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INTRODUCCION

El cilculo de las densidades de volumen de los érganos celulares a partir de las
microfotografias electrénicas, proporciona a menudo mas informacién acerca de las
propiedades biolégicas y los procesos bioquimicos de las células que cuando se realiza
una descripcién morfolégica subjetiva®. En este sentido, CECH y SEDLACKOVA?
sugieren que las fracciones de volumen y la ultraestructura cuantitativa de los
diferentes compartimentos celulares, asi como sus variaciones, reflejen el estado de
diferenciacién y la actividad metabdlica de las células embrionarias.

Teniendo en cuenta estas consideraciones metodolégicas, se han realizado varios
anilisis de diferentes pariametros estereologicos en distintos tipos celulares del
embrién de pollo en neurulacién'!, 12, 3, 15, Definidos por nosotros' algunos de
estos parametros, y considerando la coordinacién citofisiolégica de los distintos
compartimentos celulares, en el presente trabajo se estudian las diferentes corre-
laciones existentes entre estos parametros al objeto de estudiar la interdependencia
entre estos compartimentos celulares durante la neurulacién,

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio fueron utilizados 30 embriones de cada uno de los estadios 5, 6,
7 y 8° de los cuales se recogié su regién cefalica (porcién prenodal estadios 5y 6y

* Una parte de este estudio ha sido presentada en el European Developmental Congress (Southampton,
2-8 septiembre 1984) y publicada en el Journal of Embryology and experimental Morphology. Congress
."'mpph'ml‘.n! 1: 208 (1984).
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Porcion presomitica estadios 7 y 8). Las muestras asi obtemidas <e fijaron en
glutaraldehid, al 2% con rojo rutenio (1 %) en tampén cacodilato 0,1 M. pH 7.4,
s;:::;i ld:"trata ?Q.C; se postf::jaron duramf: 3 hora§ a ler;r}'pt'ral ura ambiente en una
i iy 5: ;aox:ldo de osmio (1‘7'5) y rojo rutenio (1%) en el mismo ,a,?,P(,,lnlx_
Epon 819 Sem_le.shldrataror.: en series sucesivas de etanol y f'u:-.ru_n lnr‘lulli:ls.("n
alcaling P;lra i [llzar(-)"] secciones de 1 um tefiidas con z.izul de tolu l.drna en -:-'-(Jfllt‘.lt)n
b u;le e;cmn de las- ireas adecuadas en las dl.ferentes ‘]'lﬂja:-. embrionarias.
€on acetatq ge urra inas o'blemdas de los bloques seleccuonadol.s luvrnn_ t-r;nnlrasfaq;ls
anilo y citrato de plomo y observadas en un microscopio electronico

Jeol 109 CX a 60 Ky,

Métod, de my e

%
cuandflzfll;’:‘e:rz han desc:ilo la nec'f_:sidad de un.sisu.:m‘:: (.ic muestreo al azar,
ser €Xaminad, u[u-una pequefia proporcién del—r‘nalertal biolégico dl:ipnnlbf(; puede
fomo yp, Poblacidaeﬂfuc{uralmenlt?. El embrmr.: de poH.o pm.-d‘, ser considerado
Necesarig Oriemar]n:elular estratificada (en hf)_las embrionarias). por lo cual es
Ojas?l 2 p o © de forma tal que las secciones pasen a través de todas li.l.\‘
Cefalocaygy) dur 0 ello, las porciones del embrién fueron orientadas segin el eje
Obtenjap transy ante las primeras etapas de la inclusién. Las secciones semifinas se
€mbrigy, secej ersalmente 4 bloque, y en ellas se comprobaba la orientacién del
Naban o érelones Perpendiculares al eje cefalocaudal embrionario) v se seleccio-
seﬁalad‘)s‘ » 35] de_lnterés. Cinco bloques bien orientados, segiin los criterios
ul!rafiﬂas el-s-e- €CClonaron mediante una tabla digital al azar y cinco secciones
eIeClrénico m:il”as asi obtenidos para cada estadio se observaron en el microscopio
Mesodermg, Ensc;rzand‘) independientemente cada tejido (epiblasto, neuroepitelio,
'd. X (nive| 1) Zb‘:r"‘_‘?)- La célula, en su conjunto, y el nicleo se observaron a
€ cada mg||, 4 e"“"f"dose 12 microfotografias en el dngulo superior izquierdo
E::Z‘::;ﬂ en dichg ;:g:{?"l](‘?:- Cuando la. hoja embriomtlria Considfrr:fda no estaba
P s Clloplasmélicos’( 19 consecutivo era foto.gl:afjlado. Los distintos compar-
N evaluadg, ot \mitocondrias, cuerpos lipidicos y granulos de vitelo)
. € nivel 11 (8.300 x) y asimismo se realizaron 12 microfoto-

grafias de
Ntro de|
ar 2
€a de las mlcrofolografias anteriores.

Meétodos estereoldgicos

Las mj

Micrg -

s _fotograﬁas fueron analizad latii - ; :
i) Mitico dg atial as por planimetria?* mediante un sistema
;J tenido a Partir de| fiea € Imégenes Leitz ASM. El volumen nuclear (Vn) era
o‘rma anoximadamen,e eef?s‘lﬂ estructura sobre las secciones y considerandolo de
o sféric = : P

ular era caleulado T a’(relacu)n axial 1-1,5). El coeficiente de forma
volumen de] nicleo era bnte !a férmula CF =47 drea/(perimetro)?. La densidad de
niicleo sobre la seccign i\[emda segin la relacién Vvn = An/Ac (An = 4rea del

Y Ac =drea i ‘
volumen celular cufiig Ve e VH/VCCIU|EF). y a partir de estos valores se calculé el
vn,

g



mitocondrias m

Figura 1.—Esquema general de una célula embrionaria de pollo (estadio 5) en el que se presentan todos los
compartimentos citoplasmaticos, asi como los distintos pardmetros estereoldgicos analizados en este

estudio. Ve = Volumen celular. CFe = Coeficiente de forma celular. Vn = Volumen nuclear.
Svn = Densidad de superficie nuclear. CFn = Coeliciente de forma nuclear. Vv = Densidad de volumen
de un orginule (m = mitocondria, 1 = cuerpos lipidicos y v = granulos de vitelo).

— 4 —



La densidad de volumen y la de superficie de los diferentes compartimentos se
obtuvieron respecto al drea celular segiin las ecuaciones de WEIBEL y BOLENDER?? v
WILLIANS®. Este conjunto de cilculos estereologicos se realizé mediante un
programa en Basic desarrollado por nosotros a tal efecto'®.

El conjunto de valores obtenidos para cada tipo celular se analizé al objeto de
conocer una serie de coeficientes de correlacién.

RESULTADOS

El conjunto de medias (f desviacién estdndar) de los distintos parimetros
estereoldgicos analizados en este estudio en cuatro tipos celulares (epiblasto,
neuroepitelio, mesodermo y endodermo) del embrién de pollo, se presentan en las
tablas 1 y 2. De estos valores se deduce la especifica identidad citométrica de cada
uno de los tipos celulares estudiados.

TABLA N.2 1

Pariametros estereologicos generales (célula y nicleo) de cuatro tipos celulares del
embrién de pollo en neurulacion (estadios 5 a 8). Se presentan las medidas (Zd.e.)

y se indican las correspondientes unidades de cada parametro

TIPOS

CELULARES

PARAMETROS

Ve (gm?) CFe (—) Vn (pm?) SVn (em?/ m?) CFn (—)
Eoiblasts 433,46 0,489 140,58 0,301 0,609
P (219,22) (0,111 (68,17) (0.050) (0.118)
N sl 361,64 0,504 132,70 0.340 0.619
S (99.79) (0.100) (40.56) (0.072) (0.107)
Mesaderio 325,75 0,643 112,32 0,366 0.6141
y (161,30) (0,117) (58,03) (0.104) (0,1406)
Endodermo 431,82 0,531 126,87 0,294 0.6313
(200,60) (0.134) (56,46) (0,080) (0,120)
TABLA N.2 2

Parameiros estereologicos (medidas £ d.e.) correspondientes a los compartimentos
citoplasmiticos de cuatro tipos celulares del embrién de polle en neurulaciéon
(estadios 5 a 8). Se indican las correspondientes unidades de cada parametro.

TIPOS
CELULARES

PARAMETROS

Vvm(n.%pm?) Svm({ m*/pm?) Vve(n.Y7pm®) Sve( m%*/pm?) Vev(nY/um?) Svv( m?/um?)

fehaTt 0,054 0,579 0,073 0,346 0,073 0,261
SR (0,022) (0,228) (0,044) (0,196) (0.029) (0,109)
k. 0,062 0,658 0,069 0,342 0,063 0,223
Newraegitelio) s d5lioe) (0,219) (0,034) (0,182) (0,0273) (0,124)
0,071 0,655 0,059 0,351 0,075 0.305

Mesedermo (0,029) (0,227) (0,030) (0,198) (0,037) (0,139)
palud 2 0,046 0,529 0,101 0,472 0,122 0,305
: (0,020) (0,236) (0,058) (0,199) (0.063) (0.157)
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El resultado mas notable obtenido en este trabajo es la elevada correlacién
existente entre Ve v Vn (tabla n.® 3), que en los cuatro tipos celulares aqui
estudiados alcanza un mvel de significacion elevado (P<<0,001). Sin embargo,
hemos de sefalar que no se observa correlacion significativa alguna entre el
tamafio (V) v la forma (CF) tanto de la célula como del nicleo (tabla n.? 4). la
densidad de superficie del nacleo (Svn) v el tamaifio celular (Ve) presentan una
correlacion negativa (tabla n.% 5) muy significativa en todos los tipos celulares, de
forma que las c¢élulas de menor tamano presentan mayores densidades de superficie
nuclear.

Una correlacion muy caracteristica que se presenta en la tabla n.? 6, es la
existente entre la densidad de volumen (Vvi) v la de superficie (Svi) de cada uno de
los compartimentos intracitoplasmaticos considerados en este estudio. Por el
contrario, estas densidades del nacleo (Vvn/Svn) no presentan un coeficiente de
correlacion significativo (tabla n.¥ 7). Asimismo, la correlacién observada entre los
volimenes v la densidad de superficie de los distintos compartimentos carecen de
significacion estadistica (tabla n.® 6). Solamente la densidad de superficie nuclear
presenta correlaciones significativas con determinadas densidades de volumen (Vvi)
en algunos tipos celulares (tabla n.¥ 7).

TABLA N.© 3
Coeficientes de correlacion (r) entre tamaios celulares (VYe) vy nuclear (Vn)
y contenidos (densidad de volumen) de los diferentes compartimentos citoplasmiticos.
En cuatro tipos celulares de embrion de pollo.

TIPOS CELULARES

Epiblasto Neuroepiteho Mesodermo Endodermo
PARAMETROS r () r (a) r {a) r {a)
Ve/Vn 091 hee 0.89 e 0.81 b 0,89 bl
Ve/Vem — 005 - —0.07 — —0,02 — —0.13 =
Ve/'Yve 0,19 — 0,11 — 0.01 — 0,05 —
Ve/Vuw —0.06 - 0.05 — 0. 14 — 0,06 -
Vi Ve 0.03 - o1l — 010 — —0.12 —
Vi Ve 0,09 — 0,08 - —0.18 — 0.05 —
Vn/Vas — .03 0n.02 sy —0.07 — —0.05 =

(@) Nivel de sipmibicacion P <005, **P <00, ***P<0.00],

TABLA N |
Coeficiente de correlacion entre tamanos (V) v coeficiente de forma (CF) de lacélulay el nieleo.
En cuatro tipos celulares del embrion de pollo.

FIPOs CELLLARES

Enblasto Neuroepiteho Mesodermo Endodermo
PARAMETROS r (a) r {a) r {a) r (a)
Ve/CEFe .21 — 0. 16 — 0.1 — —0.25 —
Vn/Cle —~ 83200 019 - 0.20 — —0. 13 —_
Ve /Cln 0.18 —- 0.21 — 0,23 — 0,23 —
Vio/Ckn 0,20 == —0.25 =2 0,19 s —0.18 -

(a) Nivel de sigmificacion (ver tabla n? 3)



TABLA N.2 5
Coeficiente de correlacién (r) entre tamaiio celular (Ve) v la densidad de superficie (Svi)
de diferentes compartimentos celulares (i). En cuatro tipos celulares del embrion de pollo.

TIPOS CELULARES

Epiblasto Neuroepitelio Mesodermo FEndodermo
PARAMETROS r (a) r (a) r (a) r (a)
Ve/Svn —0,37 s —0,41 ses —0.46 sen -—0.39 T
Ve/Svm —0,32 = —0,21 —_ —0.,09 — —0.29 .
Ve/Sve —0,02 - —0,03 — —0,10 - —it), |4 —
Ve/Svy —0,06 - —0.06 — —0.20 — 0.05 =

(a) Nivel de significacién (ver tabla n.? 3).

TABLA N.2 6
Coeficiente de correlacion (r) entre las densidades de volumen (Vi)
y las de superficie (Svi) de diferentes compartimentos citoplasmadticos (i).
En cuatro tipos celulares del embrién de pollo

TIPOS CELLU LARES

P:pibla.\lu Nl‘llr()l'plh'fln \!f"‘llll"rll“l ".lllll'lil'rf'llll
PARAMETROS r (a) r (a) r (a) r {a)
Vvm/Svm 0,60 e 0,56 see 0.43 aee 0.87 e
Vvm/Sve 0,05 — 0,06 — —0,01 — s} T8 -
Vvm/Svy 0,07 — 0,06 — —0.20 — —0.21 —
Vve/Svm —0,15 — —0,12 —_ 0,09 — — 0,06 -
Vve/Sve 0,58 L 0,59 wee 0,58 e 0.61 wew
Vve/Svv —0,21 — —0.11 — 0,12 — 0.07 —
Vvv/Svm 0.18 — 0,20 —_ —0,22 = —{). 14 S
Vvv/Sve —0,23 — —0,16 — 0,02 == — 0,04 =
Vvv/Svy 0,36 LEa 0,38 L] 0,55 e 0.85 anw

(a) Nivel de significacion (ver tabla n.Y 3).

TABLA N.2 7
Coeficiente de correlacién (r) entre la densidad de superficie nuclear (Svn)
y ¢l volumen de los diferentes compartimentos celulares (Vvi).
En cuatro tipos celulares del embrion de pollo

TIPOS CELULARES

Epiblasto Neuroepitelio Mesodermo Endodermao
PARAMETROS r () r (a) r (a) r (a)
Svn/Vvn —0,20 — —0,16 — 0,07 — —0.12 —
Svn/Vvm 0,60 wee 0.09 — 0,19 — —0,0:1 -
Svn/Vve —0,15 —— —0,17 — —0.35 L —0.33 Ll
Svn/Vvy 0,18 — —0,14 — —0,19 ne —0.21

() Nivel de significacion (ver tabla n.Y 3).
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Por altimo, el tamano celular (Ve) v nuclear (Vn) no presenta correlaciones
significativas (tabla n.* 3) con los contenidos (Vv) de mitocondrias (m), lipidos (e) y
vitelo (v). Solamente en un caso para las células ectodérmicas (Ve/Vve) se observa
un coeficiente de correlacion con un bajo nivel de significacién (P<C0,05). Las
correlaciones entre densidades de volumen de los diferentes compartimentos carecen
de significacion estadistica (tabla n.@ 8).

TABLA N.v 8
Coeficiente de correlacion (r) entre las densidades de volumen (Vvi)
de diferentes compartimentos citoplasmiticos (i).
En cuatro tipos celulares del embrion de pollo

I'Pos CELU LARES

Epblasto Neurvemteho Mesodermo Endodermo
PARAMETROS r ta) r (@) r (a) r (a)
Vv Ve 0,02 — —0,05 — —0.10 s —0,12 =
Vym/Vay —0.05 — —0,12 - —0.21 —_ —0.19 —
Vve/ My —0.01 - 0,16 - 0,15 — 0,06 —

(@) Mivel de sigmibicacion (ver tabla n¥ 3).

DISCUSION

la elevada correlacion positiva observada entre Ve/Vn en estos cuatro tipos
celulares del embrion de pollo, es decir, el hecho de que a mayor volumen celular
siempre le corresponde un mavor volumen nuclear, podria interpretarse sobre la base
de una fuerte estabilidad estructural del nicleo. Este compartimento celular sufre
durante la segmentacion una notable reduccién de su tamaiio respecto al de la
célulaf, mientras que los resultados antes comentados demuestran que durante la
neurulacion, el nieleo presenta un tamaiio estable respecto al de la célula. Esta
estabilidad ha podido ser analizada en eritrocitos de diferentes especies de anfibios
durante el desarrollo™. Asi, estos autores han descrito una fuerte correlacign lineal
entre el valor € (cantidad de DNA en el conjunto de sus cromosomas, es decir,
tamafio de su genoma) v el volumen nuclear. En general, FAWCETTS sefiala que existe
una estrecha correspondencia entre el tamaio del nicleo v la cantidad de material
genético que contiene. Las células aqui analizadas se encuentran en up proceso
inequivoco v/o presuntivo de diferenciacion dentro de una primera etapa de
determinacion durante el desarrollo precoz?, v en el cual hemos observado que se ha
estabilizado su relacion nucleocitoplasmatica. Esto nos permite deducir, en funcian
de las observaciones anteriores, que el nicleo de estas células ha alcanzado un
volumen estable durante la neurulacion, el cual presentard una relacin directa con

el tamafio de su genoma. No obstante, esta observacién contrasta con lo descritg por

SUZUKD v MIKI™ para las células neuroectodérmicas de anfibios, en |as cuales |
) s cuales |a

relacion nucleocitoplasma no estia aan establecida en las primeras tlapas de |
: a

neurulacion.
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En este sentido es preciso tener en cuenta la falta de Co.nfesp(mdm"'ia entre el
tamafio de la célula y el nicleo, y los correspondientes coeﬁc:en.les de forma. Este
hecho matiza el fenémeno generalmente conocido de los caml')los de forma y del
tamaiio de los tipos celulares del embrién de pollo en diferenciacnén,‘en el sentido de
que no existe una correlacién directa entre forma y tamaiio celular. Esta observacion
podria relacionarse con la falta de homogeneidad en la forma de estas estructuras
biolégicas!. En cuanto a la membrana nuclear, la densidad de superficie del nacleo no
presenta correspondencia directa con el volumen nuclear, aunque si se observa esta
correlacién cuando se estudia el caso Ve/Svn. Dicha correlacion presenta valores
negativos de elevada significacién estadistica, de forma que a las células de mayor
tamafio les corresponde una menor densidad de superficie nuclear. El hecho de que
el nicleo no presente correlacién significativa para el Sv/Vn nos indica que una
variacién en la densidad de superficie del niicleo es independiente de su tamafio. Esta
variacién de la superficie nuclear tendria su razon de ser en el proceso de
determinacién que estin sufriendo estos tipos celulares® durante un periodo en el
cual es preciso el trasvase de moléculas reguladoras del nacleo al citoplasmals, 5.

Los compartimentos, cifoplasmaticos presentan una visiblele)rrela(-i(]n positiva
entre la correspondiente densidad de volumen y la de superficie, lo cual permite
suponer que se trata de unidades citolégicas que configuran una poblacién
notablemente homogénea en cuanto a la forma individual (elipsoidal para mito-
condrias y esférica para lipidos y vitelo), aunque pueden presentar notables
variaciones en sus tamafios. La correlacién observada entre la densidad de volumen y
la de superficie de las mitocondrias coincide con la descrita por MATHIEL vy
MESSIER!2, 13 o el neuroectodermo del embrién de pollo. Estos autores describen
asimismo la existencia de una correlacién negativa entre el tamafio medio de estos
organulos y la relacién superficie/volumen obtenida.

Por dltimo, se observa que el tamaifio celular no presenta una correspondencia
directa con el contenido de mitocondrias e inclusiones vitelinas (cuerpos lipidicos y
particulas de vitelo) en ninguno de los cuatro tipos celulares estudiados. Sin
embargo, destaca la significativa correlacion negativa que presentan las células
ep'blasticas y endodérmicas entre el tamafio celular y la densidad de superficie
mitocondrial. Hemos de considerar esta correlacién teniendo en cuenta el movi-
miento de expanéic’m que estas hojas embrionarias sufren en este periodo del
desarrollo® (expansién que esta basada en una intensa proliferacién celular'®, en una
reduccién de su tamaiio!s y en un notable cambio de forma?*), y el papel energético de
las mitocondrias en la célula.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio citométrico, por medio de métodos estereolégicos, de
distintos parametros en cuatro tipos celulares del embrién de pollo en neurulacion,
analizindose a continuacion las correlaciones lineales entre alguno de ellos. Los
resultados obtenidos demuestran una elevada correlacién positiva entre el volumen
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celular y nuclear. asi como entre el tamafo y la superficie de cada uno de los
compartimentos citoplasmiticos. El volumen y la superficie nuclear no presentan
ninguna correlacion significativa, lo que se piensa estd relacionado con el papel que
la membrana nuclear juega en los procesos de diferenciacién celular. Asimismo, no
se observa una correlacion significativa entre la forma y el tamafio de la célula y del
nicleo. El volumen celular presenta una correlacién negativa con la densidad de
superficie del nicleo v de las mitocondrias. Estos valores son interpretados en

relacién con algunos aspectos de los mecanismos morfogenéticos propuestos para la
neurulacion.

MORPHOGENETIC IMPLICATIONS OF THE
CORRELATIONS BETWEEN STEREOLOGICAL DATA
WHICH CHARACTERIZE THE ULTRASTRUCTURE
OF CHICK EMBRYO CELLS AT NEURULATION

SUMMARY

A cytometrical study of several parameters of four cellular types of early chick

embryo is realised by stereological methods and some correlation coefficients have
been calculated.

The results obtained show a high correlation between the cellular and the nuclear
volume as well as between the size and the surface density of each compartments.
The nuclear volume and surface densities not show any significant correspondence

which is discussed according to the role that the nuclear membrane plays in the
cellular differentiation process.

Likewise, a significant correlation between the size and shape of the cell and the
nucleus is not observed. The cellular volume shows a negative correlation respect to
the nuclear and mitochondrial surface density. These values are discussed in relation
to several aspects of the morphogenetic mechanisms proposed about the neurulation.
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