).
Oviries were observed as paired, voluminous structures that
are located in the posterior mid-body region to either side of
the midline, parallel to the kidneys. The wall of the ovary
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FIGURE 1 Morphology of ovaries and testicles of 18-month-obd Ambysioma mexicamum. (0) A y of the female reproductive system
from an antenior (A) and posterior () perspective. Ovaries (0), oviducts (Ov), oocytes (arrow). (b) Histological section of an ovarian fragment
where oocytes undergoing stages 11 1L IV, V and V1 are visible in the lemen (1) Pigmentation is evident af the animal pole in stage V and stage V1
vocytes. (¢) Semi-thin ovary section. where oocytes are visible at stages 11 and 1V und among them an oogonia nest (Oo) and an oocyte at stage |
At the ey, there are two oocytes at stages Vo and VI surrounded by follicular cells {arrow), and at the centre the lumen (1), (d) Semi-thin ovirion
section showing epithelial cells on the ovarian wall (). vogonia nests (Oo) and oocytes at stages | and 11 with prominent nucleus (0) and several
nocicolt (nl). as well as an vocyte at stage V with follicular and theca cells (armow), (¢) Anstomy of the male reproductive system. Testis (T),
efferent ducts (Ed). fatry bodies (Fb), amtenior region (A), posterior region (P). (1) Histological section of the testicle, showing different stages of
spermatogenesis from the anterior region (A) w the pasterior (P). (g) Section of the testicle showing the testicalar lobes (Lb) containing cysts (Cy),
and showing spermatogoaia (Sg) nests at the periphery, (h) Amplification of the anterior region of the testicle, showing cysts (Cy) within the lobes
(Lb), note the nuclel of Sertoli cells (arrow) surounding the cysts. At the Lt are ssolated or grouped spermutogonia (Sg)

is transparent, making it possible to observe the larger vi- lighter. Morphologically, the ovary appears to have a saccu-
tellogenic oocytes, which manifest clear regionahzation,  lar structure; the outer limit of the ovary is made of cubic or
where the animal pole is darker due to pigmentation and the  flattened epithelial cells und st some points on this delimit-
plant pale, with greater concentration of yolk (Figure la), is  ing epithelium, groups of oogonia and stage I oocytes can be
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observed forming nests (Figure lc.d), At the periphery of the
ovary, attached to the epithelium ure the follicles at different
stages of development, which hang from the wall. and grow
and develop into the ovarian cavity (Figure 1h). The follicles
in primary growth at stage [ are located in the nests, formed
from oocytes that have a spherical nucleus with a nucleolus,
and outside @ number of flattened follicular cells surround
the oocyte (Figure Ib.c.d). In stage 1 follicles, the nucleus
of the vocyte is central and sphencal, contaming ane or more
nucleoli and is already completely summounded by follicular
cells. At stage 111, the nucleus of the oocyte is lurge. sphencal
and has several peripheral nucleoli, and its cytoplasm is ho-
mogeneous with peripheral vitelline vesicles, which are sur-
rounded by a layer of flattened follicular cells (Figure 1b.c,d).
From stage IV onwards, secondary growth begins, where the
presence of yolk is evident at the periphery of the oocyte cy-
toplasm. During stages V and VI, the size of the oocytes in-
creases markedly by the accumulation of yolk platelets, and
at stage V, the animal pole is clearly distinguished by depo-
sition of pigment 1n the cortical cytoplasm {Figure 1h). At
stuge V1, the yolk platelets are larger and more abundant and
are mostly located at the plant pole. At the periphery of stage
Vand stage VI oocytes, the follicular wall consisting of thin
follicular cells 1s notable (Figure 1c,d).

3.2 | Morphology of the Ambystoma
mexicanum testicle

Anatomically, A. mexicanum iesticles were observed as
paired organs located parullel o the axis of the body, at-
tached to the dorsal wall of the body by the mesorchium
and located prior to or cranial to the kidneys (Figure le).
These are elongated structures composed of several lohes
and are surrounded by fibrous connective tissue that forms
the tunica albuginea. Histologically, the testicles consist
of testicular lobes, including interstitial connective tissue
(Figure 1f,g.h). This morphological conformation indicates
that the spermatogenesis process oceurs longitudinally from
the anterior or cephalic dorsal region towards the caudal or
posterior region of the testis; this is a process of gradual
and regionalized germ cell maturation, which is also cystic.
Each testicular lobe is made up of several cysts and each
of these cysts 1s structured by the relationship between one
or several spermatogonia and one or several Sertoli cells.
1o form the wall of the cyst (Figure 1h). Depending on the
testicular region, the lobes present cysis with development
that is synchronous with the germ line cells, which mature
progressively in a caudal cephalic direction with respect
to the testis. In this way. in each testicular region we can
observe lobes with cysts that manifest different types of
spermatogenic cells, ranging from spermatogonia located at
the periphery of the anterior or cephalic region, to cysts of

primary spermatocytes, secondary spermatocyies, sperma-
tids and spermutozos towards the posterior or caudal region
(Figure 1f.g.h). Testicular lobes are surrounded by loose in-
terstitial tissue, where Leydig cells are located.

3.3 | Expression of SOXY, FOXL.2 and
VASA proteins in Ambystoma mexicanum testis

Combining Nomarski's mucroscopy and immunofluorescence
techniques. it was spparent thar SOXY protein expression
is located in the nucleus of Sertoli cells. Evidently, within
cach testicular lobe, spermatogenic cells differentiated to the
same degree can be identified, grouped into cysts in the same
lobe, Likewise, cach cyst is associated with several Sertol
cells (Figure 2a.b,c). Regarding the expression pattern of the
Foxi2 protein, no expression signal was detected in situ in the
A. mexicanum testis (Figure 3a). As for the expression of the
Vasa RNA helicase, this was located in the cytoplasm of germ
or spermatogonia cells within cysts that form lobes located in
the peripheral dorsal and more cephalic region of the restis
(Figure 4a,b.c), It was apparent that as sperm cells progress in
their differentiation, the cytoplasmic expression of the VASA
protein declines, which was evident in spermatogonia that are
inifiating meiosis, that is primary spermatocytes (Figure 4¢).

34 | Expression of SOX9, FOXL.2 and
VASA proteins in Ambystoma mexicanum ovary

In 18-month-old A, mexwcanum ovanies, it was not possible 1o
detect the expression of the Sox9 protein by immunofluores-
cence (Figure 2d). This may be due to the fact that the ovary isa
large and elongated structure, and this technigue obtains 20-pm
sections, so SOX9is probably indicated by oogonia nests, as ex-
pression of this gene would be required for oogenesis. Contrary
to what was found with the Sox? transeniption factor, Foxi2
protein expression was ohserved in the cvtoplusim of follicular
cells that surround oocytes at different stages of follicular de-
velopment, bemg most evident in vitellogenic cocytes, where
many yolk platelets have already accumulated (Figure 3), With
respect to the expression pattern of the Vasa protein, as in most
vertebrates, this was observed in the cytoplasm of previtello-
genic aocytes or during primary stage [T growth (Figure 4d),

3.5 | Detection of A*-3pHSD enzymatic
activity in Ambystoma mexicanum
testes and ovaries

A*3BHSD activity was detected by the accumulation of
granular formazan deposits, resulting from the transfer of hy-
draxysteroid hydrogen to the tetrazolium salt, by meuns of a



MENDOZALRUZ i1 a1

FIGURE 2 Expression of the
wanscraption factor Sox¥ in testis and ovary
of Ambystoma mesicara. (3) Expression
of the Sox? protein in the nuclei of Sertoli
cells (red) located between the cysis tha
make up the testicular lobes (black contour ),
(b) Amplification of (a) where the nuclel
of Sertol cells (red) are visble, adjacent 10
CYMs g secondary sy yies
(Spe2) surrounded by lobes with clongated
spermatids (Spd2 ) (¢) Detail of another
region of the wsticle where lobes with
sperm cells are visible a different stages
of development grouped in cysts and
asociated with Sertoli cells, the latter
evidenced by the positive expression of
SOX9. (d) In the ovary, no SOX9 signal
was detected as shown in o stage 111
peevitelogeme oocyse (Pl

pyndine nucleotide (NAD+4). In this way, the salt is reduced,
und because its reduced form is insoluble and coloured
(formazan salt), this is deposited af the reaction site. Because
of this, we identified A*-3pHSD activity in A. mexicanum
testicles, similar 1o that detected in mouse testicles, used s a
positive control for this technique (Figure 57). Formazan de-
posits accumulated in cells located in the interstitial compart-
ment that surrounds the testicular lobes (Figure 5a), where
Leydig cells are usually found in the testicles of vertebrates.
Analysing the accumulation of formazan granule deposits i
greater detail, these deposits were detected in cells with ster-
vidogenic characteristics, demonstrated by lipid accumula-
tion (Figure 5b,c). In the ovanes of A. mexicanum, deposits
of formazan, which are a sign of steroidogenic activity, were
detected in some cells located in the theea region of the fol-
licles (Figure 5d). A weak signal was aiso observed at the
periphery of the vitellogenic oocyte cytoplasm (Figure 5¢).

3.6 | Quantification of SOX9,
FOXL2 and VASA proteins in testes and
ovaries of Ambystoma mexicanum

Protein quantification was performed by Western biot trans-
fer analysis (Figure 6a). We perceived that similar to the

results obtained for the Jocation of the protein for the tran-
scription factor SexY, this factor was expressed in both sexes;
however, the expression of this protein was significantly
higher in the testicles than in the ovaries. In the case of the
Foxi2 protein, as shown by the immunohistochemical tests,
this was not detected in the testicles; however, in the ovanes,
protein expression of this gene was clearly evident. We also
discerned that the Vasa protein is expressed both in the ovary
and in the testis; however, higher levels were desected in the
testis (Figure 6¢), The p-actin loading control was used as a
positive control, with no apparent differences between ovary
and testis (Figure 6h).

4 | DISCUSSION

The external morphology and histological structure of the
A, mexicanwm ovary from |8-month-old specimens used in
the present investigation confirms that these are sexuvally ma-
ture organisms or reproductive adults, In the ovary, oogonia
located in nests were observed at different sites in the ovar-
ian wall with vocytes at different stages of development, that
is from primary growth (previtellogenesis) during stages 1,
11 and HIT to secondary growth (vitellogenesis) during stages
IV, Vand V1. Likewise, in the male gonads there is typical
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FIGURE 3 Immunohistochemical
localization of the Foxl2 proseimn m 1ests (a)
and ovary (b-e) of Ambystomur mexicanwn.
(@) In the testiches, no FOXL2 prosein
signal was detocted in any cell type. (b)
Ovarian section used as a specificity
control, where the primuary antibody was
omitted. () Ovirian section, wherne 3 stige
Vi vitellogenic vocyte (Ve Vi) surrounded
by follicular cells (fe) is visible. (d)
Amplification of (¢) where follicular cells
(fe) expressing FOXI2 are visible. (¢)
Grester amphification of oocyte formed oot
of yolk plaselets (vp), where the positive
expression of FOXI2 in the surmounding
follicalar cells (fe) is evident

active cystic spermatogenesis with a type of candal cephalic
maturation, coinciding with the characteristics that have been
mentioned for other urodeles (Eder et al., 2017; Propper,
2011; Uribe, 2009, 201 1; Uribe and Mejia-Roa, 2014). It thus
appears that adult organisms of A. mexicanum show a typical
urodele reproductive pattern, despite continuing to maintsim
larval characteristics.

In the present study, we analyse Sox9 gene expression
involved in testicular function and Fad2 gene involved in
the ovarian function of vertebrates, is well a8 the expression
of highly conserved Vasa helicase in the development and
maintenance of the germ line. Although the morphological
changes that occur in the developing testicles and ovaries are
well-defined in some amphibian species, especially anurans,
the genetic regulation of gonadal morphogenesis in urodele
amphibians is poorly understood. However, it is probable
thai genes involved in testicular and ovarian morphogenc-
sis and their muntenance are expressed in a spatiolempo-
ral manner coinciding with the morphological changes that
occur during gonadal differentiation. In the A, mexicanum

testicle, the Sax¥ protein was detected in somatic cells, which
correspond to Sertoli cells and coincides with their location
within the testicular Jobes. Therefore, considering what has
been observed in other amphibians and vertebrates in gen-
eral, the Sex¥ gene in A. mexicanum may play a role in the
development of testiculur structures and, therefore, in the
differentiation and maintenunce of the testis, The expression
of 5ox9 in the urodele amphibian A. mexécanum suggests
an evolutionarily conserved role in the development of ver-
tebrate testicles. The functional importance of Sax9 n the
differentiation of the male phenotype (testicular differenti-
ation) has been widely reported among vertebrates (Kent,
Wheatley, Andrews, Sinclair. & Koopman, 1996; Morais
da Silva et al., 1996; Moreno-Mendoza et al., 1999; Spotila,
Spotila. & Hall, 1998). In particular, among Anuran amphib-
ians, the expression of Sox? has been studied in some species
of adult amphibians such us R rugosa and X. laevis, where
the expression of Sex? is dimorphic, and only detected in the
testis (Flament et al., 201 1; Osawa et al,, 2005; Takase et al,,
2000). However, in other Anuran such as X, tropicalis and
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FIGURE 4 Expression of RNA
helicase VASA in the iestis and ovary of
Ambyxtama mexicanon. (a) Trnsverse

and anterior section of testis, where VASA
profein exp in the cytopl ol sperm
cells is shown in red. (b) Amplification
of () where three lobes are vissble (Lb)
containing VASA-pusitive cells, in which
their cytoplasm s completely red and cells
marking this appear to decrease (Amows),
() Greater magnification shows a lobe
with three cysts containing spermasogonia,
evidenced by the expression of VASA tha
completely surroands the nucleus (%) of
these cells. Adjacent to this lobe, another
lobe s found with cells where VASA
capression i docreasing, iwbicating that
these are primary spermatocytes (Srows).
(d) In the oviry of Ambyxtoma mexicanon,
VASA was d d in the previtelloge
oocytes and 2 stage 1T oocyte (PVID) is
shown

Bufo marinus, in addition o the detection of Sex¥ protein
expression in the testicle, it was also observed in the ovary, in
the cytoplasm of previtellogenic oocytes (Abramyan, Feng,
& Koopman, 2009; El Jamil et al., 2008). Similarly, in the
urodele amphibian P walil, Sux9 expression wis detected us
much in ovaries as in testicles (Dumond et al., 2011), find-
ings that corroborate with those of this study. Recently, the
Penrad-Mobayed group investigated the nuclear localization
of the SOXY protein in adult oocytes of the Anuran amphib-
ian species X. laevis, X. tropicalis and the urodele P walil,
They observed that there is indeed a nuclear localization of
the Sex¥ protein in nuclear extracts from adult oocytes of
these amphibians and they suggest & role in post-transcnp-
tional processes and possibly u different biological role on
the pant of this protein, in the later stages of oogenesis (El
Jamil et al., 2008; Penril-Mobayed et al., 2018). Evidently,
the expression of the SOXY protein in adult ovaries, specif-
ically in oocytes, is not restricled to species of Anuran am-
phibians or urodeles, but also occurs in fish such as Oryzias
latipes (Yokoi e1 al, 2002), Danio rerio (Rodriguez-Mar
et al, 2005), Chapalichthys encaustus (Guerrero-Estévez
et al, 2012) and even reptiles such as Crocodvius moreletii
(Martinez-Judrez, Lopez-Luna, Pormas-Gomez, & Moreno-
Mendoza, 2018), so this may in fact be a general charac-
teristic of anamniotes and amniotes (Dumond et al., 2011;
Penrad-Mobayed et al., 2018).

Among genes that maintain the morphology and function
of the ovary, we analyse the Foxl2 transcription factor, which
has been described as being respoasible for the transforma-
tion of androgens to oestrogens and granulosa cell differenti-
ation (Nef & Vassalli, 2009; Villarcal & Aguilar, 2014) and
for maintaining the morphology of the adult ovary in several
vertebrate species (Uhlenhaut et al., 2009). In the A. mexica-
num ovary, we found that Foxl2 protein expression is located
in the cytoplasm of follicular cells, surrounding oocytes un-
dergoing secondary growth during stages V and V1 (vitello-
genic), during which the large accumulation of yolk platelets
is already evident, conforming with the idea that the expres-
ston pattern for the Foxd2 genc is highly conserved throughout
evolution (Bertho et al., 2016). In the testicle, Foxi2 protein
expression wias barely detectable by Western blot or by im-
munohistochemistry, which suggests a dimorphic role for this
gene during ovarian and testicolar differentiation in A, mexi-
canum. Tt has been proposed thist Fal2 expression is essential
for the differentiation of granulosa or follicular cells and for
the maintenance of the ovary, by negatively regulating the
expression of Sax9. In the absence of Fax/2, there is no differ-
entistion of granulosa cells and, therefore no folliculogenesis,
as primary follicles die by apoptosis in the absence of func-
tional granulosa cells. As mentioned, m our observations of
A, mexicanum, Foxd2 presents a sexually dimorphic expres-
sion pattern, so it can be considered an indicator of female
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functional heterogamy (Schmidt et al., 2004; Shoemiker-
Daly et al.. 2010; Cocquet ef al., 2018). Fox/2 has not been
widely studied in amphibians, but as in mammals and other
vertebrates, it s also linked to the feminization and main-
tenance of the gonad (Bertho et al., 2016). In some Anuran
species such as R, rugasa, X. laevis and Lithobates svlvaticus,
Foxl2 s expressed in the gonids of both sexes, although sub-
sequently clear dimorphic expression is observed, where ex-
pression levels in the ovanies are more evident (Flament et al.,
2011 and Bertho et al., 2016: Piprek, Damulewicz, Kloc, &
Kubiak, 2018). In the giant salamander Andrias davidianus,
which has a close phylogenetic relationship with £ wali. the
expression of adFoxi2 was characterized by observing that
transeript levels gradually increase in the ovary during the
finst 5 years of life, being detected at significantly higher
levels in the ovary than in the testicle. In situ expression is
detected in ovarian grunuloss cells and weakly in spermato-
cytes in the tesns (Hu eral., 2016). Based on our observations
for A, mexicanum, we can assume that at some time Sex®
and Foxl2 may coexpress during gooadal morphogenesis, in
order to carry out some function possibly related to the mech-
anisms of gonadal sexual determination and differentiation,

FIGURE 5 Detection of the A™
IPHSD enzyme in testis (a b and ©) anx!
ovary (d and ¢} of Ambrystoma mexicamm.
(a) Expression of A*-3pHSD in Leydig (L)
cells located in the mterstitium sarrounding
the testicular lobes (Lb). (b) Detail of
A"-3PHSD expeession in the cyloplasm of
Leydig cells {Lc) located in the interstitium
and adjacent 10 the membrane of two
testicular lobes (Lb) contaming elongated
spermatidys (Spd2). () Detection of a
Leydig cell with formazan deposits located
adjacent 10 @ testicular lobe (Lb) made up of
o spermands (Spd 1), (d) Detection of
A'-3BHSD activity in theca cells (Tc) of 2
follicke containing a vitellogenic oocyte. i)
Desection of increased A-3PHSD cnzyme
expression in theen cells (Te). () A™-3pHSD
activity in Leydig cells (*) in mouse tesiis
used as 4 positive control

Subsequently, the dimorphic expression of these genes would
influence the establishment of ovarian and testicular func-
tionality in sexvally mature organisms. In this way. Foul2
gene function remains in the granulosa cells, while continu-
ing to regulate and maimtam ovarian functionality.

Vasa is a gene that has been used as a germ cell marker
in vertebrate and invertebrate species (Molyneaux & Wyhie,
2004), The Vasa gene codes for an RNA-dependent heli-
case that belongs 10 the DEAD box protein family, is germ
hoe-specihic and 15 necessary not only for germ cell spec-
ification during embryogenesis, but also for gametogenesis
(Soatome, Isomura, Seki, Nakamura, & Nakamura, 2010). In
this investigation, Vasa was located in germ line cells of ova-
rics and testicles of A, mexicanum, specifically in oocytes and
spermatogonia, coinciding with that observed in a number of
Anuran species (Erfer ef al., 2017; Komiya, loh, Ikenishi, &
Furusawa, 1994; Marracei et al., 2007), In the A. mexicanum
ovary, Vasa was expressed in the cytoplasm of cocytes un-
dergoing primary growth (previtellogenic) stuge 111, which
is similar to the pattern of expression observed in previtello-
genic oocytes of Rana ridibundo, Rana esculenta and Rana
lessonae (Marracer et al., 2007), as well as in the adalt testis
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FIGURE 6 Expression of protein (@ o BOX3
from genes Souxd, Foxi2 and Vasa in the s
testis and ovary of Ambystomo mexicanum : -
(a) Imasunoblot for SOX9 (S6kDa), b -
FOXL2 (38kDa) and VASA (76kDa). (b) w0 =4
Smooth muscle -actin (42kDa). (¢) The
relative expression levels obtained from the =
densitometne smalysis of the bands obtained o
for each protein are visible; these were
lized with respect 1o actin p Mae  Favaie [T — Wl Ferzain
Significant differences between sexes
*(p < 05)
(®) o B-ACTINA (c)
]
Ll
@
: — — B Make
. female
8]
Men  Femae

of X. laevis and R. rugosa (Soatome et al., 2010). Vasa pro-
tein expression levels were higher in the testis, which may
be due to the fact that in the ovary, VASA is detected only in
cell groups similar 1o those detected in nests and to the fact
that as the follicular stage progresses and follicles become
previtellogenic, VASA expression decreases considerably.
Contrarily, in the case of the testicles, VASA was cxpressed
in all the spermatogonia that make up the testicular lobes,
probably representing the majority of cells that express this
RNA helicase.

The transformation of A*-3HSD is essential for the bio-
synthesis of all Kinds of active steroids such s progesterone,
glucocorticoids, androgens and oestrogens. These steroid
hormones play a crocial role in the differentiation, develop-
ment. growth and physiology of most human tissues (Morel
et al. 1997). The detection of A™-3PHSD enzymatic activ-
ity in the A, mexicanuwn testis was evident m Leydig cells,
owing to the accumulation of formazan deposits in the lipid
droplets contained in the cytoplasm of these steroidogenic
cells. In the ovaries, A*-3HSD was observed in cells located
in the theca region surrounding the follicles, These positive
cells mostly correspond to oocytes undergoing previtello-
genesis 111, suggesting that steroidogenic cells arc active in
18-month-old A. mexicanum females. In this regard, in some
amphibians such as Rana cateshbeiana, masculinization has
been seen (o occur, when A™-3PHSD activity decreases (Hsu,
Hsu, & Liang. 1979; Hsu, Yu, Ku, Chang. & Liu, 1991).
Studies of larvae and adults of X. laevis revealed A*-3HSD
enzyme activity in the interrenal, kidney and gonad tissue,
Steroidogenic activity is weak but positive during carly and
advanced stages, similar to that observed in R. caresbeiana

larvae, Similarly, after ovarian and testicular sexual differ-
entiation, little hormonal activity is apparent, and no differ-
ences concerning this activity between sexes (Kang, Marin,
& Kelley, 19953 In £ waldl, this enzyme has been detected
by histochemistry in testis and ovary (Collenot & Collenot,
1977). In other vertebrates such as the Mabuya carinata
lizard, during their annual spermatogenic cycle, there is a
well-defined seasonal hipid cycle and sterondogenic activity
in the testicle. In spermatogenically active testicles, the lip-
ids are scattered and A°-3PHSD activity is evident in Leydig
cells (Shivanandappa & Devaraj-Sarkar, 1979). In the inter-
stitium of A. mexicanum testicles, we find what we antici-
pated considering other reptiles and vertebrates, A%-3pHSD
activity in Leydig cells (which produce steroid hormones).
which corroborates the fact that 18-month-old male A mex-
icamum are glready sexvally mature and that steroidogenic
Leydig cells are located in the interstitial region of the testi-
cles as in all vertebrates,

In conclusion, the 18-month-old A, mevcanum females
and males are sexually mature. Also ut this age. we found
novel results that corroborate the dimorphic expression of
the Sox¥ and Foxl2 genes in males and females, respectively,
providing evidence that some ovanan and testicular differ-
entiation cvents are conserved among veriebrates. Similarly,
the expression of the Vasa gene in the oocytes and sper-
matogonis of this urodele also maintains & conserved role,
Likewise, in this study, for the first time, the steroidogenic
thecal and Leydig cells were identified by their physiological
activity, indicating hormonal activity in these organisms, In
summary, our results suggest that the molecular mechanisms
related to ovarian and testicular function in A, mexicanum
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follow a similar pattern of expression to that described in
most vertebrates that are not altered by their neotenic condi-
tion. Theretore, these results are expected to promote furure
research on the reproductive biology of A. mexicanum and
among urodele amphibians in general.
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CAPITULO I

Expresion de los genes Sox 9y Vasa durante la diferenciacion gonadal en larvas

del anfibio urodelo: Ambystoma mexicanum
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RESUMEN

En mamiferos, la determinacion sexual involucra procesos moleculares que originan
vias alternas en cuanto a la expresion génica previa a la diferenciacion gonadal desde el
establecimiento del primordio gonadal hasta un ovario o testiculo ya diferenciado. Muchos
de los genes que participan en la via de diferenciacion gonadal han sido estudiados
ampliamente en varios grupos de vertebrados y se ha visto que conservan su funcion. En
anfibios anuros el conocimiento en este sentido es mas amplio en comparacion con lo
reportado para urodelos. El objetivo de este estudio es caracterizar la expresion de los
genes Sox9 y Vasa, durante la diferenciacion gonadal en larvas del anfibio urodelo A.
mexicanum. Se obtuvieron larvas de estadios (E) 50, 53, 55, 57 y 3 meses de edad, las
cuales se procesaron para detectar por inmunofluorescencia en la region media del cuerpo
la expresion de la proteina de los genes Vasa, Sox9 y laminina bajo microscopia confocal.
En larvas de E50, Sox9 se detectd en el nticleo de células somaticas, Vasa se expreso en el
citoplasma de células germinales y laminina se detectd en la membrana basal de la gonada
indiferenciada. En larvas de ES3, Sox9 se expresé en el nucleo de células somaticas, Vasa
se expreso en el citoplasma de células germinales y laminina delimit6 la region medular y
cortical de la gonada en diferenciacion. Durante la diferenciacion hacia ovario, en E55 y
E57, Sox9 se expreso en el nicleo de células somaticas mientras que en larvas de 3 meses,
no hubo expresion de Sox9. Vasa se detectd en el citoplasma de células germinales en
larvas de ES5 y E57 y en larvas de 3 meses se expreso en el citoplasma de ovocitos. Por su
parte, laminina se expreso en la region medular de la gonada en diferenciacion, asi como en
la membrana basal que rodea a los ovocitos de larvas de 3 meses. Durante la diferenciacion
hacia testiculo, Sox9 se expreso en el nicleo de células somaticas de larvas ESS y E57 y en
el nicleo de células de Sertoli en larvas de 3 meses, Vasa se detectd en el citoplasma de
células germinales en larvas E55 y E57 y las espermatogonias, mientras laminina, se
detectd en la membrana basal que rodea a los cordones testiculares de la gonada en
diferenciacion en larvas E55, ES7 y 3 meses. Estos resultados sugieren que Vasa y Sox9
son genes conservados en el anfibio urodelo 4. mexicanum, al igual que en mamiferos y

otros vertebrados.

Palabras clave: Ambystoma mexicanum, Sox9, Vasa, laminina
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INTRODUCCION

Se han investigado varios genes que participan en la via de determinacion sexual
principalmente en mamiferos. Estos genes estan evolutivamente conservados en todos los
grupos de vertebrados, ya que la expresion de genes homologos a los de mamiferos, tales
como: WTI, SF1, Dmrtl y Sox9, se ha descrito durante en el desarrollo de gonadas de aves
(Shimada, 1998), reptiles (Shoemaker y Crews, 2009), anfibios (Nakamura, 2009) y peces
(Ijiri et al. 2008). Sin embargo, atin no se conocen del todo las vias de sefializacion celular
empleadas para que, dentro de los distintos grupos de los vertebrados, se desarrollen
ontogenéticamente estructuras similares en los 6rganos reproductores (ovario o testiculo).

El gen Sox9 es requerido durante la determicacion testicular en mamiferos, pues
este codifica para un factor de transcripcion que se expresa en el citoplasma de las células
somaticas del primordio gonadal, durante la embriogénesis temprana en ambos sexos
(Santa-Barbara et al. 2000). En las células de las gonadas femeninas, Sox9 permanece en el
citoplasma y posteriormente disminuye su expresion ya que es regulado negativamente
cuando la génada se esta diferenciando; por el contrario, en las génadas masculinas, Sox9
se transloca al ntcleo de las células pre-Sertoli y sus niveles de expresion aumentan
significativamente cuando es ya difereciaciado en testiculo (Santa-Barbara et al. 1998).
Ademés de intervenir en el desarrollo gonadal en muchas especies, se ha demostrado que
Sox9 participa durante la condrogénesis y diferenciacion de la cresta neural (Hong y Saint-
Jeannet, 2005), asi como en la diferenciacion del ectodermo otico (Barrionuevo et al.
2008).

En el anuro Xenopus laevis, Sox9 fue expresado en el complejo gonada-mesonefros
desde el estadio 53 hasta el 56 en ambos sexos (Osawa et al. 2005). En R. rugosa se han

aislado 2 isoformas de Sox9, a y f, las cuales se han encontrado expresadas en ambos sexos
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durante el desarrollo (Takase et al. 2000). En Bufo marinus, la expresion de Sox9 fue
similar en ambos sexos durante la metamorfosis (Abramyan et al. 2009). En un andlisis de
gonadogenésis de Xenopus tropicalis, se encontrd que el ARNm y la proteina que codifica
para el gen Sox9 fue expresado en ambos sexos después de la metamorfosis y hasta que la
gonada esta bien diferenciada y se mantiene hasta que son organismos adultos. En el caso
del testiculo, la expresion de Sox9 se restringe al nucleo de las células de Sertoli, como ya
se menciono para otros vertebrados, y en el ovario se restringe al citoplasma de ovocitos
previtelogénicos, por lo que en este ultimo se desconoce su funcion (El Jamil et al. 2008).
En el anfibio urodelo, Pleurodeles walt en el estadio 56 (fin de la metamorfosis), Sox9 se
expresa en el citoplasma de células somaticas y germinales de individuos de ambos sexos.
En testiculo ya diferenciado, se expresd en el nicleo de células somaticas y en células
germinales se observo una leve expresion en su citoplasma. En ovario ya diferenciado,

Sox9 se expreso en el citoplasma de ambos tipos celulares (Dumond et al. 2011).

Vasa es un gen que codifica para una RNA helicasa dependiente de ATP. El gen
Vasa es conservado en varios grupos de vertebrados e invertebrados, lo que indica su
universalidad en el desarrollo de la linea germinal (Olsen et al. 1997; Yoon et al. 1997;
Castrillon et al. 2000). En mamiferos Vasa también se expresa een células germinales,
primordiales y por ende, es empleado como un marcador de la linea germinal, tanto en
gonadas embrionarias en desarrollo como en gonadas adultas (Gustafson y Wessel, 2010;
De Felicci, 2010).

En anfibios anuros como R. rugosa, la expresion de Vasa se localizd en el
citoplasma de células germinales tanto de ovario como de testiculo en estadios larvarios

tempranos como tardios, lo que sugiere que Vasa evolutivamente tiene un papel conservado
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en el desarrollo de células germinales en los anfibios, como en mamiferos (Soatome et al.
2010). En Rana lessonae, Vasa se expresa durante las primeras etapas de la gametogénesis,
siendo especifica de la linea germinal (Marracci et al. 2007). En el urodelo Pleurodeles
waltl, Vasa se expresa en células germinales de larvas en estadio 35, cuando la eclosiéon
ocurre (Bachvarova et al. 2004; Al Assad et al. 2012). En Ambystoma mexicanum se
observo la presencia del ARNm de Vasa por RT-PCR en larvas estadio 40 en celulas
germinales, sin embargo, su expresion no fue evidente en gonadas (Bachvarova et al.
2004).

Al inicio de la formacion de los blastemas gonadales en machos y hembras de
mamiferos, la laminina se expresa en sus isoformas a5 y B1. La isoforma a5 es un marcador
temprano en la diferenciacion sexual, que se sugiere es regulado por factores determinantes
de la via testicular (Pelliniemi y Frojdman, 2001). En testiculos y ovarios indiferenciados
de ratas, la coladgena tipo III y las citoqueratinas se distribuyen de manera similar (Soatome
et al. 2010); sin embargo, la citoqueratina sufre cambios en su distribucion al iniciarse la
diferenciacion testicular (Fridmacher et al. 1995). La laminina, es una glicoproteina, no
colagena del tejido conectivo, que estructuralmente predomina en las membranas basales de
varios tejidos. Esta constituida por tres cadenas, la a, B y 7y, que presentan variantes e
isoformas. Entre las funciones de la laminina estan; la adhesion celular, el crecimiento, la
morfologia, la diferenciacion y la migracion (Tzu et al. 2008).

Estudios recientes en Rana rugosa durante el proceso de diferenciacion sexual
gonadal, emplearon a la laminina como marcador, que permitid observar que las
membranas basales se forman en las génadas que dardn origen a un testiculo durante la
diferenciacion sexual, como un indicativo del dimorfismo sexual en esta especie, al

formarse los cordones testiculares durante el estadio 25 de su desarrollo. En el caso del
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ovario durante las primeras etapas de desarrollo, la laminina se restringe a la cavidad
ovdrica, y posteriormente va cubriendo parcialmente a los ovocitos cercanos a esta cavidad,

asi como a ovocitos en crecimiento (Soatome et al. 2010).

Estudios en ratas, han revelado que la laminina es producida por células de Sertoli
(Sawada y Esaki, 2003) y células de Leydig (Dickson et al. 2002) en el testiculo, de igual
manera las células mioides peritubulares que también la producen (Richardson et al. 1995;
Fréjdman et al. 1999). En el caso del ovario las células de la granulosa y de la teca se les
atribuyen la produccion de laminina (Zhao y Luck, 1995; Frojdman et al. 1999). En R.
rugosa se observo un comportamiento similar al de la rata con relacion a la produccion de
laminina por las células de Sertoli y Leydig en testiculo y por las células de la teca y de la
granulosa en el ovario (Soatome et al. 2010). Esta glicoproteina estructuralmente
predomina en las membranas basales de varios tejidos, entre sus funciones estdn; la
adhesion celular, el crecimiento, la morfologia, la diferenciacion y la migracion (Tzu et al.
2008). Siendo el objetivo de este estudio caracterizar la expresion de los genes Sox9, Vasa y

laminina, durante la diferenciacion gonadal en larvas del anfibio urodelo A. mexicanum.

Ambystoma mexicanum

Ambystoma mexicanum, es un anfibio que pertenece a la Clase Amphibia, al Orden Urodela
y a la Familia Ambystomatidae (Servin 2011). Es una salamandra neoténica que alcanza la
madurez sexual, conservando caracteristicas morfologicas del estadio larvario (Eisthen y
Krause 2012). Es una especie endémica de los lagos de Xochimilco y Chalco en la Ciudad

de México (Zambrano et al. 2004; Eisthen y Krause 2012). Las alteraciones en su habitat
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para fines agricolas, han ocasionado modificaciones graves a su entorno, por lo que se

encuentra "en peligro critico" en la Lista Roja de la UICN (Contreras et al. 2009).

El ajolote habita en aguas Iénticas (ésto es, con poca o nula corriente de agua), a una
temperatura que va de los 10 a los 18 °C y con poca iluminacion. Utiliza refugios como
plantas acudticas y diferentes tipos de sustratos, al sentirse amenazado tiende a enterrarse
en el fondo del sitio en donde se encuentren. La calidad del agua es un factor muy
importante, parametros fisico-quimicos que deben considerarse para evaluar la calidad de
esta, son el pH, nitritos, nitratos, amonia, oxigeno disuelto, concentracion de cloro, dureza y
temperatura. Si estos parametros no son los adecuados, los ajolotes seran susceptibles a

contagiarse o enfermarse (Mena y Servin, 2014).

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron 4 puestas de huevos de 4. mexicanum que fueron donadas por el
laboratorio de Restauracion Ecoldgica del Instituto de Biologia, UNAM, FAUT-0112. Cada
puesta se trasladdé al acuario de la Facultad de Ciencias de la UNAM, en doénde se
mantuvieron en condiciones adecuadas para su desarrollo, es decir, con un fotoperiodo de
12 h luz:12 h oscuridad, a una temperatura de 16 = 2°C. Los organismos en estadios
larvarios tempranos, fueron alimentados con larvas de Artemia franciscana y mosquito
Culex stigmatosoma y Tubifex tubifex.

Se colectaron larvas en diferentes etapas de desarrollo y se clasificaron de acuerdo
con las tablas elaboradas previamente por Bordzilovskaya et al. 1989 y Nye et al. 2003. Los
dias de desarrollo se contaron desde el momento de la fecundaciéon (dias posfecundacion:

dpf), y se correlacionaron con los estadios de desarrollo (E). De acuerdo con analisis
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previos del desarrollo gonadal entre urodelos (Ikenishi y Nieuwkoop, 1978; Dumond et al.
2008), se decidi6 colectar y analizar organismos en E50, E53, E55, E57 y larvas de 3 meses
(n = 10 por etapa). Para efectos del sacrificio, los animales utilizados en esta investigacion
fueron tratados de acuerdo con las normas de la Comisién de Etica Académica y
Responsabilidad Cientifica (CEARC) de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Los organismos se colocaron en una solucion de NaHCO3 al 2% a 4 C, con el fin de
anestesiarlos, procediendo inmediatamente a su sacrificio por decapitacion (Guerrero y
Moreno, 2012). Se realizé una microdiseccion para aislar las gonadas en los estadios antes

mencionados.

Inmunofluorescencia

Para la deteccion de las proteinas Vasa, Sox9 y Laminina, se empled la técnica de
inmunofluoresencia sobre cortes transversales de larvas de E50, E53, ESS, E57 y 3 meses.
Para ello se utilizd la region media posterior de las larvas en diferentes estadios de
desarrollo de A. mexicanum que fueron tratadas para la deteccion de la proteina de los
genes Sox9, Vasa y laminina. Se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 min,
se lavaron en PBS durante Smin y posteriormente se colocaron en sacarosa al 30% durante
toda la noche. Pasado este tiempo se incluyeron en Tissue-teck y se congelaron en hexano.
Posteriormente se obtuvieron cortes seriados por congelacion de 20 um de grosor, en un
criostato (Leica CM1850). Los cortes obtenidos se colocaron en un desecador durante 2
hrs, posteriormente colocaron en cdmaras humedas y se lavaron en PBS 10 min, se
colocaron después en Triton al 1% por 10 min, se realizé un lavado rapido con PBS, pasado

este tiempo se coloco alblimina al 1% durante 2hrs a temperatura ambiente, posteriormente
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se incubaron a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo primario anti-Sox9 (Abcam
ab5535,1:200), anti-Vasa (Abcam ab13840-100, 1:250) y anti-laminina (Abcam
ab11575,1:200). Después de este tiempo se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno con
PBS, posteriormente se colocan en albumina durante 15 min, incubandose posteriormente
con el anticuerpo secundario (cy3 para Sox9, Vasa y laminina) durante lhr, después se
lavaron 4 veces con PBS, finalmente se montan las preparaciones con Dako. Los controles
negativos fueron incluidos empleando el mismo protocolo pero sin anticuerpo primario. Las
muestras fueron observadas bajo microscopio confocal (LSMS5 Pascal, Zeiss;

WWW.zelss.com).

RESULTADOS

En larvas de Ambystoma mexicanum de ES0, las gonadas se encuentran en una etapa
indiferenciada, morfologicamente las gonadas se observan como estructuras alargadas,
irregulares y compactas, se localizan en estrecha relacion con el rifidon mesonéfrico y
cercanas a los conductos de Wolff, constituidas por células germinales y células somaticas
en estrecha relacion. La proteina /aminina fue detectada en las membranas basales,
delimitando a los conductos del mesonefros, conductos de Wolff, asi como delimitando a
las gonadas (Fig. 1A). La expresion de la proteina de Vasa fue observada en el citoplasma
de las células germinales que conforman a la gonada (Fig. 1B). La expresion de la proteina
de Sox 9 fue observada en el nucleo de células somaticas de las gonadas, asi como en
células del mesonefros (Fig. 1C). En larvas E53, las gonadas son mas grandes y estan
conformadas por una mayor cantidad de células germinales y células somaticas, algunas
células somaticas localizadas en la region periférica de la gonada conforman un epitelio

cubico. La expresion de la laminina en este estadio evidencia el inicio de la diferenciacion
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gonadal, ya que delimita la region central o medular de la gonada y permite observar que
las células germinales se localizan en la region cortical (Fig. 1D). La expresion de Vasa se
localizo claramente en el citoplasma de las células germinales que se localizan dentro de la
gonada (Fig. 1E). La expresion de Sox9 en este estadio se observa principalmente en el
nucleo de las células somaticas de la gonada, asi como en el citoplasma de algunas células

del mesonefros (Fig. 1F).

Figura 1. Deteccion de las proteinas laminina, Vasa y Sox9 en larvas de estadios 50 y 53 Ambystoma
mexicanum. A) Deteccion de laminina en la membrana basal de la goénada indiferenciada (flecha) y
mesonefros (m) de larvas en E50. B) Inmunofluorescencia de Vasa detectada en el citoplasma de células
germinales en la gonada indiferenciada (flecha) de larva E50. C) Deteccion de Sox9 en el nicleo de células
somaticas en la gonada indiferenciada (flecha) en larvas ES0. D) Inmunofluorescencia de /laminina en larvas
en E53, se delimita la region medular interna (me) y la cortical (¢). E) Deteccion de Vasa en el citoplasma de
células germinales de gonada (flecha) al inicio de la diferenciacion E53. F) Deteccion de Sox9 en el ntcleo de
células somaticas de la gonada (flecha) y mesonefros (m). W, conducto de Wolff.
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Diferenciacion Ovarica

En E55 y E57 cuando las gonadas se estan diferenciando hacia ovario, se observa
una clara regionalizacion morfologica, definida por una region cortical y una region
medular interna. En la region cortical son evidentes un mayor nimero de células germinales
formando dos o tres hileras concéntricas, la region medular de la gonada presenta células
somaticas de forma irregular, las cuales limitan una cavidad en el centro de la génada.
En estos estadios la laminina se expresdé en la region medular de la goénada, lo que
evidencia que la via de diferenciacion es hacia un ovario, por las caracteristicas
morfologicas particulares observadas (Fig. 2A y 2D). La expresion de la proteina de Vasa
se observd en el citoplasma de células germinales, localizadas en la region cortical de la
gonada (Fig. 2B y 2E). La expresion de la proteina de Sox9 fue evidente en el nucleo de las
células somaticas que rodean a las células germinales (Fig. 2C y 2F). A los 3 meses la
gonada ya se ha diferenciado en un ovario y tiene una forma sacular con una cavidad
central; en la region cortical, unidos al epitelio ovarico se observan foliculos, conformados
por ovocitos meiodticos, rodeados de una capa de células foliculares y una delgada teca
formada por células aplanadas. En este estadio, /aminina fue expresada en la membrana
basal que rodea a cada ovocito (Fig. 2G). La expresion de Vasa se localiz6 en el citoplasma

de ovocitos (Fig. 2H). No hubo expresion de Sox9 (Fig. 21).
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Figura 2. Deteccion de las proteinas laminina, Vasa y Sox9 durante la diferenciacion ovarica de larvas de
Ambystoma mexicanum. A 'y D) Deteccion de /aminina en la region medular (me) de gonada en diferenciacion
en larvas E55 y E57, asi como en la membrana basal que rodea a los ovocitos de larvas de 3 meses (G). By E)
Inmunofluorescencia de Vasa detectada en citoplasma de células germinales en larvas ES5 y ES7, asi como en
el citoplasma de ovocitos en estadios 1 y 2 de larvas de 3 meses (H). C y F) Deteccion de Sox9 en el nucleo de
células somaticas de larvas E55 y E57. 1) No hubo expresion de la proteina para Sox9 en larvas de 3 meses.
(——» cavidad ovarica).
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Diferenciacion Testicular

En E55 y E57 durante la diferenciacion testicular se observan dos regiones; la
region cortical que se ha restringido a una capa de células epiteliales aplanadas que rodean
a la génada y la regiéon medular formada por células germinales las cuales se encuentran
formando grupos en estrecha relacion con las células somaticas, dando origen a los
cordones testiculares. Conforme avanza el desarrollo la linea germinal (espermatogonias)
se encuentran en estrecha relacion con las células somaticas (futuras células de Sertoli) y
son evidentes las, células mioides o peritubulares y las células de Leydig). En estos estadios
la proteina de laminina se observd rodeando a cada uno de los cordones testiculares, los
cuales posteriormente daran origen a los 16bulos testiculares (Fig. 3A y 3D). La expresion
de Vasa claramente se detectd en el citoplasma de células germinales (3B y 3E) y la
proteina de Sox9 se expreso en el nucleo de las células somaticas las cuales se encuentran
rodeando a las células germinales (3C y 3F). A los 3 meses la gonada estd completamente
diferenciada en un testiculo y es constituido por 16bulos testiculares. Cada 16bulo testicular
consiste de varios cistos con espermatogonias y cada cisto es constituido por una o varias
células de Sertoli las cuales forman la pared de cada uno, los lobulos son rodeandos por
células mioides o peritubulares y las células de Leydig del intersticio se observan cercanas
a vasos sanguineos. En este estadio la laminina se expresé en la membrana basal que rodea
a cada l6bulo testicular (Fig. 3G). La expresion de Vasa se localizé en el citoplasma de las
espermatogonias (Fig. 3H), la expresion de Sox9 se detectd en el nucleo de las células de

Sertoli (31).
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Figura 3. Deteccion de las proteinas laminina, Vasa y Sox9 durante la diferenciacion testicular en Ambystoma
mexicanum. A, Dy G) Deteccion de laminina en la membrana basal que rodea a los cordones testiculares de la
gonada en diferenciacion en larvas ES5, E57 y 3 meses. B, E y H) Inmunofluorescencia de Vasa detectada en el
citoplasma de células germinales en larvas E55, E57 y en espermatogonias de larvas de 3 meses respectivamente.
C, F e I) Deteccion de Sox9 en el nticleo de células somaticas de larvas E55 y E57, y en el ntcleo de células de
Sertoli en larvas de 3 meses.
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DISCUSION

La diferenciacion sexual de la gonada en vertebrados ocurre temprano durante el
desarrollo embrionario y éste es un proceso regulado genéticamente. Los mecanismos
detrés de esta diferenciacion, incluso el papel que tienen algunos genes durante este
proceso, no han sido completamente entendidos (Falconi et al. 2004), lo que ha sido objeto
de numerosas investigaciones. En este sentido, en la presente investigacion nos enfocamos
en las variaciones en los niveles de expresion de los genes Vasa y Sox9 durante la
diferenciacion de sexual de la gébnada de Ambystoma mexicanum.

En esta investigacion Vasa fue localizado en el citoplasma de las células germinales
de la gonada, durante diferentes las etapas, es decir, en la gonada indiferenciada, al inicio
de la diferenciacion, durante la diferenciacion y cuando ya esta la gonada diferenciada en
ovario o testiculo. Sin embargo, para 4. mexicanum se ha reportado que el ARN materno
para Vasa no es especifico para células germinales, sino que éste se expresa aleatoriamente
en embriones de etapas tempranas y es especifico para células germinales primordiales
(PGCs) en embriones tempranos, cuando éstas estdn ya en la gonada. Aunque la
distribucion de Vasa en larvas de ajolote aun no ha sido estudiada (Bachvarova et al. 2004,
ver Porras et al. 2021).

Es evidente que en A. mexicanum Vasa también puede ser empleado como un
marcador especifico de la linea germinal, similar para otras especies de anfibios anuros del
genero Xenopus en donde el gen Vasa (XVLGI), se expres6 en células germinales:
ovogonias, ovocitos, espermatogonias y espermatocitos. Sin embargo, Vasa (XVLGI),
también ha sido detectado en otros tipos celulares ademas de las gonadas adultas (Komiya

et al., 1994; Mendoza et al., 2020), es decir, en células de somitas, medula espinal y
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notocorda (Ikenishi y Tanaka, 2000).

La expresion de Vasa en A. mexicanum fue similar a lo encontrado para R. rugosa,
en donde la expresion de Vasa se localizé en el citoplasma de células germinales tanto de
ovario y testiculo en estadios larvarios tempranos y tardios (Soatome et al. 2010). En A.
mexicanum documentamos la expresion de Vasa durante estadios tempranos a partir del
ES50, pero es muy posible que se exprese en estadios mas tempranos del desarrollo similar a
otros anfibios anuros o urodelos, como es el caso del urodelo Pleurodeles waltl, en donde
Vasa se expresa en células germinales de larvas en estadio 35 cuando la eclosion ocurre
(Bachvarova et al. 2004; Al Assad et al. 2012). Coincidiendo con lo reportado para Rana
lessonae, en donde se identifico y caracterizo el ortdlogo de Vasa (RIVIg), en este estudio
se observo que este gen es especifico de la linea germinal y se expresa también durante las
primeras etapas de la gametogénesis (Soatome et al. 2010).

En A. mexicanum, al inicio de la diferenciacion gonadal en el estadio de desarrollo
53, al igual que en los estadios 55 y 57 donde se esta llevando a cabo la diferenciacion de
las gonadas, persiste la expresion de Vasa en el citoplasma de las células germinales, lo que
coincide con lo observado en el anuro Xenopus (Soatome et al. 2010; Hansen y Pelegri,
2021).

En larvas de 4. mexicanum de 3 meses de edad, la expresion de Vasa fue detectada
en el citoplasma de ovocitos en diferentes estadios de desarrollo, siendo similar a lo
observado en R. rugosa, en donde la expresion de Vasa se localiza en el citoplasma de las
células germinales de ovarios de renacuajos en etapa XX (Soatome et al. 2010). De igual
forma en renacuajos de etapas 46 y 54 de Xenopus, el citoplasma de ovogonias es positivo
para Vasa (Komiya etal. 1994). En relacion al testiculo, la expresion de este marcador de la

linea germinal, fue localizada en el citoplasma de espermatogonias, coincidiendo con lo
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documentado para Xenopus (Komiya et al. 1994), coincidiendo con lo reportado para R.
rugosa en donde Vasa se distribuye homogéneamente en el citoplasma de espermatogonias
(Soatome et al. 2010). En otras especies de vertebrados en edad adulta, la expresion de la
proteina VASA, también se ve restringida a espermatogonias y espermatocitos tempranos
en los testiculos y a ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos tempranos en el ovario
(Guerrero et al. 2012), como lo observado en A. mexicanum.

Se ha propuesto que la proteina Vasa puede participar en la union de los ARN
necesarios para la determinacion de células de la linea germinal (Yoon et al., 1997). Por
otro lado, se ha visto que el gen Vasa también es necesario para la migracion de células
germinales primordiales (Guerrero et al. 2012).

En A. mexicanum la expresion de Sox9 se localizo al inicio, durante y cuando la
gonada ya se ha diferenciado en ambos sexos. En larvas de A. mexicanum, durante el
estadio 50 cuando la gonada ésta indiferenciada, Sox9 se detecto en células sdmaticas de la
gonada estrechamente con las células germinales (futuras celulas de Sertoli) y en las células
del mesonefros, lo que coincide con lo observado en Xenopus laevis en donde Sox9, fue
detectado en el complejo gonada-mesonefros durante los estadios de desarrollo 53 hasta el
estadio 56 (Dumond et al. 2011; Flament et al. 2011). De igual manera coincide con lo
registrado para Bufo marinus en donde el ARNm de Sox9 se detectd en el ntcleo de las
células de Sertoli de testiculos en desarrollo (Abramyan et al. 2009). Asi mismo coincide
con lo registrado en el urodelo Pleurodeles waltl, en donde la expresion del ARNm de
Sox9, fue localizada en el complejo gonada-mesonefros de larvas en E42, siendo mantenida
la expresion sin cambio alguno durante el periodo termosensible del E42 al ES4 (Dumond

etal. 2011).

76



En A. mexicanum en larvas de estadios 55 y 57 durante la diferenciacion hacia
ovario la expresion de Sox9 se observo en el citoplasma de las células somaticas, sin
embargo, los estudios de inmunofluorescencia realizados en el ovario de larvas de estadio
56 de P. waltl, indican que la expresion de Sox9 se localiza en el citoplasma de células
somaticas y germinales (Dumond et al. 2011). En el anuro X. fropicalis la proteina y el
RNAm de Sox9 se detectaron cuando las gonadas estan en diferenciacion (El Jamil et al.
2008), similar a lo observado en etapas 55 y 57 en A. mexicanum. Cuando la gonada de A.
mexicanum ya se ha diferenciado en un ovario, Sox9 ha sido regulado negativamente, lo
que coincide con lo observado en R. rugosa y otros verterbrados, lo que denota que la
expresion de Sox9 se vuelve sexualmente dimorfica (Dumond et al. 2011; Flament et al.

2011).

En el ovario de 3 meses de 4. mexicanum, no se detectd expresion de Sox9,
contrario a lo observado en individuos de P. waltl en estadio 56 (al finalizar la
metamorfosis) en donde la expresion de PwSox9 se localizo en el citoplasma de células
germinales (Dumond et al. 2011), siendo similar a lo observado en el ovario de organismos
de X. tropicalis, que han sufrido metamorfosis, en éstos la expresion de la proteina de Sox9
se localizd en el citoplasma de ovocitos previtelogénicos y en el nucleo de ovocitos
vitelogénicos (El Jamil et al. 2008; Flament et al. 2011).

Investigaciones realizadas por el grupo de Penrad-Mobayed (2018), indican que
hallaron a la proteina SOX9 en el ntcleo de ovocitos adultos de algunas especies de anuros
como Xenopus laevis, X. tropicalis y del urodelo Pleurodeles waltl, por lo que sugieren un
papel en los procesos post-transcripcionales y posiblemente juegue un papel diferente en las

ultimas etapas del proceso de ovogénesis (El Jamil et al., 2008; Penrad- Mobayed et al.,
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2018). En el proceso de foliculogenesis, la expresion depende de la etapa de desarrollo del
foliculo, de tal forma que SOX9 se exprese mas en los ovocitos preantrales y se vea
reducida en los ovocitos antrales hasta su etapa de foliculo (Martinez et al. 2018). La
expresion de la proteina SOX9 en el ovario no es exclusiva de anfibios anuros ni urodelos,
ya que se ha observado en otras especies de vertebrados como en los peces Oryzias latipes
(Yokoi et al. 2002), Danio reiro (Rodriguez et al. 2005), Chapalichthys encaustus
(Guerrero et al. 2012) y en reptiles como Crocodylus moreletii (Martinez et al. 2018). En
estos estudios se han encontrado dos isoformas del gen Sox9, la isoforma Sox9a expresada
en testiculos y la isoforma Sox9h expresada en ovocitos previtelogénicos de D. rerio
(Chiang et al. 2001), es posible que la presencia de estas isoformas sea la que provoca que
Sox9 se encuentre tanto en machos como en hembras en adultos y larvas de varias especies
de vertebrados.

En A. mexicanum durante la diferenciacion de la génada hacia un testiculo, la
expresion de Sox9 se detect6 en el nucleo de células somadticas, similar a lo que ocurre en X.
tropicalis, en donde la expresion del RNAm asi como de la proteina de Sox9, se restringio a
las células somadticas en la gonada masculina (EI Jamil et al. 2008). En A. mexicanum en
estadio 57 la expresion de Sox9 se detectd en algunas células del mesonefros, similar a lo
observado en P. walt/, (Dumond et al. 2011). En la etapa de gonada ya diferenciada en el
testiculo en 4. mexicanum, la expresion de Sox9, se localizo en el nucleo de células de
Sertoli, lo que coincide con lo que se observa en X. tropicalis. Estos resultados indican una
expresion dimorfica tardia, lo que sugiere que Sox9 participa durante la diferenciacion
sexual mas que en la determinacion del sexo. Muy posiblemente niveles de expresion
dimorficos de Sox9 existen durante los eventos de determinacion y diferenciacion gonadal

(Takase et al. 2000; El Jamil et al. 2008). En larvas de 3 meses de edad en A. mexicanum la

78



expresion de Sox9 fue detectada en el testiculo, coincidiendo con lo reportado para
organismos jovenes de Rana rugosa en los cuales las isoformas Sox9a y § se expresaron en
testiculo (Flament et al. 2011). En Bufo marinus los niveles de RNAm de Sox9 en testiculo,
fueron idénticos que en ovario, esto ocurre cuando se esta llevando a cabo el proceso de
metamorfosis (Dumond et al. 2011). En A. mexicanum la expresion de Sox9 se observo en
el nucleo de las células somadticas en las diferentes etapas de desarrollo incluso en gonadas
de adultos, contrario a lo que se observa en P. waltl, en donde la expresion de Sox9 en el
testiculo fue en el nucleo de células somaticas y germinales y conforme avanza el
desarrollo el marcaje es evidente en el citoplasma (Dumond et al. 2011).

Durante la formacion del blastema gonadal de raton en machos y hembras, los isotipos
S5a y 1P son expresados, siendo la expresion del isotipo Sa que es un marcador molecular
temprano de la diferenciacion sexual, la que posiblemente sea regulada por factores de la
determinacion testicular (Pelliniemi et al. 1998; Frojdman et al. 1999; Pelliniemi y
Fr6jdman, 2001). Lo que nos permitiria distinguir con facilidad a la gonada al ser la
laminina un marcador temprano de la diferenciacion sexual.

En la presente investigacion, larvas de A. mexicanum en estadio 50, la laminina delimitd
a la goénada indiferenciada y a los conductos del mesonefros, mostrando una estructura
sacular de la gonada, coincidiendo con lo encontrado en larvas de R. rugosa en estadio de
desarrollo 25, en donde no se observaron cambios en la estructura de la membrana basal y
el marcaje de laminina revel6 una estructura sacular de la gonada indiferenciada (Soatome
et al. 2010).

En larvas de estadios 53, 55 y 57 de A. mexicanum, la expresion de laminina se

observo limitando la cavidad ovarica cuando la gonada se esta diferenciando. Este mismo

patron de expresion se observo en larvas de R. rugosa en estadio 25 y estadio I cuando las
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extremidades son visibles (Soatome et al. 2010). Asi mismo la laminina delimit6 la zona
pelicida de los ovocitos que se localizan en la region mas cercana a la cavidad. Siendo
similar a lo observado en larvas de estadio V de R. rugosa, en donde la expresion de
laminina se observo a lo largo de la cavidad, asi como rodeando a los ovocitos cercanos a
¢ésta (Soatome et al. 2010).

En larvas de tres meses de edad de 4. mexicanum, cuando la gonada ya se ha
diferenciado en ovario, la expresion de laminina se observo rodeando completamente la
superficie de los ovocitos de diferentes tamanos, coincidiendo con lo observado en larvas
de R. rugosa en estadio XV (Soatome et al. 2010).

En larvas de A. mexicanum de estadios 55 y 57, que siguieron la via de
diferenciacion hacia testiculo, el patron de expresion de laminina fue localizado rodeando y
delimitando a los cordones testiculares, asi como al testiculo, siendo similar a lo observado
en larvas de R. rugosa de estadios I al X, (Soatome et al. 2010).

En larvas de A. mexicanum de 3 meses de edad la gonada ya se ha diferenciado en
un testiculo, el patron de expresion de laminina se observd rodeando a los lobulos
testiculares delimitando al testiculo, lo que coincide con lo que se presenta en los estadios
XV y XXV de larvas de R. rugosa, en donde el testiculo incrementa su tamafio y la
membrana basal divide internamente al testiculo en pequenas regiones que envuelven a las
células germinales, ya que la /aminina se observa a rodeando los l6bulos seminiferos

(Soatome et al. 2010).

Al finalizar esta investigacion podemos indicar que al igual que en otros

vertebrados, asi como en anfibios anuros y urodelos en Ambysoma mexicanum, los genes
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Vasa, Sox9 y FoxI2 son conservados y estos dos ultimos genes son dimorficos para

organismos en estadio larvario como en adultos.

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
Diferenciacion sexual gonadal
<> Gonada indiferenciada

El axolotl mexicano (Ambystoma mexicanum) es una salamandra paecdomorfica; es
decir, se vuelve sexualmente madura conservando al mismo tiempo caracteristicas
morfologicas de la forma larval. A pesar de que A. mexicanum se encuentra en peligro de
extincion en su habitat natural y se ha tenido que mantener en condiciones de laboratorio,
resulta sorprendente que sus patrones reproductivos hayan sido poco estudiados (Eisthen y
Krause 2012). Se han descrito algunos aspectos morfoldgicos y moleculares relacionados
con la especificacion y migracion de la linea germinal en algunos estadios del desarrollo
embrionario y larval (Ikenishi y Nieuwkoop 1978; Dournon et al. 1989; Johnson et al.
2001; Bachvarova et al. 2004); pero la investigacion sobre la morfologia relacionada con
los procesos de determinacion y diferenciacion sexual gonadal es escasa. No se ha
reportado la correlacion entre los eventos morfogenéticos y el establecimiento de la linea
germinal. Al tratarse de un organismo neoténico, €s muy importante conocer y
correlacionar los procesos de diferenciacion gonadal con los estadios de desarrollo
embrionario, teniendo en cuenta lo observado en otros urodelos no neoténicos como
Pleurodeles waltl. En A. mexicanum, al igual que en anuros y P. waltl, las génadas se
desarrollan como organos pareados, localizados en la region media dorsal posterior del
cuerpo en estrecha relacion con el mesonefros y suspendidas en la cavidad celomica

(Ogielska 2009; Flament et al. 2011).
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El desarrollo sexual gonadal en anfibios es un proceso que ha sido descrito
principalmente en anuros (Ogielska 2009; Piprek et al. 2010; Flament et al. 2011), mientras
que en urodelos se conoce muy poco (Dournon et al. 1990). En el presente estudio, los
principales eventos morfoldgicos que llevan al establecimiento de la gonada indiferenciada
y su diferenciacion morfolodgica en Ambystoma mexicanum fueron similares a los descritos
en anuros y en el urodelo P. waltl (Dournon et al. 1990). En el E41 es evidente la
formacion de una cresta genital, cuando un grupo de células somadticas se localizan
suspendidas por debajo del mesonefros y contiguas al conducto de Wolff. En este estadio la
localizacion de células germinales primordiales (PGC) cercanas al conducto de Wolff,
coincide con estudios previos (Ikenishi y Nieuwkoop 1978; Dournon et al. 1990; Johnson
et al. 2001; Bachvarova et al. 2004; Dumond et al. 2008; Flament et al. 2011). Con base en
nuestras observaciones, la cresta genital podria retener morfologicamente, el potencial para
diferenciarse en un testiculo o en un ovario segin el complemento cromosdémico que
presente el organismo. Entre los E42 y 44 los cambios morfoldgicos son poco evidentes,
solo se ve incrementado el tamafio de la gonada, probablemente a la llegada de PGC, ya
que al parecer y similar a lo reportado en Xenopus laevis y Rana pipiens, la gonada durante
el estadio larval contiene pocas células somaticas (Falconi et al. 2004; Ogielska 2009).
Ademas, se ha reportado que las PGC en estos estadios podrian estar en un periodo de
reposo mitodtico, se ha visto que en P. waltl existe un periodo caracterizado por un indice
mitdtico cero (Po) en el cual no hay proliferacion y que va del E35 al E41 (Dournon et al.
1989, 1990).

A partir del E45 y hasta el E52, en A. mexicanum, se observa el primordio gonadal
como una estructura mas compacta en donde la linea germinal es distinguible de la linea

somatica. En nuestras observaciones, asi como en estudios previos, el numero de células
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germinales se incrementa, asi como su tamaiio (Ikenishi y Nieuwkoop 1978; Dournon et al.
1990; Dumond et al, 2008). Sugerimos que en estos estadios del desarrollo larval del
urodelo 4. mexicanum e independientemente del sexo cromosdmico del organismo, se
establece la gonada indiferenciada constituida principalmente por células germinales y
células somaticas. Las células germinales se caracterizaron por presentar una forma
ovalada, de gran tamafio, con un nucleo prominente y en su citoplasma se observan gotitas
lipidicas, cuerpos electrondensos y abundantes mitocondrias. De tal manera que, los
eventos morfoldgicos que llevan al desarrollo y establecimiento de la gonada indiferenciada
en A. mexicanum se dan entre el E41 al ES3, similar a lo reportado para la salamandra P.
waltl (Dournon et al. 1990; Dumond et al. 2008; Flament et al, 2011). Por sus
caracteristicas morfoldgicas, al igual que en la mayoria de los vertebrados, la gonada
indiferenciada en A. mexicanum puede considerarse como una estructura bipotencial; es
decir, que morfoldégicamente posee la capacidad para diferenciarse en un ovario o en un
testiculo.

Durante el E45, se ha reportado que la salamandra P. walt/ presenta una estructura
formada por células somaticas la cual se encuentra unida a la gonada llamada pedanculo o
region hiliar. En el caso de 4. mexicanum esta estructura aparece en el ES0 coincidiendo
con lo descrito para otros anfibios anuros (EI Jamil et al. 2008).

En ésta investigacion se emplearon genes importantes y que participan en diferentes
etapas del desarrollo embrionario, entre estos estd el gen Vasa que es especifico para la
linea germinal (Soatome et al, 2010) y es empleado como un marcador de células
germinales en vertebrados e invertebrados (Molyneaux y Wylie, 2004) y fue localizado en
células germinales de la génada de 4. mexicanum, en los diferentes estadios de desarrollo,
asi como; durante la goénada indiferenciada, al inicio de la diferenciacion, durante la
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diferenciacion y cuando ya estd diferenciada en ovarios y testiculos. En 4. mexicanum Vasa
puede ser empleada como marcador de la linea germinal, coincidiendo con otras especies
de anfibios anuros como Xenopus en donde el gen Vasa (XVLGI), parece no ser expresado
exclusivamente en células germinales, sino también en oogonias, ovocitos,
espermatogonias y espermatocitos de gonadas adultas (Komiya et al. 1994). En Rana
lessonae, Vasa (RIVIg) fue identificada, caracterizada y expresada en estadios tempranos de
la gametogénesis, asi como, durante la especificacion de la linea germinal (Marracci et al.
2007).

El gen Sox9 que es un factor de transcripcidon involucrado en la diferenciacion
testicular, en anuros parece jugar un importante papel en la diferenciacion de los cordones
testiculares, asi como en la diferenciacion del testiculo (Bagheri-Fam et al. 2010). En A.
mexicanum la expresion de Sox9 en larvas de E50, es detectado en células somaticas de la
gonada y en las células del mesonefros, lo que coincide con lo observado en anfibios
caudados como P. waltl en donde la expresion del ARNm de Sox9, fue localizado en el
complejo gonada-mesonefros de larvas E42, siendo mantenida sin cambio alguno durante el
periodo termo sensible (E42-E54). En anuros como X. laevis Sox9, fue detectado en el
complejo gonada-mesonefros durante los estadios de desarrollo 53 hasta el estadio 56
(Dumond et al. 2011; Flament et al. 2011). En Bufo marinus se detecté el ARNm de Sox9
en el nacleo de las células de Sertoli de testiculos en desarrollo, asi como en el citoplasma

de ovocitos previtelogénicos de ovarios en diferenciacion (Abramyan et al. 2009).

+* Gonada en diferenciacion

Cambios estructurales en la génada indiferenciada como el rearreglo de las células
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germinales en la region cortical, un incremento en su proliferacion y el inicio de la
formacion de una cavidad en la zona interna por regresion de la region medular durante el
E53 de A. mexicanum, sugieren que al final de este estadio se inicia la diferenciacion sexual
de la gonada. En 4. mexicanum se observo que la primera manifestacion morfologica de la
diferenciacion sexual gonadal se da en las gonadas femeninas, siendo similar a lo reportado
en P. waltl y contrario a lo encontrado en otros vertebrados, en la géonada masculina los
cambios morfologicos son poco evidentes con respecto a la estructura de la gonada
indiferenciada, so6lo es evidente un incremento en tamafio, hecho que coincide con
observaciones previas (Dournon et al. 1990). Para el E55 la morfologia del testiculo es
clara, aqui las células germinales se localizan en la region medular de la gonada en estrecha
relacion con las células somaticas; la region cortical se encuentra delimitada a una capa de
células epiteliales aplanadas, las cuales rodean a la gonada. Dichos procesos celulares en la
diferenciacion gonadal presentan patrones similares a los reportados para anfibios anuros y
urodelos (Dournon et al. 1990; Kuntz et al. 2003; Dumond et al 2008; Flament et al. 2001;
Al-Assad et al. 2013).

En las gonadas de A. mexicanum los cuerpos electrodensos contenidos en las células
germinales que conforman la génada en el E53, disminuyen conforme avanza el desarrollo
gonadal. Ikenishi y Niewkoop (1978), indican la presencia de acomodos mitocondriales en
el citoplasma de las células germinales de A. mexicanum durante el E40, a los que
denominaron “nuage”, nombrados también como material electrodenso o “cloud” en otros
anfibios. En los urodelos Triturus phyrrogaster, Hynobius y P. waltl, también se han
observado estos acomodos mitocondriales en las células germinales (Ogielska 2009), lo que
indica que estas estructuras parecen ser especificas de la linea germinal, ya que se ha visto

estan en estrecha relacion con las mitocondrias que forman parte del material nuclear y
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contienen ribonucleoproteinas (Guerrero y Moreno 2012; Voronina et al. 2011). En
mamiferos, los “ntcleos densos” son los equivalentes al material “nuage” y se ha propuesto
que estos organelos estan especializados para recibir sefiales del medio extracelular que
podrian modificar la conducta y el estado de diferenciacion de las PGC (Merchant y
Alvarez 1981; Voronina et al. 2011). Por lo tanto, la perdida de material electrodenso en las
células germinales cuando inicia la diferenciacion morfolégica de la goénada en A.
mexicanum (E53), sugiere un papel importante en el mantenimiento del estado bipotencial
de la linea germinal.

La morfologia de los ovarios y testiculos en desarrollo result6 parecida a la descrita
para otras especies de anfibios anuros como X. laevis (Merchant y Villalpando 1981), X.
tropicalis, Rana pipiens, Bombina orientalis entre otros (Hayes 1998), de igual manera lo
fue para el urodelo P. waltl (Dournon et al. 1990; Hayes 1998; Kuntz et al. 2003; Dumond
et al. 2008). En A. mexicanum durante el E55, observamos por primera vez una estructura
localizada en la region anterior y adyacente a la gonada llamada progonada, que formara a
los cuerpos grasos, lo que coincide con lo observado en otros urodelos (Ogielska 2009).

Los cambios morfogenéticos que llevan a cabo las gonadas indiferenciadas de
ambos sexos para diferenciarse, asi como el tiempo que involucran, podrian ser
independientes del fendémeno neoténico presente en A. mexicanum. Al igual que en el
urodelo P. waltl, el comienzo de la organizacion de las regiones cortical y medular cuando
se diferencian en un testiculo o un ovario da inicio en el E53, cuando ambas especies se
encuentran en estadio larval (Dournon et al. 1990; Kuntz et al. 2003; Dumond et al. 2008).
En otros anfibios, la diferenciacion gonadal se presenta solo en la vida larvaria o cuando
estan cerca de la etapa de metamorfosis (Dournon et al. 1990; Hayes 1998). Durante los

procesos de diferenciaciéon gonadal, algunos de estos ocurren antes o después de la
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metamorfosis; por ejemplo, la entrada en meiosis de la linea germinal. Durante la
metamorfosis en el E56, en el ovario de P. waltl las ovogonias entran en meiosis (Dournon
et al. 1990; Dumond et al. 2008), en el testiculo, las células germinales lo hacen en la etapa
de joven (Dumond et al. 2008; Flament et al. 2011; Al-Assad et al. 2013). En A.
mexicanum, a pesar de no sufrir metamorfosis sucede algo similar a lo descrito en P. waltl.
En 4. mexicanum, las células germinales del ovario en el E55 inician la meiosis, cuando se
observan los complejos sinaptonémicos.

En relacion a la expresion de genes claves durante el proceso de diferenciacion en 4.
mexicanum, podemos indicar que al inicio de la diferenciacion gonadal en el ES3, al igual
que en E55 y E57 durante su diferenciacion, la expresion de Vasa se localizdé en el
citoplasma de células germinales, lo que coincide con lo observado en el anuro Xenopus, en
donde se observo que la expresion de la proteina de Vasa fue localizada en el citoplasma de
células germinales (Soatome et al. 2010). En el caso del gen Sox9 cuando la gonada inicia
su diferenciacion a testiculo, su expresion se detectd en el nlicleo de células somaticas,
siendo similar a lo que ocurre en X. tropicalis, en donde la expresion del RNAm, asi como
de la proteina de Sox9, se restringié a las células somaticas en la gonada masculina (El
Jamil et al. 2008). Esto es diferente a lo observado en P. waltl en donde la expresion de
Sox9, en E56 se localizd en el citoplasma de células del mesonefros y células tubulares
(Dumond et al. 2011). Cuando la génada se estd diferenciando hacia ovario en larvas de
estadios 55 y 57, la expresion de Sox9 se observa en el nucleo de células somaticas.
Estudios de inmunofluorescencia realizados en el ovario de P. waltl, indicaron que la
expresion de Sox9 se detecto en larvas de E5S6 y fue localizada en el citoplasma de células

somaticas y germinales (Dumond et al. 2011).
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% Gonada diferenciada

A los 3 meses de edad, la gbnada se observa totalmente diferenciada en un ovario o en
un testiculo. El ovario de 4. mexicanum morfolégicamente tiene una forma sacular lo que
coincide con lo observado en otros urodelos como Necturus maculosus (Kessel y Panjel
1968), P. waltl (Ogielska y Kotusz 2004; Dumond et al. 2008; Wallacides et al. 2009;
Flament et al. 2011) y 4. dumerilli (Uribe 2009, 2011). En relacién al testiculo, su
estructura es compacta, coincidiendo con lo observado en otros urodelos como P. waltl
(Dumond et al. 2008; Flament et al. 2011) y 4. dumerilli (Uribe et al. 1994).

Al igual que en las etapas antes mencionadas (gonada indiferenciada y en
diferenciacion), la expresion de Vasa fue detectada en el citoplasma de ovocitos en
diferentes estadios de desarrollo. En el testiculo la expresion de este marcador de la linea
germinal, fue localizada en el citoplasma de espermatogonias. Siendo similar a lo
observado en ovario adulto de Xenopus, en donde la expresion de Vasa se localiza en el
nucleo de ovocitos en etapas tempranas. En el testiculo adulto de Xenopus, la expresion de
Vasa es distribuida en el citoplasma y nticleo de algunas espermatogonias. En R. rugosa,
Vasa se localiza distribuido homogéneamente en el citoplasma de espermatogonias
(Soatome et al., 2010).

En el testiculo en A. mexicanum, la expresion de Sox9, se localizo en el nucleo de
células de Sertoli, coincidiendo con lo que se observa en X. fropicalis, en esta especie la
expresion de la proteina de Sox9 fue localizada en el ntcleo de las células de Sertoli en el
testiculo. Estos resultados indican una expresion dimorfica tardia, lo que sugiere que Sox9
participa durante la diferenciacion sexual mas que en la determinacion sexual (Takase et al.
2000, El Jamil et al. 2008). En Rana rugosa se han aislado dos isoformas de Sox9, la oy la

B. En ranas adultas de R. rugosa la isoforma Sox9a se expresd en cerebro y testiculo. En
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Bufo marinus los niveles de RNAm de Sox9 en testiculo, fueron idénticos a los de ovario,
esto ocurre cuando se esta llevando a cabo el proceso de metamorfosis (Dumond et al.
2011). En A. mexicanum la expresion de Sox9 se observd en el nacleo de las células
somaticas en las diferentes etapas de desarrollo incluso en génadas adultos, contrario a lo
que se observa en P. waltl, en donde la expresion de Sox9 en el testiculo fue en el ntcleo de
c¢lulas somadticas y germinales y conforme avanza el desarrollo el marcaje es evidente en el

citoplasma (Dumond et al. 2011).

% Gonada adulta

En etapa adulta de A. mexicanum se analiz6 otro gen importante para el
mantenimiento y funcion del ovario adulto (Uhlenhaut et al. 2009); el factor de trascripcion
Foxl2, encargado también de la transformacion de androgenos a estrogenos y de la
diferenciacion de las células de la granulosa (Nef y Vassalli, 2009; Villareal y Aguilar,
2014). La expresion de la proteina FoxI2 en el ovario de A. mexicanum se localizo en el
citoplasma de las células foliculares que envuelven a los ovocitos en crecimiento
secundario durante los estadios V y VI (vitelogénico), en estos estadios ya es visible el
almacenamiento de plaquetas vitelinas, siguiendo el patron de expresion que es conservado
durante la evolucion (Bertho et al. 2016).

En el testiculo de 4. mexicanum, la expresion de la proteina Fox/2 fue detectada
débilmente por Western blot y por inmunohistoquimica, lo que indica un papel dimoérfico
durante la diferenciacion ovarica y testicular en esta especie. En A. mexicanum, Fox[2
mostro un patron de expresion sexualmente dimorfico, por lo que podria emplearse como
un indicador en la diferenciacion ovarica (Cocquet et al. 2018). Fox/2 ha sido poco

estudiado en anfibios, pero como en mamiferos y otros vertebrados, esta relacionado con el
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mantenimiento y diferenciacion de la gonada (Bertho et al. 2016). En algunas especies de
anuros como R. rugosa, X. laevis y Lithobates sylvaticus, Foxl2 se expresa en las gonadas
de ambos sexos, pero posteriormente se expresa dimorficamente, es decir, la expresion en
los ovarios es mas evidentes (Flament et al. 2011; Bertho et al. 2016; Piprek et al. 2018).
En el urodelo Andrias davidianus, filogenéticamente relacionado con P. walt, se caracterizd
la expresion de adFox/2 al observarse un aumento significativo de los niveles del transcrito
en el ovario durante los primeros 5 afios de vida, en relacion a lo expresado en el testiculo.
Basandonos en los resultados obtenidos para 4. mexicanum, suponemos que Sox9 y FoxI2
pueden co-expresarse durante la morfogénesis de la gonada, con el fin de realizar alguna
funcion relacionada con los mecanismos de determinacion y diferenciacion sexual, de tal
forma que intervengan en el establecimiento de la funcionalidad ovérica y testicular en
organismos sexualmente maduros.

Otro elemento estudiado en organismos adultos de 4. mexicanum fue la hormona
esteroidea A5 -3BHSD, que es esencial para la biosintesis de esteroides activos como son la
progesterona, glucocorticoides, androgenos y estrégenos. Juegan un papel crucial en la
diferenciacion, desarrollo, crecimiento y fisiologia de la mayoria de los tejidos humanos
(Morel et al. 1997). En testiculos de A. mexicanum la actividad enziméatica A5-3BHSD se
detectd en células de Leydig, evidenciado por la acumulacion de depositos de formazan en
las gotas lipidicas contenidas en el citoplasma de estas cé€lulas esteroidogénicas. En cuanto
a la actividad de la A5-3BHSD en ovarios, esta se detectd en células de la region de la teca
que rodea a los foliculos (ovocitos en previtelogénesis III), indicando que las células
esteroidogénicas se encuentran activas a los 18 meses en hembras de 4. mexicanum. En
Rana catesbeiana, cuando la actividad de A5-3BHSD es baja o disminuye, se produce

masculinizacion (Hsu et al. 1979; Hsu et al. 1991). Estudios en larvas y adultos de X. laevis
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mostraron la actividad esteroidogénica de la enzima AS5-3BHSD en el tejido interrenal, renal
y gonadal. Esta actividad fue débil pero positiva durante etapas tempranas y avanzadas,
siendo similar a la observada en larvas de R. catesbeiana. De igual forma, después de la
diferenciacion sexual ovérica y testicular, la actividad hormonal es débil y no hay
diferencias entre los sexos (Kang et al. 1995). En P. waltl, esta enzima ha sido detectada
por histoquimica en testiculo y ovario (Collenot y Collenot, 1977). En el intersticio de los
testiculos entre los tubulos seminiferos de 4. mexicanum encontramos actividad de la A5-
3BHSD en células de Leydig que son las encargadas de producir hormonas esteroides,
evidenciando que los machos de 4. mexicanum de 18 meses de edad, ya son maduros
sexualmente y que la localizacion de las células esteroidogénicas de Leydig en la region

intersticial de los testiculos coincide con lo observado en todos los vertebrados.
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CONCLUSIONES

¢ El tiempo de desarrollo embrionario en Ambystoma mexicanum esta estrechamente
relacionado con las condiciones en las que se encuentran, especialmente en el
laboratorio se ha visto que la temperatura es un factor muy importante.

s En A. mexicanum, el inicio del desarrollo gonadal ocurre a partir del estadio 41 (11-
12 dias post fertilizacion), cuando se establece el primordio gonadal. La gonada
indiferenciada se observa a partir del E50.

% El inicio de la diferenciacion sexual gonadal se lleva a cabo en el E53,
evidenciandose por cambios estructurales ovaricos, para testiculo la diferenciacion
inicia en el ESS5, por lo que la condicion neoténica no influye en los eventos de la
morfogénesis gonadal. En relacion a la expresion de los genes Vasa y Sox9, durante
la diferenciacion gonadal, esta fue dimorfica, siendo conservada como en otros
grupos de vertebrados.

% El desarrollo gonadal es controlado por una regulacion cronologica diferente de la
del desarrollo somaético, lo que sugiere que el desarrollo gonadal es completamente
independiente de la metamorfosis lo que implica un proceso de heterocronia.

% Las hembras y machos de 18 meses de A. mexicanum, son sexualmente maduros.

¢ En machos y hembras de 4. mexicanum de 18 meses (adultos), se corroboré la
expresion de Vasa, asi como la expresion dimorfica de los genes Sox9 y Fox/2, lo
que indica que algunos eventos moleculares, celulares y fisiologicos del proceso de
diferenciacion testicular y ovarica se conservan entre vertebrados.

+*¢ En hembras y machos de 4. mexicanum de 18 meses de edad, por primera vez las
células esteroidogénicas de la teca y de Leydig se identificaron por su actividad

fisiologica, indicando actividad hormonal.
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CONCLUSION GENERAL

Esta investigacion arrojo datos muy importantes para este anfibio urodelo
Ambystoma mexicanum, organismo neoténico y endémico de México. Se lograron integrar
y relacionar eventos de gran interés durante el desarrollo gonadal, desde etapas tempranas
en donde inicia su desarrollo y aparece el primordio gonadal, pasando por etapas claves
como el inicio de su diferenciacion, su crecimiento y desarrollo, asi como cuando ya es una
gonada diferenciada en un ovario o en un testiculo. Por lo que podemos concluir que en
Ambystoma mexicanum la morfogénesis gonadal no estd relacionada con la edad del
organismo como en otros urodelos y que el desarrollo de la gonada difiere al desarrollo
somatico, lo que sugiere que su desarrollo es independiente al proceso de metamorfosis.
Morfologicamente las gonadas de hembras y machos presentan una estructura similar a la
de otros anfibios urodelos. Estas etapas se correlacionaron con eventos moleculares como
la expresion de genes de gran importancia tales como Sox9, Fox/2 y Vasa y podemos
concluir que en larvas como en adultos de A. mexicanum la expresion de estos genes es
dimorfica y que los mecanismos moleculares siguen un patrén de expresion similar a la de

otros vertebrados y que la condicion de neotenia no influye sobre estos mecanismos.
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