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Abstract: Ultrastructures spermatozoa taken from the seminiferous tubules of rat testes (Rattus norvegicus) 
were observed under transmission electron microscopy, using the techniques of ultrathin sections, 
microspeading specimens and replicas. The heads of isolated spermatozoa were of homogeneously high 
electron density, and had a slight1y curved end; in longitudinal sections these zones were composed of a 
co mpact homogeneous DNA, covered by a nuclear envelop, cell membrane and small amounts of acrosomal 
material. The middle piece contained the modified centriols in the junction zone and flagelal microtubules. In 
transverse sections as well as in replicas, this region oonsisted of 10 pairs of microtubules and 9 dense fibers 
surrounded circularly by the mitochondria (mitochondrial sheath). 

La ultraestructura del espennatozoide ma
duro y durante la espenniogénesis ha · sido 
estudiada en diferentes especies mediante la 
utilización de las técnicas de secciones fmas y 
microscopia electrónica de barrido. (Fawcett 
1 956; Fawcett e Ito 1 965 ; Bedford 1 966; 1 973;  
Pedersen 1 979 ; Holstein 1 977; Vreña y Mala
vasi 1978). En el presente trabajo se hace un 
estudio ultraestructural de la superficie y del 
interior del espennatozoide de rata (Rattus 
norvegicus), mediante la aplicación de dos 
nuevas técnicas de transmisión (Microextendi
dos: Solari 1979; Réplicas: Akahori 1 983), 
que permiten obtener infonnación morfológica 
superficial con microscopía electrónica de alta 
resolución como lo es la de transmisión. 

MATERIAL Y METODOS 

En las observaciones ultraestructurales del 
espennatozoide fueron usadas las siguientes 
técnicas para microscopía electrónica de trans
misión: 
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Secciones fmas: Pequeñas piezas de testículo 
de Rattus norvegicus, fueron cortadas y someti
das a una primera fijación con una solución de 
glutaraldehído al 2.5% en un amortiguador de 
fosfatos O.IM y pH7.00 por dos horas a 4 Oc. 
Después de lavadas las piezas de tejido con 
amortiguador, se sometieron a �a segunda 
fijación con tetróxido de osmio al 1% en 
amortiguador de fosfatos. El tejido fue embebi
do en resina Taab (fórmula Spurr) y cortado en 
secciones de color plateado y teñidas con 
acetato de uranilo y citrato de plomo. La 
revisión de las secciones se hizo con el micros
copio electrónico Hitachi, modelo HU-12A. 

Técnica de microextendido: Los microex
tendidos fueron hechos con la técnica para 
extendidos de espennatocitos de mamíferos 
(Moses 1977), modificada por Solari ( 1977). Se 
hace una suspensión de células del tubo seminí
fero en medio de cultivo mínimo de Eagle. Se 
toma una gota de suspensión de células y se 
coloca en la superficie de una solución del NaCl 
al 4.5%. Los núcleos extendidos sobre la super-
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Fig. 1 .  Espermatozoide de Rattus norvegicus con la 
técnica de microextendidos. C: cabeza; vm: vaina 
mitocondrial; PP: pieza principal; pf: pieza de la oola. 
6.000X. 

ficie son recogidos con una rejilla con mem
brana y colocados en paraformaldehído al 4% 
en amortiguador de borato de Na a pH 8,2 
durante 10 minutos. Se coloca la rejilla en 
photoflo al 0.4% y pH 8,2 por 10 segundos y se 
seca con papel. Las rejillas fueron teñidas 
con ácido fosfotúngstico al 4% en agua por un 
minuto y lavadas en alcohol de 950 durante 1 0  
segundos. Las células fueron fotografiadas con 
el microscopio electrónico Hitachi, modelo 
HU-1 2A.  

Técnica de réplica: Las réplicas fueron he
chas con la técnica del Dr. Akahori (comuni
cación personal, 1983).  Una gota de suspensión 
de Gélulas del tubo seminífero fue colocada en 
un portaobjetos y secada con el secador de 
punto crítico UCP- l .  Las células fueron cubier
tas con una capa de platino y carbón en el 
evaporador al vacío HUS-5 a un ángulo de 200 
con rotación de la muestra y a 10-6 torr de 
vacío. Las células se cubren con cemento 
plástico instantáneo ("Cemedine-C") y cuando 
éste está seco se separa del vidrio y se digiere la 
materia orgánica en hipoclorito de NaT durante 
1 5  minutos. Luego se seca y se cubre con una 

O. 4uM 
Fig. 2. Secciones longitudinales de la cabeza, centrÍo
los y vaina mitooondrial del espermatozoide de Rattus 
norvegicus. C: cabeza; ce: centrÍolos: m: mito 00 n
drias. 25.000X. 
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Fig. 3 .  Réplica de la cabeza de un espermatozoide de 
Rattus. norvegicus. C: cabeza. 1 2.500X. 

capa de carbón en el HUS-5 por el lado de la 
réplica. Se coloca en acetona para eliminar la 
capa de cemento y se lava la réplica con H20 
destilada y se recoge en una rejilla. Las réplicas 
fueron revisadas en un microscopio electrónico 
Hitachi, modelo HU- 1 2A ,  con el cual se toma
ron las micrografías electrónicas. 

RESULTADOS 

Cabeza del espermatozoide: En las secciones 
longitudinales la cabeza se observa de forma 
alargada con una pequeña curvatura en el 
extremo distal. ' El ADN es muy compacto, 
homogéneo y de gran densidad electrónica; está 
cubierto por las membranas nuclear, celular y 
material acrosómico (F igs. 2a, 2b). En los 
espermatozoides aislados y extendidos. La cabe
za presenta gran densidad electrónica, muy ho
mogénea y ligeramente curva en el extremo distal 
(Fig. 1) .  En las réplicas de la cabeza se observa 
una superficie homogénea y la curvatura del 

Fig. 4. Réplica de la cabeza de un espermatozoide de 
Rattus norvegicus. C: cabeza. 1 2.000X. 

extremo distal se caracteriza perfectamente 
(Figs. 3 ,4). 

Pieza media: En las secciones longitudinales 
de la pieza media se observa: los centríolos de 
gran densidad electrónica y modificados en la 
pieza de unión a la cabeza y en los microtúbu
los del flagelo. Las mitocondrias se ordenan en 
una capa que rodea las fibras densas y los 
microtúbulos del flagelo (Figs. 2a, 2b, 5 , 6). En 
las secciones transversales y en ias réplicas de 
éstas a nivel de la vaina mictocondrial se 
observan dos microtúbulos centrales, rodeados 
de 9 pares de microtúbulos y 9 fibras muy 
gruesas. Una mono capa de mitocondrias rodea 
el exterior de las fibras densas y una pequeña 
cantidad de citoplasma separa las mictocondrias 
de la membrana citoplasmática (Figs. 5a, 5b). 

Segmento final de la cola: En secciones 
transversales del segmento fmal de la cola se 
observa: membrana celular, citoplasma y micro
túbulos. Los microtúbulos conservan el arreglo 
de dos centrales y nueve pares que los rodean 
en disposición circular (F ig. 5b). La réplica de 
la superficie externa de esta zona de la cola 
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Fig. 5. Réplica de secciones transversales a nivel de la vaina mitocondrial de espermatozoides de Rattus norvegicus. 
F :  filamentos densos, M:  mitocondrias. 27.000X. 

Fig. 6. Dos secciones transversales a nivel de la vaina mitocondrial en espermatozoides de Rattu s norvegicus. M: 
mitocondrias; F: filamentos; mt : microtúbulos. 36.000X. 

indica que la membrana celular presenta depre
siones en forma de anillos (Figs. 7b, 7c). 

DlSCUSION 

Nuestros resultados demuestran que median
te la aplicación de las técnicas de microexten
didos, réplicas y secciones fmas, se puede 
obtener información ultraestructural en la su
perficie e interior de la cabeza, cuello y piezas 
media, principal y fmal del espermatozoide con 
microscopía electrónica de transmisión. En este 
trabajo sólo se ruzo observaciones ultraestruc
turales de la morfología externa e interna del 
espermatozoide tomado del tubo seminífero, 
pero la metodología aplicada puede ser muy 
útil en los estudios sobre maduración de los 
espermatozoides en la vía seminal. 

En varias especies se ha demostrado que los 

esperrnios adquieren gradualmente su total ca
pacidad fertilizante a medida que viajan por las 
vías espermáticas (Orgebin-Crist 1967; 1 969). 
Esta capacidad fecundante conil.iste en un com
plejo proceso que comprende cambios físi
co-morfológicos que corren paralelos a cambios 
fisiológicos y bioquímicos del gameto. De estos 
complejos fenómenos y en relación con la 
estructura fma ha sido parcialmente estudiado 
lo relativo a la evolución ultraestructural del 
aparato de Golgi y la formación del acrosoma 
en algunas especies (Fawcett y Hollenberg 
1 963 ; Holstein 1 977; Ureña y Malavasi 1978). 
Nuestras observaciones ultraestructurales del 
esperrnio tomado a nivel tubular indican que 
estas técnicas pueden ser de mucha utilidad en 
la caracterización de los cambios ultraestruc
turales durante la evolución morfológica de 
espermios normales y anormales en las diferen
tes zonas del epididimo y conducto deferente, 
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Fig. 7. Secciones longitudinales de la vaina mitocondrial del espermatozoide de Rattus norvegicus. F: fibra densa; m:  
mitocondria. 

Fig. 8. Réplicas' de varias zonas de la cola del espermatozoide de Rattus norvegicus. 8a. Réplica del final de la vaina 
mitocondrial (pieza media) e inicio de la pieza principal. 8b. Réplica de una zona de la pieza final. Vm: vaina mito
condrial, fVm: final de la vaina principal, pf: pieza final. 25.000X. 

que junto a estudios bioquímicos y fisiológicos 
pueden aportar nueva infonnación sobre fertili
dad e infertilidad en los machos incluyendo al 
hombre ayudando así en la comprensión de 
los complejos fenómenos de la fisiología de 
la fecundación. 

Finalmente nos parece de interés destacar el 
aporte de las técnicas de microextendidos y 
réplicas para microscopia electrónica de trans
misión en la descripción de los cambios ultraes
tructurales y citoquímicos superficiales del es
pennio durante el tránsito por las vías seminales 
y el eyaculado, que pennita hacer estudios 
topográficos de la superficie del espermatozoide 
como método de caracterización de los gametos 
de diferentes especies, relevante a estudios 
sistemáticos. 
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RESUMEN 

Se hizo un estudio ultraestructural del esper
matozoide de rata tomado del tubo seminífero, 
con microscopia electrónica de transmisión y 
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mediante la aplicación de las técnicas de: 
secciones finas, microextendidos y réplicas. Los 
espermatozoides aislados y extendidos, presen
tan una cabeza de gran densidad electrónica, 
muy homogénea y ligeramente curva en el 
extremo anterior; las secciones finas y longitu
dinales de esta zona corroboran lo compacto y 
homogéneo del ADN, cubierto por las mem
branas nuclear y celular y por una pequeña 
cantidad de material acrosómico. 

A nivel de la pieza media, se observó los 
centríolos modificados en la pieza de unión o la 
cabeza y en los microtúbulos del flagelo. En 
secciones transversales y réplicas de éstas a nivel 
de la vaina mitocondrial se observan los 1 0  
pares de microtúbulos y las 9 fibras densas, 
rodeadas por las mitocondtias que se disponen 
en forma circular. En el segmento fmal de la 
cola, los microtúbulos conservan el arreglo de 
dos centrales y 9 pares que los rodean. 
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