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RESUMEN

ORTIZ MARQUET JUAN, ULTRAESTRUCTURA DEL
ESPERMATOZOIDE DE OVINO
(Microscopia Electrénica de Transmisién y Barrido).
(bajo la direccién del Dr. -Javier Valencia Méndez, Dra. Silva Gémez Estrella).

Para la valoracién de la estructura fina del espermatozoide es ne-
cesario contar con una metodologia que produzca los minimos artefactos en
las diferentes estructuras espermdticas para poder llevar a cabo valoraciones
morfolégicas confiables y poder de esta manera determinar alteraciones en
espermatozoides que ocasionan bajos indices de fertilidad. La técnica em-
pleada permitié realizar un procesamiento del material en el cual la induccién
de artefactos que pudieran confundirse con estructuras normales fue minima.
Las observaciones realizadas permitieron identificar a las membranas acro-
somales sin alteraciones y sélo la membrana plasmdtica presenté ondulaciones
y desprendimientos. La fuerte electrodensidad del nucleo dificulta la obser-
vacion de la membrana nuclear, sin embargo se le pudo identificar hacia la
base de la cabeza ocasionalmente y en el cuello como remanentes nucleares.
La densidad del niicleo se presenté distribuida homogéneamente y sélo hacia
su base se observaron puntos electrén-lucidos. Los desprendimientos y ondu-
laciones de la membrana plasmatica, la presencia de espacios claros hacia
la base de la cabeza en el niicleo y las diferentes densidades tanto del nicleo
como del contenido acrosomal pueden ser producto del procesamiento del
material. Las demds estructuras no presentaron cambios producidos por la

técnica, estableciéndose un patrén normal de la ultraestructura.



INTRODUCCION

El espermatozoide es una célula haploide altamente dtferenctada

que estd capacttada para dcsplazar\e fccundar al avulo'y proteger de una

'tor;e quef ga-

onservacion

ctcnto noventa y

XVII (1677), se deben a Anton "'V'-au'
ocho anos después (1875) Hertwing documcnta su funczon prtmordtal la de
fecundar al évulo. (27, 28, 30)

- A pesar de haber sido reconocido el espermatozoide desde hace
mds de 300 aiios, es hasta principios de este siglo XX cuando se estudia
sistemdtica y multidisciplinariamente en numerosas especies animales, gene-
rdandose un enorme volumen de literatura que avala el importante conoci-
miento adquirido durante este siglo sobre su funcidn, composicion quimica,
y en forma muy destacada sobre la morfologia. Las primeras observaciones
formales de espermatozoides de animales domésticos se deben a Retzius, quien
utilizando el microscopio de luz, publica trabajos que actualmente siguen

considerdndose cldsicos. (61)

El conocimiento de la organizacién interna del gameto fue posible
bdsicamente al desarrollo de tres drea: primero, el surgimiento en 1932 del
microscopio electrénico de transmisién, que fue producto de la tesis doctoral
de Max Knoll y Ernest Ruska (20, 29), segundo, al perfeccionamiento de los
métodos de ultramicrotomia (44, 49, 58) y tercero, al desarrollo para preparar
muestras bioldgicas para estudios ultraestructurales (64). El manejo del semen

para ser observado por microscopia electronica de transmisién no_es fdcil,



en la actualidad, las técnicas utilizadas no garantizan un cien por ciento de
confiabilidad, debido a los artefactos que llegan a producirse en estructuras
labiles del espermatozoide, ocasionadas por la serie de pasos un tanto agre-

sivos, a los que debe someterse el gameto durante su preparacién (45, 46).

Los microscopios electrénicos, tanto de trasmision como de barrido,
al emplear como fuente luminosa un haz de electrones, permite en funcién
de la capacidad resolutiva superar las limitaciones del microscopio Jptico.
El microscopio Optico permite observar dimensiones mayores a 200nm. (0.2
um) mientras que el microscopio electrénico de transmisién permite identificar
estructuras con dimensiones tan pequerias como son de 0.3 a 0.5 nm. (0.0003
y 0.0005 um). Con los microscopios de barrido se obtiene informacién de
la estructura de las superficies de lo que se observa con la particularidad
de tener aspecto tridimensional de las superficies con una resolucién entre
3 a5 nm. (0.003 a 0.005 um).

~ La primera descripcion ultraestructural del espermatozoide del mo-
rueco las realizé6 Randall y Friedlander a fines de la década de los cuarentas
(16, 60). A partir de esa fecha, mucho se ha publicado de la ultraestructura
del espermatozoide en diferentes especies de animales que han venido su-
mando caracteristicas morfolégicas nuevas al espermatozoide del ovino. En
el momento actual algunas de ellas estan sujetas a discusion (17, 24, 41,
71, 72). '

La inseminacion artificial con semen congelado, técnica valiosa que
ha permitido grandes adelantos en el mejoramiento genético de diversas es-
pecies animales, demanda del conocimiento cada vez mds evacto de la ul-
traestructura del espermatozoide, para poder llevar a cabo valoraciones

morfofuncionales confiables.



En el ganado lanar los indices de fertilidad logrados por insemi-
nacion con semen congelado, no han sido todo lo afortunado que han re-
sultado ser en'el ganado bovino (19, 68). Entre las multiples 'cau_sa.s sefaladas
que explican, desde luego, los bajos indices de fertilidad, se menciona a la
disminucién ylo a la pérdida de la motilidad progresiva del espermatozoide
observada después del descongelamiento del semen, a pesar de haber sido
congelado con la adicién de crioprotectores (19, 43, 65, 66). Con el micros-
copio Optico se han podido documentar alteraciones en el acrosoma, que
explica la infertilidad de la célula; sin embargo existen espermatozoides as-
tenospérmicos e inmdoviles, morfolégicamente normales por lo menos a nivel
de la microscopia oéptica, quedando sin explicacién la disfuncién motriz del
gameto. Se han mencionado como posibles causas de la astenospermia o de
la inmovilidad del gameto a diversos factores moleculares (remosién de com-
ponentes celulares, trastornos en el intercambio idnico y disminucién del ATP
(19, 70), no existen referencias sobre la organizacion subcelular de estos es-

permatozoides "normales" incapaces de realizar un desplazamiento normal.

OBJETIVOS DE LA TESIS

1.- Implementar una técnica para manejar semen sin producir al-
teraciones subcelulares en los espermatozoides, que con frecuencia se produ-

cen durante los diversos pasos que constituyen la técnica de rutina.

2.- Estudiar con detalle la estructura fina de cada segmento del
nemaspermo, conceptualizando informacién que sirva de referencia para es-

tablecer parametros confiables de comparacién vs. espermatozoides anormales.



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron las muestras de semen de tres-carneros (un eyaculado
por semental), de raza suffoik del Centro de ensefianza Prdctica, Investlgacmn
y Extensién en Rumiantes (C.E.P.I.LE.R.), de la facultad de Medicina Vete-

rinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

1.- Obtencién del material.

La recoleccién de semen tanto para microscopia optica, electrénica
de transmisién y electrénica de barrido se realizé mediante el uso de vagina
artificial Gummi-Bertran- Hannover, a la temperatura de 42 a 45 grados

centigrados.

2.- Procesamiento del material para microscopia electrdénica de
transmision.

Una vez recolectado el semen se hizo lo siguiente: dos de los eya-
culados fueron lavados antes de someterse a la fijacién mientras que al tercero
se le agregé la solucion fijadora inmediatamente después de haberse obtenido.
Es la vnica diferencia aplicada en la metodologia. El resto de los pasos fue

igual para ambas muestras.

El lavado del semen se realizé de la siguiente forma:

a).- Inmediatamente en el mismo recipiente se agregaron tres voli-
menes mds de amortiguador de fosfatos (PBS) a 0.2 molar, a
pH 7.4, a una temperatura de 42 a 45 grados centigrados.

b).- Se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos, se decanté el
sobrenadante.



1.- Fijacion
Tanto para las muestras previamente lavadas como para la muestra

no lavada.

c).- Adicién de glutaraldehido al 6%. La fijacién se realizé a tem-
peratura ambiente durante dos horas y media. Se decanta el fi-
jador.

d).- El sedimento se lavé tres veces con PBS-S (PBS mds sacarosa
para obtener una solucién final al 10%). En cada lavado la
muestra se centrifugé nuevamente a 3000 rpm por 10 minutos
(56).

2.- Posfijacion:

e).- Al sedimento se le agregé tetradxido de osmio al 1% por hora
y media. Al cabo de este tiempo se logré una pastilla con buena
fuerza de cohesion.

f).- La muestra se lavé varias veces con PBS-S cuidadosamente
para conservar integra a la pastilla celular. (53)

3.- Deshidratacion:

g).- Se utilizé acetona en graduaciones porcentuales ascendentes,
iniciando con la acetona al 60% y finalizando con tres cambios
en acetona absoluta. (46)

4.- Infiltracion:

h).- Se realizé6 en epon 812 en una proporcién de 1:1 diluido en
acetona. Las muestras permanecieron por espacio de una hora
en este medio con el tubo de ensaye tapado, para impedir la
volatilizacién del solvente.



Al cabo de. este vi;erhpo"’los tubos: se dé@taparon para: ﬁeimitir la

volatilizacion ‘de la acetona, incrementdndose la concentracién

del.medio de infiltracién. Los tub ron.en-una campana

con silica durante 24 Izorra.s;~v(50).‘

S.- Inclusién:

Las muestras se extrajeron del medio de infiltracién, se colocaron
cada uno de los fragmentos ya infiltrados en gotas frescas de epén colocados

en una superficie de aluminio perfectamente pulida.

6.- Polimerizacién:

Se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Holdergger C.H. y
Bachter R. (45). En donde se recomienda colocar un peso de 2 kg. sobre
las muestras durante el tiempo de polimerizacién, con el objeto de extender
al mayor numero de espermatozoides para poder ser incididos longitudinal-

mente durante el corte.

7.- Ultramicrotomia:

En un aparato Porte Bloom M-T2 se realizaron cortes de 70 a 90

pm. de grosor, los cuales se colocaron directamente en rejillas de 400 mallas.

8.- Contraste:
Se utilizé acetato de uranillo de Watson al 4% por 8 minutos (69)

y citrato de plomo de Reynolds durante dos y medio minutos (62, 69)

Las observaciones se realizaron en un microscopio electrénico de’

transmision Carl Zeiss EM-9-SII A.



Para verificar la integridad de los espermatozoides por haber sido
sometidos a centrifugacién, se tomd -antes de la deshidratacién- gotas de
semen de las muestras fijadas sin previo lavado y gotas de semen lavado

antes de agregar el fijador.

Las muestras se extendieron en laminillas dejdndose secar a tem-

peratura ambiente y se tiferon con azul de toluildina.



IIl.- Procesamiento del material para microscopia

electrénica de barrido.

El manejo del material fue el mismo que el realizado para micros-
copia electrénica de transmisién hasta el paso numero 3 (deshidratacién),
manteniéndose a los espermatozoides en acetona absoluta por mds de 48
horas a 4 grados centigrados. Posteriormente las muestras se sometieron al
método de punto critico con bidxido de carbono a 1073 libras por pulgada
cuadrada y a una temperatura de 30 grados centigrados. Finalmente se re-

cubrieron con oro (42).

Las observaciones se realizaron en un microscopio electrénico de
barrido, Joel JSM 35 del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la

Universidad Nacional Auténoma de México.



RESULTADOS

I.- MICROSCOPIA OPTICA.

Los eyaculados lavados antes de la fijacién con glutaraldehido, pre-
sentaron abundantes espermatozoides en forma dispersa (fig. 1). Los eyacu-
lados presentaron una morfologia celular homogénea, es decir, prdacticamente
la dnica célula observada fue el espermatozoide, todos ellos con cabezas
uniformes con el mismo grado de maduracién. Cabezas o flagelos anormales,

gotas citopldsmicas u otro tipo celular, se observaron muy esporddicamente.

Los eyaculados fijados sin lavado previo mostraron a los esperma-
tozoides aglutinados formando grandes grumos que el azul de toluidina tirie
con ligera metacromasia. En estas muestras seleccionar zonas con esperma-

tozoides individuales para su estudio ultraestructural fue muy dificil (fig. 2)

CABEZA:

Las cabezas presentaron una morfologia homogénea, siendo de. for-
ma ovalada. Se le distinguen tres dreas o zonas con diferentes densidades

(fig- 3)

1.- Superficie de forma semilunar localizada en el dpice de la ca-
beza; es el drea de mayor densidad y menor tamafio, sefnalada
con la letra A en la fig. 3.

2.- Superficie poco menos densa, localizada inmediatamente por de-
bajo de la zona anterior, es el drea de mayor extensién serialada
con la letra B en la fig. 3.

3.- Una superficie clara (C) que se encuentra dividida transversal-
mente por una linea densa (d) en 2 zonas 1 y 2. Hacia su base
se localiza un punto de mayor densidad (p), en donde se inicia
el flagelo. (Fig. 3)
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FLAGELO:

El flagelo presenta dos:segmentos:con:diferentes.didmetro-y densi-
dad. El primer segmento (1) de mayor densidad y gr‘osor.y El segundo segmento

(11) es dos veces y medio mds largo que el anterior siendo de menor densidad.

(fig. 3)

II. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (M/EB)

Las imdgenes de aspecto tridimensional obtenidas con el M/EB pro-
porcionaron informacién del volumen y de las caracteristicas texturales de

la superficie del espermatozoide.

Las dimensiones de la célula son las siguientes: cifras expresadas
en micrémetros (um). Longitud total del espermatozoide 55.92 a 57.53 um,
corresponden a la cabeza de 6.4 a 1.3, al cuello o pieza conectora .70 a 1
um, a la pieza media 12.32 um, a la pieza principal 35.06 um y el segmento

terminal 1.4 (fig. 4)

Se identificaron con precision a las cinco piezas cldsicas del esper-

matozoide: cabeza, cuello, pieza media, principal y final del flagelo. (fig. 4)
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CABEZA

La cabeza presenta forma ovoidal, aplanadq 'e(n“s'/ent,ido dorso-ven-
tral, a diferencia del flagelo que es cilindrico (fig:+4). Se le describen 2
caras, que arbitrariamente se han denominado cara dorsal y cara ventral, la
cara dorsal se identifica porque el extremo apical es discretamente convexo
(fig. 5) a diferencia del extremo apical de la cara ventral que es céncavo
(fig. 6). La cara dorsal presenta una linea dentada transversal (AN de la
fig. 5) que divide a la cabeza en dos zonas: una anterior a la linea, es la
zona de mayor amplitud constituye mds del 60% del total de la cabeza y
muestra una superficie homogénea (2 de la fig. 5). La zona posterior a la
linea dentada es de menor extension, presenta numerosas depresiones a ma-
nera de hoyuelos que le confiere una apariencia rugosa (RP de la fig. 5) y
hacia su base se aprecia un cordén en sentido transversal (AP de la fig. 5)
de menor densidad electrénica. Por debajo de este cordén se aprecian abul-
tamientos (P de la fig. 5) que delimitan la base de la cabeza con el cuello
(fig. 8). La cara ventral también presenta linea dentada (AN de la fig. 6)
que la divide en las zonas ya descritas. En esta cara se observa por encima
de la linea dentada, una drea de depresién en forma triangular (3 de la fig.
6), cuyo vértice apunta anteriormente (2 flechas) (3 de la fig. 6). El borde
anterior de la cabeza presenta un ensanchamiento que se flexiona hacia la
cara ventral, dando un aspecto de concavidad que permite distinguir a esta
cara ventral vs. cara dorsal, razén por la cual el cuerpo apical de acrosoma

es mds evidente en la cara ventral ((fig. 6).
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CUELLO.

"Lo comprende la superficie basal de la cabeza la cual estd deli-
mitada anteriormente por el ya descrito cordén transversi;l (AP de las figuras
5, 7y 8) y una pequeiiisima regién del flagelo conformada por dos columnas

que son mds conspicuas en la cara ventral del espermatozoide (fig. 7).

FLAGELO.

El flagelo tiene forma cilindrica sobre todo en su primer tercio, el
diametro del flagelo disminuye progresivamente a medida- que se aleja del

cuello (fig. 4). Se le describe 3 segmentos:

El primer segmento conocido como una pieza media, se cardcteriza
por ser cilindrico y presentar una superficie de aspecto helicoidal, la cual
termina caudalmente en un anillo (al de la fig. 9) que constituye el limite
entre este primer segmento y el segmento conocido como pieza principal (fig.
4y 9).

El flagelo pierde su forma cilindrica a nivel de la pieza principal
que tiene forma angulosa (fig. 4 y 9) y recobra su forma cilindrica a nivel
de la pieza final (fig. 4).

GOTA CITOPLASMICA.

En las muestras de semen estudiadas, los espermatozoides que pre-
sentaron gota citoplasmdtica fueron esporéddicos, localizandosele generalmente

en la parte final de la pieza media del flagelo. fig 10.
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II1.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

La microscopia electrénica de transmision requzerc de; corte 'nuy,'

delgados entre 50 y 90 nanémetros de grosor, de  tal forma‘ 'que ‘cortes. de’
espermatozoides con este grosor, permiten visualizar la. org

de las diversas estructuras espermdticas.

En el presente trabajo se reconocieron 32 estructuras kin'tern"dsk'de’l
nemaspermo; el cuadro numero 1 contiene la lista de los organelos obser-
vados, agrupados en los cinco segmentos anatémicos que constituyen el ga-
meto. Los planos de corte realizados en el espermatozoide por medio de la
ultramicrotomia estdn serialados esquemdticamente en el cuadro nimero 2,
ast como la terminologia que en el presente trabajo se emplea para sefialar

la ubicacién de las diferentes estructuras que conforman el gameto.

Los términos cefdlico, apical o anterior corresponden al sitio que
se esté describiendo ubicado hacia la cabeza o hacia el borde del inicio de
la misma. Los términos caudal, distal posterior se utilizan para sefialar aque-
llos sitios que se localizan hacia el flagelo o hacia el extremo final del

mismo.

RESULTADOS DE CORTES FINOS.

El nemaspermo se encuentra cubierto en su totalidad por la mem-
brana plasmatica o plasmalema, la cual presenté las siguientes caracteristicas;
ondulante a nivel de cabeza y suelto prdcticamente en todo el resto del es-
permatozoide, a excepcion de tres puntos en donde la membrana se fusiona

al gameto:

a) Cuerpo apical en donde el plasmalema se adhiere al acrosoma
(Fig. 11, 12 y 13).
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b) Zona posacrosomal (tercio posterior de la cabeza) ‘en donde el
plasmalema se fusiona intimamente con :la envoltura posacroso-
mal (Fig 12 y 15).

¢) Anillo de Jensen. Estructura triangular localizada entre la, pieza
media y la pieza principal del flagelo en donde el plasmalema
se adhiere estrechamente a esta estructura (Fig. 29).

CABEZA.

La cabeza del espermatozoide presenta una morfologia constante,
es eliptica, se caracteriza por una fuerte electrodensidad a excepcion de su

base en donde se pueden observar vacuolas (Fig. 11, 24 y 25).

Las estructuras que conforman la cabeza son: Nicleo cubierto por
el acrosoma en un 60% de su extensién y la ldmina densa posacrosémica

que corresponde a la extension restante del nicleo desnuda de acrosoma.

NUCLEO:

El nucleo tiene la forma de la cabeza, es fuertemente electrén-denso
presentando dreas irregulares con densidades menores y pequerios puntos elec-
trén-lucidos, dispersos heterogéneamente (Fig. 11, 24 y 25). Los cortes sagi-
tales de la cabeza (cuadro 2) muestran al nicleo adelgazado en su extremo
anterior, mientras que en su extremo posterior se ensancha dando lugar a

la fosa de implantacion, sitio en donde se inserta el flagelo (Fig. 16).

La membrana nuclear es muy dificil de identificar, sélo se logré
hacerlo en muy pocos cortes afortunados como lo muestran las (Fig. 16, 19,

20 y 21). Cortes sagitales mediales muestran a la carioteca como una linea

15



densa interrumpida por pequeros espacios claros (Fig 26). La membrana
nuclear se continia hasta la pieza conectora en donde presenta ciertas ca-

racteristicas que serdn sefialadas en su oportunidad.

ACROSOMA:

Estructura a la que se le identifica una membrana propia que cubre
el 60% de la superficie anterior del niicleo. Morfolégicamente estd constituido
por tres regiones: regién apical, principal y ecuatorial (Fig. 12, 13 y 14). La
membrana propia del acrosoma lo separa por un lado del espacio subplas-
malemal y por el otro del compartimento perinuclear (Fig. 13, 15, 16, 18),
siendo las dos membranas acrosomales interna y externa las que conforman
el acrosoma, organelo cuyo contenido es de menor densidad que el nicleo
(Fig 12, 13, 14, 23, 17 y 18).

En el material estudiado se pudo distinguir en -el acrosoma a las

tres regiones que lo constituyen:

1) Cuerpo apical.- Regidn localizada en el dpice del niicleo. Estd
constituido por un engrosamiento y doblez sobre si mismo del acrosoma. El
doblez se proyecta hacia una de las caras de la cabeza en forma céncava,
a esta cara la hemos denominado arbitrariamente cara ventral (Fig. 6 M/EB,
12 y 17). E!l cuerpo apical acrosomal contiene en su parte final una vesicula,
la cual a su vez presenta una pequena vacuola esférica que se logra observar
s6lo en algunos espermatozoides (Fig. 17). La membrana interna acrosomal
proyecta un apéndice o falange dentro del cuerpo apical justo en el dpice
del niicleo. Esta proyeccién de la membrana interna acrosomal dentro del

cuerpo apical recibe el nombre de perforatorium (fig. 18).
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‘ 2) Cuerpo principal del acrosoma.- constituye la region mas amplia
del acrosoma, se visualiza en cortes coronales (Fig. 11), sagitales (Fig. 12,
13y 17), asi como en cortes transversales de la cabeza (Fig. 11, 12, 13, 14,
17y 18). ' '

3) Cuerpo ecuatorial de acrosoma.- Se trata de una elongacién
del segmento principal como lo documentan cortes sagitales de la cabeza.
El segmento se inicia en el punto donde se estrecha la regién principal del
acrosoma (Fig. 12y 13) y termina en forma de saco hacia el tercio posterior
del nicleo (Fig. 12), formando el anillo ecuatorial (Fig. 12 y 15) que en
imdgenes de microscopia de barrido hemos descrito como linea dentada, (Fig.

4,5 6, 7y 8)

Entre la membrana interna y la carioteca se distingue un espacio
el cual rodea al nicleo siendo de mayor amplitud por debajo de la envoltura
posnuclear o mitad posterior de la cabeza. Este espacio perinuclear contiene
un material de densidad parecida al contenido acrosomal claramente iden-
tificado dentro del perforatorium, esta substancia perinuclear va desvanecién-
dose conforme se aproxima a la base de la cabeza ya que en este sitio el

espacio perinuclear toma mayor amplitud (Fig. 13, 15 y 18).

LAMINA DENSA POSACROSOMICA.

Ldamina que empieza a partir de la terminacién de la zona ecuatorial
del acrosoma, es la envoltura que cubre el tercio inferior del nicleo, junto
con el plasmalema se fusiona intimamente desde el anillo nuclear hasta la
base de la cabeza donde la membrana plasmdtica se separa nuevamente
para continuar suelta por el cuello (Fig. 26), la ldmina densa posacrosémica
se observé en un corte sagital como una linea electréon-densa de aspecto’

granular (Fig. 15), ondulante y separada del niicleo, observindose una mayor
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amplttud del espacio perinuclear. La membrana plasmattca, la lémina densa
y remanentes de Ia membrana nuclear forman el cztado amllo posterzor (Fig.
25). : B '

CUELLO.

Es la region limitrofe entre la cabeza y el flagelo, esta regién ar-
ticular se encuentra delimitada anteriormente por el anillo posterior y cau-
dalmente por el inicio de la hélice mitocondrial (Fig. 26). Dentro del cuello
se reconocieron a las siguientes estructuras espermdticas: Capitulum o pieza
conectora, columnas estriadas o de implantacién, centriolo proximal o yux-
tanuclear, membrana nuclear, remanentes de la membrana nuclear, poros
nucleares, cisterna perinuclear, plato basal, anillo posterior y bolsas basales.
(Fig. 19, 20, 21, 22, 26 y 27).

Cortes sagitales de la superficie plana de la cabeza muestran los
diferentes aspectos del capitulum segin la incidencia de corte; en la Fig. 20,
la pieza conectora presenta forma de clavija adaptindose a la concavidad
de la fosa de implantacidn, de esta pieza emergen tres columnas segmentadas
que se observan como bandas claras electrodensas interrumpidas por espacios
translicidos. En la figura 19 la pieza conectora presenta forma de hoz, en
el centro de ella se distingue un espacio circular de baja densidad electrénica,
sitio ocupado por el centriolo proximal, que a través de un corte sagital a
90 grados por la superficie angosta de la cabeza, se observa la disposicién
de 9 tripletas microtubulares dispuestas concéntricamente a un par de mi-

crotiubulos centrales, cldsica formacién de los centriolos.

En la micrografia (21) se observa a la pieza conectora como una
serie de varillas orientadas perpendicularmente al axonema, en el centro y

por debajo de ellas se distingue un nicleo electrondenso que representa al

18



centriolo proximal. En-la figuras 26 y 27 se observa la fosa de implantacién,
la concavidad estd delimitada por una linea densa separada del niicleo. En
sus extremos (bolsas basales) la membrana nuclear penetra al cuello como
remanentes nucleares pudiéndose identificar zonas que sugieren cisternas pe-
rinucleares y discontinuidad de la membrana nuclear evidenciando poros nu-

cleares.

El cuello es la dnica region donde la membrana nuclear estd des-
“provista de proteccién, sélo la membrana plasmdtica se encuentra protegién-
dola ya que ésta penetra como remanentes espirales, (Fig. 19, 20, 21, 26 y
27). '

Las columnas de la pieza conectora constituidas por bandas densas
que alternan con bandas claras corresponden a las columnas estriadas citadas

en la literatura.

Un corte transversal a nivel de la fosa de implantacién muestra
las bolsas basales del niicleo y una serie de membranas intimamente rela-
cionadas distinguiéndose los remanentes en espiral de la membrana nuclear,
membrana nuclear, poros nucleares, ldmina densa, plasmalema y cisterna

perinuclear (Fig. 25).

FLAGELO

El flagelo del nemaspermo se caracterizé por dos envolturas espe-

ciales:

1.- La envoltura mitocondrial del primer segmento o pieza media
(Fig. 28)

2.- La envoltura fibrosa del segundo segmento o pieza principal
(Fig. 29 y 30)
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HELICE MITOCONDRIAL:

En el morueco se observa que las: dos: primeras- mitocondrias son
las mds largas y se encuentran situadas a uno'y orry':olad_o del axonema, (Fig.
11y 21), la primera es la mds larga, delimita la regién del cuello con respecto
al flagelo y empieza justo al lado de las columnas estriadas, (Fig. 21), la
mds pequeiia se sitia un poco mds abajo a nivel de las fibras densas externas
(Fig. 21), el resto de las mitocondrias son morfolégicamente semejantes -de
forma rectangular, sus polos céncavos- se enrollan helicoidalmente, al axo-
nema en una triple y cuddruple hélice figura (11, 21), la capa mitocondrial
termina en una estructura triangular electrén-densa con el vértice dirigido

hacia el polo caudal de la célula formando un anillo (Fig. 29).

La envoltura fibrosa de la pieza principal, consiste en una serie de
anillos orientados circunferencialmente al axonema (Fig. 35), los cuales ter-
minan en dos columnas que corren longitudinalmente al axonema (Fig. 30

y 34).

Esta envoltura empieza inmediatamente por debajo del anillo fla-
gelar, el cual marca la division entre la pieza media y la pieza principal
(Fig. 29). En su porcién inicial la envoltura fibrosa se fija a las fibras densas
externas 3 y 8, las cuales terminan abruptamente persistiendo las 7 restantes
(Fig. 34).

FIBRAS DENSAS EXTERNAS.

Estas fibras se fijan anteriormente a las columnas segmentadas de
la pieza conectora (Fig 20), y corren paralelamente a los dobletes microtu-
bulares (Fig. 32 a 36). Las fibras difieren una de la otra tanto en forma,

como en longitud, segin el nivel del flagelo que van recorriendo.
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En cortes transversales, estas fibras presentan las siguientes carac-
teristicas: En la regién proximal al cuello las fibras densas externas tienen
forma regularmente triangular, todas separadas del doblete microtubular del
axoncma (Fig. 32), a medida que se alejaﬁ del polo cefdlico las FDE adoptan
formas irregulares que van disminuyendo paulatinamente de grosor (Fig. 33)
y parecen adosarse al doblete microtubular correspondiente cerca de su ter-
minacidén, en el inicio de la pieza principal por debajo de anillo de Jensen
(Anillo flagelar) las fibras 3 y 8 desaparecen para formar parte de las co-
lumnas longitudinales que corren paralelas al axonema, las 7 restantes van
terminando escalonadamente a diferentes niveles dentro de la pieza principal
(Fig. 34).

Las fibras densas externas en cortes longitudinales del flagelo se
observan como lineas de baja densidad que corren paralelas a los dobletes

microtubulares del axonema (Fig. 28, 29, 30 y 31).

AXONEMA.

El complejo microtubular axial, consiste en un par de microtibulos
centrales con nueve dipletos dispuestas concéntricamente al par central (Fig.
32, 33, 34, 35 y 36). Esta formacién se encuentra desde el cuello hasta el

tercer segmento del Flagelo donde aun persisten (Fig. 31).

Los microtitbulos centrales se observan como circulos completos,
mientras que en los periféricos sélo uno de cada par es completo, el otro

es incompleto y estd sobrepuesto en forma de C (Fig. 32, 33, 34, 35 y 36).
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Los microtubulos periféricos presentan un’ enlace *ra‘dial'_‘hact;a el
par central el cual se une también médiame una linea densa (Fig. 36)." Estos
‘microtitbulos proyectan un pequefio brazo en forma de coma (Fig.“‘3‘2, 33,
34, 35 y 36). En cortes longitudinales los t_'nicrotdbulos' se observan como -
titbulos paralelos (Fig. 28, 29, 30 y 31).
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Fig. 1. Microscopia Optica. Impronta de semen fresco de ovino lavado antes de
la fijacién y teitido con azul de toluidina. Obsérvese la dispersion de los gametos
536X.

Fig. 2. Microscopfa Optica. Impronta de semen fresco de ovino fijado sin previo

lavado .y teiido con a:zul de toluidina. Obsérvese el predoniinio de espermato-
zoides aglutinados 268X. L
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Fig. 3. Microscopia Optica. Espermatozoide com-
pleto. En la cabeza se observan: Cuerpo apical (A)
y region principal (B) del acrosoma. El segmento
(C) dividido por el anillo nuclear (d} en regién
ecuatorial del acrosoma (1) y envoltura posacroso-
mal (2). Punto denso basal (p) que corresponde a
la insercion del flagelo.

En el flagelo se distinguen dos segmentos de dife-
rentes densidades y grosor, pieza media (1) y picza
principal (11) 2000X.
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Fig. 4. Microscopia electrénica de barrido (M/EB). Espermatozoide
completo. Cabeza (C), cuello (CU), pieza media (PM), picza prin-
cipal (PP) y pieza final (PF). En la cabeza s¢ observan las tres re-
giones del acrosoma: Cuerpo apical (1), regiones principal (2) y
ecuatorial (3). Anillo nuclear (an) y la regién posacrosomal (rp).
S6000X. T T T .



Fig. 5. M/EB. Cara dorsal de la cabeza de un espermatozoide. Ex-
remo apical del acrosonta discretanmente convexo (flecha) Region
principal del acrosoma (2), anillo nuclear (an), region posacrosomal
(rp) v anillo posterior (ap). Obsérvese la ausencia de la depresion
en forma triangular que claramente muestra la cara venral. 12702X.

Fig. 6. M/EB. Cara ventral de la cabeza de un espermatozoide. Ex
tremo apical con una concavidad franca (flecha) region principal
del acrosoma (2); notese wia zona en hajo relieve en forma trigngular
que corresponde a la region ccuatorial (3) del acrosoma, region po-
sacrosomal (rp) y anillo nuclear (an). 15000X.
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Fig. 7. MIEB. Caracteristicas morfologicas de la superficie de la re-
gion del cuello (C), columnas de implantacion (flechas), anillo pos-
terior (ap), bolsas basales (bb); regién posacrosomal (RP) y pieza

media (PAM) 17280X.

Fig. 8. M/EB. Cara dorsal de la cabeza {ausencia de la region
triangular ¢n bajo relicve), que muestra ¢l aspecto en sicrra de
anillo nuclear (an), una supcrficie rugosa con depresiones de
la regién posacrosomal (RP), anillo posterior (ap) que limita
anteriormente a la regién del cuello (C)y las bolsas basales

(bb) 20066X.

29



Fig. 9. MJEB. Detalle del anillo de Jensen o anulus (AJ)
limite entre la pieza media (PM) y picza principal (PP) del
flagelo. Nétese que la pieza principal (PP) no es cilindrica
y presenta una hendidura longitudinal (flecha) 9333X.

Fig. 10. MIEB. Gota citoplasmdtica, localizada al fina
de la picza media (PM), obsérvese la envoltura heli-
coidal de este segmento. Anillo de Jensen (al) y hen-
didura longitudinal (hl) de la pieza principal del
Slagelo 8600X.

30



F:g A1 ME/T de un corte coronal dv cabeza (C) del nemaspermo. En LI recuadra (A)
obsérvese a la membrana plasmdtica ondulante, la cual se_adhiere; en el tiplce de'la ‘cabeza
(dos flechas)'y en la regidn posacrosomal (RP), tercio inferior de la cabcza Obsz.rvexe la
menor densidad del acrosoma (AC) vs, el niicleo (N) qué cubre los dos tercios anteriores
de: la- cabeza, lmite terminal del acrosoma (tres: flechas) y Ifrmla del amllo poxlunor (una
flecha). - 14910X. . .
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Fig. 12. ME(T. Corte sagital de la cabeza de un espermatozoide. Obsérvese las tres regiones del acrosoma: Region
apical (1) dilatada y flextonada hacia {a cara ventral que cx discretamente concava (*), la regién principal (2)
la dc mayor extensién y la region ecuatorial (3) que es la zona mds adelgazada del acrosoma. Notese que la
membrana plasmdtica (MP) es ondulante a excepcién del borde apical (1) y en la regién posacrosomal (RP)
en donde se adhiere Intimamente, anillo nuclear (AN). 36000X.
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Fig. 13. ME/T. Corte sagital de la cabeza
de un espermatozoide en donde se apre-
cian las siguientes estructuras: Membrana
plasmdtica (MP), Espacio subplasmalemal
(ESP), Membrana externa acrosomal
(MEA), Membrana interna acrosomal
(MIA), Espacio perinuclear (EPN), Cario-
teca (C), cuerpo apical (1), Regién prin-
cipal (2) y segmento ccuatorial del
acrosoma (3). Inicio de la regién ecuato-
rial del acrosoma (*), Niicleo (N) 88000X.

Fig. 14. ME|T. Corte oblicuo de cabeza. El nii-
cleo (N) se encuentra rodeado por la region prin-
cipal del acrosoma (2), e¢n el extremo superior
izquierdo se¢ observa el perforatorium (flecha)
dentro del cuerpo apical (1), se distingue la
membrana plasmdtica (MP), la membrana inter-
na acrosomal (MIA), la membrana externa acro-
somal (MEA) 52111X.



- Fig. 15. ME/IT. Corte sagital de cabezu
enla’ regién posacrosomal, donde la ld-
mina densa posacrosémica (LDP) presen-
ta aspecto granular, el espacio perinuclear
es evidente (EPN), la membrana plasmé-
tica (MP) se observa suelta en la regién
ecuatorial del acrosoma y precisamente en
la terminacién de éste (*) se fusiona es-
trechamente a la lamina densa posacrosé-
mica (LDP) o envoltura posnuclear, el
espacio subplasmalemal (ESP) es notorio.
Segmento - ecuatorial (3). 38280X.

Fig. 16. ME/T. Corte sagital cu
la base del niicleo (N). Néitese
la terminacién (puntas de fle-
cha) de la ldmina densa posa-
craosémica (LDP) en donde el
anillo posterior (AF) empieza a.
formarse; fosa de implantacion
(FI) y espacio perinuclear
(EPN) 25172X. X



Fig. 17. ME|T Corte sagital del Niicleo
(N). Nétese en ¢l dpice el doblez del
cuerpo apical (1) hacia la cara que ar-
bitrariamente conotamos como ventral;
nétese al final de cuerpo apical una
vesfcula (flecha) dentro de la cual se
observa una vacuola (*). En la mem-
brana plasmdtica (MP) sc observa con-
figuracién trilaminar, membrana
externa acrosomal (MEA), membrana
interna acrosomal (MIA), segmento
principal del acrosoma (2) y.niicleo
(N) 64000X. -
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Fig. 18 °ME|T- Corte:sagital-de ca--
beza que muestra en detalle la pro-
yeccidn de la> membrana interna
acrosomal (MIA) hacia el dpice
del miiclco (N) formando ¢l perfo-
ratorium (P), “substancia perinu-
clear. (SPN), cuerpo apical (1),
regién principal del acrosoma (2)
y regién ccuatorial del acrosoma
(3), espacio perinuclear (EPN) y
micleo (N). 90000X.



Fig. 19. ME/T. Corte coronal a nivel de cuelio en donde se
observa la cldsica disposicién de la pieza conectora en forma
de hoz (PC), anillo posterior (AP}, mitocondria (MI), micro-
ntbulo del axonema (MT), fibra densa externa (FDE), mem-
brana plasmdtica (MP), 54290X.

Fig. 21. ME|T. Corte coronal de cuello en donde la pieza co-
nectora se observa segmentada (PC), linea del plato basal (PB),
anillo posterior (AP), remanentes de la membrana nuclear (*),
columnas estriadas o de implantacién (CE), mitocondria (M)
y fibras densas externa (FDE) 73920X.

Fig. 20. MEIT. Corte coronal por el lado angosto
de cabeza. Plato basal (PB) pieza conectora (PC),

i tes de la brana lear (*), lumnas

estriadas (CE), fibras densas externas (FDE).
53760X.

Fig. 22. ME|T. Corte sagital en la zona centriolar.
Nétese los nueve tripletos microtubulares del cen-
triolo proximal (C) cortados transversalniente, linea
del plato basal (PB), ldmina densa posacrosémica
(LDP), la flecha seitala el inicio del cuello sitio
del anillo posterior. 68400X.
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Fig. 23. Corte transversal apical de cabeza
en donde se puede apreciar la forma apla-
nada del niicleo en sentido dorso-ventral.
Membrana plasmdtica (MP), cubierta ce-
Iular (CC), membrana interna acrosoma
(MIA), membrana externa acrosomal
(MEA), cuerpo apical del acrosoma (1),
region principal del acrosoma (2) y acro-
soma (AC). 128916X.

Fig. 24. Corte transversal de cabeza en
donde se aprecia la fosa de implantacion
(FI), microtitbulos (MT), zona centriolar
(ZC). En el recuadro obsérvese el detalle
de las membranas de la ldmina densa po-
sacrosomal (LDP) y en la superficie la cu-
bierta celular (CC) y niicleo (N). 33440X.

Fig. 25. Corte transversal de cabeza a nivel
del anillo posterior. Nétese la intima re-
lacién de branas que ituyen ¢l
anillo posterior y las boisas basales (BB),
en los extremos del micleo en donde se
observa remanentes de la carioteca
(RMN), membrana nuclear (MN), poro
nuclear (PN), capitulum (CA), columnas
de implantacion (CI) y centriolo proximal
(CP). 48658X.




Fig. 26. Micrograffa electrénica que muestra
en un corte sagital a través de cuello el punto
donde la membrana celular se separa de la
envoltura posacrosomal para proseguir suclta
por ¢l cucllo y resto del flagelo. Membrana
nuclear (MN), dmina densa posacrosémica
(LDP), cuello (C), mitocondria (MI), zong
centriolar (ZC), remanentes de la membrana
nuclear (RMN), fibras densas externas (FDE)
y pieza media (PM). 57680X.
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Fig. 27. Corte sagital a través del cucllo en donde
se aprecian poros nucleares y la linea del plato
basal como una linea completa cénecava transversal.
Cuello (C), remanentes de la membrana nuclear
(RMN), cisterna nuclear (CN), mitocondria (MI),
bolsas basales (bb), zona centriolar (ZC), plato ba-
sal (Pb) y fosa de implantacién (F1). 125800X.



Fig. 28. MEIT. Corte longitudinal de picza
media. Ndéiese la hélice mitocondrial
(HM), fibras densas cxterna (FDE) y pieza
media (PM). 41225X.

Fig. 29. ME[T. Corte longitudinal a nivel
del anulus (Limite entre la picza media y
la pieza principal del flagelo) en donde
se aprecia el anillo de Jensen en forma
de coma invertida. Mitocondria (MI), ani-
llo de Jensen (AJ), envoltura fibrosa (EF),
pieza principal (PP), pieza media (PM),
fibras densas externa (FDE) y microtibu-
los del axonema (MT). 49280X.
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Fig. 30. MEIT. Corte longitudinal de pieza
principal mostrando los anillos de la en-
voltura fibrosa cortados transversalmente,
envoltura fibrosa (EF),-membrana plasmd-
tica (MP) y las Jibras densds externa
(FDE) que corrett paralelas al complejo
microtubular axial B4000X.

Fig. 31. ME|T. Corte longitudinal en ld
terminacion_de - la pieza principal (PP) ¢
inicio de-la picza final del flagelo (IPF}
microtiabulos (MT) membrana plasmdtica
y pieza final (PF). 42000X.
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Fig. 32, MEIT. Corte transversal en la picza
media. Hélice mitocentral (HM), fibras den-
sas externas (1 a 9). 78000X.

Fig. 33. MEIT. Corte transversal en la picza
media cerca del anillo de Jensen. Nétese que
las FDE cambian de forma. 924000X.

Fig. 34. ME/T. Corte tranyversal de la picza
principal. Notese que las fibras densas exter-
nas (! a 9) tercera y octava desaparecen para
Jormar parte de las columnay longitudinales
(CL), envoltura fibrosa (EF). 134000X.
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Fig. 35. ME/T. Corte transversal de picza

principal (1) en su terminacion, obsérvese
que las columnas longitudinales ya desapa-
recen y la envoltura fibrosa (EF) presenta
st disposicion de anillos concéntricos. Corte
longitudinal de la picza principal (2) ¢n un
nivel superior del flagelo dentro de la picza
principal; axonema (Ax). 52500X.



Fig. 36. MEIT. Corte transversal de pieza prin-
cipal ¢n donde se observa ¢l axonema o sistema
locomotor del fla;qclo: microtitbulo completo
(4), microtiibulo en forma de "c" (B), par cen-
tral de microtitbulos (MC), Enlace radial (ER)
y brazo de dineina(D) ExrerIOR.



DISCUSION

A pesar que la morfologia de los éspermatozoides resisten a diversos
factores fisicoquimicos cuando son obtenidos del liquido seminal el manejo
requiere de mucho cuidado en los pasos preparativos de la técnica, primero
porque en el liquido seminal existen factores que inactivan al fijador inicial
y segundo porque deben de ser centrifugados durante el procesamiento. Para
estudios ultraestructurales es sumamente importante cuidar la isotonicidad y
PH de los medios utilizados asi como la concentracién de cationes divalentes

utilizados para la preservacién de estructuras nucleares

CABEZA:

La forma de la cabezas es relativamente constante para todo el
eyaculado y para cada individuo. Se puede encontrar ciertas desviaciones de
la configuracién normal, las cual se estas uniformes se consideran como

fisiolégicas.

La morfologia de la cabeza estd determinada por los complejos de
proteina del A.D.N. y cada especie presenta caracteristicas propias. (7, 20,
22, 23, 26, 27, 28, 47, 48)

ACROSOMA

Es el unico elemento citoplasmdtico presente en la cabeza del es-
permatozoide. El término fue originalmente aplicado por Lenhossek en 1898
al observar un granulo dentro de una clara vacuola en el idiosoma de la
espermdtida. El acrosoma contiene numerosas enzimas hidroliticas, estudios

citoquimicos y ultraestructurales sobre el complejo de Golgi en el espermatida
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demostraron que  es el acrosoma en. formacién del espermatozoide maduro;
(22 23, 35 51

-es: un lzsosoma esp ctalzzado(Z), a raiz del dcscubrumento en la decada de“

. Esta. contrzbuctan formu/o al concepto de que el acrosoma :

los 60’ de los llsosomas por. Cristian "de Duve (21).

) El acrosoma. en su regién frontal presenté un hinchamiento notable
el chai fue llamado cuerpo apical por Blom & Brich Andersen (13, 14). En
el presente estudio fue una caracteristica constante y ademds e constato la
presencia de una vesicula y vacuola acrosémica (Fig. 17). Asi como también
una estructura a manera de apéndice o falange formada por la membrana
interna acrosomal en el dpice del niicleo proyectada dentro del cuerpo apical
a la cual se le denominé perforatorium, siendo estas estructuras una carac-
teristica de especie (37) (Fig. 18). La regidn principal del acrosoma es la
de mayor amplitud y prdacticamente no existen diferencias entre una especie

y otra (4, 5, 6, 26, 30).

El segmento ecuatorial siendo la regiéon mds angosta del acrosoma,
varia en longitud dependiendo la especie que se trate, no encontrandose sig-
nificado funcional al respecto (25, 28, 30). § i

En el presente trabajo el contenido acrosomal ap&recio’ homogéneo
y de menor densidad que el nicleo, sabemos que la densidad del acrosoma
varia significativamente segun el método de fijacién empleado, en el material
empleado se distinguieron zonas electrén densas y electrén licidas lzorﬁagé-
neamente distribuidas. Sin embargo estudios de andlisis bioquimicos, electro-
foréticos y técnicas de criofractura han demostrado claramente un
ordenamiento especifico del contenido enzimdtico del acrosoma (18, 21, 27,
36, 47, 51). ‘
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Durante la reaccién acrosomal, son de particular interés la mem-
brana interna acrosomal, perforatorium y el segmento ecuatorial, debido a
que son las unicas estructuras que persisten antes de que penetre al évulo
el niicleo del espermatozoide, y ain se les observa en el espacio perivitelino
(8, 12, 27, 30, 52, 57).

LAMINA DENSA POSTACROSOMICA:

A esta envoltura se le ha dedicado un creciente interés debido a
que durante la fertilizacién es aqui donde se realiza la adhesién y fusién

de las membranas, tanto del évulo como del espermatozoide (27, 34).

Hancock y Das postulan que esta capa se origina del manchete de

la espermdtida y que estd formada por fibras ricas en sulfuro (38).

En el preente trabajo esta ldmina se observé granulosa, ésta gra-
nularidad representa microtibulos que han sido cortados transversalmente y
se interconectan con la membrana plasmdtica a manera de una empalizada
(23, 26, 41).

Esta envoltura posacrosémica se encuentra adherida a la base de
la cabeza y progresivamente suelta hacia el anillo nuclear (27, 55). En la
base de la cabeza, esta envoltura presenta un cinturén de naturaleza intra-
membranosa denominado anillo posterior (39, 41, 63) conformado por una
hendidura formada por una triple fusién de membranas, las dos membranas

nucleares y la ldmina densa.
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Fawcett sugiere que esta envoltura ayuda a mantener la integridad
estructural de la cabeza del espermatozoide por mecanismos de enlace ‘de
membranas, esta hipétesis es apoyada por observaciones que indican que la

membrana plasmadtica estd fuertemente adherida a esta lamina (27).

Es también concebible que esta envoltura simplemente represente
productos no especificos de condensacién de sobrenadantes citoplasmdticos

de la espermdtida principalmente del manchette.

Por otra parte investigaciones realizadas por otros autores (27)
muestran que esta estructura aparentemente no existe en todos los esperma-
tozoides de mamifero. En el presente trabajo todos los nemaspermos estu-

diados presentaron esta ldmina.

Reflexionando sobre la localizacién y extensién del cinturén basal
se sugiere que es una banda de material que puede actuar como mecanismo
de bloqueo de la continuidad citoplasmatica entre la cabeza y el tallo. Este
bloqueo puede ser usado en restriccién de metabolitos empleados en procesos
de motilidad de la regién en donde ellos son utilizados. Alternativamente el
cinturén basal soporta el movimiento a lo largo del plato basal para mantener

la integridad de la unién de la cabeza y el cuello. (27, 30)

CUELLO

El cuello del espermatozoide de morueco se caracteriza por la au-
sencia de mitocondrias y la presencia de poros nucleares vistos en los re-

manentes nucleares.
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Esta regién del espermatozoide ha recibido menor atencion que otras
regiones, debido a su complejidad estructural y-su-variable apariencia en

diferentes cortes obtenidos en diferentes planos.

Las columnas segmentadas que forman la pieza conectora presentan
bandas cruzadas, estructuras consistentes en anchas bandas densas separadas
por espacios de bandas claras. Las columnas segmentadas en ambos lados
de la pieza conectora se funden cerca de la base de la cabeza para formar
una fuerte estructura articular llamada capitulum que varia algo en nitmero
y configuracién dependiendo de la especie de que se trate (31, 32). El cen-
triolo proximal es paralelo al lado plano de la cabeza y estd orientado en

un angulo de 45 grados con respecto al axonema del tallo.

Una de las columnas segmentadas se relaciona con la primera mi-
tocondria orientada longitudinalmente al axonema, como todas las demds,
pero ésta se caracteriza por ser la mds larga y se estima que es ésta la que
provee de energia para la iniciacion de la onda del movimiento flagelar (31,
32).

La presencia de los remanentes de la membrana nuclear dentro del
cuello es una caracteristica de los espermatozoides de mamiferos (27). Esta
membrana en forma de espiral es reincorporada dentro de las envolturas
nucleares después de la fertilizacién cuando la cabeza del espermatozoide se

ensancha para formar el pronicleo masculino (23, 27, 71).

EL FLAGELO.

El flagelo del espermatozoide de morueco, no varia significativa-
mente del resto de los espermatozoide de mamiferos, sus caracteristicas mor-

folégicas han sido ya descritas, haciendo notar que cada especie presenta
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variaciones individuales principalmente en la morfologia individual de las
mitocondrias, asf como también en las fibras densas extrernas,‘ y-por "supuesto
en la longitud de cada. segmento del flageld (I,t 54,_ 67) Las. nzitdcondrias
proveen de la energia necesaria para el moviniiento flagelar, siendo:las fibras
densas externas elementos tensibles accesoriﬁ del aparato. locomotor o axo-

nema.

En el presente estudio se observé que las mitocondrias que se en-
rollan al axonema en una triple y hasta cudadruple hélice como lo serialé

Blom en el espermatozoide de toro (11).

La gota citoplasmica en el flagelo se presenté: esporddicamente;: au-
mentando de volumen el segmento en donde se localiza, presentando mor-

fologia propia (15, 19).
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CONCLUSIONES

Se identificaron las estructuras reportadas en la literatura, y se re-

saltaron las estructuras caracteristicas de esta especie, lo que indica que la

técnica para la toma de la muestra y el procesamiento de la misma es el

adecuado. Hacemos hincapié que el liquido seminal de ovino antes de fijarse

debe lavarse con solucién amortiguadora para dispersar a los espermatozoides,

esto probablemente se debe a la enorme cantidad de espermatozoides en un

reducido volumen de liquido seminal, condicién que caracteriza a esta especie.

La aplicacién de peso durante la polimerizacién dio resultados satisfactorios

por la gran incidencia de cortes longitudinales de espermatozoides, lo que

permitié establecer que:

El acrosoma presenté de manera constante el cuerpo apical.

La presencia del perforatorium como una proyeccién de la
membrana interna acrosomal fue una caracteristica constante

en esta especie.

El segmento ecuatorial siempre se observé como una elonga-

cién del acrosoma.

El espacio subacrosomal se observé constantemente, la subs-
tancia perinuclear se identificé con facilidad.

La presencia de vacuolas nucleares se observaron pero no en

forma constante.
La membrana celular se observé separada y ondulante.

Se establecio un método que permite el estudio ultraestructural

de espermatozoides del morueco.

La membrana nuclear se pudo identificar a nivel de cuello
como remanentes nucleares y en algunos cortes afortunados
dentro de la cabeza principalmente en la regién posacrosomal.
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El plato basal se presenté como una linea completa que de-
limita la fosa de implantacion.

. El semen del morueco presenté una gran homogeneidad en el
grado de maduracién de los espermatozoides.

El nicleo de los espermatozoides son homogeneamente muy
densos.
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