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I would on first setting out, inform the reader 
that there is a much greater number of miracles and 
natural secrets in the frog tan anyone hath ever 
before thought of or discovered. 
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LOS ANFIBIOS 

Según estudios basados en 
indicadores moleculares (filogenómica), 
los anfibios constituyen un grupo 
monofilético respecto al resto de los 
tetrápodos (Zardoya y Meyer, 2001), 
que incluyen a anuros y urodelos dentro 
del grupo Batracia (Duellman y Trueb, 
1994), más alejados de las cecilias 
(Gimnoformes). 

 

Los anfibios son el único grupo de 
tetrápodos anamniotas y, aunque existen 
ciertas diferencias en los mecanismos 
particulares de desarrollo respecto a los 
vertebrados amniotas, poseen 
estructuras y mecanismos básicos 
compartidos, que probablemente ya 
estuviesen presentes en el ancestro 
común. De hecho, los anfibios serían los 
representantes vivos más cercanos a ese 
ancestro común y pueden presentar, de 
forma simplificada, la condición 
primitiva de las características 
compartidas con los tetrápodos. Por 
tanto, los anfibios (tetrápodos 
anamniotas), son un eslabón 

fundamental en la transición anamnio-
amniota, de especial interés en estudios 
evolutivos y en concreto en el desarrollo 
y filogenia del Sistema Nervioso 
Central (Fig. 1). 

La especie Xenopus laevis, 
comúnmente conocida como sapo de 
uñas, pertenece al orden de los anuros. 
Fue descubierto en África al sur del 
Sahara por Daudin (1802), quien la 
denominó Bufo laevis y más tarde fue 
renombrado como Xenopus laevis 
(Nieuwkoop y Faber, 1967; Deuchard, 
1975).  

Como todos los anfibios, el periodo 
larvario presenta características 
estructurales y fisiológicas radicalmente 
diferentes a la del adulto. Las 
diferencias en el modo de locomoción 
entre el estado larvario (con 
movimientos de la musculatura axial 
para un desplazamiento en el medio 
acuático) y el adulto (desplazamiento 
mediante sus cuatro extremidades); en 
la dieta (las larvas son herbívoros y los 
adultos carnívoros) y en los 
comportamientos, conlleva una 
metamorfosis compleja donde se 
producen importantes cambios que 
preparan al organismo para el modo de 
vida adulto (Gilbert y Frieden, 1981). 
Entre los cambios en el Sistema 
Nervioso Central (SNC) que se 
producen, se encuentra el movimiento 
de los ojos, desde su original posición 
lateral a una frontal que le permite 
generar una visión en tres direcciones 
que favorece su estilo de vida de 
depredador, una inervación de las 
nuevas extremidades y una 
reestructuración del sistema de control 
motor (ten Donkelaar, 1998).  

Figura 1. Cladograma que representa las 
relaciones filogenéticas entre diversos filos de 
animales. El grupo de los anfibios es el único 
representante de los tetrápodos anamniotas, y su 
ancestro es común al de los amniotas. 
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Figura 2. Fotografías de una serie de especímenes en desarrollo de Xenopus laevis desde estadios embrionarios 
tardíos (st. 45) hasta el estadio 66 de clímax metamórfico, donde se aprecia el cambio en la morfología, la 
primera aparición de las extremidades posteriores y su reabsorción final de la cola. Abreviaturas: st: est, estadio. 

 El desarrollo embrionario y larvario 
en Xenopus tiene una duración de 
aproximadamente 3 meses y se divide 
en los estadios embrionarios (temprano 
(21-37) y tardío (38-45)), larvario 
premetamorfico (46-52), larvario 
prometamórfico (53-59) y el clímax 
metamórfico (60-66), caracterizados en 
tablas estandarizadas en base a 
características morfológicas externas 
que se corresponden con cambios a 
nivel fisiológico (Nieuwkoop y Faber, 
1967) (Fig. 2).  

En particular, el empleo de 
Xenopus laevis como modelo animal 
está ampliamente extendido en estudios 
de desarrollo, por su fácil obtención, 
manipulación y mantenimiento en 
cautividad. Además, las tablas de 
desarrollo permiten el seguimiento y 
clasificación de estadios (Nieuwkoop y 
Faber, 1967), que se corresponden con 
los cambios en el SNC, siendo éste 
fácilmente accesible para su 
aislamiento. Todo ello lo convierte en 
un modelo de estudio ideal en el campo 
de la neurociencia, entre otros. 

DESARROLLO Y FORMACIÓN 
DEL SISTEMA NERVIOSO 
CENTRAL 

Los procesos de especificación 
génica y restricción clonal que se 
suceden para llevar a cabo el desarrollo 
embrionario presentan un patrón común 
en todos los vertebrados. Éste proceso 
se inicia con la fecundación y continúa 
con múltiples divisiones celulares 
durante la gastrulación que conducen a 
la formación de un embrión trilaminar 
con un ectodermo, mesodermo y 
endodermo que darán lugar a las 
diferentes estructuras corporales. En el 
desarrollo del SNC, son fundamentales 
los procesos de señalización e inducción 
de un grupo de células del ectodermo 
que constituirán los precursores del 
sistema nervioso central al completo 
(Vieira et al., 2010). Esta inducción 
procede de células no neurales a partir 
de estructuras derivadas del mesodermo 
(notocorda y placa precordal) y del 
ectodermo epidérmico, tras lo cual el 
ectodermo neural se engrosa para 
formar la placa neural y el tubo neural 
por un proceso que se denomina 
neurulación. 
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• Neurulación 

La neurulación incluye la formación del 
tubo neural. Para ello, se produce una 
doble inhibición molecular que permite 
la transformación del ectodermo en 
tejido neural. La primera inhibición, la 
ejerce la proteína BMP4 (proteína 
morfogenética de hueso, del inglés, 
Bone Morphogenetic Protein) sobre el 
ectodermo que la produce para evitar su 
capacidad intrínseca de transformarse 
en ectodermo neural. La notocorda 
bloquea esta inhibición a través de las 
proteínas Nogina y Cordina que se 
difunden hasta el ectodermo 
suprayacente para devolverle su 
capacidad neural (Stern, 2005; Linker et 
al., 2009). Por tanto, el proceso de 
neurulación comienza cuando el 
mesodermo dorsal señaliza a las células 
ectodérmicas localizadas encima de 
éste, produciendo la elongación de las 
mismas y el engrosamiento del 
ectodermo (Fig  3.1a), formando así la 
placa neural (Smith y Schoenwolf, 
1989). 

A continuación, se inicia la 
formación del tubo neural siguiendo dos 
modos principales denominados: 
neurulación primaria, que ocurre en la 
porción anterior del tubo (de 
prosencéfalo a rombencéfalo), donde las 
células que rodean la placa neural 

inducen a las células de la placa neural a 
proliferar, invaginarse y separarse de la 
superficie para formar un tubo hueco; y 
neurulación secundaria (en la médula 
espinal), donde el tubo neural se origina 
a partir de la unión de las células 
mesenquimáticas que constituyen un 
cordón sólido que posteriormente se 
ahueca para crear un tubo hueco. 

El proceso de neurulación primaria 
incluye cuatro estadios espacio-
temporalmente solapados (Colas y 
Schoenwolf, 2001) (Fig. 3): 

1) Engrosamiento y extensión de la 
placa neural (dirección 
rostrocaudal) (Fig. 3.1a) 

2) Plegamiento de la placa neural, 
que implica la formación de 
regiones bisagra donde la placa 
neural contacta con tejidos 
adyacentes (Fig. 3.1b y 3.2) 

3) Convergencia de los pliegues 
neurales, inducido por el 
ectodermo no neural (Fig. 3.3) 

4) Cierre del tubo neural, en el que 
los pliegues se unen en la línea 
media dorsal (Fig. 3.4) 
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Figura 3. Neurulación primaria en el embrión de pollo. A, 1. Engrosamiento de las células de la región dorsal del 
ectodermo para formar la placa neural. El plegamiento comienza a medida que las células del punto de bisagra medial 
(MHP) se anclan a la notocorda y cambian su forma, mientras que las células epidérmicas se mueven hacia la línea 
media dorsal. B, 2. Los pliegues neurales se elevan a medida que la epidermis continúa desplazándose hacia la línea 
media dorsal. C, 3. Se produce la convergencia de los pliegues neurales a medida que las células del punto de bisagra 
dorsolateral (DLHP) adoptan forma de cuña y las células epidérmicas empujan hacia el centro. D y E, 4. Los pliegues 
neurales convergen y las células de la cresta neural unen el tubo neural con la epidermis. Las células de la cresta 
neural luego se dispersan, dejando al tubo neural separado de la epidermis. Imagen modificada de Gilbert, 2014. 
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Figura 4. Esquema en vista sagital del encéfalo de 
ratón en desarrollo. (A) Primordio neural (PN). (B) 
Vesículas primordiales: el prosencéfalo (P), el 
mesencéfalo (M), el rombencéfalo (R) y la médula 
espinal (SpC). (C) La subdivisión del prosencéfalo 
en prosencéfalo secundario (PS) y el diencéfalo 
(D), y la subdivisión del rombencéfalo en cuatro 
regiones (PPH: rombencéfalo prepontino, PH: 
rombencéfalo pontino, PMH: rombencéfalo 
pontomedular y MH: rombencéfalo medular). En 
(D), aparecen las divisiones del prosencéfalo 
secundario en rostral y caudal (PSR y PSC) y en el 
diencéfalo los prosómeros 3-1, rostrocaudalmente. 
A su vez, se continúan las divisiones en el 
mesencéfalo (m1 y m2) y rombencéfalo (r1 a r11). 
(E), en el prosencéfalo se diferencian 
posteriormente el telencéfalo preóptico (TelPO), el 
hipotálamo terminal (HypT), el hipotálamo 
peduncular (HyPed) y los prosómeros 3-1, cuyas 
regiones alares darán lugar al pretálamo (Pth), el 
tálamo (Th) y la región pretectal o pretecho (Pt), 
respectivamente, y en sus regiones basales, las 
correspondientes áreas tegmentales (tegmento 
pretalámico (PThTg); tegmento talámico (ThTg); y 
tegmento pretectal (PtTg)) A su vez, el 
mesencéfalo se divide en alar: techo mesencefálico 
(Ttm) y basal: tegmento mesencefálico (TgM). 
Imagen modificada de Puelles et al., 2013. 

• Formación de vesículas 

La inducción de los diferentes 
territorios del tubo neural tiene una 
especificación génica diferencial. Cada 
región unitaria muestra tempranamente 
en el desarrollo un crecimiento 
independiente que produce el 
engrosamiento de la pared del tubo 
neural, tanto en la región alar como en 
la basal, formando los segmentos 
neurales o neurómeros (Fig. 4). 
Inicialmente se distinguen 
anteroposteriormente tres vesículas 
principales en el tubo neural: el 
prosencéfalo, el mesencéfalo y el 
rombencéfalo. 

Del prosencéfalo surgen, en la 
porción rostral el prosencéfalo 
secundario y caudalmente el diencéfalo. 
El prosencéfalo secundario dará lugar al 
telencéfalo, las vesículas ópticas y el 
territorio hipotalámico en el cerebro 
adulto (Puelles et al., 2013).  

Desde fases tempranas del 
desarrollo, el tubo neural comienza a 
plegarse sobre su eje longitudinal 
marcando inicialmente la flexura 
cefálica (Fig. 4) en la zona ventral del 
diencéfalo (p2-p3) Más caudalmente, 
aparece la flexura cervical, en la 
transición de bulbo a médula espinal y 
la flexura pontina en la región r3-r4 del 
rombencéfalo (Fig. 4). Por tanto, el eje 
rostrocaudal del encéfalo adulto no es 
homogéneo debido a procesos 
secundarios de morfogénesis, lo cual 
determina que la localización 
topográfica de las estructuras cerebrales 
no coincida con su localización 
topológica respecto al eje de simetría y 
debe tenerse en cuenta en la 

interpretación de los resultados 
experimentales a lo largo del desarrollo. 
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Figura 5. Esquema representativo 
de las subdivisiones principales del 
tubo neural en las primeras etapas 
del desarrollo. Las cuatro zonas 
longitudinales en relación con la 
notocorda y el ectodermo son la 
placa del suelo, placa basal, placa 
alar y placa del techo. El eje 
anteroposterior queda representado 
por la línea discontinua. La región 
rostral se localiza a la izquierda y la 
ventral en la parte inferior. 
Abreviaturas: PS,  prosencéfalo; D, 
diencéfalo; M, mesencéfalo; R, 
rombencéfalo; SC, médula espinal. 
Imagen modificada de Puelles, 2013. 

• Regionalización anteroposterior 
y dorsoventral 

La regionalización del tubo neural y 
el establecimiento de las estructuras 
según las dimensiones topológicas y los 
ejes de simetría, se producen a través de 
la señalización desde los organizadores 
primarios durante la gastrulación y en 
las primeras etapas de la regionalización 
de la placa neural. De manera que se 
establecen tres dimensiones en el tubo 
neural. La dimensión anteroposterior 
(AP), es el primer fenómeno que 
acontece, al que seguidamente se añade 
la dimensión dorsoventral (DV), siendo 
ambos procesos anteriores a la 
inducción neural, antes incluso de que 
exista el primordio neural y se inicie la 
regionalización (Ruiz i Altaba, 1994) 
(Fig. 3). La tercera dimensión 
corresponde a la dimensión radial, que 
se produce por la proliferación y 
diferenciación de las células 
progenitoras desde el neuroepitelio y su 
migración desde la zona ventricular (vz) 
a la zona marginal (mz). 

 
1) Regionalización anteroposterior 

(AP) 

Tras la aparición de los organizadores 

primarios (nodo de Hensen en aves y 
mamíferos, labio dorsal del blastoporo 
en anfibios) en las capas del 
blastodermo, surgen los organizadores 
secundarios: la cresta neural anterior 
(ANR), en el borde de la placa neural; 
la Zona Limitante Intratalámica (Zli), 
que se encuentra en el límite entre p3/p2 
y el organizador ístmico (IsO), 
localizado en el límite entre el 
mesencéfalo y el rombencéfalo 
(Echevarrıá et al., 2003; Vieira et al., 
2010). Cada uno de ellos se encuentra 
en diferentes regiones del primordio 
neural, cuyas señales van a definir la 
histogénesis de los principales dominios 
anteroposteriores: prosencéfalo 
secundario, diencéfalo, mesencéfalo y 
rombencéfalo (Jessell y Sanes, 2000; 
Colas y Schoenwolf, 2001); así como 
sus divisiones dorsoventrales.  

Los morfógenos (señales 
inductoras) mejor estudiados son los 
pertenecientes a las familias Wingless-
int (Wnt) (Dickinson y McMahon, 
1992), hedgehog (Hh) (Echelard et al., 
1993), las proteínas morfogenéticas del 
hueso (BMP) (Kingsley, 1994) y los 
factores de crecimiento de fibroblastos 
(FGF) (Crossley y Martin, 1995). Todas 
ellas van a inducir la expresión de 
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Figura 6. Esquema sagital del encéfalo en desarrollo 
donde se representan los organizadores secundarios: 
ANR (Anterior Neural Ridge), Zli (Zona limitans 
intrathalamica), IsO (Isthmic organizar). Éstos 
contribuyen a la regionalización rostrocaudal del 
encéfalo y la especificación celular mediante la 
expresión y liberación de los principales morfógenos 
(Fgf8, Shh y Wnt1); Abreviaturas: IC, colículo 
inferior; SC, colículo superior; p1-p6: prosómeros 1 a 
6; Is, itsmo; r1-r2, rombómero 1-2. Imagen de 
Echevarría et al., 2003. 

Figura 7. Gradientes de señalización que se 
establecen desde la notocorda (verde) y el 
ectodermo (naranja). Ambos originan cuatro 
zonas longitudinales a lo largo de todo el tubo 
neural: placa del suelo, placa basal, placa alar y 
placa del techo. Imagen modificada de Puelles  et 
al, 2008. 

 

ciertos genes en las células 
progenitoras, conforme a un gradiente 
de actividad que va generar un patrón 
de expresión génico restringido 
espaciotemporalmente en cada uno de 
los territorios del tubo neural, que 
determinará la morfogénesis y 
especificación final de cada uno de ellos 
(Fig. 6). 

 

2) Regionalización dorsoventral 

Durante la inducción primaria, la 
placa precordal y la notocorda ejercen 
efectos ventralizantes sobre la parte más 
próxima del tubo, determinando la 
especificación de un territorio ventral 
impar y medio: la placa del suelo, y los 
territorios adyacentes a derecha e 
izquierda, que forman la placa basal. 
Por su parte, el epitelio extraneural 
ejerce efectos inductores dorsalizantes 
con un gradiente inverso al de las 
señales de la notocorda, generando una 

banda dorsal, la placa del techo, y unas 
regiones dorsolaterales más amplias a 
cada lado: la placa alar (Fig. 7). Las 
placas del suelo y basal se deben a la 
acción de factores como Shh; y las 
placas alar y del techo se deben 
principalmente a la acción de Wnt y 
BMPs. El equilibrio entre ambas señales 
genera una región entre la placa alar y la 
basal, denominado límite Alar-Basal 
(cuya identidad aún no es del todo 
clara) (Fig. 7); y el resultado son las 
cuatro zonas longitudinales paralelas al 
eje anteroposterior denominadas: placas 
del suelo, placa basal, placa alar y placa 
del techo (Fig. 5 y 7). 

Estas subdivisiones se mantienen a 
lo largo de todo el eje anteroposterior en 
cada uno de los segmentos 
transversales, y en función de la 
curvatura que sigue el eje alar-basal se 
establecen unas coordenadas de 
posición determinadas en cada región. 
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Figura 8. Secuencia del ciclo de una célula del 
neuroepitelio, desde la zona ventricular, donde se 
lleva a cabo los procesos de proliferación, para su 
posterior migración celular hacia la zona del 
manto, donde se produce la diferenciación. 
Imagen obtenida de Puelles, 2008. 

La acción conjunta de los 
gradientes de señalización 
dorsoventrales y de los organizadores 
secundarios en cada dominio 
histogenético principal, producen la 
regionalización y subdivisión de cada 
una de las vesículas principales.  

Las características morfológicas y 
moleculares se continúan a lo largo de 
los diferentes neurómeros al compartir 
los mismos mecanismos dorsalizantes 
versus ventralizantes generando una 
división rostral, una caudal, una dorsal y 
una ventral. Sin embargo, el patrón 
anteroposterior es regulado por los 
organizadores transversales primarios o 
secundarios de manera que, a posteriori, 
cada uno de los neurómeros presentan 
propiedades moleculares individuales y 
un código de expresión génica único 
(Puelles, 2008). 

 

3) Dimensión radial (histogénesis) 

Tras la neurulación, en el 
neuroepitelio se instaura una fase de 
intensa proliferación que es asincrónica 
en los distintos niveles dorsoventrales y 
rostrocaudales, dando lugar a los 
siguientes procesos de vesiculación y 
segmentación del tubo neural. Las 
primeras divisiones son simétricas 
provocando un aumento en el número 
de células progenitoras y la elongación 
del tubo neural. En una segunda fase, 
las divisiones asimétricas generan una 
célula radial, también llamada glía 
radial (con potencialidad proliferativa), 
y otra célula hija que deja el ciclo y se 
diferencia a neurona o glía (Puelles, 
2008). 

Estas células hijas migran fuera de 
la zona ventricular y se diferencian, 
acumulándose en la capa marginal, 
generando la zona del manto (Fig. 8). 
La migración permite que las neuronas 
postmitóticas inmaduras lleguen a la 
capa del manto, y también que se 
desplacen a través del mismo a 
diferentes dominios histogenéticos, a 
través de procesos de migración radial y 
tangencial (Fig. 9). La migración radial 
es mayoritaria, y mantiene la 
disposición radial que viene dada por la 
organización del neuroepitelio en cada 
dominio histogenético, usando la glía 
radial como andamiaje a través del cual 
el neuroblasto se mueve. De esta 
manera, el código molecular que se 
establece en el neuroepitelio a lo largo 
de los ejes rostrocaudal y dorsoventral y 
determina el fenotipo neuronal, se 
transporta en el eje mediolateral 
(Puelles y Medina, 2002).  
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Figura 9. Esquema del tubo neural en desarrollo, donde se representan distintas regiones progenitoras en la zona 
ventricular en diferentes colores y las poblaciones derivadas de cada uno de estos nichos en zonas del manto y su 
localización final en núcleos de origen mixto el individuo adulto tras los procesos de migración radial (flecha 
negra) y tangencial (flecha morada). 

En cada región proliferativa se 
producen, además, células de linaje 
neuronal que migran tangencialmente y 
se mueven de un dominio histogenético 
radial a otro, como ocurre en el 
telencéfalo, donde existe una corriente 
migratoria rostral (RMS) desde el 
subpalio que proporciona interneuronas 
al bulbo olfativo. Este tipo de migración 
proporciona distintos fenotipos 
neuronales procedentes de dominios 
neurogénicos diferentes al dominio de 
destino (Marín et al., 2010). 

La diferenciación celular 
(neurogénesis/gliogénesis), comienza 
tras la primera mitosis asimétrica y cada 
una de las células hijas migra siguiendo 
un destino neuronal o glial. En este 
proceso se desencadena una cascada de 
activación que conduce a la expresión 
de ciertas moléculas (neuropéptidos, 
neurotransmisores, neuromoduladores) 
y al establecimiento de contactos 
sinápticos específicos que darán la 
identidad a la célula. 

Los últimos estudios 
neuroanatómicos comparados tratan 

sobre la ontología del SNC, es decir se 
estudia la organización jerárquica y 
relación de unas entidades encefálicas 
con otras. Estas relaciones pueden verse 
desde el punto de vista del modelo 
segmental o neuromérico. Como hemos 
visto, el destino celular en el tubo neural 
depende de la expresión de una 
combinación única de genes reguladores 
del desarrollo, que suele estar 
conservada en vertebrados (Puelles y 
Rubenstein, 1993; Puelles y Rubenstein, 
2003; Moreno et al., 2004; Moreno et 
al., 2008a; Ferran et al., 2009; Moreno 
et al., 2010; Morona et al., 2011; 
Puelles y Ferran, 2012). Esta 
combinatoria define dominios 
histogenéticos o áreas neuroepiteliales 
que producen tipos celulares concretos. 
Sin embargo sus límites no son 
absolutos y pueden variar en función de 
la distancia a un determinado 
organizador (fenómenos epistáticos) o 
procesos de comunicación célula-célula 
(Puelles y Ferran, 2012).  

Además, existen fenómenos 
temporales que proporcionan un 
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equilibrio parcial o transitorio de 
diferenciación molecular y morfológica 
hacia un estado cada vez más 
diferenciado (Puelles y Ferran, 2012). 
De modo que la organización final de 
los tipos celulares y localización de los 
mismos en núcleos es directamente 
dependiente de los patrones de 
expresión espaciotemporales de esos 
genes (Prakash y Wurst, 2006; Lohr et 
al., 2009; Chakrabarty et al., 2012; 
Magno et al., 2012), que determinan el 
tamaño, posición topológica relativa y 
conectividad de los diferentes 
compartimentos durante el desarrollo 
del encéfalo (Puelles y Ferran, 2012) 
(Fig. 9). Consecuentemente, los últimos 
estudios en neuroanatomía se han 
centrado en el análisis detallado de los 
patrones de expresión de aquellos genes 
que codifican para factores de 
transcripción, o bien para proteínas 
relacionadas con procesos de 
diferenciación (enzimas de síntesis o 
transporte de neurotransmisores, 
proteínas de adhesión y de 
comunicación celular). Estos estudios 
de los patrones espaciotemporales de 
una combinatoria de genes en una 
región determinada se ha denominado 
genoarquitectura (o genoarquitectonía) 
(Puelles y Ferran, 2012).  

 
El análisis de los patrones de 

expresión génicos dentro de un modelo 
neuromérico es el principal marco que 
ayuda a entender las características 
comunes y específicas pertenecientes a 
los cerebros de especies tan diferentes 
como lampreas, pollos y ratones 
(Pombal y Puelles, 1999; Ferran et al., 
2008; Thompson et al., 2008; 
Shimogori et al., 2010; Medina et al., 
2011; Lorente-Cánovas et al., 2012). 

LA FAMILIA DE GENES PAX Y SU 
IMPLICACIÓN EN EL 
DESARROLLO DEL SNC 

En las últimas décadas se han 
estudiado una serie de genes 
reguladores implicados en la 
especificación y el establecimiento del 
eje rostrocaudal, así como en el 
desarrollo del SNC. Una de las familias 
de genes fundamentales en estos 
procesos son las proteínas codificadas 
por los miembros de la familia Pax, que 
se caracterizan por un motivo de unión 
al ADN (el dominio “par”), descrito por 
primera vez en Drosophila (Bopp et al., 
1986) y altamente conservado en la 
evolución (Balczarek et al., 1997; Wang 
et al., 2010). Además existen otros 
miembros de esta misma familia que 
codifican para un segundo 
homeodominio de unión al ADN 
(completo o parcial), y una última 
secuencia conservada, el octapéptido 
(Maulbecker y Gruss, 1993; Keller et 
al., 2010) (Fig. 10).  

La presencia de estas regiones 
conservadas ha servido para clasificar la 
familia génica en cuatro grupos. La 
primera clase, formada por Pax1 y 
Pax9, carece de homeodominio y no se 
expresa en el SNC. Pax3 y Pax7 
pertenecen a la segunda clase que 
codifica para el dominio par, el 
octapéptido y un homeodominio 
completo. Este grupo se expresa 
principalmente en células madre del 
músculo y en regiones medias y 
caudales del SNC. La tercera clase está 
formada por Pax2, Pax5 y Pax8, que 
codifican para el dominio par, el 
octapéptido y un dominio parcial, y son 
importantes en la región ístmica y en la 
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Figura 10. Estructura de los 
genes Pax agrupados en 
subfamilias. Los genes Pax se 
caracterizan por la presencia 
de regiones que codifican para 
un dominio “par” de unión al 
ADN y un dominio de 
transactivación. Los 
subgrupos se distinguen en 
base a la presencia o ausencia 
de otras regiones estructurales 
que codifican para un 
octapéptido conservado y un 
homeodominio completo o 
parcial de unión al ADN. 
Imagen modificada de 

    

 

 

especificación neuronal rombencefálica 
y espinal. Una cuarta clase incluye a 
Pax4 y Pax6, que codifica para el 
dominio par y el homeodominio pero no 
el octapéptido, y cuya expresión es 
fundamental en la formación y el 
mantenimiento de diversas estructuras 
como los ojos, el páncreas y el 
telencéfalo (Stuart et al., 1994; 
Balczarek et al., 1997; Kang y Krauss, 
2010). Por otra parte, se han descrito 
diferentes isoformas en la mayoría de 
los miembros que explica la gran 
variedad de funciones que han sido 
atribuidas a los distintos genes Pax 
(Epstein et al., 1994; Thompson y 
Ziman, 2011; Kiselev et al., 2012; 
Underhill, 2012) (Fig. 10).  

Algunos de estos genes como Pax3, 
Pax6 y Pax7, se expresan ya en las 
etapas tempranas del desarrollo, durante 
la gastrulación y la neurulación, 
ejerciendo de mediadores en la 
regionalización dorsoventral y 
anteroposterior del tubo neural 
(Lumsden y Krumlauf, 1996; Redies y 
Puelles, 2001), en respuesta a 
morfógenos tempranos (Ericson et al., 
1996; Fogel et al., 2008) y 
contribuyendo a la especificación de los 
tipos celulares y a la regionalización del 

encéfalo (Kawakami et al., 1997; 
Soukkarieh et al., 2007). 

Pax7, junto con Pax3, se expresan a 
lo largo del margen dorsal de la placa 
neural temprana, precediendo al cierre 
del tubo neural (Basch et al., 2006), 
contribuyendo a una identidad dorsal de 
las células de esa región, donde se 
forman las neuronas sensoriales e 
interneuronas (Goulding et al., 1991). 
La expresión temprana de Pax6 se 
localiza a lo largo de la región 
intermedioventral del tubo neural, 
generando motoneuronas e 
interneuronas (Goulding et al., 1993).  
A su vez, la expresión diferencial de 
Pax6 y Pax2 subdivide el tubo neural en 
los tres dominios anteroposteriores 
primarios (prosencéfalo, mesencéfalo y 
rombencéfalo) (Matsunaga et al., 2000). 
De modo que la relación entre los genes 
Pax, o entre Pax y otros genes, es 
fundamental en la determinación de la 
polaridad del tubo neural, la formación 
de límites y la especificación de los 
progenitores celulares desde la zona 
ventricular. 

Tras la regionalización inicial, los 
genes Pax contribuyen al balance entre 
la proliferación celular, el 
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Figura 11. Esquema de las distintas funciones de la familia de genes Pax, y sus dianas durante el desarrollo del 
SNC, incluyendo la especificación celular y la regionalización (A), la expansión de los progenitores (B), migración 
de las células neurales (C), el mantenimiento del fenotipo indiferenciado (D), diferenciación y mantenimiento de 
las células diferenciadas mediante mecanismos de supervivencia y antiapoptóticos (E). Las diferentes funciones son 
dependientes de concentración de Pax. Imagen modificada de Thompson y Ziman, 2011. 

mantenimiento de las células 
progenitoras y los procesos de 
diferenciación. En particular, Pax6 
controla la expansión de los 
progenitores de manera dosis-
dependiente en las vesículas ópticas 
(Duparc et al., 2007) y el córtex 
cerebral (Berger et al., 2007). La 
reducción de los niveles de Pax6 
conlleva una disminución de la 
proliferación y una temprana 
diferenciación de los precursores 
neurales, (Bel-Vialar et al., 2007; 
Duparc et al., 2007) pero es su 
sobreexpresión la que tiene este efecto 
en los progenitores corticales de 
nacimiento tardío (Tuoc et al., 2009). 
De manera que las variaciones en los 
niveles de Pax6 regulan distintas 
funciones como la capacidad 
progenitora, mantenimiento celular, 
progresión del ciclo celular y 
neurogénesis (Berger et al., 2007). Así 

mismo está implicado tardíamente en 
proliferación celular, diferenciación y 
procesos de migración (Fig. 11). 

 Por su parte, Pax7 especifica una 
subpoblación de células de la cresta 
neural cefálica, que migran a la región 
craneofacial (Mansouri et al., 1996), y 
dan lugar a una amplia variedad de tipos 
celulares del epitelio olfativo (Murdoch 
et al., 2010).  

• Distribución de Pax6 y Pax7 en el 
SNC en los vertebrados 

Además de su implicación durante 
las fases tempranas del desarrollo, 
ambos miembros de la familia Pax se 
han utilizado como marcadores tanto de 
regiones específicas del encéfalo de 
vertebrados como en el análisis general 
del plan de construcción del cerebro 
como un todo (Fig. 12). Las proteínas 
que codifican estos genes están 
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altamente conservadas entre los 
vertebrados y mantienen una 
distribución comparable (Goulding et 
al., 1993) (Fig. 12). Dichos factores de 
transcripción persisten en ciertos grupos 
celulares en el SNC adulto, por lo que 
han sido relacionados con el 
mantenimiento de la homeostasis de 
este tejido (Stoykova y Gruss, 1994; 
Duan et al., 2013) y mecanismos de 
reparación manteniendo la identidad 
posicional e influyendo en la 
especificación neuronal y axonogénesis 
en las zonas apropiadas (Sirko et al., 
2009). 

Por tanto, los genes Pax participan 
en casi todas las facetas del desarrollo 
del SNC, desde etapas tempranas hasta 
el adulto. Inicialmente, dirigen la 
correcta organogénesis asegurando 
suficientes células progenitoras y 
seguidamente mantienen el estado 
indiferenciado de las células hasta el 
momento adecuado de su 
diferenciación, para producir los 
distintos tipos celulares dentro de un 
nicho en desarrollo. En particular, el 
patrón de distribución de Pax6 y Pax7 
en elencéfalo se mantiene conservado 
entre los principales grupos de 
vertebrados que han sido estudiados y 
que incluyen peces, anfibios, aves y 
mamíferos tanto en el desarrollo como 
en el individuo adulto (Stoykova y 
Gruss, 1994; Kawakami et al., 1997; 
Wullimann y Rink, 2001, 2002; Duan et 
al., 2013; Joven et al., 2013a, 2013b; 
Moreno et al., 2014) (Fig. 12). 

La expresión de Pax6 se extiende 
rostralmente en el encéfalo de los 
vertebrados, tanto en desarrollo como 
en individuos adultos dentro del bulbo 

olfativo, palio, estriado dorsal, amígdala 
y parte del septo (Stoykova y Gruss, 
1994; Moreno et al., 2008a; Moreno et 
al., 2014), mientras que Pax7 se expresa 
en la paráfisis (Nomura et al., 2007; 
Joven et al., 2013a, 2013b) y en 
regiones más caudales, fuera de los 
territorios telencefálicos. Ambos están 
presentes en grupos hipotalámicos 
(Stoykova y Gruss, 1994; Moreno et al., 
2012b; Domínguez et al., 2013), 
incluyendo la presencia de Pax6 en la 
adenohipófisis y Pax7 en el lóbulo 
intermedio de la glándula pituitaria 
(Hosoyama et al., 2010). 

En el diencéfalo, la expresión de 
Pax6 ocupa inicialmente toda la parte 
alar, quedando restringida a la 
eminencia pretalámica, pretálamo, 
habénula, epífisis y pretecho, conforme 
avanza el desarrollo (Stoykova y Gruss, 
1994) y ocupa ciertos grupos en la placa 
basal de p3 y p1. Por otro lado, la 
expresión de Pax7 se localiza en la 
placa basal de p3 (Moreno et al., 2012b; 
Domínguez et al., 2013), en el pretecho 
(Wullimann y Rink, 2001; Ferreiro-
Galve et al., 2008; Ferran et al., 2009; 
Morona et al., 2011), y en el epitálamo 
dentro de la porción dorsal de p2, 
quedando el tálamo ausente de ambos 
marcadores. 

 
El límite entre el diencéfalo y el 

mesencéfalo viene marcado por la 
expresión de Pax7 y ausencia de Pax6 
en el techo óptico (Thompson et al., 
2007; Moreno et al., 2008a; Morona et 
al., 2011). Sin embargo, Pax6 se 
localiza en el tegmento mesencefálico 
en la mayoría de vertebrados (Stoykova 
y Gruss, 1994; Wullimann y Rink, 
2001; Duan et al., 2013). 
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Figura 12. Representación esquemática de la distribución de Pax6 y Pax7 en el encéfalo de distintos modelos 
animales durante la transición anamnio-amniota y el grado de conservación que presentan los patrones de expresión 
de Pax6 y Pax7 desde los sarcopterigios hasta los mamíferos. Imágenes modificadas de Moreno et al., 2014 
(izquierda) y Stoykova y Gruss, 1994 (derecha). Abreviaturas: Acc, núcleo accumbens; Cb, cerebelo; CFr, corteza 
frontal; DT, tálamo dorsal; egl, capa granular externa del cerebelo; ET, epitálamo; Fovls, fóvea ístmica; GE, 
eminencia ganglionar; Hyp, hipotálamo; LV, ventrículo lateral; Mes, MS, mesencéfalo; My, mielencéfalo; OB, 
bulbo olfativo; OE, neuroepitelio olfativo; ORE, receso óptico; OT, techo óptico; p3b, placa basal de p3; Pa, palio; 
PC, comisura posterior; Pn, puente; POA, área preóptica; PT, pretecho; PTh, pretálamo; PThE, eminencia 
pretalámica; Rh, rombencéfalo; sc, médula espinal; SE, septo; SPV, región hipotalámica supraoptoparaventricular; 
Str, estriado; sut, subtálamo; Th, tálamo; VT, tálamo ventral; vz, zona ventricular; 4V, cuarto ventrículo. 

 

Caudalmente el rombencéfalo 
comprende el istmo, definido como r0 y 
las rombómeros 1-8. En este contexto, 
sólo ciertas células expresan Pax7 en la 
placa alar del istmo, mientras que Pax6 
se encuentra ausente (Joven et al., 
2013a) y en el cerebelo, región que 
deriva de la porción alar de r1 (Aroca y 
Puelles, 2005), se detecta la expresión 
de Pax6 en las células granulares 
(Wullimann y Rink, 2001; Rodríguez-
Moldes et al., 2008). 

En el núcleo interpeduncular, 
localizado en r1, se encuentran células 
Pax7 provenientes de r1 que se 
extienden desde la placa alar a la 

porción ventral de r0, (Lorente-Cánovas 
et al., 2012). En cuanto a la médula 
espinal, se ha descrito la expresión 
ventricular y subventricular de Pax7 
(dorsal) y Pax6 (ventral) durante el 
desarrollo, en relación con la 
especificación de los diferentes 
progenitores celulares de la médula 
espinal en todos los vertebrados 
(Ericson et al., 1997; Maczkowiak et al., 
2010; Kuscha et al., 2012), manteniendo 
la expresión incluso en el Pleurodeles 
adulto (Joven et al., 2013a). 

Por tanto, Pax6 y Pax7 mantienen 
un patrón de expresión restringido en el 
desarrollo del encéfalo, controlando su 
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Figura 13. Representación esquemática de las 
principales subdivisiones longitudinales (DV) y 
transversales (AP) a lo largo del prosencéfalo y el 
mesencéfalo, según la última interpretación del 
modelo prosomérico (Puelles et al., 2012b). El 
diencéfalo (blanco) intercalado entre el mesencéfalo 
(verde claro) y el prosencéfalo secundario (palio en 
azul, hipotálamo alar amarillo, hipotálamo basal 
rosa) queda subdividido en tres dominios 
transversales: p3, p2 y p1, cuyas principales 
porciones alares se denominan: pretálamo (PTh), 
tálamo (Th) y pretecho (PT), respectivamente. Las 
zonas longitudinales del techo y del suelo se 
representan en color gris o negro y el límite alar-
basal con una línea roja. La Zli se representa en 
verde entre las porciones alares de los prosómeros 2 
y 3. Abreviaturas: ac, comisura anterior; ch, 
coroides; Dg, banda diagonal; E, techo epifisario; 
M, región mamilr; Mes, mesencéfalo; NH, 
neurohipófisis; p1-p3, prosómeros 1-3; Pal, palio; 
Peduncular Hy, hipotálamo peduncular; POA, área 
preóptica; PT, pretecho; PTh, pretálamo; STh, 
núcleo subtalámico; St, estriado; Tel, telencéfalo; 
Terminal Hy, hipotálamo terminal; Th, tálamo. 
Imagen modificada de Puelles y Martinez,, 2013. 

 

regionalización, la proliferación 
neuronal, la diferenciación celular y la 
supervivencia neuronal (Wehr y Gruss, 
1996; Osumi et al., 2008). 
Aparentemente están relacionados con 
el mantenimiento de nichos de células 
madre pluripotentes en la madurez, ya 
que en vertebrados adultos han sido 
descritos tanto en grupos celulares de 
diversos tejidos caracterizadas como 
células progenitoras (Thompson et al., 
2007; Blake et al., 2008). 

En concreto, Pax6 y Pax7 son de 
especial interés en el desarrollo y 
regionalización del diencéfalo, donde 
Pax6 está activamente implicado en el 
establecimiento y progresión del 
organizador secundario diencefálico, la 
zona limitans intrathalamica (Zli) junto 
con Shh (Caballero et al., 2014) así 
como, en el establecimiento del límite 
diencéfalomesencefálico (Kerwin et al., 
2004); y posteriormente se identifica en 
células postmitóticas pretalámicas y 
progenitores talámicos (Robertshaw et 
al., 2013; Caballero et al., 2014). A su 
vez, Pax7 es regulado por Shh en ciertas 
regiones como el tegmento 
mesencefálico (Watanabe y Nakamura, 
2000) y ha sido descrito en relación a la 
regionalización de la región diencéfalica 
de los principales grupos de vertebrados 
donde su patrón está altamente 
conservado (Jostes et al., 1990; Ferran 
et al., 2007; Morona et al., 2011; Joven 
et al., 2013a, 2013b) por lo que su 
estudio resulta relevante para dilucidar 
los mecanismos de desarrollo dentro de 
esta región. 

 

 

REGIONALIZACIÓN DEL 
DIENCÉFALO 

El diencéfalo es el dominio más 
caudal del prosencéfalo y limita a su 
vez con el mesencéfalo. Se divide en 
tres neurómeros transversales o 
prosómeros (p3, p2 y p1), en cada uno 
de los cuales pueden distinguirse las 
cuatro zonas longitudinales que se 
continúan en todo el encéfalo: placa del 
suelo, placa basal, placa alar y placa del 
techo.  
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Las porciones alares principales de 
cada uno de estos neurómeros se 
denominan pretálamo (p3), tálamo (p2) 
y región pretectal (p1) (Fig. 13) (Puelles 
y Rubenstein, 2003) y sus regiones 
basales constituyen el tegmento 
diencefálico (García-Lopez et al., 2004; 
Puelles et al., 2012a).  

La regionalización morfológica del 
diencéfalo en ratón comienza en torno a 
E9.5 y 2-3 días después ya pueden ser 
identificables los tres prosómeros con la 
aparición de la Zli en E10-11. La Zli, es 
una barrera transversal neuroepitelial en 
el límite entre el tálamo (p2) y el 
pretálamo (p3) que se caracteriza por la 
expresión de Shh (y otras proteínas 
secretadas reguladoras), que influyen 
sobre la expresión génica de las 
regiones adyacentes. Las células que 
forman la Zli cumplen todas las 
características de un organizador local 
secundario y también se le conoce como 
organizador mediodiencefálico (MDO, 
del inglés, middiencephalic organizer) 
(Scholpp y Lumsden, 2010; Martinez-
Ferre y Martínez, 2012).  

Tras la aparición de la Zli se 
produce una reorganización adicional en 
cada prosómero y pueden observarse los 
territorios progenitores fundamentales 
que darán lugar a las poblaciones 
neuronales específicas definitivas. En 
concreto de la porción alar de p2, se 
desarrolla el tálamo y el epitálamo 
(habénula y complejo pineal), así como, 
de p3 deriva la eminencia pretalámica y 
el pretálamo, y de p1 la región pretectal. 

• Desarrollo del tálamo 

Inicialmente existe un equilibrio 
entre los factores dorsalizantes (Bmp4, 

Bmp7 y familia Wnt), y los factores 
ventralizantes procedentes de la 
notocorda, que inducen la expresión y 
liberación de Shh en la placa basal 
(Echelard et al., 1993). La identidad de 
cada dominio progenitor va a depender 
de los gradientes de estas señales y el 
equilibrio de sus acciones antagónicas. 
De este modo, surge el concepto de 
límite alar-basal, que se refiere al punto 
de inflexión donde esas señales tienen 
efectos cualitativos en la identidad 
molecular y en el consecuente destino 
histogenético. Por tanto, la 
regionalización anteroposterior en la 
placa neural y en el tubo neural 
temprano, se regula por la competencia 
mutua entre la señalización por Wnt y 
los represores de dicha familia. Esta 
especificación génica temprana se 
modifica durante las etapas tardías del 
tubo neural con la aparición de la Zli, 
como organizador secundario 
intradiencefálico de la regionalización 
anteroposterior (Echevarrıá et al., 
2003). Las señales provenientes de la 
Zli y de la placa basal y del techo, 
influyen en la regionalización de la 
porción alar de p2, donde se 
desarrollará dorsalmente la habénula y 
un territorio mayoritario que es el 
tálamo (Fig 16). 

El tálamo limita caudalmente con el 
pretecho y rostralmente con la Zli, que 
precede al pretálamo. Es una estructura 
fundamental que sirve como centro de 
integración y relevo de la información 
sensorial (a excepción de la olfativa) 
hacia centros superiores (la corteza en 
los mamíferos) (Jones, 2007; 
Nieuwenhuys, 2007), o a las regiones 
subcorticales en vertebrados no 
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Figura 14.  Esquema de patrones de expresión de 
algunos genes implicados en la especificación 
molecular temprana del diencéfalo de un ratón 
E9.5. Se indica el incipiente borde del diencéfalo, 
así como los límites internos de los tres dominios 
prosoméricos diencefálicos (línea punteada). Cada 
uno de los genes implicados en la regionalización 
diencéfalica se representa en una línea de color, en 
función de su respectivo código de color, 
mostrando cambios dinámicos en su expresión. El 
espacio de la Zli se define por la expresión de 
Wnt8b (rojo) y Otx2 (rosa), y su límite rostral, 
definido en términos de señales moleculares, 
marcado por la expresión de Fez y su límite caudal, 
definido por la regulación a la baja de Wnt8b, junto 
con la combinación de otros factores de 
transcripción. Abreviaturas: Di, diencéfalo; Hy, 
hipotálamo; Mes, mesencéfalo; Tel, telencéfalo. 
Imagen modificada de Puelles y Martinez, 2013. 

mamíferos (Laberge et al., 2008; 
Mueller, 2012).  

Su desarrollo durante la embriogénesis 
ocurre a través de tres procesos 
secuenciales que van a dar lugar a su 
diferenciación y regionalización 
(Puelles y Martínez, 2013): 

1) Especificación molecular 
temprana (prepatterning) 

2) Formación de la Zli 

3) Especificación molecular 
(patterning) 

1) Especificación molecular temprana 
(prepatterning) 

La especificación rostrocaudal 
viene determinada principalmente por la 
señal de Wnt, que se expresa en el 
prosencéfalo alar en las regiones que 
darán lugar al prospectivo diencéfalo 
caudal, quedando inhibida rostralmente; 
y al mesencéfalo, marcando una 
expresión diferencial entre el 
prosencéfalo rostral y el caudal (Houart 
et al., 2002).  

Algunos de los factores que actúan 
en estas primeras fases son Six3 y los 
pertenecientes a la familia Fez, que 
tienen una expresión estrictamente 
rostral a la Zli en el prosencéfalo 
(Hashimoto et al., 2000). Wnt parece 
inhibir la expresión caudal de Six3 y 
activar a miembros de la familia 
Iroquoius como Irx1 o Irx3, que 
mantiene una expresión caudal a Fez 
(Fig. 14) a lo largo del diencéfalo. 
Posteriormente la aposición de los 
dominios Six3, Fez1 e Irx1 van a definir 
el territorio que ocupará la Zli (Hirata et 
al., 2006; Jeong et al., 2007) (Fig. 14). 

Otros marcadores tempranos como 
Otx2, especifican la porción caudal del 
diencéfalo y la prospectiva Zli (Scholpp 
y Lumsden, 2010)(Fig. 14). Por otro 
lado, la expresión temprana de Pax6, 
que se extiende a lo largo de toda la 
placa alar prosencefálica, es inhibida 
bidireccionalmente por Shh tras la 
formación de la Zli, estando, por tanto, 
implicado en la especificación de todos 
los territorios diencefálicos (Pratt et al., 
2000; Manuel y Price, 2005). 

 

Finalmente, la interacción de Fez, 
rostralmente, Wnt e Irx1, caudalmente y 
Shh que asciende ventrodorsalmente 
desde la placa basal, en una región 
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Figura 15. (A) Representación esquemática del prosencéfalo de pollo ilustrando la idea de que la expresión de 
Wnt8b en forma de cuña en la porción alar del diencéfalo precede a la formación de la Zli, (B) donde la interacción 
(activación o inhibición) entre señales diencefálicas mediadas por Wnt8b: inducción de L-fng (flechas verdes) junto 
con la inhibición de Gli3 (flechas verdes con líneas), definen los bordes de la prospectiva Zli y forman un pasillo 
donde se induce la expresión de Shh desde la preexistente placa basal (flechas rojas). A su vez, la presencia de otros 
factores de transcripción van a limitar anteriormente (Six3, Lrrn1, Fez, Otx2) y posteriormente (Irx3, Otx2) la 
formación de la Zli. Abreviaturas: PA, placa alar; PB, placa basal. Imagen modificada de Martínez-Ferre et al., 
2013. 

 

 

caracterizada por ser Otx-positiva 
(Scholpp y Lumsden, 2010), define un 
espacio entre Fez y Irx1 donde se va a 
inducir la formación de la Zli (Hirata et 
al., 2006; Scholpp et al., 2007). 

2) Formación y establecimiento de la 
Zli (MDO) (Organizador 
secundario) 

Tras este periodo inicial de 
inducción primaria, el patrón resultante 
es drásticamente modificado por la 
aparición de la Zli, el principal centro 
de señalización en la regionalización del 
diencéfalo. 

La aparición y posicionamiento de 
la Zli es un fenómeno de naturaleza 
inductiva, ejercido por el tejido alar 
(Zeltser et al., 2001; García-Lopez et 
al., 2004; Scholpp y Lumsden, 2010), 
asociado a Wnt8b, cuya expresión se 
localiza en el mediodiencéfalo y 
precede a la formación de la Zli 
(García-Lopez et al., 2004). 
Inicialmente, aparece un dominio de 
expresión en forma de cuña en la región 

alar del diencéfalo medio, que 
progresivamente se reduce caudalmente, 
convirtiéndose en un pasillo estrecho 
limitado anteriormente por Fezf2 y 
Lrrn1 (futuro pretálamo); y 
posteriormente por Lfng, Irx1, Tcf7L2 y 
Wnt3 (futuro tálamo). Al mismo 
tiempo, existen otros factores que 
contribuyen a la progresión de la Zli, 
como Gli3, que es un represor 
transcripcional de Shh (Abbasi et al., 
2010), y es regulado por Wnt. De 
manera que, Gli3 se expresa en la 
porción alar del diencéfalo, y a medida 
que se induce el posicionamiento de la 
Zli, Wnt inhibe la expresión de Gli3 en 
dicha región, lo que favorece la 
progresión de Shh en ese pasillo 
formado por células Gli3-
/Otx2+/Wnt8b+ (Vieira y Martínez, 
2006; Vieira et al., 2010; Martinez-
Ferre et al., 2013) (Fig. 15). Estos genes 
contribuyen a la formación de la Zli 
emergente junto con Pax6. Pax6 se 
expresa a lo largo de la placa alar, pero 
a medida que la Zli se extiende 
dorsalmente a lo largo del espacio entre 
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Fez e Irx, las células que conforman el 
núcleo central de la Zli comienzan a 
liberar Shh. Esto provoca que las 
células que expresan Pax6 ocupen 
posiciones más dorsales por la mutua 
inhibición entre Shh y Pax6 (Caballero 
et al., 2014), donde Shh parece actuar 
tras la influencia Pax6 (Chatterjee et al., 
2014). 

Sin embargo, aunque la inducción 
de la Zli parece un fenómeno 
estrictamente alar, existen potenciadores 
de la placa basal de Shh (SBE2 y 
SBE4), que se vuelven selectivamente 
activos en el tegmento de p2 o p3, 
distinguiéndose la parte ventral del 
borde interprosomérico (Jeong et al., 
2006; Jeong et al., 2011). A su vez, la 
progresión ascendente de Shh en la Zli 
es inhibida por el ácido retinoico (RA) 
(Guinazu et al., 2007; Scholpp y 
Lumsden, 2010), cuya expresión se 
localiza en la placa del techo, pero se 
reduce a medida que progresa el 
desarrollo debido a la acción limitante 
de su enzima de síntesis la CYP1B1, 
contribuyendo a unas condiciones 
permisivas para la inducción de la Zli 
(Chambers et al., 2007) (Fig. 14B). 

 

3) Especificación molecular del tálamo 
(patterning) 

Los límites rostral y caudal de p2 
están definidos tempranamente por la 
expresión de Otx2 (Puelles y Martínez, 
2013), pero la especificación de las 
principales áreas progenitoras y sus 
derivados está estrechamente 
relacionado con la señalización en 
gradiente por Shh que, a su vez, regula 
otros factores de transcripción (incluido 

él mismo), implicados en la 
regionalización diencefálica y el destino 
celular talámico (Vieira et al., 2005). 
Una vez formada la Zli, se genera un 
gradiente de expresión de Shh desde las 
zonas próximas al organizador, junto 
con la placa basal, disminuyendo su 
concentración a medida que nos 
alejamos de éstos. El gradiente de 
concentración establecido para Shh 
regula la expresión de otros factores de 
transcripción de manera dosis-
dependiente, de modo que, en cada 
punto, a una determinada distancia de la 
Zli y en cada una de las regiones 
adyacentes se establece una 
combinación única de genes, siendo Shh 
el principal regulador de la 
regionalización y la especificación 
molecular del tálamo (Kiecker y 
Lumsden, 2004; Vieira et al., 2005; 
Scholpp et al., 2006; Jeong et al., 2011), 
así como, el responsable de la 
especificación de las distintas clases de 
progenitores talámicos (Hashimoto-
Torii et al., 2003; Scholpp et al., 2009; 
Szabó et al., 2009; Vue et al., 2009; 
Epstein, 2012; Hagemann y Scholpp, 
2012). En la zona próxima a la Zli, las 
altas concentraciones de Shh inducen la 
formación de los progenitores talámicos 
rostrales (r-Th); y progresivamente en 
las regiones más alejadas, las bajas 
concentraciones inducen a los 
progenitores talámicos caudales (c-Th), 
que darán lugar a los distintos núcleos 
talámicos en el adulto (Fig. 16).  

Las altas concentraciones de Shh 
inducen la expresión de genes como 
Nkx2.2 homólogo al gen NK2 de 
Drosophila (Price et al., 1992). Este 
gen, además, está implicado en 
mecanismos de diferenciación, 
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Figura 16. Representación esquemática donde se 
observa entre p3 y p2 la progresión ascendente 
dorsal de la Zli (Shh+, verde) flanqueada por la 
expresión de Nkx2.2 (amarillo) que continúa a lo 
largo de los tres prosómeros. La línea roja marca 
el límite alar/basal, donde la Zli quedaría dentro 
del territorio alar. Se reflejan las divisiones 
transversales del diencéfalo (p3, p2 y p1) y las 
subdivisiones de la porción alar de p2 en: la región 
habenular (Hab) y en los dominios progenitores 
rostral (THr) y caudal (THc) del tálamo. El THr se 
localiza en el dominio liminal posterior de la Zli y 
es molecularmente comparable con el dominio 
LimTH, localizado ventralmente (amarillo). Según 
algunos autores el THc se subdivide en pisos o 
tiers dorsal, intermedio y ventral (THdt, THit y 
THvt, delimitados por la línea punteada) 
(Martínez-de-la-Torre et al., 2002). Abreviaturas: 
ch, coroides; CoP, dominio progenitor comisural 
pretectal; E, techo epifisario; Hab, región 
habenular; JcP, dominio progenitor juxtacomisural 
pretectal; LimPth, dominio liminal pretalámico; 
Limp, dominio liminal pretectal; p3-p1, 
prosómero 3-1; p3tg, p2tg, p1tg, áreas tegmentales 
de p3 a p1; PcP, dominio progenitor precomisural 
pretectal; PThE, eminencia pretalámica; PThc, 
pretálamo caudal; PThr, pretálamo rostral; THc, 
dominio progenitor talámico caudal; THr, dominio 
progenitor talámico rostral; Zli, centro de la Zona 
Limitante Intratalámica. Imagen modificada de 
Puelles y Martínez, 2013. 

 

especificación temprana de progenitores 
celulares y especificación de destino en 
el tubo neural ventral (Briscoe et al., 
2000), así como en el establecimiento 
del límite alar-basal (ABB) (Puelles y 
Rubenstein, 1993; Vieira et al., 2005). 
Se induce por altas concentraciones de 
Shh de manera que, su expresión 
acompaña la progresión ascendente del 
centro del organizador, constituyendo 
una banda paralela a la expresión de 
Shh (Fig. 16). Esta banda (banda 
liminal) expresa Nkx2.9 (Pabst et al., 
2000), y otros marcadores (Puelles y 
Rubenstein, 1993; Vieira et al., 2005; 
Vue et al., 2007; Jeong et al., 2011) y 
bordea la expresión de Shh rodeando la 
zona central de la Zli anterior y 
posteriormente, continuándose hasta el 
extremo dorsal. A estas zonas se les ha 
denominado shell anterior y posterior 
de la Zli (dominios liminales anterior y 
posterior) (Martínez-de-la-Torre et al., 
2002; Puelles et al., 2004). 

El r-Th, por su parte, que 
comprende la banda de células 
localizadas entre c-Th y la Zli, 
constituye la región positiva para 
Nkx2.2 que dará lugar a los derivados 
de naturaleza principalmente 
GABAérgica del tálamo (Vue et al., 
2007; Chatterjee y Li, 2012; 
Robertshaw et al., 2013). Estas 
poblaciones contribuyen a la formación 
de los núcleos talámicos situados 
dorsolateralmente, denominados núcleo 
geniculado ventrolateral (vLG) y el 
núcleo IGL (del inglés, intergeniculate 
leaflet nucleus, banda intergeniculada), 
ninguno de los cuales proyecta a la 
corteza (Jones, 2007; Vue et al., 2007; 
Vue et al., 2009). 

El término shell posterior de la Zli 
y shell anterior de la Zli que comparten 
varios marcadores genéticos, se refieren 
respectivamente, al área progenitora del 
tálamo rostral, r-Th, y a uno de los 
dominios progenitores del pretálamo. 

La banda liminal, se continúa a lo 
largo de p2 y p1, y se refiere a dichas 
zonas como LimTH y LimPT, 
respectivamente (Fig. 16). (Puelles y 
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Figura 17. (A) Representación esquemática en una vista sagital, de embrión de ratón, de la formación de las 
distintas regiones talámicas influenciadas por la expresión de Shh desde la Zli y la placa basal (azul oscuro). (B) 
En base a la concentración de Shh se induce la expresión de determinados genes que van a marcar 
diferencialmente los distintos dominios progenitores rostral (núcleo talámico rostroventral) y caudal (núcleo 
talámico caudodorsal) del tálamo en base a una combinación génica única. La línea roja punteada representa el eje 
anteroposterior del cerebro. Abreviaturas: A-P, regionalización anteroposterior; IGL, banda intergeniculada; pTH-
C, dominio progenitor talámico caudal; pTH-R, dominio progenitor talámico rostral; vLG, núcleo geniculado 
ventrolateral; Zli, Zona Limitante Intratalámica. Imagen modificada de Vue et al., 2009. 

 

Martínez, 2013). Se ha considerado 
parte de la placa alar, aunque ciertos 
autores la incluyen dentro de la placa 
basal (Jeong et al., 2011), o como un 
territorio a medio camino del límite 
alar-basal. También podría representar 
una tercera zona longitudinal en sí 
misma no perteneciendo al componente 
alar ni basal (banda parabasal), Puelles 
(2001a); García-Calero et al. (2006a).  

La expresión de Ngn2 y Gbx2 
definen un territorio histogenético de 
mayor tamaño que se ha denominado c-
Th, a partir del cual se va a constituir la 
población talámica glutamatérgica 
(Hashimoto-Torii et al., 2003; Kiecker y 
Lumsden, 2004; Vue et al., 2007; 
Kataoka y Shimogori, 2008; Vue et al., 
2009). De esta región emergen 
derivados que constituyen los núcleos 
encargados de recibir la información 
sensorial proveniente de la periferia 
(con excepción de la olfativa) desde la 
periferia y conducirla hacia las regiones 
de la neocorteza a través de las 

conexiones tálamo-corticales (Vue et 
al., 2007). 

En base a la expresión diferencial de 
otros factores de transcripción como 
Dbx1 y Olig2, además, se han 
identificado dos subregiones 
denominadas c-Th1 y c-Th2, situadas en 
la zona caudodorsal y porción 
rostroventral, respectivamente 
(Rodríguez-Seguel et al., 2009; Vue et 
al., 2009) (Fig. 17). Sin embargo, en 
otros estudios esta región se ha 
subdividido en lo que se han 
denominado pisos o tiers, que 
constituyen tres complejos pronucleares 
(Davila et al., 2000; Martínez-de-la-
Torre et al., 2002). Estas regiones a su 
vez generan microzonas 
anteroposteriores y dorsoventrales, 
donde se disponen radialmente en 
pequeños conjuntos de neuronas 
formando así, los núcleos talámico 
profundo, intermedio y superficial de 
mamíferos. (Nakagawa y O'Leary, 
2001; Puelles, 2001a; Vue et al., 2007). 
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Figura 18. Representaciones esquemáticas del 
prosencéfalo de los anfibios siguiendo el modelo columnar 
de Herrick (A), y el modelo prosomérico (B). Herrick 
utiliza en esta figura el posterior eje estándar del 
prosencéfalo, el surco limitante de His (SL) y representa la 
porción dorsal (SDD), media (SDM) y ventral (SDV) 
relativa al surco diencefálico. Considerando al tálamo 
como parte de la pars dorsalis thalami (p.dors.thal), que 
incluye la mayoría de estructuras pretectales. Sin embargo, 
según el modelo prosomérico, el tálamo se describe como 
una región neuromérica distinta en la porción alar de p2. 
Abreviaturas: Dienc, diencéfalo; Dp, palio dorsal; Hb: hab, 
habénula; cHT, hipotálamo caudal; Lp, palio lateral; Ma, 
región mamilar; me, eminencia media; Mes, mesencéfalo; 
OB, bulbo olfativo; oc, quiasma óptico; p3-p1, prosómeros 
1-3;  PTh, pretálamo; PThE, eminencia pretalámica; PT, 
pretecho; p.vent.thal, pars ventralis thalami; rHT, 
hipotálamo rostral; Tel, telencéfalo; Th, tálamo; Vp, palio 
ventral. Imágenes modificadas de  (A) Puelles y 
Rubenstein, 2015 y (B) Morona y González, 2008. 

• Organización diencefálica en 
anfibios: Tálamo, antecedentes y 
perspectiva actual  

El diencéfalo de los anfibios 
presenta ciertas dificultades para su 
análisis anatómico, debido a la escasa 
migración radial fuera del estrato 
periventricular y la imposibilidad de 
definir límites precisos entre los 
núcleos. Así, en estudios previos se 
llegó a resultados inconsistentes. 
Algunos de ellos plantearon diferentes 
modelos anatómicos como herramientas 
para llevar a cabo la interpretación del 
diencéfalo. Según el modelo columnar 
de Herrick (1910), el diencéfalo se 
subdividía en columnas que incluían 
dorsoventralmente el epitálamo, el 
tálamo dorsal (pars dorsalis thalami), el 
tálamo ventral y el hipotálamo 
(Fig.18A). Caudalmente el epitálamo 
quedaba incluido en la pars intercalaris 
thalami o pretecho, interpretándolo 
como secciones trasversales al eje 
longitudinal del prosencéfalo (Fig. 18). 
Sin embargo, la postulación del modelo 
prosomérico (Puelles y Rubenstein, 
1993; Puelles y Rubenstein, 2003), que 

reconoce la existencia de un eje 
longitudinal prosencefálico curvado, 
permite una reestructuración del 
concepto del tálamo. El modelo 
prosomérico, aunque modificado, fue 
inicialmente conocido como modelo 
segmental (Röthig, 1923) o 
neuromérico (Bergquist, 1932), siendo 
el más aceptado en base al análisis de 
los patrones de expresión génicos. De 
esta forma, en anfibios se definieron los 
tres neurómeros diencefálicos 
denominados en origen como 
parencéfalo anterior, posterior y 
synencéfalo (Puelles et al., 1996), donde 
se incluían en sus porciones alares el 
clásico tálamo ventral, tálamo dorsal y 
la región pretectal (pretectum), 
respectivamente. Posteriormente, la 
protovesícula diencefálica quedaría 
subdividida en tres segmentos o 
prosómeros 1-3. De atrás a delante, 
éstos contienen respectivamente en sus 
partes dorsales los territorios 
prospectivos del pretectum o región 
pretectal (p1 alar), tálamo más 
epitálamo y glándula pineal (p2 alar) y 
pretálamo (p3 alar), describiendo al 
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tálamo (anteriormente denominado 
tálamo dorsal) como una región 
neuromérica distinta en la porción alar 
de p2 (Fig. 18B) (Puelles y Rubenstein, 
1993). 

En anamniotas, el tálamo  contiene 
los núcleos encargados de recibir la 
información sensorial y dirigirla al 
telencéfalo y se subdivide en 3 núcleos 
periventriculares, que son el Anterior 
(A), central (C), y posterior (P); y un 
grupo lateral migrado (Neary y 
Northcutt, 1983). Esta parcelación del 
tálamo dorsal en periventricular y 
grupos migrados coincide con lo 
previamente descrito por Röthig en 
1923, como regiones talámicas internas 
y externas en los anuros (Röthig, 1923). 
Sin embargo, Puelles y colaboradores 
concluyeron que el núcleo posterior 
talámico pertenece, en realidad, a la 
región pretectal (Puelles et al., 1996).  

Por lo tanto, numerosos estudios en 
amniotas han centrado sus esfuerzos en 
estudiar y conocer la compleja 
organización de la región talámica a lo 
largo de la historia, considerando 
diversos aspectos de su neuroquímica, 
morfogenética y hodología. 

 La nueva visión que se adquiere 
con la genoarquitectura ayuda, no sólo a 
conocer la configuración nuclear del 
tálamo en el individuo adulto, sino 
también a definir los distintos dominios 
progenitores talámicos  que se 
establecen durante el desarrollo en base 
a patrones de expresión génicos. En el 
caso de los anfibios anuros, se han 
obtenido, en estudios previos, datos 
parciales que sugieren un patrón de 
organización común de este territorio en 
los tetrápodos. Sin embargo, se requiere 

un análisis exhaustivo de la 
organización temprana del tálamo en 
anfibios anuros para comprender mejor 
la historia evolutiva de esta región 
diencefálica.  

OBJETIVOS Y METODOLOGÍA 

Como se ha descrito en el 
capítulo 1, los anfibios constituyen un 
modelo animal de gran interés debido a 
su posición filogenética estratégica 
como únicos representantes de los 
vertebrados tetrápodos anamniotas. Así, 
este grupo de vertebrados posee 
características primitivas compartidas 
con otros anamniotas, así como 
características derivadas que en muchos 
casos son más próximas a las que 
presentan los vertebrados amniotas 
(reptiles aves y mamíferos).  

Los estudios en anfibios han 
constituido una de las bases 
primordiales en el campo de la 
Neurobiología Evolutiva. Desde 
momentos muy tempranos en la historia 
de la Neuroanatomía, las observaciones 
en anfibios fueron en gran medida la 
base para poder entender mejor la 
organización presente en sistemas 
nerviosos más complejos. Esto se 
acentuó con estudios neuroanatómicos 
durante las diversas etapas del 
desarrollo que sirvieron como modelo 
para comprender aspectos comunes en 
la evolución y desarrollo (evo-devo) de 
los vertebrados.  

En nuestro grupo, la investigación 
se ha centrado en estudios 
neuroanatómicos en anfibios (y otros 
modelos de vertebrados) en individuos 
adultos y durante el desarrollo 
ontogénico. Con la puesta a punto de 
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metodologías actuales se pretenden 
aclarar aspectos básicos de cómo se 
organizan distintas zonas encefálicas 
desde el embrión hasta su disposición 
final madura. 

En este marco de la biología 
evolutiva del desarrollo (evo-devo), en 
particular basada en estudios 
neuroanatómicos, el presente trabajo de 
Tesis Doctoral que utiliza como modelo 
el anfibio anuro Xenopus laevis, se ha 
planteado los siguientes objetivos: 

Objetivo 1: Dada la relevancia de 
los factores de transcripción codificados 
por la familia de genes Pax en el 
desarrollo y en la regionalización del 
Sistema Nervioso Central (SNC), en el 
primer conjunto de experimentos se 
seleccionó el caso de Pax7 para analizar 
su patrón de expresión durante el 
desarrollo embrionario y larvario que 
nos permitiera evaluar su implicación 
en la formación de determinadas 
regiones del encéfalo. Para ello, nos 
propusimos realizar estudios 
inmunohistoquímicos con anticuerpos 
altamente específicos de los que se 
dispone para la proteína Pax7, la cual 
está muy conservada en los vertebrados. 
El hecho de poder realizar 
inmunodetecciones dobles y triples 
combinando las tinciones de Pax7 con 
otros marcadores que sirven para 
entender la organización del SNC nos 
permite poder analizar de manera 
detallada la regionalización progresiva 
de las distintas regiones en el caso de 
Xenopus, utilizando el modelo 
neuromérico actual. Estos marcadores 
incluyen el ácido γ -amino butírico 
(GABA), la proteína  calretinina (CR), 
la sintasa del óxido nítrico (NOS), la 

tirosina hidroxilasa (TH), y los factores 
de transcripción Nkx2.1 y Otp. 
(Capítulo 2). 

Objetivo 2: Estudios previos en aves y 
mamíferos, demostraron la expresión de 
Pax6 y Pax7 en un número reducido de 
grupos neuronales en el SNC adulto 
donde podrían ser requeridos para 
mantener un grado de multipotencia en 
células progenitoras, así como mantener 
determinadas identidades neuronales. 
Sin embargo, en un estudio previo 
realizado en nuestro grupo se observó 
que en el caso de los anfibios urodelos 
la expresión de Pax6 y Pax7 en el 
encéfalo de los adultos era mucho más 
extensa que en los amniotas y se 
relacionó con el mayor grado de 
regeneración presentado por este grupo 
de anfibios en el adulto. En el presente 
estudio nos propusimos comprobar si 
esto era cierto sólo en urodelos o si se 
da el caso de que en Xenopus adulto, 
que pierde gran parte de su capacidad 
regenerativa tras la metamorfosis, 
también perdura una gran expresión de 
estos genes. Así, nos propusimos llevar 
a cabo un análisis inmunohistoquímico 
combinado en el SNC adulto de 
Xenopus para observar la expresión de 
estos dos genes, localizando las 
proteínas que codifican. El uso de 
tinciones dobles y triples con 
anticuerpos frente a marcadores de 
regiones particulares en el encéfalo de 
Xenopus (básicamente similares a los 
mencionados para el Objetivo 1) sirve 
para una mejor identificación topológica 
de las zonas marcadas, interpretadas 
según el modelo neuromérico que 
facilita realizar comparaciones con otros 
grupos de vertebrados. (Capítulo 3). 
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Objetivo 3: La última parte de nuestro 
estudio se dirigió al análisis de la 
organización genoarquitectónica del 
tálamo durante el desarrollo 
embrionario en Xenopus laevis. 
Diversos estudios han demostrado en 
mamíferos y aves una secuencia espacio 
temporal precisa de expresión de 
diversos genes que contribuyen a la 
adquisición de una capacitación zonal 
para la formación talámica 
(preparttening), la aparición de un 
organizador secundario (Zli) y la 
posterior regioinalización temprana 
(patterning). Nuestro objetivo se centra 
en comprobar la similitud o diferencia 
en la formación del tálamo en nuestro 
modelo de los anfibios para evaluar la 
conservación evolutiva de los procesos 
fundamentales durante el desarrollo de 
esta importante región diencefálica. 
Para ello se trabaja con hasta 22 
marcadores diferentes, utilizando 
técnicas inmunohistoquímicas y de 
hibridación in situ combinadas, 
analizando sus patrones de expresión 
durante el desarrollo embrionario de 
Xenopus. (Capítulo 4). 
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Pax7 is a member of the highly conserved Pax gene family that is expressed in restricted
zones of the central nervous system (CNS) during development, being involved in
early brain regionalization and the maintenance of the regional identity. Using sensitive
immunohistochemical techniques we have analyzed the spatiotemporal pattern of Pax7
expression in the brain of the anuran amphibian Xenopus laevis, during development. Pax7
expression was first detected in early embryos in the basal plate of prosomere 3, roof
and alar plates of prosomere 1 and mesencephalon, and the alar plate of rhombomere 1.
As development proceeded, Pax7 cells were observed in the hypothalamus close to
the catecholaminergic population of the mammillary region. In the diencephalon, Pax7
was intensely expressed in a portion of the basal plate of prosomere 3, in the roof
plate and in scattered cells of the thalamus in prosomere 2, throughout the roof of
prosomere 1, and in the commissural and juxtacommissural domains of the pretectum. In
the mesencephalon, Pax7 cells were localized in the optic tectum and, to a lesser extent,
in the torus semicircularis. The rostral portion of the alar part of rhombomere 1, including
the ventricular layer of the cerebellum, expressed Pax7 and, gradually, some of these
dorsal cells were observed to populate ventrally the interpeduncular nucleus and the
isthmus (rhombomere 0). Additionally, Pax7 positive cells were found in the ventricular
zone of the ventral part of the alar plate along the rhombencephalon and the spinal
cord. The findings show that the strongly conserved features of Pax7 expression through
development shared by amniote vertebrates are also present in the anamniote amphibians
as a common characteristic of the brain organization of tetrapods.

Keywords: Pax genes, immunohistochemistry, segmental organization, diencephalon, mesencephalon, brain

evolution

INTRODUCTION
The development of the central nervous system (CNS) depends
on a number of multileveled interactions of products of several
large gene families, which act as transcriptional regulators and
signaling molecules that guide molecular events in the regional

Abbreviations: ABB, alar basal boundary; al, anterior lobe of the hypophysis;
aol, area octavolateralis; ap, alar plate; APt, anterior pretectal nucleus; bp, basal
plate; C, central thalamic nucleus; Cb, cerebellum; cc, central canal; CoP, com-
missural pretectum; dh, dorsal horn of the spinal cord; Gc, griseum central; GT,
griseum tectale; H, hypothalamus; il, intermediate lobe of the hypophysis; Ip,
interpeduncular nucleus; ISc, inner nucleus of the subcommissural organ; JcP,
juxtacommissural pretectum; LDT, laterodorsal tegmental nucleus; LPD, lateral
posterodorsal nucleus; Ma, mammillary region; Mes, mesencephalon; mz, man-
tle zone; nl, neural lobe of the hypophysis; OPT, olivary pretectal nucleus; OSc,
outer nucleus of the subcommissural organ; OT, optic tectum; p1–p3, prosomeres
1–3; PcP, precommissural pretectum; PcPC, parvocellular nucleus of the poste-
rior commissure; Pdi, posterodorsal tegmental nucleus, isthmic part; PO, preoptic
area; PrPt, principal pretectal nucleus; r0, isthmus (rhombomere r0); r1–r8, rhom-
bomeres 1–8; r1c, caudal part of rhombomeres 1; r1r, rostral part of rhombomeres
1; Rh, rhombencephalon; RM, retromammillary nucleus; Rm, nucleus reticu-
laris medius; Rs, nucleus reticularis superior; sc, spinal cord; SC, suprachiasmatic
nucleus; ScO, subcommissural organ; SM, superficial mammillary nucleus; SpL,
spiriformis lateralis; svz, subventricular zone; Teg, mesencephalic tegmentum; Tel,
telencephalon; Tmg, magnocellular nucleus of the torus semicircularis; Ts, torus
semicircularis; Tub, tuberal hypothalamic region; v, ventricle; vh, ventral horn of
the spinal cord; VJc, ventral juxtacommissural nucleus; vz, ventricular zone.

specification, cellular determination and, ultimately, morphohis-
togenesis. Thus, morphological similarities or differences during
vertebrate evolution are determined by the expression of piv-
otal genes, and related species frequently show common patterns
of expression of developmental genes in specific regions of the
CNS, supporting their homology (Davidson, 2006; Davidson and
Erwin, 2006; Carroll, 2008).

Pax genes encode a family of highly conserved transcription
factors characterized by the presence of a paired domain that
confers sequence-specific binding to DNA; in addition, Pax tran-
scription factors may also have an octapeptide motif and part or
all of a homeobox DNA-binding domain (Balczarek et al., 1997;
Chi and Epstein, 2002; Vorobyov and Horst, 2006; Lang et al.,
2007; Wang et al., 2010). Among the Pax genes, Pax7 has the
paired domain, the octapeptide motif, and the homeobox domain
and is expressed in especific regions of the developing brain. It is
involved in neuronal proliferation, brain regionalization, cell dif-
ferentiation and neuronal survival (Wehr and Gruss, 1996; Lang
et al., 2007; Thompson et al., 2008; Wang et al., 2008; Thompson
and Ziman, 2011).

Previous research has established that the gene Pax7 is
expressed during early brain development in regionally restricted
patterns (highly overlapping with Pax3) within the diencephalon,
mesencephalon, hindbrain and spinal cord in all species studied
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A B S T R A C T

Pax6 and Pax7 are transcription factors essential for the development of the CNS. In addition, increasing

data, mainly obtained in amniotes, support that they are expressed in subsets of neurons in the adult, likely

playing a role in maintaining neuron type identity. In the present study we analyzed the detailed

distribution of Pax6 and Pax7 cells in the adult CNS of Xenopus laevis. Immunohistochemistry with

antibodies that are required for high-resolution analysis of Pax-expressing cells was conducted. A wide

distribution of Pax6 and Pax7 cells throughout the CNS was detected, with distinct patterns that showed

only slight overlapping. Only Pax6 was expressed in the telencephalon, including the olfactory bulbs,

septum, striatum and amygdaloid complex. In the diencephalon, Pax6 and Pax7 were distinct in the alar and

basal parts, respectively, of prosomere 3. Large numbers of Pax6 and Pax7 cells were distributed in the

pretectal region (alar plate of prosomere 1) but only Pax6 cells extended into basal plate. Pax7 specifically

labeled cells in the optic tectum, including the ventricular zone, and Pax6 cells were the only cells found in

the tegmentum. Pax6 was found in most granule cells of the cerebellum and Pax7 expression was found only

in the ventricular zone. In the rostral rhombomere 1, Pax7 labeling was detected in cells of the ventricular

zone of the alar plate, but numerous migrated cells were located in the basal plate, including the griseum

centrale and the interpeduncular nucleus. Pax6 cells also formed a column of scattered neurons in the

reticular formation and were found in the octavolateral area. The rhombencephalic ventricular zone of the

alar plate expressed Pax7. Dorsal Pax7 cells and ventral Pax6 cells were found along the spinal cord

separated from the ventricle, which did not show immunoreactivity. Our results show that the expression of

Pax6 and Pax7 is widely maintained in the adult brain of Xenopus, like in urodele amphibians and in contrast

to the situation described in amniotes. Therefore, in amphibians these transcription factors seem to be
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Previous developmental studies of the thalamus (alar part of the diencephalic prosomere
p2) have defined the molecular basis for the acquisition of the thalamic competence
(preparttening), the subsequent formation of the secondary organizer in the zona limitans
intrathalamica, and the early specification of two anteroposterior domains (rostral and
caudal progenitor domains) in response to inducing activities and that are shared in
birds and mammals. In the present study we have analyzed the embryonic development
of the thalamus in the anuran Xenopus laevis to determine conserved or specific
features in the amphibian diencephalon. From early embryonic stages to the beginning
of the larval period, the expression patterns of 22 markers were analyzed by means of
combined In situ hybridization (ISH) and immunohistochemical techniques. The early
genoarchitecture observed in the diencephalon allowed us to discern the boundaries
of the thalamus with the prethalamus, pretectum, and epithalamus. Common molecular
features were observed in the thalamic prepatterning among vertebrates in which
Wnt3a, Fez, Pax6 and Xiro1 expression were of particular importance in Xenopus. The
formation of the zona limitans intrathalamica was observed, as in other vertebrates,
by the progressive expression of Shh. The largely conserved expressions of Nkx2.2 in
the rostral thalamic domain vs. Gbx2 and Ngn2 (among others) in the caudal domain
strongly suggest the role of Shh as morphogen in the amphibian thalamus. All these
data showed that the molecular characteristics observed during preparttening and
patterning in the thalamus of the anuran Xenopus (anamniote) share many features
with those described during thalamic development in amniotes (common patterns in
tetrapods) but also with zebrafish, strengthening the idea of a basic organization of this
diencephalic region across vertebrates.

Keywords: forebrain, diencephalon, zona limitans intrathalamica, Gbx2, Shh, Nkx2.2, evolution

Introduction

The thalamus is a pivotal forebrain structure that serves as relay station for sensory
information (except olfaction) to the overlaying cortex in mammals (Jones, 2007; Nieuwenhuys
et al., 2007). Thus, it was described as the ‘‘gateway to consciousness’’ (Crick and Koch,
2003). Also in non-mammalian vertebrates, and particularly in anamniotes, the thalamus

Abbreviations: ABB, alar basal boundary; c-Th, caudal thalamus (caudal progenitor domain); c-Th1, caudal thalamus
1 (caudal progenitor domain 1); c-Th2, caudal thalamus 2 (caudal progenitor domain 2); H, hypothalamus; Hb,
habenula; mes, mesencephalon; mz, mantle zone; p1-p3, prosomeres 1–3; p2b, p2 basal plate; r-Th, rostral (rostral
progenitor domain); st, stages; tel, telencephalon; Th, thalamus; Tub, tuberal hypothalamus; v, ventricle; vz, ventricular
zone; Zli, zona limitans intrathalamica.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS 

Como hemos mencionado 
anteriormente en el capítulo 1, dada su 
condición de únicos tetrápodos 
anamniotas, los estudios en anfibios son 
especialmente relevantes en los análisis 
evolutivos, ya que presentan de forma 
simplificada las características básicas 
del encéfalo de vertebrados y 
probablemente las características 
compartidas con un ancestro común en 
la transición anamnio-amniota. Además, 
estas características comunes parecen 
recapitularse a lo largo de la ontogenia, 
por lo que los estudios de desarrollo en 
este grupo de vertebrados también 
suponen una valiosísima aportación a la 
hora de establecer posibles homologías 
entre anamniotas y amniotas. 

Estudios previos han puesto de 
manifiesto diversos aspectos 
hodológicos, neuroquímicos y 
funcionales del SNC de los anfibios 
anuros, aunque aún existen gran 
cantidad de interrogantes en cuanto a su 
desarrollo, organización y grado de 
homología entre diversas estructuras 
comparadas con las de otros 
vertebrados. A lo largo de los trabajos 
presentados en los diferentes capítulos 
de esta tesis se ha tratado de contribuir 
al conocimiento del grado de 
conservación del cerebro de los 
tetrápodos, así como, de los patrones de 
organización que dieron origen a la 
región talámica en el encéfalo de anuros 
y los mecanismos conservados en este 
proceso respecto a los amniotas. En este 
sentido, los resultados descritos 
suponen una valiosa aportación desde el 
punto de vista de la evo-devo. 

Los datos obtenidos se han 
discutido desde un punto de vista 
comparativo, dentro del paradigma 
prosomérico. Éste modelo nos 
proporciona un marco fiable dentro del 
cual se han interpretado muchos otros 
estudios neuroanatómicos en diferentes 
clases de vertebrados que avalan un 
patrón de organización neuromérica 
común del SNC. 

Nuestros resultados proporcionan 
evidencias adicionales al patrón de 
organización neuromérica común del 
SNC de vertebrados. En primer lugar, se 
estudiaron detalladamente aspectos de 
la distribución de expresión del gen 
Pax7 en el desarrollo embrionario y 
larvario de Xenopus laevis, así como la 
distribución de Pax6 y Pax7 en el 
individuo adulto, demostrando un 
patrón conservado en los vertebrados. 
En segundo lugar, se ha estudiado 
detalladamente el desarrollo y la 
regionalización temprana del tálamo 
(región alar de p2) en Xenopus, 
empleando los mismos marcadores que 
se han utilizado previamente en otras 
especies junto con Pax6 y Pax7. 

En el capítulo 2 se describe la 
secuencia espaciotemporal de aparición 
de células con inmunorreactividad para 
Pax7 en el encéfalo en desarrollo de 
Xenopus laevis, en combinación con 
otros factores de transcripción (Nkx2.1, 
Otp) y varios marcadores neuronales 
(GABA, CR, NOS, TH, NPY), que 
sirven como referencia para la 
localización exacta de las poblaciones 
Pax7+ en las diferentes regiones del 
encéfalo. Nuestro estudio se ha 
realizado desde estadios embrionarios 
tempranos incluyendo el periodo 
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larvario que se subdivide estadios 
premetamórficos, estadios 
prometamórficos, y finalmente el 
climax metamórfico. 

Las primeras células Pax7 se 
detectan en estadios embrionarios 
tempranos (est. 34). La expresión más 
rostral se encuentra en la paráfisis, 
dentro del hemisferio telencefálico. En 
el diencéfalo hay células Pax7 positivas 
en la placa basal del prospectivo p3 y 
caudalmente en p1, en el órgano 
subcomisural (ScO), así como en la 
zona ventricular de la porción alar y 
algunas hacia la zona del manto. En la 
vesícula mesencefálica dorsal y en la 
placa alar del rombencéfalo rostral 
aparece un marcaje ventricular tenue. 
En los estadios embrionarios tardíos 
(est. 37-38. Fig. 1A) Pax7 aparece por 
primera vez en la placa de techo de p2 y 
en la hipófisis en desarrollo. En p1, 
Pax7 se distingue en las subdivisiones 
ya establecidas, juxtacomisural (JcP) y 
comisural (CoP), pero no en la 
precomisural (PcP). A lo largo del 
mesencéfalo, la mayor intensidad de 
células Pax7+ se halla en las distintas 
capas del tercio caudal del techo óptico 
y se detectaron algunas células aisladas 
en el torus semicircularis alejadas de la 
vz. En la parte rostral de r1, Pax7 se 
localiza en la zona ventricular 
extendiéndose hacia el esbozo del 
cerebelo y ventralmente aumenta en 
intensidad en las células más alejadas de 
la zona ventricular (vz) y se desprenden 
hacia la placa basal. Algunas de estas 
células resultaron ser GABAérgicas en 
la porción rostral, pero caudalmente 
forman poblaciones separadas. Las 
células Pax7, situadas ventralmente en 
el límite r0-r1, se localizan lateralmente 

a las células que expresan Otp, mientras 
que más caudalmente, las células Pax7 
se encuentran mediales al grupo de 
células Otp-positivas, y algunas de estas 
células que ocupan la placa basal 
presentan doble marcaje en la porción 
rostral de r1. 

La expresión de Pax7 en la región 
caudal de r1 se halla en la zona 
ventricular y subventricular (vz y svz, 
respectivamente) de la placa alar con 
mayor intensidad en la parte más 
próxima a la placa basal y este patrón se 
continúa caudalmente a lo largo del 
rombencéfalo y médula espinal (Fig. 
1B). A medida que el desarrollo 
progresa, en estadios premetamórficos, 
se reconocen las principales 
subdivisiones de las principales 
regiones encefálicas y las poblaciones 
celulares se van segregando 
gradualmente. Aumenta la intensidad de 
marcaje en la mayoría de grupos y se 
identifican nuevas poblaciones Pax7 
positivas (Fig. 1C). En estos estadios, la 
expresión más rostral se observa en la 
región mamilar hipotalámica y aumenta 
en el lóbulo intermedio de la hipófisis. 
En el mesencéfalo se distribuye a lo 
largo de la vz de todas las capas del 
techo óptico. 

En estadios prometamórficos (Fig. 
1D), se observa una segregación 
progresiva de células Pax7 en la región 
mamilar desde la placa basal de p3. Las 
células localizadas en dicha banda 
mamilar no expresan Nkx2.1, a 
diferencia de las células de la placa 
basal de p3 que coexpresan Nkx2.1 y 
Pax7 formando una población separada 
de las células catecolaminérgicas que 
las rodean. En el pretecho, los diferentes 
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Figura 1. Esquemas sagitales del encéfalo de Xenopus laevis en estadios representativos del desarrollo (estadios 
37/38 (A), 42 (B), 52 (C), 56 (D) y 65 (E)) donde se ilustra la expresión de Pax7 y su correspondencia con el 
modelo prosomérico. 

 

núcleos se distinguen por el distinto 
empaquetamiento de las células, por la 
distinta intensidad de marcaje para Pax7 
y por la relación con otras poblaciones 
(como las células TH+), de manera que 
se distinguen los núcleos Pax7+ 
derivados principalmente de CoP y PcP 
(el núcleo parvocelular de la comisura 
posterior (PcPc), el núcleo del órgano 
subcomisural (SCo) y las divisiones 
ventral y lateral del núcleo 
juxtacomisural (VJc, LJc). Además se 
observan algunas células dispersas en el 
núcleo lateral posterodorsal (LPD)). 

En el mesencéfalo, el techo óptico crece 
y abundantes células Pax7 se localizan 
en esta zona, así como, en el griseum 
tectale. En el rombencéfalo rostral, se 
observa un patrón de distribución más 

segregado en los núcleos Ip y la 
sustancia gris central, ventral al LDT 
(NOS+), así como, en los núcleos 
reticulares. 

En el climax metamórfico (Fig. 
1E), se observan pocas diferencias 
respecto a estadios previos. Se identifica 
mejor la región mamilar del hipotálamo 
y las células Pax7 dentro de esta región. 
En p2, Pax7 está prácticamente ausente 
en la placa de techo pero se detectan 
algunas células aisladas en el tálamo, 
lateralmente al núcleo central. En este 
periodo, se observa por primera vez la 
expresión de Pax7 en células de la placa 
basal de p1. Dentro del techo óptico, se 
intensifica la expresión ventricular y se 
mantiene la disposición de células 
marcadas. En el rombencéfalo rostral, 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
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las numerosas células Pax7 procedentes 
de r1 se extienden hacia el segmento 
ístmico formando parte del núcleo 
posterodorsal tegmental ístmico (Pdi). 
En r1, el número de células marcadas 
aumenta en todas las poblaciones 
celulares descritas en estadios previos; y 
en la médula espinal va disminuyendo 
la expresión de Pax7 en la zona 
ventricular tan pronto como la 
metamorfosis se completa. 

En el capítulo 3, se describe la 
distribución de Pax6 y Pax7 de las 
principales regiones del encéfalo de 
Xenopus adulto (Fig. 2) en combinación 
con otros marcadores (ChAT, GABA, 
CB, NOS, 5-HT, TH) y factores de 
transcripción (Nkx2.1, Nkx2.2., Isl1, 
Otp), cuya distribución es conocida. La 
inmunorreactividad para Pax6 y Pax7 se 
localiza en el núcleo de las células 
positivas, que se encuentran tanto en la 
zona ventricular como del manto en el 
encéfalo adulto de Xenopus laevis. Las 
poblaciones positivas para Pax6 y Pax7 
se hallan principalmente en grupos 
separados, pero también existen 
subpoblaciones immunoreactivas para 
ambas proteinas. De rostral a caudal, en 
el prosencéfalo rostral se encuentran 
células positivas para Pax6 en la región 
periglomerular del bulbo olfativo y 
todas ellas colocalizan con el marcaje 
para TH (supuestamente células 
dopaminérgicas). Se continúan con una 
intensa población en la eminencia 
postolfatoria y núcleo accumbens. En la 
región telencefálica, Pax6 ocupa la 
región ventromedial del septo 
rostralmente, y caudalmente parte del 
núcleo septal dorsal, así como, toda la 
región estriatal Isl1-positiva 
extendiéndose hacia el palio ventral en 

la amígdala lateral (positiva para NOS); 
y los núcleos amigdalinos central y 
medial. No se detectan células Pax6 se 
en el área preóptica ni en el hipotálamo. 
Por otro lado, Pax7 se encuentra ausente 
en regiones telencefálicas, incluida la 
región preóptica. Su expresión más 
rostral se halla en la paráfisis y en la 
región mamilar del hipotálamo, en 
íntima relación con la población 
localizada en la placa basal de p3. 
Además, forma una población densa en 
el lóbulo intermedio de la hipófisis 
mientras que Pax6 aparece débilmente 
en el lóbulo anterior. 

En el diencéfalo, se detectan 
abundantes células Pax6+ en la porción 
dorsal de p3, en la “eminencia 
pretalámica” y ventralmente en los, 
núcleos ventromedial, y ventrolateral, 
con algunas células que se extienden 
lateralmente al núcleo geniculado lateral 
y de Bellonci. En la placa basal de p3 se 
observa cierto grado de codistribución 
(no colocalización) de ambas 
poblaciones de manera que, las células 
Pax6 se localizan lateralmente a las 
células Pax7. Pax7 forma una banda en 
la parte rostral de p3 basal, cercano al 
límite con el hipotálamo, que se 
extiende hacia la región mamilar 
hipotalámica. Dichas poblaciones Pax7 
positivas difieren en la expresión de 
Nkx2.1. Las células exclusivamente de 
la placa basal de p3 son 
Nkx2.1+/Pax7+, mientras que, las de la 
región mamilar sólo son Pax7+. 

En p2 no se detecta marcaje para 
Pax6 ni para Pax7, excepto en la placa 
de techo donde se observa un intenso 
marcaje para Pax7 que se extiende hacia 
la habénula. También se encuentra un 
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Figura 2. Representación esquemática de la expresión de Pax6 y Pax7 en las diferentes regiones del encéfalo 
adulto de Xenopus laevis y su correspondencia con el modelo prosomérico. 

 

intenso marcaje para ambos factores de 
transcripción en el órgano pineal. La 
ausencia de Pax6 y Pax7 en p2, sirve 
para identificar los límites rostral y 
caudal de este prosómero en contraste 
con el intenso marcaje en p3 y p1. 

En p1, Pax6 y Pax7 se expresan en 
el órgano subcomisural (ScO), a lo 
largo de toda la dimensión rostrocaudal. 
La región pretectal se ha subdivido en 
tres regiones genoarquitectónicas 
rostrocaudales: la región precomisural 
pretectal (PcP), la región 
yuxtacomisural (JcP) y la región 
comisural (CoP). Ambos factores de 
transcripción se expresan 
principalmente en las regiones JcP y 
CoP, dejando libre el PcP. Algunas 
células Pax7 se localizan rostralmente 
en PcP, en el núcleo pretectal anterior, y 
de forma más abundante en los núcleos 
yuxtacomisural ventral y espiriforme 
lateral (junto con algunas células Pax6) 
dentro del dominio JcP. La expresión de 
Pax6 se restringe a la región CoP, donde 
se codistribuye con Pax7. En estadios 
más avanzados, la expresión de Pax6 
persiste en las porciones caudales y se 
detectan células en la placa basal, 
mientras que Pax7 se extiende hacia 
regiones de PcP. 

La intensa expresión de Pax6 en el 
dominio CoP y la ausencia en el 

mesencéfalo dorsal destaca el límite 
diencéfalo-mesencefálico. Por otro lado, 
Pax7 se expresa intensamente en la vz y 
en células de todas las capas del techo 
óptico, donde se incluyen 
subpoblaciones de neuronas GABA+ y 
otras de células CB+, mientras que las 
células NOS+ son Pax7-negativas. Pax6 
y Pax7 están ausentes en la banda 
lateral del mesencéfalo mientras que, 
Pax6 se extiende a lo largo de la banda 
basal del tegmento mesencefálico, que 
representa la continuación caudal de la 
población de células Pax6 en p1 basal y 
que finaliza en el límite con el istmo 
(r0). 

En el rombencéfalo, Pax7 marca 
una numerosa población en la placa alar 
de r1 a lo largo de la zona ventricular y 
más intensamente en la zona del manto. 
Dentro de esta región se ha 
caracterizado las poblaciones del núcleo 
interpeduncular mediante el doble 
marcaje con Otp y Pax7. Pax7 define el 
dominio ventricular alar y Otp el 
dominio basal, demostrando un origen 
mixto del núcleo interpeduncular (Ip), 
así como en la porción rostral de la 
sustancia gris central. Por otro lado, 
Pax6 se localiza en la zona ventricular 
medialmente a la población Pax7 de la 
sustancia gris central en r1 y en toda la 
placa basal. El segmento ístmico (r0), 
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como entidad individual situada entre el 
mesencéfalo y el rombencéfalo, carece 
de Pax6 y Pax7 excepto en algunas 
células del núcleo tegmental 
posterodorsal ístmico y en la porción 
rostral del núcleo interpeduncular que 
parecen corresponder a una población 
migrada rostralmente desde la población 
Pax7+ de r1 detectada en desarrollo. 

En el cerebelo, Pax7 aparece en 
toda la zona ventricular de la placa alar 
en continuación con la población rostral 
de r1, mientras que Pax6 es más 
abundante en la región medial de la 
zona ventricular cerebelar y en las 
células granulares. A lo largo de todo el 
rombencéfalo, Pax7 se encuentra en la 
zona ventricular de la placa alar, 
excepto en la región dorsal. Desde la 
región ventricular aparecen células 
migradas en el área octavolateral. Pax6, 
se encuentra en la vz de la placa basal y 
es más abundante que Pax7, en 
particular, en la región del núcleo 
reticular medio, en el núcleo medular 
dorsal del área octavolateral y en el 
núcleo reticular inferior. En la médula 
espinal, Pax7 marca las células dorsales 
y Pax6 las células ventrales de la zona 
ventricular en torno al óbex, 
distribución que se mantiene en niveles 
más caudales de la médula espinal, 
excepto en la región cervical, donde no 
se ha encontrado expresión. 

En el capítulo 4, se analiza 
detalladamente el desarrollo y la 
regionalización de la región talámica 
durante el desarrollo embrionario, que 
abarca estadios embrionarios tempranos 
y tardíos (est. 29/30 al est. 45), de la 
ontogenia de Xenopus laevis en base a 
un análisis genoarquitectónico de los 

patrones de expresión de una 
combinatoria de genes relacionados con 
la especificación de esta región (Gbx2, 
Xiro1, Tcf4, Shh, Lhx1, Lhx2, Lhx9, 
Ngn2, Dbx1, Dll4, Gli1 Gli3, Gli4, 
Vglut2, Wnt3, Emx1, Fez, Pax6) entre 
otros marcadores. Inicialmente, el 
territorio talámico queda 
preespecificado por la expresión de los 
genes tempranos Shh, Wnt, Fez1, Xiro1 
y Nkx2.2. La expresión de Shh se 
localiza ventralmente a lo largo de toda 
la placa basal del tubo neural, desde 
estadios embrionarios tempranos y a 
medida que progresa el desarrollo Shh 
asciende en una banda en la vz a largo 
del límite entre p2 y p3 hacia posiciones 
más dorsales en el diencéfalo, 
penetrando en territorio alar en un 
proceso de inducción, en la región 
denominada Zona Limitante 
Intratalámica (Zli). La Zli, queda 
definida rostralmente por la expresión 
de Fez dorsalmente en p3, y 
caudalmente por la expresion de Wnt3 y 
Xiro1, que limitan con la expresión de 
Fez, definiendo los límites del tálamo 
con p3 y la habénula (Fig. 3). Otro de 
los marcadores talámicos tempranos es 
Tcf4, cuya expresión se extiende desde 
el límite p3/p2 (marcado por la Zli) 
hasta el mesencéfalo. Adicionalmente, 
Pax6 se expresa inicialmente a lo largo 
de p2 y p1 alar, marcando caudalmente 
el límite entre el diencéfalo y el 
mesencéfalo. A medida que la expresión 
de Shh progresa dorsalmente, la 
expresión de Pax6 disminuye 
caudalmente, quedando restringida al 
epitálamo y dominios caudales de p1. 

De manera que, el tálamo queda 
delimitado rostralmente por la expresión 
de Shh Tcf4, Fez1 y Wnt3a, 
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Figura 3. Representación esquemática del prosencéfalo de Xenopus laevis en estadios embrionarios tempranos y 
tardíos, representando los principales marcadores implicados en la inducción de la región talámica y en la inducción 
y posicionamiento de la Zli. (A), y su posterior especificación génica temprana del tálamo y la formación de la Zli 
(B). El límite tálamo-pretálamo (PTB), delimitado a su vez por la Zli, queda marcado por la expresión colindante 
entre Fez, Wnt y Xiro1. 

 dorsalmente con la habénula por Xiro y 
Pax6; y caudalmente por Xiro1. 
Adicionalmente, Pax7 ayuda a delimitar 
la región alar de p2, por su expresión en 
la placa basal de p3 y en la placa alar de 
p1 (Fig. 3). 

Paralelamente a la expresión de 
Shh, Nkx2.2, se expresa en la vz en una 
banda adyacente (banda liminal) a lo 
largo del tubo neural y flanqueando la 
Zli en desarrollo. El ascenso progresivo 
de Shh en la Zli discurre acompañado 
por Nkx2.2, definiendo el dominio 
rostral del tálamo adyacente a la Zli 
(Fig. 4). Diferenciándose, por tanto, dos 
subdominios histogenéticos principales: 
rTh y cTh. 

Caudalmente al r-Th, se desarrolla 
el subdominio c-Th dentro de la porción 
alar de p2. A medida que progresa el 
desarrollo, el cTh, que se identifica por 
la expresión de Gbx2 en células 
postmitóticas de la mz, se expande y se 
distingue de la región habenular por su 
diferente composición molecular. 
Además, el dominio progenitor caudal 
del tálamo se identifica por la expresión 

de Wnt3a y Lhx9 en la mz, y Ngn2 en 
la vz. El análisis combinado de los 
genes de la familia LIM (Lhx1, Lhx2, 
Lhx9) ayuda a definir la región 
talámica, ya que, Lhx1 se expresa en p3, 
en la región r-Th correspondiendo con 
las células Nkx2.2 positivas, y en la 
región pretectal. Por otro lado, Lhx2 y 
Lhx9 se expresan en la porción alar de 
p2, habénula y tálamo, y mantienen 
cierta expresión en p1. 

A su vez, el c-Th se divide 
molecularmente en dos subregiones en 
base a la expresión diferencial de Ngn2 
y Dbx1. Ngn2 se expresa en todo el c-
Th, mientras que Dbx1 ocupa solo una 
parte caudodorsal que se le ha 
denominado c-Th1. A la región que 
expresa únicamente Ngn2, en la porción 
rostroventral, se ha denominado c-Th2. 

Los factores de transcripción Gli 
(Gli1, Gli3 y Gli4) mantienen, una 
distribución diferencial y corroboran los 
dominios y subdominios histogenéticos 
hallados. Gli1 se encuentra 
principalmente en la región Nkx2.2+ en 
r-Th en vz y mz y en c-Th2, mientras 
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Figura 4. Representación esquemática de la regionalización del tálamo durante el desarrollo embrionario de 
Xenopus laevis (A), en base a una combinatoria única de patrones de expresión génicos en cada uno de los 
territorios (B). El prosómero 2, queda subdividido en tálamo y habénula (epitálamo), y a su vez, en el tálamo se 
distinguen dos dominios progenitores: r-Th (tálamo rostral) y c-Th (tálamo caudal). Al mismo tiempo el c-Th se 
divide en c-Th2 y c-Th1 de rostral a caudal, respectivamente (C). 

 

que Gli3 y Gli4 se expresan en c-Th1 y 
la habénula. 

Por tanto, en el periodo final del 
desarrollo embrionario, se distinguen 
marcadores postmitóticos. La región 
definida por Nkx2.2 (r-Th) queda 
especificada hacia un destino 
GABAérgico y expresa GABA 
conjuntamente con Nkx2.2. Esta 
subpoblación GABAérgica es 
molecularmente distinta de la población 
de p3, que viene definida por la 
expresión de Isl1 y Dll4. Por otro lado, 
el dominio c-Th que expresa Ngn2 y 
Gbx2 queda especificado hacia un 
destino glutamatérgico, expresando 
Vglut2, en las células de mz. 

 

 

 

 

 

 

 

En resumen, primero se establece 
una subdivisión rostrocaudal 
constituyéndose los límites externos de 
p2 con las regiones diencefálicas 
adyacentes de p3 y p1 por la acción de 
Fez, Wnt3, Xiro1, Tcf4. Posteriormente, 
se identifican dos regiones, en la 
porción alar de p2 que corresponden a 
la habénula y al tálamo atendiendo a la 
expresión de Gbx2, Xiro1, Lhx9 y 
Lhx2. Finalmente, se establece la 
división del tálamo, donde el tálamo 
rostral (r-Th), próximo a la Zli, expresa 
Nkx2.2, Lhx1, Tcf4, Gli1 GABA y una 
porción caudal (c-Th) caracterizada por 
la expresión de Gbx2, Vglut2, Lhx9, 
Gli4, a su vez subdividida en c-Th2 y c-
Th1 en base a la expresión diferencial 
de Ngn2 y Dbx1 (Fig. 4). 
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DISCUSIÓN 

El estudio de las diferentes regiones 
del encéfalo de los anfibios y sus 
correspondientes homólogos en 
amniotas, se ha llevado a cabo en base a 
datos principalmente relacionados con 
la identidad neuroquímica y la 
hodología de esas regiones (González et 
al., 1996; Marín et al., 1998; González 
et al., 2002). Sin embargo, en los 
últimos años, dentro de los diferentes 
niveles de homología (Puelles y 
Medina, 2002) se ha prestado especial 
atención al concepto “homología de 
campo” que se relaciona directamente 
con la existencia de dominios 
histogenéticos en el tubo neural en 
desarrollo, definidos por una 
combinación específica de genes y 
factores de transcripción que 
determinarán en último término la 
identidad neuroglial de los progenitores 
que expresan dicho código genético. 
Este concepto postula que las regiones 
del encéfalo adulto derivan en 
diferentes especies de precursores 
embrionarios homólogos, considerando 
a todo el conjunto de los derivados, 
como ”campo” (Davidson y Erwin, 
2006; Puelles y Ferran, 2012). De modo 
que, los estudios de expresión génica, 
ya sea a través de técnicas de 
inmunodetección o mediante 
hibridación in situ (análisis 
genoarquitectónicos) son fundamentales 
en el establecimiento de homologías, 
tanto a nivel ontológico, como 
ontogénico y topológico, que en último 
término determinan la topografía final 
del cerebro adulto (Puelles et al., 2013). 

Por tanto, los estudios 
genoarquitectónicos comparados 

durante el desarrollo y en individuos 
adultos, proporcionan indicios 
fundamentales dentro de la perspectiva 
evolutiva para la identificación de 
homologías, analogías y posibles 
nuevas regiones asociadas a funciones 
emergentes. 

Regionalización del territorio 
talámico en la evolución 

Desde los primeros estudios 
neuroanatómicos han surgido diferentes 
interpretaciones en cuanto a la 
regionalización anatómica del 
diencéfalo respecto al eje rostrocaudal y 
sus divisiones dorsoventrales respecto al 
límite alar-basal. Sin embargo hoy en 
día, el paradigma prosomérico es el 
modelo más ampliamente aceptado. 
Esta herramienta morfológica establece 
compartimentos morfogenéticos 
comparables en los distintos grupos de 
vertebrados y permite la comparación 
de las diferentes estructuras encefálicas, 
así como, la búsqueda de estructuras 
homólogas a lo largo de la filogenia 
(Puelles y Rubenstein, 2003). 

La mayoría de los datos acerca de 
la regionalización y especificación 
molecular del tálamo durante el 
desarrollo, proceden de los principales 
grupos de amniotas como aves y 
mamíferos (Scholpp y Lumsden, 2010; 
Martínez-Ferre y Martínez, 2012; 
Puelles y Martínez, 2013; Robertshaw 
et al., 2013); y de anamniotas como el 
pez cebra (Scholpp y Lumsden, 2010; 
Hagemann y Scholpp, 2012). Por lo 
tanto, el estudio de la especificación 
génica del tálamo en desarrollo en el 
anfibio anuro Xenopus laevis se hace 
fundamental debido al importante 
eslabón que supone como modelo de 
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estudio de la transición anamnio-
amniota, ya que los anfibios son los 
únicos tetrápodos anamniotas. 

Expresión dinámica de Pax7 en el 
desarrollo y de Pax6 y Pax7 en el 
encéfalo adulto de Xenopus laevis 

A partir del neuroepitelio del tubo 
neural  y a medida que progresa el 
desarrollo, se produce una 
estratificación radial progresiva hacia la 
zona del manto (zm), que se establece 
topográficamente en base a la posición 
relativa de las células de origen en la 
zona ventricular (zv). Progresivamente, 
la zm inicial se subdivide en subcapas: 
profunda, intermedia y externa, que 
darán lugar a la compleja configuración 
nuclear del adulto. Durante el 
desarrollo, las células Pax7 se localizan 
en los diferentes estratos, tanto en zonas 
ventriculares, subventriculares y del 
manto, así como en la zona de fibras 
superficiales del encéfalo. Además, en 
Xenopus laevis adulto, se observa la 
presencia de Pax6 y Pax7 en la región 
ventricular en diferentes localizaciones 
del encéfalo y en las regiones 
periventriculares adyacentes, lo que 
podría relacionarse con el hecho de que 
existe proliferación celular en la zona 
ventricular del adulto (D'Amico et al., 
2011, 2013). De modo que, se 
establecen dominios de expresión de 
Pax7 que se encuentran muy 
conservados en otros vertebrados, tanto 
durante el desarrollo como en el adulto. 
Además Pax7 y Pax6 mantienen una 
amplia distribución en el encéfalo desde 
el final de la metamorfosis. 

Los patrones de expresión de Pax7, 
durante el desarrollo de Xenopus laevis 
y junto con Pax6 en el adulto, 

corroboran los estudios previos en 
amniotas (Stoykova y Gruss, 1994; 
Nacher et al., 2005; Thompson et al., 
2007; Thompson et al., 2008; Duan et 
al., 2013) y están de acuerdo con el 
papel de proliferación, migración y 
diferenciación celular asignado para 
estos factores de transcripción 
(Thompson et al., 2007; Osumi et al., 
2008; Wang et al., 2008). 

Pax6 y Pax7 se expresan desde el 
desarrollo temprano principalmente en 
regiones alares de zonas precursoras 
específicas en distintos segmentos, 
respetando los límites postulados en el 
modelo prosomérico (Moreno et al., 
2008a; Morona et al., 2011). Sin 
embargo, en estadios avanzados del 
desarrollo, la aparición progresiva de 
células que expresan Pax en regiones 
como el hipotálamo y el rombencéfalo 
basal sugieren una posible migración 
celular que transgrede esos límites, tal 
como se propuso en la ontogenia del 
cerebro de urodelos (Joven et al., 
2013a). 

En el telencéfalo de los anfibios 
adultos, la expresión de Pax6 se asocia a 
subconjuntos de células localizadas en 
el bulbo olfativo, la región septal, los 
ganglios basales y el complejo 
amigdalino. En Xenopus se observa que 
las células dopaminérgicas del bulbo 
(TH positivas) expresan 
específicamente Pax6 como en urodelos 
(Joven et al., 2013a) y conforme a lo 
descrito previamente en ratas, donde 
todas las células periglomerulares 
reactivas para TH, contenían Pax6 
(Baltanás et al., 2009). Esta distribución 
apoya la implicación de Pax6, junto con 
otros cofactores, en la neurogénesis y en 
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la especificación dopaminérgica 
periglomerular en el bulbo olfativo en 
anfibios, como en amniotas (Agoston et 
al., 2014). A lo largo del desarrollo, se 
detecta la expresión de Pax6 en las 
células de la zona ventricular en el palio 
en todas las especies estudiadas 
(Walther y Gruss, 1991; Puelles et al., 
2000; Murakami et al., 2001; 
Wullimann y Rink, 2001; Moreno et al., 
2008a; Moreno et al., 2010). Sin 
embargo, no se mantiene la expresión 
en el palio adulto en roedores (Stoykova 
y Gruss, 1994), con la excepción del 
giro dentado y en la zona subventricular 
a lo largo de la corriente migratoria 
rostral (RMS), donde se encuentran los 
precursores neuronales durante la etapa 
adulta (Nacher et al., 2005). 
Comparativamente, en Xenopus, la 
única expresión palial de Pax6 se 
encuentra en la región del límite palio-
subpalio en el septo dorsal, 
medialmente; y en la parte ventral del 
palio ventral, lateralmente, como en 
otros vertebrados (Wullimann y Rink, 
2002; Ferreiro-Galve et al., 2008; 
Moreno et al., 2008a; Joven et al., 
2013a, 2013b). Dentro de la región 
septal, Pax6 se encuentra en los 
territorios septales dorsal y medial, pero 
no en el lateral, conforme a lo 
observado en el encéfalo del urodelo 
adulto (Joven et al., 2013a); y sin 
embargo, se encuentra dentro de las tres 
regiones septales durante el desarrollo 
en aves y mamíferos (Stoykova y Gruss, 
1994; Puelles et al., 2000; Duan et al., 
2013). 

La mayoría de las células Pax6 de 
la región subpalial, aparecen en la 
porción estriatal (incluyendo el núcleo 
acumbens) y se encuentran ausentes en 

los territorios palidales tanto en anfibios 
anuros como urodeles (Moreno et al., 
2008a; Joven et al., 2013a, 2013b), a 
diferencia de los datos en mamíferos, 
donde se detecta la expresión de Pax6 
en el pálido ventral y en el núcleo 
entopeduncular (Duan et al., 2013) en 
adulto. La amígdala central y medial 
muestran abundantes células Pax6 en el 
adulto, a diferencia de la situación 
encontrada en amniotas, donde sólo 
aparece un pequeño número de células 
Pax6 principalmente relacionadas con el 
complejo basolateral y la amígdala 
medial (Bupesh et al., 2011; Abellán et 
al., 2013; Duan et al., 2013). Por otro 
lado, en el telencéfalo de mamíferos, 
Pax7 actúa temprano en el desarrollo 
estabilizando la polaridad dorsal (Jostes 
et al., 1990), pero pronto queda 
restringido a la placa del techo del 
telencéfalo (Thompson et al., 2004). En 
Xenopus no se halla expresión 
telencefálica de Pax7 durante el 
desarrollo ni en fases posteriores, pero 
destaca la fuerte expresión de Pax7 en 
la paráfisis, formación membranosa de 
la placa del techo telencefálica, que 
parece corresponderse con el patrón 
observado en urodelos, aves y 
mamíferos (Bandín et al., 2013; Joven 
et al., 2013a, 2013b; Bandín et al., 
2014). Además, se ha descrito la 
expresión de Pax7 en la paráfisis en el 
pollo sólo durante el desarrollo 
(Nomura et al., 1998). 

Caudalmente, en el diencéfalo de 
Xenopus durante los estadios 
tempranos, aparece una población Pax7 
definida en la placa basal de p3. A 
medida que avanza el desarrollo, se 
detecta la expresión de Pax7 en la 
región mamilar dentro del territorio 
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hipotalámico y se mantiene dicha 
expresión en el adulto. Esto parece 
indicar un proceso de migración en el 
que las células de la placa basal de p3 
que expresan Pax7 y Nkx2.1 (marcador 
basal) (Domínguez et al., 2014), 
invaden la región mamilar del 
hipotálamo basal donde apagan la 
expresión de Nkx2.1, como fue 
propuesto previamente en anfibios 
anuros y quelonios (Moreno et al., 
2012; Domínguez et al., 2014). De 
forma similar, se detecta un dominio de 
expresión Pax7 equivalente al descrito 
en el hipotálamo ventrolateral en 
embriones de pollo (Ohyama et al., 
2008). Al mismo tiempo, las células 
Pax6 ocupan la porción alar del 
segmento p3, que incluye la eminencia 
pretalámica y el pretálamo. En 
mamíferos, esto representa el mayor 
territorio de expresión de Pax6 durante 
el desarrollo del prosencéfalo (Stoykova 
y Gruss, 1994; Puelles et al., 2000) y 
queda restringido a la zona incerta en el 
adulto (Duan et al., 2013), dando lugar a 
neuronas dopaminérgicas, en línea con 
lo observado en teleósteos, anuros y 
urodelos (Wullimann y Rink, 2001; 
Joven et al., 2013a). En Xenopus, las 
células de p3 alar se extienden 
ventralmente alcanzando la placa basal, 
como también ocurre en pez cebra 
(Wullimann y Rink, 2001), donde 
presenta un patrón complementario con 
Pax6. Pax7 se localiza en la banda 
ventricular y más rostralmente, mientras 
que, Pax6 se localiza en la banda más 
superficial y caudal. A su vez, se ha 
sugerido que las células Pax6 
observadas en la amígdala medial, 
podrían provenir de la eminencia 
pretalámica (Bupesh et al., 2011; 

Abellán et al., 2013), dada la 
proximidad de ambos territorios. 

En las primeras etapas de 
morfogénesis, Pax6 se expresa en todo 
el tálamo (Pratt et al., 2000), pero a 
medida que avanza el desarrollo se va 
perdiendo rostrocaudalmente, con la 
excepción del órgano pineal (Walther y 
Gruss, 1991; Estivill-Torrús et al., 
2001), como se ha observado en 
Xenopus. Caudalmente, en el diencéfalo 
se observa la expresión de ambos 
factores en la región pretectal (porción 
alar de p1) de todos los vertebrados 
estudiados (Ferran et al., 2007; Ferran et 
al., 2008; Ferreiro-Galve et al., 2008; 
Merchán et al., 2011; Morona et al., 
2011). A diferencia de los anfibios, la 
expresión de ambos factores durante el 
desarrollo en mamíferos es menor 
(Bandín et al., 2013; Duan et al., 2013; 
Joven et al., 2013a, 2013b; Bandín et 
al., 2014). En particular, en base a la 
expresión de Pax6 en el pretecho (p1) y 
su ausencia en la placa alar 
mesencefálica (techo óptico), se define 
el límite diencéfalo-mesencefálico 
(Kerwin et al., 2004). La expresión de 
Pax6 observada en la placa basal de p1 
en Xenopus, forma una banda que se 
continúa con el tegmento 
mesencefálico, de acuerdo con lo 
descrito en aves (Ferran et al., 2007) y 
reptiles (Pritz y Ruan, 2009). 

Por otro lado, la presencia de Pax7 
en el lóbulo intermedio de la hipófisis y 
de Pax6 en el lóbulo anterior, es un 
característica compartida con urodelos 
(Joven et al., 2013a, 2013b) y pez cebra 
(Guner et al., 2008). El Pax7 hipofisario 
se han relacionado con la activación de 
melanóforos epiteliales en procesos de 



Resumen de resultados y discusión 

 117 

mimetización con el entorno (Tuinhof et 
al., 1993); y Pax6 con el 
establecimiento de los límites 
dorsoventrales del lóbulo anterior 
(Ericson et al., 1997). 

Durante el desarrollo mesencefálico 
embrionario, Pax7 mantiene un 
gradiente de expresión caudorostral en 
la zona ventricular que también se ha 
observado en ratón y pollo (Thompson 
et al., 2004; Thompson et al., 2007), y 
ha sido implicado en el establecimiento 
de la polaridad tectal (Thompson et al., 
2008). En Xenopus laevis, la aparición 
de Pax7 en el techo óptico se ha 
relacionado también con la llegada de 
los axones retinales (CR positivos) que 
mantienen una polaridad caudo-rostral y 
topográfica (Morona y González, 2013). 
En Xenopus adulto, se mantiene la 
expresión de Pax7 en todo el techo, 
particularmente en la zona ventricular, 
como se ha descrito en urodelos (Joven 
et al., 2013a), a diferencia de la 
expresión en pollo, donde se restringe a 
las capas superficiales (Thompson et al., 
2004). Sin embargo, no se encuentran 
células Pax7 en el tegmento 
mesencefálico en Xenopus adulto ni 
durante el desarrollo. Dicha ausencia de 
marcaje podría deberse a la acción 
inhibitoria de Shh sobre Pax7 descrita 
previamente en los embriones de pollo, 
donde expresión ectópica de Shh en el 
techo inhibía la cascada molecular de 
formación del techo, cambiando el 
destino de los derivados del 
mesencéfalo alar por basales (Nomura 
et al., 1998; Watanabe y Nakamura, 
2000). Por el contrario, esa acción 
inhibitoria no parece ocurrir en la placa 
basal de p3 donde la expresión de 
Nkx2.1 podría estar contrarrestando 

dicho efecto, siguiendo el patrón de 
regulación descrito en mamíferos donde 
Nkx2.1 se encuentra bajo el control de 
señalización de Shh (Pabst et al., 2000) 
y viceversa (Nery et al., 2001). A su vez 
en anuros, Pax6 se encuentra ausente en 
la placa alar mesencefálica y se localiza 
en una banda basal a lo largo del 
tegmento mesencefálico, comparable a 
las células Pax6 presentes en la 
sustancia negra reticular en ratones 
(Duan et al., 2013) y las poblaciones 
descritas en teleósteos (Wullimann y 
Rink, 2001) y urodelos (Joven et al., 
2013a). Ésta banda de células Pax6 
positivas en el Xenopus adulto forman 
una población distinta de las células 
tegmentales dopaminérgicas y 
colinérgicas. 

En el cerebelo, Pax6 presenta una 
intensa inmunorreactividad en las 
células granulares, como se ha visto en 
otros vertebrados (Rodríguez-Moldes et 
al., 2008; Wullimann et al., 2011; Duan 
et al., 2013), mientras que, Pax7 
aparece, únicamente, en la zona 
ventricular. Sin embargo, durante el 
desarrollo del cerebelo, la comparación 
de expresión de Pax6 y Pax7 sugiere 
una cierta coexpresión, como se observó 
previamente en urodelos (Joven et al., 
2013b). A su vez, se ha descrito la 
implicación de Pax6 en la regulación de 
la migración y especificación de los 
progenitores celulares en el labio 
rómbico que se originan desde la 
porción alar de r1 y darán lugar al 
cerebelo en todos los vertebrados 
(Rodríguez-Moldes et al., 2008; 
Wullimann et al., 2011; Martínez et al., 
2013). 
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En el rombencéfalo también se 
hallan poblaciones con un patrón 
dinámico durante el desarrollo. En 
estadios tempranos, Pax7 se distribuye 
en la placa alar de la zona rostral de r1 y 
se extiende caudalmente pero se 
encuentra ausente en r0, como en 
urodelos, aves y mamíferos (Aroca y 
Puelles, 2005; Joven et al., 2013a,b) . 
En Xenopus, a partir de estadios 
larvarios tardíos, se encuentran algunas 
células Pax7 en el núcleo posterodorsal 
ístmico, y posteriormente, se observan 
poblaciones Pax7 en territorios 
progresivamente más basales. En 
amniotas también se ha descrito una 
contribución diferencial desde distintos 
dominios ventriculares para formar las 
distintas subdivisiones del núcleo 
interpeduncular, de modo que las 
células Pax7 y Otp de r1 de las regiones 
ventriculares alares, alcanzan 
tangencialmente regiones basales 
adyacentes (Aroca et al., 2006), lo que 
apoya un origen histogenético y una 
organización del núcleo interpeduncular 
muy conservada en tetrápodos. También 
está altamente conservada la expresión 
de Pax6 en la zona ventricular de la 
placa basal del romboncéfalo y aparece 
luego en el manto dando lugar a 
diferentes subtipos de neuronas motoras 
(Rodríguez-Moldes et al., 2011; Joven 
et al., 2013a, 2013b), como se ha 
demostrado en mamíferos (Osumi et al., 
1997). 

En la médula espinal embrionaria 
de Xenopus, Pax7 se expresa en zona 
ventricular de la placa alar, quedando 
gradualmente reducida y 
desapareciendo en el adulto, donde 
Pax7 (dorsal) y Pax6 (ventral) se 
localizan en la zona del manto a lo largo 

de toda la médula. Este patrón se 
mantiene conservado en todos los 
vertebrados estudiados y se ha 
relacionado con la especificación de la 
identidad celular de los diferentes 
progenitores de la médula espinal 
(Ericson et al., 1997; Maczkowiak et al., 
2010; Kuscha et al., 2012). A diferencia 
de los mamíferos, los anfibios urodelos 
adultos y los anuros larvarios (Xenopus 
laevis), pueden regenerar su médula 
espinal tras una lesión (Tanaka y 
Ferretti, 2009). Esta capacidad se pierde 
al final de la metamorfosis (Gibbs et al., 
2011), cuando la expresión de Pax6 y 
Pax7 en vz de la médula espinal 
desaparece. 

Implicación de Pax6 y Pax7 en la 
regionalización del diencéfalo en 
Xenopus laevis 

La implicación de ambos factores 
de transcripción, Pax6 y Pax7, en la 
regionalización del diencéfalo, en 
particular del tálamo, viene determinada 
desde las etapas tempranas del 
desarrollo. En Xenopus laevis, Pax7 se 
expresa en p2 a lo largo de la vz de la 
placa del techo, así como en pollo y 
ratón (Ferran et al., 2007; Ferran et al., 
2008; Ferran et al., 2009). Esto 
demuestra la implicación de Pax7 en las 
funciones tempranas de polarización 
dorsal del tubo neural, antes de que su 
expresión quede restringida a la placa 
del techo. Sin embargo, la expresión de 
Pax7 es abundante en las regiones 
diencefálicas adyacentes como la placa 
basal de p3 y la porción alar de p1. 

Por otro lado, Pax6 se expresa en el 
tálamo embrionario, pero desaparece 
durante el desarrollo, con la excepción 
del órgano pineal (Estivill-Torrús et al., 
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2001), a medida que se posiciona la Zli 
(Caballero et al., 2014). Además, se 
detecta la expresión de Pax6 en las 
futuras regiones del pretálamo y del 
pretecho, donde en éste último junto 
con Pax7 sirve para identificar los 
principales dominios pretectales 
(Morona et al., 2011), característica 
compartida con el resto de vertebrados 
estudiados (Ferran et al., 2007; Ferran et 
al., 2008; Ferreiro-Galve et al., 2008; 
Merchán et al., 2011). Sin embargo, en 
mamíferos, la expresión de ambos 
factores disminuye severamente durante 
el desarrollo (Duan et al., 2013). 

Por tanto, Pax6 y Pax7 son 
herramientas anatómicas fundamentales 
para la comprensión de la 
regionalización del diencéfalo, 
marcando los límites externos del futuro 
tálamo, rostralmente con el pretálamo y 
caudalmente con la región pretectal. 
Podemos concluir que el tálamo y la 
porción basal de p2 pueden definirse a 
lo largo del desarrollo por la ausencia 
de expresión de Pax6 y Pax7, como 
ocurre en los mamíferos (Ferran et al., 
2008). Además, su presencia en la placa 
del techo y en el epitálamo, permiten 
diferenciarlo de los otros componentes 
principales de la porción alar de p2 y en 
base a esos límites se ha analizado, su 
regionalización y las relaciones 
moleculares con los territorios 
adyacentes y la Zli. 

 

Inducción y regionalización del 
tálamo 

La formación de las distintas 
identidades neuronales en el cerebro en 
desarrollo es el resultado de la 

combinación de la expresión de 
diferentes factores de transcripción que 
se inicia desde la fase de especificación 
génica temprana (prepatterning) y que 
proporciona la referencia topológica que 
sirve para definir la identidad molecular 
de regiones progenitoras en las futuras 
divisiones del SNC (patterning). 

La regionalización dorsoventral en 
el diencéfalo en Xenopus, incluido el 
tálamo, se produce por efectos 
dorsalizantes como Wnt frente a los 
ventralizantes de Shh, cuyos patrones de 
expresión en la placa del techo; basal y 
del suelo están altamente conservados 
en los tetrápodos (Vue et al., 2009; 
Domínguez et al., 2010; Scholpp y 
Lumsden, 2010; Hagemann y Scholpp, 
2012; Martinez-Ferre et al., 2013). A su 
vez, la regionalización anteroposterior 
diencefálica, se produce por la 
interacción entre diversos genes que 
conducen al posicionamiento y 
formación del organizador secundario, 
denominado Zli, descrito previamente 
en vertebrados (Echevarrıá et al., 2003; 
Vue et al., 2007; Jeong et al., 2011; 
Epstein, 2012; Martinez-Ferre y 
Martínez, 2012), y que también es 
conocido como MDO (mid diencephalic 
organizer) (Scholpp y Lumsden, 2010; 
Hagemann y Scholpp, 2012). Una vez 
formada, la Zli va a regular la expresión 
de determinados genes en las regiones 
adyacentes como el tálamo entre otras. 

Según diferentes estudios, en 
Xenopus existen una serie de genes 
ortólogos a los descritos en los análisis 
previos sobre los perfiles moleculares 
determinantes del desarrollo talámico en 
pollo y ratón. Esto sugiere una posible 
conservación de los mecanismos y 
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secuencia de especificación de las 
diferentes regiones talámicas en 
amniotas y anamniotas. 

En Xenopus, durante los primeros 
estadios del desarrollo se produce la 
especificación génica temprana del 
primordio talámico (prepatterning). La 
presencia de Fez en el telencéfalo y 
diencéfalo rostral, cuya expresión dorsal 
en p3 limita con la expresión en p2 de 
Wnt3 y Xiro1 (ortólogo de Irx en ratón, 
Irx3 en pollo e Irx1b/7 en pez cebra) 
(Gómez-Skarmeta et al., 1998), es una 
característica compartida con el resto de 
vertebrados (Hashimoto et al., 2000; 
Hirata et al., 2006; Jeong et al., 2007). 
Dicha interacción anteroposterior 
establece el límite rostral del tálamo 
(límite p3/p2) y forma un pasillo 
permisivo por el que se induce y se 
extiende la Zli. A su vez, se producen 
otras interacciones que se manifiestan 
por la expresión diferencial de Pax6, 
Tcf4 (equivalente a Tcf7L2) y Gli3 
junto con Fez, Xiro1 y Wnt3a, y que 
generan las distintas identidades 
moleculares de las porciones anterior, 
intermedia y caudal del diencéfalo (p3, 
p2 y p1) (Abbasi et al., 2010; Koenig et 
al., 2010; Morona et al., 2011). El 
proceso de especificación temprana 
incluye la inducción de un dominio de 
expresión Gli3 positivo en la región 
central del diencéfalo (similar al 
dominio de Wnt8b en pollo). cuya 
inhibición posterior determina la 
localización de la Zli entre la región 
diencefálica rostral Fez-positiva y la 
región intermedia y caudal Xiro1-
positiva (Fig. 5). 

Tras la inducción de la Zli, se 
produce el establecimiento del 

organizador, que se observa, por la 
progresión de la expresión de Shh desde 
la placa basal penetrando en el territorio 
alar a lo largo del pasillo constituido 
previamente. Este hecho, detectado en 
Xenopus, fue previamente observado en 
otros vertebrados, donde se comprobó 
que la progresión de Shh en la Zli no 
corresponde con movimientos celulares, 
sino que se produce por un efecto 
inductivo desde la placa del techo 
mediada por la acción de Wnt8b sobre 
Gli3 y la presencia de ácido retinoico 
(RA) (García-López et al., 2004; 
Scholpp y Lumsden, 2010; Hagemann y 
Scholpp, 2012; Martinez-Ferre et al., 
2013). 

Durante la maduración de la Zli, se 
produce la liberación del morfógeno 
Shh desde el organizador y se establece 
un gradiente de concentración que 
contribuye a regular la expresión de 
determinados genes en el tálamo de 
manera dosis-dependiente. De este 
modo, se forman dos dominios 
progenitores talámicos en función de la 
concentración de Shh (Hashimoto-Torii 
et al., 2003; Szabó et al., 2009; Vue et 
al., 2009; Epstein, 2012), que en 
Xenopus laevis, se han denominado 
como r-Th y c-Th, atendiendo a su 
localización topológica rostral y caudal, 
respectivamente (Fig. 5). Dichos 
dominios parecen conservados en los 
vertebrados, según estudios similares en 
pez cebra (Scholpp et al., 2006), pollo 
(Kiecker y Lumsden, 2004; Vieira et al., 
2005) y ratón (Jeong et al., 2011). 

El dominio progenitor talámico 
rostral, r-Th, en amniotas se induce por 
altos niveles de Shh desde la Zli y la 
placa basal (Kiecker y Lumsden, 2004; 
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Jeong et al., 2011), lo que induce la 
expresión de Nkx2.2, como se observa 
en Xenopus. Sin embargo, en el pez 
cebra la inducción del territorio 
histogenético rostral (r-Th) se produce 
incluso en ausencia de la expresión de 
Shh en la línea media ventral, siendo 
únicamente necesaria la expresión 
proveniente de la Zli (Scholpp et al., 
2006). Esta diferencia sugiere que, 
mientras que en el pez cebra se requiere 
una única fuente de expresión de Shh 
para el desarrollo del tálamo, en el resto 
de amniotas, debido a la alta 
complejidad del encéfalo y a un 
desarrollo más lento, se requieren dos 
fuentes que produzcan y liberen Shh 
para la formación de toda la diversidad 
neuronal que conforman el tálamo. 
Comparativamente, en Xenopus, el 
desarrollo del tálamo es algo más lento 
que en el pez cebra y los genes que 
están bajo el control de la señalización 
gradual de Shh muestran patrones de 
expresión similares a los detectados en 
amniotas, lo que sugiere mecanismos 
comunes en los tetrápodos. 

La combinación de Nkx2.2 con 
Gli1, Tcf4 y Lhx1 sirve para identificar 
el dominio r-Th (Fig. 5). La familia de 
genes Gli media los efectos de Shh y 
presentan una distribución diferencial 
en las células progenitoras talámicas 
(Hashimoto-Torii et al., 2003). Gli1 se 
expresa en el r-Th y actúa como un 
activador transcripcional (Ruiz i Altaba 
et al., 2003). Por otro lado, Tcf4, se 
expresa a lo largo del tálamo y de la 
habénula, ocupando también el dominio 
r-Th, como en mamíferos (Nagalski et 
al., 2013). Su expresión parece estar 
mediada por la ruta de señalización de 
Wnt a través de la vía canónica 

(activada por β-catenina) (Bluske et al., 
2012) y su presencia es fundamental no 
sólo en el desarrollo, sino también, en la 
correcta función y maduración del 
tálamo. 

A medida que avanza el desarrollo 
en Xenopus, se relaciona la expresión de 
Nkx2.2 en r-Th con la presencia de 
células GABAérgicas (GABA-
positivas) (Fig. 5). Estas células son 
Dll4-negativas, homólogas a las Dlx-
negativas que se detectaron en otros 
vertebrados (Puelles y Rubenstein, 
1993; Martínez-de-la-Torre et al., 
2002), y constituyen una población de 
células GABAérgicas diferentes de las 
que se originan en territorios 
histogenéticos pretalámicos (Bulfone et 
al., 1993), donde derivan de células que 
expresan Dlx. Por tanto, existen otros 
genes reguladores, además de los Dlx, 
que juegan un papel importante en la 
adquisición de dicho fenotipo en r-Th. 
Se considera que estas células 
GABAérgicas van a formar parte de la 
banda intergeniculada (IGL) y regiones 
próximas (Martínez-de-la-Torre et al., 
2002; Vue et al., 2007; Robertshaw et 
al., 2013). De igual modo, en Xenopus, 
esta región supone una fuente de 
neuronas GABAérgicas talámicas que 
se mantiene en el tálamo adulto (Brox et 
al., 2003). 

Como se ha visto en Xenopus, la 
expresión de Pax6 en estadios 
tempranos (est. 32) se localiza a lo largo 
de los territorios alares diencéfalicos 
(p3, p2, p1), cuando la expresión de Shh 
en la Zli aún no se encuentra bien 
establecida (Domínguez et al., 2010). 
Según avanza el desarrollo, el gradiente 
de expresión de Shh avanza desde la Zli 
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y la expresión de Pax6 se restringe, 
desapareciendo primero en el dominio 
r-Th y posteriormente, el c-Th, 
limitando su presencia a la habénula y a 
la región comisural del pretecho, como 
en otros vertebrados (Ferran et al., 
2007; Ferran et al., 2008). Esto se debe 
principalmente a la inhibición recíproca 
entre Shh y Pax6 (Caballero et al., 
2014) (Fig. 5). La especificación génica 
del dominio c-Th, marcada por la 
expresión de Gbx2, requiere niveles 
bajos de Shh (Scholpp y Lumsden, 
2010) (Fig. 5), y sus derivados se 
extienden de forma gradual, dorsal y 
caudalmente en la zona del manto, 
contribuyendo a una mayor extensión 
del dominio histogenético caudal 
respecto al rostral, quedando 
establecidos los límites con el epitálamo 
(primordio de la habénula) y la región 
pretectal como ocurre en amniotas 
(Bulfone et al., 1993; Martínez-de-la-
Torre et al., 2002; Chen et al., 2009). El 
comienzo de la expresión de Gbx2 en 
las neuronas talámicas se ha relacionado 
con la salida del ciclo celular 
(Nakagawa y O'Leary, 2001; Chen et 
al., 2009), por lo que la expresión de 
Gbx2 es necesaria para el desarrollo del 
tálamo, la formación de las 
proyecciones tálamocorticales y para la 
supervivencia celular en las neuronas 
talámicas maduras (Hevner et al., 2002; 
Chen et al., 2009; Szabó et al., 2009; 
Chatterjee y Li, 2012). 

En la determinación del dominio 
histogenético caudal de Xenopus, 
también influyen distintos miembros de 
la familia Gli. Los niveles bajos de Shh, 
inducen la expresión de Gli4 (homólogo 
de Gli2 de mamíferos) en territorios 
caudales a los Gli1 positivos, donde 

actúa como activador o represor de 
otros genes (Ruiz i Altaba et al., 2003). 
Por tanto, niveles bajos de Shh y Gli2, 
permiten la expresión de Gbx2 en c-Th, 
mientras que, altas concentraciones de 
Shh junto con Gli1, inducen la 
expresión de Sox14 (Nkx2.2) en r-Th 
(Jeong et al., 2011; Suzuki-Hirano et al., 
2011). A diferencia de Gbx2, el patrón 
de expresión de Lhx2/Lhx9 se detecta 
en la habénula en desarrollo (Fig. 5), 
además de en el dominio histogenético 
caudal en Xenopus, lo que sugiere una 
vía común y un papel importante en la 
transformación de los precursores en 
neuronas post-mitóticas maduras 
(Hagemann y Scholpp, 2012). La 
coexpresión de Lhx2 y Lhx9 se detectó, 
previamente, en el diencéfalo del pez 
cebra (Ando et al., 2005), en Xenopus 
(Bachy et al., 2001; Moreno et al., 
2004), y en el ratón (Nakagawa y 
O'Leary, 2001); y se observó en 
estudios con mutantes de Lhx2 que no 
se producía alteración en la 
regionalización talámica neuronal 
(Lakhina et al., 2007), ya que Lhx9 
sería capaz de compensar la ausencia de 
Lhx2. Por tanto la expresión de Lhx9, 
sugiere un importante papel en el 
desarrollo del prosencéfalo pero con 
posibles acciones redundantes, como se 
ha descrito, para otras familias génicas 
(Nakagawa y O'Leary, 2001). 

El dominio progenitor talámico 
caudal, c-Th, queda, a su vez, subdivido 
en dos regiones. La región rostroventral, 
positiva únicamente para Ngn2 (Ngnr-1 
en Xenopus; Nieber et al., 2009), se 
denomina c-Th2, mientras que, la 
porción caudodorsal Ngn2/Dbx1, se 
denomina c-Th1 (Fig. 5), siguiendo la 
nomenclatura utilizada en ratón 
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(Hashimoto-Torii et al., 2003; Epstein, 
2012). La aparición de este dominio c-
Th1 es dependiente de bajas 
concentraciones de Shh, y su 
eliminación en la Zli, conduce a la 
ausencia de Ngn2 y Gbx2 en el tálamo 
tanto en pollo como en el pez cebra 
(Kiecker y Lumsden, 2004; Vieira et al., 
2005; Scholpp et al., 2006). 

Durante las etapas finales del 
desarrollo embrionario en Xenopus, se 
detecta la expresión de Vglut2, 
marcador de neuronas glutamatérgicas, 
en c-Th, de igual modo a lo descrito en 
mamíferos. La especificación génica del 
dominio c-Th determina el destino 
glutamatérgico de las neuronas de los 
núcleos derivados de c-Th (Fig. 5). Esta 
región constituye la estación de relevo 
de la información sensorial multimodal 
procedente de la periferia (a excepción 
de la información olfativa), hacia las 
regiones paliales a través de la 
proyección talamocortical (Vue et al., 
2007; Robertshaw et al., 2013). 

Por otro lado, el epitálamo se 
desarrolla como un derivado dorsal de 
la placa alar en la porción caudal de p2 
y dará lugar a la epífisis (complejo 
pineal) y la habénula. Aunque esta 
última, generalmente, ha sido 
considerada en íntima relación con el 
tálamo, mantiene diferencias 
significativas, ontogenéticas y 
funcionales. Está relacionada 
principalmente con el sistema límbico y 
los ganglios basales, en la modulación 
de las emociones y la motivación, y se 
ha visto que alteraciones en su 
estructura conducen a desórdenes 
psiquiátricos, como esquizofrenia y 

depresión (Hikosaka et al., 2008; 
Hikosaka, 2010). 

La habénula temprana se 
caracteriza por la expresión de Wnt7b, 
Irx1, Dbx1 y Pax6 en ratones y pez 
cebra (Chatterjee et al., 2014) y en 
Xenopus, hemos encontrado una 
combinación similar de marcadores que  
corroboran esta entidad (Wnt3a, Xiro1, 
Dbx1, Pax6 y Tcf4) y su límite con el 
tálamo queda establecido por la 
expresión de Gbx2, tanto en Xenopus 
como en ratón (Chen et al., 2009). A su 
vez, Shh también tiene un importante 
papel en la especificación de la 
habénula ya que Pax6 regula la 
expresión de Shh en la Zli y por 
consiguiente, la subdivisión de p2 alar 
en tálamo y epitálamo (Caballero et al., 
2014; Chatterjee et al., 2014). Por otro 
lado, Lhx9/Lhx2, se expresan en toda la 
región habenular, como en peces 
(Peukert et al., 2011) y mamíferos 
(Rétaux et al., 1999), pero también en la 
zona Gbx2 positiva en c-Th. Recientes 
estudios han demostrado la implicación 
de Lhx9 en el desarrollo de la glándula 
pineal y previene la hidrocefalia 
postnatal (Yamazaki et al., 2015). 
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Figura 5. Representación esquemática de la secuencia de marcadores moleculares que facilitan la identificación de 
los diferentes territorios derivados de la porción alar de p2 a lo largo del desarrollo. Refleja la interacción entre los 
genes Fez, Wnt, y Xiro1 durante la fase de especificación génica temprana (prepatterning) y la consiguiente 
formación de la Zli. Durante la especificación génica, la expresión de Shh proveniente de la Zli y de la placa basal 
forma un gradiente de concentración, siendo mayor en el área próxima a la Zli, que induce una cascada de genes 
que dará lugar al territorio progenitor talámico rostral (r-Th). Por otra parte, una concentración menor de Shh 
determinará una cascada génica diferente, dando lugar al dominio progenitor talámico caudal (c-Th). El r-Th 
expresa GABA y dará lugar a los núcleos GABAérgicos IGL y vLG, mientras que en el c-Th (formado por c-Th1 y 
c-Th2) las células expresan Vglut2 y darán lugar a distintos núcleos talámicos glutamatérgicos en el adulto que 
proyectarán al telencéfalo. El epitálamo se reconoce por la expresión de Pax6 y Pax7 durante el desarrollo, entre 
otros marcadores. Abreviaturas: c-Th1, dominio progenitor talámico caudal caudodorsal; c-Th2, domino progenitor 
talámico caudal rostroventral. 
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Los resultados obtenidos en el presente 
estudio nos permiten concluir que los 
patrones de distribución de Pax6 y Pax7 
y la especificación génica del tálamo 
basada en los patrones de expresión de: 
Wnt3, Shh, Xiro1, Fez1, Gbx2, Lhx1, 
Lhx9, Tcf4, Gli1/3, Nkx2.2, Dbx1, 
Ngn2, Vglut2, GABA, se mantienen 
altamente conservados en Xenopus 
respecto a otros vertebrados amniotas y 
anamniotas estudiados, de modo que, 
corroboran que las características 
moleculares se hallan altamente 
conservadas en el desarrollo talámico y 
corresponden a un plan general común 
en todos los vertebrados. 
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1- La inmunodetección de los factores de transcripción Pax6 y Pax7 se ha confirmado de 
gran utilidad para el estudio anatómico del SNC de Xenopus laevis, debido a su alta 
resolución y sensibilidad. Su uso en combinación con otros marcadores es una 
herramienta muy útil para identificar agrupaciones neuronales y regiones encefálicas 
específicas que, en el caso de los anfibios, no se pueden analizar sólo en base a la 
citoarquitectura. 

 

2-  La expresión de los factores Pax analizados, detectada inicialmente en regiones 
restringidas de la zona ventricular y posteriormente en células migradas en el manto, 
sugiere posibles funciones en la especificación temprana de dominios histogenéticos y 
en la posterior diferenciación celular y formación de determinadas regiones en el SNC. 

 

3-  En el caso de Pax7, su expresión desde estadios tempranos de desarrollo define y 
respeta los límites anatómicos propuestos por el paradigma prosomérico, evidenciando 
la organización segmental del encéfalo en Xenopus. La secuencia espacio-temporal de 
expresión, analizada en combinación con otros marcadores, sugiere posibles rutas de 
migración tangencial, traspasando en algún caso los límites neuroméricos. 

 

4-  En Xenopus, Pax6 y Pax7 mantienen su expresión en numerosas poblaciones 
neuronales en adultos, presentando un patrón de distribución básico común con los 
urodelos. La expresión en adultos se relacionó con la capacidad regenerativa de los 
urodelos, pero nuestros resultados demuestran que es una característica compartida por 
distintos anfibios, aunque los anuros pierden la capacidad regenerativa tras la 
metamorfosis. 

 

5-  Durante el desarrollo temprano de Xenopus, los patrones de expresión de Fez y Dll4 
definen una región rostral diencefálica, mientras que Tcf4, Xiro1 y Wnt3 establecen una 
región caudal. El punto de encuentro de ambas regiones especifica la zona donde se 
expresa posteriormente Shh en la Zli, que coincide con el límite rostral del tálamo 
(límite p3/p2). 

 

6-  Tras la especificación temprana, la expresión de Gbx2 y Xiro 1 definen el límite p1/p2, 
así como, la especificación del primordio talámico Gbx2+/ Xiro1- y la distinción de la 
región habenular Gbx2-/Xiro1+/ Pax6+. Posteriormente, en el tálamo se diferencian los 
dominios histogenéticos rostral (r-Th) y caudal (c-Th), definidos específicamente por 
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una combinación de genes que se activarían en respuesta a la inducción de Shh según un 
gradiente de concentración. 

 

7- Los marcadores usados permiten proponer que las células derivadas del pequeño 
dominio progenitor r-Th se diferencian en neuronas GABAérgicas, mientras que, el 
mayor dominio c-Th, da lugar a las numerosas neuronas glutamatérgicas del tálamo en 
Xenopus. 

 

8-  La combinación única de genes hallados en la prospectiva región talámica de Xenopus 
laevis y sus derivados histogenéticos, están altamente conservados en los vertebrados 
amniotas, confirmando un patrón común en tetrápodos. Datos recientes en pez cebra 
sugieren que la especificación del tálamo puede estar, en rasgos generales, conservada 
en todos los vertebrados, reflejando la importancia de esta región diencefálica desde 
momentos tempranos de la evolución.  
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1- The immunohistochemical detection of the Pax6 and Pax7 transcription factors has been 
confirmed as a useful method for studying the CNS of Xenopus laevis, due to its high 
resolution and sensitivity. Its use, in combination with other markers, is a suitable 
strategy to identify specific neuronal groups and brain regions that can not be analyzed 
on the basis of cytoarchitecture alone, in the case of amphibians. 

 

2- The expression of the Pax factors analyzed, detected in restricted regions of the 
ventricular zone in early development and latter in migrated cells of the mantle, suggest 
possible roles in early specification of histogenetic domains and, subsequently, in cell 
differentiation and formation of specific CNS regions. 

 

3- For the case of Pax7, its expression from early developmental stages define and respects 
the anatomical boundaries proposed by the prosomeric paradigm, highlighting the 
segmental organization of the brain in Xenopus. The spatiotemporal sequence of Pax7 
expression, analyzed in combination with other markers, suggests possible tangential 
migration routes, in some cases going beyond the neuromeric limits. 

 

4- In Xenopus, Pax7 and Pax6 expression is maintained in many neuronal populations in 
the adult brain, showing a common basic distribution pattern with urodeles. The 
expression in adults was related to the capacity of regeneration present in urodeles, but 
our results show that it is a characteristic shared by different amphibians, although 
anurans lose the capacity of regeneration after metamorphosis. 

 

5- During the early development of Xenopus, Fez and Dll4 expression patterns, define a 
rostral diencephalic region, while Tcf4, Wnt3 Xiro1, establish a caudal region. The 
abutting zone of the two regions specifies the area where later Shh is expressed in the 
Zli, which matches the rostral boundary of the thalamus (p3 / p2 limit). 

 

6- After the early specification (prepatterning), Gbx2 and Xiro1 expressions, define the p2/ 
p1 boundary and the specification of the Gbx2+ / Xiro1- thalamic territory, as well as, 
the distinction of the Gbx2- / Xiro1+ / Pax6+ habenular region. Subsequently, in the 
thalamus rostral (Th-r) and caudal (c-Th) histogenetic domains appear, specifically 
defined by a combination of genes likely activated in response to Shh induction through 
a concentration gradient. 
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7- The markers used allow to propose that the cells derived from the small progenitor 
domain r-Th differentiate into GABAergic neurons, whereas the larger c-Th domain 
gives rise to the numerous glutamatergic neurons of the thalamus in Xenopus. 

 

8- The unique combination gene expressions found in the prospective thalamic region of 
Xenopus laevis and its histogenetic derivatives is highly conserved in amniote 
vertebrates, confirming a common pattern in tetrapods. Recent data reported in 
zebrafish suggest that the thalamic specification might be, in general terms, conserved 
in all vertebrates, reflecting the importance of this diencefalica region from early 
moments of evolution. 
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Expresión de los genes Pax en el SNC y análisis de la genoarquitectura 
embrionaria de la región talámica en Xenopus laevis 

Introducción 

Desde el punto de vista evolutivo, el estudio del SNC de los anfibios anuros es de 
gran interés debido a su interesante posición filogenética como únicos representantes de 
los tetrápodos anamniotas. Por tanto, poseen características primitivas compartidas tanto 
con amniotas como con anamniotas, así como, características derivadas más específicas. 
Debido a su importante posición filogenética, los estudios neuroanatómicos llevados a 
cabo en Xenopus laevis, resultan cruciales para poder clarificar relaciones y establecer 
homologías entre los principales grupos de vertebrados. 

Estudios previos han demostrado que la especificación y regionalización del SNC 
depende de la interacción de múltiples familias génicas y moléculas de señalización y 
presenta un patrón común en los vertebrados. De modo que la organización final de los 
tipos celulares y localización de núcleos específicos es dependiente de los patrones de 
expresión espaciotemporales de diversos genes de desarrollo, que determinan el tamaño, 
posición topológica relativa y conectividad de cada región encefálica. La combinación 
de los patrones de expresión de un conjunto de genes durante el desarrollo de una región 
específica confiere la genoarquitectura de dicha región. El análisis comparado de los 
patrones de expresión, interpretados dentro del contexto del modelo neuromérico actual 
ayuda a comprender las características comunes y específicas del SNC entre las 
diferentes especies. 

Entre los genes reguladores implicados en la especificación y establecimiento del 
eje rostrocaudal, así como en el desarrollo del SNC, se encuentran los miembros de la 
familia Pax. Algunos de estos genes, como Pax3, Pax6 y Pax7, se expresan en las etapas 
más tempranas del desarrollo, actuando como mediadores en la regionalización 
dorsoventral y anteroposterior del tubo neural, en respuesta a morfógenos tempranos. 
Pax7 se expresa en zonas específicas del SNC durante el desarrollo y se ha descrito su 
implicación en la regionalización temprana del encéfalo y en el mantenimiento de la 
identidad regional. Tras la regionalización inicial, los genes Pax contribuyen al balance 
entre la proliferación celular, el mantenimiento de las células progenitoras y los 
procesos de diferenciación. Además de su implicación durante las fases tempranas del 
desarrollo, Pax6 y Pax7 se han utilizado como marcadores de regiones específicas del 
encéfalo de vertebrados, así como en como en el análisis del bauplan general del 
encéfalo en vertebrados. 

En concreto, Pax6 y Pax7 son de especial interés en el desarrollo y regionalización 
del diencéfalo, donde Pax6 está activamente implicado en el establecimiento y posterior 
formación del organizador secundario Zli (Zona Limitante Intratalámica), junto con 
Shh; así como, en el establecimiento del límite diencéfalo-mesencefálico. A su vez, 
Pax7 es regulado por Shh en regiones como el tegmento mesencefálico y se ha descrito 
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en relación a la regionalización de la región diencefálica de los principales grupos de 
vertebrados donde su patrón está altamente conservado. De modo que, las proteínas que 
codifican estos genes están altamente conservadas entre los vertebrados y mantienen 
una distribución comparable. 

En los vertebrados, el diencéfalo es el dominio más caudal del prosencéfalo y limita 
a su vez, con el mesencéfalo. Se divide en tres neurómeros transversales o prosómeros 
(rostrocaudalmente: p3, p2 y p1), en cada uno de los cuales existen las cuatro zonas 
longitudinales: placa del suelo, placa basal, placa alar y placa del techo. Las porciones 
alares principales de cada uno de estos neurómeros se denominan pretálamo (p3), 
tálamo (p2) y región pretectal (p1) y sus regiones basales constituyen el tegmento 
diencefálico. El tálamo limita caudalmente con el pretecho y rostralmente con la Zli, 
que precede al tálamo. Es una estructura fundamental que sirve como centro de 
integración y relevo de la información sensorial (a excepción de la olfativa) hacia 
centros superiores, corteza en mamíferos y regiones subcorticales en vertebrados no 
mamíferos. Su desarrollo durante la embriogénesis incluye tres etapas en las que, la 
especificación génica temprana (prepatterning) conduce a la inducción del primordio 
talámico, la formación de la Zli, donde la progresión de la expresión de Shh, que desde 
la placa basal asciende hacia posiciones más dorsales, está implicada en la formación y 
establecimiento del organizador y la especificación génica (patterning) que dirige a 
través del morfógeno Shh, liberado desde la Zli y la placa basal, la regionalización y 
formación de los dominios progenitores talámicos rostral (r-Th) y caudal (c-Th). 

Objetivos 

Los estudios en anfibios han constituido una de las bases primordiales en el 
campo de la Neurobiología Evolutiva. Desde momentos muy tempranos en la historia 
de la Neuroanatomía, las observaciones en anfibios fueron en gran medida la base para 
poder entender mejor la organización presente en sistemas nerviosos más complejos. 
Esto se acentuó con estudios neuroanatómicos durante las diversas etapas del desarrollo 
que sirvieron como modelo para comprender aspectos comunes en la evolución y 
desarrollo (evo-devo) de los vertebrados.  

En este marco de la biología evolutiva del desarrollo (evo-devo), en particular 
basada en estudios neuroanatómicos, en el presente trabajo, que utiliza como modelo el 
anfibio anuro Xenopus laevis, se han planteado los siguientes objetivos: 

Objetivo 1: Dada la relevancia de los factores de transcripción codificados por la 
familia de genes Pax en el desarrollo y en la regionalización del Sistema Nervioso 
Central (SNC), se seleccionó el factor de transcripción Pax7, para analizar su patrón de 
expresión durante el desarrollo embrionario y larvario; y que nos permitiera evaluar su 
implicación en la formación de determinadas regiones del encéfalo. Para ello, se 
llevaron a cabo técnicas inmunohistoquímicas para la detección de la proteína Pax7, 
simples y dobles, combinando las tinciones de Pax7 con otros marcadores (GABA, CR, 
TH, NOS, Otp, Nkx2.1), que sirven para entender la organización del SNC y nos 
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permite un análisis detallado de la regionalización progresiva de las distintas divisiones 
encefálicas en el caso de Xenopus, utilizando el modelo neuromérico actual. (Capítulo 
2). 

Objetivo 2: En el presente estudio nos propusimos comprobar si la expresión de 
Pax6 y Pax7 persiste en el Xenopus laevis adulto, comparándolo con los patrones 
descritos en aves y mamíferos, donde su expresión quedaba limitada a un número 
reducido de grupos neuronales; y con los anfibios urodelos, donde su amplia 
distribución en el adulto, más extensa que en los amniotas, podría deberse a un mayor 
grado de regeneración presentado por este grupo de anfibios en el adulto. Así, nos 
propusimos llevar a cabo un análisis inmunohistoquímico combinado en el SNC adulto 
de Xenopus, para observar la expresión de estos dos genes, localizando las proteínas que 
codifican. El uso de tinciones dobles y triples con anticuerpos frente a marcadores de 
regiones particulares en el encéfalo de Xenopus, sirve para una mejor identificación 
topológica de las zonas marcadas, interpretadas según el modelo neuromérico, que 
facilita realizar comparaciones con otros grupos de vertebrados. (Capítulo 3). 

Objetivo 3: La última parte de nuestro estudio se dirigió al análisis de la 
organización genoarquitectónica del tálamo durante el desarrollo embrionario en 
Xenopus laevis. Diversos estudios en peces, aves y mamíferos han demostrado una 
secuencia espacio temporal precisa de expresión de diversos genes que contribuyen a la 
adquisición de una competencia zonal para la formación  de la región talámica 
(preparttening), la aparición de un organizador secundario (Zli) y la posterior 
regionalización temprana (patterning). Nuestro objetivo se centra en comprobar el 
grado de similitud o diferencia en la formación del tálamo en nuestro modelo anfibio 
para evaluar la conservación evolutiva de los procesos fundamentales durante el 
desarrollo de esta importante región diencefálica. Para ello evaluamos detalladamente 
22 marcadores diferentes, utilizando técnicas inmunohistoquímicas y de hibridación in 
situ combinadas, analizando sus patrones de expresión durante el desarrollo embrionario 
de Xenopus. (Capítulo 4). 

Resultados 

En el capítulo 2, analizando el patrón espaciotemporal de expresión de Pax7 en el 
SNC de Xenopus laevis, se observó que la expresión más rostral de Pax7 aparece en la 
placa basal de p3, siguiendo caudalmente en las placas del techo y alares de p1 y 
mesencéfalo y en la placa alar del rombómero 1. Según avanza el desarrollo, se 
observan células Pax7 en el hipotálamo, próximas a la población de células 
catecolaminérgicas de la región mamiliar. En el diencéfalo, Pax7 se expresa 
intensamente en una porción de la placa basal de p3, en la placa del techo y en células 
aisladas del tálamo en p2, a lo largo de la placa del techo de p1 y en los dominios 
comisural y juxtacomisural del pretecho. En el mesencéfalo, las células Pax7 se 
localizan en el techo óptico y en un menor grado, en el torus semicircularis. La porción 
rostral de la placa alar del rombómero 1, incluyendo la capa ventricular del cerebelo, 
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expresa Pax7 y, gradualmente algunas células se observan ventralmente, en el núcleo 
interpeduncular y en el istmo (rombómero 0). Adicionalmente, Pax7 se observó en la 
parte ventral de zona ventricular de la placa alar a lo largo del rombencéfalo y médula 
espinal. 

En el capítulo 3, se detectó una amplia distribución de células Pax6 y Pax7 en el 
SNC de Xenopus laevis adulto, con un patrón específico para cada uno de ellos pero con 
cierto solapamiento en p3 basal y p1 alar. En el telencéfalo, se detectan únicamente 
células Pax6 incluyendo el bulbo olfativo, septo, estriado y complejo amigadalino. En el 
diencéfalo, Pax6 se encuentra en la porción alar y Pax7 en la zona basal de p3. Ambos 
factores se distribuyen ampliamente en la region comisural y yuxtacomisural del 
pretecho, pero sólo se observan células Pax6 a la placa basal. Pax7 marca 
específicamente, las células en el techo óptico, incluyendo la zona ventricular, mientras 
que, las células Pax6 sólo se observan en la región tegmental. Caudalmente, en el 
cerebelo Pax6 se expresa en la mayoría de las células granulares, mientras que, Pax7 se 
restringe a la zona ventricular. En la porción rostral del rombómero 1, Pax7 se localiza 
en las células de la zona ventricular de la placa alar y numerosas células migradas se 
observan en núcleos de la placa basal, como el griseum centrale y el núcleo 
interpeduncular. Pax6 se observa en células de la formación reticular y el área 
octavolateral. En toda la placa alar rombencefálica la zona ventricular expresa Pax7 
excepto en la zona tectal. A lo largo de la médula espinal, aparecen células Pax7 
dorsales y Pax6 ventrales separadas del ventrículo, que no muestra inmunorreactividad 
para ninguno de ellos. 

En el capítulo 4, el estudio genoarquitectónico del desarrollo temprano de 
diencéfalo en Xenopus, nos permite identificar los límites prosoméricos externos del 
tálamo con las regiones vecinas (pretálamo, pretecho y epitálamo). Además, este 
estudio también reveló la especificación temprana del esbozo talámico basado en la 
expresión rostral de Fez y Dll y caudalmente de Wnt3a, Pax6 y Xiro1, en el primordio 
diencefálico caudal talamo-pretectal. La expresión dinámica de Shh revela la formación 
de la Zli y su progresión ventrodorsal en Xenopus como ocurre en otros vertebrados. 
Del mismo modo, las divisiones interprosoméricas se pusieron de manifiesto basándose 
en la expresión conservada de Nkx2.2 y GABA en el dominio progenitor talámico 
rostral gabaérgico (r-Th), frente a la expresión de Gbx2 , Ngn2 y VGlut (entre otros) en 
el dominio progenitor caudal glutamatergico (c-Th). Este último también puede ser 
subdividido principalmente en base a la expresión diferencial de Dbx1 un subdominio 
Dbx1+ llamado c-Th1 y otro Dbx1- denominado c-Th2. 

Conclusiones 

1- La inmunodetección de los factores de transcripción Pax6 y Pax7 se ha confirmado de 
gran utilidad para el estudio anatómico del SNC de Xenopus laevis, debido a su alta 
resolución y sensibilidad. Su uso en combinación con otros marcadores es una 
herramienta muy útil para identificar agrupaciones neuronales y regiones encefálicas 
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específicas que, en el caso de los anfibios, no se pueden analizar sólo en base a la 
citoarquitectura. 

2-  La expresión de los factores Pax analizados, detectada inicialmente en regiones 
restringidas de la zona ventricular y posteriormente en células migradas en el manto, 
sugiere posibles funciones en la especificación temprana de dominios histogenéticos y 
en la posterior diferenciación celular y formación de determinadas regiones en el SNC. 

3-  En el caso de Pax7, su expresión desde estadios tempranos de desarrollo define y 
respeta los límites anatómicos propuestos por el paradigma prosomérico, evidenciando 
la organización segmental del encéfalo en Xenopus. La secuencia espacio-temporal de 
expresión, analizada en combinación con otros marcadores, sugiere posibles rutas de 
migración tangencial, traspasando en algún caso los límites neuroméricos. 

4-  En Xenopus, Pax6 y Pax7 mantienen su expresión en numerosas poblaciones 
neuronales en adultos, presentando un patrón de distribución básico común con los 
urodelos. La expresión en adultos se relacionó con la capacidad regenerativa de los 
urodelos, pero nuestros resultados demuestran que es una característica compartida por 
distintos anfibios, aunque los anuros pierden la capacidad regenerativa tras la 
metamorfosis. 

5-  Durante el desarrollo temprano de Xenopus, los patrones de expresión de Fez y Dll4 
definen una región rostral diencefálica, mientras que Tcf4, Xiro1 y Wnt3 establecen una 
región caudal. El punto de encuentro de ambas regiones especifica la zona donde se 
expresa posteriormente Shh en la Zli, que coincide con el límite rostral del tálamo 
(límite p3/p2). 

6-  Tras la especificación temprana, la expresión de Gbx2 y Xiro 1 definen el límite p1/p2, 
así como, la especificación del primordio talámico Gbx2+/ Xiro1- y la distinción de la 
región habenular Gbx2-/Xiro1+/ Pax6+. Posteriormente, en el tálamo se diferencian los 
dominios histogenéticos rostral (r-Th) y caudal (c-Th), definidos específicamente por 
una combinación de genes que se activarían en respuesta a la inducción de Shh según un 
gradiente de concentración. 

7- Los marcadores usados permiten proponer que las células derivadas del pequeño 
dominio progenitor r-Th se diferencian en neuronas GABAérgicas, mientras que, el 
mayor dominio c-Th, da lugar a las numerosas neuronas glutamatérgicas del tálamo en 
Xenopus. 

8-  La combinación única de genes hallados en la prospectiva región talámica de Xenopus 
laevis y sus derivados histogenéticos, están altamente conservados en los vertebrados 
amniotas, confirmando un patrón común en tetrápodos. Datos recientes en pez cebra 
sugieren que la especificación del tálamo puede estar, en rasgos generales, conservada 
en todos los vertebrados, reflejando la importancia de esta región diencefálica desde 
momentos tempranos de la evolución. 
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Expression of Pax genes in the CNS and genoarchitecture of the embryonic 
thalamus in Xenopus laevis 

 

Introduction 

The study of the anuran CNS has been of interest from an evolutive viewpoint 
because if their interesting phylogenetic position as unique living anamniote tetrapods. 
Therefore, they possess primitive characteristics likely shared by amniotes and 
anamniotes and other more specific derived features. Due to their pivotal phylogenetic 
position, neuroanatomical studies in amphibians are important in order to gain clarify 
relationships and establish homologies among the main groups of vertebrates. 

Previous studies demonstrated that the patterning and regionalization of the CNS is 
dependent on the interactive action of multiple gene families and signaling molecules 
that present common patterns in vertebrates. Thus, the final organization of cell types 
and their localization in distinct nuclei depends on the spatiotemporal patterns of 
expression of several developing genes that finally define the size, topologic position 
and hodology of the derived compartments of the developing encephalic regions. The 
expression patterns of a distinct combination of genes form a code during the 
development of a specific region, constituting the genoarchitecture of the region. The 
comparative analysis of the sets of gene expression patterns, interpreted in the context 
of the current neuromeric model helps to understand common and derived specific 
features in the CNS of different species. 

The members of the Pax gene family are key molecules implicated in the 
specification and definition of the rostrocaudal axis and regulation of the CNS 
development. Some of their members as Pax3, Pax6 and Pax7, are expressed from early 
stages during development in response to morphogens as mediators in the dorsoventral 
and rostrocaudal patterning of the neural tube. Pax7 is expressed in specific areas in the 
developing CNS where it has been involved in the early patterning and the preservation 
of the regional identity. After this first early patterning, Pax genes contribute to the 
balance of the cell proliferation, maintenance of the progenitor cells and differentiation 
events. Besides their functional roles during first steps in the ontogeny, Pax6 and Pax7 
have been also very useful as markers of specific brain regions or in the analysis of the 
general brain bauplan in vertebrates. 

Specifically, Pax6 y Pax7 are of special interest in the patterning and development 
of the diencephalon. Pax6, in coordination with Shh, is actively involved in the 
establishment and progression of the secondary organizer Zli (Zona limitans 
intrathalamica) and the positioning of the diencephalo-mesencephalic boundary. At the 
same time, Pax7 is also regulated (negatively) by Shh in the mesencephalic tegmentum 
and has been described as a main controller in the patterning of the diencephalon in 
various amniotes and anamniotes. Consequently, the proteins coded for these genes are 
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phylogenetically highly conserved and maintain similar expression patterns among 
vertebrates  

The diencephalon is the caudalmost domain of the prosencephalon and is rostral to 
the mesencephalon. It contains three transversal neuromeres called prosomeres (p3, p2 y 
p1), in which four dorsoventral longitudinal subdivisions could be distinguished: the 
roof plate, the alar plate, the basal plate and the floor plate. The alar region of these 
prosomeres gives rise to the prethalamus (in p3), thalamus (in p2) and pretectum (in p1) 
and their respective basal plates constitute altogether the diencephalic tegmentum. 
Specifically, the central part (the thalamus) is defined between the pretectum (caudally) 
and the Zli (rostrally). It constitutes an essential structure in the relay and integration of 
the sensory information (excepting olfactory) from peripheral organs to the cortex (in 
mammals) or subcortical telencephalic regions (in nonmammalian vertebrates). During 
embryogenesis the development of the thalamic region comprises three phases: 1) The 
prepatterning that leads to the induction of the thalamic anlage; 2) The formation of the 
Zli, that includes the progression of the Shh expression from the basal plate to the dorsal 
alar plate and 3) The patterning that directs the formation of the rostral and caudal 
progenitor histogenetic domains (r-Th and c-Th respectively) as well as the later 
regionalization through the gradient of the morphogen Shh released from the basal plate 
and Zli  

Objetives 

Studies of amphibians contributed importantly to form the basis in the field of 
Developmental Neurobiology. From very early times in the history of the 
Neuroanatomy, observations in amphibians were useful for a better understanding of the 
organization of more complex nervous systems. This was accentuated by 
neuroanatomical studies during the various stages of development that served as a 
model for understanding common aspects in the evolution and development (evo-devo) 
of vertebrates. 

In this context of evolutionary developmental biology (evo-devo), in particular 
based on neuroanatomical studies, our work using as a model the anuran amphibian 
Xenopus laevis, has established the following objectives: 

Objective 1: Given the importance of the transcription factors encoded by the 
family of Pax genes, in the development and regionalization of the Central Nervous 
System (CNS), the transcription factor Pax7 was selected to analyze its expression 
pattern during embryonic and larval development; and to allow us to assess its 
involvement in the formation of certain regions of the brain. For this, 
immunohistochemical techniques for the detection of the protein Pax7 were conducted, 
by means of single and double staining for Pax7 in combination with other markers 
(GABA, CR, TH, NOS, Otp, Nkx2.1), which serve to understand the organization of the 
SNC and allows a detailed analysis of the progressive brain regionalization of different 
divisions in Xenopus, using the current neuromeric model. (Chapter 2). 
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Objective 2: In this study we aimed to test whether the expression of Pax6 and 
Pax7 persists in adult Xenopus laevis, comparing with the patterns described in birds 
and mammals, where their expression was limited to a small number of neuronal 
groups; and with urodele amphibians, where their wide distribution in adults, more 
extensive than in amniotes, could be due to a higher degree of regeneration presented by 
this group of amphibians in adults. Thus, we decided to carry out a combined 
immunohistochemical analysis in the adult Xenopus CNS, to observe the expression of 
these two genes, by locating the proteins they encode. The use of double and triple 
staining with antibodies to markers of particular regions in the brain of Xenopus serves 
to better identify topologically the stained areas, interpreted in the neuromeric model, 
which facilitates comparisons with other groups of vertebrates. (Chapter 3). 

Objective 3: The last part of our study aimed to analyze the genoarchitectonic 
organization of the thalamus during embryonic development in Xenopus laevis. Studies 
in fish, birds and mammals have demonstrated precise spatiotemporal sequence of 
expression of various genes contributing to the acquisition of a zonal competence for 
the formation of the thalamic region (preparttening), the appearance of a secondary 
organizer (Zli) and the subsequent early regionalization (patterning). Our goal is 
focused on testing the degree of similarity or difference in the formation of the thalamus 
in our amphibian model, to evaluate the evolutionary conservation of fundamental 
processes during the development of this important diencephalic region. We evaluated 
in detail 22 different markers, using immunohistochemistry and in situ hybridization 
techniques combined, analyzing their expression patterns during embryonic 
development of Xenopus. (Chapter 4). 

Results 

In Chapter 2, the analysis of the spatiotemporal pattern of Pax7 expression in the 
CNS of Xenopus laevis demonstrated that the rostralmost expression was located in the 
basal plate of p3, and more caudally along the roof and alar plate of p1 and 
mesencephalon, and caudally in the r1 alar plate. As development proceeds, Pax7 
positive cells were observed in the hypothalamus, close to the catecholaminergic cell 
populations of the mammillary region. In the diencephalon Pax7 is expressed intensely 
in the basal plate of p3, within the roof plate of p2 and in isolated cells within the 
thalamus. In p1, it is expressed in the roof plate and intensely in the commissural and 
juxtacommissural domains. Caudally Pax7 cells were abundantly detected in the optic 
tectum and much lesser cells were seen in the torus semicircularis. In the 
rhombencephalon Pax7 was observed ventricularly in the alar plate of r1 and the 
ventricular zone of the cerebellum. Later, these cells were progressively observed 
ventrally in the interpeduncular nucleus and isthmic regions (r0). Additionally, Pax7 
cells of the vz occupied the ventral portion in alar plate along the rhombencephalic 
segments and the spinal cord. 
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Chapter 3: Numerous Pax6 and Pax7 positive cell populations were found in the 
adult CNS of Xenopus laevis, with distinct patterns that showed some overlapping in the 
diencephalic alar plate in p1 and basal plate in p3. Pax6 cells were detected in 
telencephalic areas in the olfactory bulb, septum, striatum and amygdaloid complex. 
Both Pax6 and Pax7 were found in diencephalic portions. Pax6 was intense in the alar 
p3 and pax7 basally, whereas both were intense in the pretectal region (p1) and the roof 
of p2. Distinctly Pax6 marked a band along the p1 tegmentum that continued caudally 
in the mesencephalon, where Pax7 is expressed along the ventricular zone and all layers 
of the optic tectum. Caudally, Pax6 is expressed in the cerebellar granule cells and Pax7 
in the ventricular zone. In the rhombencephalon, Pax7 was found in numerous cells in 
r1, in the vz and in numerous migrated cells of the griseum centrale and interpeduncular 
nucleus, as well as in the vz of the caudal segments. Some Pax6 cells were observed 
along the reticular nuclei and the octavolateral area. Throughout the spinal cord Pax7 
and Pax6 cells were expressed dorsally and ventrally, respectively, in the area 
surrounding the ventricle. 

Chapter 4: The genoarchitectonic study of the early developing diencephalon in 
Xenopus revealed the external prosomeric boundaries of the thalamus with the 
neighboring pretectal, habenular and prethalamic regions. Moreover it also unraveled 
the early prepatterning of the thalamic primordium based on the expression of Fez and 
Dll rostrally and Wnt3a, Pax6 and Xiro1 in the caudal thalamo-pretectal primordium. 
The dynamic Shh expression showed the shape and progression of the Zli in Xenopus 
and the high conservation compared to other vertebrates. In the same way, internal 
interprosomeric subdivisions were evidenced based on the conserved expression of 
Nkx2.2 and GABA in the rostral GABAergic thalamic progenitor domain (r-Th) and 
Gbx2 /Ngn2/ VGlut (among others) within the caudal glutamatergic progenitor domain. 
The caudal domain was also subdivided mostly based on the expression of Dbx1 in a c-
Th1 (Dbx1+) and a c-Th2 (Dbx1-) subdomains. 

 

Conclusions 

1- The immunohistochemical detection of the Pax6 and Pax7 transcription factors has 
been confirmed as a useful method for studying the CNS of Xenopus laevis, due to its 
high resolution and sensitivity. Its use, in combination with other markers, is a suitable 
strategy to identify specific neuronal groups and brain regions that can not be analyzed 
on the basis of cytoarchitecture alone, in the case of amphibians. 
 

2- The expression of the Pax factors analyzed, detected in restricted regions of the 
ventricular zone in early development and latter in migrated cells of the mantle, 
suggest possible roles in early specification of histogenetic domains and, subsequently, 
in cell differentiation and formation of specific CNS regions. 
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3- For the case of Pax7, its expression from early developmental stages defines and 
respects the anatomical boundaries proposed by the prosomeric paradigm, highlighting 
the segmental organization of the brain in Xenopus. The spatiotemporal sequence of 
Pax7 expression, analyzed in combination with other markers, suggests possible 
tangential migration routes, in some cases going beyond the neuromeric limits. 

4- In Xenopus, Pax7 and Pax6 expression is maintained in many neuronal populations in 
the adult brain, showing a common basic distribution pattern with urodeles. The 
expression in adults was related to the capacity of regeneration present in urodeles, but 
our results show that it is a characteristic shared by different amphibians, although 
anurans lose the capacity of regeneration after metamorphosis. 

5- During the early development of Xenopus, Fez and Dll4 expression patterns, define a 
rostral diencephalic region, while Tcf4, Wnt3 Xiro1, establish a caudal region. The 
abutting zone of the two regions specifies the area where later Shh is expressed in the 
Zli, which matches the rostral boundary of the thalamus (p3 / p2 limit). 

6- After the early specification (prepatterning), Gbx2 and Xiro1 expressions, define the p2/ 
p1 boundary and the specification of the Gbx2+ / Xiro1- thalamic territory, as well as, 
the distinction of the Gbx2- / Xiro1+ / Pax6+ habenular region. Subsequently, in the 
thalamus rostral (r-Th) and caudal (c-Th) histogenetic domains appear, specifically 
defined by a combination of genes likely activated in response to Shh induction through 
a concentration gradient. 

7- The markers used allow proposing that the cells derived from the small progenitor 
domain r-Th differentiate into GABAergic neurons, whereas the larger c-Th domain 
gives rise to the numerous glutamatergic neurons of the thalamus in Xenopus. 

8- The unique combination gene expressions found in the prospective thalamic region of 
Xenopus laevis and its histogenetic derivatives is highly conserved in amniote 
vertebrates, confirming a common pattern in tetrapods. Recent data reported in 
zebrafish suggest that the thalamic specification might be, in general terms, conserved 
in all vertebrates, reflecting the importance of this diencefalica region from early 
moments of evolution. 
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