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SUMMARY

A study was made of the morulation in the sheep embryos with special attention on
the morphological and ultrastructural characteristics. For this embryos are classified in
three stages depending of the number of cells, early morula (8-16 cells), intermediate
morula (16-40 cells) and late morula (more than 40 cells).

The observed modifications was describes during the development of the morula.
The results were discussed in relationship, with the differentiation of the blastocyst of
two different cell populations, trophoblast and inner cell mass.

RESUMEN

Se realiza un estudio de la morulaciéon en el embrion ovino atendiendo a sus
caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales. Para ello se clasifican los embriones en
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tres estadios dependientes del numero de células, morula joven (8-16 células), morula
intermedia (16-40 células) y morula tardia (mas de 40 células). _

Se describen las modificaciones observadas durante el desarrollo de la morula. Se
discuten los resultados en relacién con la posterior segregacion en el blastocisto de dos
poblaciones celulares diferenciadas, trofoblasto y masa interna celular.

INTRODUCCION

_El estudio de las fases de preimplantacion en los embriones de mamiferos domes-
ticos es de gran importancia por su aplicaciéon en las técnicas de micromanipulacion
em_brionaria. La evaluacion morfoldgica de los embriones es considerada como prerre-
quisito para la realizacion de cultivos, congelacion y transferencia de eml_)nones. Al
otra parte, la determinacion de las caracteristicas ultraestructurales de las primeras fases
embrionarias permite establecer una poblacion estandar, con la cual puedan ser
comparados los embriones manipulados. i
Se han realizado numerosos trabajos relacionados con la estructura de las primeras
fases'embrionarias en animales de experimentacion 5 8 9. 11. 16. 21, 2%. En 10?8;m1_ma(ies
domésticos las investigaciones se refieren principalmente a la vaca ! A e ST IS
SIn embargo, muy escasos en la oveja 3. : ; te
La fase de morula representa una etapa clave en el desarrollo embrionarto. Duran :
la morulacign se produce un cambio en la adhesividad entre las cglul&S ¥ una
reordenacion en lag mismas, que dara lugar a su posterior diferenciacion en células
t“3'f0blélstigza.s y embrioblsticas. . tural
b 1 propésito de este trabajo es realizar un estudio detallado a nivel ultraesltrurzslel de
0 el fin de analizar la evolucién que sufren los embriones de oveja, desde la
forula inicial (8-16 células) hasta que se produce la compactacion celular.

MATERIAL Y METODOS

h:infé Presen}e trabajo, se analizaron embriones de oveja c_le raza ch.qrra,di 1;2:;S ;gﬁjz:
vag-malesu"!ducado y sincronizado el estro, mediante la |m1:>lar1ta“:{0r1r .
mente pm'mpregnadas en acetato de fluorogestona, la superpvulaCIOQ ‘:es p
a reco"_()cada por la administracion de FSH (i.m.) en dos’1s decre_acllen uida S
lavado degltcrla de embriones se realizo mediante laparotomia n:efjl'lgrosrfgveimicuatro
€mbrioneg [?;;lp_as Yy cuernos uterinos con medio P?S: Se e:e?tiélo B il
joven (8-1¢ 5 qlamente clas1ﬁcados al microscopio opt}co_ iny g o eia (1640
células), de ulas) correspondiente a 72-96 horas post-coito; moru/a inte/ e e
cé!ulas)’ o noventa ¥ seis a ciento treinta y dos horas y .morula tardia (n]ms e
lod Critério ciento tr'el.nta y dos a ciento cincuenta y seis horas. Para ello, se 2 % oo
Dresenciads morfolog.,COS siguientes: Estadio de desgrrollo, forma'y tan(;an eradén,
celula © ranulaciones o vacuolizaciones en las células, presencia de degen i
' O zona pelicida deteriorada. Estos mismos criterios son utilizados por dife
rentes autores 4, 21
nicl:z)oscieTbrlone-s.S.B procesaron para el analisis ultraestructural al microscopio eleciro-
€ lransmisién, sometiéndolos a una primera fijacién durante una hora a 4 _C',
con Glutaraldehido al 29 en 0,1M tampén-fosfato a pH 7,4. A continuacion se realizo
la postfijacion de tetroxido de. osmio al 1% en el mismo tampén durante una hora a
temperatura ambiente. Después de la deshidratacion con alcoholes y oxido de propi-
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leno, las piezas se incluyeron en Epon 812. Los cortes obtenidos se tifieron con acetato

de uranilo y citrato de plomo y se examinaron en un microscopio electronico operando
a 60 kv.

RESULTADOS

La descripcion de las caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales de la morula-
¢ién, se hace considerando tres etapas de morula, en relacion con el nimero de células.

Morula joven (8-16 células) (Fig. 1).

En la fase de ocho células, que corresponde a embriones obtenidos a las ochenta y
cuatro horas post-coito, los blastomeros se caracterizan por su forma redondeada con
un ntcleo ligeramente ovalado. Estas células se aplanan en las zonas de vecindad, si
bien, a veces, permanecen aisladas y conservan su forma redondeada. Su superficie
presenta microvellosidades dispersas y poco abundantes. El espacio perivitelino es
reducido y contiene escaso material extracelular de aspecto floculento y amorfo. (Fig.
2).

Es importante sefalar, también, la presencia de algunas células de aspecto degene-
rado y sin membrana citoplasmatica, pero identificables por la presencia de algunos
organulos, como mitocondrias, reconocibles en su interior.

En el nucleo celular destaca la presencia de acimulos de cromatina, tanto dispersos
en el nucleoplasma como asociados a la cara interna de la membrana. Se observan,
también, dreas de aspecto granular y menos electrodensas. El nucléolo de forma
redondeada, es denso y con material granular, presentando en su interior una zona
vacuolizada. (Fig. 3).

La caracteristica mas representativa del citoplasma es la presencia de gran nimero de
vesiculas distribuidas al azar. Su tamafio varia considerablemente, oscilando entre 140
nm y 1 #m. Estan rodeadas por una membrana y albergan en su interior un contenido
muy claro. En general se encuentran aisladas, pero no es infrecuente verlas confluir.
Dispersas entre estas vesiculas se encuentran abundantes mitocondrias. Aunque su
morfologia es variada, observindose distintos tipos (bacilar, redondeada, en gancho o
con forma de U), los mas frecuentes son las formas bacilar y redondeada. Es de
destacar también su electrodensidad, con una media de 4-6 crestas, siendo frecuente
encontrar en su interior vesiculas de reticulo endoplasmico liso. (Fig. 4).

Destaca también en el citoplasma la presencia de grandes inclusiones lipidicas
localizadas principalmente en la periferia celular. Ocasionalmente, pueden encontrarse
estrechamente asociadas. Asimismo, los ribosomas son muy abundantes y dispersos en
el citoplasma. En determinadas zonas proximas al nicleo se localizan otros or_génulos
como, reticulo endoplasmico, glucégeno y complejo de Golgi, compuesto por cisternas
tubulares asociadas a pequefias vesiculas. En la zona cortical del citoplasma se
observan numerosas vesiculas de pinocitosis, microfilamentos y microtibulos en
disposicidon paralela a la membrana celular.

Por otra parte, creemos de interés sefialar que en esta fase, los blastomeros llggqn a
contactar estrechamente en algunas zonas, sin embargo, no se reconocen especializa-
ciones de union. (Fig. 4).

La morula de dieciséis células, que corresponde a embriones obtenidos a las noventa
y seis horas post-coito, presenta unas caracteristicas ultraestructurales muy similares a
las anteriormente descritas, si bien se observa la presencia de uno o dos nucléolos de
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Fig. 3.- Micrografia electrénica de un embrién de ocho células, mostrando detalle de un nucleo.

Notese el denso nucléolo (n) con una zona vacuolizada en su interior; cd, condensacion
dispersa de cromatina; ca, cromatina asociada a la membrana nuclear 84.000 x.

Fig. 1.- Embri6n de dieciséis células observado al microscopio éptico invertido. 400 x.

3

Fig. 4.- Micrografia mostrando la aposicion de dos células de una moérula joven. Destaca
también la presencia de mitocondrias (m), de diferentes tipos asociadas a reticulo

endoplasmico (flecha). Notese también la presencia de vesiculas de pinocitosis (V).
24.000 x.
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trando diferent 57 orgd- Fig. 7.- Mo6rula de cinco dias mostrando la uniéon de dos células con condensaciones de
nulos perinucleares. N, nucleo; LA, “lamelas anulares™; G, complejo de Golgi; RE, membrana (flecha). Destaca el aspecto vesicular del reticulo endopldsmico asociado a las
reticulo endoplasmico. 52.000 x. mitocondrias. 26.500 x.

Fig. 6.- . s
- 6~ Corte histolégico de un embrion de cinco dias. 700 x. Fig. 8.- Corte histolégico de una mérula tardia. 650 x.
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Fig. 9.-Mérula tardia mostrando la diferente morfologia de las células. Microvellosidades
(flecha). 6.500 x.

?‘ifciggo 11"311Cu1ar Yy con areas claras en su in.terior de difere?nte densidad n:_lue el

il zorI: asma. Es de destacar también la presencia d‘e condensamqnes dg mem‘k?r'ana Ien

&nulareaﬁ de_comacto entre los blastomeros, asi como la existencia de “lamelas
S” perinucleares, (Fig. 5).

Mérulq intermedia (16-40 células) (Fig. 6)

col.ig Zit; ri‘;:z‘;ltadio del desarrollo, correspondiente a embr_iones de 96-132 horas ,pqsft-
de las Célulasuce un aumento del espacio perivitelino, debido a la mayor compactacion
n gtggfnlf:“ ¢, 1as zonas de contacto intercelular son més numerosas y electrodenszs.
la Superficie mais dreas se concentran las microvellosidades, muy escasas en el resto de
I niiel St (He ), : , -
uidas pg‘f td zestas células, presenta numerosas condensaciones de c_romall'na distri-
interna de 1a0 o citoplasma, pero disminuyen 'los acumulos asoglados a la cara
mas r6ticularm;mbrana nuclear, Son visibles también uno o dos pugleolos de asl?e;:to
siguen obserw €Ns0 y con é4reas intersticiales claras. En las proximidades del nucleo

El c'to servandose “lamelas anulares”. ‘
Unicarln(;l:,lgs t;la gre_senta' caragten’sticas semejantes a _las descritas en la fase anterior.
bacilares en las < mt?A‘ES_ senalar el claro pretjomlmo de las r‘on:nas redonde’adag v
asociado 3 el]s Mmitocondrias, asi como, el cambio de asp;cto_del retncqlo endoplasmico
El nticleo das que, ©n esta etapa, adopta aspecto multwesxpular. (Fig. 7). -
buid € estas qelukas, presenta numerosas condens’aclones de c_romatl.na istri-
a5 por todo el citoplasma, pero disminuyen los acimulos asociados a la cara
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interna de la membrana nuclear. Son visibles también uno o dos nucléolos de aspecto
mas reticular, denso v con dreas intersticiales claras. En las proximidades del nucleo
siguen observandose “‘lamelas anulares™.

El citoplasma presenta caracteristicas semejantes a las descritas en la fase anterior.
Unicamente es de interés senalar el claro predominio de las formas redondeadas y
bacilares en las mitocondrias, asi como, el cambio de aspecto del reticulo endoplidsmico
asociado a ellas que. en esta etapa, adopta aspecto multivesicular. (Fig. 7).

Asimismo, se observan en el citoplasma microtibulos con diferentes orientaciones y,
a veces, asociados al reticulo endoplasmico.

Mdrula tardia (mas de cuarenta células) (Fig. 8).

En esta fase, correspondiente a embriones de seis dias, destaca la intima unién entre
las células, por lo que resulta dificil diferenciar, al microscopio dptico, los contornos de
los blastomeros. Las uniones intercelulares aumentan, tanto en el nimero como en el
grado de especializacion. sobre todo en los bordes apicales de los blastomeros
externos. En estas mismas dreas se observa un incremento en la densidad de las
microvellosidades, orientadas hacia el espacio perivitelino. (Fig. 9)

La morfologia celular es irregular. En general, las células de posicidn mds externa
tienden a aplanarse y a envolver a las mas internas que conservan su forma redonde-
ada. (Fig. 9).

El nucleo, que presenta uno o dos nucléolos, destaca por su posicion excéntrica en la
célula, llegando a quedar, solamente, un fino halo de citoplasma entre él y la
membrana citoplasmatica.

Es importante senalar que, en el citoplasma, se observa un aumento en el numero de
vesiculas en relacion con los estadios anteriores. Asimismo, destaca la presencia de
material denso y floculento en el interior de algunas de ellas. Estas vesiculas se
distribuyen uniformemente por todo el citoplasma, o bien, se localizan en ciertas dreas
del mismo. En este ultimo caso, el citoplasma libre de vesiculas es rico en ribosomas,
que le confieren un aspecto denso, muy granular y practicamente carente de otros
organulos. (Fig. 9).

DISCUSION

Las caracteristicas ultraestructurales de la morulacion en la oveja, descritas en el
capitulo de resultados, muestran la existencia de diferencias fundamentales durante
esta etapa del desarrollo. Ello, parece indicar la existencia de importantes procesos
evolutivos en las células de la mérula, relacionados con la posterior diferenciaciéon de
las células trofoblasticas y embrioblasticas.

Una de las caracteristicas mas destacables durante la fase de mérula, es la presencia
en el citoplasma de un gran numero de vesiculas. Estas, han sido sefialadas también
por otros autores en las primeras fases del desarrollo, tanto en la oveja 3, como en la
vaca !. Es interesante senalar, asimismo, la estrecha relacidon observada entre vesiculas,
mitocondrias, gotas lipidicas, complejo de Golgi y reticulo endopldsmico. Esta relacidn,
ha sido interpretada como la existencia de unidades metabdlicas 15, sefaldndose
también, la posibilidad de que vacuolas lisosomales procedentes del complejo de
Golgi, viertan su contenido en estas vesiculas '8. El hecho de haber observado, en
nuestro caso, inclusiones lipidicas en las vesiculas membranosas podria corroborar la
relaciéon metabodlica entre estos organulos, considerada por los autores antes mencio-
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nados. Por otra parte, las vesiculas con material denso y amorfo. observadas en la fase
de moérula tardia, podrian interpretarse como vacuolas autofdgicas, que contienen
productos de desecho de las divisiones celulares; siendo similares a las descritas en la
vaca 18 y en la coneja 12. Estos ultimos autores sugieren que dichas vacuolas vierten su
contenido en los espacios interblastoméricos y pueden jugar un papel en la formacion
de la cavidad blastocistica. Ello explicaria la presencia de estas vesiculas en la fase de
morula tardia y no en las anteriores. ) ;

Es conocida la variada morfologia que muestran las mitocondrlas_de los embriones
de oveja, asi como, su estrecha relacién con el reticulo endopldsmico. El progreswol
predominio en las mitocondrias de las formas redondeadas y bacilares, a lo largo d‘f
desarrollo, ha sido interpretado como un cambio en las funciones metabolicas Eje a
célula3. 6. La modificacion de la forma, observada por nosotros, en el reticulo
endopldsmico, que pasa a adoptar un aspecto mul[ivesicul_ar en las células deb.las
ultimas etapas de la moérula, podria estar relacionada, asimismo, con estos camblos
metabdlicos. . I

A lavista de nuestros resultados, es interesante sefialar los cambios ultraestructura es-
que se producen en el niicleo, durante las primeras fases de la morulacion, fi und?menq
talmente, a nivel del nucléolo. En los embriones tardios de ocho células, uer'{E dorr?;;l
redondeada y estd compuesto por una zona central clara, rodeada de otra mas Fruc-
con acimulos granulares de cromatina. Posteriormente el nucleolq adopta una f:sd_ -
tura reticular con intersticios nucleolares. Estos cambios en :el nucléolo, pue_den 1nd (;cd
una modificacién de la actividad transcripcional del embrion - 7 ‘7-160051{1”3“ tin
bloqueo que se produce en el desarrollo de los embriones de oveja, CU“}V&,C‘;{S cio
VItro”, alrededor de la fase de ocho células 10 14 20, y que este tiene lugar coincic ]?n o
en el tiempo con la activacion transcripcional de la regién organizadora det nucle'o di-
barece l6gica la relacién entre ambos fenémenos. Ello, explicaria 1(?5 ﬁspecmles Cﬁz -
clones de cultivo que requieren los embriones de esta especie 1% ', puesto qciales
activacion de] genoma embrionario podria necesitar la presencia de factores esen
en el medio de cultivo, para superar dicho bloqueo. I mpactacion

Por otra parte, los resultados obtenidos muestran, asimismo, que fa Sama or el
celular en I oveja, ocurre en el estadio de morula tardia, caracterizdndose [lijzadqs
aumento de los contactos celulares, formacion de uniones mterf:elulares c;aspe(cl::)f; Estca :
¥ la extension de uniones a los margenes apicolaterales de b_lastor;le]r;os adosados.
caracteristicas son semejantes a las descritas en otras especies I > 3. iones

N Nuestras observaciones, los primeros signos claros de la aparicion de uni
ESDemalizadas, ti ) slulas, con la presencia de uniones

lene lugar en el estadio de dieciséis c€ : e .
Ocales revestidas por citoplasma electrodenso. En cualquier caso, es dificil determinar
este extremo,

€N nuestras condiciones experimentales. y
3 <z r a
A la vista de estos datos, se puede concluir que la morulacion representa una etap

clave para e posterior desarrollo de los embriones de oveja. Lps evidentes cambios
ultraestructurales observados durante esta fase, podrian ser conmder_ados como la base
morfolégica de los cambjos implicados en la posterior diferenciacion de dos pobla-
ciones ceiulares, trofoblasto y masa interna celular; creando el microambiente ade-

cuado para |a formacion del futuro blastocisto.
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