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l. lNTRODUCCION 

El espermatozoide es una célula de tipo único que cumple 

las funciones de fertilización y por lo tanto de transmisión 

de la información genética del padre al nuevo ser. 

El conocimiento de la estructura del espermatozoide po­

dría aclarar principios básicos en la Fisiología de la repro­

ducción, y en el ca.so particular del espermatozoide bo· 

vino sería de gran utilidad, dada la importancia económica 

de esta especie. 

El propósito de este trabajo es dar a conocer la técnica 

empleada en el departamento de Microscopía electrónica 

de la F.N.M.V.Z., así como estimular la realización de 

otros estudios relacionados a la estructura de los esperma· 

tozoides de las especies domésticas. 



11. MATERIAL Y METODOS 

A. Material. 

1. Microscopio electrónico CARLZEISS EM 9.· 

2. Ultramicrotomo Sorvall "Porter ,Biurri···Jvi-p'z.: 

3. Semen de un toro de raza Holstein Friesian .de 5 

años de edad, obtenido por vagina artificialsegún 

la técnica descrita por Pérez y Pérez ( 7). 

1.-Buffer acetato-veronal de Michaelis 

Mezcla base: Na-acetato 19,428 gr. 
Na-veronal 29A28 gr. 

Na-Cl 34;0 gr. 

Agua destilada a 1 000 rol. 

Mezclar Mezcla base 5 rol. 

H Cl N/10 7 rol. 

Agua destilada 13 mi. 

Ca Cl~ 0.25 rol. 

Esta solución se utiliza en la preparación de los fija­

dores, del líquido para lavado y de la solución de agar 

al 2%. 
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á)···· Glutar•.~ld~hido.af,470 en: buffer ~·cetato-;eronal. 
b) Tetróxido dei ó;n1iOf~~l : 1 % eri :·b~ffef ~~htato-ve: 

ronal. 

3.-Medio de inclusión: 

E pon 3 ~O rril. 
Araldita 9:0 mL .. 

Anhidrido dodecenil succíni~.o( ~D~Af:,~;Q:.'friL· 
Anhídrido metil nadico (NMA): •.. ,;{;X <\7.0fml:: 
2, 4, 6-tri ( dimetil-aurinometil) :'fen'.g'fr '''} {'. ·::; .· .. •· 

(DMP 30) :, /·~.h··~l. 

Soluciones para tinción: 

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

tilada. 

2.-Solución de citrato de plomo: 

Nitrato de plomo 

Citrato de sodio 

Agua destilada 

1.33 gr. 

1.76 gr. 

30 r.ni: 
Se agita y, a 30 minutos, se agrega Na OH 8 ml.; 

se diluye en agua a 50 ml. y se.~ezcla por inversión. 

B. Métodos 

El semen fresco sin diluir se llevó al laboratorio en el 
menol' tiempo posible y, una vez ahí, se sometió a los pro­
cesos previos a su observación en el microscopio electró-



nico, siguiendo las técnicas de doble fijación y doble tin­
ción descritas por González Santander (3) y por Hag­
gis (5). 

Dos ml. de semen fueron mezclados con 8 ml. de glutar­
aldehido al 2% en solución buffer de Michaelis (P. H. 
7 .3), la cual permite una mejor y más rápida penetración 
del fijador en el tejido, en un tubo para centrífuga de 
12.5 mi., dejándose 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 período de conservación 
de la muestra mientras no se procesa. 

Se desechó el sobrenadante y a 1 ml. del sedimento se 
agregaron 4 ml. de tetróxido de osmio al 1 % en solución 
buffer; el semen así fijado se dejó en el refrigerador du­
rante 1 2 horas. El tetróxido de osmio preserva los detalles 
citológicos, protege las lipoproteínas naturales de los teji­
dos evitando su ruptura ante la acción de los disolventes 
y, estabiliza y tiñe especialmente los fosfolipidos constitu­
yentes de las membranas citoplasrnáticos. Claude y Fullan, 
1946(2). 

Al día siguiente el semen se diluyó en solución buffer 
y así fijado y diluido se centrifugó a 2000 rpm. durante 
1 O minutos, se desechó el sobrenadan te y el scdímento se 
mezcló con 4 ml. de agar al 1 % a 40'1 C., el cual evita la 
dispersión de los espermatozoides, teniendo la precaución 
de que esta mezcla fuera homogénen. 

Unns gotas de la mezcln scmen-agar fueron colocadas 
en un porta-objetos y se dejaron solidificar. Posteriormen­
te estos geles se cortaron en cubitos de 2 mm.:1 

Los cubitos de gel, conteniendo el semen fijudo, se des­
hidrataron por pases sucesivos en alcohol etílico de 30, 40, 
50 y 60º G.L. durante 10 minutos cada uno; después se 
sumergieron en alcohol etílico de 70" G.L. saturado con 
acetato de uranio durante 24 horas. Al término de este 
tiempo se hicieron dos pases mús, de 1 O minutos, en al­
cohol etílico de 80 y 90 ° G.L. 

Una deshidrntación mús completa se logró con tres pa-



ses en alcohol absoluto durante 20 minutos, y dos pases 
en óxido de propileno de 30 minutos cada uno. 

La· deshidratación . con a!Col1ol . tiene l~ ·~~~taj~-~d~,·~~~ 
miscible con el óxido de propileno, el cuaLdisuelve las· 
epoxi resinas. .. > . > ··. • 

Los geles así tratados .se smnergiéron':;~n ~i1~:;sblhdi6n 
a partes iguales de óxido de propileno y epcin:-araldifo du-
rante 24 hrs. · · · · · · 

Al día siguiente se colocaron en cápsulas de gelatina, 
las cuales se llenaron de epon-araldita. Esta sustanCia se 
endurece por polimerización, dando a la muestra una. con­
sistencia suave y firme que evita el desgarre de los cortes 
y permite su observación en el microscopio de luz, por lo 
que se colocaron las cápsulas en una estufa, primerpa 
37ºC. durante 24 horas para permitir que la inclusión d<:! · 
la resina fuera mejor y evitar que las burbujas dé aire 
quedaran atrapadas en las cápsulas, y después a 60·~G. du-
rante otras 24 horas. · · · · 

Al final de este tratamiento las muestras cÍ~·'sé~e11 es­
taban listas para ser cortadas con el ultramicrotorrio'. . 

o 

Los cortes se hicieron de aproximadamente 850 A de · 
espesor, y fueron recibidos en el receptáculo lleno de agua · 
destilada que se había formado sobre la hipotenusa de . la 
cuchilla con un trocito de tela adhesiva. 

Las cuchillas utilizadas fueron elaboradas con cristal de 
6 mm. según la técnica de "'Corte libre" descrita en el ins­
tructivo sobre el manejo del ultramicrotomo Sorvall "Por­
ter Blum", y en el mismo día en que se ocupaban para 
evitar su contaminación con el polvo. 

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

Los cortes se adhirieron a la membrana sobre la reji­
lla, quedando fijos una vez que se evaporó el agua. 

Ya sobre la rejilla se les hizo flotar en una gota de ace­
tato de uranio al 5%, el cual tiñe el ADN y el ARN, y se 

1').fl)l,.JO\tCA Cf.'.ln-tW:: 
ei. m. A, r~ 



colocaron en una cámam húmeda a 60ºC. 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 teñir las membranas basales, colocándose 
entonces en una caja de Petri con cristales de hidróxido 
de sodio para absorver el bióxido de carbono del ambien­
te y formar carbonato de sodio para evitar los precipita­
dos de plomo, permaneciendo ahí a temperatura ambiente 
durante l 5 minutos; se repitió el lavado con agua destila­
da estéril y después de secarse al aire y a la temperatura 
de la habitación, las preparaciones quedaron listas para ser 
observadas. 

Para tomar las fotografías se seleccionaron las prepa­
raciones que en su observación mostraban mejor defini­
ción de las estructuras, utilizando el diafragma de con­
traste de 25 micras. 



111. RESULTADOS Y DISCUSION 

La preparación de espermatozoides recién obtenidos. para 
su observación en el microscopio electrónico evita la pre~ 
senda de artificios, formados por envejecimiento de las 
células. 

De acuerdo con Saacke y Alrnquist ( 8) y según s~ ob­
serva en un corte longitudinal, la cabeza está totalmente 
ocupada por el núcleo (foto 1 N), el cual presenta un li­
gero y gradual adelgazamiento hacia su porción anterior y 
un ensanchamiento hacia su base, donde se observa un 
hueco para la inserción del cuello, en tanto que en un 
corte perpendicular, y por su parte ancha, se observan tres 
huecos de inserción (foto 3 Hi). 

El núcleo es una sustancia con alta densidad en elec­
trones y compuesto en un 43% de ADN y otras proteí­
nas ( 6) ; está totalrnen te cubierto por la membrana nu­
clear que es doble y con poros ( 8) ; en preparaciones con 
buena tinción aparece casi homogéneo, excepto por la pre­
sencia de vacuo las (foto 3 V), especialménte en su parte 
posterior. En las fotografías 2 y 3 se observa demasiada 
coloración del núcleo debido a que la tinción fue enfocada 
hacia una mejor observación de las membranas y estruc­
turas flagelares. 

Una estructura importante de la cabeza es el capuchón 
cefálico el cual está formado por tres capas: interna, in­
termedia o acrosómica y externa (foto 1 Mi, Ma, Me). 
El capuchón alcanza su máximo grosor en el ápice de la 
cabeza y fue denominado cuerpo apical por Blom ( 1 ) 
(foto 1 Ca). Según estudios de F awcett ( 2) las membra-



nas interna y externa representan la pared de la vesícula 
acrosómica. presente durante la espermatogénesis, mien­
tras que la intermedia, homogénea y moderadamente den­
sa en electrones, es de origen acrosómico. 

ca fijacion con el tetróxido de osmio dio excelentes re'.'." . 
sultados para la observación de las membranas celulares 
puesto que aparecen nítidamente contrastadas en finas lí­
neas intensamente oscuras y sobre un fondo bien claro, 
especialmente por la inclusión del tejido en epon. 

El capuchón postnuclear se extiende desde la base de 
la cabeza hasta el margen posterior del capuchón cefálico; 
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 está formada por el com­
plejo filamento axial (foto 4 Cfa), que se extiende desde 
el cuello hasta la pieza terminal; presenta una disposición 
similar a la de los cilios y flagelos incluyendo, del centro 
a la periferia, dos delgados túbulos 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 relación 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 más corta de la cola; está 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 Flt). Estas fibras laminares son las placas 
de implantación, que están limitadas en su parte anterior 
por una sección modificada de la membrana nuclear; la 
placa basal (foto 2 Pb). 

La pieza media está caracterizada por la capa de mito· 
condrias o hélice mitocondrial (foto 2 Hm). Esta hélice 
está formada por aproximadamente 65 a 7 5 vueltas des-
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dé él cuello hasta el anillo de J en sen y están· enredadas al 
eje-central (8). 

La pieza principal es la parte más larga del esperma­
tozoide. Está rodeada por una envoltura fibrosa que reem­
plaza a la capa mitocondrial. Esta envoltura está 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 desaparición gradual de las estructuras que forman la 
pieza principal, quedando sólo las fibras burdas más grue­
sas, la doble serie de fibrillas periféricas y el par central. 
Sólo la membrana celular rodea los filamentos restan­
tes ( 4). 

Es necesario hacer un gran número de preparaciones 
para poder observar todas las estructuras espermáticas, ya 
que los planos de corte se presentan completamente al 
azar con la técnica seguida. 
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IV. CONCLUSIONES 

La técnica descrita, de fijación e inclusión. de c~l~las eri 

agar, es útil para el estudio de la ultraes~fÚ~ttl~~ 'd~f ~s2 
permatozoide bovino. .· ·>·}r,?}_·L?}'{": .. 

Con las técnicas empleadas s.e logra JI1~ctil1ci6n ade­

cuada para la observación de la ultraestructura de Jos es­

permatozoides. 
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