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INTRODUCCION

El semen ss compone de dos paries, log espernaio--
zoides y el plasma seminal. Loz dos componentes difieren
en su origen-asi como er su funcifn y compusicifn guimica.
Los espermatozoides se forman en los testiculos y se alma-

cenan en el epididimo, el plasma seminal estd formado por

RN

3

los liguides svgregados por las glxndulja ancesopiag {1

24,973,

# .

La célula masculina Ful descubievta en 1877 por Jo
han Hamm, vy es considerada como una de lag cflulas mis di-

ferenciadas del organismo y potencialmente mévilas (13,19,

2134
Los espermatozoides son oviginados medianta up pro
cezo de diferenciacidn celular 1lamado espermatopfnesisy -

qua“searefiere a una'evolucién:a travis del ouia 1, las =8l

;.1aq dei tvnﬂcd cgpar maToanlco originan-a log @ﬁperm&tui@i

i des (13 1%)‘

La By ermatu Pn&ﬁl% vede divirse en 2 fases: Ia -
P 1A P .

;:aspevmaTOﬂltogénesn v 1a egpepmlogén&51s, La espevmafoei,f

;‘toge e515 o faee prollfaratxva en.la qug 1a" helulas -

e

‘ermlnalef prlmtulvas -Be, mu1r1p11can Tor Una VSQrie,de-div

ml‘ét;cas s@guldas Do, dlv;smenes melotica que =

estadp 3plﬁlﬂe. La esparmxo;énwsxﬁ o fﬂpnv




teliosis,. es la fage de difercnciacibn en que ndolec ¥ o=
citoplasma sufren cambios mortelégicos para constituiv la

cflula espermdtica (12,21),

La espermateliosis se ha estudiado intensamente, -
durante &sta ccurren una serie de reorganizaciones estrug
turales complejas, que d8n como pesultads la adquisicidn

de la marfologfa caracteristica ds

formacién del manmchete vy del acre 5 de la nigra-

r & i3
cién de las mitocon

rias alrededor del flagelo ¥ origen

dal il&"@’@ (4,13,%12,

La fovmzeidn del siztema aurm&émal empieza Gonola
I

‘apariencia de 286 & grdnulaos, pwwta&ro Emicos dentro dgl

conpleio de

en el ¢itoplasma do-las espernitides. -
 Eqr0& p»ﬁ**?iﬁvmehfe>cmalﬂscﬁn péra formar un grinulo asre
dnico, contenide en una vesioula acrosfmica. La -
f§§5§¢ﬁi§”y"el granulo oo niwﬂld) se mueven hacia la ‘parta. 
 antaribr de ta membrana'nucleav; lLa‘vesicula avrosfmica ’
Tuplaﬁtaﬂa qubre el nuot@o ,ovmun al. cqpu«h&ﬂ cefilicn que«

"abarca 2l wrﬁnnlﬂ, este Lapuohau crece durante el eiglo -

 ep;te1;a1 sem;nv{eru haata abdr AT ldg 273 partesndel ni-

cleo en el mcruena., hl @ranuio acresimico experimenfa md~

L4 combxnacxon w,f




Courtens y Courot (7) hacen la sugerencia de que el
desarrollo del acrosoma estd bajo el control de los even-
tos endderinos ccwrriends anves del comienzo de la esper-
miogénesis, posiblemente via interaccidn células do Serte

1i y clulas germinales,

El qerogoma consiste en una mateiz de un mateprial
homegénes dentro de un sistems de mesbrands que son! mesm-

branus acrasomal axterna gue fe encuantra adjunta a'l

w
§

membrana plasnitica y la menbrana acrogeral interna que <
gstd funto a la envoltura nuclear, Ests compuedty de 2 <

partes desiguales: el prenta anterior vy el ecuatorial.

El segmento anterior es la porcidn prancipal gque roded do

mo . una funda marginal a del &:p@?matozaidﬁ. )
d@pﬁ@s' sémi lunay  del sognente scuatorial tiene una di-
mensidn de 1/% dul acrosoma entevh en &l carnsrpos,  La oue

pooe mas de 273 parvtes en 1z mizma

biepta del acro
espgcie. La rﬁgiéﬁ.gastaéfoﬁmmai ern el semdh de carharé
‘mgéstpﬁ una compleia mepfalagia que exhibe dgpreaignes,'~v
1den1addn y estriaeicnes.  La matriz aoTosonal contiene un
numehq de #nzimas hidwdliticaé tales como: acresina, hia-
‘iﬁi§nidazé, enzina penetyadora de Ya corona.y varias h1—7

- drolazas deidas (13,20,33).

&P bh?d? ruyonvr qu@‘xaa enzxnas ae vasomaigs 0T+
‘raﬁau en: und dﬂtepmxnadﬂ secuenc;a, para una apropia-

,Lun31un duran"

la fcr5111?531on. Egto implica que =




dentro del acrosoma, ellos no son dispusstos casualmente

-

pero es probable que si acorde en un Speden partiecular (16).

El acrosoms v su contenide estdn involuerdados an
la penetracidn del espermatozoide a través de la corona

radiada y la zona pelilcida del owvulo (1,8},

Hay aln algo de confusidn dn la literatura para la

interpretacifn de la wrminologfa usada, =0 egte esepite -

se desepiben vavias reglones Topo:

toznide:

1. Sogmente Apical: aquella parte del asrosoma
Ta cugl se extiende anteriormante mis alli

del nGcleo.

L

«oobegmento Prinoipal: la parte del acrogoma el

cudl cubpe 1a parte anteéricr dol niolec.

3. Espesura Marginal: sl enganchamiento fogal s

" ‘sobre una cavs del segmento apical en 8l e

‘aoroseha del carnarc.

'Borﬁé'antefiar: vogifn mie distal del éegmeﬁ :

¥tc apical {18},

“La tongelacién del semen permite un mdximo apro=

hamiento del semental, win embargo los resultadoes obte

nidos {aﬁéra 50N inferiéras a»los qye'ﬁe'lqgrgn‘gpn‘

sémén}frEécb;;‘Ells,se deba fundamentalmente al’daﬁoiacrgy~~ﬂ“w




L

smico que sufre el espermatovoide de carnerc durante el
procesn de congelacifn y descongelanifn, Sin embargo, no
se considera al dsfic acrosomal como el dnjco factor que -
influye en la fertilidad en lq inveminacidn artificial, -

sino que otre fagtor importante, es ol gitio de doposicidn

de una poblacién de espermatozoddes viables en la insemi-

¢

nacifin intrauterina en ovejas. No ohstante sp sabe que =
el dafic acrosomal o mis severs en el semen de darnero en’
comparacién a olras especies despuds de la copgelacidn -~

profunda(b,i?,uz 31,28).

Al haber una correlacitn de 6,80 a 0,81 entre a«
crosomas intactes y la fertilidad, se conszidera que es

una buena astimacidn de fzts actualments.  Péro-la evalua

cifn acrosdmivca de un nimero elevado de eyaculados seria
una farea bhastante apdus, de modo que se prefisre valorar
td

solamente la motilida y an casos de duda ge p %wrrzw;a -

‘al es tud:u acrostmicn (253

La unidn imperfeota de la gelea capitis (acrosoma)

eg-interpretada coms el primer paso en la regresidn por. -

’la edad o por e;'almaaeﬂamlaniq. EL acrosoma se mst“opea ‘
‘ eﬁ fbrma graﬁuél y_écmignza con unensanchaniento de 1& « ,
‘porclcn an1ﬂrlar ue:luagarsc‘daterimra v a&ppende : La

preuencwa d S bords apical es el oriteric més ut;lzzade ¢ 

.para.eyaluarfla integridad del acrosoma (3 ,JO 22, 2h,,




Las anormalidades de la corona del acrosoma son
clasificadas como anormalidades primarias del cspermato-.

zoide y han sido demostradas por varios investigade

qQue estan asociados -como ya enbtes se momcionds a haja --
fertilidad o completa sstevilidad en los animales. %e sa-
be gque alpunas anormalidades Jdel acrosoma son heredahles
y varios estudios demuestran que el medic amblente puede

caugar en {orma irreversible ceambias Pugtrativow en -

el ‘acrosoma. S aonood gue La A 6D causada

por lo tante tambien an forma acold yoas puede -~ £n
algunos casos- induciy experimentalmente por una varisdad
de factorss guimicos v flgices. Je puede ostablecer uné o

varios organeios. espermilicos pars el dlagnbstics. Porlg

que -es importante concger:

- uales son las tensiones mediec snbientales,

alimentos o aditives en les alimentod, pes-
tigidas, insectieidas, contaminanios, dro-o
cpagyienfermedades, tratanientos ¢ dntervens

Ceibnas. quirdrgicas queé causan reratodpermia

“Cualegyeﬁpecieﬁ Vogque Pespussta producen en’

“las difeventes especies los cotpuestos que

causan una teratospermia.

El patrén ¥ diﬁéﬁiga;Seguidd‘aﬁ}léé téfat§$f

permid. .



Alpunas causas que nos podrian dar anormalidades

en el acrcyoma serfan las

El

ilene dibro

(EDIY, un fumigante de las
Eranes, del cual se concoe que caussa d=fectos en sl esper
ma de carnerns siendo su vazpe prademinante el causaerios

veratfgena de 7.8 a -

TIJ

en el acyrosoma, tenicmndn como dosi
13:5 mg/ky por via parvepteral. Fn relacifn a m afecfm'w

sobre acorsoma, las anormalid

tura vesioular del segmento pring

las suspendidas bajo un micrascopin de contraste de faze.

Estos cambios son indicatives de uns

,tldad de anormalidades v distribucifn de 1

mal vy i@ﬁicnéafen la aghesidn del acrosema al nloled:. =
Otros hallasgos caugades por el LBW son la aplasia, hipo-
plasia o hiperplazia en la formacidn de la corona del zcro

J IS

2 momas inclu siones vegiculires de la matyin acvosfmica:(10)

“Dtra causa de-dafio. acrosomal en. espermas de capr-

ero es ﬁi“almacenamienta pbr~lar90 tiempo, También cuan

Ao id mue tra rec;hp un shock Friu, se produge una vuptu»

ra del acroenn& de law célulaa del plaumn fum‘nal (12 32}

SA blﬁn la yema de huevo es haneflna soﬁamwnte -

d ranferclrenleamlento v la canﬂala Jon, lu ;rasencxﬂ del;ff

on el dxlueate prn“ucw un-* Lxemanto ‘an 1@,supe£:'




vivencia del espermatozoide. Pero un ineremento de fate

2n la concentracidn produse un significativo dereriop del

acrosoma. (30).

EL use del microscopio de contraste de fase, do
luz ultravicleta y electrdnice han provivio detalles de -

importancia goncernientes a la Tormacidn, estructura vy -~

funcidn de important mponentss dal

o

Varios colorantes kan side gwhifa““s también rutinarianen

. . v .
ta por vapi la rminacitn de las
Cd?mhtpf‘uf as merfoldgicas del espermatoscide, - Sin eme

bargo pocos de estos colorantes o8n una buena definicifn
del acrosoma. Bl método a asanger éﬁpen@@ de lng pﬁqv“”
miantos especifdi wos del elinion o investipador ¢ del mate

rial‘ﬂispanible (2,32,

Varios métodos de tineifn estén disponil bles para
'VfPOtlH de f¢u1d0 zéminal.” AsT tenetss el acridina-naran-
“Ja 2n conjurcién con radiacisa uliravieleta, v el coaloran

te de Giemsa que dan una buena definigifn del acrogoma, -

Citambidn la tineidn modificada de Bryan/Leishman.  Saake
féugie?é'que ei}calorante de Giemsa puede ser usade para ~
‘éstrap los defecios acorsomales en la corona. Y Watson

10 pvcpane onm L metudo dn-evaluasidn rutindria del se-

(313‘532525)-

'1nd9pandzpntemnnte de. la noti lldad




Se cuenta con otras pruebis para valorar wl da
fio que sufre el acresoma en algln momento dererminade al
gunas de ellas serian de utilidad, de osta forms tenemos
la valoraeifn de las proteinas acrosomales por medio de -

»

espectofotonetria y electroforesis, o ) andlisis de las

hidrolasas acrcscomales, perc ¢ome una madida cuanlitativa

de la integridad celular el m@todo bioguimics sxhibe un -

nfinera de deficicncias o desventaias conparads con el mé-

todo de citoquimica o de otros sstudion movfe

s

Sin embargo, la compleiidad de inatrumentacifn o 1a exten

8idén en tiempo, o ambes son dificultadss que linitan sy -

utilidad en gu mayor parte para investipgacionss

de 1abovﬁ

Para yuti

torio, a- el use de produstos comerciales harian
de la evaluacidn 428 las caracterfsticas acrosomales un -
procedimivento gque podria ser realizado oon mitroscopio de

luz ponvencicnal y cs rfaxrer&e adaptable al tigwpo pro--

i o ogramade al labovatoric (7,18,0%, 29,32},

Una serie de estudiss sefialan 15 55cesidﬁ@y'ﬁa
-des sarpollar un cml(rantu diferencial del &cﬁusnma-pava -
’evaluar las C“FdCthi“f1Cdu aczo»omaleg.r Para 1o cual se
,'fha wgado como ya se ha sefialads al mlcres¢5§iﬁ de cchtragr

te de fase o el m\bposvm;i alectrbnice de barrido o de -

+En alyunas scasiones seffalan los au toreh, ,que’

&1-écvﬁsoma1§é 1aiapﬁriencia'da,e star hln;hado y-al prc 2




sar el material por téenicas distintas encuentiran que pre

senta alguna anormalidad (12,22,32).

Al usar las formulaciones de los diluyentes oo

munes en la prdctica de la inseminaciin artificial en ouwi
nog encontramos que no se ven difereacias entre los dilue

yentes en el microscopio Sptico, por lo que se pedrian =«

comparar oon 21 cemen freses.  Sin embavgo diferenciag vy

pusden obhservar en las foiografiss tomadasz en

canmbios

\'d
S

el microscopio electrdnico (12,22,32

. » 5 & .
AGn erdre los wmierpssenpios elogipdnices se ab-

servan diferenoias no solo en 30 procetamiento 8ino E ST

bien en sus resultados. Fste es porgue en la elabﬁvasiéﬁ‘

sanieias gue mudlflq“;i bia

de las munwivan puede naber

quinicamente las eptructuras v permitan sy rarrv@*a ﬁbsér

vacidn de las musstras-(7,8,19).

s conveniente sefialar: que hay séonicas gue -
permiten utilizar la misma musstra para el mivroseopio . -

el da tratsmisidn v el compuesto:

‘com mlcraacuplo eleg

Por }0 que en Ios anéa pasados varios eStuﬁigs::

tran:ﬂo de burr:dn‘gauhan'dediéada &

S;Qna; ente;ihah:siéa analmzaﬁns,aﬂge¢tos fisiolégicas

=

‘sermafoqudea dﬁ 105 mamiferon y s2 han publicade, . -




O

y morfolégicos del gamebto masculings usando el npigr

o una extensidn a

electrdnico de barri

3.

previos, se cvaluan diferentes tdonicas preparativas pand

espermatozoides. Las imdgencs obtenidas por microscopio

4

electrinico de barrido, ge compara oon agqueiias que

dan por microsc

de Wells~Awa en el & (305
rrelacionar estructuras % o5 3 métodes ¥

para proveer info ton
semental es para S

metidos & un. T

Y



OBJIETIVO

Compavar dos métoden de putina {obsepva~
eibn en picroscopic de contraste de fase .y mieToscopio e
compueste usando tingidn de Wells-Awa) pard evaluasp ancps

falidades del acrosoma ¥ el dafic observade al”miﬁvﬁsmmpiu

eltéotrhnico de barride para estipar la eliciencie de 8stos.




MATERIAL Y HETODO

Durante el periodo compreéendido d2 octubre do --
1985 a junio de 1986 se realizé el presente trabajo utild
zando las instalacivnes v equipo de lo= laboratorices de -
Reproduccién Animal y de Micrescopis Llectyfnlca de la Fa

cultad de Estudios 3Supericres Cusutitlin,

Fealizandose 29 preparaciones para lop Hicros-
coplos- de Contraste de Fase y Compuesto, de las cuales e

provesarse pars =1 Mieresgoplo Eleciped~

i
S

utilidaron % para

nico de Barrido.

I

Se utilizeren pajiliag con semen de earaafé e
Cougeldx s en diluente tris-yema de huevo, qua se deésdon~ .
gelarom .hixudualfnqcue 2nL &pud Que B mEntuvo & uha tam
peratura de 377 £, rnlué& termamétricamenta. Se pyro

: uedlé a coptarse djv1d1andm s contenids en tpes, mismo =

" ;

'que@h dil S con 3 soluciates qiat irL 3t de acusrds al Lis

,po»de picrosceplo utilizado,

‘ mmoscmo DE CONTRASTE DE FASE,

ge d;luyb la mue tra Pﬂ‘U.S ml. de s i ni5n Hanu~

Qﬁo k, cevtﬁzfugundo 15 posteviom@nte Jop 20 mlnatos a ISGU

pm»a*temperatura amb;ental wton el £in da evit;v ﬂa prwﬁ'

seneia, ‘del’ dlluente en. Ja mup tra- al snbyenaddnte se v‘

'descahférrfwl prea:‘ltado fué resuapend;ﬂo en el nisno. VQ}




lumen de dilucidn y lavado por 1o mencs 3 veaes por cen-

-

Jergn P > . - “ - . <
trifugacion (5 min. a 1500 rpm). Bl dltimo precipitads -

— . . , <
fué resuspendido en sol. Hancook con formcaldehido vy se

mantuve el tube de ensayve en el bafio maria por 5 ainutes,

realizdndose un cont espermatodoider al azar en

8l microscopio de contraste con ol obistivo d¢ -

100X tomando en eonsnideraecidn la siguiente olazificacids

normales, hinchados, rotos vy

tas caracteristicas al estads dol acrogesa.

HICROSCOPIO OPTICO O COMPUBSTD,

Se diluy® an cde aitrate de sodio gl -~

vl lavado por medio do’ cantrifugacidn

2.9% realizdndose
y resuspendifindose en la micma solucidn. Después del. -w

A %

ceuarto lavado gse dej por 5 minutos an 61 bafo -

mariﬂa ¥ ge prepard un frofis a partin de una mencla de

" RS BT vasie
¥euta ;zv,ia R SMRer -

Sunagotardal eolovants

e

“dilufdo. Sg observd el frotim con &l microscopio compues.
toseor €l obietive de 100X, Determinfndess v contabili-s

ndo- las anowmnalidades de la migma Farma quer 2l antgse o

MICROSCO®I0 ELECTRONICO DE BARRIDO.

Se diluyé en 2 ml. de buffer dé fosfatos, cen-

géﬁaéSQléfﬁ&ja'Jeiéci@gdf{]S@G ﬁym)fﬁgﬁ ?dﬁmiputﬁég? "




15

repitiéndose la operacidn ? veces mds. Se retird sl sabr

3

nadante y se [ij6 por 2 a 2.30 hps. en buffer con gluteral
dehide, ta partir de este momento se tuvo cuidade de tenenr
todas las soluciones a 4% (). Postericrmente zs realiza=«
ron 2 lavados con bLuffer de fesfatos y fud resuspendido en

2 ml. de tetradxido de osmio (0s0,) al 1% déldndoss pepo--

sar por una hors cbtenlendose agf una postiidacidn.  bes-
pués de cste proceso se efectuarcn dos lavados con buffap’

de fosfatos. Para la deshidratscidn <de la mpuestra se yti

lizaron serics de aleholes (elanoll, v

bics per cada woncantraciémn, deifndose reposar de b oa 10

zo y lag eoneentracisnescutilisadas. fue

minutos en cada pi

von 60,70,80,90%,  En oetanol al 100% son 3 cambios por &

s

a 10 minutos., fe eliming o) alachol haciende un cambio -

a punto orftics para lo

para acetona, e seod la e s

plield, ¥ paes

gue. se utilizd ¢l aparato

ya cubrip con bafo de oro el Pine Coat lenspultew JEC-1100.

JLag muestras se observeran, clasificaron’y contaran en un

© wicroscoplo elactrénico de barride I5H-

IR

o

.

L Los datos se evaluaron estadfsticamente median .

" .

isis de varianza por minimos cuadrados, utiliwxd

do ld transformaeifn 4l arcoseno dz los valores en por




RESULTADOS Y DISCUSION
In el cuadro Ho. 1 se muestran Llos datos ohte
nidog en el uso de log microsoopios de contraste de fase,

compuesto v electrdnico de harride,

0

Ho encontrandese diferencila estad{stica sign

Fore

ficativa en la ohservacién de acrosomas roton e hinehaﬂas

en ninguno de low

de arresomnak augsentes el w-

¥n la

T
]
ot

que mas detectd fud potednico do barvido

v en drden decréaiente o) compuedto auxdliade por la tia-

- eifn-de Walls-Awa v fiﬁalm&nte;el de -coniraste de'faﬁﬁ, -

obteniendn difeérencias sarnlrvaa rivas &ﬁtadisti 9&%@ &n

- los tres {p .01).

Far,uonﬁi{aianrﬁ se bbtuvieron diferencias eg

Aadfstivanente, ¢ ﬂyn*ftu. ivas entre les microscopios de -

‘-Qéﬁffiaté”ﬁe Fdse v wl camantsts‘cﬁntra el Tmiorosesplo. -~

eleetréqlcb dw bdvﬁ’hﬁ, enuvnfrmninse H&vmr nﬁmgf& de- ege

permato Glduhe n‘ ormalxdxues .xﬁﬁémxc& en el fltimo -

-Los andlisis de varianza se-presentan-en-los



"7:;601tadoc pur uuﬂck,iwiy guienes suconthars

Wells y Ava (84), trabajaende con eyaculados de
toros, enconiraron que las cflulas espermiticas con formas
anormales en el acrosoma eran mucho mic idciles de detec-
tar con el Hicroscopio de Qontraste de Fase gue aguellas

a. HNo encontrdndase

©élulas gue habfan perdido =l acrnso

dificultad cuande utilizaban

de las dos situvacisnss anterlio

i0 e onservavon condiciones vitilares con el zemen de  «

los carnérca, aclavandn rguas

de ancrmalidades con ol compuedts y Ya tincifn de Wells y

Awa,gue fon el de contraste de | sringrapente a

anty el ajusle

lardificultad que en algunas grasiones pre

de la- definicifn,

A d Ferencla de lo gue sefialan Bane v Nicander

cen el MITroes

edpic Eiesﬁrﬁnicu de “Barrids, que los acrostnay hinchados

. eran log man COMUNes , &n este. tyrabalio- solo. concuerda cuag

~>do ge h,ﬁe uRo dw los hlbp@h009¢bs de Comtraste de Fase y

L el Computho pu&dta que, utilizﬂndo Micvroscopio Elace
R trénlaa ﬁe ﬁarrldo lu ﬂnffmalldud w cmmﬁn fuermn log ro

Eato autore sug, ren que 1os acrcs0mas hlnchados

puedenbdebarsa:a prsyasciunes qm;aticas acrosom dle% o eSw" B



permas con vesicula ecrrséunica antericr (que son un pune.
to ¢ébil), los cuales se doblan hacia atrds dando una a-
pariencia de hinchado, Y esto también ha sido reportado

por Eljack y Hrudka {107,

Tornusek gt al (12}, al observar semen alma-
cenzdo por lavgo tiemps y consorvado ¢n oy diluentes o
munmante. usados en

trarvon. difevenciae visibles

wn frasce, al ohsupvar en el icr-.:;

ma&or que en @l

pio Llectrénice se envonivavon difeprencias y cawbivg, ﬂﬁ

pendiendo del dilusnte sn gque fusron conservadoes.  For -

ejemplo ex aguellos Lagtosa=Yema Ua

hueve fud de uul%, m SUTRE Que oo base Eriﬁwﬁ&g

goga-ye

5 de. hueve al 5% era tan alte come 59%.  Dstos -

autores atribuyen o que 18 pavoria de Jos defectos son -

seausados durante la dilucién voel equilibrlo, siendo mees

gnbfﬁdurante la congelacién. fistos aspectos son importap

- ftes & Lev&idﬁxar cuando de hace observauién de semen gon

.]fgelaﬁ

Corrldale, COn

D*t ety al repor van el cagy dﬂ una carner -

aﬁxécedentes[de‘lnfgrtll;dgd,qug prgsanté'

18
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ba 50% de acrosomas ancrmalez, los resultados de este tra
bajo se acercan mucho a esta cifras existiends coinciden-

cia con los problemas de Fertilidad.

idpez (19) y Courot (7,8) dicen que adn entre
los Micrescopios Hlectrdnices se observan diferencias no
'§010 en su precesamientoy 5ino tambisn en sus res sultades.

Este es porque en la elaboracidn de la mestra. puede he-

ber.gustancias que mo

turas y perpitan la correcta ol ia juestrd.

Durante lag ohgervaciones en

lectrénico de Barride;se detectaron en el presente trabae
jo en aumento 1000Y algunos avncsopds auvsentes, oue al sap

chhervad@s a mayor aumento vy &l lncidir el haz de slectre”

Tpes en.otra posicidn e pude observar que ¢1 aevosuma se

encontraba presente.

Poy lg que e’ TLnﬁFLd que *ﬂdlxzar una. 1nvevtﬂ

1an parq aetezmlnar la ;ahzhle causn de wa& aﬁermulxﬁa“‘

”:das‘acr@samla&s"dlas Gomo T almacwﬁamientw pﬁv‘periedos

&doa en las pajmllas cmal prrrpsaﬂm*anto de la mues‘l

tr pa‘a Cﬁnbula tna ‘alta cnncent acidn de glicersl, en p~‘

vatamlunto* o intenvenciones quirdrgicas que-

ffepme des,

 ﬁf§l aﬁimaliietc' No siendo atribuible al mapejo

108 difaréntga'mi¢pd§*

L‘ahérmglidadéé'enfiaég



CUADRQ No. 1

PORCENTAJE DE ANORMALIDAD

TRES DIPERENTES TIPOG DE MITR

]
MICROSCOPLIO DY
CONTRAS DE FA

0L, HANCOCE

NOEMALES % - 5.7 B7LB7 o~ b5 LA S 17,7
@ g i

fp oga * e ¥ . e b g o

HINCHADOS %] 31.82 -~ 8.2 34,75 - 6.7 BT - 7.7
a . @ E3

7 ¥ -~ : + . ~ + P

ROTOS % 17.96 - 6.0 16,77 « 4.8 38068 - 16,4
2 i &

SAllC PP 4 el + 13 (' + [3] 1 A 3ok

AUSENTHE PRch ERE TR . .89 - 9 5.B% - Loy
: : a b o

‘Letras diferentes en log rénglones indican diferencias significativas (p€0.01)
CUANOVAL : S e

8z




21

CUADRO No, 2

Andlisis de varianza para el porcentaie de acrosomnas nop

males en tres tipos de micrascopics.

FUENTES Db VARTACTON | 3.0, A DE . B
o - i
CUADRANS
TRATAMIINT N 12,304 4.401
FRROR
TOTAL [

CUADRO No.. 3

‘Andlisie de vardanza aje dnoacrosomag Fin .

Shiadon on Tres Lipos

CUALRATES

FELIDS

CFUBTER T VAR

iy

| TRATAMTRIROS SRS ETSIRY: 189 s

CERROR : gz lsrao.on o | 1sgaw

| romaL




CUADRO No. 4

de acrogomas ro-

Andlisis de varianza pava ol porc

tos en tres tipos de micrascoplos.

A DE
CLATERADLOS

FURNTES DE VARIACION | G.L.

TRATAM 2 0.8 (NS,
43,35

CUADROD. Ho. ¢

Anflisis de varianza parz £l poreentaje de aitpeo

santes an (yes tipos de m

FUENTES it VARTACION | L. gps bE doamas | L
b QUADRATOS | MIDTOS

2u.u0 {o.o

cat
[l
a3

Twmms )2 §17.51

}:faaoiz;

1399.96
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Lémina No. 1 Ls una folografia tomada en el microsco

pio electrénicac de barride (M.L.E.) de semen Irescos do

carners donde pe puede apreciar las diferentes partes -
"

de los espermalozoides sin gque tengan alteracidn apre--

¢lable a un aumento do 10U0X vy 25 Kv.

ofotegralia de semen descongelado -

Ldmina Hc. 2 Mi
pr
cuentra sefialade con la flecha Ho. 1 un sspermpatozeide

conforme & la téenica descrits donde se bne -

con anrosoma rotog con 1 No.o 2 un acrvosoba que pusde =

interpretarse como Li sy con el Nouv 8 un espermato-

zolde con el aqorcosomg & este aumento normali con el No.

4 un acrosems hinchs Pstos tres Oltipmos & mayor ay
<

mento s¢ observan ot anoraalidades (1iminas &y 8),
¥

Limina Ho. 3 In esta muestra {gue o5 tambizn de sew-

men descongelado) a 1000X vy 25 kv, se ve un esperpalces

~zoide con la cdabe
tomada en o1 M.bL.B.
Limina No. 8 L& imt&graji& mREstra uni cabera de ese

ermatozoide de carnere con acroscoma pepmal, donde adew
: 3

mis hay un. laveodssprendin
7000 v 25 Kv. en el M.E.B.

Lo o eela a un aumpento de

Lémina No..5 e fetoprafia muestra 8l ¢itdo en el —-

cual el acrosoma del espermatozcide estd wote en el seg

mento. apical que posiblemente en un microscopic conpies
“tes contrgate de Tase e cxxnilxxnérLa come hinchado.
f(emmnm de 10000X 'y 25 Kv., M.L.E

‘!Ldmwnd No~¢3 ' Lc” eapermatoa01des sefialados con las -

“Tflechas 2790 3 en la 18mina R 2 &e gbaervaron ar100 DGX
¥ 20 Kv pn ,1,H Es E Pncon?fanﬁoao que el sefialada- con

el No. 2 no &%ta hxnchaho ulno Quu tlthe un des prendi»»f'
‘mlento ﬂel ugrasoma que. ge bcnaiu en. wsta 1ém1na ”on el
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No. ? y por lo mismo en la parte sefialada con el No. 1
estd separade del nlclso del espermatoroide. La flécha
No. 3 nos indica que el acrosoma que aparentemente era
(M.E.B.)

normal tienc una ruptura marvcada y varias {isur

Lamina No. 7 L un microscopio de Uontraste de Fase

0 en el compuesto cste espermatondide se podria conside

erente hinchado -

rar nermal porque @l acrovoma ostd lev

caracteristica no distinguible a 1000X win smbargo a -

&

T500% v 25 Kv. fu@ posilble en el WM.L.B. observar los po

quefios plieguecs formados en £1 vy desprendimiento de la

cola,
Liming Ho. 8 Nos muestra el espermatozeide gefialade

con gl Ho.o 1 en ia 2, donde e} atrpsoma estd
rolo a un aunente de 10000K v 2% KHv,

Lamina Ho. 9 Est srmatozoide a 1000K en el C.F. D

C ones daria la apariencia de estay hinghade, aqui es po

s5ible observario a 100UOX ¥ 4 Xv con el M.E.0. notinde

se reoto el acvosoma ¥ prendimiente de colal
Ldmina No. 40 Las lesiones del acponomd son Tan pequg

. o

fas que en oz miergsoeplos de 0.7, o € no es posible -
3

Cdetaotario por lo gue se podris conslderar como normal

siento eato un error. Amuil se obnerea 15000K .y 25 Kvs
en el H.E.B.

Lémina No.o 14 Ls otro tipo de ruptura en el acrosoma

Jque 8%, es posible detectarla con los adcresmopimskde
C.F. 0 ¢ a 1000K. En la fotografia se observa ademfs
tel desprendiniento de la cola a 25 ¥v y 10040X(

“ L§mina No. 12 En esta fotograffa topada a 15000X y 25 7
K¥. en el M.E.B. se observa el acrosoma roto de este eg

“permatozoide.




Lémina Mo. 13 Se puede observar el sspematoscide de
la l8mina No. 3 sefialado con 1la fleche a un aumento de
15000X v 25 Kv. en el M.L.B. cavacterictica encontrada
solo dos veces en ¢l total de las preparaciones para -
egte microscepio

1

Lamina No. i Totygratia tomads on el microscopio e
Contraste de Tawe donde 1a [lecha sefisgla un acrpagpa -
roto a un gumento de L000%K

Léming Ne. 135 fotografia de un espermatczeide con &l

aorosema hinchado a un aumente de 1088X

Lés Ydminas 2,3 7 & a 15 son

congelade v cesddn para e

pie de cada Fotografia de acuards a oz nétodes ya ines

dicados.




CONCIUSTONES

Para realizar una medida cuantitativa de la -

integridad del agrosoma seé realizavon 1

pruebags oon ~-
los tres Microsaopics (Compuesto, Contraste de Fage y ve
Electréfnico de Barride), se puede utilisar come nétodo de

rutina tanto ol

teode Fage coma el

Cdmpuesto aund won la bincidn de Wells-Awa pussto e

-

sontrervon diferencias ntre hinchades v ro--

que, no se &

tos, pero el Microgogpio Compuestol logra ser peior pars

ta detwceidn de acrosomat ausented. 2i bien el Microato--

plo Blectrdnice de Barride fud ol gue exhibid una mayer

resolunidn es un mérodo laborices, con una compleiidad en.

=

instrumentadidn extenso en tiempo y costo, siende £stas

‘desventaiag que Iimitan suoutilidad.

Tt



ANEXO Ho, 1
PREPARACION DE BUFFER DI FOSTATOS,

Se elaboran dos goluciones de fosfatos, que se
deben mantener separadas v en vefrigeracidn hasta antes -

de trabajar.

SOLUCION A, 0.7 molay de fosfats monohdsicn o

de sodio. - Para obisner esta malavidad e usan 27.% geo -

x

1tro de agua.

Yord

de fosfato monobizics ep un

SOLUCIOH -8, - 0.2 molar e fosfato dibisico de
“sadio. . Se debe tomar mnoouventa la fdrmilal

s

- siest  Na,HPO7H,0 debe contener 53,85 ge. d

flest Ha PO, 12H,0 debe contener 74,7 gr. de-
w0 fosfato.
Ent el momento de trabajar se unen las dos soll-

“Ias siguientes proporeiones:

Para .

&gua'ﬁideéiiléda',f

200 wl. de ‘solucién-se usan 19 ml. de la =

1 de la Bolucién B, afordndose a 200 ml. cof




Para 1 1t. se utilizan 35 ml. de solucibn Ay
405 ml. de sclucidn B afordndose aun litra don agua bides

tilada.

En ambas medidas gse debe de obtener un phH de -

7.4 (7.37 a 7.43) el cual se pueds ajuata con NaOH o HCI,
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ANEXO No. 2

PREPARACION DE TETRAOXIDO DE OSMIO

Fl frasce donde se va a congervar el tet radxido
de osmio debe llevar &l sijpulente procedimisnto: debe -

ser frasco de 150 ml. color asbar con tapa de vogog, &8 .-

debe lavar con tabon daxtran ¢ $¢ enibaga ooh-agua. sorpisn

te de 7 5 8 we ge realica un lavedo con

mica, se enjuags 7 u $ veces con agua coppiente, v o3 veoes

con agua destilada.

La ampellets se deble Javar con ung gaga graﬁdé
~¢on‘aeatona 3 para su secado utilizar ina~g@sa és%é?il, -
‘ Lg‘ampgllgta se debe mapcar oon cu;ﬁadé de- B POW?Q‘ Guﬂ
uné,"ﬁ" en cada extbenc -y un circulp 2a ia pavt&‘mgdxa'con

el lipiz.de diamanter

Ei frageo debe &onﬁéﬁen.ﬁa wi, de'agua‘hid@sti—'
—lada y se ;nirdduc& 1a awpoll ta” qin "Omper- *e aglta
~hasta rmmperla d&vtvo dﬂJ frawec v se dwja i hrs. # tam»-

p ratura amblnnte. ,
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