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INTRODUCCION

MECANISMOS DE DETERMINISMO DEL SEXO

Primeras teorias

El origen y naturaleza de la diferencia entre sexos ha sido un tema que ha
interesado a la especie humana desde la prehistoria. La mayoria de los oOrganos que
componen un individuo tienen una unica ruta de diferenciacion, sin embargo, en el
determinismo del sexo existen dos posibilidades de desarrollo: macho o hembra. Cada una
de estas alternativas conducira a la formacion de individuos totalmente diferentes. Asi, la
eleccion de una u otra via de desarrollo condicionara tanto la morfologia como la funcién,

e incluso el comportamiento del futuro individuo.

Una de las primeras teorias surgidas para explicar el hecho de que un individuo
concreto decidiese su desarrollo hacia un sexo u otro fue elaborada por Aritoteles (335
a.c.), quien propuso que el sexo estaba determinado por el "calor" de la mujer durante las
relaciones sexuales. Cuanto mas acalorada fuese la pasion mayor seria la probabilidad de
tener descendencia masculina. Incluso recomendaba concebir en verano si lo que se
deseaba era un varon. Dentro de esta teoria se consideraba que la hembra era un individuo
que habia detenido su desarrollo antes de tiempo, 1o que sucederia cuando el frio del seno
materno contrarrestara el calor del semen paterno. Las mujeres eran consideradas mas frias
y pasivas que los hombres, y los d6rganos sexuales femeninos no habrian madurado lo
suficiente como para producir semillas activas. Esta teoria permanecio vigente durante
mucho tiempo. Incluso en el siglo XIX se consideraba a la mujer como mera productora de
huevos que permitian la transmision los caracteres paternos. Durante el desarrollo el
ambiente tendria un papel relevante en la determinacion del sexo, sobre todo el calor y la

nutricion. Los factores que favoreciesen el almacenamiento de energia y nutrientes
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predispondrian a tener descendencia femenina, mientras que aquellos que favoreciesen la

utilizacion de esa energia y nutrientes predispondrian a tener descendencia masculina.

El redescubrimiento de los trabajos de Mendel y de los cromosomas sexuales,
hicieron que se comenzaran a plantear teorias cromosomicas de determinismo del sexo.
Asi, en 1905, se establecid que, en insectos, los individuos XX tenian fenotipo femenino,
mientras que los XY o XO serian machos (Stevens, 1905). Esto supuso que, por primera
vez, se propusiera que algun factor nuclear era el responsable directo del determinismo del
sexo, independientemente de las condiciones ambientales. Se creia que, también en
mamiferos, el determinismo del sexo estaba controlado por factores genéticos. Inicialmente
se pensaba que el sexo estaria determinado por la dosis de cromosomas X, de forma que
dos cromosomas X implicarian un desarrollo femenino, mientras que uno solo conduciria a

un desarrollo masculino.

Aunque, en general, estas teorias estaban equivocadas, muchas de sus ideas han
demostrado ser correctas. Como veremos mas adelante, el calor, o mas bien la temperatura,
es el agente determinante del sexo en algunos reptiles. Asimismo, la teoria actual del
determinismo del sexo en mamiferos supone un conflicto entre diferentes factores
genéticos, que vienen determinados en el momento de la concepcion. Si estos factores no
estan correctamente regulados, puede producirse una reversion del sexo que cabria esperar

en funcion de la dotacion genética del individuo.

Teorias actuales

A pesar de que el proceso de determinismo y diferenciacion del sexo en el reino
animal esta muy extendido, éste no es un proceso muy conservado que, ademas, ha
evolucionado muy rapidamente. De hecho, existen una gran variedad de mecanismos de
determinismo del sexo entre los que se pueden hacer dos grandes grupos: los ambientales y

los geneticos.

En los mecanismos ambientales de determinismo del sexo, una sefial exlerna,

posterior al momento de la fecundacién, es la que condiciona el desarrollo del individuo
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hacia uno u otro sexo. Estas senales pueden ser de muy diversos tipos, tales como la
localizacion de los huevos (Leutert, 1974), la presencia o ausencia de ciertas bacterias
(Rousset, 1992), la densidad de poblacion, el pH (Shapiro, 1990), o la temperatura
(Korpelainen, 1990; Crews 1996).

En los mecanismos genéticos de determinismo del sexo, €ste viene determinado
por la dotacién cromosomica del individuo en el momento de la fecundacion. Sin embargo,
aunque este mecanismo estda muy extendido, la forma exacta en que la dotaciéon
cromosomica determina el sexo del individuo solo esta conservada en grupos taxonomicos
relativamente cercanos. Asi, la relacion entre el numero de cromosomas X y de
complementos autosdOmicos es el mecanismo de determinacion primaria del sexo en
Drosophila melanogaster, y en Caenorhabditis elegans (ver revision por Cline y Meyer,
1996). En la primera, si esta relacion en el desarrollo temprano es igual a 1 se activa la
transcripcion del gen Sx/ (de "Sex lethal gene") que actia como gen maestro regulador que
activa una cascada génica que regula la diferenciacion de las ce€lulas somaticas y los
mecanismos de compensacion de dosis de los cromosomas X, 1o que da lugar al desarrollo
del individuo como hembra. Si la relacion entre los cromosomas X y los autosomas es 0.5
no se activa el gen Sx/ y se produce el desarrollo masculino. En C. elegans no se conoce la
naturaleza molecular de la senal procedente de la relacion cromosomas X:autosomas. En
otros casos, el sexo esta determinado por la presencia o ausencia de un determinado
cromosoma sexual. Asi, en algunos reptiles y en las aves la presencia del cromosoma W
determina el sexo femenino (ZW), mientras que su ausencia (ZZ) determina el masculino.
En mamiferos el sexo homogamético XX da lugar a hembra, mientras que la presencia del
cromosoma Y conduce al desarrollo masculino. Pero las diferencias en el determinismo del
sexo no radican unicamente en la sefial que dispara el proceso, sino también en la forma en
que ¢sta senal se propaga. Asi en D. melanogaster y en C. elegans se produce
simultaneamente en todas las cé¢lulas (Hodking, 1992), mientras que en mamiferos se
produce unicamente en las c€lulas somaticas de la gonada que, una vez elegida una ruta de
diferenciacion, producira hormonas que unificaran el desarrollo del resto de las células del

organismo.
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Las diferencias en los mecanismos de determinacion y diferenciacion pueden
incluso presentar grandes variaciones entre grupos taxondmicos emparentados. Un claro
ejemplo es lo que ocurre en reptiles. Los cocodrilos y algunas especies de tortugas vy
lagartos, poseen un mecanismo de determinismo del sexo de tipo ambiental dependiente de
la temperatura, aunque los rangos de temperatura que determinan un sexo en una especie,
pueden determinar otro en otra especie. Sin embargo las serpientes tienen un mecanismo de
determinacion del sexo de tipo genético (ver revision de Crews, 1996), e incluso se han
encontrado especies como la tortuga Emys Orbicularis que basicamente tienen un control

dependiente de senales externas, aunque también pueden tener cierto control genético

(Girondont y col., 1994).

DETERMINISMO DEL SEXO EN MAMIFEROS

Asociacion entre el cromosoma Y y fenotipo masculino

Hasta 1959 se creia que el determinismo del sexo en mamiferos estaba controlado
por la dosis de cromosomas X. Pero ese ano se publicaron dos trabajos en contra de esta
teoria. La descripcion de una mujer 45,XO (sindrome de Turner) (Ford y col., 1959) puso
de manifiesto que para el desarrollo femenino no era necesaria la presencia de dos
cromosomas X. Por otro lado el descubrimiento de un macho 47 ,XXY (sindrome de
Klinefelter) (Jacobs y Strong, 1959) demostré que incluso con la dosis doble de
cromosomas X se podia producir el desarrollo masculino. Esto también fue un argumento a
favor de que, en humanos, se producia un desarrollo masculino en presencia del

cromosoma Y, mientras que en su ausencia se producia un desarrollo femenino. La prueba

definitiva de esta suposicion vino con el descubrimiento de hombres 48 XXXY vy
49, XXXXY (Barr y col., 1959; Fraccaro y Lindsten, 1960; y Fraccaro y col., 1960) y de
ratones hembra 45,X0O y macho 47,XXY (Russell y col., 1959; Welshons y Russell, 1959;
Cattanach, 1961; Russell y Chu, 1961).
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Bases celulares del desarrollo gonadal

Como mencionamos al principio de esta introduccion, las gonadas son los unicos
organos de los mamiferos que pueden seguir dos vias de desarrollo alternativas. La génada
permanece en un estadio indiferenciado, conocido como "primordio gonadal”, hasta que, en
un momento concreto del desarrollo embionario, se toma la decision de seguir una u otra

via. La forma en que se toma esta decision ha inspirado siempre sumo interés cientifico.

[La secuencia de acontecimientos que conducen este desarrollo es similar en todos
los mamiferos, aunque cada especie pueda presentar sus propias peculiaridades. En lo que

sigue, tomaremos al ratdbn como especie modelo, por ser una de las mas estudiadas.

Establecimiento de la gonada indiferenciada

El primordio gonadal aparece como un engrosamiento en la superficie ventral del
mesonefros, un organo voluminoso que ocupa gran parte del volumen abdominal y que
realiza funciones renales en el embrion. Dicho engrosamiento recibe el nombre de "cresta
genital" (ver Larios y Taketo, 1991) y estd formado por diferentes tipos de células
somaticas: mesoteliales (epitelio celdomico), mesenquimaticas (laxamente distribuidas) y
endoteliales (vasos sanguineos), todas ellas procedentes del mesonefros. Este tejido es
invadido por células germinales primordiales, procedentes del mesodermo
extraembrionario que, a traves del alantoides, migran al saco vitelino adyacente, desde
donde se dirigiran a las crestas genitales a traves del recién formado primordio intestinal y
el mesenterio dorsal. Asi, todos estos tipos celulares forman un conjunto de células
fuertemente empaquetadas y unidas a la superficie del epitelio mesonéfrico. Con la llegada
de las células germinales primordiales se produce una gran proliferacion de todas las
células somaticas, en especial de las mesoteliales y mesenquimaticas, de manera que
forman un agregado compacto conocido como "blastema gonadal". A partir de este
agrupamiento celular se originaran dos tejidos gonadales diferenciados: los cordones

sexuales y el estroma. Los cordones sexuales se forman mediante la agrupacion de células
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epiteliales que se rodean de una lamina basal, y en cuyo interior se encuentran las c€lulas
germinales. En el estroma se encuentran c€lulas de tipo mesenquimatico, asi como vasos
sanguineos que irrigan la gonada indiferenciada. También se pueden observar algunos

tibulos procedentes del mesonefros vecino que penetran en este primordio gonadal.

Hasta este punto, el desarrollo gonadal ocurre de la misma forma tanto en machos
como hembras, y es a partir de este momento cuando se produce la diferenciacion del sexo

gonadal, lo que ocurre a los 11.5 dias post-coitum (dpc) en ratéon y a los 41 dias post-

ovulacion (dpo) en humanos.

Diferenciacion testicular

El primer evento de la diferenciacion testicular en el raton consiste en una
invasion gradual del primordio gonadal por células mesenquimaticas y endoteliales
procedentes del mesonefros (Buehr y col., 1993, Merchant-Larios y col., 1993). Esto hace
que los cordones sexuales se separen del epitelio celomico y se hagan mas patentes, al
principio en la region medular, y mas tarde en la cortical (Merchant-Larios, 1991). Poco

después, las células gonadales de tipo epitelial comienzan la diferenciacion hacia c€lulas de

Sertoli (Merchant-Larios, 1976).

El siguiente evento, que comienza a los 14 dpc, consiste en la diferenciacion de
las células del estroma, dando como resultado varios tipos celulares: (1) células mioides,
que rodean a los cordones sexuales, ahora denominados "cordones testiculares", (2) c€lulas
endoteliales, (3) fibroblastos (tejido conectivo) y (4) células de Leydig, que tienen funcion

endocrina y son responsables de la produccion de hormonas esteroideas masculinas

(testosterona y dihidrotestosterona).

Las células de Sertoli producen hormona antimulleriana (AMH) que inhibe la
formacién de los conductos de Miiller, precursores de los 6érganos sexuales femeninos tales
como los oviductos, el utero y la vagina superior (Tran y Josso, 1982). Por su parte, la

testosterona secretada por las células de Leydig induce la masculinizacion de los conductos



. INTRODUCCION

.......

P T S T R T T T T R T T T T T T T i ’

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ e e o e e e e e S e Sl A

B o e o e e R e e L s e ety S ey e e e e e e ety g e
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- e

de Wolff, de los que se derivan los epididimos, las vesiculas seminales y los conductos

deferentes.

Diferenciacion ovarica

Los cambios que dan lugar a la diferenciacion de ovarios a partir del primordio
gonadal indiferenciado de los embriones hembra, se inician mas tarde, en el desarrollo, que
los propios de la diferenciacion testicular en embriones macho. Asi, hasta los 14 dpc de
desarrollo en el embrién de ratébn hembra, no se aprecian cambios morfolégicos en el
primordio gonadal, excepto el ligero crecimiento debido a la proliferacion de c€lulas
somaticas y germinales (Merchant-Larios, 1975). El primer evento de la diferenciacion
ovarica es el inicio de la meiosis por parte de las células germinales, que tiene lugar a los
14 dpc. Entre los 15 y los 18 dpc comienza la foliculogénesis, proceso que se divide en tres
etapas (Merchant y Chimal, 1989): (1) Los oocitos estan agrupados, haciendo contacto
entre si, dentro de los cordones sexuales, (2) las células epiteliales separan paulatinamente
a los oocitos, dentro de los cordones, y (3) los oocitos rodeados de cé€lulas epiteliales son
separados unos de otros por cé€lulas del estroma. En cada foliculo, las células de tipo
epitelial se diferenciaran en las cé€lulas de la granulosa, que permanecen en intimo contacto
con el oocito, y las del estroma dan lugar a las células de las tecas, que lo separan del

intersticio ovarico. En el raton, el proceso termina varios dias después del nacimiento.

Al no haber células de Sertoli, en el embrion femenino no se produce AMH, lo
que permite el desarrollo de los conductos de Miller, que daran lugar a los oviductos, el
utero y la vagina superior. Del mismo modo, al no haber células de Leydig, no se produce
testosterona, por lo que se evita el desarrollo de los conductos de Wolff y la consiguiente

masculinizacion del embrion.



CONTROL GEN]?TICO DE LA DETERMINACION Y
DIFERENCIACION DEL SEXO

El factor determinante de testiculo

Una vez demostrado que la presencia del cromosoma Y estaba asociada al
desarrollo del fenotipo masculino, y que el primer evento en dicho desarrollo era la
diferenciacién del primordio gonadal indiferenciado en testiculo, se procedidé a buscar,
dentro del cromosoma Y, la region donde residia la actividad que desencadenaba el
desarrollo testicular. A esa region, como si se tratase de un unico gen, se la denominé TDF
(Testis Determinig Factor) en humanos y Tdy (testis determinig Y gene) en raton. Asi se
comenzd a buscar genes candidatos cuya expresion coincidiese con el momento de la
diferenciacion testicular de la gonada y cuya alteracion diese lugar a reversion sexual. Uno
de los primeros candidatos fue el antigeno H-Y (Histocompatibility-Y antigen) (Wachtel y
col., 1975; Ohno, 1977). Se descubri6 al investigar las causas del rechazo de trasplantes de
piel de macho a hembras en cepas consanguineas de raton (Eichwald y Silmser, 1955). Se
investigd la presencia de este antigeno en otras especies mediante la utilizacion de técnicas
de citotoxicidad mediada por anticuerpos obtenidos a partir de hembras 1sogénicas
inmunizadas con células de machos de la misma cepa consanguinea (Goldberg y col.,
1971) o mediada por cé€lulas T citotoxicas (Goldberg y col., 1973). Los resultados
demostraron la presencia de este antigeno especifico del sexo masculino de forma
generalizada en mamiferos. Teniendo en cuenta que la unica diferencia genética entre
sexos en mamiferos isogénicos es la presencia del cromosoma Y, se pensO que el gen
responsable de la expresiéon de dicho antigeno se encontraba en este cromosoma. Este
hecho, junto con su elevada conservacion evolutiva lo hicieron un buen candidato a TDF.
Sin embargo, esta suposicion quedd descartada cuando se demostro que se encontraba
fuera de la porcién del cromosoma Y donde debia estar localizado TDF (Page y col.,

1987a). Otros candidatos a TDF sustituyeron al antigeno H-Y, entre los que cabe destacar a

las secuencias Bkm (Banded Krait minor satellite DNA) (Chandra, 1984, 1985), pero




g

= =
e ~ =

R Rt 6, 2 o R R R e,
e e R e L e e e e e e
........ e e e g e e e R e e

ninguno de ellos cumplia con todos los requisitos necesarios para que se les pudiese

considerar como TDF.

La elaboracion de mapas de delecion, con los que se pretendia localizar el
fragmento mas pequeno del cromosoma Y, que al encontrarse en individuos XX o al faltar
en individuos XY, producia reversion sexual indicaron que TDF debia encontrarse en una
zona proxima al limite con la region pseudoautosomica (Guellaen y col., 1984; Majumdar
y col., 1996; Palmer y col., 1989). Esta zona qued acotada a una region de unas 140 Kb,
que se encontraba a una distancia de 140 Kb del limite con la region pseudoautosémica, al
descubrirse un macho XX que tenia un fragmento de unos 280 Kb de la regién especifica
del Y y de una hembra XY con una delecion en el cromosoma Y, que se solapaba unas 140
Kb con el fragmento del macho XX (Page y col., 1987a). El primer gen que se descubrio
tras delimitar esa region fue ZFY (de “Zinc Finger Y gene”) (Page y col., 1987b). Posee un
dominio de unién al ADN con 13 dedos de Zinc y otro dominio que puede actuar como
activador transcripcional. En el cromosoma X, se descubrido otro gen cuya secuencia
presentaba una alta homologia con ZFY, y se denomin6é ZFX. (Schneider-Géadicke y col.,
1989). La similitud de las secuencias de ambos genes fomento la idea de que podrian tener
una misma diana en el ADN y presentar actuaciones antagonicas en el determinismo del
sexo. No obstante, aparecieron un gran numero de pacientes XX con fenotipo masculino
que carecian de la region donde se encontraba ZF'Y. Entre un total de 14 de estos pacientes,
4 de ellos tenian un fragmento de menos de 60 Kb de una region especifica del cromosoma
Y adyacente a la region pseudoautosomica, fragmento en el que no se encontraba el gen
ZFY (Palmer y col., 1989). Por lo tanto, ZFY no era TDF. Esta nueva ubicacion, sin
embargo, no se correspondia con la que se habia deducido anteriormente de los mapas de
delecion. La causa de esta discrepancia radicaba en que una hembra XY, con una
translocacion Y:22, utilizada en la contruccion de los mapas de delecion, tenia una segunda
delecion, no detectada en primera instancia, que afectaba precisamente a la zona donde se
localizaba el gen (Page y col., 1987a). La busqueda dentro de este fragmento condujo, en
1990, a la localizacion del gen SRY ( Sinclair y col., 1990; Gubbay y col., 1990). Varias
pruebas confirmaron a este gen como el tan buscado TDF: (a) el analisis de hembras XY

reveld que estos individuos tenian un SRY mutado (Berta y col., 1990; Jager y col., 1990;
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Harley y col., 1992; Hawkins y col., 1992); (b) se construyeron ratones transgénicos para
un fragmento de 14 Kb que incluia al Sry, obteniéndose un raton XX de fenotipo masculino
(Koopman y col., 1991); y (c) estudios de expresion en raton revelaron que Sry de raton se
expresa en la cresta genital justo en el momento de la diferenciacion testicular de la

especie.

Los genes SRY tienen una region muy conservada que codifica un dominio de 79
aminoacidos, denominado "caja HMG" (Sinclair y col., 1990), que tiene una gran
homologia con el de proteinas no histonicas, del grupo de alta movilidad, asociadas al
ADN (Jantzen y col., 1990). El resto del gen no guarda ninguna homologia entre las

diferentes especies, incluso aunque estas estén muy relacionadas (Tucker y Lundrigan,

1993; Whittielg y col., 1993).

El hecho de tener un dominio de union al ADN.apoya que SRY sea un factor de
transcripcion. EI dominio HMG de las proteinas SRY se une a la siguiente secuencia
consenso (A/T)AACAA(T/A) (Pollock y Treisman, 1990; Harley y col., 1994). Se ha
comprobado que ésta unidén induce una curvatura de 60-80° en el ADN (Ferrari y col.,
1992; Giese y col., 1994). Estas propiedades varian entre especies. Asi, la proteina de ratén
es mas especifica en su unién al ADN que la de humano; la de raton interacciona
principalmente con el surco mayor mientras que la de humano lo hace con el menor; y el
grado de curvatura inducida por la union de la proteina SRY es diferente, siendo de 85° en

raton y 60° en humano.

La expresion de Sry en raton se produce en cé€lulas somaticas (pre-Sertoli) de la
cresta genital, a los 10.5 dias post coito (dpc) alcanza un pico de expresion alrededor de los
11.5 dpc. y se mantiene hasta que aparecen los primeros signos morfologicos de
diferenciacion testicular, sobre los 12.5 dpc (koopman y col., 1990). Este patrén de
expresion es coherente con el de un gen regulador maestro que activa una cascada de genes

implicados en la diferenciacion testicular.

Ademas de esta estrecha ventana de expresion, también se ha encontrado un nivel

bajo de expresién en embriones en estadio de preimplantacion (Zwingman y col., 1993) y
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transcritos circulares, que no son traducidos, en cé¢lulas germinales de testiculo adulto

(Zwingman y col., 1995).

Inicialmente se pensd que en el resto de los mamiferos se repetiria este patron,
pero la expresion espacio-temporal de SRY en otras especies se desvia bastante de la de

raton.

En humanos, marsupiales y ovejas, este patron no es tan severo. El primordio
gonadal de humanos es visible por primera vez a los 33 dias despues de la ovulaciéon (dpo).
A los 41 dpo comienza la expresion de SRY, alcanzando un pico a los 44 dpo, cuando se
observa por primera vez la formacion de cordones testiculares. Después de esto, en lugar
de silenciarse, como en ratdn, la expresion continua en niveles mas bajos a lo largo de todo

el periodo fetal y en el neonato (Hanley y col., 2000).

Los transcritos de SRY no solo se han encontrado en la gonada, sino también en
una gran variedad de tejidos fetales y de adulto, aunque no existen pruebas de que este gen
esté implicado en ninguna funcion de estos 6rganos, ya que individuos XY con mutaciones
en €l dominio de uni6on al ADN poseen un fenotipo femenino normal, lo que sugiere que la

accion de este gen se limita a la diferenciacion testicular (Clepet y col., 1993).

En oveja y en el Gran canguro australiano la expresion en la gonada se produce en
una amplia ventana que comienza varios dias antes y termina varios dias después de que se
produzca la diferenciacion testicular (Harry y col., 1995., Payen y col., 1996) y se han
encontrado transcritos de SRY en todos los tejidos fetales y de jovenes que permanecen en
la bolsa marsupial, a excepcion del higado. En machos adultos de esta especie se encontro

expresion en testiculos, epididimos y cerebro, y en menor nivel en rifidon y corazén (Harry y

col., 1995).

DAXI

Tras el descubrimiento de SRY comenzaron a buscarse genes que pudieran estar

implicados en control de la diferenciacion sexual. Mutaciones en algunos de estos genes
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pueden dar lugar a una reversion sexual, y no ocasionar letalidad como en el caso de genes
implicados en otros procesos, lo que facilita su estudio. Asi, la investigacion de casos de
reversion sexual dio pronto lugar al descubrimiento de varios genes que intervienen en la

cascada de diferenciacion sexual.

En 1978, German y col., identificaron pacientes XY con disgenesia gonadal
asociada a una herencia ligada al sexo. Desde entonces se han descrito numerosos casos
con la misma patologia (ver revision por Fechner y col., 1993). Se descubrié que estos
individuos tenian duplicada una region del brazo corto del cromosoma X y un gen SRY
intacto (Stern y col., 1990). Entre estos pacientes habia algunos con genitalia externa
femenina 0 ambigua, mientras que en otros casos se encontraron testiculos disgenésicos.
Los individuos 47, XXY, que solo tienen un cromosoma X activo presentan sexo
masculino, mientras que algunos de estos pacientes con un solo cromosoma X con el
fragmento duplicado, tenian fenotipo femenino. Por lo tanto esta reversiéon del sexo era
debida a una doble dosis de algunos genes que se encontraban en la region duplicada de ese
unico cromosoma X. Otra hipétesis para explicar esta reversion podia basarse en que todas
estas duplicaciones tuviesen un punto de rotura comun en el cromosoma X y produjeran la
inactivacion de algun gen implicado en la determinacion del sexo. Para distinguir entre
ambas hipoétesis se analizaron 31 pacientes con reversion sexual XY (Bardoni y col., 1994).
Se comprobod que los puntos de rotura, tanto distales como proximales divergian bastante
entre individuos, por lo que se descarto la hipotesis de que el punto de rotura produjese la
inactivacion de algin gen implicado en la determinacion del sexo, cobrando pues fuerza la
hipoétesis de la existencia de algin gen que produjese la reversion sexual en doble dosis. A
este locus se le denomind DSS (Dosage Sensitive Sex reversal), y se acoté en un fragmento
de 160 Kb localizado en Xp21. Individuos XY que tenian este locus delecionado tenian un
fenotipo masculino, pero presentaban hipoplasia adrenal congénita (ACH), una patologia
asociada a un desarrollo anormal de la glandula adrenal, e hipogonadismo
hipogonadotrdépico (Zanaria y col., 1994). Por lo tanto, en el locus DSS puede haber varios
genes que no son necesarios para el desarrollo testicular, pero que cuando al menos uno de

ellos esta presente en doble dosis produce reversion sexual.
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Al analizar la region de 160 Kb responsable de DSS se encontraron varios genes.
Esta region contiene los genes MAGEb/DAM, que estan asociados con la familia de genes
MAGE que codifican antigenos de funcion desconocida relacionados con tumores
(Muscatelli y col., 1995). También se encontro otro gen que en pacientes con ACH estaba
bien delecionado o bien mutado, al que se le denominé DAX/ (DSS-ACH critical region on

the X chromosome, gene 1) (Zanaria y col., 1994).

Basandose en todos estos descubrimientos, Jimenez y col., (1996a) propusieron
una hipoétesis segun la cual DAX/ actuaria como un represor testicular y tendria un papel
antagonista de SRY. Segun esta hipotesis, la funcion de una sola copia de DAX/ seria
contrarrestada por la presencia de SRY. En hembras, al no haber SRY, DAXI no tendria
impedida su funcidén y reprimiria los genes de la ruta masculina, formandose un ovario. En
los individuos XY la funciéon de la unica copia de DAXI seria contrarrestada por SRY, y se
produciria un desarrollo testicular. Sin embargo, una sola copia de SRY seria incapaz de
antagonizar la funcién de DAX/ cuando se encuentra en doble dosis, por lo que en los
individuos XY con DAXI duplicado se reprimirian los genes de la ruta masculina

produciéndose un desarrollo ovarico.

Gran parte de estas predicciones se confirmaron experimentalmente mediante la
generacion de ratones transgenicos para el gen Dax/ (Swain y col., 1998; Jiménez y Burgos,
1998). Los ratones XY que llevaban copias extra transgénicas de Dax-I mostraban un
retraso en el desarrollo testicular cuando el gen se expresaba en niveles elevados, pero
normalmente no presentaban reversion sexual. Sin embargo, cuando se construian ratones
transgénicos para Dax/ con el cromosoma Y de Mus musculus poschiavinus, que tiene un

alelo "debil" de Sry, se producia reversion sexual completa.

El gen Dax-1 de raton esta formado por dos exones y un intrén (Zanaria y col.,
1994). El ex6n 1 codifica el dominio N-terminal de la proteina y dos tercios del dominio C-
terminal. El exon 2 codifica el resto del dominio C-terminal y la regién en 3' que no se
traduce. El gen DAXI codifica un miembro poco comun de la superfamilia de receptores
hormonales. En las diferentes especies de mamiferos estudiadas, la proteina tiene entre 470
y 474 aminoacidos. En esta proteina se distinguen dos regiones claramente diferenciadas

tanto estructural como funcionalmente. La mitad de la proteina, correspondiente al extremo
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carboxi-terminal, es similar al dominio de union al ligando (LBD, de "Ligand Binding
Domain") de la superfamilia de los receptores hormonales. En la mitad amino-terminal de
la proteina existe una region de union al ADN (DBD, de "DNA Binding Domain"). Esta
region esta formada por repeticiones incompletas de un motivo de unién a ADN, de
tamano variable entre especies (McElreavey y Fellous, 1999). Estas repeticiones tienen un
tamano comprendido entre 65-67 aminoacidos, y son ricas en alanina y glicina. No so6lo el
tamaiio de las repeticiones presenta variaciones interespecificas, sino también el namero de
repeticiones. Asi, mientras que en humano y ratén la region DBD de DAX/ presenta cuatro
repeticiones, la del gen correspondiente de pollo sélo presenta una (Smith y col., 2000).
Esta region no tiene similitud con ninguna secuencia proté€ica previamente caracterizada, y
puede definir un nuevo dominio de unién a ADN con especificidad por estructuras en

horquilla (Zazopoulos y col., 1997).

En raton, Daxl se expresa en los todos los estadios del desarrollo adrenal, desde
los mas tempranos hasta el o6rgano adulto. Esta expresion siempre se limita al cortex
adrenal. También hay niveles bajos de expresion en el hipotalamo, cerebro en desarrollo y
en la pituitaria (Ikeda y col., 1996). El comienzo de la expresion de Dax/ en gonadas de
raton se produce a los 10.5 dpc en células de tipo somatico tanto en machos como en
hembras. Despues de los 12.5 dpc, la expresion disminuye drasticamente en el testiculo,
mientras que en ovario continua. En el raton adulto, Dax/ se expresa en tejidos
esteroidogénicos entre los que se incluye cortex adrenal, cé€lulas de Leydig y células de la

teca y de la granulosa.

En humanos el patron de expresion es muy diferente. Desde el inicio de la
formacion del primordio gonadal, a los 33 dpo, se observa expresion, aunque los niveles
son mucho mas bajos que los que hay en la corteza adrenal en el mismo momento del
desarrollo. En el macho estos niveles bajos de expresion continuan a lo largo de todo el
periodo de gonada indiferenciada (33-44 dpo) y durante el periodo de diferenciacion
testicular, donde los transcritos se detectan principalmente en los cordones testiculares en
desarrollo. Esto es coherente con la expresion en las cé€lulas de Sertoli. En la génada en
desarrollo femenina existen los mismos bajos niveles de expresion, y contintian a lo largo

de todo el periodo previo y posterior a la diferenciacion ovarica. Estos niveles se mantienen
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tanto el testiculo como el ovario en desarrollo a lo largo de los estadios fetales (Hanley y

col., 2000).

En cerdo la cresta genital aparece por primera vez a los 21 dpc. En el macho a los
24 dpc aparecen los primeros signos de diferenciacion testicular, y a los 28 dpc ya se han
formado las células de Leydig. La gonada femenina permanece indiferenciada hasta los 28
dpc, momento en el que se inician la formacion de cordones. La meiosis comienza a los 44
dpc, y el ovario esta practicamente diferenciado a los 46 dpc. La expresion de DAXI
comienza en la cresta genital de ambos sexos a los 21 dpc. Esta expresion se mantiene alta
hasta los 32 dpc. A partir de entonces los niveles en testiculo disminuyen, mientras que los
niveles en ovario son aproximadamente 3 veces mas altos. Estos niveles se mantienen

hasta después del nacimiento (Parma y col., 1997).

SOX9

La displasia campomelica (CD) es una patologia relacionada con una
malformacién del esqueleto, aunque también se encontré reversion sexual en un alto
porcentaje de pacientes XY con esta enfermedad (ver revision por Houston y col., 1983). El
analisis de 5 hembras XY con displasia campomeélica, no emparentadas entre si, reveld que
no tenian ninguna alteraciéon en SRY ni tampoco en otros genes conocidos que pudieran
estar implicados en el desarrollo masculino (Ebensperger y col., 1991). El locus de la
displasia campomélica (CMPD1) asi como el de la reversion sexual antes descrita
(Autosomal Sex Reversal Locus SRAI) fueron localizados en la misma region
cromosomica en humanos: 17q24.3-q25.1 (Tommerup y col., 1993). Al cartografiar esta
region se encontrdé un gen con un dominio que tenia mas de un 60% de homologia con la
caja HMG de SRY: SOX9 (de "SRY-related HMG-box 9") (Foster y col., 1994; Wagner y
col., 1994). Se encontraron mutaciones de este gen en pacientes que presentaban tanto
displasia campomeélica como reversion sexual (Wagner y col., 1994). Estudios de Pacientes
con mutaciones en SOX9, que revelaban una amplia variedad de fenotipos revelaron que la

inactivacion de uno solo de los dos alelos activos de SOX9 es suficiente para producir
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CMPDI1/SRAI1, por lo que podemos pensar que se trata de un caso de insuficiencia

haploide mas que de dominancia autosomica.

El gen humano de SOX9 posee dos intrones. La proteina SOX9 tiene un tamano
de 509 aminoacidos. Su estructura es la tipica de un factor de transcripcién con un dominio
de union al ADN, la caja HMG, que ocupa los aminoacidos comprendidos entre las
posiciones 104-182 y tiene una homologia del 71% con la caja HMG de SRY. En el tercio
carboxi-terminal de la proteina existe una region rica en prolina y glutamina, similar a los
dominios de trans-activacion de los factores de transcripcion (Foster y col.,, 1994). La caja
HMG se una a la secuencias consenso AACAAT y AACAAAG (Bell y col.,, 1997), tipica
de SRY y otras proteinas SOX. Pero ademas se ha encontrado que se une a las secuencias
ATGAAT y CACAAT que estan en el intensificador especifico de condrocito en el primer
intron del gen COL2A1 de colageno de tipo II humano (Bell y col., 1997). Los genes SOX9

de raton y pollo tienen caracteristicas generales similares a las descritas para humano.

SOX9 es un factor de transcripcion del que hasta el momento se sabe implicado en
la condrogénesis y en la determinacion sexual. Estudios de expresion durante el desarrollo
de los huesos han revelado que este gen se expresa en diferentes estadios de la maduracion

del condrocito (Wagner y col., 1994).

En raton, la expresion de Sox9 comienza a los 10.5 dpc, en el primordio gonadal
indiferenciado. Aunque muchas otras partes del embrion expresan también este gen
(especialmente cartilago en desarrollo y tubo neural), en ese estadio no se ha observado
expresion en el mesonefros. A los 11.5 dpc, la expresion es muy abundante en los
primordios gonadales de los embriones XY, pero esta ausente en la de los embriones XX.
En este estadio los transcritos se localizan en el interior de las células somaticas
distribuidas en la parte central del primordio gonadal, mientras que las células del epitelio
celdbmico son negativas. Durante el desarrollo del testiculo se mantiene un nivel alto de
expresion de Sox9, localizandose los transcritos en los cordones testiculares. A los 13.5 dpc
la expresion se localiza en el interior de las c€lulas de Sertoli, estando ausente en cualquier
otro tipo celular. En el desarrollo ovarico no se observa expresion, excepto en un pequeio
grupo de cé¢lulas localizadas en la parte anterior, el interior del mesonefros, donde también

se expresa en machos (Morais da Silva y col, .1996; Kent y col,, 1996). En ningin otro
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estadio posterior del ovario, adulto o en desarrollo, se han encontrado transcritos de Sox9.
En el macho adulto se han detectado altos niveles de expresion en la periferia de los

tabulos seminiferos, en el interior de las células de Sertoli.

En humanos la expresion comienza en machos sobre los 41 dpo, coincidente con
los primeros signos de diferenciacion testicular, y tiene un pico a los 44 dpo. Esta
expresion se mantiene hasta las 18 semanas de gestacion, y se localiza en el interior de las
células de Sertoli. En la gébnada femenina no se ha observado expresion antes de los 48
dpo. Después se observan bajos niveles de expresion en la region de la rete-ovarii

embrionaria, manteniéndose incluso hasta las 14 semanas de gestacion (Hanley y col,

2000).

En el pollo, el primordio gonadal comienza a verse a los 4 dias de incubacion,
pero no existe ningun signo de diferenciacion hasta los 5.5 dias de incubacion, cuando se
observa expresion de SOX9 en el tejido ubicado entre los mesonefros aunque no en la
gonada. A los 6.5 y los 7.5 dias de incubacion se observa expresion en primordio gonadal
masculino, pero no en el ovario en desarrollo. En este estadio la expresion entre los
mesonefros ha desaparecido. Ademas de en la gonada, también se observa expresion en el

desarrollo del esqueleto, con un patrén muy parecido al observado en ratén. (Morais da

Silva y col,, 1996; Kent y col., 1996).

SFI

El factor esteroidogénico 1 (SF1, de "Steteroidogenic factor 1"), también conocido
como proteina 4 de union adrenal (Ad4BP, de "adrenal 4-binding protein") se identifico por
primera vez como un importante regulador de la expresion de las P450 citocromo
hidroxilasas esteroideas, en las lineas celulares adrenocorticales y gonadales. (Rice y col.,
1991; Lala y col, 1992). Inicialmente, de acuerdo con su papel en la regulacion de
hidroxilasas esteroideas, La expresion de SFI/ se localiz6 en los principales tejidos
esteroideos del raton adulto (Ikeda y col, 1993): en la corteza adrenal, en testiculo, en

células de Leydig, en ovario, en las cé¢lulas de la teca y de la granulosa, y en el cuerpo
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[uteo, aunque mas tarde se descubrid que también se expresaba en las gonadas en
desarrollo (Luo y col., 1994). Al analizar embriones de ratén se encontré expresion en la
cresta urogenital a los 9 dpc (Ikeda y col., 1994) lo que hizo suponer que tendria un papel en

el desarrollo gonadal, mas alla de la regulacion de las hidroxilasas esteroideas.

Al analizar la estructura del ADN complementario (ADNc) de SF/ se encontro
que tenia una gran homologia con el ADNc del gen de la proteina embrionaria de union a
repeticiones terminales largas (ELP, de "embryonal long terminal repeat-binding protein")
aislado de una genoteca de ADNc procedente de c€lulas tumorales de raton embrionario. El
aislamiento y caracterizacion de los clones genomicos revelé que SF1 y ELP proceden del
mismo gen estructural mediante el uso de promotores alternativos y posterior maduracion
alternativa (Ikeda y col, 1993). El analisis estructural también reveld6 que el dominio en
dedos de Zinc de unién al ADN que poseen estas proteinas es muy parecido al de un
receptor nuclear poco comun aislado de Drosophila, conocido como "Fushi-Tarazu factor
1" (FTZ-F1) (Lavorgna y col, 1991). Debido a esto se denomin0 Ftz-F1 al gen de raton.
Aunque, como hemos visto, el gen Ftz-FI codifica dos proteinas: ELP y SF1, no se han
encontrado altos niveles de transcritos ELP durante los estadios clave del desarrollo
adrenal y gonadal, mientras que si aparecen transcritos SF1, lo que indica que sélo este

ultimo factor es el necesario para el desarrollo adrenal y gonadal.

Para estudiar el efecto que las mutaciones del gen Firz-FI producen en el
desarrollo, se construyeron ratones transgeénicos para un alelo nulo de dicho gen (Luo y col.,
1994). Cuando se cruzaron dos heterocigotos +/-, se comprobo que la descendencia tenia
una proporcion mendeliana 1-/- :2+/-: 1+/+, lo que indicaba que los dobles mutantes
sobrevivian hasta el momento del nacimiento. Las crias -/- parecian moverse y mamar
normalmente, y carecian de anomalias externas patentes. Sin embargo, comenzaron a morir
a partir de las 12 horas después del parto (dpp), no sobreviviendo en ningun caso a los 8
dpp. El analisis histologico reveld que los animales deficientes del gen F#z-F1 carecian de
glandulas adrenales y de génadas. El desarrollo gonadal en los animales nulos para Frz-F1
se inicia normalmente, formandose un engrosamiento en el mesénquima del mesodermo
intermedio. Pero a los 12.5 dpc, justo en el momento de la diferenciacion gonadal,

comienza a sufrir una profunda degeneracion que desemboca en su total desaparicion.
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Esta expresion comienza en los dos sexos a los 9.5 dpc, coincidiendo con el
comienzo de la formacion de la cresta genital. En el macho, a los 10.5 dpc, se produce un
pico en los niveles de expresidon, coincidiendo con los primeros signos de determinacion
testicular. Este pico se mantiene hasta 14 dpc. Después los niveles bajan, aunque continia
la expresion. Esta expresion se localiza las cé€lulas de Leydig y en las de Sertoli. En la
hembra también se produce un aumento en los niveles de expresion a los 10.5 dpc, pero
decaen rapidamente. A partir de los 13.5 hay un nivel basal de expresion menor que el de

machos en esos mismos estadios.

El gen SF/ humano tiene un tamano aproximado de 28 Kb, y consta de 6 intrones
y 7 exones. La secuencia codificante estd muy conservada, teniendo una alta homologia
con la de ratén, rata, y bovidos. La proteina tiene 461 aminoacidos, uno menos que la de
raton, y posee un dominio de unién al ADN compuesto por dos dedos de zinc, muy
conservados en mamiferos. También esta muy conservado el dominio carboxi-terminal de
la region donde se localizan los dedos de zinc, que es muy similar a la encontrada en varios
receptores nucleares que interaccionan con la secuencia consenso AGGTCA del ADN (ver

revision por Parker, 1998).

En humanos, las crestas genitales se observan por primera vez a los 32 dpo, y en
ellas ya se observa expresion de SF/. A los 41 dpo el nivel de expresion de SF/ es el
mismo para los dos sexos, y no se han localizado transcritos en el interior de las células
germinales. En el macho la expresion continua igual en el momento de la diferenciacion
testicular (44 dpo). A los 52 dpo la expresion se localiza principalmente en los cordones
testiculares en desarrollo, aunque también hay alguna expresion en la region intersticial
donde residen las células de Leydig. A las 18 semanas de gestacion se ha invertido este
patron de expresion, y la sefial es mucho mas intensa en el tejido intersticial que en el
interior de los cordones. En la hembra a los 52 dpo se observa una expresion difusa por

toda la gonada, y en los estadios tardios del desarrollo se aprecia una seiial fuerte en el

epitelio celomico (Hanley y col., 1999).
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WTl1

El tumor de Wilm (WT, de "Wilm's tumour") o nefroblastoma es un tipo de
cancer pediatrico de las c€lulas madre del rinon en desarrollo que afecta a 1 de cada 10000
nifios (Matsunga, 1981). Algunos pacientes con WT (1-2%) también tienen aniridia,
anomalias genitourinarias y retraso mental (WAGR, de "WT-Aniridia-Genitourinaria
anomalies-Retardation"). Otros (aprox. 2%) padecen el sindrome de Denysh-Drash (DDS),
(de "Denysh-Drash syndrome") caracterizado por nefropatias y malformacion en el sistema
reproductivo. El analisis citogenético demostrdo que en un alto porcentaje de casos WT
estaba asociado a una delecion en el cromosoma 11, en el locus 11pl13 (Riccardi y col,
1978), y en el interior de esa region se encontré un gen al que se denominé W71 (de
"Wilm's tumour 1") (Gessler y col, 1990). Para comprobar el efecto de este gen en el
desarrollo se construyeron ratones transgenicos para un alelo nulo (Kreidberg y col., 1993).
Ratones homocigotos para este alelo murieron a mitad de gestacion, probablemente debido
a anomalias en el corazon, que presentaba malformacion de la capa mesotelial y el
pericadio. Ademas carecian de riiion metanéfrico, testiculos y ovario. Estudios posteriores
demostraron que se produce una formacion inicial del mesénquima metanéfrico, aunque

rapidamente degenera.

El gen W71 de humanos tiene 10 exones y un tamafio de 50 Kb. Los cuatro
ultimos exones codifican 4 dominios de dedos de Zn de la variedad Cys;-His,. En el
extremo 5' hay una region que codifica un dominio tipico de factores de transcripcion, rico
en prolina y glutamina. Gracias a esta estructura, el gen W7/ codifica mas de 32 isoformas
diferentes mediante el uso de promotores alternativos, maduracion alternativa y correccion

del ARNm (ver revision por Reddy y Licht, 1996).

Tanto en humanos como en ratén, el gen WTI se expresa durante todo el
desarrollo embrionario del rifién y también se ha encontrado expresion en el primordio
gonadal de ambos sexos, expresion que se mantiene durante todo el desarrollo gonadal. En
adultos se ha encontrado expresién en las células de Sertoli, en las c€lulas de la granulosa y

de la teca.
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WNT4

WNT4 es un gen que codifica una senal celular de actuacion local perteneciente a
la familia WNT (Cardigan y col., 1997). Estudios de expresion revelaron que este gen es
necesario para la nefrogenesis del rifion metanéfrico. También se observo expresion en el

mesonefros, en la gonada y en el conducto de Miiller (Stark y col., 1994).

Ratones homocigotos para un alelo nulo del Wnt4 mueren de insuficiencia renal
poco después de nacer. Los testiculos de estos ratones en el momento de nacer son
redondeados, con cordones sexuales prominentes formados por c€lulas de Sertoli que
envuelven a las germinales. El conducto de Wolff tiene una apariencia normal. El
desarrollo de la gbnada y los conductos sexuales en ratones machos homocigotos para un
alelo nulo del gen Wnt4 son morfologicamente indistinguibles de los de genotipo salvaje.
Ademas, la expresion de marcadores celulares especificos de las células de Sertoli,
(Hormona Anti Milleriana y Desert-Hedgehog), de las células de Leydig (3-83-
hidroxiesteroide dehidrogenasa), y de los conductos de Wolft (Sonic hedgehog) muestran

el mismo patron de expresion que en machos salvajes.

Sin embargo, el desarrollo de la gonada de los ratones hembra si que se vé
afectado en individuos homocigoticos para un alelo nulo de Wnt4. En el momento del
nacimiento tienen un ovario redondeado sin ninguna cubierta, mientras que el ovario de
individuos salvajes es alargado y cubierto por una capa exterior de epitelio celdmico. Tanto
la gbnada como los conductos sexuales muestran un fenotipo masculinizado. El conducto
de Miiller ha degenerado completamente, mientras que el de Wolff contintia con su
desarrollo. Muchas veces la gonada tiene una posicion normal, pero otras aparece asociada
con un cuerpo graso que es tipico de macho. En el momento del nacimiento, el ovario
contiene muy pocos oocitos, ya que estan sufriendo un proceso de degeneraciéon. En las
zonas donde hay ausencia total de oocitos comienzan a formarse estructuras parecidas a

cordones, y se ha encontrado expresion de hormona Anti Milleriana y de Desert
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Hedgehog, dos marcadores celulares especifico de las cé€lulas de Sertoli (Vainio y col.,

1999).

En humanos, WNT4 se ha localizado en el cromosoma 1, en el locus 1p31-p35.
Pacientes XY con este locus duplicado muestran diferentes anomalias en el desarrollo
sexual, desde criptorquidia a reversion sexual completa. En los individuos con WNT4
duplicado se ha encontrado sobreexpresion de DAXI, por lo que el WNT4 podria ser un
activador de DAXI. Como ya hemos descrito anteriormente, individuos XY con DAX]I
duplicado pueden tener fenotipo femenino. La reversion sexual XY en individuos con el
gen WNT4 duplicado puede deberse a una sobreexpresion de este gen, lo que aumentaria el
nivel de expresion de DAXI. Estos altos niveles de transcritos DAXI no podrian ser

inhibidos por el nivel normal de SRY, produciéndose reversion sexual (Jordan y col., 2001).

En raton, se encuentra expresion del Wnt4 en el mesénquima del mesonefros antes
de la formacidn de la cresta genital. En estos estadios no se ha encontrado expresion en los
tabulos mesonéfricos, aunque si en la region del epitelio celomico por donde se va a
diferenciar la cresta genital. A los 10.5 dpc, se encuentra expresion de Wnt4 en el
mesénquima de los primordios gonadales indiferenciados de ambos sexos y en el
mesénquima del mesonefros, aunque no hay expresion en los tubulos mesonéfricos ni en el
conducto de Wolff. A los 11.5 dpc en el comienzo de la diferenciacion testicular no hay
expresion de Wnt4 en el macho, mientras que en la hembra se mantiene. Este dimorfismo
en la expresion continia durante todo el desarrollo gonadal. Durante el desarrollo del
conducto de Wolff no se ha encontrado expresion de Wnt-4, mientras que si se observa
expresion en el conducto de Miiller desde el inicio de su formacion, donde se mantiene a lo

largo de todo el desarrollo fetal (Vainio y col., 1999)

FGF9

El factor de crecimiento de fibroblatos 9 (FGF9, de "fibroblast growth factor 9")
es una seflal molecular perteneciente a la familia de factores de crecimiento de fibroblastos

(ver revision por Ornitz e Itoh., 2001). Durante el desarrollo embrionario de ratén se ha
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encontrado expresion del gen FgfY en una amplia variedad de tejidos, entre los que se
incluyen el mesodermo intermedio, el miocardio ventricular, la pleura pulmonar,
mioblastos, neuronas motoras de la espina dorsal, y el bulbo olfativo. En la gébnada XY se
ha encontrado expresion a los 11.5, 12.5 dpc y a los 18.5 dpc pero en esos mismos estadios
no se ha encontrado expresion en la gonada XX, ni tampoco en el mesonefros en ambos

SC€XO0S.

Para estudiar los efectos de Fgf9 en el desarrollo gonadal de ratdén se construyeron
ratones transgenicos para un alelo nulo de este gen (Colvin y col., 2001). Los homocigotos
para este alelo murieron en el nacimiento. El numero de hembras de estas camadas era muy
superior al de machos, lo que suponia un indicio de reversion sexual. Efectivamente, el
analisis de las gonadas XY revel6 que la mayoria tenian fenotipo femenino. A partir de los
12.5 dpc, la cantidad de mesénquima en el interior de estas gonadas homocigoticas para la
mutacion era menor de la que normalmente hay en testiculo del mismo estadio, lo que hizo
sospechar que FGF9 podria actuar como una senal celular que induce la migracion de
c¢lulas procedentes del mesonefros al interior de la génada. Para comprobar esta hipotesis
se realizaron varias pruebas con embriones de ratones de 11.5 dpc. En cultivos

recombinantes de 6rganos, donde se ponian mesonefros procedentes de una cepa de ratones

transgénicos que expresaban la B-galactosidasa junto con gonadas salvajes XX y XY, se
comprobd que las cé€lulas del mesonefros migraban al interior de la génada XY, mientras
que no se observaba esta invasion celular en la gébnada XX (Martineau, 1997). En cambio,
cuando se repetia este experimento con la gonada XX en presencia de FGF9, se producia
una invasion celular procedente del mesonefros, en la mayoria de estas gonadas (Colvin y
col., 2001). Entre los 13.5 y los 14.5 dpc, las gonadas XY tienen el mismo tamano que los
ovarios de la misma edad, mas pequenos que los testiculos del mismo estadio. En su
interior no se aprecia la formacion de cordones testiculares, o bien estan muy
desorganizados. Se observaron zonas donde habia formacion rudimentaria de algunas
estructuras parecidas a cordones, con supuestas cé€lulas de Sertoli en su interior, que
presentaban caracteristicas de inmaduras (menor cantidad de reticulo endoplasmico rugoso,
e interdigitaciones celulares indefinidas). Alrededor de los cordones mas desarrollados

incluso habia células mioides, lo que sugiere que son las cé€lulas de Sertoli las que inducen



su diferenciacion. Sin embargo, se estudid la expresion de genes marcadores de las cé€lulas
de Leydig: (el gen de rotura de la cadena lateral de colesterol: SCC, de "Cholesterol side
chain cleaveage"), y de las células de Sertoli (el gen de la AMH), no encontrandose
expresion de ninguno de estos genes en la mayoria de las gonadas estudiadas, o bien
niveles de expresion por debajo de los correspondientes a testiculos en ese mismo estadio.
Por otra parte, el proceso de migracion y colonizacion de las c€lulas germinales en este tipo

de gonadas se desarrolla normalmente.

AMH

La regresion del conducto de Miiller en los fetos masculinos hizo postular la
existencia de una segunda hormona fetal testicular diferente de la testosterona, la hormona
Anti-Miilleriana (AMH) (Jost, 1953). El estudio del Freemartinismo hizo sospechar que
esta hormona también tiene un papel en la diferenciacion sexual. Los freemartin son
individuos XX, gemelos de fetos XY de ganado vacuno, que presentan un fenotipo
masculinizado. Se sugirié que este fenotipo podria deberse al paso de AMH de un macho a
una hembra gemela a través de una anastomosis en la placenta. Estos individuos carecian
de conducto de Miiller y presentaban una masculinizacion del ovario. Este contenia
estructuras parecidas a cordones testiculares con c€lulas morfologicamente 1guales a las de
Sertoli y una disminucién en el nimero de oocitos (Jost y col., 1975). El mismo efecto se
observd al cultivar ovarios fetales de rata expuestos a tejido testicular o a AMH bovina
fetal (Vigier y col., 1987), y en ratones transgénicos con sobreexpresion de AMH

(Behringer y col., 1990).

La proteina AMH es un miembro de la familia del factor-B de crecimiento
transformante, e induce la regresion del conducto de Miiller, que en la hembra es el
precursor de los oviductos, utero y vagina superior. En raton, no se ha encontrado
expresion de AMH en el primordio gonadal indiferenciado. En el macho, la expresion
comienza a los 12.5 dpc, en las células pre-Sertoli, cuando ya ha comenzado la

diferenciacion testicular. Esta expresion continua durante todo el desarrollo testicular, hasta
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la pubertad, momento en que la transcripcion disminuye hasta niveles basales. Este
momento coincide con la primera ronda de espermatidas que entran en meiosis. En la
hembra no se ha encontrado expresion durante todo el desarrollo ovarico prenatal, pero a
partir de 6 dpp se encuentran bajos niveles de transcritos en las c€lulas de la granulosa, que

se mantienen durante toda la época fértil (Minsterberg y Lovell-Badge., 1991).

El hecho de que los niveles altos de AMH, durante el desarrollo gonadal
femenino, coincidan con la disminucion en el nimero de oocitos, y de que justo cuando se
produce la entrada en meiosis de las espermatidas disminuyen también los niveles de
transcritos en el testiculo, ha llevado a postular que los niveles altos de AMH pueden

resultar toxicos para las cé€lulas germinales que entran en meiosis.

DMRTI

En humanos se han descrito casos de reversion sexual XY en pacientes que tenian
una delecion en el locus 9p24 del cromosoma 1. Se denominé TD9 a la minima region
capaz de provocar esta reversion (Hoo y col., 1993). Al analizar esta zona se localizaron
dos genes proximos a la region TDO9, los DMRT1 y DMRT?2 (de "double-sex mRNA related
Transcript gene 1 y 2) (Raymond y col., 1998). Aunque DMRT'] estaba fuera de la region
TD9, se encontraba a menos de 30 Kb de este locus, por lo que aun podia ser considerado

como candidato de la reversion sexual.

En humanos, se ha encontrado expresion de DMRT1 en la gobnada masculina a las
6 semanas de gestacion, cuando se forma el primordio gonadal indiferenciado. A las 7
semanas, cuando ha comenzado la diferenciacion testicular, esta expresion aun continda, y
se localiza en los cordones testiculares, probablemente en la c€lulas pre-Sertoli. En cambio,
no se ha encontrado expresion en ningin momento del desarrollo embrionario de la gonada
femenina (Moniot y col., 2000). En raton, se ha encontrado expresion de este gen en el
primordio gonadal indiferenciado de ambos sexos, a partir de los 10.5 dpc, manteniéndose
a los 12.5 dpc, cuando aparecen los primeros signos de diferenciacion testicular, y hasta los

13.5 dpc. En el testiculo esta expresion se localiza en la periferia de los cordones
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testiculares, mientras que en la hembra se pueden ver senales puntuales a lo largo de toda la
gonada. A los 14.5 dpc, la expresion en la hembra es ya apenas detectable, mientras que en
el macho hay una fuerte sefial en los cordones, continuando a los 16 dpc, e incluso en el

testiculo adulto, mientras que en la hembra ya no se vuelve a detectar expresion (De Grandi

y col., 2000) .

Otros Genes

Ademas de estos genes, existen otros a los que se les conoce algun papel en la
diferenciacion sexual, y también estan apareciendo nuevos genes que, bien por su patron de
expresion, o bien por el fenotipo de individuos mutantes, se sospecha que tienen un papel

en la determinacion y diferenciacion del sexo.

Entre estos genes se encuentra L/M1, que posee una caja HMG (homeobox) y esta
implicado en la regulacion de una molécula organizadora. Ratones homocigoticos para un
alelo nulo de Lim/ mueren en estadios muy precoces, pero aquellos que sobreviven carecen
de rindn y génadas. Se piensa que LIMI esta implicado en la maduracion del primordio
gonadal, pero ain no se ha podido analizar con detalle cual puede ser su papel concreto, en

parte debido a la temprana mortandad de los mutantes (Shawlot y col., 1995).

El gen del antigeno relacionado con Fos ( FRA-1, de "Fos related antigen") ha sido
identificado como un una diana de SRY, ya que experimentos in vifro revelaron que en
presencia de la proteina SRY se intensificaba la transcripcion de Fral (Cohen y col., 1994).
Sin embargo no se ha encontrado expresion de Fral en ninguno de los estadios claves del
desarrollo gonadal, por lo que parece que no estd implicado en la determinacion o

diferenciacion sexual (Jeske y col., 1996).

[La aromatasa es un miembro de de la familia de los citocromos P450, y es
responsable de la transformacidn de testosterona en estradiol. Es necesario que el gen de la
aromatasa esté totalmente reprimido durante el desarrollo testicular. Experimentos in vitro
han revelado que la proteina SRY se une al promotor del gen de la aromatasa, por lo que se

pensd que esta union podria producir la represion de la expresion de aromatasa. /n vivo, es
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poco probable que sea este el caso, ya que SRY se expresa en las c€lulas de Sertoli, mientras

que la aromatasa es un producto de la linea esteroidogénica (Haqq y col., 1993).

Desert Hedegehog (DHH) codifica una senal celular de actuacion local. En raton
su expresion comienza en los precursores de las cé€lulas de Sertoli poco después de la
activacion de Sry, y continda hasta testiculo adulto. En el desarrollo ovarico no se ha
encontrado expresiéon de Dhh. Ratones hembra homocigoticas para un alelo nulo Dhh
muestran un fenotipo normal, mientras que los machos son viables pero infértiles, debido a
una completa ausencia de esperma maduro, por lo que se cree que este gen pudiese estar

implicado en la espermatogénesis (Bitgood y col., 1996).

El gen OCT4 codifica un factor de transcripcion perteneciente a la familia POU
(de "Pit, Oct, Unc"), cuyos componentes estan implicados en la regulacion del desarrollo.
Se expresa en las cé€lulas totipotentes, durante los primeros estadios embrionarios, aunque
su expresion se deprime en el momento en que €stas comienzan una ruta de diferenciacion
(ver revision por Pesce y col., 1998). También se expresa en la linea germinal hasta el
comienzo de la meiosis, tanto en machos como en hembras, aunque en estas ultimas la
expresion se reactiva tras el nacimiento. Este patron de expresion demuestra la implicacion

de este gen en la regulacion de la funcidn de las células germinales de mamiferos.

El promotor de la AMH contiene una secuencia consenso de union de la familia de
los factores de transcripcion GATA. Aunque se han encontrado tres miembros de esta
familia en el testiculo y ovario, GATA1, GATA4 y GATAG6, solo GATA4 esta presente en
la gonada en desarrollo. Estudios de expresion in vitro han demostrado que GATA4 se une
a su secuencia consenso en el promotor de AMH y activa su expresion. Se ha encontrado
expresion de GATA4 a los 11.5 dpc en el primordio gonadal de ambos sexos. Mas tarde
también se ha encontrado expresion en las ce€lulas de Sertol1 y en las intersticiales. En el
ovario en desarrollo también se han encontrado altos niveles de expresion hasta los 16 dpc.
Ademas de en el promotor de AMH, también se ha encontrado secuencias GA7A consenso,
cadena arriba, alrededor de los genes W7l y SF1 (Viger y col., 1998). Ratones deficientes
para GATA4 mueren en el utero entre los 8.5 y 10.5 dpc, por lo que el papel de este gen en

la determinacién y diferenciaciéon del sexo no ha podido ser estudiado con detalle

(Molketin y col., 1998).
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INTERACCION ENTRE GENES IMPLICADOS EN LA
DETERMINACION Y DIFERENCIACION DEL SEXO

Conociendo los cambios morfologicos que se producen en el desarrollo gonadal,
se intenta averiguar actualmente la identidad e interaccion de los genes responsables de la

formacion de una u otra gonada.

En el primordio gonadal indiferenciado de ratdbn de ambos sexos se ha encontrado

expresion de varios genes que intervienen en el determinismo y diferenciacion sexual: W71,

SFI1 vy LIMI.

A continuacion se expresan genes que muestran un patron de expresion diferente
dependiente del sexo. Aquellos que se expresen mas tiempo, o cuyo nivel de expresion sea
mas alto en un determinado sexo son los que estan implicados en la diferenciacién de dicho
sexo. En el momento de la determinacion sexual de la gonada masculina, a los 10.5 dpc, se
ha encontrado expresion de SRY, DAX1, SOX9, WNT4, y posiblemente también de FGF9. La
expresion de SRY en raton comienza a los 10.5 dpc, en el primordio gonadal indiferenciado
masculino, alcanza un pico a los 11.5 dpc, y desaparece a los 12.5 dpc. Simultaneamente a
la expresion de SRY se producen cambios en la expresion de los otros tres genes
mencionados. Algunos de ellos aumentan el nivel de expresion. W7l y SF1 tienen un patron
de expresion muy parecido entre si, a los 10.5 dpc aumentan sus niveles, que se mantienen
altos hasta los 14 dpc, momento en el que vuelven a los valores iniciales. SOX9 inicia su
expresion a los 10.5 dpc, alcanza un pico a 12.5 dpc, volviendo posteriormente a un nivel
basal. En el testiculo, también se ha encontrado expresion del FGF9 a los 11.5 dpc, 12.5 dpc

y 18 dpc, por que su expresion sera continua dentro de este periodo.

En el ovario embrionario también se ha encontrado expresion de W71, SF1, SOX9,
y WNT4 a los 10.5 dpc asi como DAXI. Sobre 10.5 dpc, se produce un aumento en la
expresion de SFI/ y WTI, como ocurria en testiculo, pero estos niveles caen aqui
rapidamente, y a los 11.5 dpc han caido a un nivel basal similar al que hay en testiculo a los
14 dpc. SOX9 tiene una senal muy débil a los 10.5 dpc, y desaparece a los 11.5 dpc. WNT4 y

DAXI1 comparten un mismo patron de expresion. LLa primera sefial se encuentra a los 10.5



. ! :

£ iR 3o - -

o

R '

- S

.}!.:;.- i i . : .

e e e e e e e g e e e e

R :-:-:-:'-:-'.-:-:-.';.'-'.':-:*Z';::'.::::-'.::'.".-.-.‘*.‘-:_".'.‘-:.'-::-"?‘::::—::.'-;.'G-:-.‘.;.'!-.:'.;."".'_:':‘.:::::'_:.-'-.:::::::'::;.--::::':::-_:1:;'.‘:' --------------------------------------------------------------- e e e e s e -:-_'.;_r'_r-:r:-_'-'_.;1;1;.:'..".‘:_-;-:-:-_'-:.;.'_.'_-:r:-:r:.-_..:1_..:-*_.:.;1:.;_.._-_-_. ------ e e e W e et o ek, e
e e A e e e o e e e e e e e e AR e e e e Rt e e e

dpc, y se mantiene durante todo el desarrollo gonadal (ver revision por Swain y Lovell-
Badge., 1999). En la siguiente figura (Fig. 1) puede apreciarse la relacion existente entre las
ventanas de expresion de diferentes genes implicados en la determinacion y diferenciacion
sexual, junto con los eventos mas importantes que ocurren durante el desarrollo de las

gonadas.

MACHO HEMBRA

Figura 1.
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SRY es el gen regulador maestro que dirige la gonada indiferenciada hacia
testiculo. El1 gen SRY dirige la diferenciacion de las cé€lulas Sertoli, y éstas a su vez
conducen la diferenciacion de los demas tipos celulares testiculares. Por lo tanto SRY activa,
directamente o no, a otros genes implicados en la diferenciacion y mantenimiento de la
identidad de las células de Sertoli. SOX9 se expresa en la misma linea celular y en el mismo
momento que SRY. Ademas su expresion se mantiene en machos, mientras que se deprime
en hembras, por lo que es un buen candidato a ser directamente regulado por SRY. De hecho
tanto en el promotor de SOX9 de humano como de raton se ha encontrado una diana

potencial de SRY. No obstante, esta diana se encuentra fuera de un fragmento de 113pb que



confiere especificidad sexual en la expresion, segin se ha deducido de estudios de
transcripcion in vitro. Sin embargo, hasta el momento, no existen pruebas de un control

directo de la expresion de SOX9 por parte de SRY (ver revision por Koopman, 1999).

Al 1gual que SOX9, DAXI se expresa en el testiculo embrionario de raton, en el
mismo tipo celular y al mismo tiempo que SRY, pero deja de expresarse cuando aparecen
los primeros signos de diferenciacion testicular. En cambio, su expresion se mantiene a lo
largo de todo el desarrollo ovarico. La construccion de ratones XY transgénicos para DAX]
ha revelado que, al menos en raton, DAXI parece tener un efecto antagonico a SRY y SOX9
(Swain y col., 1998). A pesar de todo esto, no se ha encontrado ningun tipo de interaccion

molecular directa entre estos tres genes.

SF1 y WTI son esenciales para el establecimiento de la gonada indiferenciada, y
su expresion se detecta desde el momento en que comienza a formarse la cresta genital.
Ambos genes estan implicados en la activacion de un gen de la ruta masculina: AMH
(Giuili y col., 1997). Se ha encontrado un elemento de unién al ADN para SF1 en el
promotor de AMH. Sin embargo, tanto WT1 como SF1, por si solos, son incapaces de
explicar el nivel de expresion de la AMH (Giuili y col., 1997). En cambio, cuando ambos
genes estan presentes, AMH posee un nivel de expresion suficiente para ejercer su funciodn,
por lo que se cree que tiene que existir alguna sinergia en la actuacion de ambos genes,
para que se alcancen los niveles normales de AMH durante el desarrollo testicular. Los co-
activadores y los co-represores son cofactores que modulan receptores nucleares activados
por ligando y otros factores de transcripcion. Los cofactores suelen estar ampliamente
distribuidos por diferentes tipos celulares. No obstante, WT1 puede ser un ejemplo de
cofactor de un receptor nuclear especifico de tejido. La colocalizacion de SF1 y WT1 soélo
se produce en las cé€lulas de Sertoli y en las de la granulosa, lo que es coherente con su
papel en la regulacion de la expresion de la AMH. Por otro lado, DAXI] se expresa en el
mismo tipo celular que SF/ y WT'l, en un momento en que ambos genes estan activos, y
este comienzo de la expresion de DAX/ coincide con una disminucion de los niveles de
expresion de SF'1 y WTI. Posteriormente no se produce la activacion de AMH. Estudios in
vitro, demostraron que DAX1 antagoniza el efecto activador de SF1, ya sea mediante una

inhibicion directa de la transactivacion uniéndose directamente al ADN, o bien mediante
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una heterodimerizacion con SF1 que impidiese su interaccion con WT1 (Nachtigal y col.,
1998). Aunque estudios in vitro, han revelado que ambos fenomenos pueden ocurrir,
parece ser que la interaccion entre las proteinas DAXI1-SF1 impide el efecto sinérgico de
SF1-WTI1, y es responsable en mayor medida de la inhibicion de la expresion de AMH.
Esto supondria que SF1 es un receptor hormonal localizado en la cé€lulas de Sertoli, que
interviene en el desarrollo gonadal, y que tiene un coactivador, WT1 y un co-represor,

DAX1, y que ejerce su funcion dependiendo de los niveles de estos cofactores.

SOX9 también se expresa durante el desarrollo gonadal en el mismo tipo celular y
en el mismo estadio que SF/. En el promotor de AMH se ha encontrado una secuencia
consenso para la union de los genes SOX, y es muy probable que SOX9 se una a €l para
activar la expresion de AMH. Estudios de expresion in vitro han demostrado que SOX9
puede cooperar con SF1 en este proceso de activacion. Estudios de interaccion proteica in
vivo e in vitro indican que SOX9 y SF1 interaccionan directamente a traves del dominio de
union al ADN de SOX9 y de la region carboxi-terminal de SF1. Por lo tanto, ambos
factores de transcripcion parecen estar implicados en la activacion de la AMH, por un lado
mediante sus respectivos dominios de union al ADN que se unen a su promotor, y por otro,

por la interaccidon entre ambas proteinas.

WNT4 es un gen que parece estar implicado en el desarrollo ovarico. Cuando su
expresion aumenta por encima de su nivel normal en individuos XY, se produce reversion
sexual (Jordan y col., 2001). En estos individuos también se observa un aumento de la
expresion de DAXI, por lo que el fenotipo masculino puede deberse a la accion ejercida
por el aumento de dosis de este ultimo gen (Swain y col., 1998). Esto sugiere que WNT4
regula la expresion de DAXI, y que la accidén concertada de ambos previene el desarrollo
testicular. Se ha postulado que WNT4 puede ser la conexion entre DAX] y SRY. Asi, SRY

puede antagonizar a WNT4 bien regulando directamente su expresion, o bien interfiriendo

en la cascada de senales celulares WN.

Recientemente se ha descubierto la implicacion de FGF9 en el desarrollo
testicular (Colvin y col., 2001). Parece tener un papel importante en la migracion de células

procedentes del mesonefros al interior de la gonada indiferenciada. Aunque son necesarios
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estudios futuros para conocer su papel, debe de estar regulado por genes que inician la

cascada génica de determinismo del sexo (SRY?, SOX9?).

En la figura 2, mostrada a continuacion, puede verse un esquema que representa

las interacciones génicas que se han descrito en este apartado.
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Figura 2. Esquema de las interacciones entre varios genes implicados en la
determinacioén y diferenciacion sxual. En colores vivos se indican los genes
activos en cada caso, las lineas rojas indican inhibicion y las verdes activacion.
Las lineas discontinuas indican las acciones que no se ejercen, y las lineas
continuas las que si.

EXPRESION GENICA Y DIFERENCIACION

El primer evento en la diferenciaciéon sexual es el comienzo del desarrollo
testicular, que se inicia con la invasion del primordio gonadal indiferenciado por células
mesénquimaticas procedentes del mesonefros. En cultivos en los que las gonadas estaban
aisladas, o eran separadas del mesonefros mediante una membrana, no se producia la
formacion de cordones, lo que demostré que era necesario un contacto directo entre ambos
para que se produjese el desarrollo testicular (Buehr y col., 1993). Otros experimentos en
los que se cultivaron gonadas XX y gonadas XY junto con mesonefros demostraron que la
migracion celular so6lo se produce cuando la gonada es XY (Martineau y col., 1997).
Experimentos en los que se han cultivado gonadas XX transgeénicas para una copia activa
de SRY y génadas XXY con un alelo nulo de SRY han revelado que en el primer caso se
produce migracion, mientras que en el segundo no (Capel y col., 1999). Esto indica que
parece ser necesaria la presencia de SRY para que se produzca la migracion celular por
parte del mesonefros. No obstante la proteina SRY no seria la Unica responsable de esta
migracion, ya que todo indica que actua como un factor de transcripcion, y este papel lo
deberia ejercer una senal celular de actuacion local. Por otro lado la migracion celular
continua varios dias después de que finalice la transcripcion de SRY. Recientemente se ha
encontrado una senal celular de actuaciéon local que se expresa en el testiculo embrionario,
FGF9, que podria estar implicado en esta funcion. En cultivos de gonadas XX junto a
mesonefros en los que se afiadia este factor se ha comprobado que se produce la migracion

celular, e incluso la formacion de cordones (Colvin y col., 2001).

El siguiente evento en el desarrollo testicular es la formacion de cordones
testiculares y la diferenciacion de cé€lulas de Sertoli en su interior. Para que ocurra este
proceso es necesario que tenga lugar la invasion de c€lulas mesenquimaticas procedente del

mesonefros (Tilmann y Capel, 1999). En ratén, es necesario que esta migracion celular se



inicie antes de los 11.5 dpc para que se produzca la diferenciacion testicular. En cultivos
donde se retira el mesonefros después de los 11.5 dpc la diferenciacion testicular continua,
por lo que posteriormente a este estadio no es necesaria su presencia para el mantenimiento

de los cordones.

Con objeto de investigar la ventana de competencia en la que se pueden formar
cordones se realizaron experimentos en los que se cultivaban, a modo de “Sandwich” un
mesonefros, una gonada XX, y una XY. En esta situacion, con organos de 11.5 dpc, se
inducia la formacion de cordones en la gonada XX, situada en medio. Sin embargo, cuando
alguna de las dos gonadas, o las dos, eran de 12,5 dpc, no se inducia esta formacion de
cordones. Por lo tanto, sélo a los 11.5 dpc puede la gonada XY producir los factores
necesarios, y también solo a los 11.5 dpc, la gobnada XX es susceptible de desarrollar los
cordones, siendo estos requerimientos independientes de la edad del mesonefros, aunque
no de su dotacion cromosomica, ya que la formacion de cordones en la gonada XX se vé

favorecida si el mesonefros es también XX.

En condiciones normales la presencia de SRY de las c€lulas de sostén induce la
diferenciacion de las células de Sertoli. No obstante se han encontrado casos de cé€lulas de
Sertoli XX. Asi, en ratones quimera XX-XY, un 10% de las células de Sertoli eran XX
(Palmer y Burgoyne, 1991a). Esto indica que en presencia de SRY se favorece la
diferenciacion de las células de Sertoli, pero que también se puede producir el ambiente
necesario para que se produzca dicha diferenciacion en su ausencia. Este argumento
también es valido para la diferenciacion de otros tipos celulares gonadales. Hay varios
ejemplos de esto: en ovario, cuando desaparecen los oocitos se produce una
transdiferenciacion y comienzan a formarse cordones, en ratones hermafroditas quimera
XO/XY y XO/XY/XYY se produce un reclutamiento de cé€lulas XX entre las células de
Sertoli y de células XY entre las foliculares (Palmer y Burgoyne, 1991b).

El hecho de que la formacion de cordones pueda ser inducida, en la gonada XX,
por la migracién de cé€lulas del mesonefros, sugiere que la induccion de la diferenciacion
de células de Sertoli depende sélo de dicha migracion. Sin embargo, hay probablemente
implicados otros factores. Se espera que en gonadas mosaico XX/XY la senal para la
migracion celular proceda de las células XY, distribuidas al azar por toda la gonada. Las
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c¢lulas que responden a esta sefial penetran en la gonada, y se encuentran también al azar
con células precursonras de sostén, ya sean XX o XY, induciéndo en ellas la diferenciacion
de células de Sertoli. Sin embargo, hay un fuerte sesgo a favor de las células XY (>90%) lo
que podria explicarse si (a) las células XY presentan una predisposicion a diferenciarse
como cé¢lulas de Sertoli, probablemente por la expresion previa de SRY, (b) si hay una
proliferacion mas rapida de las cé€lulas XY, o (c¢) Puesto que las precursoras de las c€lulas
de Sertoli XY producen la sefial para la migracion celular, tienen un efecto quimiotactico

sobre las células que migran (Tilman y Capel, 1999).

[Las células germinales, que previamente han invadido el primordio gonadal
indiferenciado, pueden comportarse, a partir de este momento, de dos formas diferentes,
dependiendo del sexo. Asi, en el desarrollo testicular, entran en estado de arresto mitotico,
mientras que en el ovarico lo hacen en arresto meiotico. Es de destacar que cuando algunas
células germinales entran por error en otros tejidos, como los adrenes, se paran en arresto
meiotico (Mc Laren, 1995), 1o que hace pensar que estas c¢€lulas estan programadas para
detenerse en meiosis, y que durante el desarrollo testicular se produce algun factor que las
induce a entrar en arresto mitotico, y por lo tanto, a seguir un desarrollo masculino. Este
supuesto factor es aun desconocido, pero es probable que sea producido por las células de
Sertoli. Un candidato a ser este factor es "Desert Hedgehog" (DHH) ya que es una senal
celular de actuacion local, que se expresa en las cé€lulas de Sertoli desde 11.5 dpc hasta el
adulto, mientras que en la gonada femenina no se ha encontrado expresion. Este patron de
expresion sugiere que puede estar regulado directamente por SOX9 o por SRY, aunque en
la actualidad aun no se ha encontrado ninguna relacion de regulacion entre estos genes. Es
de destacar que ratones macho deficientes para Dhh son infértiles debido a la ausencia de
esperma (Bitgood y col., 1996). Estas gonadas en estadio embrionario pesan menos que las
normales, aunque actualmente no se sabe si esta deficiencia se debe solo al menor nimero
de células germinales, o de Sertoli, o ambas, o incluso deficiencia de otros tipos celulares.
En ovarios, sin embargo, la pérdida de cé€lulas germinales esta relacionada con reversion
sexual. En casos de freemartinismo (Jost, 1953), cultivos de ovarios de rata en presencia de
AMH bovina fetal, o expuestos a tejido testicular (Vigier y col, 1987) y casos de ratones

transgénicos con sobreexpresion de AMH (Behringer y col, 1990) se produce una deplecion
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de las células germinales en el ovario. Este hecho, unido a que en machos se produce una
disminuciéon de los niveles de expresion de AMH en testiculo, justo cuando las
espermatidas entran en meiosis, hace suponer que esta hormona tiene un efecto letal para
las células germinales que han entrado en meiosis. Acompainando a esta pérdida de cé€lulas
germinales en los ovarios, se producen cordones seminiferos aunque, por supuesto,
carentes de células germinales. Las cé€lulas germinales en meiosis son necesarias para la
formacidén y mantenimiento de los foliculos de forma que si1 los oocitos desaparecen, las
células de sostén pueden formar cordones seminiferos (McLaren, 1991). Jiménez y col.,
(1996a) postularon que las c€lulas germinales podrian actuar inhibiendo la formacion de
tejido testicular. De esta forma, mientras hubiese oocitos no podria formarse tejido
testicular, pero una vez que la AMH haya matado a las cé€lulas germinales, se elimina la
inhibicion de la formacion de tejido testicular, y se forman los cordones seminiferos. Una
explicacion alternativa podria achacar a la propia AMH la responsabilidad de la presencia
de tejido testicular, sin embargo, se han descrito casos donde la ausencia de celulas
germinales en gonadas XX no es debida a la influencia de la AMH, como es el caso de
ovarios fetales de rata cultivados durante largos periodos de tiempo, y que también
desarrollan estructuras parecidas a cordones (Prépin e Hida, 1989). Tampoco hay
influencia de la AMH en los ovarios del gran canguro australiano, donde también se ha
encontrado una deplecion de las células germinales y la formacion de estructuras parecidas
a cordones testiculares (Whitworth y col., 1996). Ademas, se ha demostrado que la pérdida
de las células germinales alrededor del comienzo de la foliculogénesis es suficiente para
inducir la formacion de estructuras parecidas a cordones testiculares en los cultivos de
ovarios de rata (Prepin y col., 1989). También, en muchos casos, los ovarios de ratas
seniles pierden las células germinales, y se produce una transdiferenciacion de los foliculos
a cordones testiculares (Crummeyrolle-Arias y col., 1976). Aunque se han descrito algunos
casos donde la pérdida de células germinales no produce reversion del sexo, como la
mutaciones white spotting (W) y steel (S/) (ver revision por Donovan, 1991), practicamente
todos los casos de reversion sexual XX descritos hasta ahora estan precedidos por una
pérdida de las células germinales. Cuando éstas se pierden, las cé€lulas de la linea de sostén

, tanto si son pre-foliculares, como foliculares pueden diferenciarse en Sertoli y formar
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cordones seminiferos. Por lo tanto, todo apunta a que tanto en el ovario en desarrollo, como
en el adulto, las células germinales inhiben la diferenciacion de las células de Sertoli a

partir de las c€lulas de la linea de sostén.

REVERSION SEXUAL EN MAMIFEROS

En todo mamifero podemos distinguir tres tipos de sexo. El sexo genético viene
determinado por la dotacion cromosomica del individuo, de tal manera que si tiene dos
cromosomas X sera hembra, y si1 tiene un X y un Y sera macho. Los individuos XY
desarrollan testiculos, mientras que los XX desarrollan ovarios, definiéndose asi el sexo
gonadal. Las gonadas producen hormonas que dirigen el proceso de diferenciacion sexual
del resto del organismo, dando como resultado el fenotipo sexual masculino o femenino y
constituyéndose de este modo ¢l sexo fenotipico. De acuerdo con este patron, se produce

una reversion sexual cuando no hay correspondencia entre el sexo genético y el gonadal o

el fenotipico.

El estudio de la reversion sexual ha sido posible gracias al estudio de mutaciones
en los genes que intervienen en el determinismo y diferenciacion del sexo que no resultan
letales en los estadios embrionarios. Los pacientes con reversion sexual facilitan la
localizacion e identificacion de los genes que intervienen en el proceso de determinacion y
diferenciacion sexual. Como veremos a continuacion, la etiologia de las reversiones

sexuales es muy variada.

Hembras XY

El origen mas evidente de estos casos es la delecion del gen SRY. No obstante, las
alteraciones cromosomicas en las cuales se ha perdido la regién determinante del sexo no
son muy comunes. El mecanismo mas frecuente por el que puede ocurrir este tipo de

mutacion es un intercambio desigual entre los cromosomas X e Y durante la meiosis




g R INTRODUCCTON: b il

paterna. Otro mecanismo en el que se pierde el gen SRY es mediante translocaciones Y-
autosomas (Page y col., 1990). Finalmente, diversas mutaciones puntuales que afectan
directamente al gen SRY pueden representar otro origen para hembras XY. En cualquiera
de estos casos, los individuos afectados presentan disgenesia gonadal y suelen ser mas altos

que la media de las hembras (Hawkins, 1993).

Determinadas mutaciones en el gen W7/ dan lugar a individuos con nefropatia
progresiva, conocida como el sindrome de Denys-Drash, que normalmente aparece durante
el primer ano de vida, proceso que va acompafiado de la aparicion del tumor de Wilm. La

mayoria de los individuos son XY, y al nacer suelen presentar genitales externos femeninos

o ambiguos (Mtueller, 1994).

Los pacientes con dotacion cromosomica 46XY afectados por una malformacion
congénita del esqueleto denominada displasia campomélica, presentan simultaneamente un
amplio rango de fenotipos sexuales, incluyendo machos normales, hembras con tejido
testicular, hembras con disgenesia testicular y hembras normales con ovarios conteniendo
ovocitos. Sin embargo, no hay descritos casos de individuos 46 XX con las mismas
disfunciones. Este tipo de reversion sexual se debe a mutaciones en el gen SOX9

(Tommerup y col., 1993).

También se han descrito casos de reversion sexual en individuos XY que tenian
duplicado la region del cromosoma X donde se encuentra el locus del gen DAX/ (Bardoni
v col., 1994). Los individuos presentan fenotipo femenino y sus genitales externos suelen

ser ambiguos.

Al igual que para DAXI, pacientes XY que tienen duplicado un fragmento del
cromosoma 1 donde se encuentra el locus del gen WNT4 poseen un fenotipo femenino

(Jordan y col., 2001).

Asimismo se han descrito casos de disgenesia gonadal en individuos XY cuya
patogénesis no se conoce, asociados a multiples anomalias congeénitas, como el sindrome
genitopalatocardiaco (Simpson, 1976), el sindrome de Smith-Lemli-Opitz (Bialer y col.,

1987), el sindrome de Frasier (Moorthy y col., 1987), el sindrome de costilla corta de tipo
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IV Beemer-Langer (Cidecyan y col 1993). Otros estan asociados al retraso mental ligado al

X, como el sindrome ATR-X (Gibbons y col., 1991).

Machos XX

Aunque no se trata de una reversion sexual, el caso mas conocido de individuos
con dos cromosomas X y sexo masculino es el sindrome de Klineferter (XXY). Son
individuos con fenotipo masculino y SRY (de aqui la ausencia de reversion sexual), que
después de la pubertad tienen testiculos pequefios azoospérmicos (esterilidad),
ginecomastia (crecimiento de las mamas en el varon) y diferentes grados de deficiencia en

los niveles séricos de testosterona.

Normalmente, los machos XX aparecen como consecuencia de la presencia de
secuencias del cromosoma Y, incluido el gen SRY, en uno de los dos cromosomas X o en
algiin autosoma, estando la translocacion presente en todas las ce€lulas del individuo
(Ferguson-Smith y col., 1990). Son machos con una media de altura similar a la de las
hembras, tienen inteligencia normal y no tienen genitales externos ambiguos. Los testiculos
son similares a los del sindrome de Klineferter. No obstante, también se han descrito casos
de machos XX sin secuencias procedentes del cromosoma Y (Palmer y col., 1989). La
mayoria de estos pacientes tienen genitales ambiguos, aunque también puede haber
fenotipo masculino completo. No se ha encontrado ninguna evidencia para explicar este
tipo de reversion sexual, aunque la heterogeneidad de fenotipos encontrados sugiere que
debe de haber mas de un tipo de anomalia genética subyacente. Una explicacion sencilla
podria basarse en que un gen normalmente esta inactivo en ausencia de SRY, se activa
mediante algin tipo de mecanismo, directo o indirecto, iniciando asi el desarrollo
testicular. este es el caso de SOX9, ya que individuos XX con este gen duplicado poseen
fenotipo masculino (Koopman, 2001). La pérdida de funcion de algun gen implicado en la

ruta femenina también puede ocasionar este tipo de reversion sexual. Asi, ratones
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transgénicos homocigotos para un alelo nulo del gen WNT4 presentan en el momento de

nacer una gonada y conductos sexuales masculinizados.

Hermafroditas verdaderos

Se trata de individuos que contienen ambos tipos de tejido gonadal, testicular y
ovarico. La gonada que contiene ambos tipos de tejidos se conoce como ovoteste. En la
mayoria de los casos, una de las gonadas es un ovoteste, mientras que la otra es un testiculo
o un ovario. Se dan pocos casos en los que una de las gonadas sea un testiculo y la otra un
ovario, o en las que ambas sean ovotestes. Los testiculos y la parte testicular del ovoteste
en los hermafroditas verdaderos son similares a los testiculos XX, conteniendo s6lo células
de Sertoli y sin evidencia de espermatogénesis. Las partes ovaricas suelen contener
foliculos ovaricos de aspecto normal, y en algunos casos pueden ser funcionales. Los
individuos cuyas dos gonadas son ovotestes suelen tener los conductos de Woltt y de
Muller. En los otros dos casos descritos anteriormente, el conducto de Miuller desaparece

normalmente en el lado del testiculo.

En humanos, la mayoria de los individuos afectados de hermafroditismo
verdadero presentan un cariotipo 46 XX. El resto se reparte entre individuos 46 XY,
quimeras 46XX/46XY y mosaicos para los cromosomas sexuales (Van Niekerk y col.,
1981). El mosaicismo se produce normalmente como consecuencia de errores en la
disyuncion meiodtica o la mitotica de los cromosomas sexuales. Las quimeras XX/XY
suelen producirse por la doble fertilizacion de un 6vulo y su cuerpo polar, de manera que el

individuo resultante estara compuesto por de cé€lulas de los dos embriones (Gartler y col.,

1962).

El caso de Ellobius
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El género Ellobius comprende varias especies extensamente estudiadas desde el punto
de vista citogenético. Una de estas especies, E. fuscocapillus presenta la tipica constitucion
de cromosomas sexuales comun entre los mamiferos (XX/XY). Sin embargo, entre las
otras especies, tanto machos como hembras de E. /utescens son 2n=17(X0). Esto no so6lo
plantea problemas de viabilidad de los zigotos 2n=16(00), sino que los 2n=18(XX) también
resultan letales, sin que hasta el momento haya una explicacion satisfactoria para esta
letalidad. Otras especies del género, E. tancrei, E. talpinus y E. alaicus presentan 2
cromosomas X en ambos sexos, con constituciones cromosomicas que van desde 32(XX)
hasta 54(XX) debido a la ocurrencia de translocaciones robertsonianas. El cariotipo inusual
de estas especies ha provocado interés acerca de como podria llevarse a cabo en ellas el
determinismo del sexo. La presencia del gen SRY ha sido excluida mediante estudios
moleculares, y se ha asumido que la determinacidén sexual podria correr a cargo de algun
otro gen mutado, de actuacion posterior al SRY. Del mismo modo, se ha descartado la
presencia del gen ZFY en E. lutescens y E tancrei, aunque la obvia fertilidad de los machos
XX y X0 apunta a que el responsable de la determinacion del sexo en estas especies debe
ser un gen muy proximo al SRY en la cascada de regulacion iniciada por este gen en otros
mamiferos. La resolucion de este problema en Ellobius podra por tanto revelar datos clave
para la compresion de la determinacion del sexo en mamiferos en general (ver revision por

Vogel y col., 1998).

Hermafroditismo verdadero en Talpa occidentalis.

El topo 1bérico, Talpa occidentalis (Cabrera, 1914), se distribuye por toda la
Peninsula Ibérica, excepto en areas del Norte y del Noreste, donde habita 7. europea.
Jiménez y col., (1988) describieron un nuevo caso de reversion sexual XX en esta especie.
Mientras que los individuos XY son invariablemente machos normales, los XX son

hembras funcionales, fenotipicamente intersexos con ovotestes bilaterales.

Los topos se reproducen estacionalmente. En el Sur de la Peninsula Ibérica el

periodo reproductivo se extiende generalmente desde Noviembre hasta Marzo, aunque los
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limites del mismo suelen ser variables en distintos anos (Jiménez y col., 1990a). Durante el
periodo no reproductivo, los testiculos de los machos se reducen en tamano hasta
representar una quinta parte de su peso durante la estacion reproductiva y se hacen
completamente estériles. Al final del verano se reanuda la meiosis testicular, que alcanza
su maxima actividad coincidiendo con el periodo de ovulacion de las hembras. En los
ovotestes de las hembras ambos componentes, testicular y ovarico siguen un patron de
variacion estacional independiente, existiendo determinadas variables, tales como el
volumen ovarico o el peso del utero, que varian estacionalmente, mientras que otras lo
hacen en funcion de la edad del individuo (Jiménez y col., 1996b). Igual que ocurre en
Talpa europaea (Harrison-Mathews, 1935), en 7. occidentalis también se produce la
apertura del orificio vaginal al inicio de cada estacion fértil y su posterior sellado al final

del mismo (datos no publicados).

Las peculiares caracteristicas de estos individuos fueron descritas en detalle por
Jiménez y col. (1993). Todos los individuos XX tienen los derivados de los conductos de
Miiller desarrollados normalmente, mostrando vagina, utero y oviductos. Sin embargo,
también presentan derivados de los conductos de Wolff, tales como epididimos
rudimentarios. Estos son variables en tamafio, y aparecen generalmente como un tubo
epididimario pequeiio, tapizado internamente por c€lulas ciliadas y fuertemente asociado a
la cubierta gonadal por tejido conectivo, incluyendo tejido adiposo. Estan localizados cerca

del polo testicular del ovoteste, en las proximidades de la rudimentaria refe festis que existe

en esta region.

Los ovotestes estan compuestos de una pequeina parte de tejido ovarico normal y
una porcidén variable en tamafio de tejido testicular disgenéesico. Ambas regiones no estan
separadas por una barrera continua de tejido conectivo. La cubierta gonadal varia con el
tipo de tejido que envuelve. En la parte testicular esta presente una tunica albuginea tipica.
Esta tunica se separa de la génada sobre la porcion ovarica, constituyendo asi una bursa
ovarica, que esta conectada con el infundibulo y los oviductos. La pocién ovarica esta

directamente cubierta por una monocapa de c€lulas prismaticas dando lugar a un epitelio

ovarico tipico.
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El tejido ovarico es normal y proporciona fertilidad a las hembras de topo.
Contiene numerosos foliculos primarios y secundarios y uno o mas foliculos de de Graatf.
La parte testicular estd compuesta de una masa de tejido testicular organizada en l6bulos,
separados por travéculas de tejido conectivo y una refe testis con un desarrollo variable,
localizada normalmente cerca del polo no ovarico, al lado de los epididimos. La rete testis
esta formada por muchos tubulos de apariencia normal con Iimina visible, cuyo diametro
aumenta al acercarse a la tunica albuginea. Estos tubulos, asi como los de los epididimos
suelen estar vacios, aunque ocasionalmente en su interior pueden haber detritus celulares,

como ocurre en los epididimos de los machos en la €época no fértil.

El tejido testicular contiene un gran numero de estructuras parecidas a pequenos
cordones testiculares, embebidas en una abundante matriz de tejido intersticial. Las células
que hay en los cordones testiculares del ovoteste tienen caracteristicas de c€lulas de Sertoli
inmaduras. Estas cé€lulas definen la superficie exterior de los cordones, que es muy regular
y continua entre una cé€lula y la siguiente. Rodeando a estas cé€lulas hay una lamina basal,
que es a su vez circundada por c€lulas peritubulares, que emiten largos y delgados procesos
citoplasmaticos, quedando el cordon sexual totalmente aislado del tejido intersticial. En el

interior de los cordones testiculares no hay cé€lulas germinales.

El tejido intersticial estd compuesto principalmente por células de Leydig que son
practicamente indifereciables de las de los testiculos normales. Poseen abundante
citoplasma con numerosos organulos en su interior. Estas c¢lulas de Leydig producen altos
niveles de testosterona, aunque dicha produccion es menor durante la estacion

reproductiva.

Con objeto de investigar un posible origen de esta reversion sexual basado en el
traspaso de secuencias del cromosoma Y paterno hasta el cromosoma X de estos
individuos, se estudid en detalle la meiosis de los machos de 7. occidentalis mediante la
observacion de preparaciones de complejos sinaptinémicos (Jiménez y col., 1990 b y c).
Aunque este estudio permitié demostrar la existencia de apareamiento heterdlogo entre
regiones de ambos cromosomas sexuales y el autoapareamiento de ambos brazos del
cromosoma X, estos estudios no proporcionaron evidencias de la existencia de

translocaciones X-Y en esta especie. Estos datos fueron confirmados mas tarde mediante
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estudios moleculares de "Southern blotting" y de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, de “Polymerase Chain Reaction”), que demostraron la ausencia del gen

determinante testicular SRY en el genotipo de las hembras de topo.
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OBJETIVOS

[as excepcionales caracteristicas que nuestro grupo habia descrito previamente en
las gonadas de las hembras de Talpa occidentalis, conferian a esta especie un alto valor
intrinseco como objeto de estudio cientifico. Este valor deriva no solo del interés por
conocer qué procesos citoldgicos, histologicos, endocrinologicos, bioquimicos, fisiologicos
y, por supuesto, genéticos y evolutivos, pueden haber conducido a la obtencion de un
fenotipo sexual tan peculiar, sino también de la posibilidad cierta de que estos datos
puedan contribuir a aumentar nuestros conocimientos sobre los procesos de determinacion
y diferenciacion sexual de los mamiferos en general, y de la especie humana en particular.
La realizacién de estos estudios constituye el objetivo general de nuestro grupo de
investigacién, aunque debido a su magnitud y caracter multidisciplinar se trata de un
objetivo a largo plazo que, en muchos casos, debera ser abordado en colaboracion con
otros grupos. Desde esta perspectiva, para el presente estudio nos hemos planteado los

objetivos que se describen a continuacion.

1. Hacer de Talpa occidentalis una especie util para su uso en investigacion,
convirtiéndola asi en un nuevo modelo animal en el campo de la biomedicina. Se
trata de un objetivo amplio en el que podemos tener en cuenta, a su vez, dos

aspectos importantes.
a. Desarrollo de metodologias especificas, no existentes previamente, para su

uso con este tipo de material, tales como:
e Localizacion y captura de topos en su medio natural.
e Identificacion y captura selectiva de hembras prefiadas y lactantes.

e Acondicionamiento y manejo adecuado de hembras prefiadas y
lactantes en cautividad.
e Localizacion y manejo adecuado de nidos de topo naturales, y

acondicionamiento de nidos artificiales.

e (Caracterizacion precisa del ciclo reproductivo estacional del topo

en la localidad de estudio.
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e Técnicas de microdiseccion de embriones fetos y crias de topo

para el estudio de su tracto reproductor.

e Adaptacion de las técnicas citologicas e histologicas para su uso

con este tipo de material.

e Adaptacion de las técnicas de analisis genético molecular para su
aplicacion al escaso volumen de material de estudio disponible.

b. Analisis preciso del proceso de desarrollo pre- y postnatal de los ovotestes
de las hembras de 7. occidentalis, para establecer una base de
conocimientos imprescindible para la correcta interpretacion de los
posteriores analisis de tipo genético molecular, fisiologico, etc...

2. Estudio de los patrones de expresion en el topo de tres genes implicados en el
proceso del determinismo genético del sexo en mamiferos. Estos genes son los
siguientes:

a. SRY, cuya expresion solo seria estudiada en los machos de 7. occidentalis,
dado su caracter de gen ligado al cromosoma Y.

b. S0OX9, que debido a su caracter de gen marcador de las cé€lulas de Sertoli, su
expresion seria investigada tanto en machos como en hembras.

c. DAXI, que por su implicacion en los primeros pasos del proceso de
determinacion sexual, también se investigaria en ambos sexos.

3. Por ultimo, los resultados de estos estudios nos permitirian extraer conclusiones
acerca del papel de los genes citados durante los procesos de determinacion y
diferenciacion sexual de Talpa occidentalis y del resto de los mamiferos.
Asimismo, el conocimiento preciso del proceso de desarrollo de los ovotestes de 7.
occidentalis permitiria también extrapolar datos sobre como ocurre dicho proceso
en otras especies en las que se dan casos de reversion sexual, ya sea total o parcial,

tales como muchas especies de mamiferos domeésticos o la propia especie humana.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL ANALIZADO

El presente estudio se ha basado en el anélisis de un total de 139 embriones fetos y
crias de la especie de topo Talpa occidentalis. Estos animales pertenecian a distintos
estadios de desarrollo, de manera que con ellos se cubria todo el proceso de organogénesis
gonadal. Fueron clasificados atendiendo a una serie de caracteristicas morfométricas, tal
como se describe en el capitulo de Resultados. La tabla I recoge los datos basicos del

material analizado.

Este material fue obtenido en la Vega de Granada, cerca de la localidad de Santa Fe,
durante un total de 7 afios consecutivos (1995-2001). Los embriones y fetos fueron obtenidos
mediante la captura de hembras prefiadas. Una vez capturadas, se determind el estatus
reproductivo de cada hembra mediante un reconocimiento in sifu de sus caracteristicas
morfolégicas. En dicho reconocimiento se determinaron y anotaron una serie de variables,
tales como la existencia o0 no de un orificio vaginal abierto, el grado de inflamacién y
cantidad de mucosidad de la vulva, el tamafio y estado de los pezones de las mamas, la
posible produccién de leche y la presencia o no de embriones en el utero. Esto ultimo se
realizd mediante palpacion directa del abdomen de las hembras, lo que permitia ademas
determinar con bastante precision en cada caso el estadio de gestacion y, eventualmente, la
fecha probable del parto. Para obtener las crias se procedio a la localizacion del nido cuando

el examen de sus caracteristicas morfoldgicas sugeria que dicha hembra estaba prenada y

proxima al parto.
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Tabla |. Material analizado, clasificado en funcion del estadio de desarrollo y del tratamiento
seguido.

N° de gonadas analizadas

Extraccion ®
de RNAm

N° de
individuos
analizados

Estadio
de Edad

gestacion

N° de

Inclusion ®
camadas

en resina

Inclusion ®
en parafina

N 4% BV AN

E4

E5a

E5b

E5cC

E6

E7

ES8

14-16 dpc
17 dpc
18 dpc
19 dpc

19-21 dpc

21-23 dpc

24-28 dpc

EOQ© 0-1 dpp 3 3 9 2 6 2 6 2 6

E10 5 dpp 5 6 8 4 6 4 5 4 5

E11 10 dpp 3 5 5 0 0 5 5 5 5

E12 15 dpp 2 2 4 0 0 2 4 . 4

E13 20 dpp 2 2 4 0 0 2 - 2 4

E14 25 dpp 3 4 6 0 0 4 6 4 6

El5a 30 dpp 4 1 2 0 0 1 2 1 2

E15b 30-90 3 1 2 0 0 1 2 1 2

dpp N | =
Totales 47 61 78 48 50 37 53 37 53

dpc: Dias post coito.

dpp: Dias post parto

® Individuos incluidos in toto, por lo que se analizaron las dos gonadas de cada uno de ellos.

® Individuos disecados, de los que una gonada se incluyd en resina y la otra se uso para extraer
RNAmM. Por esa razdn coinciden los numeros en los dos pares de columnas.

¢ Neonatos
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METODOS

Obtencion del material.

Metodos de captura.

LLa obtencion de los embriones y crias de topo ha sido la tarea mas dificil del
presente trabajo. En la bibliografia se habian descrito algunos modelos de trampas, en
general muy poco eficientes y cuyo uso implicaba la muerte del topo (ver Gorman y Stone,
1990). En nuestro grupo de investigacion inicialmente se capturaban los topos a mano,
cuando el animal estaba reconstruyendo un tramo de galeria que con anterioridad le habia
sido destruida. Este método, aunque efectivo, requiere una gran cantidad de horas de
dedicacion, por lo que desarrollamos nuevos modelos de trampa que nos permiten capturar
un mayor numero de animales vivos en menor tiempo de trabajo de campo. En general,

estas trampas consisten en un tubos de PVC sanitario de aproximadamente 20 cm de

longitud y 5 cm de diametro (& similar al de una galeria de topo), a los que se les acopla
dos puertas en los extremos. Las puertas estan unidas mediante un sistema mecéanico de
muelles y palancas a un resorte que sobresale en el interior del tubo. Al atravesar la trampa,
el topo desplaza el resorte de su posicion haciendo que las puertas se cierren y quede
atrapado sin sufrir dafio alguno. Dentro de estas trampas el topo puede permanecer con
vida un tiempo limitado, que es menor en invierno (2-3 h) debido al frio. Por ello, se le
acopla ademas un nido mediante una unioén en T y una puerta de un solo sentido. Este nido
esta constituido por una capa exterior de un material impermeable (lamina de plastico) y
una cubierta interior absorbente (lona). El nido se rellena ademas con hierba seca, que sirve
de abrigo para el animal. Dentro del nido los topos pueden permanecer con vida durante

mucho mas tiempo, por lo que las trampas pueden ser instaladas por la mafiana y revisadas

por la tarde.
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Obtencion de embriones y fetos de topo

Para la obtencion de embriones y fetos se hicieron capturas intensivas de topos en
la Vega de Granada durante la estacion reproductiva de estos animales, que dura
aproximadamente 6 meses, desde Octubre hasta Marzo (Jiménez y col., 1990a; Sanchez y
col., 1996). Inicialmente se capturaron topos al azar, colocando numerosas trampas y
comprobando, mediante palpacion abdominal, si las hembras capturadas estaban prefadas
o no. No obstante, puesto que este metodo proporcionaba una baja eficiencia de captura de
hembras prefiadas que se encontrasen en los estadios de gestacion deseados, decidimos
cambiar nuestra estrategia de captura aprovechando la territorialidad de estos animales, que
se mueven en un radio de unos 10-30 metros alrededor de su nido. Antes del inicio del
periodo reproductivo capturamos una serie de hembras que marcamos colocando en la base
de su cola anillas de aluminio numeradas y de diferentes colores. En un cuaderno de campo
anotdbamos el namero y color de la anilla de cada animal, el estado de su orificio vaginal,
la fecha, y la ubicacidon de su territorio fue ademas marcada en un mapa a escala 1:5.000.
La recaptura peridodica de estas hembras nos permitié realizar un seguimiento de sus
caracteristicas anatomicas a lo largo la é€poca reproductiva. En las primeras capturas
(Octubre) todas tenian el orificio vaginal cerrado, indicando de que todavia estaban en
anestro. En los analisis posteriores, realizados cada 15 dias aproximadamente, pudimos
comprobar como las hembras entraban en estro, coincidiendo con la apertura de su orificio

vaginal y, finalmente, quedaban prefiadas.

Este método tenia el inconveniente de que en ocasiones no era posible, o se
tardaba mucho tiempo en recapturar alguna hembra, lo cual era mas frecuente si la primera
captura se realizé lejos de su nido. Por ello comenzamos a utilizar técnicas de radio-rastreo,
que permiten la localizacion rapida y exacta de la posicion del nido. Para ello, una vez
capturada la hembra, ésta era marcada con un pequeio radio transmisor, que era sujetado a
su cola con esparadrapo. Posteriormente, con la ayuda de una antena direccional (tipo
Yagi) conectada a un receptor de radio sintonizado con el radiotransmisor, se realizaba un
seguimiento de la hembra prefiada que, una vez liberada de nuevo en una galeria de su

territorio, generalmente se dirigia a su nido, permitiéndonos asi su localizaciéon. No
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obstante, era necesario comprobar que la hembra permanecia inmoévil en esa posicion por
largos periodos de tiempo antes de poder asegurar que ahi se encontraba efectivamente el
nido, tarea esta que no solia durar menos de dos dias de seguimiento. Entonces la hembra
era recapturada para recuperar el radiotransmisor, que podia asi ser utilizado para el
seguimiento de otra hembra distinta. Contando con cuatro o cinco radiotransmisores, este
método nos permite localizar entre 20 y 30 nidos de hembra en un mes de intenso trabajo
de campo. El conocimiento de la posicion del nido de cada hembra, garantizaba las
repetidas recapturas periodicas de la misma, permitiendo asi un seguimiento preciso de su

estatus reproductivo.

Una vez que las hembras estaban prenadas, pudimos determinar con bastante
aproximacion el estadio de desarrollo de los embriones o fetos mediante palpacion de su

abdomen, que permite estimar la longitud del embrion (valor CRL; ver capitulo de

resultados) con una precision de = 1 mm. Esto nos permitia liberar la hembra prefiada si era
necesario, para volver a recapturarla unos dias después, una vez que los embriones
hubiesen alcanzado el estadio de desarrollo de interés en cada caso. Alternativamente,
cuando el tiempo de espera estimado era de tan solo uno o dos dias la hembra en cuestion
no era liberada de nuevo en su territorio sino alojada en uno de los cinco grandes terrarios

que construimos a tal efecto.

Estos terrarios, situados en el recinto de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Granada, miden 1.2 m en planta y tienen una profundidad de unos 20 cm de suelo de la
Vega de Granada. Fueron construidos en obra con paredes alicatadas de 70 cm de altura,
para evitar que el topo pueda escapar trepando, y un fondo de malla metalica galvanizada
sobre el que se deposita el suelo, que descansa sobre una base de ladrillo suelto y grava que
garantizan un excelente drenaje. Esto es necesario dado que los terrarios estan construidos
a la intemperie y sometidos, por tanto, a las inclemencias atmosféricas, incluida la lluvia.
Ademas, para evitar que nuestros topos pudiesen ser depredados por animales domésticos
tales como gatos o perros, que en ocasiones abundan por los jardines de nuestra facultad,

todo el complejo esta encerrado en una alambrada de malla metalica.

Aparte del suelo, el principal elemento de cada uno de estos terrarios es un nido

artificial construido a partir de una caja de poliestireno expandido (de las comunmente




utilizada por el transporte de productos congelados). Estos nidos artificiales fueron dotados
de dos salidas al exterior, fabricadas en tubo de PVC de 50 mm de diametro y una camara
de video sensible a los infrarrojos que lleva acoplados seis leds de infrarrojos. Esta camara
fue colocada en posicion cenital en el techo del nido y separada de €ste por un vidrio
delgado, que evitaba que el topo pudiese deteriorarla. Una vez conectada la camara a un
televisor situado en uno de nuestros laboratorios, este sistema nos permitid observar el
comportamiento del animal alojado en el terrario y estimar, entre otras cosas, su estado de
salud. Una vez en el terrario, las hembras capturadas fueron alimentadas con carne picada y
lombrices de tierra o lombrices de compostaje, que eran depositadas diariamente en alguna

de las galerias que la hembra construia en su "nuevo territorio".

Obtencion de crias de topo

Las crias de topo no se pueden capturar por los métodos anteriores, ya que
permanecen en el nido hasta que son puberes. Hemos utilizado dos métodos distintos para
conseguir este material. El primero de ellos consistidé en alojar en nuestros terrarios
hembras prenadas en avanzado estado de gestacion y dejarlas que parieran en el nido
artificial. La camara de video permiti0 conocer con precision el momento en que se
produjo el parto y, en un caso, pudimos incluso grabarlo en cinta, algo que nunca antes se
habia logrado con este tipo de animales. Puesto que algunas hembras mostraron tendencia a
devorar sus propias crias al cabo de algunos dias tras el parto, hemos utilizado este método
principalmente para conseguir varias camadas muy jovenes, en las que la edad de las crias

pudo ser conocida con maxima precision.

El otro método utilizado para obtener crias de topo consistid en la localizacion en
el campo y posterior apertura de nidos naturales de hembras lactantes. Este método tiene, a
su vez, dos modalidades. En la primera de ellas, los nidos de hembras prefiadas o lactantes
fueron localizados mediante radio-rastreo. Las hembras prefiadas fueron posteriormente
recapturadas a intervalos cortos de tiempo (cada 2-3 dias) para comprobar si se habia

producido o no el parto. Esto nos permitia estimar con cierta precision el dia del parto y, en
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consecuencia, abriamos el nido para retirar las crias el dia en que éstas hubiesen alcanzado
la edad de nuestro interés. Las hembras lactantes fueron reconocidas mediante examen
ocular de los pezones (en estas hembras estian considerablemente agrandados) y por la
expulsion de leche tras presionar suavemente sus glandulas mamarias. Una vez localizados
sus nidos por radio-rastreo, €stos se abrian y se examinaban las crias para estimar su edad
en funcién del tamafio, peso y morfologia externa. En la segunda modalidad, los nidos
fueron localizados mediante la simple observacion del terreno en las alamedas. En
determinadas circunstancias, es posible el reconocimiento directo de la presencia de tales
nidos. Estos aparecen como un monticulo de entre 10 y 30 cm de altura y entre 50 y 70 cm
de diametro, formado por tierra removida. La tierra tendra el aspecto de estar suelta si el
nido es reciente y no ha llovido desde su construccion (Fig. 3A), o fuertemente compactada
y mas o menos cubierto de vegetacion herbacea si tiene mas de un ano (Fig. 3B). En el
centro de ese monticulo se encuentra la camara del nido, esférica y de entre 15 y 30 cm de
diametro (Fig. 3C), de la que suelen partir tres o cuatro galerias principales que confluyen
en ¢l de forma radial. Esta camara esta siempre situada por encima del nivel habitual de
inundacion del terreno y, cuando contiene crias, estd completamente recubierto
interiormente por varias capas de hojas de alamo secas y trituradas (lo que es muy habitual
en las alamedas donde hemos trabajado), o por hierba seca. Estas camas siempre estaban
sorprendentemente secas, incluso tras muchos dias de lluvia continuada (Fig. 3D). El
aislamiento térmico que consiguen estos animales en el interior de sus nidos es tal que las
crias permanecen calientes en su interior (calor que se percibe claramente en la mano
cuando las crias se extraen del nido), incluso en dias en los que las temperaturas en la

superficie del terreno caen por debajo de los cero grados centigrados.

Estos nidos que acabamos de describir son los que habitualmente ocupan las
hembras prefiadas y lactantes. Sin embargo, los machos e individuos jovenes construyen
nidos mucho menos elaborados y de aspecto generalmente provisional. Su tamafio es
mucho menor en volumen de tierra removida y el interior esta igualmente peor equipado.
Los machos hacen su cama generalmente de forma bastante descuidada y casi con

cualquier material, incluidas bolsas de plastico y papeles. Esto supuso una ventaja en




Fig. 3. Nidos naturales de 7. occidentalis.
A) Un nido recién construido muestra la tierra suelta y de color oscuro por estar ain himeda.

B) Un nido de mas de un afio muestra un color similar al del resto del terreno, esta

fuertemente compactado y suele estar mas o menos cubierto de vegetacion herbacea.

C) El mismo nido mostrado en B ha sido abierto y presenta la camara interior, situada en el

centro del mismo y por encima del nivel habitual de inundacién del terreno.

D) Un nido recién abierto que muestra las cuatro crias E11 que contenia, recubiertas por

multiples capas de hojas secas, que los mantienen secos y calientes.

Las barras representan 25 cmen A, By C, y 5 cm en D.
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nuestro trabajo, ya que pudimos reconocer qué nidos eran de hembras adultas y cuales no,

sin necesidad de capturar el inquilino de todos los nidos que pudimos encontrar.

Una vez localizado un nido con crias, €stas fueron bien llevadas rapidamente al
laboratorio para su analisis, o bien se volvieron a colocar en el nido, que fue cerrado de
nuevo para volver a ser abierto dias después. Si1 se hace adecuadamente, esta operacion no
tiene por qué perturbar a la madre, que continuara criando a sus hijos normalmente. Tanto
es asi, que en un caso un nido fue abierto un total de cuatro veces sin que la madre reparara
en ello. La primera vez nos permitio estimar la edad de las tres crias que contenia. Las otras
tres veces, separadas por intervalos de cuatro dias, sirvieron para extraer una cria cada vez
y poder asi establecer las diferencias que acumularon los hermanos en el transcurso de ese

tiempo.

Métodos histologicos Ehaid il
Inclusion en parafina | comisKK

Una vez sacrificado mediante inhalacion de cloroformo, cada animal fue pesado
en una balanza y a continuacion disecado para verificar su estatus reproductivo mediante la
observacion de las gonadas y demas oOrganos sexuales. En las hembras prefiadas, los
embriones o fetos fueron extraidos del utero, medidos y pesados en una balanza de
precision. Algunos de ellos fueron fijados completos y procesados tal como se describe a
continuacion. En otros casos, los embriones fueron disecados y sus gonadas aisladas, bien
para ser procesadas por métodos histologicos y/o citologicos, bien para ser utilizadas en

técnicas moleculares de expresion genica.

Fijacion
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Una vez disecados, los embriones o sus gonadas fueron fijados en paraformaldehido

al 4%, donde permanecen de 18 a 24 horas. Los testiculos fueron cortados por la mitad

transcurridas dos horas.

Deshidratacion e inclusion.

Tras la fijacion, se dan dos lavados de media hora en PBS*. Después se contintia

con el siguiente protocolo:

N

© ®© N o W

. Deshidratar las piezas en una serie de etanol-agua: 50%, 70%, 80%, 90%.,

100%. Se deja 30 minutos en cada uno.

. Etanol absoluto toda la noche.
. Mezcla Etanol:Xileno 1:1 durante 1 hora.

. Xileno 1 hora. En este paso se introducen las muestras en una estufa

estabilizada a 60°C.

Mezcla Xileno:parafina 1:1 durante 1 hora a 60°C.

. Mezcla Xileno:parafina 1:2 durante 1 hora a 60°C.

Parafina 12-24 horas a 60°C.

. Parafina nueva durante 4-5 horas a 60°C.

Orientar las piezas en la posicion deseada y construir los bloques a
temperatura ambiente.

Corte de los bloques y montaje de los cortes.

Las piezas incluidas en parafina se cortaron de forma seriada (7-10 ym) en un

microtomo rotativo, siguiendo el procedimiento habitual. Los cortes obtenidos fueron

extendidos en un bafio de agua a 40-45°C y montados en portaobjetos impregnados en

TESPA®
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Tincion con Hematoxilina y Eosina

O 0 N U AW

Para realizar esta técnica hemos seguido el siguiente protocolo:

. Desparafinar los cortes pasando las preparaciones por tres bafios de

Xileno de 10 minutos cada uno.

. Rehidratar en bainos sucesivos de alcoholes de 100%, 96%, 70% y 50%,

durante 10 minutos cada uno.

. Lavar en agua destilada (10 seg.).

Tefir con hemalumbre de Harris® durante 4-6 min.

. Virar el colorante mediante bano en agua corriente durante 5 min.

. Lavar con agua destilada.

Teiiir con eosina® durante unos 3 min.
Lavar en agua destilada.

Deshidratar en la serie de alcoholes (50%-100%). El tiempo en cada
alcohol es el minimo posible (4-5 segundos) para evitar perder la tincidn
de eosina.

10.Xileno durante 1 min.

11.Montar las preparaciones en DePeX.

Inclusion en Resina

S

Se ha seguido el siguiente protocolo:

. Sumegir las génadas en fijador de Karnowsky® durante 1 hora.

. Lavar en PBS tres veces durante 20 minutos cada uno.

Fijar en OsO, al 1% durante dos horas.
Lavar en agua 3 0 4 veces.
Deshidratar en etanol 70%, 15 min.

Deshidratar en etanol 90%, 15 min.



7. Deshidratar en etanol 100%, 2x15 min.
8. Sumergir en Oxido de propileno 1h.

9. Inclusion en Epon/Araldite : 6xido de propileno (1:1) 2-3 h a temperatura
ambiente.

10.Poner las muestras en un molde con Epon/Araldite recién mezclado,
dejar que se sumerjan y llevar a un horno para la polimerizacion.

11.Polimerizar a 60°C 24-48h.

Las preparaciones para microscopia electronica fueron procesadas en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, a partir de estas inclusiones en

resina, y fueron observadas y fotografiadas con un microscopio electronico de transmision

Zeiss EM 10C.

Determinacion del sexo de los embriones

El sexo genético de los embriones y fetos analizados fue determinado mediante el
analisis de la cromatina sexual de sus cé€lulas amnioticas. Para ello se realizaron
preparaciones de cromatina sexual siguiendo el siguiente método, desarrollado en nuestro

laboratorio (Jiménez y col., 2000).

1. En el momento de extraer el embrion del utero, se toma también una
pequena muestra del amnios y se introduce directamente en fijador
(metanol-acido acético, 3:1).

2. Transcurrido un minuto, se pasa el trozo de amnios a un microtubo que
contenga una gota de acido acético al 60%. Este se agita golpeandolo
suavemente con los dedos para acelerar el proceso de disgregacion del
tejido.

3. Al cabo de un minuto y utilizando una micropipeta, se extiende sobre un
portaobjetos la suspension celular resultante, expeliendo y recogiendo la
gota de liquido en que estd contenida. Esta operacion se repite
sucesivamente en diferentes regiones del portaobjetos, que estara
colocado sobre una placa termostatica estabilizada a 60°C.
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4. La preparacion asi realizada se puede tenir inmediatamente con azul de
toluidina al 1%, cubierta con un cubreobjetos, y puede ser observada
inmediatamente al microscopio.

Las células procedentes de hembras presentaran un cuerpo denso, generalmente
adosado a la pared nuclear (cuerpo de Barr), que corresponde a uno de los dos cromosomas

X inactivado. Las células de los machos careceran del cuerpo de Barr (Fig. 4).

Fig. 4. Cé¢lulas amnidticas de embriones de 7. occidentalis tenidas con azul de

toluidina. Las flechas sefialan corpusculos de Barr en los nucleos de las células de

un embrion hembra.

Este método hubo de ser utilizado para determinar el sexo genético de todos los
embriones y fetos que, por su corta edad de desarrollo, no podian ser sexados en funcién de
las caracteristicas morfolégicas de sus gonadas. Aunque las diferenciacion gonadal de
Talpa occidentalis ocurre entre los estadios E5a y ESb de su desarrollo (ver el capitulo de
Resultados), no es posible diferenciar visualmente y de manera inequivoca las gonadas

masculinas de las femeninas en individuos que se encuentren en estadios anteriores a E7.

Métodos de analisis genético molecular

Clonacion de fragmentos génicos

Extraccion de ADN
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El ADN se extrajo siguiendo el método descrito por Sambrook y col., (1989) con
algunas modificaciones. Como material de partida se usaron cé€lulas en suspension

obtenidas a partir de ganglios linfaticos y bazo de topo. El protocolo es el siguiente:

1. Homogenizar el tejido en PBS, dejando sedimentar los fragmentos mas
gruesos.
2. Centrifugar el sobrenadante a 1000 r.p.m. durante 10 minutos.

3. Lavar el precipitado 2 veces mas en PBS, centrifugando a 1000 r.p.m.
durante 10 minutos cada vez.

4. Decantar el sobrenadante, y resuspension de las ce€lulas en 4 ml de
tampon de extraccion'”,

5. Anadir 50 pl de solucion de proteinasa K® y 4ml de tampon de lisis®.

6. Mezclar suavemente e incubar durante 5-12 horas a 56°C, mezclando
ocasionalmente.

7. Afadir 100 pl de una solucion de ARNasa"? e incubar a 37° durante 3
horas.

8. Tras anadir un volumen igual de fenol, mezclar y centrifugar a 14000
r.p.m. durante 10 minutos. La fase acuosa, que es la superior y es donde
se encuentra el ADN, se pasa a un tubo nuevo.

9. Realizar otras dos extracciones, la primera con una mezcla de fenol :
cloroformo : alcohol i1soamilico (25:24: 1), y la segunda con una mezcla
de cloroformo : isoamilico (24:1). En ambas extracciones se afade un
volumen igual al de muestra.

10.Transferir el ADN a un tubo en hielo, y anadir 200 pl de NaCl 5M y dos
volimenes de etanol absoluto a -20°C.

11.Mezclar suavemente e incubar en hielo durante 30 min.

12.Recoger el ADN enrollandolo en una pipeta Pasteur con la punta sellada
por calor.

13.Lavar en etanol al 70% a -20°C.

14.Secar y resuspender en H,0.

15.Las muestras de ADN se almacenan 4°C.

Diserio de oligonucleotidos para PCR y RT-PCR
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Para hacer estudios de expresion mediante RT-PCR se disenaron tres parejas de
oligonucledtidos correspondientes a cada uno de los genes de nuestro estudio: SRY, DAX-1
y SOX-9. Para el disenio y estimacion de la temperatura de hibridacion de los cebadores se
uso el programa informatico Oligo version 4.1 (Rychlik,1989; Rychlik y Rhoads, 1989).
Los oligonucledtidos para el gen SRY de topo se disenaron a partir de un fragmento de su
caja HMG, que habia sido clonado previamente en nuestro laboratorio (GeneBank X90843;
Sanchez y col., 1996). En cambio, el disefio de los oligonucleotidos para los genes DAX-1 y
SOX-9 se realizo alineando las secuencias de estos genes en humano, raton y cerdo,
obtenidas en las bases de datos del EMBL. Se eligieron dos oligonucleotidos procurando
un alto grado de conservacion en los extremos 3'. Las secuencias de los oligonucleotidos

utilizados son las siguientes:

SRY

SRYSP1: 5'-TCT CTG TGC GCT GCC TGT AGT C-3'

Los 8 primeros nucledtidos del extremo 5' corresponden a los 8 ultimos
nucleétidos del oligonucledtido antisentido empleado por Sanchez y col., (1996) para

amplificar la caja HMG de de 7. occidentalis, mientras que los 14 nucleotidos del extremo

3' corresponden a las posiciones 145-159 de esta caja HMG (GenBank X90843).

SRYSPS5: 5'-GGC GCA AGG TGG CTC TAG AGA A-3'

Se corresponde con las posiciones 25-46 de la caja HMG de 7. occidentalis

(GenBank X90843).

El tamafno esperado del fragmento amplificado con estos oligonucleo6tidos es de

143 pb, y la temperatura de hibridacion propuesta es de 55°C.
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DAXI

DAX1SP2: 5'-TGC CTC GCA GAC CAC CTG TGG A-3'

Corresponde a los nucledtidos 984 a 1005 de la secuencia del gen humano
publicada por Zanaria y col., (1994), que incluye los 10 ultimos nucleétidos de la cuarta y
ultima repeticion del dominio de union al ADN (DBD), asi como los 12 primeros

nucledtidos del dominio de union al ligando (LBD) de este gen.

DAXI1SPS: 5'-CGG GCC ACG GCG CTT CTG TAC C-3'

Corresponde a los nucledtidos 805 a 826 de la secuencia del gen humano
publicada por Zanaria y col., (1994). El extremo 3' de este oligonucleotido se encuentra a 9

nucleodtidos (contados hacia el extremo 57) del extremo 3' de la tercera repeticion del DBD.

El tamafio esperado del fragmento amplificado es de 201 pb. La temperatura de
tedrica de hibridacion de los cebadores es de 55°C. No obstante se probaron un rango de

temperaturas desde 55°C hasta 68°C.

SOXY9

Se utilizaron dos parejas de oligonucledtidos diferentes, una de ellas para la
amplificacion de un fragmento del primer exon, entre los nucledtidos 249 a 535, y otro
fragmento del segundo exon, entre los nucleotidos 730 a 751 de la secuencia XM 039095

de Genbank. La primera pareja de oligonucledtidos fu€ la siguiente:

SOX9S: 5S'-“TCATGAAGATGACCGACGAGC-3'
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Corresponde a los nucleétidos 249 a 269.

SOX9AS: 5S'-CTTGTTCITTGCTGGAGCCGTT-3

Corresponde a los nucledtidos 515 a 535.

El tamano esperado del fragmento amplificado es de 287 pb, y la temperatura de

hibridacion tedrica de los cebadores es de 55°C.

La segunda pareja de oligonucleodtidos fue la siguiente:

SOX9SP1: 5'- AGT GCT CGC CGG GGG AGT GCA C -3

que corresponde a los nucledtidos 730 a 751.

SOXI9SPS: 5'-GGA CCA CCC GGA TTA CAAGTA C-3

Corresponde a los nucledtidos 890 a 911.

El tamafo esperado del fragmento amplificado es de 182 pb, y la temperatura de

hibridacion teorica de los cebadores es de 55°C.

B-Actina




Este gen se ha utilizado para controlar el buen estado de las muestras de ARN
usadas en los estudios de expresion (ver mas abajo). Los oligonucleotidos empleados para

su amplificacién fueron los publicados por Kent y col. (1996):

ACT1: S-TGGATGATGATATTGCTGC-3'

Que corresponde a las posiciones 1544 a 1562 de la secuencia X00182

(GeneBank).
ACT2: 5'-ATCTTCTCCATATCATCCCA-S'
Que corresponde a las posiciones 2097 a 2116 de esa misma secuencia.

El tamano esperado del fragmento amplificado es de 573 pb si se usa como molde
ADN gendmico, y de 253 pb si se parte de ARNm, ya que existe entre ambos
oligonucledtidos un intrén de 320 pb, desde la posicion 1666 hasta la 1985 vy la

temperatura de hibridacion tedrica de los cebadores es de 55°C.

Amplificacion por PCR

Para llevar a cabo reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), se preparo6 la

siguiente mezcla de componentes:

ADN GenOmICO......c.vissorssss 0.1 ng
Oligonucleétidos................ 0.5 uM de cada uno

B g e R e 0.2 mM de cada uno

TRDOR TN ool 5.0 ul




Tag POLIMBTREA. ..o ivoinsnnibon 2.0 Unidades
5 L S e R O |30, . hasta 50 pl

Para la amplificacion se us6 ADN de macho de 7. occidetalis. Mediante el
programa Oligo 4.1 se obtuvo una temperatura de hibridacion teodrica, aunque la
temperatura definitiva fue determinada empiricamente. Los ciclos de temperatura que se

usaron fueron los siguientes:
1 ciclo: [94°C, 5 min.]
40 ciclos: [94°C, 30 seg.] [ XX°C, 30 seg.] [74°C, 30 seg.]
lciclo : [74°C, 7Tmin]

Donde XX°C representa la temperatura oOptima para cada pareja de

oligonucledtidos,segun se ha ido especificando anteriormente.

Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa,
y extraidos del gel usando el "Agarose Gel DNA Extraction Kit" de Roche, segin las
instrucciones del fabricante. Este método se basa en la union del ADN a una matriz de
silice en condiciones de elevada fuerza i0nica, tras la solubilizacion de la agarosa con sales
caotropicas. Posteriormente esta matriz se lava varias veces para finalmente eluir el ADN

con H-0 estéril.

Clonacion de productos de PCR
Preparacion del vector

Para la clonacion de productos de PCR se uso el vector PGEM-T de Promega

("PGEM vector T System 1"). Este vector presenta extremos protuberantes en 3' en los que
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hay dT (6 ddT), lo que permite su ligado con los productos de PCR obtenidos con
polimerasa 7aq, que deja extremos protuberantes en 3' en los que suele encontrarse un dA.
Ademas confiere resistencia a la ampicilina y permite seleccionar las bacterias
recombinantes en medios con IPTG y X-gal usando una cepa bacteriana hospedadora

adecuada. Para esta finalidad se uso6 la cepa XLI/-Blue MRF' de E. coli.

Ligado del ADN con el vector

El ligado se llevé a cabo poniendo una proporcion 2:1 de pasmido y producto de
PCR purificado (inserto), en presencia de la ligasa del fago 74 (Roche). Para un volumen
final de 10 ul de reaccidon, la mezcla contenia los siguientes componentes y fue incubada a

22° C durante 6-12 horas:

7 ul de solucidon de inserto a una concentracion adecuada
1 ul de vector T (concentracidn dependiente de la relacion molar)

1 ul de tampdn de ligasa 10 X
1 ul de ligasa de T4 (1 U/ul)

Preparacion de bacterias competentes

La cepa XLI1-Blue MRF"' se prepar0 segun el siguiente protocolo:

1. Sembrar una placa de medio minimo M9"Y con XLI-Blue MRF"'
procedente de un stock de glicerol, incubarla toda la noche, aislar una
colonia y sembrar con ella 5 ml de medio LB liquido"?. Este nuevo
cultivo se incubara a 37°C durante toda la noche en un bano con

agitacion.
2. Inocular 40 ml de medio LB liquido con 0.4 ml del cultivo anterior, e
incubar a 37°C en un bano con agitacion. La D. 0. a 540 nm se 1ra

midiendo periédicamente hasta que alcance un valor comprendido entre
0.4y0.6.

3. Enfriar el cultivo en hielo y centrifugar a 4000 r.p.m. a 4°C, durante 10
min.




4. Resuspender el precipitado en 20 ml de una solucion estéril y fria de
CaCl, 50 mM.

. Incubar 30 min. en hielo.

. Centrifugar como en el paso 3.

. Resuspender el sobrenadante en 4 ml de la solucion CaCl, SOmM.

o0 N O W

. Incubar en hielo durante varias horas antes de usar las bacterias. Estas
bacterias competentes se pueden almacenar en glicerol (solucion estéril
de glicerol y CaCl, (glicerol al 15% (v/v); CaCl, S0 mM). Una vez
suspendidas se alicuotan y se almacenan a -70°C. Hay que tener en
cuenta que puede disminuir la eficiencia de transformacion de bacterias
almacenadas a -70°C.

Transformacion de bacterias competentes

Una vez preparadas las bacterias competentes de la cepa XLI-Blue MRF’', se

procedid de la siguiente forma para su transformacion con el producto del ligado:

1. Colocar 200ul de una suspension de bacterias competentes en un tubo
Eppendorf y anadir 2ul de la mezcla de ligado.

2. Incubar 30 min. en hielo.

3. Incubar 40 segundos a 42°C y pasar las bacterias rapidamente a hielo,
donde permaneceran 3min.

4. Anadir 1 ml de medio LB liquido e incubar 1 hora a 37°C.

5. Sembrar alicuotas de 100 ul de las bacterias transformadas en placas con
medio LB so6lido"? con ampicilina (concentracién final: 10 mg/ml), IPTG
(isopropil-P-D-tiogalactosido, 0.05 mM) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D- galactopiranosido, 0.004% en dimetilformamida).

6. La presencia de colonias transformadas con plasmidos recombinantes se
puede verificar directamente en las placas, ya que tendran color blanco.
Las colonias de color azul se corresponden con bacterias transformadas
con plasmidos no recombinantes.

Analisis de los transformantes positivos

T A T e R T e Sl T S o ¥ A AN e R T e e A T S T T e T R e e S ot s e e A R e O e oo R e - e T T D T e o e s T e -

. Bt R o g o) Wl ol - TR e e - e . L i G o ? & ;' Y k . 1 . - ¢ [ " i o E il e M s et e i B L i = o ok i R T .

oo T e e T s e ¢ R et R E e R BT e A P L A e e B " SR ok TR T e G e O BT RS Gt S R TR S T . fis e T - i e R e e e R e 4 S A -
R i ey v G e R g RN e . - ; e o = S T AP N T o o e S W e v B % 1 , ¢ v -l L - oo . A e - i i Uit bt ot i o e, SRR . . o R T e W R M T - B 2 o .
i - e o s - g % et B s 8 .+ ey L L e i - o 4 " o 2 e o e - - - Lo 2 A, Py N A a i i - E ! g T - . B s 4p o Ay
R e e TR A RN e A o, o R LT SRR e 2 £ BES iy G b o S e ol ] = = S T e - e o e e g e i 2ood e ot : e L A - Ty RO, TR L TE - 5 o,
DI oo o e e R SR St S O e U R TG e IR D et e L e A S T o R T e s e o o el 4 N T e R L e O D T it i el S b e R R T PR i B o S g s
e e ) e ; : e e e B e, f e



i o v
e e

La presencia de inserto en los plasmidos procedentes de clones positivos se
verificO mediante digestion con enzimas de restriccion con dianas situadas en el
"polilinker" o sitio de multiclonacion del vector a ambos lados del inserto, y posterior

analisis mediante electroforesis en gel de agarosa.

Secuenciacion del ADN

Los clones positivos seleccionados para esta finalidad fueron secuenciados en el
servicio de secuenciacion de acidos nucleicos de  "SistemasGendémicos"

(Www.sistemasgenomicos.com)

Estudios de expresion
Extraccion de ARNm

Los estudios de expresion se realizaron en gonadas de embriones, fetos y crias de
topo. Dada la poca disponibilidad de material para realizar este tipo de estudios puesto que
las gonadas de embriones, fetos y crias de topos son escasas y muy dificiles y costosas de
conseguir, nos vimos obligados a disefiar un protocolo para su manipulacion que nos
permitiera el maximo aprovechamiento de este material tan valioso. Las gonadas se
extrajeron mediante microdiseccion bajo una lupa binocular cuando se trataba de
individuos de escaso tamafo (embriones, fetos y crias pequenas), o mediante la diseccion
comun de las crias de mayor edad. Una vez aisladas, las gonadas fueron maceradas hasta
ser reducidas a una fina pasta, con la ayuda de dos pequenos trozos de vidrio (5x15 mm).
Estos vidrios fueron obtenidos cortando portaobjetos convencionales, que previamente
habian sido sumergidos durante 10 min en H,O, al 3% y secados a la llama tras ser
enjuagados en metanol. Este tratamiento elimina la contaminacion de ARNasa que
eventualmente pudiese tener el vidrio. Ejerciendo presion y deslizando entre si ambos
trozos de vidrio tras haber atrapado entre ellos la gobnada a macerar, se podia conseguir una
buena homogenizacion de la misma. Para evitar que se formara una pasta demasiado seca,
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durante el proceso se afiadieron 2-4 ml de agua ultrapura estéril. A continuacion se
procedid a la extraccion del ARNm con el "mRNA Capture Kit" de Roche. El primer paso
de este método consiste en disolver el homogenado de tejido en tampon de lisis. Para ello y
con el fin de desperdiciar la minima cantidad posible del homogenado, los dos trozos de
vidrio sobre los que se encuentra se introducen en un criotubo de 2 ml. El criotubo es
agitado vigorosamente en un vortex y centrifugado durante 3 min a 14000 rpm para
eliminar la espuma se que habra formado. A continuacion los dos trozos de vidrio son
extraidos del tubo con una pinzas rectas flameadas previamente. Estos tubos pueden ser

almacenados indefinidamente en N, liquido hasta su uso en el protocolo de extraccion de

ARNm.

Una vez que tuvimos los homogenados de todos los individuos que iban a ser
analizados, estos fueron clasificados segun el estadio de desarrollo al que pertenecian. Con
estos datos construimos dos series de muestras, tanto para machos como para hembras.
Cada serie de machos esta constituida por un total de 14 criotubos, cada uno de los cuales
corresponde a un estadio de desarrollo distinto, desde E4 hasta E15 (ver el capitulo de
resultados) y estda compuesto por la suma del material de un minimo de dos individuos
(excepto para E4, del que solo dispusimos de dos individuos que fueron usados uno en
cada serie). Cada serie de hembras esta constituida a su vez por un total de 20 tubos,
también correspondientes a distintos estadios de desarrollo, aunque desde E10 hasta E15
existen dos tubos por estadio, uno de los cuales contiene material de la porcidon ovarica del
ovoteste, mientras que el otro contiene material de la porcion testicular del mismo. Como
en el caso de la serie de machos, aqui también se sumo el material de varios individuos del
mismo estadio. Todos los estudios de expresion génica por RT-PCR (ver mas abajo) se

realizaron por duplicado, utilizando una serie de muestras distinta cada vez.

El protocolo de purificacion de ARNm contintia con la adicion de una "sonda de
captura", que consiste en un oligo(dT),, unido a biotina, a un volumen de homogenado
diluido en tampon de lisis fresco, hasta alcanzar un volumen de 25 ml. Una vez que la cola
3'-Poli(A) del ARNm se une a la sonda de captura, se traslada el homogenado a un tubo de
0,2 ml que tiene las paredes recubiertas de estreptavidina, donde se produce la union

biotina-estreptavidina, quedando, por lo tanto, el ARNm unido a las paredes del tubo.
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Después, los tubos se lavan tres veces con un tampon de lavado, con lo que, entre otras

impurezas, se elimina el ADN genomico.

RT-PCR

Para los estudios de expresion de cada uno de los diferentes genes analizados se
realizaron reacciones de transcripcion inversa, seguidas de una PCR (RT-PCR). Estas dos
reacciones pueden tener lugar sucesivamente en el mismo tubo donde se produjo la
extraccion del ARNm. Para ello se utiliza una mezcla de enzimas (Titan One Tube RT-
PCR System de Roche) que contiene la transcriptasa inversa AMV-RT (Avian
Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase) y la Tag-polimerasa. Al realizarse las dos
reacciones en el mismo tubo y de forma secuencial, el oligonucleodtido anti-sentido del gen
que queramos estudiar sirve de cebador de la transcripcion inversa, ademas de ser uno de
los nucleodtidos necesarios para la PCR. Para llevar a cabo cada reaccion se prepard la

siguiente mezcla, para un volumen final de 25 pl:

Mezcla nucledtidos (10 mM)........... 0.5ul
Oligo Sentido (10mM ).................... 1.0ul
Oligo Antisentido (10mM).............. 1.0ul
MeZeia A& ENTIMRS. . c..coiivisssmsssrsivns 0.5ul
B R BOIIRE.....cvvsossosunisunoiionsppinsonnsnsis 5.0ul
DTT (100 mMM)....covveeeirreerreeernenee. 1.25ul
7 B ST UNCRR W o o e S 15.75ul

Cada vez que realizamos una serie de reacciones de RT-PCR para estudiar el
perfil de expresion de un gen determinado a lo largo del desarrollo gonadal de T.
occidentalis , también llevamos a cabo, paralelamente, otra serie de reacciones con las
mismas muestras, en las que comprobamos la expresion del gen de la B-actina. Puesto que
se trata de un gen "housekeeping", que se expresa en todas las c€lulas vivas, esto sirve

como control positivo del buen estado de las muestras y permite ademas estimar los niveles
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de expresion del gen problema, por comparacion con la intensidad de los fragmentos
amplificados de B-actina. Adicionalmente, cada serie de reacciones de RT-PCR se
completé con un control negativo en el que omitia la presencia de muestra de ARNm, y un

control positivo en que, como muestra, se ponia ADN gendmico en lugar de ARNm.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS

(1) Paraformaldehido al 4%.

Para 1 litro:

1. Poner a calentar unos 600 ml de H,O destilada en un matraz.

2. Cuando la temperatura oscile entre 55-60°C, afiadir 40 g de paraformaldehido y

agitar vigorosamente usando un agitador magnetico.

S T L O

Anadir 5-6 gotas de NaOH IN
Cuando la disolucion este transparente, aniadir 100 ml de PBS 10X.

Filtrar
Ajustar el PH a 7.4

Enrasar hasta 1 1 con H,O destilada y autoclavar.

(2) PBS

Para 1 lITRO:

1. Pesar los siguientes componentes:

NaCl 8 g.
KCI 0.2 g.
Na2HPO4 1.44 g.
KH2PO4 0.24 g.

2. Disolverlos sucesivamente en 1 1 de agua destilada.

3. Ajustar el PH a 7.4 y autoclavar.

Alternativamente, se puede preparar esta solucion diluyendo 100 ml de PBS 10x

hasta un volumen final del 1. El PBS 10x se prepara de igual manera que se ha descrito

arriba, pero multiplicando por diez las cantidades de cada una de las sales.
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(3) Portas con TESPA (3-aminopropiltrietoxi-xilano)

1. Desengrasar perfectamente los portaobjetos conservandolos en una solucion de C1H
al 10% y etanol 70%.

2. Llenar con estos portaobjetos varios cestillos de vidrio, enjuagarlos profusamente

con agua destilada y dejarlos secar en una estufa a unos 40°C.

3. Sumergir los portaobjetos en una solucion de TESPA al 2% en acetona durante 40
segundos.

4. Pasarlos brevemente por dos cubetas con acetona y dejarlos 10 minutos en una
tercera con agua destilada.

5. Dejarlos secar a 37°C durante toda la noche y guardarlos en cajas cerradas.

(4) Hemalumbre de Harris.

1. Preparar por separado las siguientes soluciones:
e 2 g. de hematoxilina en 20 ml. de etanol absoluto.

e 40 g. de alumbre potasico (sulfato de Al y K) en 400 ml. de H,O destilada.
2. Mezclar ambas soluciones transcurridas 24 horas, anadiendo 1 g. de HgO.
3. Calentar la solucion y dejarla enfriar.

4. Filtrar y conservar en una botella de vidrio ambar.

(5) Colorante de Eosina.

1. Disolver 4.5 g de Eosina en 450 ml de H,0.
2. Anadir 4 gotas de acido aceético glacial.

3. Filtrar y conservar en una botella de vidrio ambar.



(6) Karnowsky

Para 5 ml:

1. 1.25 ml de Paraforlmaldehido al 4%

2. 1.25 ml de cacodilato sodico 4M pH=7.3-7.4
3. 0.5 ml de glutaraldehido 25%

4. 1 ml de CaCl; 0.25%

5. 1 ml H,O

(7) Tampon de extraccion

La solucion contiene los siguientes componentes:

1. Tris-HCI 10mM pH=7.5
2. NaCl 10mM
3. EDTA 2mM

(8) Solucion de proteinasa K.

Disolver 100 mg de proteinasa K en 10 mi. de H,O desionizada esteril.

(9) Tampon de lisis.

La solucion contiene los siguientes componentes:

1. 10 mM Tris-CIH pH=7.5
2. 10 mM NaCl

3. 2mM EDTA

4. 5% SDS.
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(10) Solucion de ARNasa libre de ADNasa:

1. Preparar la siguiente solucion:
¢ 10mM Tris-HCI pH=7.5
e |5 mM NaCi.

2. Disolver ARNasa A a una concentracion de 10 mg/ml en la solucion anterior.

3. Calentar la solucion a 100°C durante 15 min. para inactivar las ADNasas.

4. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

(11) Placas con medio minimo M9.

1. Preparar por separado y esterilizar por autoclavado cada uno de los siguientes

componentes para 500 ml de medio:

450 ml de agua desionizada con 7.5 g de bacto-agar.
50 ml de solucion salina M9, compuesta por:
¢ 60gde Na,HPO,
¢ 30gde KH,PO,
¢ 10 gde NH,CL
¢ Sgde NaCl
¢ Enrasar a 1 litro con H,O desionizada.
0.5 ml de solucion 1M de MgSO..
0.05 ml de soluciéon 1M de CaCl..
2.5 ml de solucion de vitamina B1 (1 mg/ml), esterilizada por filtraciéon

5 ml de solucion estéril de glucosa al 20%.

2. Mezclar todos los componentes en condiciones de esterilidad cuando se hayan

enfriado a unos 50°C.
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(12) Medio LB (Medio Luria-Bertani).

3. Mezclar los siguientes componentes:
e 10g de bacto-triptona.
e 5g de extracto de levaduras.
e 10gde NaCl

e 950 ml. de H,0.
4. Ajustar el PH a 7.0 con NaOH 5N y completar el volumen hasta 11.

5. Autoclavar.

(13) Medio LB solido

. 1000 ml LB liquido
. 15 g agar

. Autoclavar

1
2
3
4. Enfriar hasta 50°C aproximadamente
5. Anadir antibidticos s1 es necesario

6

. Repartir en placas de petri
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RESULTADOS

DESARRQLLO CORPORAL DE T. occidentalis.
DEFINICION DE ESTADIOS Y ESTABLECIMIENTO DE
LOS CRITERIOS DE CLASIFICACION

Puesto que no existia ningun estudio previo en el que se describiera el desarrollo
completo de los topos, una de las primeras tareas que hubimos de realizar en este trabajo
fue la definiciéon de un numero suficiente de estadios de desarrollo, y el establecimiento de
unos criterios claros de clasificacion. Esto nos permitiria asignar un estadio concreto a cada
individuo a analizar y, en consecuencia, su ubicacidon correcta dentro de un orden
cronologico. En 1977, Sterba pertilo el desarrollo prenatal de tres especies de insectivoros,
una de las cuales era Talpa europaea. Basandose en una serie de parametros morfométricos
y en el aspecto externo y la morfologia de una serie de caracteres macroscopicos, este autor
defini6 un total de 9 estadios prenatales de desarrollo para esta especie. Ya que 7Talpa
europaea es morfoléogicamente muy similar a 7. occidentalis, hemos adoptados los
criterios de clasificacion de Sterba como base para establecer los estadios prenatales del
desarrollo de esta ultima especie. Sin embargo, puesto que los topos de 7. europaea son
significativamente mas grandes que los de 7. occidentalis, €l nacimiento ocurre en esta
especie cuando los fetos se encuentran en el estadio prenatal 9 de 7. europaea. En
consecuencia, nosotros proponemos un total de 8 estadios prenatales en el desarrollo de T.
occidentalis pero, teniendo en cuenta el objetivo del nuestro trabajo, s6lo vamos a
considerar aquellos estadios en los cuales el embrion o feto ya posee estructuras gonadales,
esto es desde E4 hasta E8 (Tabla II; Fig. 5). Los criterios de clasificacion se basan en la
medida y observacion de una serie de caracteres tales como la longitud CRL (“Crown-
Rump Length”, o longitud corona-grupa), el peso del embrion, la presencia o ausencia de

uilas en las manos o pelo en la piel o el hocico, la orientacion del plano de las manos y la

forma de la cabeza, entre otros.



Hasta la fecha, no se habia estudiado el desarrollo postnatal de ninguna especie de
topo, por lo que hemos definido nuevos estadios y establecido los correspondientes
criterios de clasificacion para la especie 7. occidentalis (Tabla II). Tal como muestra esta
tabla, hemos definido un nuevo estadio de desarrollo postnatal por cada cinco dias de vida
post-parto (dpp), de tal manera que los topos recién nacidos pertenecen al estadio E9 (el
ultimo estadio de desarrollo prenatal definido por Sterba), mientras que las crias que ya han
terminado su crecimiento y, por tanto, son morfoloégicamente similares a los topos adultos

pertenecerian al estadio E15 (Figs. 6 y 7)

Ademas, el estadio ES ha sido subdividido a su vez en otros tres estadios (ESa-
ES5c) para permitir un analisis cronolégico mas preciso de este periodo, dado que durante el
mismo tienen lugar numerosos € importantes acontecimientos en el desarrollo de las
gonadas. Entre estos eventos estd, por ejemplo, la diferenciacion gonadal y, en
consecuencia, el inicio del desarrollo testicular en los machos vy del desarrollo de los
ovotestes en las hembras. De manera similar, el estadio E15 se ha subdividido en otros dos
(E15a y E15b), para diferenciar los juveniles que aun permanecen en el nido y cuya edad
oscila alrededor de un mes (E15a), de los juveniles independientes, ya emancipados tras el
destete (E15b). La edad de estos ultimos puede oscilar entre poco mas de un mes para los
recién emancipados, y hasta ocho meses para los juveniles prepuberales que nacieron en las

primeras camadas del afio anterior.

La estimacion de la edad que corresponde a cada estadio se ha basado en parte en
los datos proporcionados por Sterba para la especie 7. europaea y, principalmente, en
nuestras propias observaciones. Asi, la estimacion precisa, mediante palpacion abdominal
de la madre, del tamafio de los embriones y fetos cuya gestacion se permitié que llegara a
término, nos facilitdo los datos necesarios para corroborar o corregir, para 7. occidentalis,
las estimaciones de edad proporcionadas por Sterba para 7. europaea. Ademas, el analisis
de un buen numero de crias de 7. occidentalis de las que se pudo conocer exacta 0 muy
aproximadamente el dia de su nacimiento, nos ha permitido también establecer unos

criterios de clasificacion bastante precisos para los estadios de desarrollo postnatal.

Estos hechos nos han permitido ademas estimar la edad de otro buen nimero de

embriones, fetos y crias de los que no conociamos su edad cuando fueron capturados. Para
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Estadio WL I e Caracteristicas morfologicas externas.
(mm) ¢)
E4 6-9.5 0.05-0.08 14-16 dpc | Ojo pigmentado. Extremidades anteriores aplanadas.
ESa | 9.5-11.5 | 0.08-0.17 17 dpc Palmas de las manos identificables. Los dedos no estan marcados. Hocico corto.
E5 | Esb | 105-12 | 0.15-0.22 18 dpc I Inicio de la formacion de los dedos. Foliculos pilosos de las vibrisas del labio superior
| _ presentes.
| ESc 12-15 0.21-0.45 19 dpc Pabellones auditivos. Hocico alargado. Dedos de las manos marcados.
E6 15-18.5 | 0.45-0.6 I 19-21 dpc | Foliculos pilosos presentes por todo el cuerpo. Dedos separados.

Parpados fusionados. Reposicion de la hernia umbilical.

Piel aun no arrugada. Columna cervical y dorsal recta.

Color del cuerpo rojizo. Sin pelo.

Color mas rosado y sin pelo. La piel comienza a arrugarse.. Uhas de las manos prominentes.

Color rosa intenso. Piel muy arrugada. Pelo en crecimiento por todo el cuerpo. Gran diametro

las de un adulto. Menor diametro corporal que en E11. Color gris-ceniza.

Pelo corto por todo el cuerpo, muy brillante. Las manos y sus unas son casi tan grandes como

Pelo muy denso, aun paralelo a la piel. Hocico muy largo (mas que en los juveniles).

0.6-1 21-23 dpc
1-3 24-27 dpc

Neonstoe 29-45 | 3-5 | 0-3dpp

E10 45-60 5-15 3-7 dpp

E11 60-70 15-20 7-12dpp | o v
E12 60-75 1797 12-17 dpp
!
E13 70-85 25-36 17-22 dpp
| E14 80-95 28-46 22-27 dpp
E15a | 85-110 l 38-57 27-33 dpp
E15 ane e

E15b | 85-110 38-57 30-240dpp

Tabla ll. Criterios de clasificacion de los diferentes estadios de 7. occidentalis.

Similares al estadio anterior, con pelo perpendicular a la piel y aun en el nido. Alimentacion
exclusivamente lactea. No salen del nido.

Aspecto similar al de un adulto. Viven en el nido materno, aunque salen del mismo.
Alimentacion probablemente mixta. Respuesta no agresiva a la manipulacion.

(dpc=dias post-coito; dpp=dias post-parto).

Aspecto similar al de un adulto. Emancipados tras el destete. Con nido propio. Alimentacion
exclusivamente insectivora. Respuesta agresiva a la manipulacion..




Fig. 5. Desarrollo prenatal y desarrollo postnatal temprano (E9-E11) de Talpa occidentalis.

Los distintos estadios representados se indican en las correspondientes figuras. Las barras

representan S mm en ESa-E8 y 10 mm en E9-E11.






Fig. 6. Desarrollo postnatal desde E12 hasta E14 en Talpa occidentalis. 1L.os distintos estadios
representados se indican en las correspondientes figuras. La flecha en E14 sefala el pliegue

de piel que recubre parcialmente la cara dorsal de la base de la cola. Las barras representa