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1 Ronuccon

~ El espermatozoide es una célula de tipo tnico que cumple

: las funciones de fertilizacién y por lo tanto de transmisién

de la informacién genética del padre al nuevo ser.

El conocimiento de la estructura del espermatozoide po-
dria aclarar principios basicos en la Fisiologia de la repro-
duccién, y en el caso particular del espermatozoide bo-
vino seria de gran utilidad, dada la importancia econémica

de esta especie.

El propésito de este trabajo es dar a conocer la técnica
empleada en el departamento de Microscopia electrénica
de la FNM.V.Z,, asi como estimular la realizacién de
otros estudios relacionados a la estructura de los esperma-

tozoides de las especies domésticas.
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II. MATERIAL Y METODOS

: A. Material.

v e ST

1. Microscopio electrénico CARL ZEI S .

2. Ultramicrotomo SorvaH Porter Blu

3. Semen de un toro de raza Holstem Frlesxan de 5.' ) e
afios de edad, obtenido por vagina artlflmal segun» S
la técnica descrita por Pérez y Pérez (7)

|.-Buffer acetato-veronal de Michaelis

Mezcla base: Na-acetato ‘ “',19 428 o .

Na-veronal e 29. 428 ar.

NaCl 340 g

Agua destilada a I;OOOR_mVI; oA
Mezclar Mezcla base 5m1 g

H CIN/10 o 7mk

Agua destilada ) ‘3ml

Ca Cl, 025 ml

Esta solucién se utiliza en la preparacién dé‘l(’)s fija-
dores, del liquido para lavado y de la soluclon de agar

al 2%.



‘ a) Clutar aldehxdo
b) Tetromdo r

ronal

| 3.—Médio de inclusién:
Epon
Araldita
Anbhidrido dodeceml succmmo ( DDS
Anbhidrido metil nadico (NM

2, 4, 6-tri (dimetil- ammomﬂ‘vt'l‘
(DMP 30)

Soluciones para tincién:

1.-Solucién de acetato de uranio al 5% en agua trides-

tilada.
2.-Solucién de citrato de plomo:

Nitrato de plomo 1.33 gr.
Citrato de sodio 1.76 gr..
Agua destilada ) 30m]

Se agita y, a 30 minutos, 8¢ ag

se diluye cn agua a 50 mly 8 Vr}nez'c':la por inversion.
B. Métodos

El semen fresco sin diluir se llevd al Jaboratorio en el
menor tiempo posible y, una vez ahi, se sometid a los pro-
cesos previos a su observacién en el microscopio electrd-



‘nico, siguiendo las técnicas de doble fijacién y doble tin-
cién descntas por. Gonzalez Santzmder (3) ¥ por Hag- :

~gis-(5):

~ Dos ml de semen fueron mezclados con 8 ml de glutar-
~aldehido al 2% en solucién buffer de Michaelis (P. H.
+7.3), la cual permite una mejor y mas rapida penetracién
. del fijador en el tejido, en un tubo para centrifuga de
“12.5 ml., dejandose fijar durante 2 horas a temperatura

- ambiente, para después centrigufarse a 1500 rpm. duran-

te 15 minutos. El glutar-aldehido se utiliza como agente
fijador porque permite un mayor periodo de conservacién
de la muestra mientras no se procesa.

Se desechd el sobrenadante y a | ml. del sedimento se
agregaron 4 ml. de tetréxido de osmio al 1% en solucidén
buffer; el semen asi fijado se dejé en el refrigerador du-
rante |12 horas. El tetréxido de osmio preserva los detalles

~citolégicos, protege las lipoproteinas naturales de los teji-
dos evitando su ruptura ante la accién de los disolventes
y, estabiliza y tife especialmente los fosfolipidos constitu-
yentes de las membranas citoplasmaticos. Claude y Fullan,

1946 (2).

Al dia siguiente el semen se diluyé en solucidén buffer
y asi fijado y diluido se centrifugé a 2000 rpm. durante
10 minutos, se deseché el sobrenadante v el sedimento se
mezclé con 4 ml. de agar al 150 a 40° C., el cual evita la:
dispersion de los espermatozoides, teniendo la precaucién
de que esta mezcla fuera homogénea.

Unas gotas de la mezcla semen-agar fueron colocadas
en un porta-objetos y se dejaron solidificar. Posteriormen-
te estos geles se cortaron en cubitos de 2 mm.?

Los cubitos de gel, conteniendo el semen fijado, se des-
hidrataron por pases sucesivos en alcohol etilico de 30, 40,
50 y 60° G.L. durante 10 minutos cada uno; después se
sumergieron en alcohol etilico de 70¥ G.L. saturado con
acetato de uranio durante 24 horas. Al término de este
tiempo se hicieron dos pases més, de 10 minutos, en al-

cohol etilico de 80 y 90° G.L.

Una deshidratacién méas completa se logré con tres pa-



ses en alcohol absoluto du:ante 20 mmutos, y dos pases
en 6xido de propileno de 30 minutos cada uno.

|4 deshidratacion on alcohol tiene la venta;

kaSClble con el éxido de propileno, el cual disuely
epoxi resinas. ‘ gl

Los geles asi tratados se sumerglelon solucion:-
a partes iguales de oxxdo de propxleno ¥ epor araldltadu— Foir
rante 24 hrs. : . - =

Al dia siguiente se colocaron en capsulas de gelatma'
las cuales se llenaron de epon-araldita. Esta sustancia se
endurece por polimerizacién, dando a la muestra una con- .
sistencia suave y firme que evita el desgarre de los. cortes: .
y permite su observacién en el microscopio de luz. por lo
que se colocaron las cépsulas en una estufa, primero a
37°C. durante 24 horas para permitir que la inclusi
la resina fuera mejor y evitar que las burbujas de aire.
quedaran atrapadas en las cpsulas, y despues a 60°
rante otras 24 horas. ;

Al final de este tratamiento las muestras de S€
taban listas para ser cortadas con el ultramlcrotom

Los cortes se hicieron de aproxnmadamente 850iA de:
espesor, y fueron recibidos en el receptaculo lleno de'agua™
destilada que se habia formado sobre la hipotenusa de la
cuchilla con un trocito de tela adhesiva.

Las cuchillas utilizadas fueron elaboradas con cristal de
6 mm. segiin la técnica de Corte libre” descrita en el ins-
tructivo sobre el manejo del ultramicrotomo Sorvall “Por-
ter Blum", y en el mismo dia en que se ocupaban para
evitar su contaminacién con el polvo,

Para pasar los cortes que flotaban en el receptaculo a
las rejillas del microscopio, que previamente se habian pre-
parado con membranas de formar, como describe Sjostrand
(9), se utilizd un cabello fijado al extremo de un palillo.

Los cortes se adhiricron a la membrana sobre la reji-
lla, quedando fijos una vez que se evaporé el agua.

Ya sobre la rejilla se les hizo flotar en una gota de ace-
tato de uranio al 5%, el cual tifie el ADN y el ARN, y se
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colocaron en una camara hiimeda a 60°C. durante 20 mi-
nutos. Al final de este tiempo se lavaron con agua desti-
lada y se hicieron flotar sobre una gota de citrato de plo-
mo al 50%, para tefiir las membranas basales, colocandose
entonces en una caja de Petri con cristales de hidréxido
de sodio para absorver el biéxido de carbono del ambien-
te y formar carbonato de sodio para evitar los precipita-
dos de plomo, permaneciendo ahi a temperatura ambiente
durante 15 minutos; se repitié el lavado con agua destila-
da estéril y después de secarse al aire y a la temperatura

de la habitacion, las preparaciones quedaron listas para ser
observadas.

Para tomar las fotografias se seleccionaron las prepa-
raciones que en su observacién mostraban mejor defini-
cién de las estructuras, utilizando el diafragma de con-
traste de 25 micras.




células.

Il. RESULTADOS Y DISCUSION

La preparamon de espermatozmdes recién obtemdos para S

su observacién en el microscopio electrénico evita la re-: ‘
sencia de artificios, formados por enve]emmlento de &

‘De acuerdo con Saacke y Almquist (8) v segt’m Se'ob- e
serva en un corte longitudinal, la cabeza estd totalmente
ocupada por el nicleo (foto | N), el cual presenta un li-
gero y gradual adelgazamiento hacia su porcién anterior y

~un ensanchamiento hacia su base, donde se observa un

hueco para la insercién del cuello, en tanto que en un
corte perpendicular, y por su parte ancha, se observan tres -
huecos de insercién (foto 3 Hi).

El nacleo es una sustancia con alta densidad en elec-
trones y compuesto en un 43% de ADN y otras protei-
nas (6); esta totalmente cubierto por la membrana nu-
clear que es doble y con poros (8); en preparaciones con
buena tincién aparece casi homogéneo, excepto por la pre-
sencia de vacuolas (foto 3 V), especialménte en su parte
posterior. En las fotografias 2 y 3 se observa demasiada
coloracién del niicleo debido a que la tincién fue enfocada
hacia una mejor observacién de las membranas y estruc-
turas flagelares.

Una estructura importante de la cabeza es el capuchén
cefalico el cual estd formado por tres capas: interna, in-
termedia o acrosémica y externa (foto 1 Mi, Ma, Me).
El capuchén alcanza su maximo grosor en el apice de la
cabeza y fue denominado cuerpo apical por Blom (1)
(foto | Ca). Segin estudios de Fawcett (2) las membra-




nas interna y externa representan la pared de la vesicula
acrosémica presente durante la espermatogénesis, mien-
tras que la intermedia, homogénea y moderadamente den-
sa en electrones, es de origen acrosémico.

~La fijacién con el tetréxido de osmio dio excelentesre-

sultados para la observacién de las membranas celulares
puesto que aparecen nitidamente contrastadas en finas li- -

“neas intensamente oscuras y sobre un fondo bien claro,

especialmente por la inclusién del tejido en epon.

El capuchén postnuclear se extiende desde la base de

- la cabeza hasta el margen posterior del capuchén cefélico;
‘generalmente parece estar fijo a la base de la cabeza, pero

hacia su parte anterior llega a estar progresivamente suel-
to (foto 1 Cpn).

La cola del espermatozoide se subdivide en: cuello, pie-
za media, pieza principal y pieza terminal.

La parte medular de la cola estd formada por el com-
plejo filamento axial (foto 4 Cfa), que se extiende desde
el cuello hasta la pieza terminal; presenta una disposicién
similar a la de los cilios y flagelos incluyendo, del centro
a la periferia, dos delgados tdbulos rodeados por una do-

ble serie de fibrillas (18 en total).

En las piezas media y principal la parte medular pre-
senta un anillo externo adicional de nueve fibrillas, burdas
en relacidn a las centrales; de ellas, tres son gruesas, cinco
delgadas y la otra presenta un grosor intermedio (foto

4 Ae).

El cuello es la parte mas corta de la cola; esta situado
entre la base de la cabeza y la primera mitocondria de la
pieza media. Se caracteriza por la presencia de fibras lami-
nares transversas que encajan en el hueco de la base de la
cabeza (foto 2 Fit). Estas fibras laminares son las placas
de implantacién, que estdn limitadas en su parte anterior
por una seccién modificada de la membrana nuclear; la

placa basal (foto 2 Pb).

La pieza media esta caracterizada por la capa de mito-
condrias o hélice mitocondrial (foto 2 Mm). Esta hélice
esta formada por aproximadamente 65 a 75 vueltas des-




-

“de ol cuello hasta el anillo de ]ensen y estan enredadas al R
" eje-central (8).

La pieza principal es la parte mas larga del esperma-
tozoide. Esta rodeada por una envoltura fibrosa que reem-
plaza a la capa mitocondrial. Esta envoltura esta formada
por dos columnas paralelas, denominadas elementos longi-
tudinales, colocadas en lados opuestos de la cola y articu-
ladas una a otra por varillas circunferenciales.

Aparentemente, los elementos longitudinales empiezan
en la extremidad anterior de la envoltura fibrosa y se adel-
gazan posteriormente, al grado de no ser observables en
secciones transversales de la pieza terminal (8).

En la pieza terminal de la cola del espermatozoide hay
una desaparicién gradual de las estructuras que forman la
pieza principal, quedando sélo las fibras burdas mas grue-
sas, la doble serie de fibrillas periféricas y el par central.
Sélo la membrana celular rodea los filamentos restan-

tes (4).

Es necesario hacer un gran nimero de preparaciones

~ para poder observar todas las estructuras espermaticas, ya

que los planos de corte se presentan completamente al
azar con la técnica seguida.



IV. CONCLUSIONES

La técnica descrita, de fijacién e inclusién de célulasen =

agar, es util para el estudio de la ulﬁt‘r: ¢

permatozoide bovino.

Con las técnicas empleadas ‘s'e ylbgt u

cuada para la observacién de la ultraestructura de los es-

permatozoides.

incién ade-
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