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Los anfibios urodelos
Biologia de anfibios urodelos

Comunmente conocidos como salamadras vy
tritones, la gran mayoria de representantes del orden
Caudata (o Urodela) presentan un ciclo bioldgico
bifasico tipicamente anfibio (Duellman y Trueb,
1986), en el que un gran numero de huevos
anamnios es depositado en el agua, donde las larvas
se desarrollan como depredadores voraces, para
sufrir luego una profunda transformacién (la
metamorfosis) que les lleva a colonizar el medio
terrestre, el nicho ecolédgico en el que alcanzan la
madurez, y desde donde volverdn al agua para
reproducirse de nuevo (“segunda metamorfosis”)
(Duellman y Trueb, 1986; Griffiths, 1995; Salvador y
Garcia-Paris, 2001). El potencial evolutivo de los
urodelos esta intimamente unido a este ciclo bifasico,
aunque las presiones evolutivas han dado lugar a
excepciones a esta norma, como los ajolotes
(Ambystoma mexicanum) o algunas subpoblaciones
de triton alpino (Triturus alpestris), que alcanzan la
madurez sin pasar por la metamorfosis y por tanto el
ciclo bioldgico se completa en el medio acuatico
(Duellman y Trueb, 1986; Denoél et al., 2005; Wiens
et al., 2005; Bonett y Chippindale, 2006; Saet al.,
2006). En el extremo opuesto, ciertas subpoblaciones
de los géneros Salamandra y Mertensiella muestran
un ciclo adaptado por completo al medio terrestre,
en el que las larvas se desarrollan en el interior de las
hembras, sobreviviendo gracias al canibalismo
intrauterino y dando lugar a un ndmero menor de
salamandras en miniatura completamente
desarrolladas y adaptadas al medio terrestre (Wake,
1982, 1989; Garcia-Paris et al., 2003; Buckley et al.,
2007; Buckley, 2012).

El paso evolutivo que impulsé a que los
vertebrados salieran del agua para colonizar el medio
terrestre en el periodo Devénico (hace unos 350
millones de afios), se repite simbdlicamente en cada
generacion de anfibios urodelos, que ademas son los
representantes vivos mas parecidos al género extinto
Ichthyostega (Barbadillo, 1987; Griffiths, 1995). A
diferencia de los peces de aquel momento, estos
anfibios primitivos ya habian desarrollado diversas
adaptaciones que les ayudarian en la conquista del
medio terrestre: un esqueleto éseo de gran grosor
para asumir el aumento de presion, asi como la
adquisicion de las patas para desplazarse y de una
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caja toracica que protegiese los drganos internos.
Otra ventaja importante fue la capacidad de mover la
cabeza de un lado al otro independientemente de su
cuerpo, relacionada con nuevos métodos de
alimentacion y la exploracién del nuevo medio
(Barbadillo, 1987; Nollert y Nollert, 1992; Griffiths,
1995). Asociados a estos cambios morfoldgicos hacia
el modelo tetrdpodo, tuvieron que desarrollarse a la
par los sistemas neurales que subyacen en el
funcionamiento de las nuevas estructuras: mejoras
en el sistema espinal de locomocién e inervacién de
las patas, asi como una posible reorganizacién que
adaptase la recepcion de estimulos ya presente en el
medio acuatico a las exigencias ecoldgicas del medio
terrestre (desarrollo de areas encefalicas especificas
y aumento de complejidad en los territorios
conservados) (Garcia-Paris, 1985; Diesener vy
Reichholf, 1986; Barbadillo, 1987; Nollert y Nollert,
1992; Griffiths, 1995; Salvador y Garcia-Paris, 2001).
El desarrollo ontogénico de los urodelos ha sido
estudiado en profundidad, y ha sido clasificado en
tablas de desarrollo en base a la aparicion de
caracteres morfoldgicos externos y a la adquisicidn
de comportamientos esterotipados (Glaesner, 1925;
Gallien y Durocher, 1957; Armstrong y Malacinski,
1989; Bordzilovskaya et al., 1989; Khan y Liversage,
1995; Shi y Boucaut, 1995; Nye et al., 2003; Wong y
Liversage, 2005). Los diferentes estadios pueden
agruparse en tres grandes periodos: una primera
etapa embrionaria (hasta la eclosidn), una etapa
larvaria inicial, y un periodo activo de la larva, que es
marcado por el inicio de la alimentacidn (ver figura 1
y anexo 1). A lo largo del desarrollo embrionario se
desarrollan los sistemas sensoriales relacionados con
la mecanorrecepcion y quimiorrecepcion (Roberts et
al.,, 1983), y los patrones basicos de locomocién
estereotipada se van sucediendo para culminar en la
natacién (Coghill, 1929; Soffe et al., 1983; Bekoff,
1985). Ya antes de la eclosion se pueden reconocer a
ambos lados de la cabeza tres ramas branquiales, v,
antes de ellas, un apéndice filamentoso llamado
balancin que utilizan para adherirse a las distintas
superficies, y que desaparece pronto (Figura 1).
Durante la etapa larvaria inicial, las larvas
perfeccionan el sistema visual y de linea lateral, y la
respuesta de escape asociada a estimulos visuales y
mecanicos, aunque suelen permanecer en reposo.
Por detrds de las branquias plumosas aparecen las
extremidades anteriores, que al contrario que en
anuros se desarrollan antes que las posteriores
(Garcia-Paris, 1985; Diesener y Reichholf, 1986;
Barbadillo, 1987; Nollert y Nollert, 1992; Griffiths,
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CAPITULO 1

1995; Salvador y Garcia-Paris, 2001). Al final de este
periodo, las larvas comienzan a atrapar mediante
mecanismos de succion pequefios objetos en
movimiento que pasan por delante de ellas sin
realizar una busqueda activa de los mismos
(observaciones personales). La etapa activa larvaria
se puede dividir a su vez en temprana y tardia, en
base a la aparicidn secuencial de caracteres externos
y al aumento de complejidad en los métodos de
blusqueda y obtencion de alimento (ver anexo 1). El
uso de la olfaccién se pone de manifiesto en la etapa
activa tardia, cuando las larvas comienzan a
alimentarse también de objetos inmdviles después de

Ambystoma mexicanum
(GFP+ transgenic line)

Notophthalmi

Notophthalmus viridescens: Forelimb stages | Pleurodeles walt! Estadio 30

\-:,
Limbfield stage m

Ged stage

———
“ 3Dl stage

4D stage

olfatearlos. La fase larvaria concluye con la
metamorfosis, proceso durante el cual se reabsorben
las branquias plumosas y las crestas cutaneas (Figura
1). También tienen lugar cambios en la estructura de
la piel, en los érganos sensoriales, y en los aparatos
circulatorio y respiratorio. La duracién del desarrollo
embrionario y larvario es especifica de especie y
depende de factores ambientales (temperatura de
agua, alimento, grosor de las larvas, densidad
poblacional y quimica del agua) (Griffiths, 1995;
Eagleson y McKeown, 1978; ten Donkelaar, 1998).
Generalmente, los adultos se alimentan de pequeiios
invertebrados (tanto en el medio acuatico como en el
medio terrestre), asi como pequefios vertebrados y
sus puestas, que reconocen mediante el uso
combinado de los sistemas visual, olfativo (Martin et
al., 1974) y linea lateral (Griffiths, 1995).

Los anfibios urodelos como modelo animal de
experimentacion

Los urodelos han sido ampliamente utilizados
como modelo animal de experimentacién en el
ultimo siglo, y fueron de gran valor en la descripcion y
el conocimiento creciente del desarrollo temprano de
vertebrados (Spemann, 1921; Spemann y Mangold,
1924; Holtfreter, 1933; Boucaut, 1979; Duprat, 1982;
Eagleson, 1996). Los motivos de su éxito como
modelo radican parcialmente en el gran tamafio de
sus numerosos embriones, su relativamente facil
manipulacion y su lento desarrollo externo (y la
posibilidad de manipular la tasa de crecimiento
mediante la temperatura), que permiten analizar
facilmente todos los estadios clave del desarrollo
ontogénico (Duprat, 1996; Eagleson, 1996;
Nieuwkoop, 1996; Gualandris-Parisot et al., 2001).

Figura 1. Clasificacion de los estadios larvarios en base a
caracteristicas externas de diferentes especies de anfibios
urodelos ampliamente utilizadas como modelo animal de
experimentacion. A, El ajolote mejicano (Ambystoma
mexicanum) es una especie neoténica que en el presente
cuenta con diversas lineas transgénicas, como los de la
imagen, que expresan la proteina verde fluorescente bajo un
promotor ubicuo (Laboratorio de Elly Tanaka, Max Plank
Institut, Dresde). B, C, El tritdbn americano del Este
(Notophthalmus viridescens) ampliamente utilizado en
estudios regenerativos (Laboratorio de Andras Simon,
Karolinska Institutet, Estocolmo). D, El gallipato (Pleurodeles
waltl) es una especia presente en la peninsula ibérica y norte
de Africa, muy comun en laboratorios de todo el mundo
debido a su facil manutencion, y sus habitos principalmente
acuaticos (Laboratorio de Agustin Gonzélez, UCM, Madrid).
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Ademas, el gran tamafo de sus neuronas y sus
células neuroendocrinas (Eagleson, 1996), junto con
su extraordinario potencial regenerativo (Ferretti,
1996; Mitashov, 1996; Chernoff, 2003; Parish et al.,
2007; Kragl et al., 2009), la ausencia de rechazo en
transplantes (Eagleson, 1996; Nacu et al., 2009) y la
simplificaciéon secundaria que caracteriza su sistema
nervioso (Roth et al., 1992, 1993), han hecho de los
urodelos un modelo emergente (en particular en el
estudio del desarrollo y regeneracién del sistema
nervioso) en laboratorios de todo el mundo
(Eagleson, 1996; Brockes y Kumar, 2005; Voss et al.,
2009; Kirkham et al.,, 2011; Maden et al.,, 2013). A
esto hay que afadir la reciente disponibilidad de
animales transgénicos (Sobkow, 2006; Khattak et al.,
2009; Kragl et al., 2009; Hayashi et al., 2013) y el uso
de nuevas herramientas genéticas en la
caracterizacion del sistema nervioso central, que
estdn permitiendo un avance sin precedentes en el
campo de la neurociencia, siendo los anfibios
urodelos el animal modelo protagonista de
innovadores estudios en el campo de la medicina
regenerativa en todo el mundo (Parish et al., 2007;
Nacu y Tanaka 2011; Hayashi et al., 2013; Maden et
al., 2013).

El sistema nervioso de los anfibios urodelos

El encéfalo de urodelos ha sido considerado como
representante del patrédn bdsico del cerebro de
tetrdpodos, aunque su organizacion simplificada de
neuronas, debido a la escasa migracién radial da
lugar a una densa capa de sustancia gris en la que los
nucleos y otras estructuras anatdmicas pueden ser
reconocidas a lo sumo como condensaciones locales
(Herrick 1927, 1948, Kicliter y Ebbesson 1976, Fritzsch
y Himstedt 1980, Northcutt y Kicliter, 1980; Marin et
al.,, 1997a,b, ten Donkelaar, 1998; Moreno vy
Gonzalez, 2007b). Sin embargo, en este encéfalo
aparentemente tan simple subyace una simplificacidon
secundaria, dando la impresidon de que se trata de
una estructura menos diferenciada de lo que
realmente es (Roth et al.,, 1992, 1993). Aunque su
anatomia es mas simple de lo que cabria esperar
dada su posicidn filogenética, se cree que en realidad
el encéfalo urodelo evoluciond de un hipotético
vertebrado ancestral que poseia un cerebro mas
complejo (Northcutt 1984, 1987, Roth et al 1992,
1993). Una vez caracterizado adecuadamente, se
puede sacar provecho de esta simplificacion
secundaria que originalmente dificulté su estudio, ya
que se ha demostrado que el sistema nervioso de
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Cerebelium
Obex
Mesencephalon
4th ventricle

3rd ventricle
Biencephalon
Telencephalic hemispheres

Lateral ventricies/
Offactory bulb

Spinal chord

Rhombencephalon
Isthmus

Preoptic area Pituitary gland

Striatum Unevaginated (impar) telencephalen

Pallium

Accesory olfactory bulb
Olfactory nerve

Figura 2. Morfologia externa del cerebro de Pleurodeles walt!
con las principales regiones, y el sistema ventricular en
sombreado.

urodelos representa de forma simple el patrén basico
de tetrdpodos En él se distinguen todas las
subdivisiones basicas del SNC de vertebrados, asi
como las regiones principales dentro de cada una de
las partes (Figura 2): prosencéfalo secundario
(formado por dos bulbos olfativos, el telencéfalo y el
hipotdlamo), diencéfalo (prosémeros 1, 2 y 3),
mesencéfalo, tronco encefalico (istmo y
rombencéfalo) y médula espinal (Moreno y Gonzalez,
2007a; Morona y Gonzalez, 2008, 2009). Basandonos
en la posicion relativa y el empaquetamiento de los
cuerpos neuronales, es posible distinguir cuatro
zonas en el SNC de urodelos adultos: de la superficie
apical (en contacto con el ventriculo) a la ldmina
basal (hacia las meninges), por definicién, la zona
ventricular se compone de células que estan en
contacto con el liquido cefalorraquideo, la adyacente
zona subventricular se compone de una o dos filas de
células densamente empaquetadas, mientras que las
células se encuentran mas dispersas en la zona del
manto, y muy aisladas en la zona de fibras (Figura 3).
Estas cuatro zonas coinciden con aquellas descritas a
mediados del siglo XX: zona ependimaria o
periventricular, zona subependimaria, gris central y
sustancia blanca, respectivamente (Herrick, 1948).

Estudios realizados en las ultimas décadas han
permitido caracterizar con relativa precisién las
principales zonas del SNC de los urodelos.
Principalmente se han basado en estudios de la
organizacién neuroquimica de los distintos sistemas
sensoriales, asi como el analisis de su conectividad,
tanto en el adulto como en el desarrollo (Gonzalez y
Smeets, 1991; Gonzélez et al.,, 1995; Moreno et al.,
2002; Lépez et al.,, 2003; Marin et al.,, 2007a,b;
Moreno y Gonzalez, 2007a; Morona y Gonzdlez,
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CAPITULO 1

Figura 3. Tincién de nucleos en una seccién transversal telencefalica

de Pleurodeles waltl adulto que pone de manifiesto las diferentes
zonas a lo largo del eje mediolateral. Abreviaturas: VZ: zona
ventricular; SVZ: zona subventricular; MZ: zona del manto; FZ: zona
de fibras. Escala: 100pum.
2008, 2009). Asi hoy tenemos un conocimiento
bastante detallado de los principales componentes
presentes en las distintas regiones encefalicas, que se
consideran para todos los grupos de vertebrados:

Prosencéfalo secundario

Los bulbos olfativos son dos evaginaciones
rostrales de los hemisferios telencefdlicos que
secundariamente forman los bulbos olfativos
principales y accesorios. El bulbo principal recibe
informacién olfativa, mientras que el accesorio
(carente de ventriculo) recibe informacién del érgano
vomeronasal (ten Donkelaar, 1998). Sus células se
encuentran agrupadas en varias capas concéntricas
(Northcutt y Kicliter 1980). Se han descrito diversos
neurotransmisores: neuronas dopaminérgicas en
varias de las laminas, en una posicién intermedia
entre amniotas y anamniotas (Gonzalez y Smeets,
1991; Corio et al., 1992), asi como células y fibras
nitrérgicas (Porteros et al., 1996; Moreno et al.,
2002), y fibras serotonérgicas que alcanzan los bulbos
olfativos (Fasolo et al., 1986; Corio et al., 1992;
Clairambault et al., 1994).

En los hemisferios telencefalicos se distingue una
region palial y otra subpalial. La region palial consta
de palio medial, dorsal, lateral, (Northcutt y Kicliter,

1980) y ventral (Moreno y Gonzalez 2007a,b). El palio
medial es la regién que presenta mayor tamafio y
migracion, y ha sido comparada con el hipocampo de
mamifero (Herrick, 1948). El palio dorsal esta
restringido al borde mas dorsal del hemisferio
telencefdlico, y se continla con el palio lateral, cuya
zona mas cercana a la transiciéon palio-subpalio ha
sido caracterizada como palio ventral, donde se situa
la amigdala lateral (Moreno y Gonzalez 2007a). En
cuanto a la neuroquimica, ademas de las neuronas
glutamatérgicas que caracterizan el palio de
vertebrados (Villar-Cervifio et al., 2011), el palio de
urodelos presenta células nitrérgicas (Moreno et al.,
2002), asi como inervacién serotonérgica (Fasolo et
al., 1986; Corio et al.,, 1992; Krug et al., 1993;
Clairambault et al., 1994) y dopaminérgica (Gonzalez
y Smeets, 1991; Gonzalez et al., 1995; Corio et al.,
1992). Ademas, neuronas aisladas inmunorreactivas
para GABA han sido descritas en las porciones dorsal
y medial del palio (Franzoni y Morino, 1989; Naujoks-
Manteuffel et al., 1994), asi como algunas neuronas
nitrérgicas aisladas en el palio dorsal, medial y lateral,
en contraposicion con el denso neuropilo que
caracteriza el palio ventral (Moreno y Gonzdlez,
2007a).

En las zonas de transicion palio-subpalio se
encuentran estructuras que en otros vertebrados han
sido caracterizadas genoarquitectdnicamente por su
origen mixto palial y subpalial: el septo en la regién
medial (Puelles et al. 2000; Moreno et al., 2010) y el
complejo amigdalino en la regidn lateral (Moreno vy
Gonzalez, 2007b). El origen mixto del complejo
amigdalino ha sido demostrado en urodelos (Moreno
y Gonzalez, 2007a), pero no hay datos acerca del
posible origen dual del septo en anfibios urodelos.
Clasicamente, el septo es un complejo que se ha
dividido en septo lateral, septo medial y banda
diagonal de Broca (Northcutt y Kicliter 1980, ten
Donkelaar, 1998). Tanto el septo medial como la
banda diagonal de Broca presentan células nitrérgicas
(Moreno et al., 2002), y células gabaérgicas han sido
descritas en el septo medial y lateral (Naujoks-
Manteuffel, 1994). En una posicion lateral, entre el
palio y el estriado, se encuentran las diferentes
subdivisiones del complejo amigdalino,
caracterizadas por la expresion diferencial de NOS,
GABA, Nkx2.1, Isl-1 y su patrén de conexiones (Figura
4): amigdala lateral (ventropalial), amigdala central
(estriatal) y amigdala medial (de origen subpalial)
(Moreno y Gonzalez 2007a).
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Figura 4: a. Secciones transversales rostral (1) y caudal (2) en
el hemisferio telencefdlico de P.waltl mostrando con una
tincion Nissl con violeta de Cresilo su apariencia general, asi
como las principales regiones. b. Detalle del palio lateral en
una seccién en la cual algunas neuronas fueron marcadas
retrogradamente con BDA desde el palio medial, mostrando
la morfologia comun de los somas en la capa periventricular y
las arborizaciones dendriticas extendiéndose hacia la capa de
fibras superficial. c. Fotografia del palio lateral en la que se
aprecian fibras marcadas con BDA desde el bulbo olfativo en
el tracto olfativo, localizado en la capa de fibras periféricas. d.
Subdivisiones del complejo amigdalino en base a patrones de
expresion génica y de conexiones. Abreviaturas: Acc, nucleo
accumbens; Apl, amigdala pars lateralis; Apm, amigdala pars
medialis; BST, nucleo del lecho de la estria terminal; CeA,
amigdala central; Dp, palio dorsal; LA, amigdala lateral; Icp,
prominencia celular lateral; LGE, eminencia ganglionar lateral;
Lp, palio lateral; MeA, amigdala medial; MGE, eminencia
ganglionar medial; Mp, palio medial; Pa, pallidum; S, septo;
Str, estriado; vcp, prominencia celular ventral;, VP, palio
ventral. Escalas: 200um(a), 50um (b), 100um (c). Modificado
de Moreno y Gonzalez, 2007a.

En la zona subpalial, ademas de los componentes
subpaliales del septo y el complejo amigdalino ya
referidos en el parrafo anterior, se encuentra la
region de los ganglios basales, donde se ha descrito la
presencia de ChAT, GABA, sustancia P y enkefalina
(Taban y Cathieni, 1983; Naujoks-Manteuffel et al.,
1994; Lopez et al., 2003). Los ganglios basales estan
formados por derivados palidales y estriatales, y
cuentan con diferentes agrupaciones celulares: en el
tercio rostral de la pared ventromedial del hemisferio
telencefdlico se encuentra el nucleo accumbens, que
se caracteriza por el patrén de inervacion
catecolaminérgica (Marin et al., 2007a). Caudalmente
se continla con el estriado, que contiene
interneuronas gabaérgicas, nitrérgicas y colinérgicas,
células Isl-1+, células sustancia P+, y recibe inervacién
serotonérgica, noradrenérgica y dopaminérgica
(Taban y Cathieni, 1983; Fasolo et al., 1986; Dubé et
al., 1990; Gonzdlez y Smeets, 1991; Corio et al., 1992;
Marin et al., 1997a; Ldpez et al., 2003; Moreno et al.,
2002; Moreno y Gonzalez, 2007a). El polo anterior del
pdlido ventral se extiende rostralmente en la region
medial situdndose subyacente al nucleo accumbens,
mientras que el palido dorsal se extiende mas
caudalmente (Marin et al. 2008). Los derivados
palidales son positivos para Nkx2.1 (Gonzalez et al.,
2002a) y presentan células colinérgicas y gabaérgicas
(Lépez et al.,, 2003; Moreno y Gonzalez, 20073;
Moreno et al., 2009).

Introduccion
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El telencéfalo impar es la porcion del telencéfalo
no evaginado que se continda con el hipotadlamo, y se
corresponde con el drea predptica, de naturaleza
subpalial (clasicamente incluida en el hipotalamo)
(revisado en Moreno y Gonzalez, 2011). Se encuentra
topograficamente caudal a las comisuras palial y
anterior. En anfibios el drea predptica ha sido
caracterizada recientemente por la expresién
ventricular de Shh y Nkx2.1, subventricular de Nkx2.1
y Isl1, la ausencia de Otp (Dominguez et al., 2013), y
la presencia de células dopaminérgicas (Gonzélez y
Smeets, 1991) y gabaérgicas (Naujoks-Manteuffel,
1994), asi como fibras serotonérgicas y gabaérgicas
(Fasolo et al., 1986; Franzoni y Morino, 1989). El 4rea
predptica contiene neuronas que extienden una de
sus prolongaciones entre las células ventriculares,
donde se forman terminales en contacto con el
liquido cefalorraquideo (Arnold, 1968; Vigh-
Teichmann et al.,, 1970; Gonzalez y Smeets, 1991,
1994). Ademas, contiene tanto células
inmunorreactivas para sustancia-P como células
vasotocina y mesotocina (Gonzalez y Smeets, 1992;
Taban y Cathieni, 1983).

En el hipotalamo de anfibios se ha caracterizado
una regién alar (areas supraoptoparaventricular y

I High cell populatian

’ scattered cells
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CAPITULO 1

supraquiasmatica) y otra basal (regién tuberal vy
banda mamilar) (Moreno y Gonzalez, 2011;
Dominguez et al.,, 2013). En otros vertebrados, el
hipotdlamo alar se caracteriza por la expresion de los
factores de transcripcion Siml, Otp vy varios
miembros de la familia génica DIx (Medina, 2008), e
incluye los nucleos paraventricular, supradptico y
supraquiasmatico (Dominguez et al., 2013). El
hipotdlamo basal se caracteriza por la expresién de
Shh y Nkx2.1, e incluye los ntcleos relacionados
clasicamente con el receso infundibular (Moreno vy
Gonzalez, 2011; Dominguez et al.,, en preparacion).
En cuanto a neuroquimica, se han descrito neuronas
gabaérgicas dispersas por todo el hipotdlamo
(Naujoks-Manteuffel, 1994), grupos
catecolaminérgicos en el tubérculo posterior, y en los
nucleos supraquiasmatico y paraventricular (Gonzalez
y Smeets, 1991), células colinérgicas en el nucleo
supraquiasmatico (Lopez et al., 2003), vy
serotonérgicas en la regién lateral infundibular y en
el nucleo del 6rgano periventricular (Lowry et al.,,
1996).

Por otra parte, la hipdfisis o glandula pituitaria es
un drgano neuroendocrino  subdividido en
adenohipdfisis, regidon intermedia y neurohipdfisis. La
adenohipdfisis se encuentra intimamente relacionada
con la eminencia media, que junto con el Iébulo
neural forman Ila neurohipdfisis. Tanto |la
neurohipdéfisis como la eminencia media se
encuentran bajo control hipotaldmico a través del
tracto hipotalamo-hipofisario (ten Donkelaar, 1998).
La regién intermedia y la neurohipodfisis contienen
fibras catecolaminérgicas (Franzoni et al., 1986; Corio
et al.,, 1992), gabaérgicas (Franzoni y Morino, 1989;
Artero et al.,, 1994), y peptidérgicas (Corio et al.,
1990; Leon-Olea et al., 1991).

Figura 5. Interpretacién del diencéfalo de urodelos y sus
principales subdivisiones segin el modelo prosomeérico.
Abreviaturas: Ar: nucleo anterior rostral; Ac: nucleo anterior
caudal; BSM: nucleo del lecho de la estria medular; C: nucleo
anterior central; Hd: habénula dorsal ; Hv: habénula ventral;
IC: nucleo intercalado; Jc: niucleo yuxtacomisural; NCPm:
nucleo de la comisura posterior magnocelular; NFLM: ndcleo
intersticial del fasciculo longitudinal medial; oc: quiasma
optico; PC: nucleo precomisural; PThE: eminencia
pretaldmica; sco: drgano subcomisural; SH: zona
subhabenular; Tp: tubérculo posterior; Vr: zona ventrorostral;
Vc: zona ventrocaudal; Zip: ntcleos periventricular de la zona
incerta (modificado de Morona y Gonzélez, 2008).

La parafisis es un drgano telencefdlico, ya que se
sitia rostralmente al velo transverso, que
clasicamente marca el limite entre telencéfalo vy
diencéfalo. Se trata de una glandula tubular formada
por una pared neuroepitelial no estratificada y
rodeada por tejido conectivo y sinusoides, que separa
el liquido cefalorraquideo del torrente sanguineo
(Broklehurst, 1979). Esta situada adyacente al plexo
coroideo del tercer ventriculo (Warren, 1905;
Kappers et al., 1950).

Diencéfalo

El diencéfalo consta de tres segmentos
(denominados caudorostralmente prosémeros 1-3;
p1-3), cuyas porciones alares han sido redefinidas en
los ultimos afios como pretecho (p1), tadlamo (p2,
cldsicamente tdlamo dorsal) y pretdlamo (p3,
clasicamente talamo ventral). Sus regiones basales
contribuyen a constituir lo que se ha denominado
tegmento diencefdlico prerubral. Los derivados de la
placa del techo diencefdlico son la eminencia
pretalamica (p3), el epitdlamo (compuesto por la
habénulay la epifisis, en p2) y el érgano subcomisural
(p1) (Figura 5).

Si tenemos en cuenta la flexura del tubo neural,
p3 es el primer segmento que limita rostralmente con
el prosencéfalo secundario, y caudalmente con p2. La
eminencia pretaldmica se considera hoy en dia un
derivado de la placa del techo (Puelles et al., 2002), y
presenta entre otras células nitrérgicas (Moreno et
al.,, 2002). El pretdlamo ha sido subdividido en los
nucleos ventrorostral y ventrocaudal en base a la
expresion de proteinas ligantes de calcio (Morona vy
Gonzalez, 2008), mientras que en la zona basal ha
sido identificada la region retromamilar (Morona vy
Gonzalez, 2008).
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La epifisis es un o6rgano sacular a menudo en
contacto con el tercer ventriculo, que consta de
fotorreceptores, neuronas y células de soporte. . La
habénula es una estructura asimétrica en urodelos
(tanto morfolégica como neuroquimicamente), que
ha sido relacionada con diversas funciones, entre
otras ha sido implicada en la regulaciéon de la
orientacién y patrones locomotores (ten Donkelaar,
1998). Recibe fibras serotonérgicas (Fasolo et al.,
1986), y contiene células colinérgicas (Lopez et al.,
2003) y positivas para sustancia-P (Taban y Cathieni,
1986). Ademads sus subdivisiones dorsal y ventral
pueden visualizarse facilmente por la tincidon
diferencial de calbindina y calretinina (Morona y
Gonzalez, 2008). El tadlamo propiamente dicho
(porcion alar de p2) ha sido dividido en base a su
genoarquitectura, hodologia y neuroquimica en
nucleos anteriores y posteriores (Puelles et al., 2000;
Morona y Gonzalez, 2008). En la porcidén basal se
localiza el tubérculo posterior (ten Donkelaar, 1998;
Morona y Gonzalez, 2008), que contiene células
dopaminérgicas (Gonzalez et al., 1995).

En vertebrados, la placa del techo de pl forma el
o6rgano subcomisural, una estructura glandular
altamente conservada en la evoluciéon formada por
células ependimarias y subependimarias, que
secretan glicoproteinas al ventriculo que o bien se
disuelven en el liquido cefalorraquideo, o se agregan
para formar la fibra de Reissner. Aunque su funcion
exacta es desconocida, se ha relacionado con el
mantenimiento del flujo del liquido cefalorraquideo,
su limpieza/purificacion y con procesos
morfogenéticos (Rodriguez et al., 1998; Pérez-Figares
et al.,, 2001). En la parte alar de p1l, el pretecho ha
sido subdividido en los nucleos pretectales
precomisural, comisural y yuxtacomisural.
Funcionalmente, ha sido relacionado con distintos
comportamientos y reflejos guiados por estimulos
visuales (ten Donkelaar, 1998). En la zona basal de p1
ha sido identificado el tegmento pretectal (Morona y
Gonzalez, 2008).

Mesencéfalo

El mesencéfalo de los anfibios urodelos es
pequefio y esencialmente tubular, y en él se distingue
una parte alar, y una parte basal en la que se
encuentran  diversos nucleos del tegmento
mesencefalico (Morona y Gonzélez, 2009). Se trata de
una zona dificil de interpretar debido a la forma de
cufia derivada del mayor crecimiento de la zona alar y
la flexura cefdlica, justo rostral a este segmento.

Introduccion

Figura 6. Inmunohistoquimica combinada del tronco cerebral

de anfibios urodelos mostrando (a) el techo dptico, (b,c) el
tegmento istmico, (d) el nucleo oculomotor, (e) el nucleo del
Istmo y el drea parabraquial, (f,g,h) diversas estructuras de
rl: cerebelo, d4rea parabraquial, nucleo principal del
trigémino, nucleo reticular superior, griseum centrale, nicleo
laterodorsal tegmental, nucleo interpeduncular.
Abreviaturas: At: Ambystoma tigrinum; Cb: cerebelo; Gc:
griseum centrale; lll:ntcleo oculomotor; Ipn: neuropilo del
nucleo interpeduncular; Is nucleo del istmo; Lc: locus
coeruleus; LC: nucleo mesencefdlico laterocaudal; LDT: nucleo
laterodorsal tegmental; Pb: drea parabraquial;, Pdi: nucleo
tegmental posterodorsal, parte istmica; Pvi: nucleo
tegmental posterodorsal, parte istmica; Pw: Pleurodeles
waltl; r0: istmo; rl: rombomero 1; Rs: nucleo reticular
superior; v: ventriculo; Vpr: nucleo sensitivo principal del
trigémino. Escalas: 50um (c,d,e,h), 100um (a,b,f,g) (Morona y

Gonzalez, 2009).

Estas particularidades llevaron a wuna mala
interpretacion de los limites del cerebro medio en
anfibios, y durante mucho tiempo se incluyeron
dentro del mesencéfalo ciertos nucleos situados en el
tegmento pretectal (placa basal de pl) e istmico
(placa basal de r0) (Opdam y Nieuwenhuys, 1976). Sin
embargo, estudios posteriores basados en
marcadores moleculares han permitido una
interpretacion mas correcta de los diferentes nucleos

TESIS DOCTORAL — Alberto Joven Araus

21

UCM - Fac.Ciencias Bioldgicas — Dpto. Biologia Celular



CAPITULO 1

dentro del modelo actual de organizacién del
mesencéfalo vertebrado (Diaz et al., 2000; Morona y
Gonzalez, 2009). En urodelos se han caracterizado en
base a datos hodoldgicos y a la distribucion de CB y
CR las tres zonas alares tipicas de vertebrados
(griseum tectale, techo éptico y torus semicircularis),
y las dos ultimas se han propuesto como homélogas
al coliculo superior y al coliculo inferior de
mamiferos, respectivamente (Morona y Gonzalez,
2009).

El techo optico es una estructura laminada en 9
capas (Figura 6). En las capas 6-9 se encuentra el
nucleo mesencefalico del nervio trigémino, las capas
4-5 son la via eferente del techo, y las capas 1-3
reciben aferencias de la retina (Roth et al., 1990). El
techo estd implicado en la integracién de la
informacién multimodal, y ha sido principalmente
relacionado con comportamientos de captura de
presas y huida frente a depredadores (Ewert, 1984).
Contiene células nitrérgicas y gabaérgicas (Naujoks-
Manteuffel et al., 1994; Moreno et al., 2002), asi
como fibras dopaminérgicas distribuidas en capas
concretas (Gonzalez et al., 1995). El torus
semicircularis en urodelos es una estructura casi
inapreciable (en relacién con las escasas capacidades
auditivas de estos animales), se trata de un
engrosamiento en la pared del mesencéfalo que se
continda lateralmente con el techo mesencefalico, y
ha sido implicado en el procesamiento de sefiales
auditivas y vibratorias. Se caracteriza por la ausencia
de células gabaérgicas (Naujoks-Manteuffel et al.,
1994). En cuanto a la griseum tectale, sigue el patrén
descrito para anfibios, reptiles y aves (Morona y
Gonzalez 2009).

Figura 7. Relacion topoldgica de los nervios craneales (en
colores) y sus nucleos motores de origen (letras en blanco) en
el rombencéfalo y médula cervical de urodelos (P.waltl).
Abreviaturas: n: nervio;, IX: glosofaringeo; sp: espinal; V:
trigémino; VI: abducens; VII: facial; X: vago; XI: accesorio del
vago.

El tegmento mesencefalico en urodelos esta
formado por una capa de células periventriculares
donde se han distinguido en la zona medial los
nucleos oculomotor y de Edinger-Westphal, asi como
un nucleo rojo lateralmente situado en la parte basal.
Dorsalmente se situan en la zona periventricular los
nudcleos tegmentales anteroventral, anterodorsal,
posterodorsal y posteroventral. Limitando con el
segmento istmico se localiza el nucleo laterocaudal
(Sanchez-Camacho et al., 2001; Morona y Gonzalez,
2009). Se han caracterizado células dopaminérgicas y
nitrérgicas en el tegmento mesencefalico (Gonzalez y
Smeets, 1991; Gonzélez et al.,, 1995; Moreno et al.,
2002). El tegmento participa, junto a otras
formaciones, en la generacion de respuestas
motoras, integracion multisensorial, y como estacion
de relevo a regiones talamicas. El nucleo tegmental
dorsal procesa informacion vestibular (Manteuffel y
Naujoks-Manteuffel, 1990).

Istmo

Recientemente se ha demostrado que el limite
istmo-mesencefalico es oblicuo, aunque en las
secciones transversales clasicas se habia incluido
dentro del mesencéfalo el istmo y parte del tegmento
rombencefalico rostral. La tincion con CB y CR
destaca la curva del limite istmo-mesencefalico
(Morona y Gonzadlez, 2009). Ademads, mediante
experimentos de doble marcaje con ChAT se ha
comprobado que rO es oblicuo y curvado, y la
demarcacidn de esta regidn como un segmento
irregular (biconvexo en seccién horizontal y curvo en
seccion sagital) ha proporcionado una nueva
interpretacion de diversos grupos que habian sido
localizados erréneamente (Figura 6): asi se ha
descrito y delimitado la porcién istmica de los
nucleos tegmentales posterodorsal y posteroventral
(Morona y Gonzalez 2009). El segmento istmico
contiene el nucleo del istmo en su parte alar y otros
grupos celulares en su parte tegmental como la
formacién reticular istmica y el nucleo troclear, de
naturaleza colinérgica (Lépez et al., 2003). El nlcleo
del istmo presenta células colinérgicas (Lopez et al.,
2003) y estd ampliamente conectado con el techo
(Marin y Gonzalez, 1999).

Rombencéfalo
El rombencéfalo de situa en la parte caudal del

tronco del encéfalo, rodeando el cuarto ventriculo.
Las paredes son gruesas con un marcado surco de His
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gue en gran medida separa las placas alar y basal. La
placa alar del rombencéfalo recibe todas las fibras
sensitivas de la cabeza, del sistema de la linea lateral,
area vestibuloauditiva, gustativas y viscerosensoriales
(ten Donkelaar, 1998). En la placa basal se
encuentran los nucleos motores de los nervios
craneales, controlando la funcién motora de cabezay
cuello, incluyendo los movimientos de la boca y la
lengua relacionados con la alimentacién (ten
Donkelaar, 1998; Lépez et al., 2003; Morona y
Gonzélez, 2009) (Figura 7).

Los nervios craneales IlI-XIl tienen su origen en el
tronco encefdlico (figura 7), aunque los nucleos
oculomotor (lll) y troclear (IV) se encuentran en el
tegmento mesencefilico e istmico, respectivamente.
Los nucleos descritos en el rombencéfalo de los
anfibios (V-XII) se distribuyen en cuatro columnas vy,
al contrario que en otros vertebrados, no sufren
muchos fendmenos de migracion a segmentos
adyacentes, lo que facilita su interpretacion. Ademas,
los anfibios adultos mantienen un patrén segmental
larvario en el eje rostrocaudal y en la ordenacion
lateromedial de los nucleos de los nervios craneales
(Lépez et al., 2003; Straka et al. 2006; Morona y
Gonzalez, 2009).

Dentro del rombencéfalo, mediante la ayuda de
los patrones de expresion de las proteinas ligantes de
calcio calbindina y calretinina, se ha reinterpretado la
porcién rostral de rl (Figura 6) incluyendo en este
segmento rombencefadlico el nucleo tegmental
laterodorsal (inmunoreactivo para NOS y ChAT;
Moreno et al., 2002; Lépez et al.,, 2003), el locus
coeruleus (dopaminérgico; Gonzalez y Smeets, 1991;
Gonzdlez et al., 1995), el area parabraquial, el nucleo
interpeduncular y las regiones reticulares adyacentes
(Morona y Gonzalez, 2009). El cerebelo es un
derivado del labio rombico en la placa alar del
rombencéfalo rostral (Aroca y Puelles, 2005; Watson,
2012). Consta de dos ldbulos auriculares pares
situados por encima del area octavolateral en la
region lateral y del cuerpo del cerebelo, en envuelve
el mesencéfalo caudal en la regiéon medial (ten
Donkelaar, 1998). En el cerebelo coexisten dos tipos
neuronales: las células granulares y las grandes
células de Purkinje, que expresan GABA (Franzoni y
Morino, 1989; Naujoks-Manteuffel et al., 1994). Los
axones de las primeras y las dendritas de las
segundas se encuentran en la capa molecular, que
continda caudalmente con el neuropilo superficial del
area octavolateral (Larsell, 1967; Nieuwenhuys,
1967). El cerebelo posee una discreta inervacion

Introduccion

PaxbiPax

Figura 8. Médula espinal toracica (A,B,C) y caudal (D, E, F) de
un adulto de ajolote, Ambystoma mexicanum, tefiida
mediante inmunohistoquimica para Pax6, Pax7 y marcadores
neuronales (NeuN y Blll-Tubulina). Tomado de Mchedlishvili

et al., 2007.

serotonérgica (Clairambault et al, 1994) vy
noradrenérgica (Gonzalez y Smeets, 1991).

A lo largo de todo el rombencéfalo (r1-8) y médula
espinal, mediante técnicas inmunohistoquimicas ha
sido posible la caracterizacion de  grupos
serotonérgicos en el rafe (Fasolo et al., 1986),
nitrérgicos en la formacidon reticular, nucleo
descendente del trigémino, y nucleo del tracto
solitario (Moreno et al., 2002), gabaérgicos en la gris
central y zona alar (Naujoks-Maunteuffel et al.,
1994), células dopaminérgicas en el nucleo del tracto
solitario, nucleo de la columna dorsal y en la base de
la médula espinal (Gonzalez y Smeets, 1991; Gonzalez
et al., 1995) y los nucleos colinérgicos de los nervios
motores (Lopez et al., 2003).

Médula espinal

La médula de los anfibios urodelos es la porcion
del SNC mas conservada, se extiende a lo largo de
todo el canal vertebral, y se encuentra
macroscépicamente especializada de acuerdo a la
estructura esquelética del animal. Presenta dos
dilataciones denominadas intumescencia cervical (o
braquial) y lumbar que se sitdan a la altura de las
raices de los nervios que inervan las extremidades
superiores e inferiores, respectivamente, En
secciones transversales, aunque la sustancia gris de la
médula de anfibios urodelos no muestra la forma de
H tipica de vertebrados terrestres sino que es de
apariencia ovalada y compacta, la terminologia de
vertebrados es aplicable (Figura 8). Las astas dorsales
constan principalmente de neuronas de pequefio
tamafio no agrupadas ni en ldminas ni en campos
diferenciados. Ventralmente a ésta y dorsal a las
motoneuronas colinérgicas se encuentra la zona in-
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termedia que contiene numerosos elementos
funiculares y comisurales, con células de pequefio y
mediano tamano que extienden sus dendritas casi
exclusivamente a la sustancia blanca. Las astas
ventrales contienen numerosas células de gran
tamafio que proyectan ventrolateralmente para
inervar las fibras musculares esqueléticas (ten
Donkelaar, 1998; Lopez et al., 2003).

El sistema nervioso central (SNC) de
vertebrados

Origen embrioldgico del SNC, regionalizacion y modelo
neuromérico

Los primeros eventos que dan forma al encéfalo de
vertebrados (segmentacién, proliferacion, neurogénesis,
migracidén, axonogégesis y sinaptogénesis) tienen un
denominador comun, y es que estan regulados por
patrones de expresién génica altamente dindmicos
(Puelles y Ferran, 2012). Debido a la interaccidén ente
gradientes espaciotemporales de diferentes morfégenos
(Figura 9A) provenientes de los organizadores primarios
(como BMPs, Wnt, Shh, dcido retindico) y a las cascadas de
expresion génica producidas subsecuentemente en los
organizadores secundarios (en especial de factores de
transcripcion y sus moléculas reguladoras), la neurulacién
y posterior diferenciacion del encéfalo en desarrollo se
producen en un orden espaciotemporal caracteristico, de

Figura 9. A. En una visién lateral del tubo neural se han
representado los organizadores secundarios y sus influencias
morfogenéticas mediante flechas que representan la
distribucion de moléculas sefial (modificado de Kiecker y
Lumsden, 2009) Abreviaturas: CP/ANR: placa cortical/cresta
neural anterior; Di: diencéfalo; DMB: limite diencéfalo-
mesencéfalo;, Hyp: hipotdlamo;, MHB: limite mesencéfalo-
rombencéfalo; Mes: mesencéfalo; PSB: limite palio-subpalio;
Rh: rombencéfalo; Tel: telencéfalo; ZLI: zona limitante
intrataldmica. B. Esquema de las principales subdivisiones del
encéfalo vertebrado (modificado de Medina., 2008).
Abreviaturas: Cb: cerebelo; Ma :mamilar; Mes: mesencéfalo;
OB: bulbo olfativo; oc: quiasma dptico; OT: techo dptico; p1-3:
prosomeros 1-3; Pa: pdlido ; PO: drea predptica; POC: drea
predptocomisural; PT: pretecho;, PTh: pretalamo; PThE:
eminencia pretaldmica; r0: istmo; r1-8 rombdémeros 1-8; SC:
region supraquiasmadtica; SPV: drea
supraoptoparaventricular; Str: estriado. C. Generacion de un
cédigo espacial de factores de transcripcion en la médula
espinal de vertebrados, en respuesta a los gradientes de
morfégenos (azul:BMPs; verde: Shh); la expresion combinada
de estos factores de transcripcion sirve para definir dominios
progenitores especificos (modificado de Allan, 2009).

Estudio del desarrollo del SNC de los anfibios urodelos basado en los patrones de expresion de proteinas ligantes de calcio y factores de transcripcion Pax



manera que mientras las regiones mas caudales del tubo
neural ya se han cerrado y empiezan a diferenciarse, el
polo rostral continda cerrandose y creciendo, y se repliega
para formar la flexura cefalica (Liem et al., 2000; Megason
y McMahon, 2002; Lépez et al., 2003; Wilson y Houart,
2004; Dessaud et al.,, 2007; Eom et al., 2011; Balaskas et
al., 2012; Puelles y Ferran, 2012). En el eje anteroposterior
del tubo neural en formacion, diferencias en la
proliferacion, migracién y adhesion celular orquestadas
por conjuntos de genes especificos de cada regidn
conducen a la formacion de segmentos neurales o
neurémeros (Orr, 1887; Puelles y Ferran, 2012), dando
lugar los mas rostrales al encéfalo vertebrado (Figura 9A).
Centrandonos en esta region, inicialmente se producen
tres vesiculas conocidas como prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo (Puelles et al., 2004; Wilson y Houart, 2004).
Posteriormente, el prosencéfalo se subdivide en dos
vesiculas: la mas rostral, el prosencéfalo secundario, dara
lugar al telencéfalo (la porcidon dorsal del prosencéfalo
secundario se expande formando el telencéfalo par,
habitualmente la regiéon de mayor tamafio en el encéfalo
de vertebrados adultos), y al hipotdlamo, mientras que la
mas caudal, el diencéfalo, se compone de tres
neurémeros, llamados prosémeros pl, p2 y p3. El
mesencéfalo mantiene su identidad, y el rombencéfalo se
subdivide en el istmo (r0) y los rombdémeros r1-8, siendo
considerado el cerebelo una evaginacién de rl.
Caudalmente se encuentra la médula espinal (Figura 9B)
(Kuhlenbeck, 1973; Puelles y Rubenstein, 1993, 2003;
Puelles et al.,, 2004). Al mismo tiempo, fendmenos de
induccion neural llevados a cabo por numerosos factores
génicos actlan subdividiendo el tubo neural
longitudinalmente en cuatro regiones, que de dorsal a
ventral se denominan placa del techo, placa alar, placa
basal y placa del suelo (Figura 9C) (Kuhlenbeck, 1973;
Puelles et al., 2004; Wilson y Maden, 2005).

Con el objetivo de entender cada vez mejor el SNC de
vertebrados, una nueva perspectiva impera en la
neuroanatomia comparada del siglo XXI: las subdivisiones
del encéfalo estan siendo reinterpretadas desde un punto
de vista evolutivamente conservado, y las estructuras
definidas recientemente son objeto de estudios
comparativos (especialmente entre vertebrados). Una de
las principales herramientas utilizadas en neuroanatomia
comparada es el analisis genoarquitectdnico, mediante el
cual cada dominio progenitor se caracteriza por la
expresion de una combinacidn Unica de genes reguladores
del desarrollo, que a menudo es comun en las distintas
clases de vertebrados (Puelles y Rubenstein, 1993, 2003;
Moreno et al., 2004; 2008a, b; 2010; Ferran et al., 2009;
Pombal et al., 2009; Medina et al., 2011; Morona et al.,
2011; Puelles y Ferran, 2012). Estos dominios codificados
gendmicamente a  menudo  representan  dreas
neuroepiteliales que procucen tipos celulares concretos,
cuyos limites no son absolutos, ya que dependen de
fenémenos epistaticos (como la distancia a un
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determinado organizador) y de la comunicacion célula-
célula (Puelles y Ferran, 2012). Ademas, hay una dimension
temporal que hay que tener presente: los fendmenos
dinamicos locales dan lugar a situaciones de equilibrio
parcial o transitorio de diferenciaciéon molecular vy
morfolégica hacia un estado cada vez mas diferenciado
(Puelles y Ferran, 2012).

Asi, la disposicién final de ndcleos y neurotransmisores
concretos deriva de esas combinaciones Unicas de genes

Anfibios
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Figura 10. A. En una vista lateral del encéfalo de diversos
grupos de vertebrados se aprecia el tamafio relativo de las
diferentes partes. (telencéfalo y bulbo olfativo: rombos;
techo optico: negro; cerebelo: gris; hipotalamo, diencéfalo, y
médula oblonga: blanco). Modificado de Braun y Northcutt,
1999. Abreviaturas: aob: bulbo olfativo accesorio; cb:
cerebelo; ch: hemisferios cerebrales; m: médula oblonga; ob:
bulbo olfativo; ot: techo optico; p:gldndula pituitaria. B. Las
estructuras telencefdlicas relacionadas con el sistema
mesolimbico de recompensa en los diferentes vertebrados
sirven como ejemplo para mostrar las diferencias en posicion
relativa, tamafio y conectividad de los diferentes
compartimentos. Modificado de O’Conell y Hoffmann, 2011.
Abreviaturas: AEP: drea entopeduncular; LGE: eminencia
gangliénica lateral; MGE: eminencia ganglionica medial;

POA:drea preoptica.
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CAPITULO 1

reguladores a lo largo del tiempo (Prakash y Wurst, 2006;
Lohr et al., 2009; Magno et al., 2012; Chakrabarty et al.,
2012; Evans et al., 2012), que influyen en la formacién del
encéfalo en términos de tamafio, posicion topoldgica
relativa y conectividad de los diferentes compartimentos
(Puelles y Ferran, 2012) (Figura 10). En consecuencia, los
patrones de expresion que pueden ser objeto de estudios
genoarquitectdnicos son los de aquellos genes que
codifican para factores de transcripcion, o bien para
proteinas relacionadas con procesos de diferenciacion
(enzimas de sintesis o transporte de neurotransmisores,
proteinas de adhesion y de comunicacion celular) y que
son activados/reprimidos siguiendo patrones restringidos
espaciotemporalmente en respuesta a  regiones
reguladoras del genoma (Puelles y Ferran, 2012). Un
modelo neuromérico basado en patrones de expresion
génica es el principal marco que ayuda a entender las
caracteristicas comunes y especificas pertenecientes a los
cerebros de especies tan diferentes como lampreas, pollos
y ratones (Pombal y Puelles, 1999; Puelles et al., 2000).

La validez del modelo prosomérico/neuromérico para
comparar cerebros entre diferentes clases ha sido avalada
por numerosos estudios realizados en un amplio espectro
de especies de vertebrados (mamiferos: Puelles et al.,
2000; Puelles y Rubenstein, 2003; Remedios et al., 2004;
aves: Puelles et al., 2000; Abelldan y Medina 2008; 2009;
reptiles: Davila et al., 2000; Pritz y Ruan, 2009; Moreno et
al.,, 2012; anfibios: Bachy et al., 2001; 2002; Brox et al.,
2003; 2004; Moreno et al.,, 2004, 2008a; Morona y
Gonzalez, 2008, 2009; peces: Kage et al., 2004; Rodriguez-
Moldes, 2009; 2011; Lopez et al., 2012). Este conocimiento
creciente ayuda en la comprensién de los mecanismos
moleculares de la especificaciéon cerebral durante la
evolucion de vertebrados, y dado que la morfogénesis es el
resultado de diversos procesos histogenéticos, el estudio
genoarquitectdnico comparado de diversos grupos
animales a lo largo del desarrollo pone de manifiesto los
mecanismos subyacentes en la formacion y modelado del
complejo cerebro adulto (Kimmel, 1993; Puelles y Ferran,
2012). En conjunto, de todos estos estudios se puede
extrapolar un patrén de organizacién bdsico que es comun
para todas las especies analizadas hasta la fecha, aunque
cada grupo tiene sus peculiaridades.

Ultimos avances en neuroanatomia comparada:
marcadores evolutivamente conservados

En neuroanatomia comparada, los avances técnicos
han llevado a caracterizar bioquimicamente un gran
numero de subpoblaciones celulares en base a la expresion
de diversos factores de transcripcidn, neurotransmisores y
otras proteinas que se encuentran evolutivamente
conservadas (como ciertas enzimas de sintesis de
neurotransmisores), lo que ha resultado de gran utilidad
en la busqueda de homologias y en la comprension de la
evolucion del sistema nervioso. Estas estructuras

homodlogas pueden ser utilizadas como puntos de
referencia en el andlisis de nuevos patrones de expresion
génica, al mismo tiempo que ponen de manifiesto las
relaciones a menudo existentes entre los distintos
marcadores.

En el presente estudio, hemos analizado durante el
desarrollo la distribucion de las proteinas ligantes de calcio
calbindina D-28K vy calretinina para facilitar Ia
interpretacion neuromérica del cerebro urodelo en
desarrollo, debido a que ponen de manifiesto
subdivisiones no reconocibles con métodos clasicos, y sus
patrones de expresidn han sido previamente analizados en
adultos en un contexto neuromérico (Morona y Gonzalez,
2008; 2009). Ademds, hemos estudiado durante el
desarrollo y en adultos el patron de expresion de los
factores de transcripcién Pax3, Pax6 y Pax7, ya que se
trata de marcadores altamente conservados cuya
expresion ha sido descrita en subpoblaciones cerebrales de
todos los grupos de vertebrados (Stoykova y Gruss, 1994;
Kawakami et al., 1997; Wulliman y Rink, 2001; Bachy et al.,
2002; Moreno et al., 2008a; Pritz y Ruan, 2009; Rodriguez-
Moldes et al., 2011; Duan et al., 2012; Ferreiro-Galve et al.,
2012a,b). Para completar la vision neuromérica del cerebro
de urodelos, hemos empleado de forma combinada otros
factores de transcripcion cuya expresion ha sido utilizada
previamente en otros modelos para caracterizar ciertas
subdivisiones, como Nkx2.1, que marca la eminencia
ganglionar medial y sus derivados palidales, y ha sido
utilizado para poner de manifiesto el area predptica y
diversos grupos hipotalamicos (Puelles et al., 2000; Bachy
et al., 2002; Gonzalez et al., 2002a,b; Moreno et al., 2007b;
van den Akker et al.,, 2008; Abellan y Medina, 2009;
Moreno et al, 2010, 2012; Dominguez et al., 2013;
Quintana-Urzainqui et al, 2012a). El factor de
transcripcion Nkx2.2, fue seleccionado por su utilidad en la
regionalizacion del diencéfalo y su relacion con el limite
alar-basal en respuesta a Shh (Price et al., 1992; Puelles y
Rubenstein, 1993; Ericson et al., 1997; Briscoe et al., 1999;
Briscoe et al., 2000; Vieira et al., 2005; Vue et al., 2007;
Kataoka y Shimogori, 2008; Ferran et al., 2009; Dominguez
et al.,, 2011). Nkx6.1 se expresa de forma altamente
conservada en regiones basales y ha sido utilizado en un
contexto prosomérico en otros vertebrados (Puelles et al.,
2001; Zhao et al., 2007; Abelldan y Medina, 2009; Prakash et
al., 2009; Moreno-Bravo et al., 2010; Dichmann y Harland,
2011; Lorente-Canovas et al., 2012). El factor de
transcripcion  ortopedia (Otp) ha sido utilizado
previamente como marcador de ciertos grupos
hipotaldmicos, amigdalinos y rombencefalicos (Simeone et
al.,, 1994; Schwarz et al., 1999; Lin et al.,, 1999; Wang vy
Lufkin, 2000; Ju et al., 2004; Aroca et al., 2006; Bardet et
al., 2008; Blechman et al., 2007; Medina et al., 2011;
Dominguez et al.,, 2013; Lorente-Canovas et al.,, 2012;
Moreno et al., 2012). Asimismo, hemos empleado como
marcadores anatdémicos altamente conservados ciertos
neurotransmisores  (acido  y-aminobutirico, GABA;
serotonina, 5-HT) y enzimas relacionadas con la sintesis de
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acetilcolina, oxido nitrico y dopamina (colina acetil-
transferasa, ChAT; oxido nitrico sintasa, NOS; tirosina
hidroxilasa, TH), cuya expresion ya habia sido descrita
previamente en urodelos (Naujoks-Manteuffel et al., 1984;
Fasolo et al.,, 1986; Franzoni y Morino, 1989; Gonzdlez y
Smeets, 1991; Gonzdlez et al., 1995; Marin et al., 1997a,b;
Moreno et al, 2002; Lépez et al.,, 2003; Moreno y
Gonzalez, 2007a), lo que permite una interpretacion
anatomica inequivoca en el marco evolutivo.

Proteinas ligantes de calcio

La calbindina-D28k (CB) y la calretinina (CR)
pertenecen a la familia de proteinas ligantes de calcio
(CBPs) que se caracterizan por poseer uno o mas
pares de dominios hélice-lazo-hélice o “manos EF”
(Figura 11). Esta secuencia aminoacidica presenta una
alta afinidad por los iones Ca** y fue identificada por
primera vez en la parvalbumina (Christakos et al.,
1987; Persechini et al.,, 1989). La CB, con una masa
molecular de 28 KDa, fue hallada y purificada por
primera vez en el intestino de pollo (Wasserman et
al.,, 1966), mas tarde se comprobd su expresion en
otros tejidos y en regiones especificas del cerebro,
donde se han llevado a cabo estudios mas precisos
sobre su papel especifico en la homeostasis neuronal
del Ca’*. La CR tiene una masa de 30kDa y su
secuencia posee un 60% de homologia con la CB,
pero su localizacion es exclusivamente neuronal
(Rogers, 1987; Parmentier, 1990). A pesar de su
elevada homologia, sus dominios aminoacidicos
tienen distinta organizacién, lo cual puede reflejar
diferencias evolutivas y funcionales para adaptarse a
diferentes dianas y de hecho, han sido conservadas
separadamente a lo largo de la evolucion en todos los
tetrapodos (Rogers et al., 1990; Palczewska et al.,
2003).

Funciones de las proteinas ligantes de calcio en el
SNC de vertebrados

Las funciones que les han sido asignadas, estan
relacionadas principalmente con Ila fisiologia
neuronal. Se ha sugerido que la fraccién asociada a
membrana podria actuar como sensor y transductor
de la sefial de Ca’* (Mattson et al., 1991; Leathers y
Norman, 1993; Hubbard y McHug, 1995; Burgoyne y
Weiss, 2001; Berggard et al., 2002). Por otra parte,
actiian como tamponadores de Ca**, y pueden limitar
o redistribuir el Ca* intracelular modulando la
excitabilidad neuronal, por lo que ambas CBPs
podrian tener un papel excitoprotector durante
periodos prolongados de actividad (Volpe et al,
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1988; Baimbridge et al., 1992). En enfermedades
neurodegenerativas, los sistemas que contienen CBPs
parecen ser mas vulnerables y tener una notable
implicacion estas patologias (lacopino y Christakos,
1990; Heizmann y Braun, 1992; Bu et al., 2003). De
forma similar, en la médula espinal se ha relacionado
con procesos anormales de sensibilidad al dolor,
como la alodinia y la hiperalgesia. Sin embargo, los
ultimos estudios las relacionan especialmente con la
regulaciéon de la sefal pre y postsinaptica y la
plasticidad en dendritas (Vecellio et al.,, 2000;
Schwaller et al., 2002; Cheron et al., 2004).

Expresidn de las proteinas ligantes de calcio en el
SNC de vertebrados y su utilidad en neuroanatomia
comparada

Debido a su distribucién citosélica mayoritaria,
estas proteinas confieren un marcaje
inmunohistoquimico de toda la célula (similar a las
impregnaciones de los métodos de Golgi) que
permiten estudiar, aparte de su distribucién en el
cerebro, la morfologia de las células que las

contienen, sus terminaciones dendriticas, posibles
proyecciones y campos terminales, por lo que han
sido de gran utilidad en estudios neuroanatémicos.

Figura 11. Estructura de las proteinas ligantes de calcio
calbindina-D28k (arriba, izquierda, www.dddmag.com) y
calretinina (arriba, derecha, www.uscnk.com), que han sido
utilizadas en la interpretacion prosomérica del cerebro de
anfibios adultos y durante el desarrollo en el anuro Xenopus
laevis (Morona y Gonzalez, 2013).
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CAPITULO 1

Los primeros trabajos realizados en mamiferos
describen sistematicamente la distribucion de estas
proteinas a lo largo de todo el sistema nervioso
central (Enderlin et al., 1987; Celio, 1990; Rogers et
al., 1990; Resibois y Rogers, 1992). Posteriormente se
emplearon como marcadores de ciertas
subpoblaciones neuronales y para poner en evidencia
la coherencia entre diferentes nucleos, sus limites y
delinear subdivisiones que no son observables
mediante otros métodos en diversas especies de
vertebrados (Rodriguez-Moldes et al., 1990; Pombal y
Puelles, 1999; Bryant et al., 2000; Davila et al., 2000;
Diaz-Regueira y Anadon, 2000; Soares et al., 2001). La
CB y la CR presentan una distribucidn muy extendida
en el cerebro de los vertebrados, que es especifica
para cada una de ellas. Sin embargo, estos patrones
de inmunorreactividad se solapan parcialmente, vy
algunas subpoblaciones neuronales contienen ambas
proteinas a la vez (Rogers y Resibois, 1992). En
general, los patrones de inmunorreactividad de
ambas proteinas muestran caracteristicas
conservadas pero en muchos territorios encefélicos
presentan patrones muy especificos en las diferentes
especies estudiadas y, por tanto, su utilidad como
marcadores se ve condicionada al analisis cuidadoso
de sus distribuciones en cada una de estas especies.
La mayor parte de los trabajos se han llevado a cabo
en mamiferos donde su distribucién ha sido mejor
detallada y ha servido de base para estudios
posteriores, incluidos estudios recientes en anfibios
(Figura 11) (Morona y Gonzalez, 2008; 2009; 2013).

Aunque existen diferencias interespecificas en la
distribucion de células que expresan CB y CR que
impiden el establecimiento de homologias, ambas
proteinas han sido utilizadas como marcadores
anatémicos en el encéfalo de vertebrados debido a
su amplia distribucidon (Garcia-Segura et al., 1984,
Rodriguez-Moldes et al., 1990; Davila et al., 2000;
Ulfig, 2002; Castro et al., 2006a,b; Morona y
Gonzalez, 2008; 2009; 2013; Grafia et al., 2012;
2013). Los datos referentes a urodelos estan
restringidos a individuos adultos, y facilitan un punto
de vista neuromérico del encéfalo adulto (Morona y
Gonzalez, 2008, 2009). En el cerebro anterior, la
distribucion de CB y CR muestra patrones
caracteristicos que facilitan la discriminacion clara de
diversos grupos telencefalicos e hipotaldmicos: la CR
es muy abundante en los bulbos olfativos, palio
dorsal y ventral, amigdala lateral y medial, region
supraquiasmatica, hipotdlamo mamilar y tuberal, y
estd presente también en menor medida en en el

nudcleo accumbens, regiones septales, palidales y
estriatales, y area predptica. La CB es detectada en
menor medida en los bulbos olfativos, nucleo
accumbens, palio ventral, estriado rostral, pdlido,
territorios amigdalinos, area predptica, nucleo
supraquiasmatico y regién tuberal, ademas de poner
de manifiesto junto con la CR el fasciculo
telencefalico lateral (Morona y Gonzalez, 2008). Las
CBPs también resaltan los segmentos diencefalicos y
subdivisiones dentro de ellos: la CB es escasa en p3,
muy abundante en la habénula dorsal y en los
nudcleos anteriores taldmicos (p2 alar), vy
relativamente abundante en los nucleos pretectales
en pl, ademds de marcar el fasciculo retroflejo, limite
entre pl y p2. La CR en p3 marca el nucleo
intercalado, en p2 estd presente en los nucleos
taldmicos anterocaudal, central, y en el tubérculo
posterior, mientras que en pl marca subpoblaciones
en los nucleos pretectales y el nucleo del fasciculo
longitudinal medial (Morona y Gonzalez, 2008). En el
tronco encefdlico la tincion de CB y CR en
combinacion con otros marcadores pone de
manifiesto los segmentos que lo componen, asi como
la organizacion longitudinal dentro de cada uno de
ellos. El griseum tectale se carateriza por una menor
reactividad para CB y CR que las zonas adyacentes, en
el techo se encuentran principalmente en células de
las capas 6 y 8, y en las fibras épticas. El torus
muestra poca reactividad, y en el tegmento
mesencefalico se distinguen tres bandas, pobladas
por diferentes nucleos inmunorreactivos
(anterodorsal, posterodorsal, ntcleo rojo, de Edinger
Wesphal y el oculomotor) (Morona y Gonzalez, 2009).
A continuacién, el segmento istmico se pone de
manifiesto por la escasa reactividad para CB en su
region alar y la expresién diferencial de CBy CR en la
parte istmica de los nucleos posteroventral y
posterodosal. En el cerebelo la CB marca las células
de Purkinje, y respecto al sistema octavolateral, la CR
en las vias de mecanorrecepcién de la linea lateral y
del componente auditivo del nervio octavo, mientras
que la CB estd relacionada con informacion
vestibular. Por ultimo, la CB marca el neuropilo del
nucleo interpeduncular, y ambas CBPs estdn
presentes  siguiendo un  patrén  segmental
parcialmente solapado en el rafe, la gris central y la
formacién reticular (Morona y Gonzalez, 2009).

La familia génica Pax

La familia Pax aparecid muy temprano en la
evolucidn de los animales, donde un hipotético gen
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ancestral Pax sufrid duplicaciones, pérdidas vy
mutaciones en repetidas ocasiones, y sus funciones
(en  un principio redundantes) se fueron
diversificando acompafiadas por la expansiéon de
diferentes elementos reguladores, hasta alcanzar la
variedad de miembros e isoformas presentes hoy en
dia en el reino animal (Aburomia et al., 2003; Short y
Holland, 2008; Hill et al., 2010; Suga et al., 2010;
Holland y Short, 2010; Keller et al., 2010; Wang et al.,
2010; Underhill, 2012). Las proteinas codificadas por
los miembros de la familia Pax se caracterizan por un
motivo dominio de union al ADN (el dominio par),
descrito por primera vez en Drosophila (Bopp et al.,
1986) y altamente conservado en la evolucion
(Balczarek et al., 1997; Czerny et al., 1997; Wang et
al., 2010). Adicionalmente, varios miembros codifican
para un segundo homeodominio de union al ADN
(completo o parcial), y una ultima secuencia
conservada, el octapéptido (Maulbecker y Gruss
1993; Keller et al., 2010). La presencia de estos
componentes ha servido para clasificar la familia
génica en cuatro grupos (Figura 12A). La primera
clase, formada por Paxl y Pax9, carece de
homeodominio y no se expresa en el SNC. Pax3 y
Pax7 pertenecen a la segunda clase, la cual codifica el
dominio par, el octapéptido y un homeodominio
completo. Este grupo se expresa principalmente en
células madre del musculo y en regiones medias y
caudales del SNC. La tercera clase esta formada por
Pax2, Pax5 y Pax8, codifican para el dominio par, el
octapéptido y un homeodominio parcial, y son
importantes en la regidn istmica y en Ia
especificacién neuronal rombencefalica y espinal.
Pax4 y Pax6 fueron incluidos en la cuarta clase, que
codifica para el dominio par y el homeodominio pero
no el octapéptido, y cuya expresién es fundamental
en la formacién y mantenimiento de diversas
estructuras como los ojos, el pancreas y el telencéfalo
(Stuart et al., 1994; Balczareck et al., 1997; Blake et
al., 2008; Kang y Krauss, 2010). Por otra parte, se han
descrito isoformas en la mayoria de los miembros de
la familia génica Pax que han sido asociadas con
diferencias en la expression génica: la actividad
transcripcional de las proteinas Pax puede
modificarse por diferencias en la especificidad de
reconocimiento del ADN, debido a procesamiento
alternativo o a la activacion de promotores
alternativos. Estos procesos finalmente conducen a la
existencia de varias isoformas cuya principal
diferencia radica en la especificidad de unién del
dominio par al ADN, lo que explica la gran variedad
de funciones que han sido atribuidas a los distintos
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genes Pax (Epstein et al., 1994; Jun y Desplan, 1996;
Vogan et al.,, 1996; Kozmik et al., 1997; Seo et al.,
1998; Kay y Ziman, 1998; Vorobyov y Horst, 2004;
Kleinjan et al., 2008; Shimizu et al., 2009; Yan et al.,
2010; Charytonowicz et al., 2011; Kiselev et al., 2012;
Underhill, 2012).

Funciones de los factores de transcripcion Pax en el
SNC de vertebrados

Los factores de transcripcion Pax estdn
relacionados con diversos procesos ontogénicos en
metazoos, como reguladores transcripcionales
especificos de ciertos tejidos, cuyas funciones son
clave en la organogénesis (destino celular y patrones
de expresidn génica), proliferacion celular, migracion,
hodologia, y cuya disfuncién produce anomalias
(Figura 12B) (Chalepakis et al., 1993; Noll, 1993;
Stuart et al., 1994; Wehr y Gruss 1996; Balczareck et
al., 1997; Mansouri et al., 1999; Pratt et al., 2000;
Stoykova et al., 2000; Chi y Epstein 2002; Haubst,
2004; Sapir et al., 2004; Buckingham y Relaix, 2007;
Lang et al., 2007; Métin et al., 2007; Blake et al 2008;
Wang et al 2008; Delcroix et al., 2010; Li et al., 2010;
Zhang, 2010; Bramswig y Kaestner, 2011). Por otra
parte, los factores de transcripcion Pax han sido
relacionados directamente con diversos procesos
regenerativos (revisado en Thompson y Ziman, 2011).
Siguiendo un patrén espaciotemporal caracteristico,
muchos miembros de la familia génica Pax, como
Pax3, Pax6 y Pax7, son expresados en el sistema
nervioso central en formacion de vertebrados (Stuart
et al., 1994; Wehr y Gruss, 1996; Kawakami et al.,
1997), dirigiendo y coordinando las respuestas
celulares frente a diversos factores, lo que
desemboca en la produccion de diversos tipos
celulares en regiones especificas (Chalepakis, 1993;
Stoykova y Gruss, 1994; Tanabe y Jessell, 1996;
Osumi et al 1997; Blake et al., 2008). Ademas, la
expresion persiste en ciertos grupos celulares en el
SNC de vertebrados adultos, y ha sido relacionada
con el mantenimiento de la homeostasis de este
complejo tejido (Stoykova y Gruss, 1994; Kukekov et
al., 1999; Shin et al., 2003; Duan et al., 2012; Rath et
al.,, 2012), e incluso con mecanismos de reparacion
de tejido nervioso postraumatico, concretamente
manteniendo identidad posicional e influyendo en la
especificacién neuronal y axogénesis en las zonas
apropiadas (Mchedlishvilli et al., 2007; Sirko et al.,
2009; Winner et al.,, 2009; Thummel et al., 2010).
Aparentemente  estan  relacionados con el
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CAPITULO 1
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mantenimiento de nichos de células madre
pluripotentes en la madurez, ya que en vertebrados
adultos han sido descritos tanto en subconjuntos de
poblaciones  celulares de diversos tejidos
caracterizadas como células progenitoras, como en
subpoblaciones de células nerviosas maduras capaces
de responder a sefales ambientales (Chi y Epstein,
2001; Thompson et al., 2004; 2007; 2008; Thomas et
al., 2006; Blake et al., 2008; Fedstova et al., 2008;
Matsumoto y Osumi, 2008).

Expresidn de los factores de transcripcion Pax en el
SNC de vertebrados y su utilidad en neuroanatomia
comparada

Dada la importancia de los factores de
transcripcién Pax en los procesos ontogénicos del

Figura 12. A, Esquema de la 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 union al ADN y un dominio de transactivacion en su
extremo C-terminal. 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 unién al ADN. Ademas,
la diversidad de las proteinas Pax aumenta con las diferentes
isoformas con distinta especificidad de union al ADN, y con la
regulacion alternativa de micro ARN. Mediante el uso
individual o combinado de los dominios de unién al ADN, la
autorregulacion espaciotemporal y la participacion de otros
cofactores, los diferentes genes diana son seleccionados. B,
Esquema de las funciones de los genes Pax y sus genes diana
en el desarrollo del sistema nervioso central, incluyendo
eventos como la regionalizacion y especificacion celular, la
expansion de  progenitores, migracion celular, el
mantenimiento del estado indiferenciado, la diferenciacion, y
el mantenimiento de células diferenciadas mediante
mecanismos de supervivencia celular y anti-apoptoticos.
Modificado de Thompson y Ziman, 2011.

encéfalo de vertebrados, varios miembros han sido
utilizados como marcadores de regiones especificas,
tanto en estudios centrados en regiones concretas
como en el andlisis general del plan de construccidn
del cerebro como un todo (Figura 13). Como
ejemplos, Pax3, Pax6 y Pax7 han servido para
desentrafiar la organizacion tripartita del pretecho
(Ferran et al.,, 2008; 2009; Morona et al., 2011;
Merchan et al.,, 2011), asi como la organizacion
dorsoventral y anteroposterior del tubo neural y el
cerebro en formacion en diversas clases de
vertebrados (Stoykova y Gruss, 1994; Puelles et al.,
2000; Murakami et al., 2002; Rodriguez-Moldes et al.,
2011). A continuacidn se presenta la expresion de Pax
descrita en varios grupos de vertebrados en orden
rostrocaudal.

Ademds de su presencia en la formacién y
mantenimiento de drganos receptores primarios
(6rganos olfativos y ojos) (Walther y Gruss, 1991;
Ashery-Padan y Gruss, 2001; Hartmann et al., 2003;
Nomura et al., 2007; Guo et al., 2010), Pax6 es el
miembro cuya expresiébn se extiende mas
rostralmente en el encéfalo de vertebrados, tanto en
el desarrollo como en individuos adultos (Stuart et
al., 1994; Kawakami et al., 1997; Duan et al., 2012).
Pax3 y Pax7 se expresan en el cerebro en regiones
mds caudales, evitando territorios telencefalicos
(Stoykova y Gruss, 1994; Kawakami et al., 1997). En el
telencéfalo, Pax6 se expresa desde etapas tempranas
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en diversas estructuras: bulbo olfativo, palio, estriado
dorsal, amigdala y parte del septo (Stoykova y Gruss,
1994; Hauptmann y Gerster, 2000; Puellles et al.,
2000; Murakami et al., 2001; Derobert et al., 2002;
Moreno et al., 2008a; 2010; Duan et al.,, 2012;
Ferreiro-Galve et al., 2012b; Quintana-Urzainqui et
al., 2012a,b). Tanto Pax6 como Pax7 estan presentes
en grupos hipotaldmicos de otros vertebrados
(Stoykova y Gruss, 1994; Medina, 2008; Ohyama et
al., 2008; Duan et al.,, 2012; Moreno et al., 2012;
Dominguez et al., 2013), incluyendo la presencia de
Pax6 en la adenohipdfisis y Pax7 en el Idbulo
intermedio de la glandula pituitaria (Bentley et al.,
1999; Kioussi et al., 1999; Guner et al., 2008; Sjodal y
Gunhaga, 2008; Hosoyama et al., 2010; Budry et al.,
2011). Pax7 también se espresa en la parafisis en
desarrollo de aves (Nomura et al., 2007).

En el diencéfalo, la expresion de Pax6 ocupa
inicialmente toda la parte alar, para quedar
restringido conforme avanza el desarrollo a Ia
eminencia pretaldmica, pretdlamo, habénula, epifisis
y pretecho (Stoykova y Gruss, 1994; Pritz y Ruan,
2009; Duan et al., 2012; Moreno et al., 2012;
Dominguez et al., 2013). Ademas, en todos los
vertebrados estudiados Pax6 ocupa ciertos grupos
tegmentales (basales) en pl (Agarwala et al., 2001;
Murakami et al., 2001; Wullimann y Rink, 2001; Pritz
y Ruan, 2009; Merchan et al., 2011; Morona et al.,
2011; Duan et al., 2012), y en p3 al menos en reptiles
(Pritz y Ruan, 2009; Moreno et al., 2012). En cuanto a
la expresion diencefdlica de Pax7, ha sido descrita en
la porcién basal de p3 en tortugas y anfibios anuros
(Moreno et al., 2012; Dominguez et al., 2013), y en el
pretecho de gran variedad de vertebrados, junto con
Pax3 y Pax6 (Wullimann y Rink, 2001; Derobert et al.,
2002; Ferran et al., 2008; 2009; Ferreiro-Galve et al.,
2008; Pritz y Ruan, 2009; Maczowiak et al., 2010;
Morona et al., 2011).

El limite entre diencéfalo y mesencéfalo se
visualiza en términos de expresidon de Pax en todos
los vertebrados estudiados, por la ausencia de Pax6 y
la presencia de Pax3 (durante el desarrollo) y Pax7 en
el techo dptico (Matsunaga et al., 2000; Murakami et
al.,, 2001; Wullimann y Rink, 2001; Scholpp y Brand,
2003; Thompson et al., 2007; Moreno et al., 20083;
Pritz y Ruan, 2009; Morona et al., 2011). En el
tegmento mesencefdlico, una poblacidn Pax6+ estd
presente en un amplio rango de vertebrados
estudiados (Stoykova y Gruss, 1994; Vitalis et al.,
2000; Wullimann y Rink, 2001; Ahsan et al., 2007,
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Bayly et al., 2007; Pritz y Ruan, 2009; Duan et al.,
2012).

Caudalmente, en el segmento istmico, se ha
descrito expresién de varios miembros del tercer
grupo de la familia Pax. Aunque no son objeto de
estudio en el presente trabajo, cabe sefialar al
subgrupo Pax2/Pax5/Pax8, de gran importancia en la
formacion del organizador istmico, en Ia
especificacion de ciertos tipos de interneuronas, y en
la formacion del ojo y la capsula ética (revisado en
Goode y Elgar, 2009). De hecho, Pax2, Pax5 y Pax8
pueden ser utilizados para visualizar el limite entre
mesencéfalo y rombencéfalo (Wada et al.,, 1998;
Fritzsch y Glover, 2006).

Desde muy temprano en la formacion del SNC, el
neuroepitelio que da lugar al rombencéfalo y la
médula espinal expresa Pax3 y Pax7 en la region
dorsal, y Pax6 en regiones intermedias (Goulding et
al.,, 1991; Jostes et al., 1991; Walther y Gruss, 1991;
Stoykova y Gruss, 1994; Rodrigez-Moldes et al.,
2011). Subsecuentemente, la expresion de Pax6 y
Pax7 se expande a regiones subventriculares e
intermedias, concretamente células Pax7 forman
parte del nucleo interpeduncular (Aroca et al., 2006;
Lorente-Canovas et al., 2012) y subpoblaciones en el
cerebelo (Shin et al., 2003), mientras que células Pax6
forman parte de los nucleos cocleares y vestibulares,

Figura 13. Representacion esquemadtica de la expresion de la

familia génica Pax en el encéfalo embrionario de ratén (E13
p.c.). Tomado de Stoykova y Gruss, 1994. Abreviaturas: Cb:
cerebelo; Cr: cortex frontal; DT: tdlamo dorsal; egl: capa
granular externa; E: epitdlamo; Fovls: fovea isthmi; GE:
ganglionar;  LV: lateral;  Ms:
mesencéfalo; My: mielencéfalo; OB bulbo olfativo; OE:

eminencia ventriculo
epitelio olfativo; OE receso optico; PC comisura posterior; Pn:
puente; PT: pretectum; Sc: médula espinal; SE: septo; sut:
subtdlamo; vz: zona ventricular; 4V: cuarto ventriculo.
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CAPITULO 1

nucleo de la columna dorsal y nucleo del tracto
solitario en mamiferos (Stoykova y Gruss, 1994; Duan
et al., 2012), ademas de células granulares del
cerebelo y nucleos precerebelosos en vertebrados
mandibulados (Engelkamp et al., 1999; Wullimann y
Rink, 2001; Gilthorpe et al., 2002; Fink et al., 2006;
Rodriguez-Moldes et al., 2008). De hecho, la ausencia
de cerebelo en lampreas ha sido correlacionada con
la ausencia de Pax6 en el labio rémbico durante el
desarrollo (Murakami et al., 2001).

En cuanto a la médula espinal, en urodelos
adultos se ha descrito expresion ventricular vy
subventricular de Pax7 (dorsal) y Pax6 (intermedio),
delimitando molecularmente regiones de células
progenitoras que mantienen una identidad posicional
en procesos homeostaticos y regenerativos (Schnapp
et al., 2005; McHedlishvili et al., 2007).

Objetivos y metodologia

Como hemos indicado en los apartados previos, el
cerebro de los anfibios urodelos es una estructura
que representa de manera simple el patron comun
del cerebro vertebrado en términos neuroquimicos,
hodolégicos y funcionales (Gonzalez y Smeets, 1991;
Gonzélez et al., 1995; Marin et al., 1997a,b; Moreno
et al., 2002; Lépez et al., 2003; Moreno y Gonzalez,
2007a; Morona y Gonzalez, 2008, 2009). Ademas, la
increible capacidad de los urodelos de regenerar
diferentes estructuras, incluido el cerebro, ha hecho
de éstos un valioso modelo animal en el campo de la
medicina regenerativa en los ultimos afios (Parish et
al., 2007; Berg et al.,, 2010, 2011; Kirkham et al.,
2011; Mchedlishvili et al., 2012; Maden et al., 2013),
por lo que se hacen necesarios analisis
neuroanatémicos comparativos que sienten las bases
para futuros avances en esta rama de la ciencia. Las
primeras interpretaciones en el marco del modelo
prosomérico han sido publicadas recientemente en
base a la expresion de calbindina-D28k y calretinina
(Morona y Gonzéalez, 2008; 2009), pero faltaban
datos genoarquitecténicos que corroborasen las
nuevas subdivisiones propuestas, asi como un analisis
detallado de Ila aparicibn de los grupos
inmunorreactivos durante el desarrollo. Por ello, esta
tésis se centra en el analisis neuroanatdomico
detallado de las CBPs y diversos factores de
transcripcién durante el desarrollo, asi como de
individuos adultos. Para una correcta interpretacion
se han realizado experimentos de doble y triple

marcaje mediante técnicas inmunohistoquimicas de
marcadores conservados en la evoluciéon. Hemos
utilizado esta técnica porque se ha demostrado que
ofrece imagenes de alta resolucidn cuyos resultados
son coherentes con la hibridacion in situ (Moreno et
al., 2008a; Gonzdlez y Northcutt, 2009; Morona et al.,
2011; Ferreiro-Galve et al., 2012b; Lorente-Canovas
et al., 2012). Por dultimo, el lento y modulable
desarrollo externo que caracteriza a los anfibios
urodelos permite analizar facilmente diversos
eventos morfogenéticos comunes entre tetrapodos,
gue en otras especies resulta de dificil estudio debido
a la presencia del huevo amnidtico de saurdpsidos y
al desarrollo interno tipico de mamiferos.

En primer lugar analizamos la distribucion de dos
proteinas ligantes de calcio (calbindina-D28k y
calretinina) en el SNC de Pleurodeles waltl a lo largo
del desarrollo embrionario, con el objetivo de
enmarcar diferentes poblaciones neuronales
emergentes en un contexto prosomérico (Capitulo 2).
Los resultados pusieron de manifiesto la ventaja de
los urodelos respecto a los anuros como modelo de
experimentacién, puesto que subpoblaciones
equivalentes aparecen mads lentamente en urodelos,
permitiendo un andlisis mas detallado y preciso. A
pesar de su utilidad en la interpretacion neuromérica
del cerebro, se encontraron diferencias
interespecificas con otros vertebrados, por lo que no
deben establecerse homologias en base a la
expresion de estas proteinas. Con este fin, decidimos
afrontar el cerebro de urodelos desde un punto de
vista evolutivamente conservado, por lo que
estudiamos la expresidon de Pax3, Pax6 y Pax7 en
combinacion con otros marcadores altamente
conservados en la evolucidn, tanto en el desarrollo
como en individuos adultos (capitulos 3 y 4). El
analisis del desarrollo ontogénico puso de manifiesto
la alta conservacion de los diferentes dominios
histogenéticos delimitados por Pax3, Pax6 y Pax7,
junto con Otp, Nkx2.1, Nkx2.2 y Nkx6.1. Ademas, se
pudo analizar espaciotemporalmente cémo células
Pax+ van ocupando progresivamente las zonas
subventricular y del manto hasta alcanzar la posicion
final caracteristica de los adultos (interpretada con la
ayuda de otros marcadores con distribucidn
conocida, como 5-HT, CB, ChAT, CR, GABA, NOS y TH),
ademas de proporcionar evidencias indirectas de
posibles eventos migratorios en la formacién del
cerebro de anfibios urodelos (Capitulo 3). Utilizando
como modelo urodelo Pleurodeles waltl, observamos
que Pax6 y Pax7 (y en menor medida Pax3) estan
ampliamente distribuidos a lo largo del SNC siguiendo
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un patréon neuromérico, al contrario que en otros
vertebrados donde la expresion se restringe al
desarrollo (probablemente debido a la simplificacion
secundaria), por lo que aparentemente son
necesarios en la homeostasis del cerebro de urodelos
adultos (Capitulo 4). Por ultimo, con el objetivo de
comprobar que los patrones de expresion descritos
para P.waltl son validos para otras especies, y que las
funciones atribuidas a los genes Pax de otros
vertebrados son extrapolables a los anfibios urodelos,
se realizaron algunas aproximaciones al estudio de la
funcionalidad de Pax6 y Pax7 en el cerebro de
Ambystoma mexicanum, Notophthalmus viridescens
y Pleurodeles waltl en relacién con su papel en el
desarrollo y la regeneracion del SNC. Los capitulos 2,3
y 4 proveen un marco anatémico detallado vy
completo para el estudio funcional del SNC de
salamandras y tritones, y el andlisis comparado de
todos estos datos pone de manifiesto la presencia e

importancia de Pax en procesos ontogénicos,
homeostaticos y regenerativos (en términos de
proliferacién 'y migraciéon), como ocurre en
mamiferos (Capitulo 5).
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Abstract The sequence of appearance of calretinin and
calbindin-D28k immunoreactive (CRir and CBir, respec-
tively) cells and fibers has been studied in the brain of the
urodele amphibian Pleurodeles waltl. Embryonic, larval
and juvenile stages were studied. The early expression and
the dynamics of the distribution of CBir and CRir struc-
tures have been used as markers for developmental aspects
of distinct neuronal populations, highlighting the accurate
extent of many regions in the developing brain, not
observed on the basis of cytoarchitecture alone. CR and, to
a lesser extent, CB are expressed early in the central ner-
vous system and show a progressively increasing expres-
sion from the embryonic stages throughout the larval life
and, in general, the labeled structures in the developing
brain retain their ability to express these proteins in the
adult brain. The onset of CRir cells primarily served to
follow the development of the olfactory bulbs, subpallium,
thalamus, alar hypothalamus, mesencephalic tegmentum,
and distinct cell populations in the rhombencephalic
reticular formation. CBir cells highlighted the development
of, among others, the pallidum, hypothalamus, dorsal
habenula, midbrain tegmentum, cerebellum, and central
gray of the rostral rhombencephalon. However, it was the
relative and mostly segregated distribution of both proteins
in distinct cell populations which evidenced the developing
regionalization of the brain. The results have shown the
usefulness in neuroanatomy of the analysis during devel-
opment of the onset of CBir and CRir structures, but the
comparison with previous data has shown extensive vari-
ability across vertebrate classes. Therefore, one should be
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cautious when comparing possible homologue structures
across species only on the basis of the expression of these
proteins, due to the variation of the content of calcium-
binding proteins observed in well-established homologous
regions in the brain of different vertebrates.

Keywords Calcium-binding proteins - Telencephalon -
Thalamus - Brainstem - Evolution - Amphibians

Abbreviations

A Anterior thalamic nucleus

ac Anterior commissure

Ac Anterior thalamic nucleus (caudal part)
Acc Nucleus accumbens

Ad Anterodorsal tegmental nucleus
Ahy Anterior lobe of the hypophysis
AOB  Accessory olfactory bulb

AOL  Area octavolateralis

Ar Anterior thalamic nucleus (rostral part)
Av Anteroventral tegmental nucleus
b Basal mesencephalic band

bppl P1 basal plate

BST Bed nucleus of stria terminalis
C Central thalamic nucleus

Cb Cerebellum

cc Central canal of spinal cord
CeA Central amygdala

Co Commissural pretectal domain
DCN  Dorsal column nucleus

dh Dorsal horn of spinal cord

Dien Diencephalon

DN Dorsal nucleus of the AOL

Dp Dorsal pallium

EC Epichiasmatic nucleus

epi Epiphysis
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Spatiotemporal Patterns of Pax3, Pax6 and Pax7 Expression in

the Developing Brain of a Urodele Amphibian, Pleurodeles waltl

Alberto Joven, Ruth Morona, Agustin Gonzalez and Nerea Moreno*
Department of Cell Biology, Faculty of Biology, University Complutense, 28040 Madrid, Spain

ABSTRACT

The onset and developmental dynamics of Pax3,
Pax6 and Pax7 expressions were analyzed by
immunohistochemical techniques in the CNS of
embryos, larvae and recently metamorphosed
juveniles of the urodele amphibian Pleurodeles
waltl. During the embryonic period, the Pax
proteins start being detectable in neuroepithelial
domains. Subsequently, they become restricted to
subsets of cells in distinct brain regions,
maintaining different degrees of expression in late
larvae and juvenile brains. Specifically, Pax6 is
broadly expressed all along the urodele CNS
(olfactory  bulbs, pallium, basal ganglia,
diencephalon, mesencephalic tegmentum,
rhombencephalon and spinal cord) and the
developing olfactory organ and retina. Pax3 and
Pax7 are excluded from the rostral forebrain and
were usually observed in overlapping regions
during embryonic development, whereas Pax3

INDEXING TERMS: Pax genes;
diencephalon; mesencephalon; brain evolution

immunohistochemistry;

expression is  highly  downregulated as
development proceeds. Thus, Pax3 is restricted to
the roof plate of prosomere 2, pretectum, optic
tectum, rhombencephalon, and spinal cord.
Comparatively, Pax7 was more conspicuous in all
these regions. Pax7 cells were also found in the
paraphysis, intermediate lobe of the hypophysis,
and basal plate of prosomere 3. Our data show
that the expression patterns of the three Pax
genes studied are overall evolutionary conserved,
and therefore could unequivocally be used to
identify subdivisions in the urodele brain similarly
to other vertebrates, that are not clearly
discernable with classical techniques. In addition,
the spatiotemporal sequences of expression
provide indirect evidences of putative migratory
routes across neuromeric limits and the alar-basal
boundary.

©2013 Wiley Periodicals, Inc.

segmental organization; telencephalon;

The Pax gene family encodes proteins that are
transcription factors and play key roles in
embryonic development (Chalepakis et al., 1993;
Czerny et al., 1993). In particular, Pax3, Pax6 and
Pax7 genes are of special relevance in the correct
development of the central nervous system (CNS)
(Mansouri et al., 1994; Stoykova and Gruss 1994;
Stuart et al 1994; Kawakami et al., 1997;
Murakami et al.,, 2001; Derobert et al., 2002;
Haubst et al., 2004; Pritz and Ruan, 2009).
Importantly, the proteins encoded by these three
genes are highly conserved (Goulding et al., 1993;
Matsuo et al., 1993; Epstein et al., 1994; Li et al.,
1994, 1997; Kallur et al., 2008) and the deduced
amino acid sequences show more than 85%
overall identity across vertebrates (Callaerts et al
1997; Hirsch and Harris, 1997; Seo et al., 1998).

From early development, the Pax genes display
dynamic spatiotemporal expression patterns and,
in coordination with other factors, are essentially
involved in brain patterning including cell
proliferation and boundary specification (CNS
regionalization) at early stages, and orchestrate
and maintain differentiation of specific cell
subtypes (Stoykova and Gruss, 1994; Kawakami

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article.
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et al.,, 1997; Mastick et al., 1997; Ziman et al.,
2001; Haubst et al., 2004; Nural and Mastick,
2004; Thompson et al., 2004, 2007; Ahsan et al.,
2007; Lang et al., 2007).

The CNS of urodeles is only roughly
segregated into cell clusters that can be hardly
identified as nuclei. Actually, most neurons are
grouped in a thick periventricular layer, and cell
migration can be observed only in discrete brain
regions (see ten Donkelaar, 1998). However, in
early studies of comparative neuroanatomy it
was suggested that the brain of urodeles
possesses all major features characteristic of the
brain of tetrapods (Herrick, 1927, 1948; Kicliter
and Ebbesson, 1976; Fritzsch and Himstedt, 1980;
Northcutt and Kicliter, 1980), although in a
simplified  organization  possibly  acquired
secondarily (Northcutt, 1987; Roth et al., 1992,
1993). Thus, the brain of urodeles was used as a
model, particularly in developmental studies

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

because the long and slow embryonic and larval
development of urodeles facilitates that stage-
specific interactions can be precisely isolated
allowing separation of important events that in
other models occur rapidly (Pasteels, 1942;
Nieuwkoop, 1955; Jacobson, 1959; Cleine and
Slack, 1985; Eagleson, 1996; Nieuwkoop, 1996).
However, with the introduction of new
techniques in neuroanatomy, there has been an
unparallel increase in our knowledge of the
detailed organization of the CNS of other
tetrapods (mainly amniotes) compared to
urodeles. This is particularly noticeable in
developmental studies where, instead of
seasonal breeding urodeles, Xenopus laevis is
often used as the amphibian model mainly
because the convenience of “hormone induced”
breeding, which this species permits, making
embryos available for experimentation at all
times of the year.

Abbreviations

Acc nucleus accumbens

al anterior lobe of the hypophysis
aol octavolateral area

BST bed nucleus of the stria terminalis
Cb cerebellum

cc central canal

ce ciliary epithelium

CeA central amygdala

DB diagonal band of Brocca

dh dorsal horn

Di diencephalon

Dp dorsal pallium

epi epiphysis

Gc central gray

Hb habenula

Hyp hypothalamus

[113% third ventricle

il intermediate lobe of the hypophysis
Ip interpeduncular nucleus

IVv fourth ventricle

LA lateral amygdala

LC locus coeruleus

LDT laterodorsal tegmental nucleus
LL lateral line nuclei

Lp lateral pallium

Ma mammillary area

MeA medial amygdala

Mes mesencephalon

Mp medial pallium

mz mantle zone

ncl neuronal cell layer

OB olfactory bulb

olf olfactory organ

oT optic tectum

P pallium

pl-3 prosomeres 1-3

p1-3b basal part of prosomeres 1-3
pla pretectum

p2a thalamus

p3a prethalamus

PA pallidum

par paraphysis

PO preoptic area

PT pretectum

PTh prethalamus

PThE prethalamic eminence

r0 isthmus (rhombomere 0)
ri-8 rhombomeres 1-8

rir rostral portion of rhombomere 1
Ra raphe column

Rh rhombencephalon

Ri inferior reticular nucleus
Rm medial reticular nucleus
Rs superior reticular nucleus
sc spinal cord

sco subcommissural organ

Sd septum dorsalis

Se septum

SP subpallium

SPV supraoptoparaventricular region
Str striatum

svz subventricular zone

Tel telencephalon

tgd dorsal tegmentum

Th thalamus

Ts torus semicircularis

Tu tuberal area

Vm motor trigeminal nucleus
vz ventricular zone
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In our group, and others, many aspects of
brain organization in urodeles were investigated
with tract-tracing techniques and
immunohistochemistry (Wicht and Himstedt,
1988; Barroso et al., 1993; Gonzalez et al., 1993;
Krug et al., 1993; Marin et al., 1997a-d; Westhoff
and Roth, 2002; Laberge and Roth, 2005). A few
of these studies included developmental analysis
of connectivity and neurotransmitter systems
(Marin et al., 1997e; Gonzédlez et al.,, 1995;
Moreno et al., 2002; Lépez et al. 2003). Recently,
we have reported the conspicuous distribution of
Pax6, Pax7 and, to a lesser extent, Pax3
(paralogous to Pax7) in the adult brain of the
newt Pleurodeles waltl, allowing us to identify cell
groups and boundaries previously undetected by
other techniques (Joven et al., 2013). In the
present study we have analyzed the distribution
of Pax3-, Pax6- and Pax7-immunoreactive cells
(Pax3, Pax6 and Pax7 cells, respectively) during
the embryonic and larval development of P.
waltl. The immunohistochemical techniques
employed have been shown to allow high-
resolution analysis of expressing cells (Hitchcock
et al., 1996; Wullimann and Rink, 2001; Gonzalez
and Northcutt, 2009; Ferreiro-Galve et al.,
2012a,b; Joven et al., 2013). Our aim was to
determine if the pattern of expression in urodeles
was similar to that of other vertebrates, and
propose homologies across vertebrates on the
basis of the expression patterns observed
throughout ontogenesis. As in our previous study
of the adult brain, we have used the combined
analysis of the Pax protein distributions with
those of other transcription factors (Nkx2.1,
Nkx2.2, Nkx6.1 and Otp) and neuronal markers
(calbindin D-28k, CB; calretinin, CR; choline
acetyl-transferase, ChAT; tyrosine hydroxilase,
TH). These experiments were useful to clarify the
actual position of many cell groups, to identify
distinct boundaries and to follow the relative
position of developing cell subpopulations, which
help in bringing a better understanding of brain
organization in urodele amphibians.

MATERIAL AND METHODS

Animals and tissue processing

For the present study, a total of 82 embryos,
larvae and juveniles of the urodele amphibian
Pleurodeles waltl were used. The animals were

obtained from the laboratory stock of the
Department of Cell Biology, University
Complutense of Madrid. Embryos and larvae
were collected after spontaneous breeding and
kept in tap water at 20-25 2C. They were fed
free-living Artemia during early development and
dried pellets in the case of late larvae. All animals
were treated according to the regulations and
laws of the European Union (2010/63/EU) and
Spain (Royal Decree 53/2013) for care and
handling of animals in research, after approval
from the Complutense University to conduct the
experiments described. Embryos and larvae were
staged according to Gallien and Durocher (1957),
and sorted into five main periods: embryonic life
(25-34), initial larval life (35-39), early active
period (40-45), late active larvae (45-55c) and
juveniles (56). At appropriate times, the animals
were deeply anesthetized by immersion in a 0.4
mg/ml solution of tricaine methanesulfonate
(MS222, Sigma Chemical Co., St Louis, MO) and
perfused transcardially with 0.9% NacCl, followed
by the fixative MEMFA (0.1M MOPS [4-
morpholinepropanesulphonic acid], 2mM EGTA
[ethylene glycol tetraacetic acid], 1mM MgSOQ,,
3.7% formaldehyde). The brain, eyes, olfactory
organs, and spinal cord were dissected out and
postfixed approximately 3-4 hours in the same
fixative solution at 4 oC. At early developmental
stages, when perfusion was technically
impossible (between stages 26 and 47), the
whole animal was fixed by immersion and
processed. After fixation, the brains were
immersed in a solution of 30% sucrose in 0.1 M
phosphate buffer (PB; pH 7.4), until they sank.
For sectioning on a freezing microtome (Thermo
Scientific Microm HM 450) the tissue was
embedded in a solution of 20% gelatin with 30%
sucrose in PB, and stored overnight in a 4%
formaldehyde solution with 30% sucrose in PB at
49C. For sectioning on a cryostat at -30 2C (Leica
CM1850), tissue was pre-embedded at 37 2C
overnight in 3.5% gelatin with 30% sucrose in PB,
subsequently embedded in 7.5% gelatin with 30%
sucrose in PB, and quickly frozen with dry ice. In
both cases, brains were sectioned at 14-30 um in
the transverse, sagittal or horizontal planes.
Sections were collected in PB (free-floating) or on
SuperFrost slides (Thermo Scientific Menzel
Glaser Superfrost plus) in three-four series of
adjacent sections. In some cases, for antigen
retrieval the slides were treated with Citrate
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Buffer, pH=6 (10mM sodium citrate dehydrate,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO) for 25 minutes
at 709C, followed by 25 minutes at room
temperature, and then rinsed again in PB just
before the immunohistochemical procedure.

Immunohistochemistry
Immunohistofluorescence procedures were
conducted for different primary antibodies, all of
which were diluted in 5-10% normal goat serum
in PB with 0.1% Triton X-100 (PBT; Sigma, St.
Louis, MO) and 2% bovine serum albumin (BSA,
Sigma). Different protocols were carried out on
free-floating sections, with incubation in the

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

primary antibodies for 72 hours at 42C, or for 16-
24 hours at room temperature in the antigen
retrieval pre-treated slides. The dilution of each
primary antibody used is detailed in Table 1.
Single-staining protocols for the detection of
Pax6, Pax7 and Pax3 were carried out on the free-
floating sections or on the slides as follows: 1)
Incubation for 72 hours at 49C (free-floating
sections) or 16-24 hours at room temperature
(slides) in the dilution of each primary serum (see
Table 1) in PBT. 2) According to the species in
which the primary antibody was raised, the
second incubations were conducted with the
appropriately labeled secondary antibody diluted

TABLE 1.

List of Primary Antibodies

Name Immunogen Commercial supplier MW (kDa) Dilution
. . - Monoclonal mouse anti-calbindin D-28k;
cB,, E. 2cic;llz-produced recombinant rat calbindin D- Swant, )8 1:500
Bellinzona, Switzerland; catalog No. 300
E. coli-produced recombinant rat calbindin D- Polyclonal rabbit anti-calbindin D-28k;
CB, 28k Swant, 28 1:500
Bellinzona, Switzerland; catalog No. CB-38a
ChAT Human placental choline acetyltransferase Polyclonal goat anti-ChAT; Chemicon; 68 1:100
catalogue No. AB144P
. . Polyclonal rabbit anti-calretinin; Swant,
CR E ;;:’;Tir;:uced recombinant human Bellinzona, Switzerland; catalog No. 29 1:1,000
7699/4
. . . Polyclonal rabbit anti-TTF; Biopat
Nkx2.1 AT;?;;CJSS 110-122 from the amino Immunotechnologies, Caserta, Italy; 42-37 1:500
catalogue No. PA 0100
. . . . Monoclonal mouse anti-NKX2.2;
Nkx2.2 llil.Kczoilr_jr?snc\;?dtii)e:?z:)c;:i:factzlc;k Nix2.2 Developmental Studies Hybridoma Bank, 30 1:500
P lowa City, IA; catalogue No. 74.5A5
E. coli-derived recombinant rat GST- Nkx6.1. Monoclonal mouse anti-Nkx6.1;
Nkx6.1 aa 299-365 of the C-terminal region of the Developmental Studies Hybridoma Bank, 44-46 1:500
rat Nkx6.1 lowa City, |A; catalogue No. F55A10
Amino acid sequence: RKALEHTVSMSFT of " 0/vclonal rabbit anti-Otp; Pickeell
Otp . Laboratories, Kruislaan, Amsterdam, The 34 1:500
the C-terminal OTP
Netherlands
E. coli-derived recombinant quail PAX3. aa Monoclonal mouse anti-Pax3;
Pax3 298-481 of the C-terminal region of the Developmental Studies Hybridoma Bank, 42 1:250
quail Pax3 lowa City, |A; catalogue No. PAX3
. . . . Monoclonal mouse anti-Pax6;
Pax6,, E ;;g-:fte;]\;eghrix%r:fénant chick PAX6. aa 1~ Developmental Studies Hybridoma Bank, 46 1:250
lowa City, |A; catalogue No. PAX6
Peptide sequence: QVPGSEPDMSQY-WPRLQ  poyclonal rabbit anti-Pax6; Covance,
Pax6, of the C-terminus of the mouse PAX6 California, USA; catalogue No. PBR-278 46 1:300
protein
. . . . Monoclonal mouse anti-Pax7;
Pax7 E. coli-derived recorrnbmant chick PAX7. aa Developmental Studies Hybridoma Bank, 55 1:500
352-523 of the chick Pax7 .
lowa City, |A; catalogue No. PAX7
Polyclonal rabbit anti-TH; 62
TH, Protein purified from rat pheochromocytoma Chemicon International, Inc, USA; 1:1,000
catalogue No. AB152
" Monoclonal mouse anti-TH; ImmunoStar, )
TH, TH purified from rat PC12 cells Hudson, WI; catalogue No. 22941 62 1:1,000
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Nkx6.1(44-46KDa) Otp (34KDa)
Pw. Rat Pw. Rat
5 —
37 L2

a b

Figure 1. Identification by Western blots of protein bands
recognized in Pleurodeles waltl for the mouse anti-Nkx6.1
antibody (a), and rabbit anti-Otp antiserum (b). The bands
seen in each of the lanes corresponding to the urodele
brain extracts are compared with the corresponding band
stained for rat brain extracts. The expected molecular
weight is indicated for each transcription factor, and the
molecular weight standard is represented on the right of
each photograph.

1:500 for 90 minutes at room temperature: Alexa

594-conjugated goat anti-rabbit (red
fluorescence; Molecular Probes, Eugene, OR;
catalog reference: A11037) or Alexa 488-

conjugated goat anti-mouse (green fluorescence;
Molecular Probes; catalog reference: A21042). In
all cases, after being rinsed, the sections were
mounted on glass slides and coverslipped with
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA;
catalog number: H1000). For bright-field
immunohistochemistry, sections were rinsed
twice in PB, treated with 1% H,0, in PB for 10
minutes to reduce endogenous peroxidase
activity, rinsed again three times in PB, and
incubated in the primary antibody dilution with
0.025% Triton in PB, as above. Subsequently, they
were rinsed in PB for 10 minutes and incubated in
the secondary antibodies, biotin-conjugated
horse anti-mouse (diluted 1:100 in PBT; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) or biotin-
conjugated swine anti-rabbit (diluted 1:50 in PBT;
Dako, Glostrup, Denmark), for 90 minutes at
room temperature. After rinsing, the sections
were stained with DAB using an ABC Kit (Vector
Labs, Burlingame, CA) for 60 minutes at room
temperature. The free-floating sections were
then mounted on glass slides from a solution of
0.25 % gelatin in 0.05 M Tris—HCI buffer (TB, pH
7.6) and, after dehydration, the slides were
coverslipped with Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany).

Double immunohistofluorescence

To study the relative distribution of two
proteins in the same sections, a two-step
protocol for immunohistofluorescence was used,
with cocktails of pairs of primary antibodies
(always developed in different species), at the
same dilutions and conditions specified in Table
1. According to the species in which the primary
antibody was raised, the second incubations were
conducted with the appropriate fluorescent-
labeled secondary antibody cocktails diluted in
PB, for 90 minutes at room temperature: Alexa
594- conjugated goat anti-rabbit (1:500), Alexa
488-conjugated goat anti-mouse (1:500), or Alexa
594-conjugated chicken anti-rabbit (1:500;
Molecular Probes; catalog reference: A21442). In
all cases, sections were stained with the nuclear
marker Hoechst (Sigma-Aldrich) to facilitate
interpretation of the results, and after being
rinsed, the sections were mounted on glass slides
and coverslipped with Vectashield.

Western blotting analysis

Two animals were anesthetized in MS222, and
the brains were quickly removed and
mechanically homogenized in an equal volume of
cold buffer (5 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7.4, 150
mM NaCl, 10% glycerol, 1% Nonidet P40; Roche,
Mannheim, Germany) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (50 pg/ml
phenylmethyl-sulfonyl  fluoride, 10 ug/ml
aprotinin, 25 pg/ml leupeptin, and 100 nM
orthovanadate; all from Sigma). Samples of the
supernatants, each containing 50 pg of protein
were applied in each lane of a 12%
polyacrylamide gel (#161-0801, Bio-Rad,
Hercules, CA) and separated by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) with a Mini-Protean system (Bio-Rad).
Samples of a rat brain and molecular weight
standards (Precision Plus Protein Dual color
Standards, Bio-Rad) were run in other lanes. The
separated samples in the gel were transferred to
a nitrocellulose membrane (Bio-Rad). Nonspecific
binding sites were blocked by incubation
overnight in Tris-HCI buffer (TBS) containing 0.1%
Tween-20 (TBST) and 5% nonfat milk, at 4°C. The
blots were then incubated for 24 hours at 4°C in
primary antibody dilution. After rinsing in TBS,
the blots were incubated in horseradish
peroxidase-coupled secondary goat anti-mouse
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or  goat anti-rabbit antisera (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA; diluted
1:15,000) for 2 hours at room temperature.
Immunoreactive bands were detected by using
an enhanced chemiluminescence system (Super
Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate,
Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL).
Photographs were taken after applying an
autoradiographic film to the membrane, in the
darkness, for 1-4 minutes.

Controls and specificity of the antibodies

General controls for the immunohistochemical
reaction included: 1) western blot (see the
previous section), 2) staining some selected
sections with preimmune mouse, rabbit or goat
serum instead of the primary antibody; 3)
controls in which either the primary and/or the
secondary antibody was omitted. In all these
negative controls, the immunostaining was
eliminated. In addition, all the antibodies used
have been tested, under identical conditions, in
tissues devoid of antigen (rat brain slices at levels
revealing no expression), as negative control, and
in tissues positive for the antigen (rat brain slices
at levels expressing the antigen). In all cases, the
controls were satisfactory. The specificity of the
antibodies used has been assessed by the
commercial companies (Table 1), and, in addition,
western botting was conducted for the Nkx6.1
and Otp antibodies, not used in our previous
studies (see below). The western blots of brain
extract of Pleurodeles waltl showed that all
antibodies used labeled a single band, which with
small variations corresponded well with the
bands labeled in the rat lanes (Fig. 1; Morona and
Gonzalez, 2008; 2009; Joven et al., 2013). In the
cases of Pax6, CB and TH, monoclonal and
polyclonal antibodies were used (Table 1) with
fully comparable results in the pattern of
immunostaining.

The specificity of the antibodies against CB
and CR was assessed by the commercial supplier
(Swant; see Table 1). Particularly in anurans
(Xenopus laevis and Rana perezi) and urodeles
(Pleurodeles waltl and Ambystoma tigrinum), the
specificity was reported in a previous study
(Morona and Gonzalez 2008), in which the same
pattern of staining was observed, and the
western blots showed that the antibodies labeled
a single band between 28 and 29 kDa that

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

corresponded well to the band labeled in the rat
lane (see Morona and Gonzalez, 2008).

The ChAT antiserum used was raised against
human placental ChAT, and its specificity was
analyzed by immunoblot (and western blot)
performed in rat, guinea pig, and rabbit in which
a band in the range of 68-70 kDa was always
observed (see manufacturer’s data sheet). In
addition, western blot analysis of protein extracts
from brains of dogfish, sturgeon, trout, and
diverse amphibians, including Pleurodeles walltl,
showed the presence of similar bands of 68-72
kDa (Anaddn et al., 2000; Morona and Gonzélez,
2009). The band observed in the western blot
from Pleurodeles (see Morona and Gonzalez,
2009) corresponded to that of the rat brain
extract at the expected molecular weight in
relation to the published nucleotide sequence for
rat ChAT (NCBI accession number
XM_001061520). Furthermore, the staining with
this antibody colocalizes with the mRNA
distribution of the same enzyme by in situ
hybridization probe (Oh et al., 1992).

Thyroid Transcription Factor 1 (known as TTF-
1 or Nkx2.1) is a homeodomain containing
transcription factor expressed in restricted
regions of the brain (Lazzaro et al., 1991). It was
recently characterized by western blot in brain
tissue from the turtle Pseudemys scripta and the
anuran Xenopus laevis with comparable results
(Moreno et al., 2010, 2012b). Western blot
analysis with the anti-Nkx2.1 serum also detected
a single band for Pleurodeles waltl at the same
molecular weight as that of the major product
detected in rat brain extract (about 42 KDa; Joven
et al., 2013), corresponding to the TTF-1 protein
according to the nucleotide sequence for rat
Nkx2.1 (NCBI accession numbers NM_013093,
XM_001079296 and XM_216720). Finally,
staining with this antiserum in all species studied
colocalizes with the mRNA distribution of the
same protein using in situ hybridization (Lazzaro
et al., 1991; Marin et al., 2000; Bachy and Rétaux,
2006; Garcia-Lopez et al., 2008).

The anti-Nkx2.2 monoclonal antibody was
developed by Dr. T.M. lJessell (Columbia
University, New York, NY). The DNA region of NK2
transcription factor in chicks was cloned by
polymerase chain reaction into the E. coli
expression vector. Recombinant protein was
expressed and purified. The monoclonal antibody
was generated by immunization of mice with the
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recombinant protein. It has been tested in mice,
rats, chicks, and humans (see Developmental
Studies Hybridoma Bank datasheet). The
specificity of the Nkx2.2 antibody has been
confirmed by an absence of labeling in Nkx2.2-/-
mice (Cai et al., 2010). Western blot analysis with
the anti-Nkx2.2 antibody detected a single band
at the same molecular weight as that of the
major product detected in rat brain extract
(Joven et al., 2013). This same antibody has also
been tested by western blot with chicken brain
extract: two bands of 43 kDa and 28 kDa were
obtained, and two isoforms were suggested
(Ferran et al., 2009). The band observed in
Pleurodeles waltl corresponds well to the band of
28 kDa observed in chicks and the turtle
Pseudemys scripta (Moreno et al., 2012a).

The anti-Nkx6.1 monoclonal antibody was
developed by Dr. 0.D. Mansen (Hagedorn
Research Institute, Gentofte, Denmark) against E.
coli-derived recombinant rat GST- Nkx6.1
(aminoacids 299-365) of the C-terminal region of
the rat Nkx6.1. It has been tested in mice, rats,
chicks, pigs, humans and zebrafish (see
Developmental  Studies  Hybridoma  Bank
datasheet). The specificity of this antibody was
demonstrated by the absence of staining after
preabsortion with the GST-Nkx6.1 fusion protein
and western blotting (Pedersen et al., 2006). In
addition, the well-conserved expression pattern
observed in a broad spectrum of vertebrates
coincides with the spatiotemporal distribution
detected by means of in situ hybridization (Qiu et
al., 1998; Zhao et al., 2007; Cameron et al., 2009;
Peltopuro et al., 2010; Dichmann and Harland,
2011; Moreno-Bravo et al.,, 2010). The western
blot analysis conducted in the present study
revealed a single band in the lane of Pleurodeles
tissue, which corresponds well to the major
product of the two bands described in rat, about
46-44 kDa (Fig. 1a, Table 1).

Otp is a homeodomain containing factor that
is expressed in alternating and highly conserved
hypothalamic domains in vertebrates (Simeone et
al., 1994; Del Giacco et al.,, 2006; Bardet et al.,
2008; Dominguez et al., 2013). The Otp polyclonal
antiserum was generated from the highly
conserved sequence 69-bp region at the C-
terminal domain and is directed against te C-
terminal sequence of the OTP predicted protein
product. This antibody was raised against a 13-
amino-acid sequence, which is completely

conserved in the species studied by BLAST (Lin et
al.,, 1999). Rabbits were immunized against this
peptide linked to keyhole limpet hemocyanin.
Sera were screened by western blot and
immunocytochemistry, using cell lines
transfected with an expression vector encoding
the full-length mouse Otp and appropriate
controls. Sera were affinity-purified against the
Otp C-terminal peptide coupled to cyanogens
bromide-activated Sepharose 4b according to
standard protocols (Lin et al., 1999). The western
blot detected a single band that corresponded to
that of the rat brain lane (Fig. 1b). This band
corresponded to the Otp homolog protein in
Pleurodeles waltl and rat because it coincides
with the calculated molecular weight (about 34
kDa) in relation to the published nucleotide
sequence for rat orthopedia homolog (NCBI
accession number XM_215445).

The anti-Pax3 antibody was developed by Dr.
C.P. Ordahl (Developmental studies hybridoma
bank). The DNA region corresponding to amino
acids 298-481 of the C-terminal region of quail
Pax3 was cloned by polymerase chain reaction
into the E. coli expression vector. In western blots
of chicken brain tissue, the Pax3 antibody detects
a single band at the expected molecular weight,
and the spatiotemporal distribution obtained by
immunohistochemistry coincides with the mRNA
expression pattern (Williams and Ordahl, 1994;
Ferran et al., 2009). In the western blot
performed for Pleurodeles waltl, the bands
obtained corresponded with those for rat brain
extract (Joven et al., 2013).

The mouse anti-Pax6 antibody (Kawakami et
al., 1997) was developed by Dr. A. Kawakami
(Division of Biological Science, University of
Tokyo, Japan). The DNA region corresponding to
amino acids 1-223 of chick Pax6 was cloned by
polymerase chain reaction into the E. coli
expression vector. Recombinant protein was
expressed and purified. The monoclonal antibody
was generated by immunization of mice with the
recombinant protein. It has been tested in
turtles, chickens, mice, and rats (see
Developmental Studies Hybridoma Bank data
sheet; Moreno et al.,, 2010). In Pleurodeles, the
western blot analysis with the Pax6 antibody
detected a single band at the same molecular
weight as the major product detected in rat brain
extract (about 46 kDa; Joven et al., 2013), and it
also coincided with the band observed in
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Pseudemys (Moreno et al., 2010) brain extracts.
The Pax6 antibody detects two major and two
minor products in western blots of chicken brain,
suggesting the existence of Pax6 isoforms
(Kawakami et al., 1997) and the results of the
immunoreaction produced essentially the same
topographic localization as the mRNA expression
pattern in the brain (Ferran et al., 2009).

The Pax6 serum was generated against a
sequence that is highly conserved (see Table 1).
The antibody was subsequently purified on a
Protein A column and is useful in studying brain,
neuronal and olfactory development in
eukaryotes (see Covance data sheet). The
western blot for the brain extract of Pleurodeles
waltl showed a band that corresponded well to
that in the rat lane, at the correct molecular
weight, and is similar to that obtained with the
monoclonal anti-Pax6 (Joven et al., 2013). The
results of the immunoreaction produced the
same topographic localization of labeled cells as
the monoclonal antibody, although we observed
better staining results (i.e. more intensity and less
background) with the mouse anti-Pax6 (DSHB)
than with the polyclonal antibody.

The anti-Pax7 antibody (Kawakami et al.,
1997) was developed by Dr. A. Kawakami
(Division of Biological Science, Nagoya University
Graduate School of Science, Nagoya, Japan). The
DNA region corresponding to amino acids 352-
523 of chick Pax7 was cloned by polymerase
chain reaction into the E. coli expression vector.
Recombinant protein was expressed and purified.
The monoclonal antibody was generated by
immunization of mice with the recombinant
protein. It has been tested in chicken, mouse,
zebrafish, rat, human, Xenopus, turtle and
axolotl (see Developmental Studies Hybridoma
Bank data sheet; Morona et al., 2011; Moreno et
al., 2012b). In western blots of chicken brain
tissue the Pax7 antibody detects three bands and
the spatiotemporal distribution pattern obtained
by immunohistochemistry corresponded with the
MRNA expression patterns (Ferran et al., 2009).
In Pleurodeles, the western blot analysis with the
Pax7 antibody detected a single band at the same
molecular weight as the major product detected
in rat brain extract (about 55 kDa; see Joven et
al.,, 2013) and also coincides with the band
observed in Xenopus laevis (Morona et al., 2011)
and Pseudemys scripta (Moreno et al., 2012b)
brain extracts.

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

The specificity of the monoclonal mouse anti-
TH antibody was corroborated by western blot
analysis in rats, mice, ferrets, cats and Aplysia
(see specification data sheet; ImmunoStar), the
turtle Pseudemys scripta (Moreno et al., 2010),
two lungfishes (Lopez et al., 2012), and diverse
amphibians, including Pleurodeles walt (Morona
and Gonzalez, 2009), in which it selectively labels
a single band at approximately 62 kDa. The
western blot performed with brain extracts of
Pleurodeles waltl revealed a comparable single
band at the same molecular weight for the
monoclonal and polyclonal anti-TH antibodies
used (about 62 kDa; Joven et al., 2013), and the
pattern of staining on the sections was identical.

Evaluation and presentation of the results

The distribution of Pax3, Pax6 and Pax7 cells in
the brain of Pleurodeles was charted in selected
transverse sections at representative
developmental stages (Figs. 2-5). Their relative
localization was framed within the newly defined
territories in the telencephalon of amphibians
and attending to the neuromeric organization of
the brain and we used the same nomenclature as
in our previous studies with the same species
(Morona and Gonzalez 2008, 2009; Joven et al.,
2012, 2013). The spatiotemporal sequence of
appearance of the immunoreactive cell groups
was detailed in Table 2. Single and double-
labeled sections were analyzed with an Olympus
BX51 microscope equipped for fluorescence with
appropriate filter combinations, and selected
sections were photographed using a digital
camera Olympus DP72. Photomicrographs were
adjusted for contrast and brightness with Adobe
PhotoShop CS4 (Adobe Systems, San Jose, CA)
and were mounted on plates (Figs. 6-13) using
Canvas 11 (ACS Systems International, Santa
Clara, CA). Finally, sagittal schemes have been
drawn to illustrate our current hypothesis as to
the location of neuromeric boundaries during
development, inferred from the results of the
present study (Supplementary Figure 5). The
schematic drawings were also made with the
Canvas 11 software.

RESULTS

The distribution patterns of Pax3, Pax6 and
Pax7 immunoreactive cells were analyzed in the
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TABLE 2
Timetable of the appearance and dynamics of Pax3, Pax6 and Pax7 cell groups in the CNS of Pleurodeles walt!
Pax3  e— 27 30 34 38 40 45 50 56 Adulthood
Pax6  me— \ [ \ [ 1] [TT] . ,
Pax7 s EMBRYONIC PERIOD LARVAL PERIOD JUVENILE ADULT
INITIAL  EARLY LATE ACTIVE
Sensory organs ‘
olf olfactory organ |
eye eye |
Tel Telencephalon
OB olfactory bulb
P-mz  pallium, mantle zone
Mp-vz medial pallium, ventricular zone
Dp-vz  dorsal pallium, ventricular zone
Lp-vz lateral pallium, ventricular zone
Vp-LA ventral pallium-lateral amygdala
LGE/Str lateral ganglionic eminence/striatum
CeA central amygdala
Acc nucleus Accumbens
Se septum
DB diagonal band nucleus
par paraphysis
Hyp Hypothalamus
SPV supraoptoparaventricular area
Ma mammillary area
Tu tuberal region
al anterior lobe of the hypophysis
il intermediate lobe of the hypophysis
Di Diencephalon
PThE prethalamic eminence
PTh prethalamus
p3b prosomere 3, basal part
Th thalamus I ——
p2r prosomere 2, roof part
Hb habenula
epi epiphysis ]
sco subcommissural organ .
PT pretectum
p1b prosomere 1, basal part
Mes Mesencephalon
oT optic tectum
Ts torus semicircularis
tgd dorsal tegmentum
Ip interpeduncular nucleus
Rh Rhombencephalon
Cb/aol cerebellum/octavolateral area
Rs-r1  reticular superior, rhombomere 1
rir-vz  ventricular zone of rostral r1
Ge-r1  griseum centrale, rhombomere 1
Ra-r1  raphe column, rhombomere 1
Ra-r2  raphe column, rhombomere 2
LL-r2 lateral line nuclei, rhombomere 2
LL-r3 lateral line nuclei, rhombomere 3
LL-r4 lateral line nuclei, rhombomere 4
Rm-r4  reticular medial column, rhombomere 4
Ri reticular interior column
sol solitary tract nucleus
sC spinal cord

27 30 34 38 40 45 50 56 Adulthood
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CNS throughout the embryonic and larval
development of Pleurodeles waltl, including
recently metamorphosed juveniles. For each
stage, the pattern of distribution and intensity of
the immunoreaction were consistent among
animals treated identically. The immunodetection
after antigen retrieval was particularly useful for
the early stages. The key advantages of this
species for developmental studies are that the
ontogeny extends over a rather long period of
time (115-120 days, approximately) and that the
development of external features makes it easy
to characterize distinct stages, especially useful
during the embryonic period- The developmental
stages were initially sorted into three main
ontogenetic periods (Gallien and Durocher, 1957;
Shi and Boucaut, 1995): embryonic period (from
one single cell until hatching around stage 34,
when swimming behavior is developed), initial
larval life (stages 35-38, characterized by the use
of balancers to remain adhered to surfaces in a
steady state), and active larval period (stages 39-
55c, when feeding and complex behaviors
develop). Careful analysis of the external
characters and physiological and behavioral key
events along the active larval period led us to
subdivide it into an early active larval life (stages
39-45) and a late active larval period (stages 46-
55c) (Joven et al.,, 2012). The brain of recently
metamorphosed juveniles (Stage 56) already
shows all main anatomical characteristics as in
the adult brain (Joven et al.,, 2012). In the
following sections, we describe the progressive
appearance of the labeled structures in relation
to these periods of development.

For the description of the results, we will
consider the main subdivisions of the brain that
can be recognized at the particular
developmental stages (Joven et al.,, 2012). We
will attend to the regions previously
characterized in the secondary prosencephalon
(telencephalon and hypothalamus) of Pleurodeles
(Moreno and Gonzalez, 2007a; Morona and
Gonzalez, 2008; Joven et al., 2012, 2013). Pallial
and subpallial regions will be considered in the
telencephalon, and alar (supraoptoparaventric-
ular and suprachiasmatic) and basal (tuberal and
mammillary) regions in the hypothalamus.
Topologically caudal, the diencephalon is
subdivided into three segments, prosomeres 1-3

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

(p1-p3). The most rostral, p3, is constituted by
the prethalamic eminence (PThE) and the
prethalamus (PTh) as roof and alar components,
respectively. The intermediate p2 roof and alar
regions originate the epithalamus and the
thalamus (Th), whereas the caudal pl contains
the subcommissural organ (SCO) and the
pretectal region (PT). The smaller basal
components form the tegmental region in the
diencephalon, extending in the three prosomeres
(Puelles and Rubenstein, 2003; reviewed in
Puelles et al., 2012b). The mesencephalon is
considered a single segment organized in four
longitudinal bands (from dorsal to ventral: dorsal,
lateral, basal and medial). The isthmus is called rO
and the rhombomeres 1-8 are indicated in
relation to the motor nuclei of the cranial nerves
(Lépez et al., 2003; Morona and Gonzalez, 2008,
2009; Joven et al.,, 2012, 2013). In addition, we
will refer to expression in the ventricular zone
(vz; cells that are in close contact with the
ventricle), the adjacent subventricular zone (svz;
one-to-two rows of tightly packed cells), and the
mantle zone (mz; migrated cells in the external
rows of the cell layer and into the superficial fiber
zone). In general, we will describe the results at
each developmental stage from rostral to caudal
brain regions.

Embryonic stages (27-34)

Conspicuous Pax6 expression was observed by
stage 27 in the prospective diencephalon, in
particular in p3 and p1, where the most intensely
labeled cells were located in the alar part of pl
(Fig. 6a). The first Pax7 and Pax3 positive cells
were detected in the rhombencephalon also at
stage 27, just after the first spontaneous
movements. Labeled cells for both Pax3 and Pax7
occupied the dorsal alar portion of the relatively
thick ventricular zone (Fig. 6b), whereas Pax6 was
found in more medial domains of the mitotically
active caudal neural tube. Expression of Pax7 also
occupied most of the developing dorsal
mesencephalon (Fig. 6b). In addition, the
paraphyseal arch was Pax7 positive (Fig. 6c). By
stage 28, some scattered Pax7 cells appeared for
the first time in the basal portion of p3, as they
were double labeled for Nkx2.1 (this situation
continued in subsequent stages; see Fig. 7a). At
this stage, Pax6 was observed in the dorsal telen-
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Figure 2. Diagrams of transverse sections through the brain of Pleurodeles waltl showing the distribution of immunoreactive cells
for Pax3, Pax6 and Pax7 at stage 30 (a-h) and at the end of the embryonic period, coinciding with hatching at stage 34 (i-r). The
levels of the sections are indicated in the upper scheme of a lateral view of the brain, in which the grey-filled area represents the
ventricles and the dashed lines highlight neuromeric boundaries. For abbreviations, see list. Scale bars = 500 um.
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cephalon (Fig. 6a), in the prospective olfactory
bulbs and pallium.

As embryonic development proceeds, the
number of cells and the intensity of the
immunoreaction increased, especially in some
migrated cells of the mantle zone (Figs 6d,e). At
stage 30, Pax3 expression remained restricted to
rhombencephalic territories and dorsal ventric-
ular zone of the mesencephalon and p1 (Fig. 2a-
h). The Pax7 expression detected at this stage in
the dorsal mesencephalon and in pl included the
migrated cells in the external layers, and broad
domains of Pax7 expression were located in the
rostral rhombencephalon (Fig. 2a-h, 6d). In turn,
Pax6 expression was observed in the developing
eye and in several prosencephalic areas (Figs. 2c-
h, 6e), including the prospective bulbar, pallial
and alar hypothalamic regions. Of note, Pax6 is
more intense as the pallial cells migrated from
the ventricle and extended into the lateral
ganglionic eminence (subpallial region that gives
rise to the striatum) where the Pax6 cells were
more intensely labeled. Also by stage 30, the
anterior and intermediate lobes of the
hypophysis showed for the first time Pax6 and
Pax7  expression,  respectively. In  the
diencephalon, the prethalamic eminence could
be discerned by the absence of subventricular
Pax6 positive cells but staining in the ventricular
zone (Fig. 2e). Pax6 was present in the ventricular
zone of the alar (thalamic) region (Fig. 2c,d). In
addition, strong Pax6 expression could be
detected in some cells of the newly formed
epiphysis (Fig. 2a). In p1, Pax3, Pax6 and Pax7
expressions were progressively restricted to
subsets of cells that constituted distinct
subpopulations as development proceeds (Figs.
2c,d, 7b). Only Pax6 cells were located in the
basal p1, segregated from the alar population,
and both (alar and basal) groups became totally
separated by stage 32 (Fig. 7b). Simultaneously,
in the dorsal telencephalon and the prospective
supraoptoparaventricular (SPV) region (topol-
ogically the dorsalmost part of the hypothalamus,
confirmed by double experiments with Otp and
Nkx2.1) the ventricular zone was faintly positive
for Pax6 (Fig. 6e), whereas the lateral ganglionic
eminence continued to show scattered and
strongly labeled Pax6 cells. Also at this stages, the
basal p3 Pax7 cell subpopulation extended into
the hypothalamus (Fig. 7b-d), and the most
migrated cells were negative for Nkx2.1 (Fig. 7c).

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

In the mesencephalon Pax7 cells were observed
scattered in subventricular domains rostrally, but
caudally the ventricular zone also showed
moderate expression. Concurrently at stage 32,
the rostral rhombencephalic Pax7 cell group was
present in apposition to the recently generated
calretinin-expressing neurons in the reticular
nuclei (Fig. 7d).

The embryonic period ends with hatching,
which usually occurs at stage 34. By this stage the
retina showed moderate expression of Pax6 in
the forming lens and the proliferative ciliary
epithelium (Figs. 2k-n, 6f,g), and some scattered
Pax6 cells were labeled with variable intensity in
the differentiating retinal neuronal layers. Double
staining showed that some of these cells in the
developing ganglion cell layer were already
positive for CR, but none were characterized as
cholinergic cells in the neuronal cell layer with
the ChAT antibody (Fig. 7e). At this stage, Pax6
expression was detected for the first time in
individual cells in the olfactory organ and in the
developing olfactory nerve, between the
olfactory organ and bulb (Figs. 2k, 6g). The
prospective olfactory bulbs and pallium showed
weak Pax6 expression in the ventricular zone,
whereas intensely labeled cells were located in
the mantle zone, extending into the developing
striatum  (Figs. 2i-k, 6gh). In the alar
hypothalamus, the prospective SPV showed weak
Pax6 expression in cells lining the ventricle,
located close to the caudal Pax6 expressing zones
of the alar part in p3 (Figs. 2m, 6i). In the dorsal
interface between telencephalon and the
prethalamic eminence, which was positive for
Pax6 in the ventricular layer, Pax7 strongly
labeled the paraphysis (Figs. 2i,j, 7g). The
prethalamus also showed intense labeling of Pax6
in migrated cells in the mantle zone (Figs. 2I,m, 6i,
7f), whereas in the basal p3 a population of
strongly stained Pax7 cells extended into basal
hypothalamic territories (Figs. 2m,n, 7f). The roof
plate of pl and p2 was positive for Pax3, Pax6
and Pax7 (Figs. 2i, 7g) and the ventricular Pax6
expression in alar p2 almost disappeared (Figs. 2i-
k, 6g,h). Pax3 and Pax7 expression continued
caudally in the dorsal pl1 and mesencephalon,
whereas Pax6 expression caudally ends abruptly
in the diencephalo-mesencephalic boundary
(Figs. 2j,k, 6j). Of note, a complex staining pattern
was found in the pretectal region by hatching.
Pax3 cells were located in ventricular and
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Figure 3. Diagrams of transverse sections through the brain of Pleurodeles waltl showing the distribution of immunoreactive cells
for Pax3, Pax6 and Pax7 at stage 36, selected as representative stage of the initial larval period (a-t). The levels of the sections are
indicated in the upper scheme of a lateral view of the brain, in which the grey-filled area represents the ventricles and the dashed
lines highlight neuromeric boundaries. For abbreviations, see list. Scale bar = 500 um.
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subventricular zones, Pax6 in the ventricular
lining and at different levels of the thick cell layer
in the mantle, and Pax7 in subventricular and
external mantle cell layers (Figs. 2j,k, 6g,h,j, 7g).
In the mesencephalon, the dorsal band (tectum)
was positive for Pax3 and Pax7, whereas the
lateral band possessed some scattered Pax7 cells
in its rostral portion, and Pax3 and Pax7 cells
were widely distributed in its caudal part (Figs. 2j-
I, 6j, 7g). The isthmus is markedly curved at this
stage, with the alar portion inclined caudalwards.
It was characterized by the absence of Pax3, Pax6
or Pax7 expression, as was corroborated with
double labeling for ChAT that stained the isthmic
nucleus dorsally, and the trochlear nucleus
ventrally (Figs. 2I,m, 7h). Caudally, the ventricular
layer of the rhombencephalon was characterized
by partially overlapped domains of low
expression for Pax3, Pax7 and Pax6, from dorsal
to ventral zones respectively (Figs. 2n-r, 6k,l).
Pax3 and Pax7 were expressed in the alar
domain, except the roof plate, and Pax6
extended in the intermediate basal plate, except
in the rostral part of rl. Additionally, in the
rostral rl Pax3 was present in ventricular and
subventricular positions, and a conspicuous
group of strongly Pax7 expressing cells in
subventricular layers of the alar rl (in the
reticular  column) sharply delineated a
ventromedial limit, disrupted only by scattered
Pax7 cells in the griseum centrale that extended
into basal territories (Figs. 2m, 6k,l). This group is
medially located to the cholinergic laterodorsal
tegmental nucleus (LDT) and trigeminal motor
nuclei (Fig.7i). Scattered Pax6 cells were seen in
the medial and caudal reticular formation of the
rhombencephalon (Fig. 2q,r); the most
outstanding subpopulation occupying
rhombomere r4, as was confirmed by the
absence of ChAT positive cells (Figs.7j). In the
spinal cord, the ventricular staining pattern found
in the rhombencephalon continued, following the
closure of the neural tube, i.e. from dorsal to
intermediate domains first Pax3, then Pax7 (Fig.
6m) and last Pax6 were expressed, with some
zones overlapping in the adjacent territories.

Initial larval stages (35-38)

After hatching, the larvae are almost
motionless, absorbing the remaining yolk. They
swim away when bothered, but more often they
remain immobile, laying at the bottom or stuck to
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the surfaces aided by their balancers. The
previous steady behavior is only disrupted either
when feeding on live zooplankton by stereotyped
suction mechanisms or when escaping, both
behaviors triggered by visual/vibrational stimuli.
It is only at the end of this period (around stage
37-38) when they start eating.

During this period, the differential growing of
progenitor domains and neuronal differentiation
processes slightly unfold the neural tube and
most cell subpopulations already recognizable
with the Pax immunohistochemistry in the
embryonic period grow in size and complexity.
Pax6 expression in the forebrain remained
conspicuous at these stages, in particular in the
olfactory system where abundant labeled cells
were seen in the olfactory organs and bulbs (Figs.
3a,b; 8c). Double staining revealed that some of
the external Pax6 cells corresponded to
developing CB, CR and TH positive cells of the
olfactory bulb. The ventricular expression of Pax6
in the olfactory bulbs persisted and was
continuous with similar expression in the
ventricular zone of the pallium. The dorsal striatal
Pax6 cells were grouped laterally and showed
intense labeling (Figs. 3c, 8c, 9a), whereas the
pallidal derivatives (identified by the Nkx2.1
expression) that at these stages contained an
increasing ChAT positive cell population, were
completely devoid of Pax6 cells (Figs. 3d,e, 8c,
9a). In the caudal pole of the telencephalon, Pax6
and Otp cells were intermingled without
colocalization in developing  amygdaloid
territories. The size and complexity of the
paraphysis increased and developed as a folded
tube of Pax7 cells in continuous contact with the
cerebrospinal fluid and the choroid plexuses
(Figs. 3b,c, 9b).

Within  the alar hypothalamic region,
ventricular expression of Pax6 was present in the
SPV (Figs. 3g,h, 8a), as demonstrated by double
Pax6/Otp and Pax6/Nkx2.1 labeling. The Pax7
cells in the hypothalamus were found now
located medially in a column along the lateral
recess of the infundibular ventricle in
continuation with the cells located in p3b (Figs.
3g-j, 8b, 9c). Also at these stages, cells were
intensely Pax7 immunoreactive in the
intermediate lobe of the hypophysis (Figs. 3l,
9m).

The boundary between p3 and the
suprachiasmatic region (in the alar hypothala-
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Figure 4. Diagrams of transverse sections through the brain of Pleurodeles waltl showing the distribution of immunoreactive cells
for Pax3, Pax6 and Pax7 at stage 40, selected as representative stage of the early active larval period (a-y). The levels of the
sections are indicated in the upper scheme of a lateral view of the brain, in which the grey-filled area represents the ventricles and
the dashed lines highlight neuromeric boundaries. For abbreviations, see list. Scale bar = 500 um.
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mus) was visualized by double staining for TH
(Fig. 9h). Thus, Pax7 cells were located in basal p3
in close vicinity with the developing TH
immunoreactive cell groups. In addition, the Pax6
cells located most ventrally in p3 were close to
the TH cells, but colocalization was not observed
in any case. Actually, the Pax6 cells in the
prethalamus (alar p3) extended into the basal
territories, as was confirmed by double labeling
with Nkx2.1 and Nkx6.1. To assign correctly the
Pax cell populations in the prethalamus and
thalamus, calcium binding proteins and Nkx2.2
expression helped to identify the boundary
between the alar p3 and p2 (Fig. 9d). In p2, no
Pax7 cells were observed, whereas only
moderate immunoreactivity for Pax6é was found
in the dorsal ventricular zone (Fig. 3b,c) and very
scarce Pax6 positive cells were detected for the
first time by the end of this period in the
asymmetric habenula. The epiphysis showed
strongly stained Pax6 scattered cells (Figs. 3b,
9b). The populations that expressed Pax3, Pax6
and Pax7 in the embryonic pl progressively
segregated at these stages, helping to the
identification of distinct pretectal territories.
Thus, in addition to the subcommissural organ,
the rostral precommissural (PcP) and the
commissural (CoP) domains of the pretectum
could be recognized on the basis of combined
expression patterns of Pax3, Pax6 and Pax7 (Figs.
3c-e, 8c,d,f, 9e). In addition, Pax6 cells were
distributed in a basal band of pl1, always
separated from the ventricular zone.

Pax6 alar expression abruptly ended at the
diencephalo-mesencephalic border, coinciding
with the appearance of Pax7 in the ventricular
zone of the optic tectum (Figs. 3c-e, 8¢,f, 9e). In
the tectum, the number of Pax3 cells migrated
from the ventricle was markedly lower than in
the neighboring p1, but the ventricular staining
was conspicuous (Figs. 3c-e, 8d). The rostral two
thirds of the optic tectum showed only scattered
Pax7 cells in the mantle zone, whereas the caudal
third possessed higher number of stained cells
(Figs. 3c-h, 9e). The torus semicircularis, also in
the alar dorsal band of the mesencephalon,
became distinguishable at these stages and while
some migrated cells were Pax7 immunoreactive,
the ventricular zone did not show Pax7
expression  (Fig. 8e,(f). In the basal
mesencephalon, the tegmental Pax6
subpopulation grew and extended up to the
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isthmo-mesencephalic boundary, highlighted by
the combined labeling of Pax6 and Nkx6.1 (Fig.
9f). The combination with Nkx2.2 unraveled the
basal position of this Pax6 group, ventral to the
alar-basal boundary marked by the Nkx2.2
expression.

The extent of the isthmic segment (r0) was
highlighted by Nkx6.1 and ChAT
immunohistochemistry, and was seen to be
completely devoid of Pax expressing cells (Figs.
3h-j, 9f). At the level of the recently formed
lateral recess of the fourth ventricle, the
rudiment of the lateral lobe of the cerebellum
started to show moderate Pax3 and Pax7 staining
in the ventricular zone (Fig. 3k). From rl to the
spinal cord, Pax3, Pax7 and Pax6 were expressed
in the proliferating ventricular zone with partially
overlapped domains, in the same pattern as
described in the embryonic stages (Figs. 3k-t, 8g-
i). The rhombomeric organization of the migrated
Pax cell subpopulations was interpreted with the
help of the rhombomere-specific expression
patterns of Otp, Nkx6.1, TH and ChAT (Fig. 9g-m).
The first rhombomere (rl) was divided into
rostral and caudal parts for the interpretation of
the results, due to the differential expression
patterns of Pax proteins and other markers. A
discrete Pax3 subpopulation of scattered cells
was detected for the first time in the rostral part
of rl, occupying medial positions (Figs. 3j,k, 8g).
In addition, the rostral r1 showed the most
outstanding Pax7 cell group medial to the LDT
(intensely ChAT immunoreactive; Fig.9i,j). This
group of densely packed Pax7 cells formed an
alar subpopulation from which some scattered
cells detached towards basal territories.
Differently, in the caudal part of r1 Pax7 migrated
cells were not found in alar territories, but were
detected medially in the basal plate, (compare
Figs. 9i and 9m), in the proximity of a group of
Pax6 cells observed for the first time in this
position, and that extended into r2 (Figs. 3Kk,l,
9e,f). Of note, ChAT expressing cells (developing
motor cells) avoided the regions where Pax6 and
Pax7 cells were detected (Fig. 9i-k,m). After a gap
devoid of Pax migrated cells in r3 (Fig. 3m), a
migrated Pax6 cell group was seen in the mz of r4
(Figs. 3n, 9g,k,I). In the basal plate of the rostral
rhombencephalon, Pax6 cells avoided the Otp
expressing territory, thus being located medially
to it in rl1-r2, and laterally in r4 (Fig. 9l).
Differently, some Pax7/Otp double labeled cells
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Figure 5. Diagrams of transverse sections through the brain of Pleurodeles waltl showing the distribution of immunoreactive cells for
Pax3, Pax6 and Pax7 at stage 52, selected as representative stage of the late active larval period (a-v). The levels of the sections are
indicated in the upper scheme of a lateral view of the brain, in which the grey-filled area represents the ventricles and the dashed
lines highlight neuromeric boundaries. For abbreviations, see list. Scale bar = 500 um.
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were observed in the alar part of r1 (Fig. 9c).
In the spinal cord, the ventricular staining pattern
described for previous stages persisted, but a few
Pax6 cells were now detected separated from the
central canal (Figs 3s,t. 8h,i).

Early active larval stages (39-45)

The early active larval life (stages 39-45) is
characterized by the progressive formation of the
forelimbs, and a major change in feeding
behavior: the acquisition of lunging (i.e.,
combination of suction and swimming) and the
modulation of suction. At the end of this period,
larvae lose the balancer and use their recently
formed forelimbs to walk.

The retinal Pax6 cells were very numerous and
occupied the inner nuclear layer and the ganglion
cell layer, and double experiments showed that
they were not cholinergic (ChAT positive) or
dopaminergic (TH positive) cells. The olfactory
organ of the early active larvae maintained an
important amount of Pax6 expressing cells, and
isolated cells were observed in the region of the
olfactory nerve (Fig. 10a).

During this period, the telencephalic
structures acquire the basic pattern of
organization of the adults, especially due to the
progressive growth and differentiation of the
pallial and subpallial components. In the olfactory
bulbs, Pax6 staining was found in the ventricular
and mantle zones (Figs. 4a,b, 10a), where many
of these cells contained TH, CB and CR. The
pallium was Pax6 positive in the ventricular zone,
except for a rostral portion of the medial pallium
(Figs. 4c-f, 8j, 10b,d). Additionally, isolated cells
were seen in the mantle zone of the dorsal and
lateral pallial regions, whereas the ventral pallium
showed a subset of Pax6 cells in the mantle zone
extending into the neighboring striatum, which
lacked ventricular staining (Figs. 4b-f, 8j, 10b-d).
By the end of this period, the lateral amygdaloid
region in the wventral pallium, showed
intermingled Pax6 and CR positive cells (Fig.
10b,d). Ventrolaterally, the caudal striatum
started to acquire the pattern of dispersed Pax6
cells characteristic of adult newts, whereas
rostrally the Pax6 cells were densely packed as in
previous stages but extended ventromedially
reaching the medial walls (Figs. 4b-e, 8j, 10e,f).
The caudal limit of the striatal Pax6 cells was
defined by the Nkx2.1 expression in pallidal and
preoptic areas (Fig. 10c,e), corresponding this
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caudal striatal region to the central amygdala, as
was confirmed later at stage 45 by the CR and
Otp expression patterns (Fig. 10b,f). In the medial
telencephalic wall of the hemisphere, the septum
showed faint Pax6 expressing cells for the first
time by stage 41 (Fig. §j).

In the hypothalamus, the SPV could be
discerned from the adjacent preoptic and
suprachiasmatic regions by its negative staining
for Nkx2.1 and positive labeling for Otp (Fig. 10e-
g). It contained Pax6 expression in the ventricular
zone (Figs. 4h, 10e-g). The Pax7 cells of the
hypothalamus and  hypophysis  remained
essentially unaltered from previous stages. The
anterior lobe of the hypophysis showed Pax6 cells
(Figs. 4m, 10Kk).

The pallial Pax6 expression was continuous
with the cells in the prethalamic eminence,
without interruption (Figs. 4e, 8k, 10c,d). In the
prethalamus, the Pax6 cell population increased,
and as in earlier stages, some cells invaded basal
territories (Figs. 4h,i, 10h). In p2, isolated Pax6
and Pax7cells could be detected in the habenula,
and p1 retained the pattern of Pax cells described
for previous stages (Figs. 4d-h, 8, 10j).

During the early active larval period the
mesencephalon grows noticeably and becomes
more differentiated. The pattern of Pax7
expressing cells in the optic tectum was similar to
that seen in previous stages, with scattered cells
in the rostral two thirds and striking abundance
of labeled cells in the caudal third. The Pax7
expression in the torus semicircularis was more
evident at these stages (Fig. 4g-1). On the other
hand, the population of Pax6 cells in the
tegmentum (Figs. 4j,k, 8I) formed a conspicuous
band beneath the alar-basal boundary marked by
Nkx2.2 (Fig. 10i).

The lateral lobe of the cerebellum extended
now rostralwards from the cerebellar commisure,
and Pax6 cells were observed in the octavolateral
area (Figs. 4m, 8m). The Pax7 subpopulation in
rl, mainly located in the superior reticular
nucleus, increased and extended rostralwards
(Figs. 4l-n, 10j). Ventrally, Pax7 cells located in the
interpeduncular nucleus extended rostrally into
the isthmus, next to the trochlear nucleus (Fig.
10j). The Pax6 cells in the basal r1 were separated
medially from the locus coeruleus towards the
raphe (Fig. 10k), and intermingled with Nkx6.1
and Pax7 cells, without colocalization (Figs. 10lI,
12a). The Pax6 cells detected in r4 were
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segregated into lateral and medial groups,
showing the medial group colocalization with
Nkx6.1 (Figs. 4r-t, 12b, c). Starting at stage 40,
some Pax6 cells seemed to progress rostrally into
r3, occupying a thin continuous column in the
ventral aspect of the octavolateral area by stage
44 (Fig. 8m). Pax6 cells in the caudal
rhombencephalon and spinal cord partially
overlapped with Nkx6.1 in the ventricular lining,
while the cells migrated from the ventricular zone
were interspersed with CR reticular neurons
occupying two distinct columns (Figs. 4y, 12d). In
addition, scattered Pax6 cells were found in the
solitary tract nucleus by stage 42 (Fig. 4x). The
pattern of Pax3 and Pax7 expression in the caudal
rhombencephalon and spinal cord was similar to
that described for earlier stages (Fig. 4u-y).

Late active larval stages (46-55c)

During the late active larval period (stages 46-
55c) the larvae start using chemical cues to
recognize the food as they begin to predate also
on immobile commercial pellets of food. The
locomotion types can be associated with
different behaviors: walking is used for actively
seeking food and swimming is used for lunging
and escaping. The hindlimbs develop completely,
and this period ends with the metamorphosis.

All main brain structures and subdivisions
were clearly recognized at these stages and some
changes in Pax expression patterns were
observed. In the retina, Pax6 was now restricted
to some subsets of cells in the inner nuclear and
ganglion cell layers. In contrast to previous
stages, the olfactory organ and nerve did not
show Pax6 cells anymore, and in the olfactory
bulbs the layered distribution of Pax6 cells
acquired the adult pattern with the Pax6 cells
segregated in both the accessory and main
olfactory bulbs (Figs. 5a,b, 11a). The medial
pallium lacked Pax6 cells at rostral levels,
whereas the dorsal, lateral and ventral pallia still
conserved weak ventricular expression (Figs. 5b-
e, 11b,c, 12e). Very few scattered cells were
detected in the mantle zone of the dorsal and
lateral pallial regions (Fig. 11b,c), which were
negative for CR staining (Fig. 12e). The ventral
pallial mantle cells showed a comparable Pax6
pattern to that seen in dorsal striatum, which
lacked ventricular reactivity (Figs. 5c-e, 11b, 12e).
In the medial walls of the telencephalic
hemispheres, Pax6 expression was distinct in the

septum, including the ventricular zone, from the
caudal pole of the olfactory bulb to the preoptic
area (Figs. 5b,c, 11b). A particularly conspicuous
group of migrated Pax6 cells was noted in the
nucleus accumbens and, caudally, dispersed cells
were identified in the medial septum (Figs. 5b,c,
11a,b). The amygdaloid territories also showed
the same pattern of the adult brain: the lateral
(of ventropallial origin) and central (striatal part,
caudally continuous with the striatum)
components possessed Pax6 cells (Figs. 5c-g,
11b,c, 12e). The paraphysis developed a complex
system of tubes of epithelial Pax7 cells and blood
vessels (Figs.5d-g, 11d).

The hypothalamic areas remained mainly
unaltered in terms of Pax expression, although
they markedly increased in size, especially the
hypophysis (Figs. 5k-n, 11e). Pax6 positive
ventricular expression in the SPV persisted (Fig.
5h) and the Pax7 cells were located in the
mammillary region above the infundibular recess
(Fig. 5k,1). The anterior and intermediate lobes of
hypophysis presented pale Pax6 isolated cells and
intense Pax7 densely packed cells, respectively
(Figs. 5m,n, 11e).

The diencephalon also showed the complexity
of adult animals. In p3, Pax6 stained the
ventricular zone of the prethalamic eminence,
the majority of cells in the alar portion, and some
cells occupied the mantle zone in basal territories
(Figs. 5g-j, 11c,f), whereas Pax7 was abundant in
cells of the basal p3 (Fig. 5j,k). The habenula had
scattered Pax6 and Pax7 cells disposed in a row,
while the roof ventricular zone was positive for
Pax3, Pax6 and Pax7 as in the caudally adjacent
subcommissural organ in the roof of pl
(Fig.12f,g). The thalamo-pretectal boundary could

Figure 6. Photomicrographs of single-stained sagittal (a-c)
and transverse (d-m), sections through the brain of
Pleurodeles waltl showing the localization of Pax3, Pax6 or
Pax7 cells (indicated on the upper left corner of each
photomicrograph). Different embryonic stages (indicated
in the upper right corner of each photomicrograph) are
illustrated. All images are oriented following the same
standard: dorsal is upwards in transverse and sagittal
sections, and rostral is to the left in sagittal sections. The
dashed lines represent interneuromeric boundaries.
Pax6,, corresponds to the monoclonal antibody mouse
anti-Pax6, whereas Pax6, represents the polyclonal rabbit
anti-Pax6. The arrowhead in (g) points to Pax6 cells in the

olfactory nerve. For abbreviations, see list. Scale bars =
100 1im (a-c o-i) 580 1im (d-f i-m)
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Figure 7. Photomicrographs of double-labeled sagittal (a-c, f, g), transverse (d, h), and horizontal (e, i, j) sections through the brain
of Pleurodeles waltl showing the localization of Pax6 or Pax7 cells in relationship to other molecules (indicated on the upper left
corner of each photomicrograph). Different embryonic stages (indicated in the upper right corner of each photomicrograph) are
illustrated. All images are oriented following the same standard: dorsal is upwards in transverse and sagittal sections, and rostral is
to the left in sagittal and horizontal sections. The dashed lines represent interneuromeric boundaries. Pax6,, corresponds to the
monoclonal antibody mouse anti-Pax6, whereas Pax6, represents the polyclonal rabbit anti-Pax6. For abbreviations, see list. Scale
bars = 100 um. A magenta—green version of this figure is provided as Supplementary Figure 1.
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be discerned by ventricular Pax3 and Pax6
expression in the PcP region but not in the
thalamus (Figs. 5i,j, 12f,g). In the pretectum, the
tripartite organization into CoP, PcP and
juxtacommissural (JcP) parts was apparent and
contained abundant and distinctly distributed
Pax6 and Pax7 cells, whereas Pax3 cells were
scarce and weakly reactive, as in the adult (Figs
5i,j, 11f, 12f,g).

The mesencephalon at these larval stages
showed the abundant Pax7 cell population that
reached the appearance of adult animals, with
cells distributed in all layers of the optic tectum
and avoiding the ventricular zone in the torus
semicircularis (Figs. 5i-p, 11g). Pax3 cells were
less abundant in the mantle zone and were more
palely stained than in previous stages, but the
dorsal ventricular zone was still strongly positive
especially in the caudal pole of the
mesencephalon (Fig. 5i-n). The band of Pax6 cells
in the dorsal tegmentum slightly folded
caudolaterally, most probably as a consequence
of the differential growth of neighboring areas
(Figs. 5m, 11h).

The rhombencephalic external anatomy does
not change much during this period, except for
the development of the cerebellum. However,
attending to the distinct Pax expression patterns,
inter-rhombomeric migratory events can be
suggested. The granule cell layer of the
cerebellum, and the octavolateral area were
populated by migrated Pax6 cells, and the
ventricular cell layer was positive for Pax3 and
Pax7, as a continuation of the ventricular
expression in the mesencephalon, with a gap in
rO (Figs. 5m-p, 11i, 12h). In the rostral portion of

Figure 8. Photomicrographs of single-stained transverse (a-d,
f-k) and horizontal (e, I, m) sections through the brain of
Pleurodeles waltl showing the localization of Pax3, Pax6 or
Pax7 cells (indicated on the upper left corner of each
photomicrograph). Different stages (indicated in the upper
right corner of each photomicrograph) corresponding to
initial larvae (a-i) and early active larvae (j-m) are illustrated.
All images are oriented following the same standard: dorsal
is upwards in transverse sections and rostral is to the left in
horizontal  sections. The dashed lines represent
interneuromeric boundaries. Pax6,, corresponds to the
monoclonal antibody mouse anti-Pax6, whereas Pax6,
represents the polyclonal rabbit anti-Pax6. For abbreviations,
see list. Scale bars =50 um (a, h, i), 100 um (b-g, j-m).

rl, Pax6 ventricular cells were not detected,
persisting those positive for Pax3 and Pax7,
whereas in the caudal r1 Pax6 was maintained in
the ventricular zone (Figs. 50,p, 11i,k). The cell
groups strongly reactive for Pax7 and, to a lesser
extent for Pax3, extended rostrally (Fig. 5n).
Progressively, the ventrally located Pax7 cells
were seen in the interpeduncular nucleus (Figs.
5m,n, 1le,j). In r2-r3, Pax6 was additionally
detected at stage 52 in alar regions of the
octavolateral area, in the lateral line nuclei as was
confirmed by double staining for Pax6/CR (Figs.
50-q, 12i). In the medial part of the caudal r1 and
r2, Pax6 and Nkx6.1 were expressed in distinct
cell subpopulations (as shown in previous stages,
see Fig.10l), in contrast to the situation found in
r3 and r4 where a conspicuous cluster of double
labeled cells was detected (Fig. 12j). By the end of
this period, the lateral line nuclei already
possessed Pax6 cells from rl to r4 distributed in
different clusters (Fig. 5n-r). At stage 54, more
Pax6 cells were detected in the alar portion of the
caudal rhombencephalon, in the nucleus of the
solitary tract (Fig. 5u). In the spinal cord, the Pax7
immunoreactivity in the ventricular zone was
maintained as in previous stages but some cells
invaded also subventricular dorsolateral domains
(Figs. 5v, 12k). Pax6 maintained the pattern of
expression observed in early active larval stages
and, in the caudal rhombencephalon and spinal
cord, partial overlap of Pax6 and Nkx6.1 was
noted, with distinct double labeled cells (Fig. 12I).

Juvenile (56)

Except for the gonadal maduration, the
juvenile animals already have all the adaptations
of adults, switching terrestrial and aquatic
lifestyles depending on environmental cues. In
land, they develop biting and tongue prehension
as feeding behaviors, while in water chemical
recognition always precedes the suction
behavior.

The Pax immunoreactivity in recently
metamorphosed animals is undistinguishable
from that of late larvae (Fig. 13a-f) except for a
transient Pax6 expression in the basal
hypothalamic mammillary and tuberal regions
(Fig. 13g). Some other subtle differences
compared to the adult expression patterns were
noted in the juvenile. Thus, based on our
previous work (Joven et al., 2013) we can infer
that in the transition into adulthood, Pax6
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expression is lost in the anterior lobe of the
hypophysis, and in the ventricular zone of the
lateral pallium, dorsal pallium and SPV. Strikingly,
Pax3 expression is restricted to some scattered
cells in rostral rhombencephalon, dorsal
ventricular mesencephalon and pretectum. Pax7
expression is maintained through the adult in all
cell populations described, except for the
ventricular expression in the spinal cord.

DISCUSSION

We examined the Pax3, Pax6, and Pax7
expression patterns during the ontogenetic
development of the CNS of Pleurodeles walltl.
The immunohistochemical approach that we
have used yields high-resolution staining of cell
nuclei from early stages. In similar studies
conducted in other species, the use of
immunohistochemistry for the detection of the
Pax proteins and in situ hybridization for the
localization of Pax mRNA resulted in identical
patterns of staining (Hitchcock et al., 1996;
Waullimann and Rink, 2001; Moreno et al., 2008a;
Gonzalez and Northcutt, 2009; Morona et al.,
2011; Ferreiro-Galve et al., 2012b; Joven et al.,
2012b; Lorente-Cdnovas et al., 2012). The
localization of these three transcription factors, in
many cases in combination with other ancillary
markers, has been shown useful for unambiguous
interpretation of most brain subdivisions in the
urodele CNS (Joven et al., 2013), which is a
difficult task particularly through ontogeny, due
to the variable brain flexure and the uneven
growth of different areas during development
(Joven et al., 2012).

The three Pax members studied are expressed
from early development in specific regions often
defining genoarchitectonic boundaries. However,
as development proceeds some groups of cells
were seen to invade neighboring territories
originally negative for Pax labeling, such as the
case of some hypothalamic or rhombencephalic
regions. As we will discuss below, this
observation suggests cell migration, which in the
urodele brain is very scarce and difficult to assess
(see ten Donkelaar, 1998).

There is extensive literature dealing with Pax
gene expression in representatives of all major
vertebrate classes, including Pleurodeles, and the
expression patterns reported are highly
comparable across species, especially during
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development (Haubst et al., 2004, Stoykova and
Gruss, 1994; Stuart et al., 1994; Kawakami et al.,
1997; Murakami et al.,, 2001; Derobert et al.,
2002; Moreno et al., 2008a; Pritz and Ruan, 2009;
Morona et al., 2011; Duan et al., 2012; Joven et
al., 2013).

Comparative spatiotemporal analysis of
Pax3, Pax6 and Pax7 expression in the
nervous system across vertebrates

In spite of their secondary simplification, in
the brains of embryos, larvae and adult
specimens of urodeles four zones are
progressively recognized on the basis of the
relative position of cells from the ventricle to the
pial surface, and the degree of cell packing. Thus,
ventricular, subventricular, mantle and fiber
zones can be discerned, which largely correspond
to the layers described in classical studies that
were named the periventricular or ependymal
zone, the subependymal zone, the stratum
griseum or central grey, and the overlying white
layer or stratum album (Herrick, 1948). In the
present study we use both nomenclatures for
comparative purposes with other vertebrates.

Retina

During retinogenesis Pax6 is essential for the
multipotency of retinal progenitors and their
normal proliferation, and have a subsequent
function in the specification of a subtype of
mature amacrine cells, acting as activator of
proneural genes (Ashery-Padan and Gruss, 2001).

Figure 9. Photomicrographs of double-labeled horizontal (a,
j-), sagittal (b, c, e-h), and transverse (d, i, m) sections
through the brain of Pleurodeles waltl showing the
localization of Pax6 or Pax7 cells in relationship to other
molecules (indicated on the upper left corner of each
photomicrograph). Different stages (indicated in the upper
right corner of each photomicrograph) corresponding to
initial larvae are illustrated. All images are oriented following
the same standard: dorsal is upwards in transverse and
sagittal sections, and rostral is to the left in sagittal and
horizontal  sections. The dashed lines represent
interneuromeric boundaries. Pax6, corresponds to the
monoclonal antibody mouse anti-Pax6, whereas Pax6,
represents the polyclonal rabbit anti-Pax6, and TH, the
polyclonal rabbit anti-TH. For abbreviations, see list. Scale
bars = 200 um (c, f, i-k, m), 100 um (a, b, e, g, 1), 50 um (d, h).
A magenta—green version of this figure is provided as
Supplementary Figure 2.
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Figure 10. Photomicrographs of double-labeled transverse (a-d, g-i, k, I) and horizontal (e, f, j) sections through the brain of
Pleurodeles waltl showing the localization of Pax6 or Pax7 cells in relationship to other molecules (indicated on the upper left corner
of each photomicrograph). Different stages (indicated in the upper right corner of each photomicrograph) corresponding to early
active larvae are illustrated. All images are oriented following the same standard: dorsal is upwards in transverse and sagittal
sections, and rostral is to the left in sagittal and horizontal sections. The dashed lines represent interneuromeric boundaries. Pax6,,
corresponds to the monoclonal antibody mouse anti-Pax6, whereas Pax6, represents the polyclonal rabbit anti-Pax6, CR, the
polyclonal rabbit anti-CR, and TH, the polyclonal rabbit anti-TH. The arrowhead points to a Pax6 cell in the olfactory nerve; the
asterisk highlights a double Pax6/TH cell in the olfactory bulb (a). For abbreviations, see list. Scale bars =50 um (a, ¢, g, i, 1), 100 um
(b, d-f, h), 200 um (j, k). A magenta—green version of this figure is provided as Supplementary Figure 3.
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In Pleurodeles at the end of the embryonic
period, faint Pax6 expression is widely detected
in the optic cups during retinogenesis, specifically
in the growing neuroretina and the forming lens
vesicle. Before hatching, when the functionality
of the retina can be assessed because larvae
show escape response triggered by visual stimuli,
the cilliary marginal proliferative zone retains low
Pax6 expression levels. The expression is
excluded from mature cells in the outer layers of
the retina, remaining only in the deep inner
nuclear layer and the ganglion cell layer, until
adulthood (Joven et al., 2013). These results are
almost identical to those reported for Xenopus
(Hirsch and Harris, 1997) and other vertebrates
(Guduric-Fuchs et al., 2009; Ferreiro-Galve et al.,
2012a). The double Ilabeling experiments
conducted in Pleurodeles show that Pax6 is never
directly expressed in ChAT or TH amacrine cells,
in line with data reported in elasmobranchs
(Ferreiro-Galve et al., 2012a).

Olfactory organ

As in the case of the eye placode, Pax6 is early
expressed in the olfactory placode (Walther and
Gruss, 1991; Ldpez-Mascaraque et al., 2005;
Nomura et al., 2007) and it has conserved roles in
the development of the olfactory organ across
vertebrate and invertebrate species (van
Heyningen and Williamson, 2002; Hartmann et
al.,, 2003). In Pleurodeles, weak Pax6 expression
appears first in the apical surface of the
developing olfactory epithelium during the
formation of the olfactory organ primordium
(Stages 25-32, data not shown). By stage 32, the
first Pax6 isolated cells in more basal positions
are detected, coinciding with the observation of
first neurons and pioneer fibers of the olfactory
nerve by means of CR immunoreactivity (Joven et
al., 2012), and Pax6 scattered cells are present in
the olfactory nerve during the initial and early
active larval periods (Stages 34-44). These
observations are comparable to those recently
described in the developing olfactory organ of
the dogfish (Quintana-Urzainqui et al.,, 2012a).
However, the migratory period characterized in
the dogfish by the observation of Pax6 cells along
the course of the olfactory nerve was only

partially assessed in Pleurodeles, mainly because
of the proximity of the olfactory organ and the
developing olfactory bulb. In Pleurodeles Pax6
expressing cells are broadly distributed in the
olfactory organ from stages 34 to 44, until stage
45, suggesting its implication during the early
maturation period, before the olfactory system
becomes fully functional and feeding is governed
by visual and vibratory cues (initial and early
active larval periods). Pax6 dissapears during the
late larval period, coinciding with the beginning
of active seeking of food in the bottom, and is not
detected in adults. In contrast, in rats Pax6
expression has been shown to persist in the adult
olfactory epithelium (Guo et al., 2010).

Olfactory bulbs

Despite the scarce lamination shown in their
CNS, urodeles show considerable degree of
layering in the olfactory bulbs, as well as complex
networks of interneurons, which are conserved in
vertebrate evolution (ten Donkelar, 1998;
Laberge, 2008). Pax6 expression in the OB is also
a conserved feature in the vertebrate lineage,
from agnathans through mammals, including
humans (Stoykova and Gruss, 1994; Hauptmann
and Gerster, 2000; Puelles et al., 2000; Franco et
al., 2001; Murakami et al., 2001; Derobert et al.,
2002; Hauptmann et al.,, 2002; Moreno et al.,
2008a; Verdiev et al., 2009; Moreno et al., 2010,
2012a; Duan et al., 2012; Ferreiro-Galve et al.,
2012b; Joven et al.,, 2013). Pax6 expression is
present in the region that gives rise to the main
and accessory olfactory bulbs, starting at stage 27
as weak ventricular expression that gradually
increases in cells situated towards the marginal
zones, close to the developing layer of olfactory
fibers. The first double Pax6/TH, Pax6/CB and
Pax6/CR interneurons were detected by the end
of the early active larval period, just before the
olfactory organs and nerves lose the Pax6
expression and the larvae actually use of the
olfactory system. The population of TH cells in
the olfactory bulbs increases rapidly during the
late active larval period (Gonzalez et al., 1995)
and they always express Pax6, as in the adult
(Joven et al.,, 2013). Our results and those
reported for the zebrafish (Wullimann and Rink,
2002) and dogfish (Quintana-Urzainqui et al.,
2012a) suggest that the implication of Pax6 in
dopaminergic and calbindin-containing cell
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differentiation and/or maintenance is a cons-
erved feature in vertebrates.

Multiple  origin  of  mammalian OB
interneurons has been suggested: initially
originating locally from precursors placed in the
OB vz (Vergafio-Vera et al.,, 2006), and later
arising from migrating intermediate progenitors
that colonize the OBs from other neighboring
regions of the rostral forebrain, specifically
through the rostral migratory stream (Young et
al.,, 2007; Lledo et al., 2008; de Chevigny et al.,
2012). The neuroanatomical regions that
contribute to the rostral migratory stream show
abundant Pax6 expression (Stoykova and Gruss,
1994; Duan et al.,, 2012). In Pleurodeles, a dual
origin of bulbar interneurons is suggested by the
Pax6 expression observed in the OB vz, and the
spatially continuous expression of Pax6 cells from
the rostral striatum and ventral pallium to the
OB. Similar tracking studies to those conducted in
mammals are needed to confirm the multiple
origins of the bulbar Pax6 cells in urodeles.

Pallium

The four pallial regions characteristic of the
telencephalon of tetrapods have been identified
in Pleurodeles by their distinct staining patterns
of several neuronal markers and transcription
factors (Moreno and Gonzalez, 2007a; Morona
and Gonzalez, 2008; Joven et al., 2013). Thus, we
referred to medial, dorsal, lateral, and ventral
pallial regions in the description of the
distribution of Pax6 expression, the only Pax gene
that has been demonstrated to have multiple
roles during the formation of the pallium/cortex
(Yun et al., 2001; Bachy et al., 2002; Bishop et al.,
2002; Jiménez et al., 2002; Muzio et al., 2002;
Schuurmans and Guillemot, 2002;
Assimacopoulos et al., 2003; Talamillo et al.,,
2003; Carney et al.,, 2006; O’Leary et al., 2007;
Quinn et al., 2007; Tamai et al., 2007; Gopal and
Golden, 2008; Pifion et al., 2008; Tuoc et al.,
2009; Ceci et al.,, 2010; Moreno et al., 2010;
Cocas et al.,, 2011; Georgala et al., 2011). In
Pleurodeles, like in other tetrapods (Smith-
Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000), Pax6
is a general marker of the pallial neuroepithelium
during the embryonic period. By hatching, some
subsets of cells gain or lose intensity of staining
as they migrate radially towards the pial surface
of the pallium, and cells are also detected in the
developing striatal territory. No actual radial Pax6
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progenitor vz associated to it was observed,
suggesting that some cells originated in the pallial
vz migrate tangentially into the subpallium.
During the initial larval period Pax6 expression is
lost in the vz of the medial pallium, whereas weak
immunoreactivity still persists in the vz of the
other regions. In particular, Pax6 cells are
abundant in the svz and mz of the ventral
pallium. This situation continues through the
metamorphic juvenile, and in adults the
ventricular expression is maintained only in the
ventral pallium (Joven et al., 2013). Of particular
interest is the Pax6 expression noted in our study,
and in those of other vertebrate species, in the
pallio-subpallial boundary (psb). Actually, in
mammals Pax6 has been implicated in its
specification (Yun et al., 2001; Molnar and Butler,
2002; Stenman et al., 2003; Manuel and Price,
2005; Carney et al, 2009; Georgala et al., 2011).
The evolutionary conserved pattern of expression
of Pax6 in the psb indicates its importance in the
correct telencephalic development. Actually,
recent studies have demonstrated a special
signaling center in the psb, the anti-hem (in
opposition to the hem defined in the medial
telencephalon at the hippocampal primordium),
that differs from other telencepahlic signaling
centers by expressing molecules later than other
centers and in a more graded manner
(Assimacopoulos et al., 2003). The lack of Pax6
(sey/sey mutants) results in the lack the anti-
hem, suggesting that Pax6 is essential in the
regulation of the anti-hem development
(Assimacopoulos et al., 2003) and, thus, to allow
the correct cells immigrations (Chapouton et al.,
1999). Pax6 cells from the psb appear to migrate
to specific emerging amygdaloid nuclei and other
basal telencephalic structures (Carney et al.,2006)

Figure 11. Photomicrographs of single-stained transverse (a-
e, g-k), and sagittal (f) sections through the brain of
Pleurodeles waltl showing the localization of Pax6 or Pax7
cells (indicated on the upper left corner of each
photomicrograph). Different stages (indicated in the upper
right corner of each photomicrograph) corresponding to late
larvae (a-k) are illustrated. All images are oriented following
the same standard: dorsal is upwards in transverse and
sagittal sections, and rostral is to the left in sagittal sections.
The dashed lines represent interneuromeric boundaries.
Pax6,, corresponds to the monoclonal antibody mouse anti-
Pax6, whereas Pax6, represents the polyclonal rabbit anti-
Pax6. For abbreviations, see list. Scale bars = 200 um (a-c, i),
100 um (d, f, j), 50 um (e, g, h, k).
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and, albeit in our study cell tracking experiments
were not conducted, the spatiotemporal
sequence of Pax6 cells emerging in the
subpallium suggests similar migrations, in
agreement with similar observations in the
dogfish (Ferreiro-Galve et al., 2008; Rodriguez-
Moldes, 2009; Quintana-Urzainqui et al., 2012b).

Septum

The current interpretation of the septum,
classically considered a subpallial region, includes
pallial, pallidal and striatal derivatives (Puelles et
al.,, 2000; Medina, 2008; Moreno et al., 2010;
Medina et al., 2011). In Pleurodeles, slightly after
the onset of the early active larval period, Pax6
cells can be detected in the dorsal septum,
extending subsequently into the lateral and
medial septal domains by the end of the late
active larval period. Double staining of Pax6 with
Nkx2.1 (a pallidal marker) shows that both
transcription factors are expressed in slightly
intermingled cells, but no double-labeled cells are
observed throughout development (present
results) or in the adult (Joven et al.,, 2013).
Several studies support a conserved expression
pattern of Pax6 in the septum across vertebrates
(Stoykova and Gruss, 1994; Puelles et al., 2000;
Moreno et al., 2010; Duan et al., 2012).

Interestingly, Pax6 is expressed in the vz of the
dorsal septum, in a region that corresponds in the
medial hemispheric wall to the psb in the lateral
wall in Pleurodeles. This region might be
comparable with the hem signaling center, which

Figure 12. Photomicrographs of double-labeled sagittal (a, b,
i), transverse (c, e-g, j-l), and horizontal (d, h) sections
through the brain of Pleurodeles waltl showing the
localization of Pax3, Pax6 or Pax7 cells in relationship to
other molecules (indicated on the upper left corner of each
photomicrograph). Different stages (indicated in the upper
right corner of each photomicrograph) corresponding to
early active (a-d) and late active larvae (e-l) are illustrated.
All images are oriented following the same standard: dorsal
is upwards in transverse and sagittal sections, and rostral is
to the left in sagittal and horizontal sections. The dashed
lines represent interneuromeric boundaries. Pax6,
corresponds to the monoclonal antibody mouse anti-Pax6,
whereas Pax6, represents the polyclonal rabbit anti-Pax6,
CR, the polyclonal rabbit anti-CR, and CB, the polyclonal
rabbit anti-CB. For abbreviations, see list. Scale bars = 50 um
(a, h, i, k, 1), 100 um (b-g, j). A magenta—green version of this
figure is provided as Supplementary Figure 4.

in mammals expresses Pax6 and lacks Nkx2.1
(Flames et al., 2007). In addition, the pattern of
distribution of Pax6 cells observed in the dorsal
septum during development and in the adult
(Joven et al., 2013) is identical to that observed in
Xenopus and in the turtle Pseudemys scripta,
corroborating a mixed pallial/subpallial origin of
the neurons in this region (Moreno et al., 2008b,
2010).

Basal ganglia

The basal ganglia of urodeles share a common
pattern of organization with all tetrapods,
including the presence of the striatum, nucleus
accumbens and pallidum (Marin et al.,, 1998;
Laberge and Roth, 2005; Moreno and Gonzalez,
2007a). The Pax6 expression pattern in
Pleurodeles can therefore be considered within
these regions.

In the Pleurodeles  subpallium, the
homologous region to the lateral ganglionic
eminence (LGE) shows Pax6 expression (only in
the mz) as early as stage 30. This expression
continues along development to its final
distribution in the adult striatum and central
amygdala (the striatal component of the
amygdala; Moreno and Gonzalez, 2006). The
striatum becomes recognizable from the early
active larval period. It contains abundant Pax6
cells that extend caudally to populate the
prospective central amygdala, identifiable by
stage 45. Conversely, in amniotes Pax6 is not
observed in the vz of the LGE at any
developmental stage (with the only exception of
its most dorsal portion), and the Pax6 cells
observed in ventral striatal zones seem to derive
from this region (Flames et al., 2007; Abellan and
Medina, 2009; Moreno et al, 2010). In
Pleurodeles, only weak Pax6 expression is
detected in the developing dorsal striatum and,
more intensely, in the psb (see above). Therefore,
it seems plausible that in Pleurodeles cell
migrations from these regions into the striatum
proper also occur, as demonstrated in Xenopus
(Moreno et al., 2008a).

The nucleus accumbens becomes recognizable
in Pleurodeles in the late active larval period, and
contains Pax6 cells until adulthood (Joven et al.,
2013). Similarly, studies in chicks, turtles and
mice showed that the primordium of nucleus
accumbens, immediately caudal to the olfactory
bulb, expresses DIx2 and Pax6 in cells entering
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the mantle zone radially (Puelles et al.,, 2000;
Moreno et al., 2010).

Amygdaloid complex

A common pattern of organization of the
amygdaloid complex in tetrapods has been
proposed on the basis of the analysis of nuclei
origin and specification (Moreno and Gonzalez,
2006; 2007b; Martinez-Garcia et al.,, 2012). In
Pleurodeles, a multimodal/multiorigin amygdala
has been analyzed (Moreno and Gonzélez, 2006,
2007b), which is composed by the lateral
amygdala (LA), a ventropallial derivative that
receives the olfactory information, the medial
amygdala (MeA) of subpallial origin that is the
main secondary vomeronasal center, and the
central amygdala (CeA) that is a striatal area
representing the autonomic  amygdaloid
subdivision (Moreno and Gonzalez, 2007b). In
this context the Pax6 expression was reported in
adult Pleurodeles in the LA and the CeA, but not
in the MeA (Joven et al, 2013). During
development, Pax6 cells are already detected in
the prospective LA in the ventral pallium in the
embryonic period, and this specific region could
be identified by calretinin immunoreactivity
(Joven et al., 2012). We already referred to the
Pax6 expression in the CeA, which starts by stage
45, coinciding to the beginning of the late active
larval period.

Hypothalamus

According to a recent study in Xenopus
(Dominguez et al., 2013), and in line with other
studies in amniotes and anamniotes, we have
considered in the hypothalamus of Pleurodeles
two main alar regions, the supraoptopeduncular
(SPV) and suprachiasmatic (SC) regions, and two
basal regions, the tuberal and mammillary
regions (for review see Moreno and Gonzailez,
2011; Medina, 2008; Puelles et al., 2012a).

Within the alar hypothalamus of Pleurodeles,
Pax6 expression in the vz of the SPV can be
detected from stage 34 until the end of the
metamorphosis. The actual localization of the
labeling in the SPV was unmistakably assessed by
the combined labeling for Otp (marker of the
SPV) and Nkx2.1 (marker of the adjacent preoptic
area and SC). Similar Pax6 expression in the alar
hypothalamus was not observed in other
anamniotes (Murakami et al., 2001; Moreno et
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Figure 13. Photomicrographs of single-stained transverse
sections through the brain of a metamorphic newt
Pleurodeles waltl showing the localization of Pax6 in the
telencephalon (a-d), diencephalon (e,f) and basal
hypothalamus (g). In all photomicrographs dorsal is oriented
upwards. The dashed lines represent interneuromeric
boundaries. The monoclonal mouse anti-Pax6 antibody was
used. For abbreviations, see list. Scale bars = 200 um.

al., 2008a; Moreno and Gonzalez, 2011;
Dominguez et al, 2013), although Pax6
expression seems to be a characteristic of the
SPV of amniotes (Medina, 2008; Moreno et al.,
2012a). Interestingly, in experimental studies in
urodeles Pax6 has been demonstrated to be
necessary not only for eye morphogenesis but
also for the formation of the alar hypothalamic
region (Eagleson et al., 2001).

The relatively large basal hypothalamus of
Pleurodeles showed just a few Pax6 cells,
transiently in juveniles, and Pax7 cells in the
mammillary region from early stages through
adulthood (Joven et al., 2013). Only faint Pax6
cells were transiently detected in the tuberal
region in the juvenile. In particular, following the
spatiotemporal pattern of expression of the Pax7
cells in the mammillary region (assessed in
double labeling experiments with Nkx2.1), they
seem to derive from the population of Pax7 cells
detected at early stages in the adjacent basal
plate of p3. The catecholaminergic groups in this
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region appear to be in close relationship with
both Pax6 and Pax7 cells during development,
but not actual colocalization was observed, so a
direct role of these Pax genes in the formation of
these neurons in newts cannot be assessed.

In relation to the hypothalamus, Pax6
expression is detectable in the primordium of the
anterior lobe of the hypophysis, from the
embryonic period, and persists at low levels in
the juvenile brain, being virtually lost in the adult
(Joven et al., 2013), which suggest a role of Pax6
in the ontogenesis of this region. Similar
expression during development has been
reported also in zebrafish (Guner et al., 2008),
chicken (Sjédal and Gunhaga, 2008) and
mammals (Bentley et al., 1999; Kioussi et al.,
1999; Dasen and Rosenfeld, 2001). In turn, a
conspicuous population of Pax7 cells is detected
from embryonic stages in the intermediate lobe
of the hypophysis in Pleurodeles. In zebrafish,
Pax7 cells have been described in a comparable
pars intermedia (Guner et al., 2008), and also in
mammals Pax7 constitutes a specific marker of a
postnatal progenitor cell subpopulation and the
melanotrope cells of the intermediate lobe of the
hypophysis (Hosoyama et al., 2010; Budry et al.,
2011).

Paraphysis

The large paraphysis of urodeles was already
located within the telencephalon as it is rostral to
the velum transversum, which classically marks
the limit between the two subdivisions of the
forebrain (Warren 1905), and according to its
development it was described as a posterior
telencephalic organ adjacent to the choroid
plexus of the third ventricle (Kappers et al.,
1950). The paraphysis in newts is a ramified
tubular gland with a single layered
neuroepithelial wall surrounded by connective
tissue and sinusoids, and lying outside the
arachnoid thus serving as interface between the
cerebrospinal fluid and the blood (Brocklehurst,
1979). A remarkable observation in Pleurodeles
was the specific and intense Pax7 labeling in the
paraphysis from stage 27, when it is only an
invagination of the telencephalic roof plate, and
the expression is maintained until its complex
ramified tubular structure is observed between
the telencephalic hemispheres in adults (Joven et
al.,, 2013). Thus, our present results suggest that
the paraphysis is a roof plate derivative that

originates at the limit between p3 and the
evaginated telencephalon, more likely belonging
to the first one. In the modified prosomeric
model the paraphysis was disregarded, and the
choroid plexus was the only derivative considered
from the roof plate of p3 and telencephalon
(Puelles and Rubenstein 2003).

Prosomere 3

The rostral diencephalic prosomere (p3) limits
dorsally with the evaginated telencephalon in the
roof plate derived PThE, and rostrally with the
non-evaginated prosencephalon, including the
basal ganglia, preoptic area and hypothalamus.
The PThE in amniotes is usually restricted to
embryonic stages, but in urodeles it persists until
adulthood (Trujillo et al., 2005; Joven et al.,,
2013). It exhibits ventricular Pax6, while the PTh
is filled by Pax6 expressing cells also in the svz
and mz, in a similar manner to that seen in all
vertebrates studied (Puelles et al.,, 2000;
Wullimann and Rink, 2001; 2002; Bachy et al,,
2002; Moreno et al., 2008a; Pritz and Ruan, 2009;
Moreno et al., 2010; 2012a; Duan et al.,, 2012;
Dominguez et al., 2013). The prethalamic Pax6
cell population is among the first detected in
Pleurodeles embryos (stage 27), and the PThE
Pax6 expression appears slightly later (stage 30).
In the PTh, the Pax6 ventricular staining
decreases from dorsal to ventral zones,
suggesting that Pax6 cells are originated dorsally
and migrate to the mz of more basal territories.
Actually, double labeling experiments for Pax6,
TH, and Nkx2.1 highlighted the localization of
some migrated cells in the basal tegmental region
of this segment, p3b (present results).
Comparable results were described for mammals
and reptiles (Stoykova and Gruss, 1994; Pritz and
Ruan, 2009; Moreno et al., 2012a).

Pax6 cells located in the alar plate of p3 in the
mouse were demonstrated to develop into
dopaminergic neurons of the medial zona incerta
(Vitalis et al., 2000; Mastick and Andrews, 2001),
where TH/Pax6 double labeled cells were found
during development (Mastick and Andrews,
2001). In contrast, our observations in
Pleurodeles showed Pax6 cells close to the TH
cells in the homologous region of the zona
incerta, but actual colocalization in the same cells
was not observed. Interestingly, no TH/Pax6
double labeled cells were detected in a confocal
analysis of the development of dopaminergic
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diencephalic neurons in the zebrafish, although
close apposition of several Pax6 cells surrounding
a given TH cell body were observed, still
suggestive of a functional relationship of Pax6 in
the development of dopaminergic cells in
diencephalon (Wullimann and Rink, 2001).

Pax7 cells located in the basal part of p3 were
clearly detectable in Pleurodeles from the
embryonic period. Expression of Nkx2.1 in all
Pax7 cells of p3b suggests their actual basal
nature, in contrast to the adjacent tuberal
hypothalamus where only Nkx2.1 is expressed.
This observation is in concordance with those
obtained by means of similar labeling approaches
in anuran amphibians (Dominguez et al., 2013)
and other vertebrates (Moreno et al., 2012a). As
already mentioned, the scattered Pax7 cells
observed in the mammillary region, analyzed
throughout development, seem to arise in p3b
and would have down regulated the expression
of Nkx2.1, as it occurs in the cells originated in
the medial ganglionic eminence that migrate to
the cortex (NObrega-Pereira et al.,, 2010).
Although actual migration was not assessed in
our experiments, similar origin in p3b for the
Pax7 cells located in the hypothalamus has been
proposed for anurans and chelonians (Moreno et
al., 2012a; Dominguez et al., 2013).

Prosomere 2

The intermediate prosomere of the
diencephalon contains in its alar region the
thalamus (Th; formerly dorsal thalamus), plus the
epiphysis (or pineal complex) and the habenula. It
also includes a small basal territory that is less
characterized (for review see Jones, 2007; Puelles
et al.,, 2012b). First Pax6, and slightly later Pax3
and Pax7, are expressed in the roof vz of the
epithalamus in larvae, juveniles (present results)
and adults (Joven et al., 2013). In the mouse, the
developing pineal gland expresses Pax6 (Walther
and Gruss, 1991) and its importance was revealed
in mutants lacking Pax6, which do not develop a
pineal gland (Mitchell et al.,, 2003). Also in the
epithalamus, the habenula possesses some
scattered double Pax6/Pax7 cells in the
superficial fiber zone, first detectable at stage 38.

At early embryonic stages, Pax6 is present in
the ventricular zone of the prospective thalamus,
disappearing in late embryos. The boundary of
the Th with the PTh (rostrally) and the pretectum
(PT; caudally) can be defined throughout

Pax3, Pax6 and Pax7 in the developing brain of urodeles

development by the lack of Pax expression in the
Th, like in mammals (Stoykova et al., 1996;
Warren and Price, 1997; Kawano et al., 1999;
Pratt et al., 2000; Puelles and Rubenstein, 2003;
Grindley et al., 1997; Pratt et al., 2000). Pax6 is
also expressed in the Th of early embryos in
zebrafish (Hauptmann and Gerster, 2000;
Wullimann and Rink, 2001), lamprey (Murakami
et al.,, 2001) and dogfish (Derobert et al., 2002;
Ferreiro-Galve et al., 2008). In addition, Pax6
expression in the basal part of p2 was not
observed in Pleurodeles, in line with results in all
other species studied, with the only exception of
the Alligator during early development (Pritz and
Ruan, 2009).

Prosomere 1

This segment constitutes the most caudal
diencephalic portion, delimited by the retroflex
fascicle at the p2-p1 boundary, and the posterior
commissure and the occulomotor nucleus at the
pl-mesencephalic boundary. It contains in its
roof and alar portions the subcommissural organ
and the pretectal nuclei, respectively (Puelles et
al.,, 2012b). The subcommissural organ, which is
involved in the cerebrospinal fluid circulation
and/or homeostasis (Pérez-Figares et al., 2001;
Meiniel, 2007), is the only part of the brain where
Pax3, Pax6 and Pax7 colocalize in the same cells.

The alar pl in vertebrates shares common
gene expression patterns during development
that have served to the definition of three
anteroposterior subdivisions of the pretectum:
the PcP, JcP and CoP domains (Ferran et al., 2007;
2008; 2009; Morona and Gonzdlez, 2008;
Merchan et al.,, 2011; Morona et al.,, 2011). In
Pleurodeles Pax3 and Pax6 expression early
occupy the vz of the whole pretectum, while Pax7
expression is not detected in the vz (except for
the sco), but is intense in cells in svz and mz. In
Xenopus, Pax3 and Pax7 expressions were
detected in the PcP alar subdomain, establishing
its pretectal nature and distinct molecular
identity with respect to the JcP and CoP (Morona
et al, 2011). Also in Xenopus Pax7 is early
expressed in the JcP domain (Morona et al.,
2011), as in Pleurodeles (present results), in
contrast to the lack of expression reported in the
chicken and mouse (Ferran et al., 2007; 2008).

In all vertebrates analyzed the caudal
boundary of the pretectal region is defined
molecularly mainly by the expression of Pax6 and,
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Expression Patterns of Pax6é and Pax7 in the Adult
Brain of a Urodele Amphibian, Pleurodeles waltl

Alberto Joven, Ruth Morona, Agustin Gonzalez, and Nerea Moreno™

Department of Cell Biology, Faculty of Biology, University Complutense, 28040 Madrid, Spain

ABSTRACT

Expression patterns of Pax6, Pax7, and, to a lesser
extent, Pax3 genes were analyzed by a combination of
immunohistochemical techniques in the central nervous
system of adult specimens of the urodele amphibian
Pleurodeles waltl. Only Pax6 was found in the telen-
cephalon, specifically the olfactory bulbs, striatum, sep-
tum, and lateral and central parts of the amygdala. In
the diencephalon, Pax6 and Pax7 were distinct in the
alar and basal parts, respectively, of prosomere 3. The
distribution of Paxé, Pax7, and Pax3 cells correlated
with the three pretectal domains. Pax7 specifically la-
beled cells in the dorsal mesencephalon, mainly in the
optic tectum, and Pax6 cells were the only cells found
in the tegmentum. Large populations of Pax7 cells
occupied the rostral rhombencephalon, along with lower
numbers of Pax6 and Pax3 cells. Pax6 was found in

INDEXING TERMS: Pax genes; immunohistochemistry;
evolution

most granule cells of the cerebellum. 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. Our results
show that the expression of Pax6 and Pax7 is widely
maintained in the brains of adult urodeles, in contrast
to the situation in other tetrapods. This discrepancy
could be due to the generally pedomorphic features of
urodele brains. Although the precise role of these tran-
scription factors in adult brains remains to be deter-
mined, our findings support the idea that they may also
function in adult urodeles. J. Comp. Neurol. 521:2088-
2124, 2013.

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

segmental organization; telencephalon; diencephalon; brain

The central nervous system (CNS) of urodele amphib-
ians (newts and salamanders) has long been studied by
comparative neuroanatomists (Herrick, 1927, 1948; Kicli-
ter and Ebbesson, 1976; Fritzsch and Himstedt, 1980;
Northcutt and Kicliter, 1980), and its simplified organiza-
tion of neurons and fiber systems was considered by
some researchers to be common to all tetrapods. Newer
data generated by modern techniques, however, allowed
identification of the neuroanatomical features that char-
acterize most brain regions in amniotes, although their
homologs could not be identified in amphibians. This was
particularly true for urodeles, where only limited cell
migration from the ventricular lining exists in adults, and
most neurons are crowded into a dense periventricular
cell layer, and nuclei and distinct structures could be rec-
ognized only as local condensations (see ten Donkelaar,
1998). Thus, many features of the brain of urodeles seem
to be less differentiated than in tetrapod outgroups,
including cartilaginous and bony fishes, and some charac-
ters in urodele brains are even more simple than those in

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

agnathan brains (Northcutt, 1984, 1987; Roth et al.,
1992, 1993). This situation was explained as a case of
secondary simplification of the brain, implying that uro-
dele brains are more primitive than their phylogenetic
position as tetrapods would indicate (Northcutt, 1987;
Roth et al., 1992, 1993). Our knowledge of the organiza-
tion of urodele brains increased with the use of specific
tract-tracing and immunohistochemical techniques,
which allowed identification of distinct neuronal popula-
tions, revealing that the organization of the nonsegre-
gated periventricular cell layer is much more complex
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CAPITULO 5

Resumen de resultados

Como hemos detallado en la introduccion
(capitulo 1), los anfibios urodelos son un modelo
animal de gran utilidad en el estudio del sistema
nervioso central (SNC), debido principalmente a su
desarrollo externo, su posiciéon filogenética, la
simplificacion secundaria que caracteriza su encéfalo
y su enorme potencial regenerativo. Los estudios
previos han puesto de manifiesto diversos aspectos
hodolégicos, neuroquimicos y funcionales del SNC,
aunque los datos publicados referentes a su
organizacién se restringen a ciertas regiones o a
marcadores concretos. En el presente estudio hemos
analizado el desarrollo del SNC en urodelos y su
regionalizacion en un contexto neuromérico, que
permite establecer zonas homdlogas entre diferentes
clases de vertebrados en base a patrones de
expresion génica. Con este fin, se analizan los
patrones de inmunorreactividad de calbindina-D28k
(CB), calretinina (CR), Pax3, Pax6 y Pax7 en el SNC de
urodelos a lo largo de todo el desarrollo
(embrionario, larvario y adulto) en relacién con otros
marcadores conocidos. Los datos se discuten desde
un punto de vista comparativo, utilizando Ia
bibliografia disponible respecto a la distribucién de
estas proteinas en otras especies. En consecuencia,
nuestros resultados proporcionan una visién global
del patrén de organizaciéon neuromérica del SNC de
vertebrados, al mismo tiempo que ponen de
manifiesto ciertas adaptaciones evolutivas especificas
de urodelos. En primer lugar, la distribucion de
proteinas ligantes de calcio (CBPs) sigue las
subdivisiones propuestas en los actuales modelos
sintéticos de segmentacién del cerebro en
vertebrados, y permite visualizar la morfologia celular
de numerosas subpoblaciones neuronales (Fig.1). Por
otra parte, los patrones de expresion de Pax3, Pax6 y
Pax7 destacan la importancia de estos factores de
transcripciéon en la organizacion dorsoventral vy
rostrocaudal del SNC de urodelos, asi como en la
especificacion y diferenciacion de ciertos tipos
celulares, como ocurre en otros vertebrados (Fig.2).

En el capitulo 2 se presenta la aparicion de células
inmunorreactivas para CB (CB+) y CR (CR+), que son
analizadas en un contexto neuromérico y discutidas
en relacién con datos disponibles en otras especies,
poniendo particular énfasis en las diferencias
encontradas con el desarrollo de Xenopus. Desde
etapas tempranas, tanto la CR como la CB se

expresan en el SNC de P.waltl (aunque la CB en
menor medida), y salvo en algunos casos concretos,
las células CBP+ se detectan con mads intensidad
conforme avanza el desarrollo larvario y mantienen
su expresion en individuos adultos.

Desde muy temprano en el desarrollo, los érganos
olfativos contienen abundantes células receptoras
CR+. Practicamente todas las fibras olfativas y
vomeronasales contienen CR a lo largo del desarrollo,
y en consecuencia tras la inmunodeteccion de CR
guedan realzados tanto los nervios olfativos como los
glomérulos. En lo referente a las células granulares
del bulbo olfativo, la subpoblacién de células CR+
aparece desde etapas embrionarias, mientras que la
subpoblacién CB+.se detecta a partir de estadios
larvarios tardios. Comparativamente, las neuronas
CB+ y CR+ de las regiones paliales son escasas, y
aparecen mas tarde en el desarrollo de Pleurodeles
que en el de Xenopus. Como sucede en el bulbo, la
aparicién de neuronas CR+ precede a la de células
CB+, que desde estadios tardios ocupan
principalmente la region del palio ventral. En el palio
dorsal, una subpoblacién CR+ aparece en el posible
equivalente del neocortex de mamifero, aunque por
su morfologia y distribuciéon durante el desarrollo,
estas células no se deben comparar con las
interneuronas CR+ de origen extrapalial descritas en
raton. El palio medial, la region homdloga del
hipocampo de aves y mamiferos, muestra expresion
transitoria de CB como en otros vertebrados, si bien
sucede en etapas mas tardias que en Xenopus. Una
situacion similar se da en la region subpalial,
concretamente en el septo, donde se observa una
expresion transitoria de ambas proteinas en
individuos juveniles que en Xenopus aparece antes de
la metamorfosis. En cuanto a los ganglios basales, la
aparicién de CR precede a la de CB en Pleurodeles, al
contrario que en Xenopus. El nUmero de células CB+y
CR+ en el estriado es bajo durante todo el desarrollo,
mientras que en el palido el nimero de células CR+
disminuye y las CB+ aumentan progresivamente.
Respecto al complejo amigdalino, la amigdala lateral
contiene células CR+ desde estadios tempranos,
mientras que las células CB+ pueden verse a partir de
etapas tardias. La amigdala medial se caracteriza por

Figura 1 (pagina siguiente). Representacion esquematica de
la interpretacion neuromérica del cerebro en desarrollo de
Pleurodeles waltl en base a la expresién de CB y CR. Se han
seleccionado los estadios 30 (a), 34 (b), 36 (c), 42 (d) y 52 (e),
en representacion de todo el desarrollo. Abreviaturas: ver
lista en capitulo 3.
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Periodo larvario activo
temprano

E Periodo larvario activo tardio
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una gran subpoblacién de neuronas CR+ y otra menor
de neuronas CB+. Desde etapas larvarias tempranas
se detecta una poblacidon CR+ en la amigdala central,
mientras que las células CB+ aparecen tras la
metamorfosis. En cuanto al hipotdlamo alar, en la
regidon supraquiasmatica emergen primero células
CR+y luego CB+ en el juvenil. En contraposicion, en la
regidon supraoptoparaventricular (SPV) primero
aparece la CB y después la CR. El hipotdlamo basal
(mamilar y tuberal) expresan CR desde etapas
tempranas y CB sélo a partir de estadios tardios.

En el diencéfalo, las CBPs se localizan en regiones
especificas de los prosémeros 1, 2 y 3 (p1, p2, p3). La
CR aparece antes que la CB, concretamente en la
zona basal de los diferentes prosémeros (plb, p2b,
p3b) su expresion ayuda a localizar la region
retromamilar (en p3b), el tubérculo posterior (en
p2b) y la region prerubral (en plb). Estas zonas se
pueden distinguir con claridad mediante la progresiva
aparicién de células CB+, en pl desde la etapa
temprana y en p2 desde la etapa tardia. En la porciéon
alar de p3, la distribucion de ambas proteinas pone
de manifiesto las subdivisiones rostral y caudal del
nucleo ventral del pretdlamo. A diferencia de
mamiferos, la eminencia pretaldmica carece de
expresion de estas CBPs. En p2, la habénula ventral
contiene CR a partir del periodo embrionario,
mientras que la habénula dorsal expresa CB algo mas
tarde, desde el comienzo de la etapa larvaria. La
habénula dorsal y el fasciculo retroflejo muestran una
marcada asimetria en urodelos, que se hace patente
con la tincién de CB/CR, ya que la expresion de CB
disminuye en el lado derecho en etapas tardias. En p2
alar, primero aparecen células CR+ que ocupan los
nucleos taldmicos central y anterior. Posteriormente
aparecen las células CB+ en la zona anterior, que van
ocupando regiones mas caudales del nucleo anterior.
Las primeras neuronas CR+ aparecen en el pretecho
al final de la etapa embrionaria, pero no se segregan
en tres dominios rostrocaudales hasta las etapas
tardias, como sucede en otros vertebrados.

En el mesencéfalo, con excepcién de la porcidn
caudal, el tegmento y la banda dorsal (griseum
tectale, techo dptico y torus semicircularis) contienen
células CR+ desde estadios embrionarios. en el techo

Figura 2 (pagina anterior). Representacion esquematica de la
interpretacion neuromérica del cerebro en desarrollo de
Pleurodeles waltl en base a la expresion de Pax3, Pax6 y Pax7.
Se han seleccionado los estadios 30 (a), 34 (b), 36 (c), 42 (d) y
52 (e), en representacion de todo el desarrollo. Abreviaturas:
ver lista en capitulo 3.

Resumen de los resultados y Discusion general

Optico, las células CR+ de la banda dorsal van
ocupando posiciones mas caudales de forma
progresiva, al mismo tiempo que las fibras CR+
provenientes de la retina colonizan las capas
superficiales en un gradiente rostrocaudal. La CB se
detecta mas adelante en estas regiones, en concreto
a lo largo del periodo larvario activo temprano.

En cuanto al rombencéfalo, en el istmo o
rombomero cero (r0) hay células CB+ en la porcion
istmica del nucleo tegmental posteroventral desde el
periodo larvario activo temprano, y en el juvenil
metamodrfico aparecen también células CR+. Los
juveniles también tienen una subpoblaciéon CB+ en la
region alar del ndcleo del istmo. En rombencéfalo
rostral, las células de Purkinje del cerebelo son CB+,
mientras que el drea octavolateral expresa CR desde
el periodo embrionario y CB a partir de la eclosidn.
Las fibras mecanoreceptoras de la linea lateral
contienen CR, mientras que las  fibras
acusticovestibulares del octavo par craneal expresan
CB. Sin embargo, es en los ultimos estadios larvarios
cuando se observa una segregacion clara. La regidn
del nlcleo laterodorsal tegmental muestra células
CB+ entremezcladas con otras CR+ desde poco
después de la eclosidon. En la zona basal de r1l,
aparecen primero células CR+, y luego CB+ que
ocupan progresivamente posiciones mas ventrales
hacia la regién del nucleo interpeduncular, cuyo
neuropilo es positivo para CB. Las primeras células
CR+ que aparecen en los embriones de Pleurodeles lo
hacen antes de que aparezcan los primeros
movimientos espontdneos, y se encuentran en la
formacidn reticular a la altura de la vesicula dtica. Ya
en la eclosién, la expresion se extiende a todo el
rombencéfalo siguiendo una distribucién
segmentaria con grupos celulares parcialmente
solapados, sobre todo entre el tercer y el sexto
rombémero (r3-r6). Esta observacion sugiere
movimientos migratorios en el rombencéfalo,
incluyendo desplazamientos inter-romboméricos. En
la médula espinal la aparicidon de células CR+ precede
a la de CB+, que ademds son menos humerosas.

En el capitulo 3 se realiza un analisis
espaciotemporal de los patrones de expresidon de
Pax3, Pax6 y Pax7 a lo largo del desarrollo
embrionario en relacién con otros factores de
transcripciéon (Nkx2.1, Nkx2.2, Nkx6.1 y Otp) vy
marcadores evolutivamente conservados (CB, CR,
ChAT, TH) cuya expresidn era conocida en anfibios
urodelos, lo que permite una interpretacion
inequivoca de ciertos limites en el marco
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neuromérico. Ademas, nuestros resultados ofrecen
una vision global del SNC en formacién gracias a las
combinaciones utilizadas, y a menudo sugieren
movimientos migratorios dificiles de observar en el
encéfalo de anfibios urodelos. En general, la
expresion de proteinas Pax aparece con poca
intensidad asociada a regiones ventriculares
progenitoras especificas (vz), y conforme las células
avanzan en los procesos de diferenciacion a lo largo
del eje medio lateral por las zonas subventricular
(svz) y del manto (mz), los niveles de expresidn varian
en cada célula a nivel individual, que puede mantener
la expresion de Pax en niveles bajos, aumentarla, o
reducirla por completo. En el caso de Pax3, la
expresion se va extinguiendo conforme avanza el
desarrollo, mientras que Pax6 y Pax7 se encuentran
ampliamente distribuidos en diversas subpoblaciones
de células diferenciadas.

En primer lugar, nuestros resultados ponen de
manifiesto la importancia de Pax6 en la formacion y
refinamiento de ciertos 6rganos sensoriales. La
expresion de Pax6 en el epitelio y nervio olfativos es
débil y transitoria, y su desapariciéon coincide con la
adquisicion del uso de la olfaccién en la busqueda y
captura de presas. Por otra parte, en la retina
indiferenciada, practicamente la totalidad de células
es Pax6+. Hacia el final del periodo embrionario, la
retina se diferencia, y las células Pax6+ adquieren una
gran variedad en términos de niveles de expresion:
bajos niveles en el epitelio ciliar proliferativo, ausente
en la capa nuclear externa y variable tanto en la capa
ganglionar como en la nuclear interna. Nuestros
experimentos de doble marcaje demostraron que
Pax6 no se expresa directamente en células ChAT+ 6
TH+, aunque si se observaron células Pax6+
doblemente marcadas para 5-HT, CB y CR.

En la porcidn palial del telencéfalo (incluyendo los
bulbos olfativos), Pax6 se expresa a lo largo del
desarrollo en la vz desde etapas embrionarias
tempranas. Los bulbos olfativos contienen
abundantes células Pax6+ que gradualmente van
ocupando la capa granular interna de los bulbos
olfativos principal y accesorio, y persisten en
animales metamorfoseados. Algunas de estas células
fueron caracterizadas como interneuronas
Pax6+/TH+, Pax6+/CB+ y Pax6+/CR+, que aparecen
por primera vez al final del periodo larvario activo
inicial, justo antes de que desaparezca la expresion
en el epitelio y nervio olfativo. Caudalmente, en la
region medial encontramos el septo, que expresa
Pax6 dorsalmente y Nkx2.1 en su porcion ventral, lo
gue corrobora un origen mixto palial-subpalial

propuesto para otros vertebrados. En el palio, la
expresiéon de Pax6 se restringe a la vz y algunas
células aisladas de la mz en sus porciones medial,
dorsal y lateral. La expresion ventricular desaparece
del palio medial en la etapa larvaria activa, y del palio
laterodorsal durante el periodo juvenil. La porcion
ventral del palio y su estructura derivada, la amigdala
lateral, contienen abundantes células Pax6 (también
en adultos) que ocupan desde estadios embrionarios
todos los estratos, invadiendo la region del estriado
dorsal en las zonas svz y mz. La subpoblacién estriatal
Pax6+ ocupa la regién de la amigdala central,
reconocible desde la etapa activa tardia, vy
simultaneamente, el nucleo accumbens muestra
células Pax6+ de forma llamativa, que mantienen su
expresion en adultos. Para terminar con los ganglios
basales, el presente estudio muestra la relacién entre
las células Pax6+, que ocupan regiones estriatales, y
los derivados palidales, Nkx2.1+. En el hipotdlamo
alar, Pax6 se expresa en la vz del SPV desde la vida
larvaria inicial hasta la metamorfosis (corroborado
por dobles marcajes con Otp y Nkx2.1). Es entonces
cuando se detectan de forma transitoria algunas
células Pax6+ en las regiones basales del hipotdlamo
(tuberal y mamilar), que desaparecen en individuos
adultos. Respecto a las células Pax7+ que ocupan la
region mamilar desde la etapa larvaria tardia, los
patrones espaciotemporales observados en estadios
tempranos sugieren robustamente que esas células
se originan en la porcidn basal de p3, y migran
siguiendo el receso infundibular hasta su localizacidn
final. En relacidon con el hipotdlamo, la hipdfisis o
glandula pituitaria contiene células Pax7 en el l6bulo
intermedio, y Pax6 en el Iébulo anterior, como en
otros vertebrados. Por ultimo, la paréfisis contiene
abundantes células Pax7+ desde muy temprano en el
desarrollo, lo que permite distinguirla con facilidad
de los plexos coroideos. Tanto su origen embrionario
(una invaginacion en la placa del techo rostral al velo
transverso) como la localizacién de su anclaje en
larvas, juveniles y adultos (topoldgicamente rostral a
la eminencia pretaldmica, identificada mole-
cularmente por Pax6) indican que la parafisis es una
estructura telencefalica. De esta manera, nuestros
datos revelan que la parafisis representa el limite
rostral de la expresién de Pax7, como derivado
telencefdlico de la placa del techo.

Desde muy temprano en el desarrollo, Pax6 se
expresa en la vz de todo el diencéfalo. En p3, Pax6 se
observa en la vz de la eminencia pretaldmica poco
después de ser detectado en el pretalamo. La
subpoblacién mas llamativa de Pax6 se localiza en el
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pretdlamo, y marca los limites rostral y dorsal de la
porcién alar de este segmento con el prosencéfalo
secundario, corroborados por doble inmuno-
histoquimica para Nkx2.1, Nkx2.2, Otp, y TH, vy
también el limite entre p2 y p3, confirmado por la
expresion de CB, CR y Nkx2.2. Sin embargo, la
expresion de Pax6 no se limita a la porcion alar de
este segmento, ya que algunas células invaden
regiones basales (Pax7+/Nkx2.1+) desde el comienzo
de la etapa larvaria activa. Por otra parte, desde
etapas embrionarias Pax7 se localiza en p3b, aunque
parte de estas células invaden durante el desarrollo
el hipotalamo mamilar, donde permanecen hasta en
el adulto. En p2, después de la eclosidn la expresidn
ventricular de Pax6 va desapareciendo gradualmente
para quedar restringida a la placa del techo, junto
con algunas células dispersas en la habénula (se trata
de células Pax6+/Pax7+ que son visibles desde el
inicio de la alimentacion). Ademas, la epifisis contiene
algunas células Pax6+. Respecto a pl, Pax3 y Pax6
ocupan la vz, svz y mz de su porcion alar y la vz del
6rgano subcomisural, mientras que Pax7 sélo esta
presente en la vz de este ultimo, y en células de las
capas svz y mz de regiones alares. De esta manera, la
expresion de las tres proteinas Pax en esta region
permite visualizar la organizacién tripartita del
pretecho. Ademads, en la porcidn dorsal de pl basal,
un grupo de células Pax6+ se encuentra separado de
las poblaciones pretectales, y en continuacién con las
células Pax6 del tegmento mesencefilico, al igual que
en otros vertebrados.

El limite entre diencéfalo y mesencéfalo se
visualiza muy bien mediante la expresion de Pax6: la
amplia distribucion de células Pax6+ en pl alar,
contrasta con la ausencia de expresion en el techo
Optico, como en todos los vertebrados. En el
mesencéfalo alar, Pax3 y Pax7 tienen grandes
dominios de expresion, aunque Pax3 se restringe a
las zonas vz y svz, y deja de expresarse
paulatinamente a lo largo del desarrollo, mientras
que Pax7 mantiene grandes indices de expresion
incluso en el adulto. La diferenciacion del
mesencéfalo se puede visualizar mediante el
seguimiento temporal de la expresion de Pax7:
conforme el techo dptico adquiere la morfologia
adulta en regiones rostrales, las regiones caudales
muestran bajos niveles de expresidn en la mayoria de
las células, recordando la expresién neuroepitelial de
estadios tempranos. El limite alar-basal del
mesencéfalo se visualiza por la expresion de Nkx2.2,
gue forma una banda longitudinal por encima de la
banda de células Pax6+, como se ha descrito en otros
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vertebrados. Por otra parte, el limite caudal de esta
subpoblacién se puede visualizar molecularmente por
la expresion de Nkx6.1 en el istmo.

El segmento istmico carece de expresidén de Pax3,
Pax6 y Pax7, pero al igual que en aves expresa
Nkx6.1. Es a partir de estadios larvarios tardios
cuando algunas células Pax7+ pertenecientes a la
porcion rostral del nucleo interpeduncular invaden el
segmento istmico, corroborado mediante la
presencia del nucleo troclear (ChAT+). En el resto del
rombencéfalo y en la médula espinal, el neuroepitelio
expresa diversos factores de transcripcion en
dominios parcialmente solapados, en el siguiente
orden dorsoventral: Pax3, Pax7, Pax6, Nkx6.1 vy
Nkx2.2, como en otros vertebrados. Durante el
periodo embrionario, el rombencéfalo rostral sufre
un engrosamiento, y los distintos rombdmeros se
especifican molecularmente, como se demuestra con
la expresién de los genes Pax y las combinaciones
empleadas. El rombdémero 1 es el mas grande de
todos, y puede ser dividido en sus porciones rostral
(r1r) y caudal (rlc) en base a la expresidon de distintos
marcadores, entre ellos los factores de transcripcion
Pax3, Pax6, Pax7, Otp, y Nkx6.1. El cerebelo contiene
células Pax3+/Pax7+ en el ventriculo desde antes de
la expansion del labio rémbico. Después, hacia la
mitad de la etapa larvaria activa temprana, células
Pax6+ provenientes del d&rea octavolateral se
expanden a la capa granular del cerebelo. Las células
Pax7 originadas en rlr cerca del limite alar-basal (y
poco después también algunas Pax3) invaden
territorios basales, desde donde avanzan hacia
territorios mas rostrales como parte del nucleo
interpeduncular, confirmado mediante doble marcaje
Pax7/ChAT. Ademas de la expresion ventricular, Pax3
y Pax7 estan presentes en la gris central, y se
encuentran células Pax7+ dispersas en la formacion
reticular en rlr, cerca del locus coeruleus (TH+) y
mediales respecto al nucleo laterodorsal tegmental
(ChAT+). En ric, las células Pax3+, Pax6+, Pax7+ y
Nkx6.1+ se entremezclan en las regiones basales,
medialmente a la columna Otp+ que ocupa la gris
central de todo el rombencéfalo. El grupo de Pax6
aparece primero en r2 durante los estadios larvarios
iniciales, y posteriormente se detectan células
también en rlc a partir del comienzo del periodo
activo temprano. Caudalmente, un grupo de células
Pax6+ ocupa la svz-mz de la formacion reticular en r4
desde la eclosidon, cuya localizacion se confirma
mediante la ausencia de grupos motores en este
segmento. Esta subpoblacién se separa en dos fisica 'y
molecularmente a lo largo del desarrollo: muchas de
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CAPITULO 5

las células que ocupan regiones reticulares son
Pax6+/Nkx6.1+, mientras que otro grupo de células,
entre las que se encuentran dobles Pax6+/CB+, se
puede detectar progresivamente en los nucleos de la
linea lateral, y conforme avanza el desarrollo va
ocupando los rombdémeros rostrales. Por ultimo, Pax6
fue detectado en el nudcleo del tracto solitario,
relacionado con el procesamiento de la informacion
gustativa, y en el ndcleo de la columna dorsal,
implicado en la discriminacién de la informacion tactil
de la piel y propioceptiva proveniente de musculos y
tendones.

En cuanto a la médula espinal, una peculiaridad
fue observada en comparacién con la expresién de
Pax6 y Pax7 descrita en ajolotes adultos: tras la
metamorfosis, la expresion de Pax7 desaparece de la
vz y queda restringida a la svz.

En el capitulo 4 se describen los patrones de
expresion de Pax3, Pax6 y Pax7 en el encéfalo adulto
de Pleurodeles waltl, en combinacidon con otros
factores de transcripcion (Nkx2.1, Nkx2.2) y varios
marcadores neuronales (CB, CR, ChAT, GABA, NOS,
TH, 5-HT), que ademas de dar informacién sobre la
identidad neuronal de algunas células Pax+, pueden
ser utilizados como referencia topolégica en la
interpretacion de los grupos inmunorreactivos. Los
resultados obtenidos destacan la presencia de Pax6,
Pax7 y Pax3 (en mucha menor medida) en las
diferentes regiones de urodelos adultos. Pax6 ocupa
todo el eje rostrocaudal del SNC, mientras que Pax3 'y
Pax7 se distribuyen caudalmente al telencéfalo
(excepto por la presencia de Pax7 en la paréfisis). La
localizacién de células Pax+ tanto en regiones
ventriculares como en neuronas diferenciadas,
sugiere que, al igual que en otros vertebrados las
proteinas Pax son requeridas tanto en la proliferacion
como en la diferenciacion de tipos celulares
concretos en el urodelo adulto. Ademas, los patrones
de expresion analizados facilitan la interpretacion
prosomérica del encéfalo de Pleurodeles waltl,
puesto que confirman un gran numero de limites
propuestos en base a citoarquitectura clasica,
estudios hodoldgicos y patrones de expresidn. Los
resultados son analizados desde un punto de vista
comparado, por lo que se centran en la conservacién
de los patrones de expresién de Pax3, Pax6 y Pax7 en
el encéfalo de vertebrados, y las peculiaridades
propias de urodelos adultos.

En cuanto al prosencéfalo secundario, siguiendo
un orden rostrocaudal, las primeras células Pax6+ se
encuentran en los bulbos olfativos, tanto en la vz

como en neuronas de la capa granular interna vy
alrededor de los glomérulos. Muchas de estas
neuronas son positivas para CR, CB, y TH, como
sucede en otros vertebrados adultos. En la mayor
parte del palio de urodelos adultos (medial, dorsal y
lateral), Pax6 se expresa en unas pocas células
aisladas en la mz. El palio ventral, que contiene la
amigdala lateral, se caracteriza por la localizacién
ventricular, subventricular y del manto de
abundantes células Pax6+. Esta regién es comparable
al limite palio-subpalial de mamiferos, una zona de
gran importancia en la migracion de células paliales al
estriado. La mayoria de las células Pax6+ en urodelos
adultos se encuentran en regiones subpaliales,
distribuidas en el septo, los ganglios basales vy el
complejo amigdalino. El complejo septal en urodelos
adultos contiene células Pax6+ en sus porciones
dorsal, lateral y banda diagonal de Broca, ligeramente
codistribuidas con otras células Nkx2.1+ y NOS+ (sin
colocalizacion), como en otros vertebrados. En
cuanto a los ganglios basales, numerosas células
Pax6+ ocupan la region del el nucleo accumbens,
identificado por el neuropilo dopaminérgico situado
en el telencéfalo ventromedial. Estas células se
contindan caudalmente con el estriado, que muestra
abundantes células Pax6 en svz y mz, aunque muy
pocas fueron detectadas en la vz. En la porcion
caudal del estriado se sitia la amigdala central, que
también contiene células Pax6+. Las regiones
palidales, identificadas por la expresion de Nkx2.1
(drea comisural predptica y nucleo del lecho de la
estria terminal) y ChAT (sistema colinérgico basal),
carecen de Pax6, como sucede también en el area
predptica (Nkx2.1). En el hipotalamo de Pleurodeles
adultos tampoco se detectd Pax6 (interpretado con la
ayuda de CB, CR, TH y 5-HT). La presencia de Pax7 en
el prosencéfalo secundario se limita a la parafisis y el
hipotalamo mamilar, y en relacidn a éste, el 16bulo
intermedio de la hipdfisis también contiene
abundantes células Pax7+. De forma
complementaria, el I6bulo anterior muestra algunas
células con una débil sefial Pax6+.

En p3, la eminencia pretaldmica contiene células
Pax6 sdlo en la vz, en contraste con la expresion
masiva que ocupa también las zonas svz y mz en el
pretdlamo, limitdndose a la mz en regiones basales.
En la porcién basal de p3, se encuentran células
Pax7+, algunas de las cuales expresan también
Nkx2.1, como en otros vertebrados. Los limites de p3
se visualizan mediante las combinaciones Pax6/Pax7,
Pax6/Nkx2.2 y Pax7/5-HT, con patrones de expresion
qgue se excluyen mutuamente. En p2, Pax6 fue
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detectado en la epifisis, y en algunas células
Pax6+/Pax7+ que se sitlan en la habénula. Respecto
a pl, Pax3, Pax6 y Pax7 se expresan en el drgano
subcomisural, un engrosamiento de la vz situado en
la placa del techo de pl relacionado con Ia
homeostasis y circulacion del liquido cefalorraquideo.
En el pretecho, el nicleo comisural contiene distintas
subpoblaciones de células Pax3+ en la vz, svz y zona
profunda de la mz, asi como células Pax6+
comprendidas entre la vz y la zona de fibras (fz), y
células Pax7+ que ocupan desde la svz hasta el limite
con la fz, algunas de las cuales se corresponden con
neuronas TH+. El dominio yuxtacomisural contiene
células Pax6+ y Pax7+, y estas ultimas a menudo
coexpresan GABA. En cuanto a la regidn
precomisural, solo contiene células Pax3+ en la vz.
Por dltimo, en la zona basal de p1, se encuentra una
subpoblaciéon Pax6+, que continta en el tegmento
mesencefalico.

El mesencéfalo alar se caracteriza por la abrupta
desaparicién de células Pax6+, al igual que en todos
los vertebrados estudiados hasta la fecha. Sin
embargo, una discreta expresion de Pax3 ocupa las
zonas vz y svz, y gran parte de las células de todos los
estratos expresan Pax7 con diferentes intensidades,
aunque son mas numerosas en los estratos
profundos de la mz. El marcaje Pax7/CR es util en la
confirmacién de los limites de esta regién, aunque no
se observan células doblemente marcadas. La
naturaleza neuronal de algunas de estas células
Pax7+ se puede comprobar con el uso de otros
marcadores neuronales, concretamente GABA y NOS.
Ademads, el torus semicircularis contiene células
Pax7+, evitando la vz. En la porcién dorsal del
tegmento mesencefdlico la subpoblacién Pax6+
ocupa la svz y la zona profunda de la mz hasta el
limite con r0, donde termina de forma abrupta. Los
experimentos de doble marcaje demostraron que
este grupo se sitla topoldgicamente ventral a la
columna Nkx2.2+ que marca el limite alar-basal
mesencefalico, y dorsal al nucleo oculomotor
(ChAT+), el area tegmental ventral (TH+) y a una
subpoblacién de células CB+. Ademas algunas fibras
TH+ rodean las células Pax6+ entre las zonas svzy mz.

En el rombencéfalo rostral algunas células Pax7+
se sitdan en r0, tanto en la regién alar adyacente al
nuicleo del istmo (ChAT+), como en el nucleo
interpeduncular, confirmado por la presencia del
nucleo troclear (ChAT+), y del neuropilo
interpeduncular (ChAT+/CB+). Caudalmente el grupo
continia, y en la columna del rafe en rl se
encuentran algunas células Pax7+/GABA,
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entremezcladas con células 5-HT+ (aunque sin
colocalizar ambos marcadores). Ocupando posiciones
mas laterales, algunas células Pax7+ ocupan la gris
central, donde se entremezclan con células Pax6+
qgue alcanzan el limite caudal de r2, marcado por el
nucleo motor del trigémino (ChAT+). Caudalmente, el
grupo Pax7+ ocupa posiciones mas laterales que las
células Pax6+. En la formacion reticular (y por encima
de ésta en rl rostral), se observa un numero
importante de células Pax7+ (ademds de una
pequefia subpoblacién de células Pax3+) que no se
corresponden con las interneuronas inhibitorias de
esta region (GABA+), y se situan medialmente al
nucleo laterodorsal tegmental de naturaleza
nitrérgica (NOS+) y colinérgica (ChAT+) en rlr, y
medialmente al locus coeruleus de naturaleza
noradrenérgica (TH+) en rlc. En el cerebelo, las
células granulares se caracterizan por la expresion de
Pax6, mientras que Pax7 se detectdé en la vz. Las
células de Purkinje (CB+) no expresan ni Pax6 ni Pax7.
A diferencia de mamiferos, en urodelos adultos el
nucleo laterodorsal tegmental no contiene células
Pax6. La expresion de Pax7 en la vz intermedio-alar se
mantiene a lo largo de todo el rombencéfalo en el
adulto, mientras que sélo algunas células muestran
expresion ventricular de Pax6, localizadas sobre todo
en los extremos rostral y caudal del rombencéfalo. En
el area octavolateral se encuentran células Pax6+ en
las zonas dorsal (electroreceptora de la linea lateral
anterior) y ventral (fibras provenientes del nervio
octavo) ocupando las zonas svz y mz. Las células de la
zona dorsal se contindan espacialmente con la
expresion en la capa granular del cerebelo, mientras
que en la zona ventral se detectaron numerosas
neuronas Pax6+/CB+. Ademas, se observaron células
Pax6+ dispersas en la mz de la formacién reticular, y
localizadas entre las neuronas motoras de los nucleos
facial y trigémino. En el rombencéfalo caudal, Pax6
también esta presente en la region del nucleo del
tracto solitario y el nucleo de la columna dorsal.

La médula espinal de Pleurodeles waltl adulto
también contiene subpoblaciones Pax6+ y Pax7+. Las
células Pax7+ ocupan la svz dorsal, mientras que Pax6
se encuentra en la vz intermedio-ventral, y algunas
células de la mz se sitdan por encima de las neuronas
somatomotoras.

En la retina, Pax6 se localiza en la capa nuclear
interna y en la capa de células ganglionares, y
probablemente representan células amacrinas y
ganglionares como en otros vertebrados.

Estudio del desarrollo del SNC de los anfibios urodelos basado en los patrones de expresion de proteinas ligantes de calcio y factores de transcripcion Pax

180



CAPITULO 5

Discusion general

Consideraciones metodoldgicas

Nuestro estudio esta basado en el andlisis de
patrones de  expresibn  mediante  técnicas
inmunohistoquimicas (fluorescencia y campo claro).
Hemos utilizado estas técnicas porque se ha
demostrado que ofrecen imagenes de alta resolucion
cuyos resultados son coherentes con los obtenidos
mediante hibridacién in situ (Moreno et al., 2008a;
Gonzalez y Northcutt, 2009; Morona et al.,, 2011;
Ferreiro-Galve et al., 2012a,b; Lorente-Canovas et al.,
2012). La especificidad de los anticuerpos utilizados
fue rigurosamente comprobada en cada caso
mediante analisis de Western Blot, en donde las
bandas obtenidas en los extractos de encéfalo de
Pleurodeles coinciden con las obtenidas en
homogeneizado de encéfalo de otras especies
(capitulos 3-4; Morona y Gonzalez, 2008; 2009).
Ademads, se realizaron controles negativos de la
reaccion inmunohistoquimica:  sustituciéon  del
anticuerpo primario por suero de diferentes especies,
u omisién de la incubacidn con el anticuerpo primario
6 secundario. En todos los casos el marcaje fue
eliminado. Como control positivo se realizaron
experimentos en cerebros de otras especies de
vertebrados donde la presencia del antigeno ha sido
descrita.

Las figuras 1 y 2 muestran una vision sagital del
encéfalo en desarrollo, con los principales grupos
CBP+ y Pax+, respectivamente, descritos en los
capitulos 2 y 3. Los patrones de expresion de Pax3,
Pax6 y Pax7 en el desarrollo de Pleurodeles waltl
apoyan la bibliografia previa que indica el papel de
estos factores de transcripcion en la proliferacion,
migracion y diferenciacidn celular, aunque esta
hipdtesis no habia sido comprobada directamente.
Por su localizacion, las células Pax+ situadas en la vz
podrian ser células progenitoras, y respecto a los
movimientos migratorios tangenciales, en la figura 4
se representan las posibles rutas sugeridas en base a
la expresion dindmica de subpoblaciones Pax+
(capitulo 3). Con el objetivo de clarificar estas
hipdtesis basadas en la bibliografia, hemos incluido
una serie de resultados preliminares obtenidos en
varias especies de anfibios urodelos: Pleurodeles
waltl (anexo 3; laboratorio del Dr. Agustin Gonzalez,
Departamento de Biologia Celular, Fac. Biologia,
UCM, Madrid), Ambystoma mexicanum modificados

genéticamente (Figuras 3 y 5, anexo 4; laboratorio de
la Dra. Elly Tanaka, Max Plank Institute of Molecular
Cell Biology and Genetics / Center of Regenerative
Therapies Dresden, Dresde, Alemania), vy
Nothophthalmus viridescens (Figuras 5 y 6; anexo 5;
laboratorio del Dr. Andras Simon, Department of Cell
and Molecular Biology of Karolinska Institute,
Estocolmo, Suecia).

En lo referente a las secciones siguientes, ademas
del andlisis conjunto de los capitulos 2-4, se
presentan estos datos en preparacién relativos a la
proliferacion (MCM2, PCNA, PHH3, BrdU, EdU),
migracion (sistema cre-loxP, BrdU, EdU, analisis
estequiométricos) y diferenciacion (Vimentina, GFAP,
NeuN, Sox2, animales transgénicos GFP+ bajo el
promotor de la B-actina) de las subpoblaciones Pax
en el cerebro de urodelos. Los anticuerpos
seleccionados se han utilizado previamente en otros
estudios de las especies mencionadas (capitulos 3-4;
Naujoks-Manteuffel y Niemann, 1994; Parish et al.,
2007; Berg et al., 2010; 2011; Kirkham et al., 2012).
Los andlisis de BrdU y EdU siguen siendo utilizados
hoy en dia en numerosos estudios para demonstrar
movimientos migratorios en el tejido nervioso
(Croizier et al.,, 2011; Shetty et al.,, 2011), y se
realizaron en individuos de las tres especies. En
cuanto a los ajolotes transgénicos, han sido
desarrollados y utilizados en estudios previos del
laboratorio de la Dra. Tanaka (Sobkow et al., 2006;
Khattak et al., 2009; Kragl et al., 2009; Epperlein et
al., 2012; Nacu et al., 2013). Por otra parte, el analisis
estequiométrico presentado en el anexo 2 consiste
en el calculo del indice de marcaje celular relativo
(Howard y Reed, 2005) en las diferentes
subpoblaciones del Pleurodeles waltl adulto, y sirve
para apoyar las migraciones propuestas. Por ultimo,
el modelo de lesién cerebral utilizado para
comprobar el posible papel de Pax en la regeneracion
cerebral fue desarrollado en el laboratorio del Dr.
Simon (Parish et al.,, 2007; Berg et al., 2010; 2011;
Kirkham et al., 2012).

Pax y CBPs en la regionalizacidn y diferenciacion
funcional del SNC de anfibios urodelos:
integracion sensorial y motora

La aparicion y desarrollo de los diferentes grupos
inmunorreactivos para miembros de la familia Pax vy
CBPs, detalladas en los capitulos 2 y 3, ponen de
manifiesto la maduracién del sistema nervioso
subyacente en la adquisicion de comportamientos
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estereotipados resultantes de la integracidn sensorial
y motora (ver anexo 1).

Durante el periodo embrionario las larvas
desarrollan la linea lateral mecanoreceptora,
terminaciones nerviosas en la piel que se excitan ante
estimulos nocivos, y un sistema visual primitivo en el
organo pineal que se excita con la oscuridad (Roberts
y Clarke, 1983; Bekoff, 1985). La aparicién de
inmunorreactividad Pax+ en el érgano subcomisural,
epifisis, parafisis, e hipdfisis en este periodo podria
estar relacionada con el establecimiento de ritmos
biolégicos internos (ver apartado “Pax y sistema
fotoneuroendocrino”). Los embriones también
muestran los primeros movimientos musculares (de
forma espontdnea e inducidos por estimulos
mecanicos y luminicos) que culminan en la nataciéon
esporadica (ten Donkelaar, 1998). Por otra parte, la
aparicion del latido del corazén y la formacién del
sistema digestivo maduro indican que se estd
organizando simultdaneamente el sistema visceral
(Gallien y Durocher, 1957). En primer lugar, la
respuesta de escape ocasionada por estimulos
visuales o luminicos se puede relacionar con la
expresion de Pax6 en la retina y epifisis, y con
Pax3/Pax7 en el techo dptico. En otros vertebrados,
el mesencéfalo alar se caracteriza por la expresién de
Pax3 y Pax7 (Shin et al., 2003; Thomas et al., 2004;
Chen et al.,, 2006; Thompson et al., 2007) y por la
ausencia de células Pax6+ (Murakami et al., 2001;
Wulliman y Rink, 2001; Ferreiro-Galve et al., 2008;
Moreno et al., 2008a; Pritz y Ruan, 2009; Morona et
al., 2011; Duan et al., 2012). Sin embargo, una
discreta expresion de Pax3 ocupa las zonas vz y svz, y
gran parte de las células de todos los estratos
expresan Pax7 con diferentes intensidades, aunque
son mas numerosas en los estratos profundos de la
mz. El conjunto de modalidades sensoriales y
respuestas motoras de los embriones de urodelo es
controlado principalmente por el rombencéfalo, la
primera regidn del encéfalo en diferenciarse, como se
puede apreciar por la aparicidon de células ChAT+ en
los grupos motores durante el desarrollo embrionario
(Lopez et al.,, 2003). El neuroepitelio expresa los
factores de transcripcidon Pax3, Pax7, Pax6, Nkx6.1 y
Nkx2.2 (siguiedo un orden dorsoventral) en dominios
parcialmente solapados en el rombencéfalo y la
médula espinal (capitulo 3). Similares patrones de
expresion han sido descritos previamente en otras
clases de vertebrados (Ericson et al., 1997; Diez el
Corral., 2003; Genethliou et al., 2009). En relacidon
con las nuevas habilidades mecanorreceptoras, los

Resumen de los resultados y Discusion general

nuevos patrones de locomocidn generados, y el
control visceral, abundantes neuronas CR+ pueden
verse en el area octavolateral, formacion reticular,
nucleo de la columna dorsal, nucleo del tracto
solitario y médula espinal (capitulo 2). Ademas,
algunas células Pax6+ ocupan la mz en la formacidn
reticular rombencefalica en estos estadios (capitulo
3). Se ha sugerido previamente que Pax6 esta
implicado en la especificacién de subtipos neuronales
en el rombencéfalo de mamiferos (Osumi et al.,
2007), y la expresion de Pax6 entre r2-r8 descrita en
este estudio es comparable a la de mamiferos
(Stoykova et al., 1994; Duan et al., 2012).

Después de eclosionar, en la etapa larvaria inicial,
las larvas permanecen practicamente inmdviles
adheridas a diferentes superficies mediante los
balancines (excepto A.mexicanum, que no tiene, y
permanece inmdvil en el fondo). Muestran
respuestas de escape que son desencadenadas por
estimulos visuales y vibratorios, y al final de este
periodo comienzan a alimentarse mediante succion
de pequenos invertebrados que les pasan por delante
(ten Donkelaar, 1998; observaciones personales).
Este periodo se caracteriza por el enderezamiento del
tubo neural y el crecimiento de Ilas areas
prosencefilicas, donde las subpoblaciones Pax6+ del
bulbo, palio y estriado se van segregando (capitulo 3),
y las células CR+ se localizan en poblaciones
separadas en el bulbo, palio, estriado, palido, area
predptica e hipotdlamo tuberal, mientras que la CB
no se encuentra en ninguna de estas estructuras
(capitulo 2). Simultdaneamente aparecen las células
Pax6+/Pax7+ en la habénula, y poco después algunas
células Pax7+ alcanzan rO en la porcién rostral del
nucleo interpeduncular (capitulo 3). Por otra parte,
en este periodo también aparecen las primeras
neuronas CB+ en la habénula, y sus axones llegan al
neuropilo del nucleo interpeduncular al principio de
la etapa larvaria activa (capitulo 2). La habénula,

junto con la estria medular y el nlcleo
interpeduncular forman el sistema dorsal de
conduccién diencefdlica (DDC), que ha sido

relacionado con diversas funciones: control de la
circuiteria dopaminérgica (actividad motora y sistema
de recompensa), cognicién, respuestas aversivas,
ritmos circadianos y comportamiento reproductivo
(Bianco y Wilson, 2009). Como se puede observar en
base a la expresién de Pax7, CB y CR, en el caso de
urodelos el establecimiento del DDC se correlaciona
con el inicio de la alimentaciéon. Por otra parte,
durante estos estadios iniciales algunas células Pax7+
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ocupan el torus semicircularis, una estructura
relacionada con el procesamiento auditivo (muy
pobre en anfibios urodelos) que probablemente es
utilizado en la deteccién de posibles enemigos
(Himstedt, 1994). Ademas, la aparicién de esta
proteina en el techo dptico coincide en el tiempo con
el incremento de axones retinofugales (capitulo 2), y
en mamiferos la importancia de Pax7 en el
establecimiento de la polaridad del coliculo superior
(homalogo del techo 6ptico) en respuesta a la llegada
de axones retinofugales ha sido demostrada
(Thompson et al., 2007), sugiriendo nuestros datos
eventos similares en urodelos. Una poblacidon
transitoria de células Pax3+ aparentemente migra
hacia regiones ventrales acompafiando a las células
Pax7+ que se sitian en el interpeduncular, y en
relacion con el area octavolateral, aparecen las
primeras células Pax3+/Pax7+ en la vz del cerebelo y
Pax6+ en la mz de la formacidn reticular. Patrones de
expresion similares han sido descritos en otros
vertebrados (Stoykova y Gruss, 1994; Shin et al.,
2003; Aroca et al., 2006; Duan et al., 2012; Lorente-
Cénovas et al., 2012).

Con el inicio de la alimentaciéon comienza la etapa
larvaria activa temprana: las larvas comienzan a
mover la cabeza hacia los lados cuando permanecen
inmoviles en la busqueda de alimento, y perfeccionan
sus métodos de caza por succion afadiendo a este
comportamiento un movimiento de aproximacién a
la presa llamado “embestida” (Deban et al., 2001), y
aprendiendo a modular ambos en funcién de la
fuente de alimento disponible. Al final de la etapa
larvaria temprana las larvas han desarrollado las
patas delanteras, un nuevo modo de locomocion que
utilizan para explorar el medio (ten Donkelaar, 1998;
Griffiths, 1995; Deban et al.,, 2001; observaciones
personales). Como dato complementario, en esta
etapa Pax7 se expresa en numerosas células de los
musculos de las patas en formacién (anexo 4), que
probablemente se corresponden con células satélite
y mioblastos (Collins et al., 2009). En este periodo,
desaparecen las células Pax3 en la mz del
rombencéfalo rostral, asi como las células Pax6+ del
6rgano olfativo y del palio medial; por primera vez se
detectan subpoblaciones Pax6+ en el septo, la
porcién basal de p3, drea octavolateral, cerebelo y
rlc-r2, y como hemos mencionado antes, las células
Pax7 del nucleo interpeduncular alcanzan r0 (capitulo
3). Numerosas neuronas CB+ emergen a lo largo de
todo el eje rostrocaudal encefdlico, excluyendo
territorios hipotaldmicos en el nlcleo anterior

taldmico, parte basal de pl, mesencéfalo, istmo y
rombencéfalo. La expresion de CR aumenta
considerablemente, sobre todo en las zonas paliales.
Los componentes central y medial de la amigdala se
vuelven reconocibles por sus neuronas CB+ y CR+, y
también aparecen las primeras neuronas CB+ en el
nucleo del lecho de la estria terminal, palido y
mesencéfalo (capitulo 2), en relaciébn con el
procesamiento de informaciéon multimodal utilizada
en la captura de presas y en la respuesta de escape
(Ingle, 1976; Ewert, 1984; Roth et al., 1990; 1999). La
expresion de Pax6 se detecta por primera vez en las
inmediaciones del nucleo del tracto solitario, que
recibe informacidn de los nervios glosofaringeo, vago
y la porcién sensorial del trigémino, y estd implicado
principalmente en el procesamiento de Ia
informacién gustativa (Bradley et al.,, 2007). En
global, durante este periodo las larvas adquieren los
principales mecanismos de busqueda y obtencién de
alimento, junto con la mayoria de los grupos
celulares implicados en estos procesos (analizados en
base a la expresidon de Pax y CBPs), que iran creciendo
en tamafio y complejidad durante la etapa siguiente.

Durante el periodo larvario activo tardio, las
larvas desarrollan por completo las patas traseras, y
empiezan a combinar los comportamientos
estereotipados presentes en estadios anteriores
(caminar, mover la cabeza, alimentacién por succion
con embestida) para realizar una busqueda activa de
alimento (anexo 1). Los movimientos que realizan se
vuelven cada vez mas coordinados, coincidiendo con
la aparicion en el cerebelo de células granulares
Pax6+ (capitulo 3) y células de Purkinje CB+ (capitulo
2). Los urodelos son poco selectivos con su dieta,
pero la experiencia previa con diferentes tipos de
presa influye en el desarrollo de los métodos de
busqueda y captura de alimento (Griffiths, 1995). En
este momento emergen abundantes neuronas Pax6+
en el bulbo olfativo que también expresan CR, CB, y
TH, como sucede en otros vertebrados (Wullimann y
Rink, 2002; Vergafio-Vera et al., 2006; de Chevigny et
al.,, 2012a). Con el perfeccionamiento de sus nuevas
habilidades, las larvas comienzan a alimentarse
también de objetos inmodviles, que inicialmente
aceptan o rechazan en funcién de su dureza vy
palatabilidad. Con la experiencia adquirida, poco a
poco las larvas aprenden a discriminar los objetos
inmoviles guiandose sélo por el olfato, y evitan
ingerir asi particulas no deseadas (ten Donkelaar,
1998; Griffiths, 1995; Deban et al, 2001,
observaciones personales). Curiosamente, durante
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este periodo las larvas aprenden a utilizar el sistema
olfativo no sdlo en la obtencién de alimento, sino

también en el reconocimiento de individuos
conespecificos (ver anexo 1 en lo referente a
canibalismo 'y modulacion de la agresidn

intraespecifica). El desarrollo del prosencéfalo
secundario se va completando en este momento,
como se puede ver por la aparicidon de CB en el bulbo
olfativo, palio, septo, SPV y region mamilar. Ademas,
la CR aparece en el septo (de forma transitoria, como
sucede con la CB) (capitulo 2). En la regién
retroquiasmatica, y la expresion de Pax6 se extiende
en la mz del septo, palio ventral y estriado, haciendo
posible el reconocimiento claro de sus respectivos
derivados: el nucleo accumbens, el nucleo de la
banda diagonal, la amigdala central y la amigdala
lateral (capitulo 3). En base a sus conexiones, se ha
propuesto que los ganglios basales de anfibios
urodelos pueden estar implicados en el
procesamiento superior de informacion multimodal
(Marin et al 2007a,b). En cuanto al complejo
amigdalino, la subdivisién lateral recibe informacién
olfativa, la amigdala medial es el principal centro
secundario vomeronasal, y la amigdala central
representa la divisidbn autondémica de la amigdala
(Moreno y Gonzalez, 2007). Estas subdivisiones
contienen células Pax6 en la etapa larvaria activa
tardia, aunque en el caso de la amigdala medial sélo
algunas células aisladas pueden observarse
entremezcladas con las células Otp+ que caracterizan
esta region (capitulo 3). Esta expresion transitoria en
la amigdala medial, no detectada en individuos
adultos (capitulo 4), podria estar relacionada con el
aumento de interacciones sociales de las larvas y la
reduccion de comportamientos canibales. Por otra
parte, la completa maduracién del DDC incluye la
formacién de la estria medular, que se puede
observar en etapa larvaria activa tardia con CB y CR
(capitulo 3). La estria medular contiene fibras
provenientes de diversas estructuras paliales,
estriatales, septales, preopto-hipotalamicas,
pretaldmicas y habenulares (Kokoros y Northcutt,
1977; Clairambault et al., 1986; Sassoé Pognetto et
al., 1991), por lo que podria ser considerada como
una estructura integradora de informacidn
multimodal. La expresidon de Pax6, CB y CR en estas
estructuras sigue sufriendo modificaciones durante
etapas tardias e incluso tras la metamorfosis
(capitulos 3-4), por lo que el aumento de complejidad
gradual en el repertorio comportamental de anfibios
urodelos también podria estar asociado al DDC, como
en mamiferos (Bianco y Wilson, 2009).

Resumen de los resultados y Discusion general

Tras la metamorfosis, los Pleurodeles juveniles
suelen adentrarse en el medio terrestre en la
naturaleza, donde se desarrollan por completo hasta
alcanzar la edad adulta y volver a sus lugares de cria
(Garcia-Paris, 1985; Salvador y Garcia-Paris, 2001). En
el caso de la colonia de laboratorio, estos jévenes
metamorficos pasan unos dias flotando o en los
objetos emergentes para volver poco después al
fondo del agua donde encuentran mas facilmente
refugio y alimento. Estos pequefos tritones se
congregan en grietas, agujeros y otros escondites
oscuros, y los ataques intraespecificos se reducen al
minimo (Garcia-Paris, 1985; Salvador y Garcia-Paris,
2001; observaciones personales). En este periodo, se
completa el desarrollo cerebral, y la caracteristica
mas resefiable es la maduracién progresiva del
telencéfalo (donde disminuye la expresion palial de
Pax6), hipotalamo (que muestra una expresidon
transitoria de Pax6 en sus porciones alar y basal, y
adquiere diversas subpoblaciones CB+ y CR+), septo
(que presenta una expresion transitoria de CB y CR),
diversos nucleos diencefalicos (se detecta la aparicion
de CB en el nucleo ventrorostral de p3 en adulto,
nucleo central taldmico en juveniles y dominio
yuxtacomisural del pretecho en adultos), rO (CBy CR
ocupan el nucleo del istmo y la porcidn istmica de los
nucleos posterodorsal y posteroventral), y
rombencéfalo en menor medida (aparicion de CR en
el nicleo motor del trigémino) (capitulos 2-4).

Muchos urodelos adultos recorren grandes
distancias para llegar cada afio a sus lugares de cria
(Griffiths, 1995). Al igual que las aves migratorias, los
urodelos  cuentan con un sistema de
magnetorrecepcidon dependiente de luz que utilizan
en la navegacién, y estd influenciado por
fotorreceptores extraoculares, probablemente
situados en la glandula pineal y/o hipotilamo
(Deutschlander et al., 1999), aunque recientemente
se ha demostrado en pez cebra existen
fotorreceptores extraoculares también en el
rombencéfalo (Kokel et al., 2013). Pax6 se expresa en
la glandula pineal e hipotalamo alar durante estadios
larvarios, y poco después de la metamorfosis se
encuentra también en el hipotadlamo basal de forma
transitoria. Como caracteristica compartida con
anfibios anuros (Dominguez et al.,, 2013), reptiles
(Moreno et al.,, 2012) y aves (Abellan y Medina,
2009), Pax6 no fue detectado en el area predptica, al
contrario que en mamiferos (Duan et al., 2012).
Ademds, Pax7 se localiza en wuna pequena
subpoblacién en el hipotdlamo mamilar que persiste
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en adultos. Como peculiaridad propia del grupo, el
nucleo laterodorsal tegmental no tiene células Pax6
como sucede en ratones adultos (Duan et al., 2012).
El grupo tegmental Pax3+ descrito en urodelos
adultos (capitulo 4) puede compararse con el nucleo
tegmental de Gudden de mamiferos, que también
expresa Pax3 en adultos (Stoykova y Gruss, 1994),
proyecta a los cuerpos mamilares y ha sido
relacionado con velocidad angular de la cabeza,
aprendizaje y navegacion (Morest, 1961; Bassett y
Taube, 2001; Saunders et al., 2012). Respecto a la
médula espinal, nuestros datos confirman Ia
expresion de Pax6 y Pax7 descrita en Ambystoma
mexicanum (Schnapp et al., 2005; McHedlishvili et al.,
2007), excepto en lo relativo a Pax7 en la vz, presente
en ajolotes adultos y ausente en el gallipato.

Pax6 y el desarrollo de sistemas sensoriales

La implicacion de Pax6 en el desarrollo de érganos
sensoriales ha sido demostrada no sélo en
vertebrados, sino también en invertebrados (van
Heyningen and Williamson, 2001; Hartmann et al.,
2003; Nomura et al., 2007). En esta seccién también
se hace referencia a las estructuras que han sido
relacionadas con el procesamiento secundario de las
distintas modalidades sensoriales.

Sistema olfativo. En un estudio comparativo
reciente llevado a cabo en el elasmobranquio
Scyliorhinus canicula se establecieron tres periodos
en el desarrollo del sistema olfativo de vertebrados
en base a la expresion de Pax6, y se describiéd por
primera vez en vertebrados la presencia de células
Pax6+ en el nervio olfativo (Quintana-Urzainqui et al.,
2012a). En anfibios urodelos, el periodo pionero se
caracteriza por una débil expresién de Pax6 en la
superficie apical del epitelio olfativo en formacion, y
sucede en estadios embrionarios (estadios Pw25-32).
A partir del estadio Pw32 se pueden observar las
primeras células Pax6+ de inmunorreactividad
intensa, situadas en posiciones mas basales (capitulo
3), coincidiendo con la observacién de las primeras
fibras y neuronas CR+ en sistema olfativo (capitulo 2).
Ademads, un gran numero de células Pax6 ocupa
progresivamente posiciones laterales en los bulbos
olfativos durante esta etapa. El periodo migratorio es
dificil de visualizar en urodelos debido al pequefio
tamafo del nervio olfativo en estos estadios. Sin
embargo, se observaron células Pax6 en el nervio
olfativo desde momentos cercanos a la eclosion hasta
el comienzo de la etapa larvaria activa tardia

(estadios Pw34-44), aunque el origen y destino de
estas células Pax6+ no esta claro (capitulo 3). A mitad
de este periodo, en la etapa activa temprana, las
larvas comienzan a alimentarse por si mismas,
aunque los sistemas visual y de la linea lateral son los
principales encargados de detectar presas. Es
entonces cuando aparecen las primeras células CB+
en el bulbo olfativo, y la expresidn de Pax6 se
organiza en capas. Como peculiaridad propia de
urodelos, la expresion de Pax6 desaparece del
epitelio y nervio olfativos al comienzo de la etapa
activa tardia, durante el periodo de maduracion
(estadios Pw 45-56). Comparativamente, durante el
desarrollo embrionario de raton Pax6 es esencial en
la formacién de la placoda olfativa y en la orientacion
correcta de las células mitrales (Lopez-Mascaraque et
al., 2005; Nomura et al., 2007). Ademas, la expresion
de Pax6 persiste en el epitelio olfativo en células
caracterizadas como progenitoras y neuronas (Guo et
al., 2010). A pesar de que el bulbo olfativo constituye
el principal destino del nervio olfativo principal,
algunos axones contindan por los tractos olfativos
medial, dorsolateral y ventrolateral para sinaptar con
diversas estructuras tanto telencefdlicas (palio,
amigdala, septo y estriado) como extratelencefalicas
(hipotalamo, habénula, pretecho, techo, tegmento)
(ten Donkelaar, 1998). Todas estas regiones
contienen células Pax+, y muestran su estructura
madura durante el periodo larvario activo (capitulos

2-3).
Sistema visual. Durante la retinogénesis en
vertebrados, se ha demostrado que Pax6 es

imprescindible para mantener la pluripotencia de
progenitores asi como determinados tipos celulares
(Ashery-Padan and Gruss, 2001; Erclik et al., 2009;
Bhatia et al., 2011). En urodelos, hacia el final del
periodo embrionario, la retina va adquiriendo
patrones de expresion relacionados con Ia
diferenciacion de las diversas estructuras: la
expresién de Pax6 es baja en la zona proliferativa, y
en las neuronas postmitdticas la expresién de Pax6 a
nivel celular es muy variable (capitulo 3), como
sucede en otros vertebrados (Guduric-Fuchs et al.,
2009; Hsieh and Yang, 2009; Ferreiro-Galve et al.,
2012b; Quintana-Urzainqui et al., 2012b). Las células
Pax6+ de las capas neuronales aparentemente
representan células amacrinas y ganglionares como
en otras especies (Hitchcock et al.,, 1996). Pax6
parece ser importante también en procesos
regenerativos (Rodger et al., 2006). Curiosamente, la
expresion de Pax6 se mantiene en Pleurodeles
adultos (capitulo 4), capaces de regenerar estructuras
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oculares (Mitashov et al., 1995), mientras que en
Ambystoma, incapaz de regenerar la retina en adulto,
la expresion de Pax6 en esta estructura desaparece
gradualmente (del Rio-Tsonis et al., 1995). Los
experimentos de doble marcaje sugieren que desde
algo antes de la eclosién Pax6 esta implicado en la
formacién de neuronas CB+, CR+ y 5-HT, pero no en
las TH+ o ChAT + en Pleurodeles (capitulo 3), en linea
con datos obtenidos en otras especies (Lakoewsky et
al., 2007; Nomura et al., 2007; Ferreiro-Galve et al.,
2012b; Quintana-Urzainqui et al., 2012b).

Simultaneamente, en el pretecho y la porcidén
rostral del techo &ptico aparecen las primeras
neuronas CR+, y las fibras épticas colonizan estas
regiones conforme evoluciona la expresion de Pax3,
Pax6 y Pax7 hacia un estado mds diferenciado
(capitulos 2-3). En este momento la funcionalidad del
sistema visual queda patente por su utilizacién en la
alimentacion y escape. Durante los periodos larvario
y juvenil, la retina, el pretecho y el techo
mesencefalico crecen en tamafio, y la organizacion
general de los patrones de expresion de Pax6 y Pax7
se mantiene inalterada, aunque Pax3 queda
restringido a una pequefia poblacién ventricular en
adultos, y el nimero y complejidad de las neuronas
CB+ y CR+ aumenta a lo largo del desarrollo (capitulos
2-4). Los patrones de expresidon son similares en otras
especies de vertebrados, lo indicativo del alto grado
de conservacion de los mecanismos moleculares que
controlan la formacién del sistema visual en
vertebrados (Diaz-Regueira y Anaddén, 2000; Thomas
et al., 2004; Thompson et al., 2008; Morona y
Gonzdlez, 2013).

Sistema octavolateral. El area octavolateral en
urodelos se sitia en la region alar dorsal del
rombencéfalo y consta de tres columnas sensitivas
(ten Donkelaar, 1998). La columna dorsal recibe
fibras elecrosensitivas de la linea lateral anterior, la
columna intermedia estd dedicada a |Ia
mecanorrecepcion de la linea lateral (anterior vy
posterior), y la columna ventral recibe fibras del
nervio octavo (Fritzsch, 1981). La CR marca el
componente mecanorreceptor de la linea lateral
junto con algunas fibras del nervio octavo que
podrian corresponder con el componente auditivo de
urodelos (Morona y Gonzélez, 2009), y aparece en la
regidén octavolateral durante el periodo embrionario
(capitulo 2). La CB se localiza en relacién con
informacién vestibular (Morona y Gonzélez, 2009), y
aparece después que la CR, también antes de la
eclosion. En cuanto a Pax6, en el momento de la
eclosiéon aparece en la svz-mz de la formacidn
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reticular de r4, y va ocupando progresivamente
posiciones mas rostrales en los nucleos de la linea
lateral conforme las larvas desarrollan sus
habilidades de recepciéon de estimulos
octavolaterales, lo que sugiere la implicacién de Pax6
en el desarrollo de este sistema sensorial.
Comparativamente, Pax6 también ha sido descrito en
los nucleos cocleares y vestibulares de ratones
(Stoykova y Gruss, 1994; Duan et al.,, 2012). El
cerebelo, centro secundario de integracidn
octavolateral en urodelos (Fritzsch, 1988), es el
principal centro de coordinacién motora, y es
esencial en el procesamiento cognitivo y la
discriminacion sensorial. Su diferenciaciéon comienza
en estadios larvarios activos tempranos, como se
puede ver por la aparicién de células granulares,
Pax6+, y las grandes células de Purkinje, CB+. Aunque
su tamano final es relativamente pequefio en
relacion con otros vertebrados, el aumento de la
coordinacion motora es un hecho observable en
estos estadios.

Pax6 y Pax7 en el sistema fotoneuroendocrino

El sistema fotoneuroendocrino esta implicado en
la produccién de ritmos bioldgicos enddgenos
(circadianos y circanuales) en sincronizacién con las
fluctuaciones externas de luz y temperatura, que
optimiza ciertos procesos bioldgicos (como los
periodos de actividad diaria o la reproduccidn) para
que sucedan en condiciones favorables (Underwood.,
1997; Steele et al., 2003; Moser et al., 2006; Haus,
2007). En vertebrados, este sistema consta de varios
componentes: la proyeccion retino-hipotaldmica, los
recientemente descritos fotorreceptores no visuales
profundos (situados en el septo, area predptica y el
rombencéfalo), y los érganos receptores pineales con
sus diversos transductores neuroendocrinos (Oksche
y Hartwig, 1979; Vigh et al., 2002; Fernandes et al.,
2012; Mueller y Neuhauss, 2012; Kokel et al., 2013;
Valdez et al., 2013).

Los ritmos circadianos parecen estar originados
por la interaccidon entre fotorreceptores no visuales
localizados en diferentes regiones del SNC (retina,
septo, nucleo supraquiasmatico, y glandula pineal), y
la produccion de melatonina en respuesta a
variaciones en las condiciones de luz/oscuridad (Vigh
et al., 2002; Guido et al., 2010; Reiter et al., 2011;
Valdez et al.,, 2013). Pax6 es fundamental en el
desarrollo de células fotorreceptoras en todos los
grupos animales (revisado en Arendt, 2003; Gehring,
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2005), por lo que ademas de su papel en el ojo, la
presencia de este factor de transcripcién en el septo,
SPV y rombencéfalo (capitulos 3-4) apoya la posible
existencia de fotorreceptores profundos en anfibios
urodelos. Por otra parte, al menos en la retina de
peces teledsteos, los niveles de Pax6 varian en
respuesta a las condiciones de fotoperiodo (Rodger
et al., 2006), lo que demuestra la importancia de
Pax6 en la integracién a nivel celular de sefiales
ambientales (Blake et al., 2008). Junto con la epifisis,
también Pax6+, los ojos son la principal fuente de
melatonina en anfibios (Serino et al., 1993; Chiba et
al., 2005), y se ha demostrado que el funcionamiento
del eje hipotalamo-hipofisario dependiente de
metoxindoles epifisarios (entre ellos la melatonina)
muestra ritmos estacionales (Benthem et al., 1985;
Bondarenko y Gevorkyan, 2008). Consecuentemente,
diversas hormonas se producen en la glandula
pituitaria bajo influencias circadianas y circanuales
(Ronchi et al.,, 1998; Bao et al.,, 2008; Nader et al.,
2010). Ademas de la presencia de Pax6 en las zonas
que participan en la recepcidn y transduccién de la
informacién luminica, Pax6 y Pax7 se encuentran en
regiones hipotaldmicas y diferentes Iébulos de la
hipdéfisis en urodelos, como en mamiferos (Budry et
al.,, 2011; Duan et al., 2012). Este sistema epifisario-
hipotdlamo-hipofisario es de gran importancia en
procesos que requieren una compleja regulaciéon
neuroendocrina a lo largo del ciclo vital de anfibios
urodelos, como son la metamorfosis y la adquisicion
estacional de caracteres sexuales secundarios en
época de cria, que algunos autores han denominado
“segunda metamorfosis” (Nash and Fankhauser,
1959; Gona et al.,, 1970; Dent, 1982; Flavin et al.,
1982). El papel de Pax6 en el Iébulo anterior ha sido
relacionado principalmente con la formacidn de esta
estructura, aunque la presencia en individuos adultos
sugiere que es importante también después de la
metamorfosis (capitulo 4). Otro ejemplo de Ia
importancia de las proteinas Pax en la homeostasis
neuroendocrina del urodelo adulto es la presencia de
hormona estimuladora de melanéforos en el I6bulo
intermedio de la hipdfisis (Pax7+), que activa los
melandforos de la piel para oscurecer al animal en
condiciones de poca iluminacién, bajo control
hipotalamico (Tuinhof 1994a,b; Roubos et al.,2010).

Al mismo tiempo, se cree que la generacién de
ritmos circanuales guarda relacion directa con
diferentes indices de proliferacion, diferenciacion vy
muerte celular, en relacién con la hypdfisis y el

hipotdlamo tuberal (Lincoln and Hazlerigg, 2010;
Hazlerigg and Lincoln, 2011). Aunque sin tener en
cuenta un posible efecto circanual, en el cerebro de
urodelos adultos se han observado regiones
proliferativas en diversas estructuras, sobre todo a lo
largo del sistema olfativo (bulbos olfativos, palio
lateroventral, amigdala lateral) y en territorios
hipotalamicos (Berg et al., 2010; Maden et al., 2013).
Tanto el sistema olfativo como el hipotdlamo y la
hipdfisis estan influidos estacionalmente por sefiales
hormonales, expresan Pax6 y Pax7 en urodelos, y son
regiones de gran importancia en procesos que siguen
ritmos circanuales, como la hibernacién vy Ia
reproduccion (Simpson and Follett, 1981; lwata et al.,
2000; Toyoda and Kikuyama, 2000; Moore et al.,
2005; capitulos 3-4). Ademads, no hay que olvidar la
capacidad proliferativa de las células ventriculares
Pax+, ni tampoco su funcion como reguladores
transcripcionales en respuesta a variaciones
ambientales (Blake et al., 2008). En linea con esta
hipotesis, se han encontrado diferencias circanuales
en la proliferacién celular y supervivencia neuronal
en el cerebro de vertebrados que muestran un ciclo
bioldgico fuertemente estacional (Huang et al., 1998;
Cerri et al., 2009; Migaud et al., 2011).

Por otra parte, dado que las células progenitoras
se encuentran en contacto directo con el liquido
cefalorraquideo (LCR), la légica lleva a pensar que
éste contiene las sefiales necesarias para modificar la
longitud del ciclo celular en diversas subpoblaciones
del SNC. Las conexiones eferentes de la glandula
pineal (que como hemos mencionado recibe
informacién luminica no visual y contiene células
Pax6+) incluyen estructuras circunventriculares,
como son el d6rgano subcomisural y la glandula
parapineal, y ademas, en anfibios urodelos el limen
de la epifisis estda en contacto directo con el LCR
(Oksche y Hartwig, 1979). El érgano subcomisural es
positivo para Pax3, Pax6 y Pax7 (capitulos 3-4), estd
implicado en la homeostasis del LCR y sus secreciones
estdn sujetas a ritmos circadianos (Pérez-Figares et
al., 2001; Meiniel, 2007). En relacién con la
regulacién osmotica, la parafisis es una estructura
Pax7+ (capitulos 3-4) que mantiene la comunicacion
entre el sistema circulatorio y el LCR (Brocklehurst,
1979): contiene receptores de arginina/vasotocina en
urodelos (Hasunuma et al., 2010), y secreta diversas
sustancias al LCR (Fernandez-Llebrez et al.,, 1982;
Farnesi et al., 1994).
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Figura 3. Ambystoma mexicanum (Am) transgénicos generados en el laboratorio de la Dra. Elly Tanaka (Max-Planck Institut, Dresden).

A: lugar de inyeccidn intraventricular. B: morfologia externa del cerebro, érgano olfativo y ojo tras la diseccion. C,D: ejemplo de

migracion tangencial visualizado mediante el sistema cre-loxP.

En resimen, Pax6 y Pax7 tienen una amplia
distribucion en estructuras generadoras de ritmos
circadianos como son el septo, el hipotalamo, la
retina y la epifisis (Serino et al., 1993; Chiba et al.,
2005) en urodelos adultos (capitulo 4). Ademas, la
epifisis, la parafisis y el dérgano subcomisural se
caracterizan por la secrecidn de diversas sustancias al
LCR, y por expresar diversos miembros de la familia
génica Pax desde muy temprano en el desarrollo
hasta individuos adultos (capitulos 3-4). Por otra
parte, se ha demostrado la capacidad de las células
Pax+ para responder a sefiales ambientales (Blake et
al., 2008), incluyendo cambios en el fotoperiodo
(Rodger et al., 2006), y no hay que menospreciar el
potencial proliferativo de las células Pax+ en las
diversas regiones ventriculares del SNC durante el
desarrollo, la homeostasis y la regeneracion
(discutido en las mas adelante). Estas observaciones
en conjunto abren un novedoso e interesante campo
de investigacion: la posible implicacion de las
proteinas Pax en la generacion de ritmos biolégicos
internos.

Migraciones de células Pax+ en el SNC

Como ya se ha mencionado, la localizacidn
espacial de Pax6 y Pax7 en los diferentes estratos del
SNC de Pleurodeles waltl sugiere que estas proteinas
podrian estar implicadas en diferentes eventos
celulares relacionados con la formacién vy el
mantenimiento  de  diversas  subpoblaciones,
incluyendo proliferacién, migracién y diferenciacion
(capitulos 3-4). En concreto, las proteinas Pax han
sido relacionadas a menudo con la migracién celular,
tanto en el desarrollo como en céancer (Robson et al.,
2006; Lang et al., 2007; Wang et al., 2008).

Durante la formacion del encéfalo en vertebrados,
la proliferaciéon celular se concentra en las zonas vz y
svz, y conforme las células se diferencian ocupan
progresivamente las zonas mz y fz siguiendo la glia
radial (migracién radial) (Kriegstein y Alvarez-Buylla,
2009). Pax6 ha sido implicado en el proceso de la
migracidon radial de precursores neuronales a la
corteza cerebral de los mamiferos (Talamillo et al.,
2003), y de células precursoras de oligodendrocitos
en el tubo neural de embriones de pollo (di Lullo et
al.,, 2011). Ademas, atraidas por diversos factores,
ciertas células/subpoblaciones en diferenciacién
invaden regiones vecinas, hasta alcanzar su destino
final, a menudo situado en una region de la mz/fz que
se encuentra alejada de la regién progenitora de
origen  (migracion  tangencial) (revisado en
Ghashghaei et al., 2007). También se ha propuesto
que la expresion Pax6 en las neuronas postmitdticas
podria estar mediando el crecimiento de los axones, y
que la migracion de las neuronas talamicas
aparentemente sigue rutas tanto gliales como
sustratos axonales (Ortino et al., 2003). Mediante un
analisis clonal se ha ilustrado en pollo cémo el
diencéfalo contiene células que migran
tangencialmente fuera de la vz, aparentemente
siguiendo caminos axonicos (Golden et al., 1997). La
presencia de células proliferativas asociadas alavzy
el fendmeno de la migraciéon radial ha sido
demostrado en el cerebro de anfibios urodelos
adultos (Berg et al., 2010; Maden et al., 2013). Al
igual que en otros tetrapodos, durante la migracion
radial las células se desplazan hacia la superficie pial a
medida que se van diferenciando (Ghashghaei et al.,
2007). En cuanto a la migracidn tangencial, la hemos
podido demostrar de forma preliminar en
Ambystoma mexicanum transgénicos mediante el
sistema cre-loxP: la administraciéon intraventricular de
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la proteina cre-recombinasa en bajas
concentraciones (Fig.3A) transformdé un pequefio
numero de células ventriculares, cuya progenie fue
analizada Diez dias después (Fig.3C,D). Las células
transformadas dejan de expresar GFP+ y producen
Cherry+ de manera estable. En este caso concreto, las
células Cherry+ se encontraban en la vz ventropalial y
en la svz y mz del bulbo olfativo, palio y estriado
(Fig.3C). Ademas, este sistema permite visualizar la
morfologia de células aisladas, y discriminar su
naturaleza glial/neuronal en base a ésta (Fig.3D). Se
han sugerido previamente posibles movimientos
migratorios tangenciales en el telencéfalo de
Pleurodeles, en base a la presencia de células
inmunorreactivas para Nkx2.1 y GABA dispersas en
las regiones del cuerpo estriado vy palio,
respectivamente (Moreno et al., 2007).

La secuencia espaciotemporal de aparicidon de las
distintas subpoblaciones de Pax6 y Pax7, y los
patrones de expresion dinamicos a lo largo del
desarrollo y en relacion con otros marcadores
observados nos llevaron a proponer ciertos
movimientos migratorios (Fig. 2), en su mayoria
comparables a los descritos en otros tetrdpodos
(capitulo 3). Por otra parte, dado que la morfologia
del cerebro adulto es el resultado final de todo el
proceso ontogenético, se calculé el indice de marcaje
celular de las subpoblaciones Pax+ que ocupan la svz
y la mz (anexo 2). En aquellos casos en que la
desviacidon estdndar era muy elevada, se realizé un
analisis minucioso a lo largo de los ejes rostrocaudal y
dorsoventral, cuyos datos pudieron ser agrupados en
subgrupos independientes. Los datos obtenidos se
discuten en este apartado en relacion con posibles
eventos migratorios.

Comenzando por el telencéfalo, se ha
caracterizado extensamente en mamiferos que
ciertas células progenitoras Pax6+ localizadas en la
svz producen una subpoblacién de interneuronas que
forman la corriente migratoria rostral hacia los OBs
(Lois et al., 1996; Peretto et al., 1997; Hack et al,
2005; Kohwi et al., 2005; Sun et al.,, 2010; de
Chevigny et al., 2012b). Comparativamente, en otros
vertebrados se ha descrito una svz proliferativa
subpalial similar, que podria representar la corriente
migratoria rostral (Bachy et al., 2002; Moreno et al.,
2008b; Charvet et al.,, 2009). Ademas, los datos
obtenidos a partir de ratones transgénicos (que
expresan EGFP en las neuronas GABAérgicas)
mostraron rutas migratorias adicionales en el cerebro
postnatal de roedores (Inta et al., 2008). Los
neuroblastos originados en la svz emigran no sélo al

bulbo, sino que también se dirigen hacia numerosas
regiones del cerebro anterior que contindan
expresando Pax6 en ratones adultos (Stoykova vy
Gruss, 1994; Puelles et al.,, 2000), incluyendo la
corteza, el cuerpo estriado y el nucleo accumbens
(Inta et al., 2008). La corriente lateral cortical es un
evento migratorio de la frontera corticoestriatal
(equivalente al palio ventral de urodelos) a las
estructuras en desarrollo del telencéfalo basal (la
corteza piriforme y amigdala) en mamiferos (Carney
et al., 2006). Incluso en peces teledsteos, a pesar de
la  organizacion  evertida del prosencéfalo
(Nieuwenhuys, 2011; Folgueira et al.,, 2012), se ha
sugerido una migracion de células Pax6+ que se
origina en territorios paliales para ocupar
posteriormente el subpalio y el bulbo olfativo
(Wullimann y Rink, 2001). La comparaciéon de
nuestros datos con los patrones de expresion
descritos en peces permite hipotetizar sobre las
posibles homologias existentes entre telencéfalos
evaginados y evertidos (Northcutt, 2008; Bradford,
2009; Mueller, 2011). La aparicidon de Pax6 observada
durante el desarrollo (capitulo 3), y la expresion
espacialmente continua en Pleurodeles adultos
(capitulo 4) en regiones ventropaliales ( =25%) y
bulbares ( =35%), sugieren eventos migratorios
similares a la corriente migratoria rostral (hacia el
bulbo olfativo) en anfibios urodelos. Por otra parte,
las células Pax6+ originadas en la vz ventropalial
ocupan posteriormente el estriado, y su derivada la
amigdala central (todas estas zonas contienen =25%
de células Pax6+), lo que podria representar el
equivalente a la corriente lateral cortical de
mamiferos (hacia el estriado). En otros vertebrados
esta regidn se considera el limite palial-subpalial, y se
ha demostrado que células Pax6 migran tanto a
nucleos especificos emergentes amigdalinos y otras
estructuras basales (Carney et al., 2006), como a los
bulbos olfativos a través de la corriente migratoria
rostral (Lledo et al, 2008). La secuencia
espaciotemporal observada y la continuidad fisica
existente entre las diferentes estructuras sugiere
migraciones similares en anfibios urodelos. En
mamiferos algunas células Pax6+ colonizan Ia
amigdala medial provenientes del limite palio-
subpalio y de la eminencia ganglionar medial (Tole et
al., 2005; Carney et al., 2009; Bupesh et al., 2011). La
expresion de Pax6 en urodelos también ocupa la vz
de estas regiones, y se detectaron células aisladas
Pax6+ desde la eminencia pretaldmica hasta la region
Otp+ que caracteriza la amigdala medial (capitulo 3),
aunque estas células no se detectaron en el adulto
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Periodo larvario activo
temprano

tardio

Figura 4. Representacion esquematica en el cerebro en desarrollo de Pleurodeles waltl de las migraciones de subpoblaciones Pax+
propuestas en base al andlisis espaciotemporal de patrones de expresidén de Pax3, Pax6 y Pax7. Se han seleccionado los estadios 30
(a), 34 (b), 36 (c), 42 (d) y 52 (e), en representacidn de todo el desarrollo. Abreviaturas: ver lista en capitulo 3.
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(capitulo 4). Estos resultados apoyan el origen
multiple de la amigdala medial en vertebrados,
principalmente palidal, pero con componentes
paliales y extratelencefdlicos. Mas aun, el nucleo
accumbens y el septo dorsal son también Pax6+, y se
encuentran en continuacién espacial con los bulbos
olfativos y el estriado. Ademas, los valores obtenidos
en el bulbo olfativo y el nicleo accumbens ( =35%)
indican que probablemente ambas regiones
anatémicas son el destino final de ciertas células
Pax6+, que se acumularian rostralmente como
consecuencia de movimientos tangenciales. Los datos
obtenidos en el septo fueron analizados por separado
en sus porciones rostral ( =55%) y caudal ( =10%). El
alto valor obtenido en la porcién rostral del septo
podria explicarse como el resultado final de
fendmenos migratorios provenientes del propio
septo, el nucleo accumbens y el estriado rostral,
regiones que muestran una continuidad en términos
de expresion de Pax6. El patron de distribucién de
Pax6 y Nkx2.1 en el septo es similar al encontrado en
otras especies de vertebrados (Moreno et al., 20083;
2010). EI =10% detectado en la porcién caudal del
septo junto con la ausencia de Pax6 en la vz de esta
regién probablemente implicarian la colonizacién de
la porcién subpalial del septo por parte de células
Pax6+ provenientes de la porcidn palial del septo,
cuya vz contiene Pax6. En apoyo a estas hipdtesis de
movimientos migratorios intratelencefalicos, Ia
inmunohistoquimica de PSA-NCAM se considera una
importante caracteristica de la migracion de células
de vertebrados, y ha sido descrita en relacidon con
todos los territorios telencefalicos mencionados en
urodelos adultos y en desarrollo (Gianola et al.,,
2001). Curiosamente, en el Pleurodeles adulto PSA-
NCAM queda restringida al sistema olfativo, a
diferencia con el adulto de Ambystoma que también
muestra reactividad en palio dorsal y amigdala. Sin
embargo, en este estudio se utilizd sélo un adulto de
cada especie, por lo que estos resultados deberian
ser refutados (Gianola et al., 2001).

El hipotdlamo de wurodelos es una region
interesante en cuanto a la expresién dindmica de
Pax6 y Pax7. En primer lugar, aparentemente parte
de las células Pax7+ de p3 basal colonizan el
hipotdlamo durante el periodo larvario inicial,
siguiendo el curso del receso infundibular, hasta
alcanzar la regién mamilar, donde la subpoblaciéon se
mantiene en el adulto (capitulos 3-4). Recientemente
se han descrito células Pax7 en el hipotalamo basal
de otros vertebrados (Moreno et al., 2012;
Dominguez et al., 2013), aunque su posible origen

diencefdlico sélo ha sido ilustrado durante el
desarrollo de urodelos (capitulo 3). Por otra parte,
Pax6 aparece en estadios embrionarios en la vz del
SPV (hipotdlamo alar) a diferencia de otros anfibios
(Moreno et al., 2008a; Dominguez et al., 2013). Con
la metamorfosis, aparece una subpoblacion
transitoria de células Pax6+ dispersas en la mz del
hipotdlamo basal (tuberal y mamilar), y que no se
observa en individuos adultos (capitulo 4), y que
podria proceder del SPV, o mas probablemente, de
p3b. Pax6 estd implicado en la correcta formacién del
hipotdlamo de vertebrados, como se demuestra por
las malformaciones presentes en los mutantes Pax6
de diversas especies (Vitalis et al., 2000; Eagleson et
al.,, 2001), y estos defectos podrian estar asociados
con procesos migratorios. En cuanto a p3, la porcidn
alar contiene células Pax6+, que son mucho mads
abundantes en los niveles caudales ( =50%) que en
los rostrales ( =15%), lo que sugiere que las células
Pax6 se originan rostralmente para migrar
tangencialmente hacia posiciones basales. Algunas de
estas células se situan lateralmente a las células
Pax7+ de p3 basal, y otras alcanzan el hipotalamo en
individuos juveniles (capitulo 3). En lo referente al
pretecho, Pax3 y Pax6 se distribuyen de forma
relativamente homogénea mientras que el andlisis
estequiométrico separd la subpoblacién Pax7+ en
tres, cuyos indices de marcaje obtenidos fueron
=15%, =35% y =25% (de rostral a caudal). Nuestros
datos sugieren que al menos parte de las células
Pax7+ podrian proceder del techo dptico, siguiendo
una migracion con componentes radial (hacia la pia) y
tangencial (hacia territorios rostrales), mientras que
las células Pax3+ y Pax6+ (entre el =15% y el =20%) se
originarian exclusivamente en la vz pretectal alar. Se
ha descrito una corriente migratoria similar en Ia
formacidn de oligodendrocitos diencefalicos (Garcia-
Lépez y Martinez, 2010). La proporcion de células
Pax7 en el techo 6ptico dorsomedial no difiere de la
analizada en el pretecho mas caudal ( =25%), lo que
apoya la migracidon interneuromérica propuesta en el
parrafo anterior. Por otra parte, la porcion
lateroventral del techo y el torus semicircularis
contienen una proporcidon mayor de células Pax6+ (
=40%), y este Ultimo no tiene expresién ventricular,
por lo que se podria proponer una leve desviacion
tangencial hacia territorios basales, detectable desde
estadios larvarios (capitulo 3). En lo relativo a los
contajes correspondientes al area tegmental dorsal y
p3 basal, los datos separan claramente dos regiones,
sugiriendo un desplazamiento de células de la regién
caudal ( =10%) hacia la rostral ( =35%).
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Figura 5. Datos preliminares obtenidos en Notophthalmus viridescens (Nv) y Ambystoma mexicanum GFP+ (Am), en los laboratorios del
Dr. Andras Simon (Karolinska Institutet, Stockholm) y la Dra. Elly Tanaka (Max Planck Institut, Dresden), respectivamente. A,B: la
heterogeneidad de las subpoblaciones Pax+ y la organizaciéon neuromérica se observan en cortes sagitales tras una tincién simple

realizada en un ajolote GFP+. C,C’: seccidn transversal del hemisferio derecho telencefdlico de Ambystoma GFP+, en la regién de la

amigdala central. Las puntas de flecha sefialan células Pax6+ que son tanto positivas (punta de flecha vacia) como negativas (punta de
flecha rellena) para el marcador neuronal NeuN. D,D’: seccién transversal del hemisferio derecho telencefalico de Notophthalmus, a la

altura del bulbo olfativo. Las puntas de flecha sefialan células progenitoras Sox2+ que también expresan Pax6+ en niveles bajos, y que se

encuentran en diversos momentos del ciclo celular, tanto en la fase de mitosis (punta de flecha vacia) como en la de sintesis de ADN
(punta de flecha rellena). E: seccion horizontal del encéfalo de Notophthalmus, que muestra como las células generadas en general

siguen los procesos de la glia radial conforme se van diferenciando, ademas de poner de manifiesto las diferencias regionales en

términos de acumulacion de células EdU+. Abreviaturas: ver lista en capitulo 3. (Joven et al., en preparacion).

En el rombencéfalo de vertebrados, las
migraciones celulares entre rombdmeros durante el
periodo embrionario son escasas, y estan restringidas
a nucleos especificos (Marin y Puelles, 1995; Wingate
y Lumsden, 1996; Cambronero y Puelles, 2000).
Algunas células Pax7 provenientes de rl colonizan el
istmo a lo largo del desarrollo larvario, corroborado
por experimentos de doble inmunohistoquimica con
ChAT, CB, CR, GABA, y Nkx6.1 (capitulos 3-4). En el
adulto pueden detectarse células Pax7+ en regiones
alares, junto al nucleo del istmo, y en la zona basal, el
nucleo interpeduncular también contiene células

Pax7+ (capitulo 4), en linea con resultados obtenidos
en pollo (Shin et al., 2003; Lorente-Canovas et al.,
2012). En urodelos, el cerebelo contiene células
Pax3+/Pax7+ en la vz desde etapas larvarias
tempranas, y desde el comienzo de la etapa larvaria
activa aparecen células Pax6+ en el drea octavolateral
(r1-r2) y el cerebelo (rl) (capitulo 3). En aves se ha
descrito cédmo la parte alar de r2 da lugar a la auricula
del cerebelo (Marin y Puelles, 1995). En la porcidn
rostral del rombdmero r1, un grupo de células Pax7+,
y algunas Pax3+, atraviesan el limite alar-basal, y
cuando alcanzan posiciones basales avanzan

Estudio del desarrollo del SNC de los anfibios urodelos basado en los patrones de expresion de proteinas ligantes de calcio y factores de transcripcion Pax

192



CAPITULO 5

rostralmente hasta alcanzar r0, tanto en aves como
en urodelos (Lorente-Canovas et al., 2012; capitulo
3). Por ultimo, una subpoblacién de Pax6 localizada
inicialmente en la formacién reticular de r4 se
disgrega parcialmente, ocupando posiciones alares
hacia los nucleos de la linea lateral, e invadiendo los
sucesivos rombdmeros. Se han descrito migraciones
similares mediante el estudio de quimeras
pollo/codorniz (Wingate y Lumsden, 1996).

Implicacion de Pax6 y Pax7 en la proliferacion y
diferenciacion neuronal en el SNC de varias
especies de anfibios urodelos

En cuanto a la proliferacion y diferenciacion
neuronal, para corroborar la implicacion demostrada
previamente para los factores de transcripcién Pax en
otros vertebrados (Nural and Mastick, 2004; Ahsan et
al., 2007; Georgala et al.,, 2011) hemos realizado
diversas aproximaciones metodoldgicas en varias
especies de urodelos que presentamos a
continuaciéon. Hemos tenido en consideracidon los
diferentes niveles de inmunorreactividad de las
proteinas Pax, ya que se ha demostrado que guardan
relacion con fendémenos de proliferacion vy
diferenciacién, como sucede con Pax6 en el
desarrollo de la retina de aves y el telencéfalo de
ratones (Hsieh y Yang, 2009; Samson et al., 2009). En
general, la expresion de Pax6 y Pax7 descrita
previamente en P.waltl (capitulos 3 y 4) es similar a la
gue encontramos en las otras dos especies utilizadas
(Figs. 5y 6; anexos 4y 5).

Por una parte, se analizaron larvas de Pleurodeles
waltl, tras inyectar BrdU intraperitonealmente. Los
resultados obtenidos en esta especie confirmaron el
doble rol de Pax6 y Pax7 en la proliferacién y
diferenciacion neural (anexo 3), y los datos son
comparables a los publicados en otras especies de
vertebrados (Kohwi et al., 2005; Wullimann et al.,
2011; Ferreiro-Galve et al., 2012a,b; Quintana-
Urzainqui et al., 2012a,b).

También analizamos la distribucién de Pax6 y Pax7
en el cerebro de Ambystoma mexicanum
transgénicos (Sobkow et al., 2006), que expresan GFP
bajo el promotor de la p-actina (Fig.3A,B). La
expresion de la B-actina ha sido relacionada con la
proliferacién, crecimiento y migracidn celular en
otros vertebrados (Kumar et al., 1995; Barallo et al.,
1999; Ruan y Lai, 2007; Bunnell et al., 2011). En estos

animales GFP+, las células en el SNC muestran
diferentes niveles de fluorescencia, como sucede en
los ratones transgénicos equivalentes (Gray et al.,,
2011), lo que permite discriminar diferentes regiones.
Por otra parte, este mosaico fluorescente muestra la
heterogeneidad celular subyacente en el cerebro
“simplificado” de anfibios urodelos y es coherente
con la organizacién prosomérica (Fig.5A,B). La
diversidad de las células Pax+ que ocupan la mz es
aparente en animales GFP+, donde se aprecia gran
variabilidad en términos de fluorescencia relativa
tanto de GFP como de las proteinas Pax a nivel
celular (Fig.5A,B). La identidad progenitora de las
células tenidas débilmente para Pax6 en la vz se
corroboré en diferentes regiones del SNC con doble
inmunohistoquimica Pax6/PCNA (anexo 4), mientras
gue la identidad neuronal de algunas de las células
Pax6 que ocupan la mz, como sucede en mamiferos
(Maekawa et al., 2005; Duan et al., 2012), se certificd
mediante el marcador neuronal NeuN (Fig.5C).

Por ultimo, se analizaron larvas de estadios
representativos de Notophthalmus viridescens.
Después de admistrar EdU intraperitonealmente, se
realizé triple inmunohistoquimica para Pax6 o Pax7
junto con diversos marcadores del ciclo celular. Los
resultados obtenidos muestran tanto células Pax+
proliferando asociadas a las vz y svz (Fig.5D) como
dobles Pax+/EdU+ en la mz dias después de la
incorporaciéon de EdU (anexo 5). Nuestros datos
indican que la citoarquitectura de los diferentes
nichos neurogénicos y la velocidad de produccion
neural son especificos de cada regién, como sucede
en el pez cebra adulto (Lindsey et al., 2012; Schmidt
et al., 2013). Aunque la naturaleza glial/neuronal de
las subpoblaciones Pax+ no fue corroborada
directamente en esta especie, mediante Ia
combinacion GFAP/NeuN/EdU se comprobd que las
células EdU+ en general siguen los procesos de la glia
radial conforme se van diferenciando (Fig.5E), como
en otros vertebrados (Maekawa et al, 2005;
Bernardos et al., 2007; Sakurai y Osumi, 2008; Kaslin
et al., 2009). La red glial, visualizada mediante Sox2,
vimentina y GFAP, y las células con fenotipo neural
(NeuN+) ocupan posiciones comparables en el
desarrollo de las tres especies estudiadas. Los datos
obtenidos en las tres especies indican que los
factores de transcripcién Pax se expresan tanto en
células madre ventriculares, como en células dife-

TESIS DOCTORAL — Alberto Joven Araus

193

UCM - Fac.Ciencias Bioldgicas — Dpto. Biologia Celular



Resumen de los resultados y Discusion general

DA/ I

5th day after lesion
’

B - f

2 {5th dEy:a

.fter:I‘t;'éion K

L

L

/ / Nv ‘st.4D=Budl|

Estudio del desarrollo del SNC de los anfibios urodelos basado en los patrones de expresion de proteinas ligantes de calcio y factores de transcripcion Pax

194




CAPITULO 5

renciadas que en ocasiones se corresponden con
neuronas, como en otros vertebrados (Maekawa et
al., 2005; Blake et al., 2008; Duan et al.,, 2012).
Globalmente, estos resultados demuestran la funcién
de Pax6 y Pax7 en la proliferacion, migracion y
diferenciacion celular de ciertas subpoblaciones
durante el desarrollo larvario de anfibios urodelos.

Pax7 en la regeneracion del encéfalo adulto

La caracteristica mas llamativa del SNC de anfibios
urodelos es su increible potencial regenerativo, que
se mantiene incluso los individuos adultos, capaces
de regenerar de forma funcional desde una porcidn
de la médula espinal hasta la retina (Straube vy
Tanaka, 2006; Mchedlishvili et al., 2007), pasando por
zonas danadas del cerebro (Maden et al., 2013). La
regeneracién parece envolver procesos de activacion
de células madre y/o reprogramacion de células ya
diferenciadas (Mescher, 1996; Kragl et al., 2009;
Morrison et al., 2010; Kirkham et al., 2011). Esto los
convierte en un interesante modelo nervioso a
estudiar y explotar: los urodelos ya estan siendo
utilizados como modelo de regeneracién neuronal,
con la finalidad de desarrollar nuevas terapias para
tratar enfermedades como el Parkinson, que hoy en
dia todavia no tiene cura (Parish et al., 2007; Berg et
al., 2010; 2011).

Por otra parte, ya hemos mencionado Ia
importancia de los factores de transcripcion Pax en
diversos eventos celulares que estdn implicados en

Figura 6 (pagina anterior). Datos preliminares sobre el papel
de regeneracion del techo odptico en
Notophthalmus viridescens (Nv), obtenidos en el laboratorio

Pax7 en la

del Dr. Andras Simon (Karolinska Institutet, Stockholm). En el
esquema superior se muestra el disefio experimental. A-C":
secciones transversales de la zona del pinchazo en el techo
Optico correspondientes al grupo experimental. En A, A’ la
trayectoria de la aguja ha sido resaltada mediante lineas
discontinuas. D-E’: secciones transversales del techo éptico
en condiciones homeostaticas, correspondientes a un
individuo adulto (D,D’) y a una larva activa temprana (E,E’). En
E, las lineas discontinuas representan limites
interneuroméricos. Las puntas de flecha sefalan células Pax7
proliferando en condiciones homeostaticas. La estrellas
sirven para resaltar la similitud entre los patrones de
expresion de Pax7 encontrados, por una parte entre el techo
en regeneracion y su formacion durante el desarrollo (B’, E’),
y por otra parte entre las condiciones homeostaticas en el
adulto y el techo completamente regenerado (C’, D).
Abreviaturas: ver lista en capitulo 3. (Joven et al., en

preparacion).

procesos regenerativos (revisado en Thompson y
Ziman, 2011), lo que nos llevé a testar la posible
implicacion de Pax6 y Pax7 durante la regeneracion
neuronal. Para ello, se utilizd un modelo
parkinsoniano de lesién dopaminérgica mediante la
inyeccion intraventricular de 6-OHDA (Parish et al.,
2007). Aunque no se observaron cambios en los
patrones de expresion de Pax6 en relacion con la
ablacién quimica y la regeneracidon dopaminérgica, la
inmunohistoquimica para Pax7 (en combinacién con
EdU y marcadores del ciclo celular) sugiere un papel
activo de este factor de transcripcion en |la
regeneracion de la lesion fisica producida por el
pinchazo (Figura 4). Cinco dias después de la lesion se
encontraron  abundantes  células Pax7 en
proliferacién asociadas a la zona del pinchazo
(Fig.4A,A’). A los quince dias, el hueco dejado por el
pinchazo estaba ocupado por abundantes células
Pax7, todas ellas con bajos niveles de fluorescencia, y
la proliferacién habia disminuido considerablemente
(Fig.4B,B’). Por ultimo, tres semanas después de la
lesién, el hemisferio dafiado aparentemente habia
vuelto a la normalidad: practicamente no habia
células proiferando, y la expresion de Pax7 se
asemeja a las condiciones homeostdticas, con
numerosas células Pax7-, otras con niveles bajos de
expresion, y algunas fuertemente inmunorreactivas
(Fig.4C,C’). Curiosamente, el hemisferio contralateral
mantuvo la expresion normal de Pax7 (Fig.4D-D’),
mientras que en el hemisferio lesionado se
observaron patrones dindmicos que recuerdan a la
expresion de Pax7 en el mesencéfalo en desarrollo
(Fig.4E,E’).

Estos resultados preliminares apoyan la relacion
entre la expresidn del factor de transcripcidon Pax7 y
la regeneracién mesencefalica en anfibios urodelos
adultos. Concretamente, parece que Pax7 estd
implicado en la proliferacién tras una lesién fisica,
espacialmente restringida a la zona dafiada. Con el
aumento en la comprension de la biologia ontogénica
y de la potencialidad regeneradora de estos anfibios,
es de esperar que en los proximos afos los urodelos
jueguen un papel clave en el campo de la medicina
regenerativa.
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CONCLUSIONES

. La aparicién temprana en el desarrollo de los patrones de expresién de CB y CR, y su
progresiva maduracion permiten la visualizacién de determinados aspectos del desarrollo
de diversas subpoblaciones del encéfalo de Pleurodeles, que no se observan sdlo en base

a la citoarquitectura.

. A pesar de la validez de la inmunohistoquimica para CB y CR con fines neuroanatémicos
(tales como resaltar con precision la morfologia de células individuales en regiones
concretas), nuestros resultados demostraron que no se deben establecer homologias
Unicamente en base a la presencia de proteinas ligantes de calcio, dada la gran
variabilidad observada en regiones cuya homologia ha sido previamente corroborada en

el encéfalo de diferentes vertebrados.

. La inmunolocalizacién de alta resolucion de los factores de transcripcién codificados por
la familia génica Pax, en combinacién con otros marcadores, ha proporcionado las
herramientas necesarias para la identificacion de numerosas estructuras encefdlicas, no
reconocibles por métodos clasicos, en el cerebro de anfibios urodelos. Ademas, la
expresion de Pax3, Pax6 y Pax7 en el encéfalo de Pleurodeles desentrafia los limites

anatémicos descritos en los modelos neuroméricos vigentes de organizacién encefalica.

. La distribucion regional de Pax3, Pax6 y Pax7, analizada conjuntamente con los patrones
de expresion de CB y CR, y en relacidon con importantes acontecimientos fisiologicos vy
comportamentales de su ciclo bioldgico, ponen de manifiesto la maduracidn progresiva
de los sistemas neurales subyacentes en la percepcion sensorial (sistemas olfativo, visual,
linea lateral) , integracion multisensorial (en diferentes regiones del encéfalo) y la

produccién de respuestas motoras esterotipadas (en el encéfalo y la médula espinal).

. Las subpoblaciones Pax6+, Pax7+ y Pax3+ observadas en Pleurodeles, Notophthalmus y
Ambystoma ponen de manifiesto la destacada consistencia de los patrones de expresion
de los factores de transcripcion Pax en el desarrollo de vertebrados, con sélo algunas
diferencias interespecificas puntuales. En consecuencia, los patrones de expresién de las
proteinas Pax3, Pax6 y Pax7 pueden ser utilizados para apoyar la presencia de regiones

homdlogas entre vertebrados.

. En el encéfalo de anfibios urodelos, donde las migraciones celulares son muy escasas, la
secuencia espaciotemporal de los miembros Pax en estudio ha proporcionado evidencias

indirectas de posibles rutas migratorias no radiales. Estas incluyen movimientos
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migratorios en el nervio olfativo, a través del limite paliosubpalial, a lo largo de una
corriente migratoria rostral en el telencéfalo, del diencéfalo basal al hipotalamo, de
territorios alares a basales (y viceversa) en el rombencéfalo, y no respetando los limites

interromboméricos. Nuestros Ultimos datos preliminares apoyan las rutas propuestas.

7. La expresion de Pax6 y Pax7 se mantiene ampliamente en el encéfalo de urodelos
adultos, al contrario que en la situacidn encontrada en otros tetrapodos, donde la
expresion en el adulto se restringe a regiones encefalicas concretas. Esta discrepancia se
puede relacionar con la naturaleza pedomorfica del encéfalo de urodelos, e incluso con

las increibles y Unicas habilidades regenerativas de estos animales.

8. Los niveles de expresion de las subpoblaciones Pax+ son variables a nivel celular de forma
consistente entre especies de urodelos, y nuestros datos preliminares correlacionan las
células ventriculares y subventriculares con moderada expresion de Pax, actividad
progenitora e identidad de glia radial. En la zona del manto, las células positivas
contienen diferentes niveles de reactividad, no asociado directamente a una naturaleza

glial 6 neuronal.

9. Aunque la funcién de los factores de transcripcion Pax en el encéfalo de urodelos esta sin
clarificar, nuestros datos preliminares indican que las células que expresan Pax6 y Pax7
estan relacionadas con la proliferacion, diferenciacién, y mantenimiento del estado
diferenciado, tanto en homeostasis como en regeneracién, durante el desarrollo y en

adultos.
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SUMMARY

Introduction

The study of the CNS in urodele amphibians (salamanders and newts) is of a great interest from an
evolutionary point of view, due to its phylogenetic position: urodeles represent the closest living descendant of
the common ancestor from whom tetrapods evolved, and their brains should also be similar (Northcutt and Kass,
1995). In addition, their external and slow development can be modulated by temperature, which permits
analyzing events that occur rapidly in other models. Due to a reduction in the rate of proliferation and
differentiation of nervous tissue, which affects the migration and lamination processes, the nervous system of
urodeles has a secondary simplification (Roth et al., 1993). However, you can take advantage of this feature
because once properly characterized, the urodele nervous system cleanly represents the basic pattern of
tetrapods: secondary forebrain (consisting of the telencephalon and hypothalamus), diencephalon (prosomeres 1,
2 and 3), mesencephalon, isthmus, rhombencephalon and spinal cord (Puelles and Rubenstein, 2003; Moreno et
al. 2007; Morona et al., 2008, 2009). These anatomical areas are characterized by differential expression of gene
combinatory networks from early development, which are constant among vertebrates (Puelles y Ferran, 2012).
Although the urodele brain has not developed a cerebral cortex as complex as in other species, even the adults
are able to functionally regenerate damaged large parts of the nervous system (Straube and Tanaka, 2006;
Mchedlishvili et al., 2007). This fact makes of them an interesting lab creature: urodeles are already being used as
a model for understanding the mechanisms underlying neuronal regeneration, in order to develop new therapies
to treat diseases such as Parkinson's, which today has no cure (Parish et al., 2007; Berg et al., 2010, 2011). With
the increased understanding of the biology, ontogeny and regenerative potential of these amphibians, it is
expected that research in urodeles will play a key role in regenerative medicine in the upcoming years. However,
the current knowledge of the urodele brain organization is quite limited, and the use of the neuromeric paradigm
in the interpretation of our results provides a consistent frame for future comparative-based studies, and partly
represents the rationale of the present work. On the other hand, the use of comparative neuroanatomy of living
species and the extensive information available on their corresponding biology help us understand how neural
systems are. We can learn so much from the homologies and analogies between species, in order to understand

valuable data about the evolution of the CNS.
Objectives

Our study focuses on the expression patterns of calcium binding proteins and Pax transcription factors.
Calbindin D-28k and calretinin were selected to show the segmental paradigm in development, because the adult
expression patterns had been previously reported (Morona y Gonzélez, 2008; 2009). On the other hand, Pax3,
Pax6 and Pax7 are highly conserved in evolution, and related to the formation and maintenance of the CNS in a
neuromeric manner (Osumi et al., 2008), so they were chosen for the analysis of both the developing and adult
urodele brain. We have analyzed the brain anatomy of the urodele species Pleurodeles waltl during embryonic
development based on the expression of calcium binding proteins calbindin D-28k and calretinin (Joven et al.,

2012), and subsequently we analyzed the dynamic expression patterns of the transcription factors Pax3, Pax6 and
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Pax7 in combination with other known markers, both in the developing and adult Pleurodeles waltl (Joven et al.,
2013a,b). In addition, we show some preliminary data obtained in other urodele species (Ambystoma mexicanum
and Notophthalmus viridescens) regarding Pax6 and Pax7 expression patterns, and its putative role in

proliferation.
Research content

In chapter 2, the sequence of appearance of calretinin and calbindin-D28k immunoreactive (CRir and CBir,
respectively) cells and fibers has been studied in the brain of the urodele amphibian Pleurodeles waltl. Embryonic,
larval and juvenile stages were studied. The early expression and the dynamics of the distribution of CBir and CRir
structures have been used as markers for developmental aspects of distinct neuronal populations, highlighting
the accurate extent of many regions in the developing brain, not observed on the basis of cytoarchitecture alone.
CR and, to a lesser extent, CB are expressed early in the central nervous system and show a progressively
increasing expression from the embryonic stages throughout the larval life and, in general, the labeled structures
in the developing brain retain their ability to express these proteins in the adult brain. The onset of CRir cells
primarily served to follow the development of the olfactory bulbs, subpallium, thalamus, alar hypothalamus,
mesencephalic tegmentum, and distinct cell populations in the rhombencephalic reticular formation. CBir cells
highlighted the development of, among others, the pallidum, hypothalamus, dorsal habenula, midbrain
tegmentum, cerebellum, and central gray of the rostral rhombencephalon. However, it was the relative and
mostly segregated distribution of both proteins in distinct cell populations, which evidenced the developing
regionalization of the brain. The results have shown the usefulness in neuroanatomy of the analysis during
development of the onset of CBir and CRir structures, but the comparison with previous data has shown extensive
variability across vertebrate classes. Therefore, one should be cautious when comparing possible homologue
structures across species only on the basis of the expression of these proteins, due to the variation of the content
of calciumbinding proteins observed in well-established homologous regions in the brain of different vertebrates.

In chapter 3, the onset and developmental dynamics of Pax3, Pax6 and Pax7 expressions were analyzed by
immunohistochemical techniques in the CNS of embryos, larvae and recently metamorphosed juveniles of the
urodele amphibian Pleurodeles waltl. During the embryonic period, the Pax proteins start being detectable in
neuroepithelial domains. Subsequently, they become restricted to subsets of cells in distinct brain regions,
maintaining different degrees of expression in late larvae and juvenile brains. Specifically, Pax6 is broadly
expressed all along the urodele CNS (olfactory bulbs, pallium, basal ganglia, diencephalon, mesencephalic
tegmentum, rhombencephalon and spinal cord) and the developing olfactory organ and retina. Pax3 and Pax7 are
excluded from the rostral forebrain and were usually observed in overlapping regions during embryonic
development, whereas Pax3 expression is highly downregulated as development proceeds. Thus, Pax3 is
restricted in the juvenile to the roof plate of prosomere 2, pretectum, optic tectum, rhombencephalon, and spinal
cord. Comparatively, Pax7 was more conspicuous in all these regions. Pax7 cells were also found in the
paraphysis, intermediate lobe of the hypophysis, and basal plate of prosomere 3. Our data show that the
expression patterns of the three Pax genes studied are overall evolutionary conserved, and therefore could
unequivocally be used to identify subdivisions in the urodele brain similarly to other vertebrates, that are not
clearly discernable with classical techniques. In addition, the spatiotemporal sequences of expression provide

indirect evidences of putative migratory routes across neuromeric limits and the alar-basal boundary.
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In chapter 4, the expression patterns of Pax6, Pax7, and, to a lesser extent, Pax3 genes were analyzed by a
combination of immunohistochemical techniques in the central nervous system of adult specimens of the urodele
amphibian Pleurodeles waltl. Only Pax6 was found in the telencephalon, specifically the olfactory bulbs, striatum,
septum, and lateral and central parts of the amygdala. In the diencephalon, Pax6 and Pax7 were distinct in the
alar and basal parts, respectively, of prosomere 3. The distribution of Pax6, Pax7, and Pax3 cells correlated with
the three pretectal domains. Pax7 specifically labeled cells in the dorsal mesencephalon, mainly in the optic
tectum, and Pax6 cells were the only cells found in the tegmentum. Large populations of Pax7 cells occupied the
rostral rhombencephalon, along with lower numbers of Pax6 and Pax3 cells. Pax6 was found in most granule cells
of the cerebellum. 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. Our results show that the expression of Pax6
and Pax7 is widely maintained in the brains of adult urodeles, in contrast to the situation in other tetrapods. This
discrepancy could be due to the generally paedomorphic features of urodele brains. Although the precise role of
these transcription factors in adult brains remains to be determined, our findings support the idea that they may

also function in adult urodeles.

Conclusions

The results confirm the proposed regionalization of the urodele brain, and by experiments with BrdU, EdU
and combinations with other cell cycle markers have obtained data about the dynamics of cell populations
expressing PAX ( proliferation, migration, maturation), and its importance in the formation, maintenance and CNS
regeneration in urodele amphibians (Joven et al., in preparation). Altogether, the results point to the following

conclusions:

1. The early onset and the dynamics of CB and CR expression during development are suited markers in
following developmental aspects of specific neuronal subpopulations in the developing brain of
Pleurodeles, and highlight accurately morphological features which are not observed on the basis of

cytoarchitecture alone.

2. In spite of the validity of the CB and CR immunohistochemical detection for neuroanatomical purposes
such as highlighting accurately the morphology of individual cell bodies in specific regions, our results
demonstrated that straightforward comparison based only on the presence of calcium-binding proteins
with the aim to establish homologies should not be made, due to the great variability observed in well-

established homologous regions in the brain of different vertebrates.

3. The high-resolution immunolocalization of the transcription factors encoded by the Pax gene family in
combination with other markers has provided crucial guides for the identification of distinct brain
structures and anatomical boundaries in the developing brain of urodele amphibians that are not
recognized with classical methods, both in adult and during development. Furthermore, the expression of
Pax3, Pax6 and Pax7 in the brain of Pleurodeles unravels the anatomical boundaries described in the

current models of neuromeric organization of the brain.
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4. The regional distribution of Pax3, Pax6 and Pax7 analyzed together with CB and CR expression patterns in
relationship to physiological and behavioral key events reveal the progressive maduration of the nervous
systems underlying sensory perception (olfactory, visual and lateral line systems), multisensory integration
(in different brain structures) and the subsequent stereotyped motor responses (brain and spinal cord) in
newt’s life history.

5. The observation of Pax6, Pax7 and Pax3 in Pleurodeles, Notophthalmus and Ambystoma highlights the
remarkable consistent patterns of Pax expression across tetrapods during development, with only subtle
regional differences across species. Thus, Pax expression patterns can be used to support homologous

brain regions between vertebrates.

6. Inthe brain of urodele amphibians where cell migrations are very scarce, the spatiotemporal sequences of
expression of the studied Pax members have provided indirect evidences of putative tangential migratory
routes. Those include migrations in the olfactory nerves, across the palliosubpallial boundary, along a
rostral migratory stream in the telencephalon, from the basal diencephalon to the mammillary
hypothalamus, from alar to basal territories in the hindbrain, from basal to alar rhombencephalic regions,
and across rhombomeric boundaries. The proposed migrations are supported by our last preliminary data.

7. The expression of Pax6 and Pax7 is widely maintained in the brains of adult urodeles, in contrast to the
situation in other tetrapods where adult expression become restricted to concrete brain regions. This
discrepancy can be linked to the paedomorphic nature of urodele’s brain, or even to the unique and

remarkable regenerative abilities of these animals.

8. There are different levels of expression at a cellular level in the different Pax-expressing subpopulations
consistent between urodele species, and our preliminary data correlate low expressing ventricular and
subventricular cells with a radial glial progenitor identity, whereas in the mantle zone the positive cells

show different degrees of reactivity not directly associated to a glial/neural nature.

9. Although the precise role of these transcription factors in the brain of urodeles remains to be properly
determined, our preliminary data indicate that Pax-expressing cells are related to proliferation,

differentiation, and tissue maintenance both in homeostasis and during regeneration, in larvae and adults.
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ANEXO 1

Development of locomotion in urodeles (*3)

. First movements (head flexure stage): muscular activity begins with contraction of a few segments of axial musculature in the anterior trunk
(future neck region)

. C-coil stage: with coordination of ipsilteral myotomes

. S-wave stage: bilateral coordination and ipsilateral phase lag

. Swimming

. Primitive reflex mechanism (*2): Muscular response to a mechanical stimulus. Few elements have differentiated and constitute the first reflex

archs: Rohon-Beard cells (transient primary afferent neurons in the dorsal part of the cord, receiving propioceptive and exteroceptive
information), primitive commissural neurons (floor plate neurons) and primitive moroneurons

Definitions on feeding behaviours (*4)

. Suction feeding: consists in drawing a single, relatively large item into the mouth by a single expansion of the buccal cavity, and is performed only
in water.

. Lunging: is a forward movement of the entire body and can be combined with other behaviours.

. Jaw prehension (biting): is the grasping of prey between the jaws and is performed both in water and on land.

. Tongue prehension: is the grasping of prey with the tongue, and involves tongue protraction/projection followed by tongue retraction.

. Stereotyped movements are those that exhibit relatively low variation

. Modulation is the variation of movements produced by active adjustment of movements by the CNS, excluding the variations caused solely by
differences in the physical circumstances in which the behavior is performed such as the medium, the mass of the prey or body temperature

Personal observations:

. Cannibalism: urodele larvae are highly cannibalistic when they are raised at high density or when food is scarce. They can predate over small
congeners if available, or eat each other part of the tail, limbs or gills, which subsequently will regenerate (although not the gills). Indeed, the
impressive regeneration events occurring in urodeles could have evolved as a solution for intra-specific aggression during developmental period,
a feature that is shared in all urodeles, even those that show internal development.

. Feeding: active seeking: late larvae walk in the bottom sniffing it around and stopping to eat when they detect chemically palatable food, such as
inmotile, commertial pellets. They also swim towards a potential prey such as living invertebrates or sinking pellets.

. Feeding: keeper recognition: late larvae swim toward the keeper as they associate the presence with a source of food. The presence of the
keeper can be enough to trigger active seeking behavior in resting larvae, and it’s an evidence of learning processes at late stages.

. Intraspecific aggression modulation: intra-specific attacks are probably modulated by learning events during the active larval period. Larvae
grown as cannibals will follow their tank-mates and try to obtain food from them as a source even as post-metamorphic newts. However, when
larvae are grown at low densities and with food enough, they rarely bite each other, and they can be housed at higher densities after a critical
period (at the end of the late active larval period), as they recognize the others as con-specifics and not as a sensorial stimulus triggering feeding
mechanisms.

BIBLIOGRAPHY
Table (*0)

. Ambystoma mexicanum
. Armstrong JBM, G.M. 1989. Developmental Biology of the Axolotl. New York: Oxford University Press.
- Bordzilovskaya NPD, T.A.; Duhon, S.T.; Malacinski; G.M. 1989. Developmental-stage series of axolotl embryos. In:
Armstrong JBM, G.M., editor. Developmental Biology of the Axolotl.. Oxford University Press, New York, pp. 201-219
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ANEXO 1

Life Other considerations:
; Am Pw Nv External characters . ; .
history physiological and behavioural key events
* Fertilization, laying, first cleavages (Pw St. 0-4)
* Blastulation (Pw St. 5-7)
* Gastrulation (Pw St. 8-13)
 Neurulation, somatogenesis (5 pairs of somites), eye primordium | Development of sensory systems
formation (Pw St. 14-21) o Mechanoreceptive free endings in the skin
* Somatogenesis (from 5 to 9 pairs of somites), pronephros and e Skin excitability to noxious stimuli
tailbud formation, otic placode and gill primordia appearance (Pw e Avisual system based on the pineal eye, which is
5t. 22-24) excited by dimming
* From 10 to 19 pairs of somites, branchial furrowing, body axis
straightening, t:allbud enlargement, olfactory organ primordium, Development of locomotion in urodeles
melanophores in trunk and balancer appearance (Pw St. 25-29) .
* Limbfield: From 20 somites on, Lateral line formation, appearance *  First movements (head flexure stage)
Embryonic Limbfield of melanophores in head region, unbranched gills enlargement e  C-coil stage
A 1-41 0-34 and circulation establishment in gills and tail (Pw St. 30-32) *  S-wave stage
life Bud Stage . . / 3 " S
© Bud stage I: Forelimb bud primordium formation, eye maduration, . Swimming
operculum and mouth formation, gill branching and elongation,
second lateral line bypasses the forelimb on the ventral side (Pw From developmental staging papers (*0), (*1)
‘;";3) i Mot o st o ekl *  Primitive reflex mechanism: Muscular response
. .
U stag' e lI: Mouth opening, forelim ud formation, balancer to a mechanical stimulus
elongation (Pw St. 34) i Gsaii
. eart beating appearance
® In Notophthalmus viridescens, the embryo is encapsulated in a ® Spontaneous muscular movements
series of five concentric jelly layers. Due to the limited sac space ¢  Sporadic swimming
and the strong layers covering it, the embryo is naturally curved s Hatching
as growing proceeds
® Amystoma mexicanum don'’t develop balancers
 Peg stage: Larva transparent, internal organs including heart, *  Use of balancers to remain adhered in all
" Peg stage stomach, visceral arches and auditory capsules are visible, surfaces
Initial 42-44 35-38 <D balancer at the maximum point of development (Pw St. 35-36) e Escape response triggered by visual/vibrational
larval life * 22D stage: Forelimb bud elongation (final shape: paddle), mouth stimuli
stage opening, gill branching and elongation, yolk absorption (Pw St. e Feeding: stereotyped suction
37-38)
Life Other considerations:
Am Pw Nv External characters i i i
history physiological and behavioural key events
Forelimb
2D stage: (39-40)
e3D stage: (41)
3DI stage: (42) * Formation of three fingers and elbow articulation in i R
3DIl stage: (43-44) forelimbs, hindlimb bud primordia appearance, e Head movements from side to side
Early 4D sta e 45) balancer thinning, gill branching and elongation, e Feeding: lunging
active 45-52 39-45 Be:. numerous melanophores distributed in the caudal fin e Feeding: modulation of suction+lunging
: o (Pw St. 39-42) ibali ; ;
el bt Hindlimb * Formation of the forth finger in forelimbs, hindlimb : Cﬂnnll.)dhﬁm 5 hlg-h d.enilfv SR
Limbfield: (41-42) . Berin ” e Coordinated walking in the bottom
J bud formation, balancer reduction (Pw St. 43-45)
Bud | stage: (42-43)
Bud Il stage: (43-44)
Bud Il stage: (45)
* Balancer disappearance, Formation of two fingers in
hindlimbs (Pw St. 46-49) ) ) .
o : Sl St s Feeding: active seeking
Hindlimb * Formation of the five fingers and articulation in . -
5 £ hindlimbs, gills at the maximum point of *  Feeding: keeper recognition
eT stage: (46-48) : g
LatE sitive 2T stage: (49-50) development (Pw St. 50-553) e Spasmodic movement of the hindlimb
| I lif 53-57 46-55¢ 3T sta SE'.(Sl 52a) * Gills reduced to its half size, fin regression, limbs ¢ The knee is used in a walking motion
arval lite g 3 thickening, skin transformation in trunk region (Pw e Intraspecific aggression modulation
4T stage: (52a-53) 5t. 55b) %
5T stage: (54-56) = : : _ ®  Pulmonar breathing
* First moulting, skin transformation in the whole " Floating
animal, flattened head, gills extremely reduced (Pw
St. 55¢)
* Metamorphosis I: fin and gills complete B bl m_ : ned Plearodel fe!
disappearance, skin change, eyes reorientation (Pw *  Terrestrial lifestyle of the eft
. St. 56) *  Aquatic lifestyle of breeding adults
Juvenile 57 56 Eft + Body growing, sexual maduration (Pw St. 56+) e Terrestrial and aquatic lifestyles of non-breeding
* Metamorphosis Il: Skin change, fin development (Pw adults depending on environmental cues
Adult 57+ 56+ Adult St. 56+) e Feeding: jaw prehension or biting

* Amystoma mexicanum don’t metamorphose

* Feeding: tongue prehension
Amystoma mexicanum
e« Completely aquatic lifestyle
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ANEXO 2

Quantification analysis: confocal images were processed for counting after PAX/H6 staining as shown in A,
A’, A”. For every confocal obtained image, highlighted total nuclei could be arranged in 4 zones: VZ, SVZ, MZ and
FZ (A), then PAX expression (A’) was merged with H6 (A”), and ROIs were delineated by the external most cells
expressing PAX (those placed at the edges were obviated for counting) as shown by the dashed line-restricted
area in A”. Relative cell labeling index (Howard and Reed, 2008) was then calculated, and mean values (together
with their counterpart standard deviations) are presented in B for every distinguishable PAX-expressing
subpopulation in a rostrocaudal order of appearance.
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ANEXO 2
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ANEXO 3

In a set of preliminary experiments, we analyzed larvae of Pleurodeles waltl (Pw) after BrdU chase at
different timepoints (A). The results obtained in this species confirmed the double role of Pax6 in proliferation
and neural differentiation (B-K). Glial network was visualized by vimentin (N), and neural cell phenotype by NeuN
(M). Empty arrowheads point to Pax6+ progenitor cells, and fulfilled arrowheads point to differentiated cells. See
list for abbreviations of chapter 3. Data obtained in the laboratory of Dr. Gonzdlez, Department of Cell Biology,
Faculty of Biology, UCM, Madrid.
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ANEXO 3
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ANEXO 4

Preliminary data obtained in Ambystoma mexicanum (Am) genetically modified for expressing GFP under
the promoter of the B-actin. A-C, I, L: Pax6 is expressed in forebrain ventricular proliferating cells (fulfilled
arrowheads) as well as in differentiating cells (empty arrowheads). D,E: Also in the developing retina and spinal
cord Pax6-low expressing cells were proliferating, and high levels of both Pax6é and GFP were observed in
presumptively fully differentiated cells. F,G, J, K, M, N: Some of the Pax6+ cells in the mz correspond to
differentiated neurons (fulfilled arrowheads), whereas others were negative for the neuronal marker NeuN. See
list for abbreviations of chapter 3. Data obtained in the laboratory of Dr. Tanaka, Max Plank Institute of Molecular
Cell Biology and Genetics / Center of Regenerative Therapies Dresden, Dresden, Germany.
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ANEXO 5

Data in preparation related to the proliferation (MCM2, pHH3, BrdU, EDU) migration (Edu) and
differentiation (GFAP, NeuN, Sox2) of Pax6+ and Pax7+ subpopulations in the brain of Nothophthalmus
viridescens (Nv) larvae are presented. EdU was injected intraperitoneally into Nv larvae at representative stages,
whose brains were analyzed 13 days later (A). In controls, 40 minutes after injection, the majority of cells that
have incorporated EdU are located in areas svz vz and express Sox2 (E) and various cell cycle markers such as
MCM2, PCNA and pHH3 ( data not shown). The results obtained in the experimental group show both Pax +
proliferating cells associated with vz svz and double Pax + / EdU + at mz (B-G, H, I, K). Addition, it was checked by
triple immunohistochemistry GFAP / NeuN / EdU that cells EAU + in general continue the processes of the glia
radial as they are differentiating (F, J, L), although the glial / neuronal nature of Pax + subpopulations not was
corroborated directly in this species. Pax+ progenitor cells are highlighted by an empty arrowhead, whereas
differentiating cells double labeled for Pax6/EdU at 13 days post EdU-administration. See list for abbreviations of
chapter 3. Data obtained in the laboratory of Andras Simon, Department of Cell and Molecular Biology of
Karolinska Institute, Stockholm, Sweden.
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