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Resumen

El ajolote mexicano (Ambystoma mexicanum) es un anfibio vertebrado que conserva
caracteristicas fenotipicas de la etapa larvaria y tiene la capacidad de regenerar tejidos,
extremidades y organos complejos durante toda su vida, aunque la capacidad regenerativa
disminuye conforme a la edad avanzada de los ajolotes. El Ambystoma mexicanum es un
extraordinario modelo animal debido a que se puede mantener facilmente en cautiverio, por
sus caracteristicas bioldgicas, fisioldgicas y a su asombrosa capacidad regenerativa. El
genoma de ajolote es 10 veces mas grande que el del humano y el 70% esta constituido por
elementos nucleares intercalados repetidos, los cuales no han sido estudiados con detalle y
no se ha determinado si fungen un papel relevante durante el proceso regenerativo. En este
proyecto se realizard la caracterizacion omica del transcriptoma del A. mexicanum en el

proceso de regeneracion tisular. Los resultados pudieran dar la pauta para descifrar la



maquinaria molecular y el transcriptoma del ajolote mexicano, y asi caracterizar a los
elementos funcionales del genoma, con la finalidad de comprender en parte los procesos

moleculares implicados en el proceso de regeneracion en Ambystoma mexicanum.

Antecedentes

El ajolote es una salamandra perteneciente al género de anfibios urodelos Ambystoma
comprende 32 especies y se distribuyen desde el sur de Canadé hasta el centro de México.
Entre las 16 especies mexicanas, la mas estudiada es Ambystoma mexicanum, el cual es
endémico de la zona lacustre de Xochimilco y Chalco-Tlahuac en la Ciudad de México
(Véazquez-Molina, 2010; Zapata & Solis, 2014). Actualmente, Ambystoma mexicanum es una
especie en peligro de extincion debido a las actividades del hombre, a la introduccién de flora
y fauna, y a la contaminacion que se ha ido presentando en su habitat (Vance, 2017; Mena
H, 2014). A. mexicanum es un anfibio vertebrado que puede vivir tanto en tierra como
sumergido en agua, y que conserva caracteristicas fenotipicas de la etapa larvaria (neotenia)
(Demircan, et al., 2016). En cautiverio, los ajolotes presentan minimos problemas de
reproduccion y del desarrollo de las crias, y debido a sus caracteristicas bioldgicas y
fisioldgicas, se ha convertido en un modelo animal ideal en investigacion (CONABIO, 2011;

Farkas, et al., 2015).

Uno de los principales temas de investigacion en 4. mexicanum ha sido el proceso de
regeneracion de tejidos, ya que es una de las especies vertebrados con mayor capacidad
regenerativa en cuestion de semanas puede regenerar extremidades amputadas, cola, sistema
nervioso (central y periférico), iris, huesos, musculo y epitelios (McHedlishvili, et al., 2012;
Suetsugu et al., 2012; Wu et al., 2015; Tazaki et al., 2017; Haas & Whited, 2017). Los
ajolotes contienen células de la piel (fibroblastos) con la capacidad de convertirse en células
blastemales, es decir células diferenciadas maduras que estan cercanas a una herida y
adquieren capacidades proliferativas, a través de un proceso de desdiferenciacion para
generar nuevas células y formar los tejidos del 6rgano o extremidad dafiados o perdidos
(Bryant, 2002; McCusker, 2011; Sandoval-Guzman et al, 2014). El blastema es el
responsable del procesos de regeneracion, el cual esta constituido por un conjunto de células

progenitoras heterogéneas restringidas donde en el proceso regenerativo existe cierta



“memoria celular” y las células progenitoras desdiferenciadas siempre se diferenciaran en el
mismo tipo celular del que provenian para regenerar extremidades dafiadas o perdidas (Kragl
et al., 2009). Los factores como la edad, mecanismos moleculares e incluso epigenéticos
influyen en la transcripcion genética durante el proceso regenerativo (Haas & Whited, 2017;
Voss et al., 2019). Aunque los ajolotes mantienen la capacidad regenerativa durante toda su
vida, incluso siendo adultos, se ha demostrado que el fenomeno de regeneracion es menos
eficiente conforme a la edad avanzada de los organismos. De tal forma que las larvas y
adultos jovenes tardan dias o semanas en regenerar tejidos, mientras que los adultos
sexualmente maduros pueden tardar meses en regenerar alguna extremidad (McCusker and

Gardiner, 2011; Vieira et al., 2020).

Se han propuesto diversos genes candidatos y transcritos que codifican para proteinas
implicadas en la regulacion del blastema en A. mexicanum, pero no ha sido ampliamente
estudiado (Monaghan et al., 2012; Nacu et al., 2013; Darnet et al., 2019). La reciente
secuenciacion del genoma del Ajolote apunta a que muchos genes y sus productos no han
sido atn estudiados, sugiriendo que el éxito del proceso regenerativo a través de la formacion
del blastema en las extremidades danadas podria estar relacionado con la caracterizacioén de
los nuevos transcritos. De hecho, se puede decir que la regeneracion y formacion de
extremidades funcionales, sin alguna sefial de dafio, lo cual, sigue siendo un misterio en el

ajolote mexicano.

En 2018 se secuencid y ensamblo el genoma del ajolote. Se determiné su tamano (32 GB),
que comparado con el humano es enorme (10 veces mas grande), donde el 70% esta
constituido por elementos nucleares intercalados repetidos (LINES, por sus siglas en inglés)
(Nowoshilow et al., 2018; Keinath et al., 2015). Estas caracteristicas, han abierto varias
interrogantes; debido a que estos datos fueron obtenidos de ajolotes hibridos y no del ajolote
mexicano nativo de Xochimilco; lo cual pudiera ser comparativamente diferente.
Adicionalmente, pocos animales presentan tantos elementos gendmicos repetidos, y a la
fecha no se ha determinado si estos elementos fungen algin papel relevante durante el

proceso de regeneracion.



Justificacion

Si bien ya se han hecho trabajos sobre la regeneracion de extremidades y diferentes drganos
de animales urodelos, la mayoria de los estudios se han enfocado en la dindmica de las células
progenitoras, con poca atencion a los elementos repetidos presentes en el genoma del ajolote
Ambystoma mexicanum durante el proceso regenerativo. Estos resultados pudieran dar la
pauta para empezar a descifrar la maquinaria molecular y particularmente al transcriptoma
de este organismo, pues de tener éxito podriamos caracterizar a los elementos funcionales
de su genoma, y asi comprender en parte los procesos moleculares de las células y tejidos
relacionados con el proceso de regeneracion en A. mexicanum. Esto abriria la pauta para
buscar a futuro posibles aplicaciones médicas en la medicina regenerativa de tejidos, 6rganos

e incluso extremidades.

Objetivo general
Caracterizacion Omica del transcriptoma del Ambystoma mexicanum en el proceso de

regeneracion tisular.

Objetivos particulares

1) Mediante secuenciaciones de RNA de alto rendimiento (RNA-seq), analizar el
transcriptoma asociados a la regeneracion tisular, después de inducir un corte en la cola y las
manos de 4. mexicanum en distintas edades.

2) Evaluar a nivel histoldgico los cambios tisulares que ocurren en la fase temprana de la
regeneracion, después de inducir un corte en la cola y en las manos en ajolotes adultos de 4.

mexicanum.

Hipotesis

El analisis histologico evidenciara que en el blastema, el proceso regenerativo observado en
la cola y de la mano del ajolote 4. mexicanum es donde se presentaran cambios a nivel
transcripcional relacionados con los elementos repetidos, los cuales podrian ser los

responsables en parte, de mediar el proceso de regeneracion tisular.



Metodologia
Material bioldgico
Edad y niimero de organismos: Ajolotes de A. mexicanum, 3 jovenes de 8 meses de edad,

3 adultos de 24 meses de edad y 3 de mas de 4 afios de edad.

Proceso de anestesia: los organismos se colocaran en una tina llena con agua del humedal
de Xochimilco, en el cual se le colord benzocaina como sedante de los ajolotes. El cual tarda

aproximadamente 20 minutos, dependiendo de cada ejemplar.

Muestras de tejido: Se tomaran muestras de dos regiones del ajolote: 1) extremo de la cola
(2 mm), y 2) de las manos de los ajolotes adultos 4. mexicanum, y una parte del material

conservara en una solucion estabilizadora de RNA (RNA-later) y la otra en paraformaldehido

Cabe mencionar que tanto el protocolo de anestesia, como la toma de muestras bioldgicas de
los organismos se llevaran a cabo de acuerdo a los procedimientos establecidos por el

personal que trabaja con los ajolotes 4. mexicanum en el CIBAC, UAM-Xochimilco.

Una parte de las muestras biologicas, se fijaran con paraformaldehido al 4% por 24 h para
posteriormente deshidratarlos con gradientes de sacarosa al 10, 15 y 30% y obtener los cortes

por congelacién en un cridstato.

Obtencion de cortes histologicos

Se realizardn en un cridstato a temperatura de -20 °C, para permitir una conservacion del
tejido mediante la congelacion. El grosor de los cortes serd de 15 um, y las muestras se
colectaran en un portaobjetos (gelatinizados) para mayor adherencia del tejido. Este
procedimiento se realizara para las muestras obtenidas: Antes y después de la amputacion

(muestras en proceso regenerativo).

Tinciones histoldgicas
El material bioldgico obtenido se preparard con la finalidad de conferirle las condiciones

Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfologicos a través de



un microscopio foténico. Para ello se llevaran a cabo las siguientes técnicas de tinciones

histolégicas:

a) Técnica de Hematoxilina y Eosina (H&E). Esta técnica consiste en urilizar hematoxilina
para tefiir estructuras acidas como los nucleos celulares. Y eosina para tefiir componentes
basicos como el citoplasma (Alturkistani et al., 2015; Demircan et al., 2016). Los tiempos

de tincion se estandarizaran de acuerdo al tipo de tejido proveniente del ajolote.

b) Técnica tricromica de Masson. Con esta técnica se identifican fibras de colageno y
musculo liso. Se utilizan dos tipos de colorantes anidnicos para diferenciar: Nucleo,
citoplasma y fibras de coldgeno (Alturkistani et al., 2015; Demircan et al., 2016). Se

determinaran los tiempos adecuados de tincion para cada muestra de los ajolotes.

Observacion, captura y analisis de los cortes histologicos

Los cortes se observaran y capturaran en un microscopio invertido de campo claro Zeiss
(Axiovert 40 CFL), el cual contiene una cdmara monocromatica Axio Cam 1y con la cual se
capturaran diversas fotografias por medio del programa Zen de Zeiss que se encuentra en el
Laboratorio de Biologia Celular, para posteriormente analizarlas por medio de los programas

libres Image J o Fiji.

Analisis transcriptomico por medio de RNA-seq

Para el analisis de calidad de las muestras de la secuenciacion de alto rendimiento, primero
se realizara un pre-andlisis o0 pre-procesamiento evaluando el control de calidad de lecturas
crudas empleando las herramientas FastQC, FASTX-Toolkit y Trimmomatic con su filtrado
respectivo. Posteriormente se realizard un alineamiento de lecturas por medio de STAR,
empleando como genoma de referencia el publicado por Nowoshilow y colaboradores 2018.
En caso de no poder emplear dicho genoma, se realizard un ensamblaje de novo mediante los
algoritmos de BUSCO, CD-HIT-EST, transcoder. Una vez obtenidos los datos previos se
realizara una cuantificacion de niveles de expresion empleando las anotaciones previamente
mencionadas. Posterior a ello, se haran los andlisis de expresion diferencial, anlisis de sobre-

representacion, el enriquecimiento funcional. Adicionalmente se realizard el analisis de



“splicing” alternativo empleando las herramientas de CuffDiff2 y DEXseq. Finalmente,

evaluaremos cambios de expresion de elementos repetidos del genoma con TEtranscripts.
Instalaciones e infraestructura fisica para realizar el proyecto

- CIBAC (UAM-Xochimilco, Instalaciones en Cuemanco). Equipo, reactivos y alimento
para mantener a los ajolotes.

- Laboratorio de Biologia Celular (piso 8, UAM-Cuajimalpa). Equipo (microscopio Zeiss
Axiovert 40 CFL equipado con la camara AxioCam 1) y reactivos de laboratorio ubicados
para realizar las tinciones histologicas.

- Anexo del Laboratorio de Biologia Celular B2 (piso 2, UAM-Cuajimalpa). Equipo y
reactivos de laboratorio para obtener cortes histologicos (criostato), ubicado en el anexo
del Laboratorio de Biologia Celular B2.

- Unidad Biomédica en Céancer (INCan), la unidad del INCan, cuenta con los espacios
especificos para la extraccion de acidos nucléicos para secuenciacion de alto rendimiento,
por ello parte del material serd procesado en esta unidad

- Los andlisis del transcriptoma se haran en la UAM Cuajimalpa, en un servidor PowerEdge
R740 que tiene 2x INTEL Xeon Gold 6230 (2.1 GhZ, 35.75 M cache 26¢/52T). 2 GPUs
NVIDIA quadro RTX 6000 Tiene 768 GB de Ram. 48 TB de disco duro.

Recursos Humanos
2 alumnos de proyecto terminal de la Licenciatura en Biologia Molecular.

1 alumno de posgrado (maestria).

Impacto esperado del proyecto

Se espera que para realizar este proyecto se incorporen alumnos de licenciatura (proyectos
terminales) y 1 de maestria, sin embargo se planea que para una fase posterior del mismo
proyecto se incorpore 1 alumno de doctorado. A partir de los resultados obtenidos, en la
ultima fase del proyecto se escribird 1 articulo original para su potencial publicacion en una

revista indizada.



Adicionalmente, con este proyecto se pretende iniciar una investigacion mas profunda y
detallada sobre los cambios que ocurren a nivel molecular durante el proceso regenerativo en
dos regiones corporales diferentes del ajolote 4. mexicanum. Es importante mencionar que
con este proyecto se inicia una colaboracién académica entre las unidades (Cuajimalpa-
Xochimilco) en la UAM, asi como con la Unidad Biomédica en Cancer del Instituto Nacional

de Cancerologia (INCan).

A su vez, de tener resultados positivos acerca de los genes y transcritos implicados en la
regeneracion del ajolote, podriamos tratar de explicar desde una perspectiva molecular los
fenémenos de regeneracion y envejecimiento celular. Este proyecto también podria impactar

a mediano plazo en el area de medicina regenerativa y envejecimiento celular.

Recursos necesarios para el proyecto:

Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto.

Toda la infraestructura fisica y humana que se utilizard en este proyecto para el
mantenimiento de los ajolotes y la toma de muestras biologicas, se encuentra en el CIBAC
(Cuemanco) de la UAM-Xochimilco. El cual involucra material bioldgico, reactivos para

anestesia, cirugias y alimento para los ajolotes.

Con respecto a la infraestructura fisica y humana necesaria para el procesamiento de las
muestras bioldgicas y el analisis histologico, se llevara a cabo en el Laboratorio de Biologia

Celular y el anexo del mismo, conocido como B2. El cual involucra lo siguiente:

- Material necesario para realizar la fijacion de las muestras bioldgicas.

- Criostato para realizar los cortes de las muestras biologicas.

- Material de laboratorio y reactivos necesarios para realizar las tinciones histologicas.

- Microscopio Zeiss Axiovert 40 CFL equipado con la camara AxioCam 1, para la

observacion y captura de las imagenes de las muestras bioldgicas obtenidas.



Fuentes de financiamiento externas.

Como fuente de financiamiento proviene del presupuesto que otorga el Depto. de Ciencias

Naturales (DCN) a los profesores adscritos a dicho Depto. Sin embargo, se buscaran fuentes

de financiamiento externas.

Calendario de actividades

Actividades

Periodo I (12 meses)

4 |5 |6 |78

9

10

11

12

Manejo de los ajolotes A. mexicanum

Toma de muestras bioldgicas. Muestra de
cola y mano de ajolotes de A. mexicanum de
3 jévenes de 8 meses de edad

Estandarizacion de las técnicas histolégicas

Observacidn, captura y analisis de los
cortes histologicos

Estandarizacion de extracciéon de Acidos
nucléicos

Andlisis de los 4cidos nucléicos

Secuenciacién de alto rendimiento

Analisis transcriptomico por medio de
RNA- seq de todas las muestras obtenidas

Periodo II (12 meses)

Toma de muestras bioldgicas. Muestra de
cola y mano de ajolotes de A. mexicanum de
3 adultos de 24 meses de edad y 3 adultos
de més de 4 afios de edad

Procesamiento histolégico de las muestras
biolégicas: Tinciones por de cola y mano de
los ajolotes

Observacidn, captura y analisis de los cortes
histolégicos

Extraccién de muestras de acidos nucléicos

Secuenciacién de alto rendimiento

Analisis transcriptomico por medio de
RNA- seq de todas las muestras obtenidas

Escritura de 1 articulo original
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