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FIGURES DE LA SOBRECOBERTA

FiGura 1. - Espermatozoide amb tres caps i la cua enrotllada.
- Espermatozoide con tres cabezas y la cola enrollada.
- Tricephalic spermatozoon with a coiled tasl.

FiGURa 2. - Seccid transversal de la pega principal de la cua de dos espermatozoides. Observeu en una de les cues I'abséncia de
la parella de microtibuls centrals.

- Seccidn transversal de la pieza principal de la cola de dos espermatozoides. Obsérvese en una de ellas la ausencia de la
pareja de microtibulos centrales.

- Cross-section of the principal piece of the tail of two spermatozoa. Note the absence of the central microtubule pair in one of
them.
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PROLEG

M’és molt plaent fer una breu presentacié d’aquesta obra que teniu a les mans. Morfologia espermatica en
porci és el resultat d’un treball de recerca molt acurat que, al llarg d’'una desena d’anys, s’ha dut a terme a la
Facultat de Ciéncies de la Universitat de Girona, sota la direccié del doctor Sergi Bonet.

Sergi Bonet és catedratic de Biologia Cel-lular de la Universitat de Girona, coordinador de la Seccié de
Biologia de la Reproduccié de la Societat Catalana de Biologia i, alhora, membre de la xarxa tematica de la
mateixa denominacié creada per la CIRIT (1994).

La ponencia del premi August Pi i Sunyer 1998, formada pels doctors Josep Egozcue i Cuixart, Jesds A.
Garcfa Sevilla i Jordi Sans i Sabrafen, va recomanar a la Seccié de Ciéncies Biologiques la publicacié d’un dels
treballs que s’hi varen presentar. La Seccié ho aprova al juliol de 1998 i els curadors de 'obra van demanar als
autors que remodelessin el treball per a convertir-lo en aquest Atles.

De la recerca dels gametes masculins del porci han sorgit dues tesis doctorals i un bon nombre de tre-
balls publicats en revistes de prestigi internacional, alguns dels quals trobareu referenciats en la bibliografia
d’aquesta obra.

Els qui emprem els microscopis optics i electronics en les seves diverses modalitats (transmissié i rastreig)
com a eina de recerca imprescindible donem una gran importancia a la metodologia utilitzada en la preparacié
de les mostres bioldgiques per fer-ne l'estudi.

Aixod determina que, davant un document grafic, microfotografia o electromicrografia, se’n faci automati-
cament una valoracié qualitativa exagerada pel no-expert en aquest ambit d’estudi. Efectivament, I'obtencié
d’una imatge “perfecta” depen de tants factors que cal espigolar molts documents per escollir-ne uns pocs de
valids per llur publicacié, tant des del punt de vista resolutiu com des del punt de vista informatiu i, fins i tot,
estetic.

Amb aquestes paraules vull destacar la qualitat iconografica d’aquesta obra i indicar al no-expert en ultra-
estructura cel-lular que les seccions ultrafines presentades en aquesta obra sén representatives de les diferents
orientacions dels talls, i permeten quantificar les anomalies morfoldgiques dels diferents compartiments cel-lu-
lars d’aquesta cel-lula tan altament especialitzada que és I'espermatozoide. I, amb aixo, es pot calibrar el grau
d’alteracions morfoldgiques que determinen les anomalies funcionals del gameta.

Els resultats obtinguts, de gran qualitat tots ells, varen ésser aconseguits emprant la infraestructura del
Servei de Microscopia Electronica de la Universitat Autdnoma de Barcelona i, posteriorment, els autors ja van
disposar d’una infraestructura propia: els Serveis Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona.

Existeixen pocs atles d’aquests tipus que compaginen les observacions amb el microscopi optic, el mi-
croscopi electronic de transmissié i el de rastreig. Recentment, va aparixer el d’Andolz i Bielsa (1995) sobre
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semen huma, perd no en conec cap sobre semen d’espécies d’interés ramader. Fa anys es va publicar un atles,
amb el qual vaig col-laborar, que estava totalment dedicar a la citologia i la histologia de I'aparell reproductor
masculi d’amfibis i reptils del Pais Basc (Arrayago i Bea, 1986). Aquest estudi, perd, va ser fet tinicament amb
el microscopi optic.

Morfologia espermatica en porci és, sens dubte, una obra que despertara I'interés als estudiosos del tema i,
també, a estudiants de facultats de Biologia, Medicina i Veterinaria que tinguin materies d’estudi optatives
referents a la biologia de la reproduccié.

Sense voler renunciar a res i donat el ventall de persones que potencialment poden interessar-se en aquesta
obra, es va decidir publicar-la en tres idiomes.

Desitjo que aquesta iniciativa sigui ben acollida per la nostra comunitat cientffica.

Mercé DurrorT i CoLL
Catedratica de Biologia Cel-lular de la Universitat de Barcelona
Membre de la Seccié de Cigncies Biologiques



INTRODUCCIO

La morfologia espermatica és un dels parimetres avaluats en les anilisis seminals rutinaries dels ejaculats de
mascles reproductors porcins. De fet, una analisi seminal completa inclou un conjunt molt ampli de proves (volum,
color, olor, viscositat, motilitat espermatica, concentraci6 espermatica, vitalitat espermatica, morfologia espermatica,
resisténcia osmotica, pH, activitat respiratoria, fndex de glucbdlisi, determinacié d’acrosina, determinacié d’ATP, test
de penetracié espermatica, etc.) i els seus valors ens indiquen la qualitat espermatica dels ejaculats.

La qualitat espermatica d’un ejaculat, definida pels resultats de les diverses proves practicades, ens indica
si el semen obtingut reuneix les caracterfstiques minimes requerides per poder ser utilitzat amb garanties
suficients per obtenir una bona fertilitat i prolificitat.

Pels centres d’inseminacié artificial i per a la majoria d’explotacions de seleccié i multiplicacié (en les quals
la inseminacié artificial, pels avantatges que ofereix respecte a la muntura natural, és una prictica cada cop més
estesa), 'avaluaci6 correcta de tots els parametres de I'analisi seminal és fonamental. De tots aquests parametres
que cal avaluar, una acurada anilisi de la morfologia espermatica ens pot suggerir, en alguns casos, quina ha
estat la causa que ha pogut originar una davallada de la qualitat espermatica i la fertilitat.

En aquest llibre s'aborden les diverses técniques que poden ser utilitzades per a 'analisi microscdpica de la morfo-
logia espermatica, aixf com les muiltiples morfologies espermatiques (agrupades per tipologies) presents en la fraccié
espermitica dels ejaculats de mascles reproductors porcins. No vol ser ni vol substituir cap dels excel-lents textos prictics
que hi ha en el mercat referents a I'analisi seminal i a les técniques d'inseminacié artificial. Es tracta d’un atles de
morfologia espermatica en porcf i d'un manual de les técniques per a Hur estudi que vol aprofundir en els coneixements
relatius a la morfologia espermatica normal i en les malformacions espermatiques presents en I'ejaculat.

Sovint es disposa de poques ocasions per poder arribar a un ampli col'lectiu de professionals i investigadors,
com és I'edicié d’un llibre, i fer-los coneixedors dels resultats obtinguts d’una dilatada i intensa recerca. Aquesta
oportunitat ens I'ha ofert I'Institut d’Estudis Catalans quan ens va encarregar aquesta obra i voldriem agrair-li la
sensibilitat que ha mostrat, en tot moment, al llarg de la seva edici6. Aixf mateix, vull agrair a la Fundacié Privada
Girona: Universitat i Futur el suport econdmic rebut per a la realitzacié de les microfotografies.

No vull desaprofitar aquesta excel-lent plataforma de comunicaci6 per agrair, molt especialment, a tres persones el
suport que m’han donat des dels inicis de la meva activitat universitaria. La Dra. Merct Durfort (catedritica de Biologia
Cel'lular de la Universitat de Barcelona), el Dr. Josep Egozcue (catedratic de Biologia Cel-lular de la Universitat Autono-
ma de Barcelona) i el Dr. Josep Maria Nadal (catedritic de Filologia Catalana de la Universitat de Girona) han estat en
tot moment una font inesgotable d’idees i bons consells. A tots tres amics, gricies, moltissimes gracies.

Dr. SErGl BONET MARULL
Girona, 23 de novembre de 1999






1. METODOLOGIA

Les mostres de semen utilitzades per a I'estudi morfologic amb el microscopi dptic i amb el microscopi
electronic provenen de la fraccié rica dels ejaculats de mascles reproductors porcins postpuberals. Els ejaculats
sobtenen pel metode de la ma enguantada (masturbacié manual amb guant de goma) a partir de mascles
muntats sobre un maniqui. Dels ejaculats obtinguts es menyspreen les fraccions preespermatica i postesperma-
tica i es guarda la fraccié espermatica (fracci6 rica en espermatozoides), préviament filtrada a través d’una gasa
a fi i efecte d’eliminar les masses gelatinoses procedents de la secreci6 de les glandules de Cowper.

La fracci6 espermatica s'ha de diluir 1/10 amb diluent MR-A i es pot emmagatzemar, per un perfode no
superior als tres dies, en flascons d’uns 80 ml a 15 °C.

1.1. PROTOCOL PER A LA PREPARACIO D’EXTENSIONS DE SEMEN TENYIDES AMB LA TECNICA
DE COLORACIO DE PAPANICOLAOU PER SER OBSERVADES AMB EL MICROSCOPI OPTIC
DE CAMP CLAR

Realitzeu extensions de semen a partir de la fraccié espermarica diluida i deixeu-les assecar a l'aire.
Fixeu les extensions en etanol absolut: éter etilic (v/v) durant 5 minuts.

Hidrateu amb etanol 80 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

Hidrateu amb etanol 70 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

Hidrateu amb etanol 50 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

Hidrateu amb aigua destillada; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

Tenyiu amb la solucié Papanicolaou nim. 1 (hematoxilina de Harris) durant 3 minuts.
Renteu amb aigua corrent durant 3 minuts.

Diferencieu amb etanol icid; realitzeu 2 immersions d’1 segon cadascuna.

Freneu la diferenciacié amb aigua corrent durant 3 minuts.

. Vireu 'hematoxilina amb aigua de Scott durant 4 minuts.

. Renteu amb aigua destil'lada; realitzeu 1 immersié d’1 segon.

. Deshidrateu amb etanol 50 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

. Deshidrateu amb etanol 70 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

. Deshidrateu amb etanol 80 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.

. Deshidrateu amb etanol 90 %; realitzeu 10 immersions d’l segon cadascuna.

. Tenyiu amb la solucié Papanicolaou nim. 2 (taronja G6) durant 2 minuts.

. Diferencieu amb etanol 95 %; realitzeu 10 immersions d’1 segon cadascuna.
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19.
20.
21.
22.
23.
24.

MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

Tenyiu amb la solucié Papanicolaou nim. 3 (EA-50) durant 5 minuts.

Diferencieu amb etanol 95 %; realitzeu 15 immersions d’1 segon cadascuna.

Deshidrateu amb etano! absolut durant 2 minuts.

Aclariu amb xilol durant 1 minut.

Aclariu novament amb xilol durant 1 minut.

Munteu amb un medi hidrdfob (ex: DPX, Entellan, Balsam del Canada, etc.) i colloqueu un cobreob-
jectes de 24 x 60 mm.

Les preparacions s'observen a 1.000x-1.200x.

REAcTIUS

Lestoig de les tres solucions de Papanicolaou es pot adquirir a diverses cases comercials (ex.: Merck).

e Ftanol acid

Etanol absolut 300 ml
Acid clorhidric concentrat

(HCD 2 ml
Aigua destillada 100 ml

* Aigua de Scott

Bicarbonat sodic

(NaHCO) 35¢
Sulfat de magnesi

MgSO, - 7H,0) 20,0 g
Aigua destillada 1.000 ml

RESULTATS

Aquesta coloracié permet distingir bé les cellules germinals dels diversos tipus de cellules somatiques
prcscnts en lCS extensions.

Regié acrosbmica rosa

Regi6 postacrosdbmica blau fosc

Cua rosa

Eritrocits taronja-vermell
CelHules acidofiles rosa

CeHules basbdfiles verd-blau
Leucdcits vermell pallid

1.2. PROTOCOL PER A LA PREPARACIO D’EXTENSIONS DE SEMEN TENYIDES AMB EL METO-
DE PANOPTIC RAPID PER SER OBSERVADES AMB EL. MICROSCOPI OPTIC DE CAMP CLAR

1. Realitzeu extensions de semen a partir de la fracci6 espermatica diluida i deixeu-les assecar a l'aire.
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2. Submergiu les extensions en el reactiu nim. 1 (solucié fixadora metilica de triarilmeta); realitzeu 5
immersions de 2 segons cadascuna. Escorreu 'excés de fixador abans d’aplicar-hi el reactiu segiient.

3. Submergiu les extensions en el reactiu nim. 2 (solucid colorant basofila de xanté, vermellosa); realitzeu
5 immersions de 2 segons cadascuna. Escorreu I'excés de colorant abans d’aplicar-hi el reactiu segiient.

4. Submergiu les extensions en el reactiu ndm. 3 (solucié colorant acidofila de tiazina, blavosa); realitzeu 5
immersions de 2 segons cadascuna. Escorreu I'excés de colorant.

5. Renteu les extensions amb aigua desionitzada i deixeu-les assecar a laire.

6. Munteu amb un medi hidrdfob (ex.: DPX, Entellan, Balsam del Canada, etc.) i colloqueu un cobre-
objectes de 24 x 60 mm.

Les preparacions s'observen a 1.000x-1.200x.

ReacTIUS

Lestoig dels tres reactius es pot adquirir a diverses cases comercials (ex.: Quick Panoptic —QCA, SA—,

Diff-Quik®, Hemacolor —Merck—).

RESULTATS

Aquesta coloracié permet distingir les diverses regions de I'espermatozoide.

Cap (acrosoma) blau pallid
Peca de connexié rosa

Pega intermedia violeta
Pega principal blau fosc

1.3. PROTOCOL PER A LA PREPARACIO DE MOSTRES DE SEMEN PER SER OBSERVADES
AMB EL MICROSCOPI OPTIC DE CONTRAST DE FASES POSITIVES O NEGATIVES, I DE
CONTRAST INTERFERENCIAL DE NOMARSKI

1. Colloqueu 1 ml de la fraccié espermatica diluida en un tub d’assaig.

2. Immobilitzeu els espermatozoides submergint el tub en aigua a 55-60 °C durant 5 minuts.

3. Dipositeu una petita gota de 'esperma diluit en un portaobjectes i munteu amb un cobreobjectes de
22 x 22 mm.

Les preparacions sobserven des dels 400x fins als 1.200x.

RESULTATS

La microscopia dptica de contrast de fases permet identificar els l{mits de les regions cefaliques, acrosdbmica
1 postacrosdmica, i de les peces segiients de I'espermatozoide: connexié, intermeédia, principal i terminal.

La microscopia dptica de contrast interferencial de Nomarski (DIC) permet identificar el relleu cellular i,
en aquest sentit, és idoni per a I'estudi de la forma plana del cap, de I'aspecte protuberant del segment acro-
somic apical i de la forma cilindrica de la cua.
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1.4.
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Si I'esperma diluit no ha estat préviament immobilitzat (pas nim. 2 del protocol), I'observacié de les
mostres permet examinar la motilitat espermatica.

Si es desitja obtenir un major contrast entre les estructures cel-lulars, les mostres han de ser préviament fixades
amb glutaraldehid al 2,5 % i postfixades amb tetradxid d’osmi a I'l % d’acord amb el procediment segiient:

1.

2.
3.

[}

oo

10.
11.

12.

Obteniu 1 ml de la fraccié espermatica i dipositeu-la en un tub d’assaig amb 9 ml de tampé fosfat de
Sorensen (0,16 M; pH 7,2) durant 10 minuts. Agiteu-ho suaument.

Centrifugueu durant 5 minuts a 1.200 rpm i descarteu el sobrenedant.

Fixeu el sediment amb 10 ml de glutaraldehid al 2,5 % en tampé fosfat de Sérensen (0,16 M; pH 7,2)
durant 1 hora a 4 °C. Agiteu-ho suaument.

. Centrifugueu durant 5 minuts a 1.200 rpm i descarteu el sobrenedant.
. Renteu el sediment amb 9 ml de tampé fosfat de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durant 10 minuts.

Agiteu-ho suaument.

. Centrifugueu durant 5 minuts a 1.200 rpm i descarteu el sobrenedant.
. Postfixeu el sediment amb 1 ml de tetradxid d’osmi a I'l % en tamp6 fosfat de Sérensen (0,16 M;

pH 7.2) durant 1 hora a 4 °C. Agiteu-ho suaument.

. Centrifugueu durant 5 minuts a 1.200 rpm i descarteu el sobrenedant.
. Renteu el sediment amb 9 ml de tampé fosfat de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durant 10 minuts.

Agiteu-ho suaument.

Centrifugueu durant 5 minuts a 1.200 rpm i descarteu el sobrenedant.

Afegiu 9 ml de tampé fosfat de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) i agiteu suaument per tal de resuspendre el
sediment.

Dipositeu una petita gota de I'esperma diluit en un portaobjectes i munteu amb un cobreobjectes de
22 x 22 mm.

Les preparacions s'observen entre 400x i 1.200x.

PROTOCOL PER A LA PREPARACIO DE MOSTRES DE SEMEN PER SER OBSERVADES AMB
EL MICROSCOPI ELECTRONIC DE RASTREIG

1.

MU

% N o

Colloqueu 1 mi de la fraccié espermatica diluida en un tub d’assaig i 9 ml de tampé fosfat de Sérensen
(0,16 M; pH 7,2). Agiteu-ho suaument durant 10 minuts.

Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.

Fixeu el sediment amb 10 ml de liquid de Karnovsky durant 1 hora a 4 °C. Agiteu-ho suaument.
Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.

Renteu el sediment amb 10 ml de tampé fosfat de Sorensen (0,16 M; pH 7,2) durant 10 minuts a 4 °C.
Agiteu-ho suaument.

Repetiu els passos nim. 4 i nim. 5 del protocol.

Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.

. Postfixeu el sediment amb 1 ml de tetradxid d’osmi a I'l % durant 15 minuts. Protegiu el tub d’assaig

de la llum i agiteu-lo suaument.

. Repetiu els passos nim. 4 i ndm. 5 del protocol.
10.
11.

Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.
Afegiu 10 ml d’aigua bidestillada i agiteu-ho suaument durant 10 minuts.
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13.
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.
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Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.

Deshidrateu el sediment amb 5 ml d’etanol al 30 % durant 10 minuts. Agiteu-ho suaument.
Centrifugueu durant 10 minuts a 1.800 rpm i descarteu el sobrenedant.

Repetiu els passos ndm. 13 i nim. 14 amb la serie alcohdlica segiient: etanol 50 %, etanol 70 %, etanol
90 %; etanol 96 % i 2 canvis d’etanol absolut.

Repetiu els passos nim. 13 i nim. 14 amb la serie d’infiltraci6 segiient: etanol absolut-acetat d’iscamil (2/1),
etanol absolut-acetat d’isoamil (1/1), etanol absolut-acetat d’isoamil (1/2) i 2 canvis d’acetat d’isoamil.
Resuspeneu les mostres en 5 ml d’acetat d’isoamil i dipositeu tres gotes de la suspensié sobre un filtre
de policarbonat (Nuclepore-Costar de 0,2 pm de diametre de porus, muntat sobre una capsula de
polietile de 8 mm de diametre; préviament s’ha retirat la base original de la cipsula).

Sotmeteu el conjunt a dessecacié mitjangant el métode de punt critic.

Retireu el filtre de la base de la cipsula i munteu-lo en un suport d’alumini o coure (ssub).
Merallitzeu les mostres amb una capa d’or-palladi d’uns 40-50 nm de gruix.

ReacTiUS

Tampé fosfat de Sérensen pH 7,2
Solucié A. Fosfat sodic, dibasic

(Na,HPO, - 2H,0) 11,876 g

Aigua destillada 1.000 ml
Solucié B. Fosfat potassic, monobasic

(KH,PO,) 9,08 g

Aigua destillada 1.000 ml

Barregeu 72,6 ml de la solucié A i enraseu fins a 100 ml amb la solucié B.

Liquid de Karnovsky
Dissoleu 1,2 g de paraformaldehid en 20 ml d’aigua destillada a 80 °C. Aclariu la solucié amb unes
gotes de NaOH 1N fins que quedi del tot transparent (de dues a tres gotes solen ser suficients).
Deixeu refredar i afegiu 15 ml de tampé fosfat de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) i 5 ml de gluta-
raldehid al 25 %.

Conserveu la mescla a 4 °C i utilitzeu-la abans de 24 hores.

¢ Tetradxid d’osmi a 'l %

Tetradxid d’osmi (OsO,) al 2 %

(en aigua destillada) 4 ml]
Tampé fosfat de Sorensen
(0,16M; pH 7,2) 4 ml

1.5. PROTOCOL PER A LA PREPARACIO DE MOSTRES DE SEMEN PER SER OBSERVADES AMB
EL MICROSCOPI ELECTRONIC DE TRANSMISSIO

1.

Seguiu les indicacions del protocol 1.4 (preparacié de mostres per a ser observades amb el microscopi
electronic de rastreig) des del pas nim. 1 fins al niim. 15. Agiteu el sediment dnicament en el pas nim. 1.



16

MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

. Resuspeneu el sediment en 1 ml d’etanol absolut i transferiu la suspensié a un tub eppendorf-

Centrifugueu a 1.800 rpm durant 10 minuts i descarteu el sobrenedant.

Embeveu el sediment en 1 ml d’etanol-Spurr (1/1) durant 60 minuts.

Centrifugueu a 1.800 rpm durant 10 minuts i descarteu el sobrenedant.

. Embeveu el sediment en 1ml de Spurr durant 12 hores (overnight) a 4 °C.

Centrifugueu a 1.800 rpm durant 5 minuts i descarteu el sobrenedant.

. Embeveu el sediment en 1 ml de Spurr durant 2 hores a 4 °C.

. Centrifugueu a 1.800 rpm durant 5 minuts i colloqueu el tub eppendorfa 60 °C durant unes 8-12
hores (overnighs).

. Procediu a 'obtencié de seccions fines d’uns 70-80 nm de gruix i dipositeu les seccions sobre reixetes
de coure (3 mm de didmetre). Deixeu assecar.

11. Contrasteu les seccions amb acetat d’uranil durant 7-8 minuts.

12. Renteu amb aigua bidestillada i deixeu-ho assecar.

13. Contrasteu novament les seccions amb la solucié de Reynolds durant 15 minuts en una atmosfera pobra en oxigen.

14. Renteu-ho amb aigua bidestillada i deixeu-ho assecar.

WENOV AN

—
o

ReacTiUS

* Resina Spurr
La resina Spurr s'obté barrejant quatre components que es poden adquirir a diverses cases co-
mercials.
La mescla ha de ser homogenia i, en conseqiiencia, la barreja caldra fer-la lentament (evitant la
formacié de bombolles) aproximadament durant una hora. Un cop elaborada hom pot conservar-la
a 4 °C durant una setmana.

Casa comercial Bio-Rad Taab

Components ERL: 23 ¢g ERL: 10g
NSA: 62g NSA: 26¢g
DER: l4g DER: 6g
DMAE: lg Sl 04¢g

e Acetat d’uranil
Solucié saturada d’acetat d’uranil en aigua bidestil-lada-acetona (1/1).

* Solucié de Reynolds
Nitrat de plom

Pb(NO,), 1,33 g
Citrat sddic, dibasic

Na,CH,O, - 2H,0 1,76 g
Aigua destillada i bullida 30 ml

Agiteu-ho durant 30 minuts i afegiu 8 ml de NaOH 1 N. Enraseu fins a 50 ml amb aigua destil-lada i
bullida. Conserveu la soluci6 a 4 °C i protegiu-la de la llum. El temps de conservacié és de 2-3 mesos.



2. LESPERMATOZOIDE MADUR

2.1. ESTRUCTURA I MORFOLOGIA EXTERNA

En un ejaculat normal de Sus domesticus hom pot trobar un percentatge d’entre el 80 % i el 95 % d’esperma-
tozoides madurs. Lespermatozoide madur de Sus domesticus és un gameta de 45 pm de longitud en que es
distingeixen tres parts: el cap, la pega de connexié o coll i la cua. La cua estd formada per tres peces: la intermedia
o mitocondrial, la principal i la terminal.

El cap és oval i pla. Les seves mesures sén: 7 pm de longitud, 3,7 pm d’amplada mixima i 0,4 pm de gruix.
Les dues cares del cap no sén iguals; mentre que una és plana, I'altra presenta una protuberancia apical en forma
de semilluna, d’uns 0,4 pm d’amplada, que s'estén pels marges del cap al llarg d’1,2 pm.

La pega de connexié o coll, de 0,7 pm de longitud per 0,5 pm de gruix, té forma conica amb la base més
ampla (1,3 pm) en contacte amb el cap, i la més estreta (0,6 pm) en contacte amb la pega intermedia. En la zona
més propera al cap hom pot observar una protuberancia anul'ar de 0,15 pm de diametre.

La cua té forma filamentosa i cilindrica. La pega intermedia té una longitud de 9 pm i un didmetre de 0,7 pm.
La pega principal t¢ una longitud de 26,2 pm i un didmetre de 0,4 pm i, finalment, la pega terminal té una longitud
de 2,2 pm i un didmetre de 0,2 pm.

2.2. ULTRAESTRUCTURA
2.2.1. EL car

En el cap de I'espermatozoide distingim les estructures segiients: I'acrosoma, la lamina densa postacrosd-
mica, I'espai subacrosdmic, el material fibrés perinuclear i el nucli.

L'acrosoma és una vesfcula que es disposa sobre el nucli en forma de caputxa i abasta el 80 % de la longitud
nuclear. Aquesta part del cap que conté 'acrosoma és coneguda com a regié acrosdbmica. La matriu de I’acro-
soma conté un material amorf, distribuit homogeniament. Es distingeixen tres segments acrosdmics: apical,
principal i equatorial. En aquest darrer segment, I'electrodensitat del contingut acrosdmic és lleugerament su-
perior a la dels dos primers segments.

El segment apical de I'acrosoma és la zona més dilatada de la vesfcula acrosdmica. Si bé la membrana
acrosdmica interna es disposa per sobre de 'embolcall nuclear, la membrana acrosdmica externa se situa di-
rectament per sota de la membrana plasmatica. Aquesta dilatacié vesicular no presenta el mateix desenvo-
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lupament en les dues cares del cap. En la cara no plana del cap, el segment apical arriba a uns 0,72 pm de
longitud per 270 nm de gruix maxim; i en la cara plana del cap, el segment apical assoleix uns 0,50 pm de
longitud per 100 nm de gruix maxim.

El segment principal té una longitud de 2,5 pm en la cara plana del cap i de 2,8 pm en I'altra cara; el gruix
d’aquest segment és d’'uns 80 nm aproximadament.

El segment equatorial té una longitud de 2,3 pm, un gruix de 40 nm en les dues cares del cap i un gruix
de 80 nm als costats del cap.

La lamina densa postacrosdmica es disposa parallela per sota de la membrana plasmatica, abasta el 20 %
de la longitud del nucli i coincideix amb la regi6 del nucli no coberta per la vesicula acrosdbmica. Aquesta regié
del cap, on es desenvolupa la lamina densa, és coneguda com a regié postacrosdbmica. Aquesta lamina, formada
per una capa homogenia de material fibrés i electrodens, presenta una longitud d’1,4 pm i un gruix de 25 nm.
La membrana plasmatica cobreix la vesicula acrosdmica i discorre estretament adherida a la lamina densa
postacrosdmica. La membrana plasmatica es desprén molt facilment de la membrana acrosdmica externa perd
es manté estretament unida a la lamina densa postacrosdmica.

Lespai subacrosdomic (o perinuclear) és I'espai existent entre el nucli i la membrana acrosdbmica interna o la
cara interna de la lamina densa postacrosdmica. Lespai subacrosdmic esti ocupat per una matriu poc clectrodensa
i un material fibrés perinuclear de major electrodensitat. Aquest espai es troba especialment desenvolupat en la
regi6 supranuclear, és a dir, per sota del segment apical de I'acrosoma. En aquesta regié, I'espai subacrosomic pren
forma conica, amb un diametre a la base de 80 nm i una algada de 120 nm. Al llarg del segment principal de
I'acrosoma i en les dues cares del cap, I'espai subacrosomic es redueix a 25 nm de gruix. Al llarg del segment
equatorial de I'acrosoma i en les dues cares del cap, I'espai subacrosdbmic augmenta fins a 40 nm de gruix i arriba
al desenvolupament maxim en la regié postacrosdbmica (70 nm). Lespai subacrosdmic augmenta considera-
blement en els costats del cap (70 nm) corresponents als segments principal i equatorial de la vesfcula acrosomica.
En els costats del cap corresponents a la regié postacrosdmica, I'espai subacrosdmic és practicament inexistent i es
produeix el contacte entre el material fibrés perinuclear i la laimina densa postacrosdbmica.

El material fibrés perinuclear (o subacrosdomic) es disposa formant una lamina electrodensa al voltant del
nucli i a una distancia d’aquest de 15 nm. El desenvolupament d’aquesta lamina és maxim en la regi6 posta-
crosdmica del cap i arriba a un gruix d’'uns 15 nm. En la regié acrosomica del cap, la lamina és més prima,
menys compacta i menys electrodensa.

El nucli conté una cromatina molt condensada i electrodensa. La longitud del nucli és de 6,6 pm i el gruix
varia en les dues regions del cap. En la regié acrosdmica, el gruix del nucli és de 220 nm i en la regié posta-
crosdbmica, de 320 nm aproximadament.

2.2.2. LA PECA DE CONNEXIO

La pega de connexi6 o coll de I'espermatozoide és la regi6é que abasta des de la base del nucli fins al primer
mitocondri de la pega intermedia. Al llarg del recorregut de la membrana plasmatica per la pega de connexi6 i
la regié postacrosdmica del cap, s'observa una lleugera escotadura circular just en el limit entre ambdues parts
del gameta. En la pega de connexié es distingeixen les estructures segiients: la placa basal, els cossos laminars,
el capitulum, les columnes segmentades, el cos basal i I'axonema.

La placa basal es troba situada a la base del nucli, i s'estén al llarg d’uns 0,6 pm, adherida a la membrana
externa de I'embolcall nuclear. La placa basal estd formada per un material electrodens, d’aspecte i gruix molt
semblants als de la lamina densa postacrosdmica (30 nm de gruix).
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Els cossos laminars procedeixen d’evaginacions molt pronunciades de I'embolcall nuclear que contenen
un espai nuclear lliure de cromatina. Aquestes evaginacions parteixen del perimetre de la base nuclear i seste-
nen al llarg d’1,2 pm fins als primers mitocondris de la beina mitocondrial de la pega intermedia. Els cossos
laminars es disposen com un cilindre, les parets del qual presenten un gruix de 150 nm.

El capitulum és una estructura arciforme que es disposa per sota i a uns 40 nm de la placa basal. Les
columnes segmentades parteixen dels extrems del capitulum i es dirigeixen cap a la pega intermedia. Aixf com
els cossos laminars de la pega de connexid es continuen amb la beina mitocondrial de la pega intermedia, les
columnes segmentades de la pega de connexié es continuen amb les fibres denses de la pega intermedia. El
capitulum i les columnes segmentades sén estructures electrodenses d’uns 130 nm de gruix.

Les columnes segmentades s'individualitzen en nombre de nou més enlla dels 0,3 pm de distancia del
capitulum. Al llarg dels primers 0,3 pm, les columnes segmentades es toquen entre si i, en consegii¢ncia, en
aquesta zona és més correcte referir-se a perllongaments del capitulum que a columnes propiament dites. Les
columnes segmentades, ja individualitzades, presenten forma cilfndrica i discorren al llarg d’uns 0,8 pm cap a la
pega intermedia, i engloben d’aquesta manera 'axonema en un espai cilindric d’uns 220 nm de diametre. Al llarg
de les columnes segmentades s’hi observen dos tipus d’estriacions transversals de disposicié periddica alterna, unes
més conspicues i les altres menys definides. La distancia entre dues estries conspicues consecutives és de 80 nm,
i entre una de conspfcua i la menys definida consecutiva és de 40 nm.

El cos basal es disposa a la base de la convexitat que defineixen el capitulum i les columnes segmen-
tades, és a dir, en un espai d’uns 220 nm de didmetre per 260 nm d’algada. Els triplets de microtibuls del
cos basal es disposen en petites depressions del capitulum. Aquestes depressions marquen els limits dels
esbossos de les columnes segmentades. El cos basal es disposa en un angle de 45° respecte a |'eix longi-
tudinal del gameta.

A partir del cos basal s'organitza un axonema que, travessant I'espai limitat per les columnes segmentades,
s'estendra al llarg de tota la cua de I'espermatozoide. Les nou columnes segmentades es disposen entre els cossos
laminars 1 els respectius nou doblets de microtibuls periférics de I'axonema.

2.2.3. LA PEGA INTERMEDIA

La pega intermedia de la cua de I'espermatozoide s'estén des de la part distal de la pea de connexié fins a
I'annulus (o anell de Jensen), un anell electrodens que marca el l{mit entre la pega intermedia i la pega principal.
En la pega intermedia es distingeixen les estructures segiients: 'axonema, la beina mitocondrial, les fibres
denses i els granuls periferics.

Laxonema ocupa I'eix central de la pea intermedia, presenta la f6rmula microtubular tfpica 9+2 i disposa
dels elements axonematics tipics (bragos de dineina, fibres de nexina, radis, pont i beina central). Els nou
doblets de microtibuls periferics es numeren de I'1 al 9 en el sentit de les agulles del rellotge, i el nimero 1 és
I"inic doblet situat en un pla perpendicular al dels dos microtibuls centrals. Caxonema s’estén al llarg de tota
la cua de 'espermatozoide i en travessa les tres peces (intermedia, principal i terminal).

Per sota de la membrana plasmatica trobem la beina mitocondrial, la qual estd formada per diversos
mitocondris allargats (150 nm de diametre) disposats 'un darrere I'altre helicoidalment al voltant de I'axo-
nema. Aquesta beina presenta un gruix d’uns 80 nm. La matriu mitocondrial és molt electrodensa i les crestes
es disposen parallelament a la doble membrana mitocondrial.

Les fibres denses sn estructures citoesquelétiques, filamentoses i electrodenses disposades entre la beina
mitocondrial i cadascun dels doblets de microtiibuls periferics de 'axonema. S’estenen al llarg de la pega
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intermedia i del primer terg de la pega principal. El gruix i el dixmetre sén maxims en la zona limit amb la pega
de connexié i es van reduint progressivament al llarg de les dues peces segiients.

Les fibres denses, numerades d’acord amb la seva associacié amb els doblets microtubulars de I'axonema,
presenten, en seccié transversal, una forma caracteristica. Totes elles tenen més o menys forma piramidal
truncada amb la base estreta dirigida cap als doblets microtubulars i amb la base ampla, de contorn curvilini,
dirigida cap a la beina mitocondrial. No totes les fibres denses presenten el mateix gruix ni el mateix diamerre.
En la zona proximal de la peca intermedia, les fibres nimero 1, 5 i 6 presenten un gruix mitja de 110 nm i
un diametre de 150 nm, i les fibres niimero 2, 3, 4, 7, 8 i 9 presenten un gruix mitja de 80 nm i un diametre
de 110 nm. En la zona distal de la pega intermédia, les fibres niimero 1, 5 i 6 presenten un gruix mitja de 160
nm i un diametre de 40 nm, i les fibres restants un gruix mitja de 70 nm i un diametre de 60 nm. Es a dir, les
fibres denses es van afinant al llarg del seu trajecte per la regié mitocondrial.

Els granuls periferics poden observar-se tinicament en la zona proximal de la pega intermedia, distribuits
entre les fibres denses. Es tracta de granuls electrodensos, d’uns 15 nm de diametre maxim, que van desapa-
reixent a mesura que les fibres denses arriben a la zona distal de la pega intermedia.

2.2.4. LA PECA PRINCIPAL

La pega principal és el segment més llarg de la cua de I'espermatozoide, s'estén des de I'annulus o anell de
Jensen fins a I'extrem proximal de la pega terminal. En la peca principal distingim les estructures caracte-
ristiques segiients: la beina fibrosa, les fibres denses, I'axonema i I'annulus o anell de Jensen.

La beina fibrosa de la pega principal presenta una electrodensitat molt elevada, i substitueix la beina
mitocondrial de la pega intermedia. La beina fibrosa esta formada per dos cixos longitudinals continus o
columnes (dorsal i ventral) coplanars amb la parella de microtibuls centrals que es troben units per una série
de costelles que formen circumferéncies distribuides regularment al voltant de la pega principal.

Els eixos o columnes fibroses es disposen entre la membrana plasmatica i les fibres denses niimero 3 i 8. El
gruix dels eixos és maxim (110 nm) en el primer ter¢ de la pega principal i, al llarg dels dos tergos segiients,
disminueix progressivament fins a equiparar-se al gruix de les costelles (75 nm). Al llarg del primer terg de la
peca principal, el gran desenvolupament dels eixos provoca la seva superposicié i fusié amb les fibres denses
nimero 3 i 8.

Ficura 1. Representacié esquematica de seccions longitudinals al nivell del cap, del coll i de la cua de I'espermatozoide de Sus
domesticus en que s'indiquen els principals components.

A. Cap: segments apical i principal de la regié acrosomica
ESA, espai subacrosdbmic; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli; P, plasmalemma; SA, segment apical de la vesicula
acrosdbmica; SP, segment principal de la vesicula acrosdmica

B. Cap: segment equatorial de la regié acrosdmica i regid postacrosomica
LD, lamina densa postacrosdomica; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli; P, plasmalemma; SE, segment equatorial de
la vesicula acrosdmica

C. Cap: regid postacrosdmica. Pega de connexid o coll
C, capitulum; CB, cos basal; CL, cossos laminars; CS, columnes segmentades; LD, lamina densa postacrosdbmica; MF,
material fibrés perinuclear; N, nucli; P, plasmalemma; PB, placa basal

D. Cua: peca intermedia o regié mitocondrial
A, axonema; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; P, plasmalemma

E. Cua: regié distal de la peca principal

A, axonema; BF, costelles de la beina fibrosa; P, plasmalemma
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Les fibres denses restants, que tinicament s'estenen al llarg del primer terg de la pega principal, disminuei-
xen progressivament de gruix fins a desapartixer. Els dos tergos posteriors de la pega principal es distingeixen
del primer terg per 'abséncia de fibres denses i perque el gruix dels eixos fibrosos s'iguala al de les costelles
fibroses (75 nm).

Lespai entre costella i costella és de 15 nm aproximadament, i el diametre, d’'uns 40 nm, es manté constant
al llarg de la pega principal. El gruix de les costelles, juntament amb el gruix dels eixos, es va reduint progressi-
vament a mesura que la beina fibrosa s'aproxima a la pega terminal.

Lannulus o anell de Jensen és una estructura electrodensa disposada per sota de la membrana plasmatica,
i en el limit entre la pega intermeédia i la pega principal. L'annulus esth en contacte amb el darrer mitocondri de
la beina mitocondrial i a uns 15 nm de les primeres costelles de la beina fibrosa. La membrana plasmatica
s'adhereix estretament a 'annulus, una estructura anul‘lar que separa la beina mitocondrial de la beina
fibrosa i que impedeix el pas dels mitocondris cap a la pega principal. T¢é un gruix d’uns 130 nm i un diame-
tre de 160 nm.

2.2.5. La PECA TERMINAL

La pega terminal és I'tltim i més curt segment de la cua de I'espermatozoide. En aquesta pega no hi ha cap
estructura citoesqueletica. La pega terminal estd formada, tinicament, per 'axonema envoltat per la membrana
plasmatica. La membrana plasmatica, que en altres peces de la cua descriu un contorn circular més o menys llis,
en aquesta darrera pega pren un aspecte fistonejat. Laxonema es desorganitza progressivament a mesura que
sallunya de la pega principal. Finalment, la desorganitzacié microtubular fard impossible distingir I'estructura
axonematica 9+2, i el microtdbul B de cada doblet periferic és I'element que desapareix en primer lloc.

FiGURA 2. Representacié esquematica de seccions transversals al nivell del cap i de la cua de I'espermatozoide de Sus domesticus en
que s'indiquen els principals components.

A. Cap: regid acrosdmica

MF, material fibrés perinuclear; N, nudli; P, plasmalemma; VA, vesfcula acrosdmica o acrosoma
B. Cap: regid postacrosomica

LD, lamina densa postacrosdbmica; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli; P, plasmalemma
C. Cua: pega intermedia o regid mitocondrial

A, axonema; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; P, plasmalemma
D. Cua: regid proximal de la pega principal

A, axonema; BF, beina fibrosa; FD, fibres denses; P, plasmalemma
E. Cua: regid medial de la peca principal

A, axonema; CF, eixos o columnes de la beina fibrosa; EF, costelles de la beina fibrosa; FD, fibres denses; P, plasmalemma
E Cua: regid distal de la peca principal

A, axonema; BF, beina fibrosa; P, plasmalemma
G. Cua: pega terminal

P, plasmalemma; A, axonema
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FiGura 2






3. ELS ESPERMATOZOIDES IMMADURS

En un ejaculat normal de Sus domesticus hom pot trobar un percentatge d’entre el 5 % i el 15 % d’esperma-
tozoides immadurs.

Lespermatozoide immadur presenta, respecte al madur, tres caracteristiques diferencials: la preséncia de la gota
citoplasmatica, el major desenvolupament de la protuberancia acrosdbmica apical i la major flexibilitat del cap.

La gota citoplasmatica, que engloba una petita part de la pega intermédia, esta formada per restes de cito-
plasma residual eliminat en les darreres etapes del procés espermiogenic. La gota té un diametre aproximat
d’1,5 pm i, generalment, conté un citoplasma poc electrodens i ric en vesfcules.

La pega intermedia pot quedar emplagada al centre de la gota citoplasmatica o bé quedar situada molt
desplagada respecte del centre de la gota citoplasmatica.

El nombre i el desenvolupament de les vesfcules augmenten a mesura que la gota citoplasmatica ocupa
posicions més distals de la peca intermedia. Hom pot observar dues modalitats vesiculars: les vesfcules limi-
tades per doble membrana i les vesfcules limitades per una tinica membrana. Les vesfcules de doble membrana
presenten una matriu clara i un diametre constant d’aproximadament 0,2 pm; provenen de cisternes del reticle
endoplasmatic llis que es tanquen sobre si mateixes i engloben material hialoplasmatic. Les vesfcules d’'una
tinica membrana, originades per dilatacions del reticle endoplasmatic, també contenen una matriu d’escassa
electrodensitat. Aquestes darreres vesfcules es fusionen les unes amb les altres i donen lloc a vesicules molt més
grans, de manera que el seu diametre és molt variable i oscilla entre 0,1 pm i 0,9 pm.

La gota citoplasmatica es pot trobar al nivell de la pega de connexié o a qualsevol nivell de la pega interme-
dia. La gota apareix en la peca de connexi6 i, desplagant-se al llarg de tota la longitud de la pega intermedia,
abandona I'espermatozoide just en el limit entre les peces intermeédia i principal. Hi ha dues posicions extremes
de la gota citoplasmatica: la proximal, quan ocupa la pega de connexié, i la distal, quan ocupa la zona de
I'annulus o anell de Jensen. Aixf doncs, tenint en compte aquest criteri hom pot distingir, basicament, dos tipus
d’espermatozoides immadurs: els espermatozoides amb gota citoplasmatica proximal i els espermatozoides
amb gota citoplasmatica distal.

Els espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica proximal s'originen en el testicle, i, al llarg del seu
trajecte per I'epididim, la gota citoplasmatica es desplaga fins a I'anell de Jensen. Una vegada els esperma-
tozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal arriben al cauda epididimari, perden la gota citoplasmatica
i prenen l'aspecte d’un espermatozoide madur. Aixi doncs, la major o menor preséncia a I'ejaculat de les
diverses tipologies d’espermatozoides immadurs ens permet congixer el grau en qué s’ha satisfet la maduracié
epididimaria de 'esperma.
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En els espermatozoides immadurs, la protuberancia acrosdbmica apical presenta un major desenvolupa-
ment que en els espermatozoides madurs. En 'espermatozoide madur 'amplada i la longitud externes de
la protuberancia apical sén de 400 nm i 1,2 pm, respectivament; i en I'espermatozoide immadur I'amplada i la
longitud externes d’aquesta protuberancia augmenten fins als 600 nm i 4,5 pm, respectivament.

El cap dels espermatozoides immadurs presenta major flexibilitat que el dels espermatozoides madurs. En
el cap dels espermatozoides immadurs és freqiient observar plegaments i deformacions de diversos tipus. Els
plegaments cefalics, més o menys intensos, es produeixen, generalment, a través d'un pla transversal i, més
rarament, a través d’un pla longitudinal frontal. La malformacié cefilica més habitual és la desviacié lateral de
la regié acrosdmica del cap respecte a I'eix longitudinal de la céllula.

Lespermatozoide immadur sol ser més fragil que I'espermatozoide madur, de forma que s’hi poden
observar fractures cefaliques (transversals o longitudinals) i de la cua.

Pel que fa a les gotes citoplasmatiques, hom pot observar formes andmales (ex.: gotes citoplasmatiques
molt voluminoses), posicions ectopiques (ex.: gotes al final de la pega principal) i anomalies numeriques (ex.:
dues gotes, una proximal i I'altra distal).



4. ELS ESPERMATOZOIDES ABERRANTS

4.1. MORFOLOGIA EXTERNA I CLASSIFICACIO

En un ejaculat normal de Sws domesticus hom pot trobar un percentatge d’entre I'l % i el 5 % d’esperma-
tozoides aberrants.

Malgrat que les malformacions dels espermatozoides es classifiquen considerant una estructura esperma-
tica aberrant, sovint en un espermatozoide hom pot trobar diverses estructures andmales. Aix{ la macrocefalia
o microcefalia, la preséncia de caps o cues supernumeraries, la major o menor longitud de les cues, les diverses
malformacions en la forma del cap, el doblegament o enrotllament de la cua, etc. poden ser malformacions
aparellades en un mateix espermatozoide aberrant. Tedricament podriem trobar tantes tipologies d’esperma-
tozoides aberrants com el resultat de combinar dos a dos les diverses malformacions possibles. De fet, a I'Atles
sovint podra observar-se espermatozoides aberrants que a més de la malformaci6 destacada presenten una altra
malformacié (ex.: espermatozoide aberrant amb el cap en forma de flama i la cua enrotllada). A fi i efecte
d’establir una metodologia en la descripcié de les diverses malformacions hom ha establert un criteri de classi-
ficaci6 de les malformacions cefaliques (de forma, de mida i de nombre) i de la cua (de forma o trajectdria, de
mida i de nombre) que, en molts casos, es presenten simultiniament.

D’acord amb la morfologia externa dels espermatozoides, les malformacions observades poden ser agrupa-
des en els tipus segiients:

Tipus de Tant per mil * Modalitat Tant per mil *
malformacié d'espermatozoides d'espermatozoides
aberrants amb aberrants amb
aquesta malformacié aquesta malformacid
Cefiliques De forma 10
o 15 De mida 3
del cap De nombre 2
De forma o trajectdria 25
De la cua 35 De mida 5
De nombre 5
Total 50

* Quan un espermatozoide presenta més d’'una malformacié, i, a efectes del cilcul dels percentatges,
es prioritza la malformacié que es troba més amunt del quadre.
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Les diverses malformacions presents a I'ejaculat poden ser també classificades, d’acord amb el lloc on s’han
originat, en primaries i secundaries. Les malformacions primaries sén aquelles desenvolupades en el testicle al
llarg de I'espermatogenesi o de I'espermiogénesi, i les malformacions secundaries sén aquelles desenvolupades
a I'epididim al llarg del procés de maduracié espermatica.

En general, les malformacions cefaliques solen tenir un origen primari, tot i que les de nombre poden
presentar també un origen secundari (ex.: aglutinacié espermatica). Les malformacions de mida i de nombre de
la cua presenten un origen primari i les malformacions de trajectoria de la cua presenten un origen secundari.

4.1.1. MALFORMACIONS QUE AFECTEN LA FORMA DEL CAP

Amb el microscopi optic hom pot observar espermatozoides amb formes cefaliques andmales, com ara cap
allargat, cap en forma de flama, cap oval i cap arrodonit. La major resolucié del microscopi electronic de
rastreig, si es compara amb la microscopia dptica convencional, permet precisar més detalls amb relaci6 a les
malformacions cefaliques que afecten la forma del cap.

Els espermatozoides amb el cap allargat poden ser de dos tipus: amb el cap cilindric i amb el cap pla. Els
del cap allargat i cilindric es caracteritzen per una cua d’ lmplantamé abaxial i una long}tud del cap d'uns 8 ym
i un diametre d’'uns 2,7 pm. Els espermatozoides de cap allargat i pla es caracteritzen per una implantacié
correcta de la cua i per una longitud del cap d'uns 9-10 pm i un diametre d’uns 3,5-4,1 pm.

Els espermatozoides amb el cap en forma de flama poden classificar-se, també, en dues tipologies: amb el
cap en forma de flama curta i amb el cap en forma de flama més llarga. En aquesta darrera tipologia, la part
cefalica més apical sol caracteritzar-se per la preséncia d’una protuberancia acrosdmica en forma de crater.

Els cspermatozoides amb el cap oval presenten, generalmem, una excrescéncia acrosbmica apical de desenvo-
lupament variable. Aixi mateix, hom pot distingir espermatozoides amb el cap en forma de pera caracteritzats per
I'escas desenvolupament de la regi6 cefalica acrosdmica i I'elevat desenvolupament de la regié postacrosomica.

Dins dels espermatozoides amb el cap arrodonit poden distingir-se diverses modalitats, des de caps globu-
lars fins a caps plans amb diverses formes d’arrodoniment.

4.1.2. MALFORMACIONS QUE AFECTEN LA MIDA DEL CAP

Distingim dues modalitats d’espermatozoides atenent la mida del cap: els espermatozoides macrocefalics
i els espermatozoides microcefalics.

Dins dels espermatozoides macrocefalics, o amb el cap gegant, distingim dues tipologies: els espermatozoides
amb una llargada del cap normal (7 pm) i amb una gran amplada (4,7 pm), i els espermatozoides amb un cap més
llarg (7,7 pm) i més ample (5,5 pm). En aquesta darrera tipologia els espermatozoides solen presentar dues cues.

Dins dels espermatozoides microcefalics, o amb el cap petit, distingim també dues tipologies: els esperma-
tozoides amb el cap d'una amplada normal i una llargada reduida (5,2 pm), i els espermatozoides amb un cap
més curt (4,5 pm) i més estret (2,4 pm).

4.1.3. MALFORMACIONS QUE AFECTEN EL NOMBRE DE CAPS
Els espermatozoides amb més d’un cap solen presentar tantes cues fusionades com caps i aquestes solen

presentar diversos graus d’enrotllament. Dins dels espermatozoides amb més d’un cap distingim els esperma-
tozoides amb dos caps i els espermatozoides amb tres caps.
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Els espermatozoides tricefalics solen caracteritzar-se per presentar una cua totalment enrotllada i tres caps
coplanaris disposats entre ells formant un angle no superior als 30°.

Els espermatozoides bicefalics solen caracteritzar-se per presentar la cua totalment o parcialment enrotllada
i dos caps que es disposen coplanaris o en plans encreuats. Quan tots dos caps sén coplanaris, entre ells es pot
formar un angle que va des dels 0° (caps superposats) fins als 180° (caps oposats). En aquest darrer cas, els caps
es toquen per les seves bases, o bé estan separats per 'enrotllament de la cua. Quan tots dos caps es disposen en
plans encreuats, aquests sén ortogonals. En general, tots dos caps solen ser plans i simplanten a 'extrem de la
pega de connexié. En alguns espermatozoides bicefalics, pero, es pot observar un cap pla i I'altre globular, i en
d’altres, un cap implantat a I'extrem de la pega de connexié i I'altre implantat sobre I'eix longitudinal d’aquesta
pega.

Laglutinacié cap-cap o cua-cua dels espermatozoides és un dels possibles origens dels espermatozoides
amb més d’un cap.

4.1.4. MALFORMACIONS QUE AFECTEN LA TRAJECTORIA DE LA CUA

Pel tipus de malformacié que afecta la trajectoria de la cua, hom pot distingir dos tipus d’espermatozoides:
els espermatozoides amb la cua doblegada i els espermatozoides amb la cua enrotllada.

Entre els espermatozoides amb la cua doblegada distingim si el doblegament té lloc a I'anell de Jensen o a
la pea intermedia. Entenem per doblegament vertader de la cua quan aquesta es doblega totalment, de manera
que les dues parts de la cua doblegada s6n antiparalleles. El doblegament més habitual es déna en espermato-
zoides immadurs amb gota citoplasmatica distal a nivell de I'anell de Jensen. La cua es doblega de forma que la
pega principal pren contacte i es fusiona, en primer lloc, amb la pega intermedia i, en segon lloc, amb la cara
plana del cap; finalment, la cua s’enrotlla i es fusiona, progressivament, amb el cap. Hom pot observar un
doblegament menys habitual que afecta la pega intermedia; es tracta d’espermatozoides immadurs que doble-
guen la seva cua i afecten, generalment, tota la pega intermedia. Pel gruix de la peca intermedia i el diametre de
la gota citoplasmatica, aquest doblegament sol ser molt aparent i, en alguns casos, amb el microscopi dptic es
podria arribar a confondre, per la seva mida i forma, amb un cap d’espermatozoide.

Els espermatozoides amb la cua enrotllada es caracteritzen per presentar la cua totalment o parcialment
enrotllada. La modalitat més caracteristica és la d’aquells espermatozoides en qué la cua déna voltes a
'entorn de la primera meitat de la peca intermédia. Dins d’aquesta modalitat distingim diverses tipologies
en consideracié a la disposicié que pren I'enrotllament respecte del cap, la mida i la forma d’aquest
enrotllament. La mida de I'enrotllament pot anar des d’aproximadament la meitat de la mida del cap fins a
una mida equivalent a la cefalica. Aquesta variabilitat en la mida de I'enrotllament depén de la intensitat de
Penrotllament i de la longitud de la cua enrotllada (si manca alguna pega de la cua o si alguna d’elles és més
curta, la mida de enrotllament serd menor). A més, els eixos majors de I'enrotllament i del cap poden
disposar-se formant un angle de 180°, 90° o 45°. Lenrotllament de la cua pot prendre una forma circular,
esferica, ovoidal o el-liptica. Una segona modalitat d’enrotllament de la cua és aquella en que la cua déna
voltes a 'entorn de la totalitat de la pega intermedia. En aquest cas, Penrotllament de la cua pren una forma
elliptica molt acusada. Leix major de Penrotllament i I'eix major del cap es poden disposar formant un
angle de 180°, 90° o 45°. Finalment, hom pot observar formes d’enrotllament de la cua més inusuals com,
per exemple, enrotllaments que afecten tnicament les peces principal i terminal, enrotllaments que afecten
només la pega terminal, enrotllaments que afecten la pega terminal i parcialment la pega principal, falsos
enrotllaments, etc.
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4.1.5. MALFORMACIONS QUE AFECTEN LA MIDA DE LA CUA

Dins d’aquest tipus de malformacié distingim dues modalitats: espermatozoides amb la cua llarga i amb

la cua curta.
3 - . -

Quan la cua de I'espermatozoide presenta una longitud superior a la normal, es deu normalment al fet que
la pega principal presenta una major longitud.

Quan la cua de I'espermatozoide presenta una longitud inferior a la normal, la causa sol ser I'abséncia
d’alguna pega o el menor desenvolupament d’alguna d’elles. Sovint la pega afectada sol ser la peca principal,
sigui per abséncia o per menor desenvolupament.

4.1.6. MALFORMACIONS QUE AFECTEN EL NOMBRE DE CUES

Dins d’aquest tipus de malformacié distingim dues modalitats: espermatozoides sense cua i esperma-
tozoides amb dues cues.

La primera d’aquestes tipologies es caracteritza per la preséncia a I'ejaculat de caps isolats. Cal assenyalar
que, sovint, la major part dels caps isolats trobats corresponen a fractures artefactuals del cap i de la cua. Per
aquest motiu el recompte real d’aquesta malformacié es fa a partir del recompte del nombre de caps isolats
menys el nombre de cues isolades. Aquestes formes artefactuals sén més freqiients a les vores de les extensions
de semen.

Els espermatozoides amb dues cues poden classificar-se atenent a si les dues cues presenten o no la mateixa
longitud, i si estan fusionades o no.

4.2. MORFOLOGIA INTERNA I CLASSIFICACIO

Els espermatozoides aberrants, atenent al tipus de malformacions estructurals observades, poden ser classifi-
cats en: 11, espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen; 2n, espermatozoides amb la cua enrot-
llada; 3r, espermatozoides amb dues cues; 4t, espermatozoides amb anomalies cefaliques; i 5¢, espermatozoides
amb anomalies a la cua.

4.2.1. ESPERMATOZOIDES AMB LA CUA DOBLEGADA PER L’ANELL DE JENSEN

Els espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen cimenten el doblegament amb la gota
citoplasmarica distal. Més enlla del domini de la gota citoplasmatica, la pega principal i la pega intermedia
discorren antiparal-leles. Les beines fibrosa i mitocondrial d’ambdues peces es toquen i, en la zona més pro-
ximal de la pega intermedia, la beina fibrosa provoca una lleugera deformacié de la beina mitocondrial. La
pega principal recorre la pega intermeédia i marca una trajectoria helicoidal que es posa de manifest observant
I'evolucié que segueix la relacié de doblets enfrontats entre les peces intermedia i principal. Al llarg de la
regi6 cefalica postacrosdmica, la pega principal es disposa entre el plasmalemma i la lamina densa posta-
crosdbmica; i, a la regié cefalica acrosdmica, la pega principal es disposa entre el plasmalemma i la vesicula
acrosdbmica.
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4.2.2. ESPERMATOZOIDES AMB LA CUA ENROTLLADA

Els espermatozoides amb la cua enrotllada presenten I'eix axonematic que descriu diverses circumvo-
lucions a I'interior d’'una massa citoplasmatica rica en elements vesiculars de doble membrana i en restes del
reticle endoplasmatic llis. La morfologia d’aquest citoplasma és molt semblant a la que presenta la gota cito-
plasmatica d’un espermatozoide immadur. Leix axonematic es disposa a la periféria de la massa citoplasmatica.
Hom pot observar figures cellulars degenerades caracteritzades per la plasmdlisi citoplasmatica i per I'abséncia
d’algunes estructures microtubulars dels eixos axonematics.

4.2.3. ESPERMATOZOIDES AMB DUES CUES

Es tracta d’espermatozoides amb dos eixos axonematics complets. Al llarg de tot el trajecte, els dos eixos
axonematics corren parallels. Depenent de la zona examinada, hom pot trobar que els dos eixos axonematics:
a) estan molt separats 'un de P'altre per una massa citoplasmatica molt desenvolupada; o 6) es troben en
contacte per les respectives beines mitocondrials o beines fibroses. El citoplasma residual, molt abundant des
de la pega de connexié fins a la zona medial de la pega intermedia, es redueix considerablement a mesura que
ens apropem a la zona distal de la pega intermedia.

4.2.4. ESPERMATOZOIDES AMB MALFORMACIONS CEFALIQUES

Dins d’aquesta modalitat d’espermatozoides hom pot trobar malformacions que afecten els diversos segments
de I'acrosoma, malformacions presents a la regié cefalica postacrosdmica i malformacions nuclears.

El segment apical de I'acrosoma pot presentar diverses malformacions: elevat o escis desenvolupament,
formes i distribucions andmales, vesiculitzacié interna i matriu acrosdmica heterogenia. El segment principal
de I'acrosoma pot presentar les malformacions segiients: dilatacié de la vesfcula acrosdmica, escassa electro-
densitat de la matriu i vesiculitzacié. En el segment equatorial de 'acrosoma s’hi poden observar també diverses
malformacions: elevat desenvolupament de I'espai subacrosdmic, i dilatacié i fistonejat dels extrems laterals de
la vesicula acrosdbmica.

A la regié postacrosdbmica hom pot trobar major o menor desenvolupament de fibres de mielina entre la
lamina densa postacrosdmica i el material fibrés perinuclear.

Les malformacions nuclears més caracteristiques solen ser les invaginacions de 'embolcall nuclear i els
vactols nuclears. Tot i aix{, hom pot observar també altres malformacions nuclears (nuclis doblegats per un eix
longitudinal o per un eix transversal) seguides de malformacions acrosdmiques (generalment, vesiculitzacié o
plasmolisi).

4.2.5. ESPERMATOZOIDES AMB MALFORMACIONS A LA CUA

Dins d’aquesta categoria de malformacions hom pot distingir aquelles que afecten I'estructura axone-
matica, la beina mitocondrial i el citoplasma perimitocondrial.

S’observen cinc modalitats d’anomalies axonematiques per abséncia d’elements microtubulars: abséncia
dels doblets periferics (6, 8, 9, 1 5 i 6) i abséncia de la parella de microtibuls centrals. A més, també es pot
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observar la desorganitzacié general i la deformacié de I'estructura axonematica per la preséncia de vesicules,
més o menys desenvolupades, disposades entre la beina fibrosa i I'axonema.

Les dues principals anomalies de la beina mitocondrial s6n la tumefaccié mitocondrial i la disposicié irre-
gular dels mitocondris de la beina. La tumefaccié mitocondrial afecta, generalment, els primers mitocondris de
la beina mitocondrial. Es tracta de mitocondris d’un diametre fins a cinc vegades superior al diametre dels
mitocondris normals de la beina. Aquests mitocondris es caracteritzen per presentar una matriu molt clara i
abséncia de crestes mitocondrials. La membrana mitocondrial interna no emet crestes i corre parallela a la
membrana mitocondrial externa. Una altra modificacié de la beina mitocondrial consisteix en la distribucié
anomala dels mitocondris de la beina. En aquests casos, a més dels mitocondris de la beina, distribuits regu-
larment de forma helicoidal, apareixen mitocondris supernumeraris afegits externament a la beina que deter-
minen una lleugera deformacié del perimetre circular de la pega intermedia. La beina, mitocondrial, a vegades,
pot presentar un gruix reduit i un contorn fistonejat.

Pel que fa al citoplasma perimitocondrial destaquen diverses malformacions. Hom pot trobar vesicu-
litzacié periferica a la pega de connexié i a qualsevol algada de les dues primeres peces de la cua de I'esperma-
tozoide. Les vesicules es disposen a la periferia i alteren el perimetre circular de la cua. El desenvolupament de
la vesicula és major a mesura que es va desplagant des de la pega de connexié fins a la pega principal. A la pega
de connexid, la vesicula (d’uns 0,30 pm de diametre) es disposa entre els cossos laminars i el plasmalemma. A
la pega intermedia, la vesicula (d’uns 0,35 pm de diametre) es disposa entre la beina mitocondrial i el plasma-
lemma i provoca una profunda deformacié dels mitocondris de la beina. A la pega principal, la vesicula (d'uns
0,40 pm de diametre) es disposa entre la beina fibrosa i el plasmalemma i no provoca deformacions importants
a les costelles de la beina fibrosa. Al nivell de la regié proximal de la pega principal es produeix la perdua de la
vesicula per constriccié a la seva base i posterior fusié del plasmalemma. Lorigen d’aquestes vesicules es pot
trobar en les grans vesfcules presents en la gota citoplasmatica dels espermatozoides immadurs o en les expansions
citoplasmatiques presents en les peces de connexi6 o intermedia d’alguns espermatozoides. El citoplasma resi-
dual apareix en la pega de connexié i en la pega intermedia de dues formes: @) com a expansions citoplasma-
tiques; i 4) com a pellicules citoplasmatiques perimitocondrials. Les expansions citoplasmatiques es disposen
a la base del cap, just en el limit entre la pega de connexi6 i la regi6 cefalica postacrosdmica. Es tracta d'evagi-
nacions citoplasmatiques digitiformes d’1 pm de longitud per 0,1 pm de didmetre ocupades per un citoplasma
homogeni lleugerament electrodens. Aquestes evaginacions poden encorbar-se fins a fusionar-se pel seu extrem
lliure amb la membrana plasmatica de la peca de connexié. Hom pot trobar, també, evaginacions citoplasma-
tiques fungiformes o digitiformes al nivell de la regié més distal de la pega intermedia. En aquests casos,
I'expansié6 citoplasmatica neix a partir d'una pellicula citoplasmatica perimitocondrial molt desenvolupada.



5. ALTRES CEL-LULES

5.1. LES CEL'LULES SOMATIQUES

Les cellules somatiques presents en I'ejaculat de mascles porcins sén esferiques i d’uns 12 pm de diametre.
Aquestes cel-lules sén poc freqiients i, algunes vegades, hom pot observar-les englobant la regié cefalica
d’espermatozoides immadurs, preferentment amb gota citoplasmatica distal.

Les caracterfstiques ultraestructurals d’aquestes cellules sén les propies de les cellules macrofagiques. S6n
cellules mononucleades perd amb un nucli profundament lobulat. El nucli conté cromatina finament granular
i unes masses heterocromatiques escasses, disperses pel nucleoplasma o associades a 'embolcall nuclear. El
nucléol és molt prominent i mostra clarament diferenciades la part fibrillar i granular. Aquesta morfologia
nuclear és propia de ctllules amb una activitat nuclear molt elevada. El citoplasma és molt abundant i ric en
vesfcules lisosdmiques i fagocitiques.

Aquestes cellules degeneren rapidament en 'ejaculat, i, en conseqiiencia, es poden observar cellules
somatiques caracteritzades per I'aspecte picnotic del nucli i 'aspecte plasmolisat del citoplasma.

5.2. LES CEL-'LULES PROCARIOTES

Les cellules procariotes sén poc abundants en I'ejaculat normal dels mascles porcins. Les céllules proca-
riotes presents a I'ejaculat sén, normalment, bacteris Gram negatius de forma bacil'lar. Larea nuclear destaca de
la resta del citoplasma per la seva baixa electrodensitat. La coberta bacteriana esta constituida per polisacarids.
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PROLOGO

Es un placer para mf hacer una breve presentacién de esta obra que tiene en sus manos. Morfologia espermd-
tica en porcino es el resultado de un trabajo de investigacion muy esmerado que, a lo largo de diez afios y bajo la
direccién del doctor Sergi Bonet, se ha desarrollado en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Girona.

Sergi Bonet es catedrdtico de Biologfa Celular de la Universidad de Girona, coordinador de la Seccién de
Biologfa de la Reproduccién de la Sociedad Catalana de Biologia y, al mismo tiempo, miembro de la red temd-
tica que lleva el mismo nombre creada por la CIRIT (1994).

La ponencia del premio August Pi i Sunyer 1998, formada por los doctores Josep Egozcue i Cuixart, Jests
A. Garcfa Sevilla y Jordi Sans i Sabrafen, recomendé a la Seccién de Ciencias Biolégicas la publicacién de uno
de los trabajos que se presentaron. La seccién lo aprobé en julio de 1998 y los curadores de la obra pidieron a
los autores que remodelaran el trabajo para convertirlo en el presente Atlas.

De la investigacién de los gametos masculinos del porcino han surgido dos tesis doctorales y un buen
nimero de trabajos publicados en revistas de prestigio internacional, algunos de los cuales aparecen refe-
renciados en la bibliografia de esta obra.

Los que utilizamos los microscopios épticos y electrénicos en sus diversas modalidades (transmisién y
rastreo) como herramienta de investigacién imprescindible conferimos una gran importancia a la metodologfa
utilizada en las preparacién de las muestras biolégicas para realizar un estudio de ellas.

Ello determina que, ante un documento gréfico, microfotografia o electromicrografia, se realice automd-
ticamente una valoracién cualitativa exagerada para el no experto en este dmbito de estudio. Efectivamente, la
obtencién de una imagen “perfecta” depende de tantos factores que se hace necesario espigar muchos docu-
mentos para escoger unos pocos que sean validos para su publicacién, tanto desde el punto de vista resolutivo
como desde el punto de vista informativo y, incluso, estético.

Con estas palabras quiero destacar la calidad iconogrifica de la presente obra, e indicar al no experto en
ultraestructura celular que las secciones ultrafinas presentadas en esta obra son representativas de las diferentes
orientaciones de los cortes y permiten cuantificar las anomalfas morfoldgicas de los diferentes compartimentos
celulares de esta célula tan altamente especializada que es el espermatozoide. Y, con ello, poder calibrar el grado
de alteraciones morfoldgicas que determinan las anomalfas funcionales del gameto.

Existen pocos atlas de este tipo que compaginen las observaciones con el microscopio 6ptico, el microsco-
pio electrénico de transmisién y el de rastreo. Recientemente aparecié el de Andolz y Bielsa (1995) sobre se-
men humano, pero no conozco ninguno sobre semen de especies de interés ganadero. Hace algunos afios se
publicé un altas, con el que colaboré, que estaba totalmente dedicado a la citologfa y la histologfa del aparato
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reproductor masculino de anfibios y reptiles del Pais Vasco (Arrayago y Bea, 1986). Este estudio, sin embargo,
se realizé dnicamente con el microscopio éptico.

Morfologia espermdtica en porcino es, sin duda, una obra que interesar4 a los estudiosos del tema y, también,
a estudiantes de aquellas facultades de Biologfa, Medicina y Veterinaria que tengan materias de estudio opta-
tivas referentes a la biologfa de la reproduccién.

Sin querer renunciar a nada y dado el abanico de personas que potencialmente pueden interesarse en esta
obra, se decidi6 publicarla en tres idiomas.

Deseo que esta iniciativa tenga buena acogida entre nuestra comunidad cientifica.

Merce¢ Durrorr i CoLL
Catedrdtica de Biologia Celular de la Universidad de Barcelona
Miembro de la Seccién de Ciencias Biolégicas



INTRODUCCION

La morfologia espermdtica es uno de los pardmetros evaluados en los andlisis seminales rutinarios de los
eyaculados de machos reproductores porcinos. De hecho, un anilisis seminal completo incluye un conjunto
muy amplio de pruebas (volumen, color, olor, viscosidad, motilidad espermdtica, concentracién espermdtica,
vitalidad espermdtica, morfologia espermdtica, resistencia osmética, pH, actividad respiratoria, indice de
glucélisis, determinacién de acrosina, determinacién de ATD, test de penetracién espermdtica, etc.) y sus valo-
res nos indican la calidad espermitica de los eyaculados.

La calidad espermdtica de un eyaculado, definida por los resultados de las diversas pruebas practicadas,
nos indica si el semen obtenido retine las caracterfsticas minimas requeridas para poder ser usado con garantias
suficientes de obtener una buena fertilidad y prolificidad.

Para los centros de inseminacién artificial y para la mayoria de explotaciones de seleccién y multiplicacién
(en las que la inseminacién artificial, por las ventajas que ofrece respecto a la monta natural, es una préctica
cada vez més extendida), la evaluacién correcta de todos los pardmetros del andlisis seminal es fundamental. De
todos estos pardmetros que se deben evaluar, un minucioso andlisis de la morfologfa espermdtica nos puede
sugerir, en algunos casos, cudl ha sido la causa que ha podido originar una disminucién de la calidad espermi-
tica y la fertilidad.

En este libro se abordan las diversas técnicas que pueden ser usadas para el andlisis microscépico de la
morfologia espermitica, asi como las miltiples morfologfas esperméticas (agrupadas por tipologfas) presentes
en la fraccién espermdtica de los eyaculados de machos reproductores porcinos. No pretende ser ni pretende
sustituir ninguno de los excelentes textos précticos que hay en el mercado referentes al andlisis seminal y a las
técnicas de inseminacién artificial. Se trata de un atlas de morfologfa espermdtica en porcino y de un manual
de las técnicas para su estudio que quiere profundizar en los conocimientos relativos a la morfologfa normal y
en las malformaciones espermdticas presentes en el eyaculado.

A menudo se dispone de pocas ocasiones para poder llegar a un amplio colectivo de profesionales e investi-
gadores, como es la edicién de un libro, y hacerles conocedores de los resultados obtenidos de una dilatada e
intensa investigacién. Esta oportunidad nos la ofrecid el Institut d’Estudis Catalans cuando nos encargé esta
obra y querrfamos agradecerle la sensibilidad que ha mostrado, en todo momento, a lo largo de su edicién.
Asimismo, quiero agradecer a la Fundacién Privada Girona: Universitat i Futur el apoyo econémico recibido
para la realizacién de las microfotografias.

No quiero desaprovechar esta excelente plataforma de comunicacién para agradecer, muy especialmente,
a tres personas el soporte que me han dado desde los inicios de mi actividad universitaria. La Dra. Mercé
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Durfort (catedrdtica de Biologfa Celular de la Universidad de Barcelona), el Dr. Josep Egozcue (catedrdtico de
Biologfa Celular de la Universidad Auténoma de Barcelona) y el Dr. Josep Maria Nadal (catedrdtico de Filolo-
gfa Catalana de la Universidad de Girona) han sido en todo momento una fuente inagotable de ideas y buenos
consejos. A los tres amigos, gracias, muchas gracias.

Dr. SErGI BONET MARULL
Girona, 23 de noviembre de 1999



1. METODOLOGIA

Las muestras de semen utilizadas para el estudio morfoldgico con el microscopio 6ptico y con el microscopio
electrénico provienen de la fraccidn rica de los eyaculados de verracos postpuberales. Los eyaculados se obtienen
por el método de la mano enguantada (masturbacién manual con guante de goma) a partir de machos montados
sobre un maniqui. De los eyaculados obtenidos se desprecian las fracciones preespermdtica y postespermdtica y se
guarda la fraccién espermdtica (fraccidn rica en espermatozoides) previamente filtrada a través de una gasa con la
finalidad de eliminar las masas gelatinosas procedentes de la secrecién de las glindulas de Cowper.

La fraccién espermdtica debe diluirse 1/10 con diluyente MR-A y se puede almacenar, por un periodo no
superior a los tres dfas, en frascos de unos 80 ml a 15 °C.

1.1. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE EXTENSIONES DE SEMEN TENIDAS CON LA
TECNICA DE COLORACION DE PAPANICOLAOU PARA SER OBSERVADAS CON EL MI-
CROSCOPIO OPTICO DE CAMPO CLARO

Realizar extensiones de semen a partir de la fraccién espermirica diluida y dejarlas secar al aire.
Fijar las extensiones con etanol absoluto: éter etilico (v/v) durante 5 minutos.
Hidratar con etanol 80 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

Hidratar con etanol 70 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

Hidratar con etanol 50 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

Hidratar con agua destilada; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

Teiiir con la solucién Papanicolaou n.° 1 (hematoxilina de Harris) durante 3 minutos.
Lavar con agua corriente durante 3 minutos.

Diferenciar con etanol 4cido; realizar 2 inmersiones de 1 segundo cada una.

Frenar la diferenciacién con agua corriente durante 3 minutos.

. Virar la hematoxilina con agua de Scott durante 4 minutos.

. Lavar con agua destilada; realizar 1 inmersi6én de 1 segundo.

Deshidratar con etanol 50 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

. Deshidratar con etanol 70 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

. Deshidratar con etanol 80 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

. Deshidratar con etanol 90 %; realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.
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Tenir con la solucién Papanicolaou n.© 2 (naranja G6) durante 2 minutos.

Diferenciar con etanol 95 %j realizar 10 inmersiones de 1 segundo cada una.

Tenir con la solucién Papanicolaou n.° 3 (EA-50) durante 5 minutos.

Diferenciar con etanol 95 %j realizar 15 inmersiones de 1 segundo cada una.

Deshidratar con etanol absoluto durante 2 minutos.

Aclarar con xileno durante 1 minuto.

Aclarar nuevamente con xileno durante 1 minuto.

Montar con un medio hidréfobo (p. ¢j., DPX, Entellan, Bilsamo del Canads, etc.) y colocar un cubre-

objetos de 24 x 60 mm.

Las preparaciones se observan a 1.000x-1.200x.

REACTIVOS

El kit de las tres soluciones de Papanicolaou se puede adquirir en diversas casas comerciales (p. ¢j., Merck).

¢ Eranol 4cido

Etanol absoluto 300 ml
Acido clorhidrico concentrado

(HCI) 2 ml
Agua destilada 100 ml

* Agua de Scott

Bicarbonato sédico

(NaHCO) 35¢g
Sulfato de magnesio
(MgSO, - 7H,0) 20,0 g
Agua destilada 1.000 ml
REsuLTADOS

Esta coloracién permite distinguir bien las células germinales de los diversos tipos de células somdticas
presentes en las extensiones.

Regién acrosémica rosa

Regién postacrosémica azul oscuro
Cola rosa
Eritrocitos naranja-rojo
Células acidéfilas rosa
Células basofilas verde-azul

Leucocitos rojo pilido
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1.2. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE EXTENSIONES DE SEMEN TENIDAS CON EL
METODO PANOPTICO RAPIDO PARA SER OBSERVADAS CON EL MICROSCOPIO OPTI-
CO DE CAMPO CLARO

Realizar extensiones de semen a partir de la fraccién espermdtica diluida y dejarlas secar al aire.

. Sumergir las extensiones en el reactivo n.° 1 (solucién fijadora metilica de triarilmetano); realizar 5
inmersiones de 2 segundos cada una. Eliminar el exceso de fijador antes de aplicar el siguiente reactivo.
Sumergir la extensiones en el reactivo n.° 2 (solucién colorante baséfila de xanteno, rojiza); realizar 5
inmersiones de 2 segundos cada una. Eliminar el exceso de colorante antes de aplicar el siguiente reactivo.
Sumergir las extensiones en el reactivo n.° 3 (solucién colorante acidéfila de tiazina, azulada); realizar
5 inmersiones de 2 segundos cada una.

Lavar las extensiones con agua desionizada y dejarlas secar al aire.

Montar con un medio hidréfobo (p. ¢j., DPX, Entellan, Bilsamo del Canadd, etc.) y colocar un cubre-
objetos de 24 x 60 mm.

Las preparaciones se observan a 1.000x-1.200x.

N —
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ReacTivos

El kit de los tres reactivos se puede adquirir en diversas casas comerciales (p. ¢j., Quick Panoptic —QCA,
S.A.— Diff-Quik®, Hemacolor —Merck—).

RESULTADOS

Esta coloracién permite distinguir las diversas regiones del espermatozoide:

Cabeza (acrosoma) azul pdlido
Pieza de conexién rosa

Pieza intermedia violeta
Pieza principal azul oscuro

1.3. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS DE SEMEN PARA SER OBSERVADAS
CON EL MICROSCOPIO OPTICO DE CONTRASTE DE FASES POSITIVAS O NEGATIVAS, Y
DE CONTRASTE INTERFERENCIAL DE NOMARSKI

1. Colocar 1 ml de la fraccién espermdtica diluida en un tubo de ensayo.

2. Inmovilizar los espermatozoides sumergiendo el tubo en agua a 55-60 °C durante 5 minutos.

3. Depositar una pequefia gota del esperma diluido en un portaobjetos y montar con un cubreobjetos de
22 x 22 mm.

Las preparaciones se observan desde los 400x hasta los 1.200x.

REsuLTADOS

La microscopfa éptica de contraste de fases permite identificar los l{mites de las regiones cefdlicas: acrosémica
y postacrosémica, y de las siguientes piezas del espermatozoide: conexién, intermedia, principal y terminal.



46

MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCINO

La microscopia dptica de contraste interferencial de Nomarski (DIC) permite identificar el relieve celular y,
en este sentido, es idoneo para el estudio de la forma llana de la cabeza, del aspecto protuberante del segmento
acrosémico apical y de la forma cilindrica de la cola.

Si el esperma diluido no ha sido previamente inmovilizado (paso n.° 2 del protocolo), la observacién de las
muestras permite examinar la motilidad espermdtica.

Si se desea obtener un mayor contraste entre las estructuras celulares, las muestras deben ser previamente fijadas
con glutaraldehido al 2,5 % y postfijadas con tetraéxido de osmio al 1 % de acuerdo con el procedimiento siguiente:

1

N

~ S

10.
11.
12.

Obtener 1 ml de la fraccién espermitica y depositarla en un tubo de ensayo con 9 ml de tampén fosfato
de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durante 10 minutos. Agitar suavemente.

. Centrifugar durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

2
3

Fijar el sedimento con 10 ml de glutaraldehido al 2,5 % en tampén fosfato de Sorensen (0,16 M; pH 7,2)

durante 1 hora a 4 °C. Agitar suavemente.

. Centrifugar durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
. Lavar el sedimento con 9 ml de tampén fosfato de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durante 10 minutos.

Agitar suavemente.

. Centrifugar durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
. Postfijar el sedimento con 1 ml de tetraéxido de osmio al 1 % en tampén fosfato de Sérensen (0,16 M;

pH 7,2) durante 1 hora a 4 °C. Agitar suavemente.

. Centrifugar durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
. Lavar el sedimento con 9 ml de tampén fosfato de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durante 10 minutos.

Agitar suavemente.

Centrifugar durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

Anadir 9 ml de tampén fosfato de Sérensen (0,16 M; pH 7,2). Agitar suavemente.

Depositar una pequefia gota del esperma diluido en un portaobjetos y montar con un cubreobjetos de
22 x 22 mm.

Las preparaciones se observan entre 400x y 1.200x.

1.4. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS DE SEMEN PARA SER OBSERVA-
DAS CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

1.

N S

(> =B =)

Colocar 1 ml de la fraccién espermdtica diluida en un tubo de ensayo y 9 ml de tampén fosfato de
Sorensen (0,16 M; pH 7,2). Agitar suavemente durante 10 minutos.

. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

. Fijar el sedimento con 10 ml de liquido de Karnovsky durante 1 hora a 4 °C. Agitar suavemente.

. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

. Lavar el sedimento con 10 ml de tampén fosfato de Sérensen (0,16 M; pH 7,2) durante 10 minutos a

4 °C. Agitar suavemente.

. Repetir los pasos n.° 4 y n.° 5 del protocolo.
. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
. Postfijar el sedimento con 1 ml de tetraéxido de osmio al 1 % durante 15 minutos. Proteger el tubo de

ensayo de la luz y agitar suavemente.

. Repetir los pasos n.° 4 y n.° 5 del protocolo.
. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
11.

Anadir 10 ml de agua bidestilada y agitar suavemente durante 10 minutos.



1.5.

METODOLOGIA 47

12. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

13. Deshidratar el sedimento con 5 ml de etanol 30 % durante 10 minutos. Agitar suavemente.

14. Centrifugar durante 10 minutos a 1.800 r.p.m. y descartar el sobrenadante.

15. Repetir los pasos n.° 13 y n.° 14 con la serie alcohdlica siguiente: etanol 50 %, etanol 70 %, etanol 90 %,
etanol 96 % y 2 cambios de etanol absoluto.

16. Repetir los pasos n.° 13 y n.° 14 con la serie de infiltracién siguiente: etanol absoluto-acetato de
isoamilo (2/1), etanol absoluto-acetato de isoamilo (1/1), etanol absoluto-acetato de isoamilo (1/2) y dos
cambios de acetato de isoamilo.

17. Resuspender la muestra en 5 ml de acetato de isoamilo y depositar tres gotas de la suspensién sobre un
filtro de policarbonato (Nuclepore-Costar de 0,2 pm de didmetro de poro, montado sobre la base de una
cdpsula de polietileno de 8 mm de didmetro; previamente se ha retirado la base original de la cdpsula).

18. Someter el conjunto a desecacién mediante el mérodo de punto critico.

19. Retirar el filtro de la base de la cdpsula y montarlo en un soporte de aluminio o cobre (stxb).

20. Metalizar con una capa de oro-paladio de unos 40-50 nm de grosor.

ReacTIVOS

* Tampén fosfato de Sérensen pH 7,2
Solucién A. Fosfato sédico, dibdsico

(Na,HPO, - 2H,0) 11,876 g

Agua destilada 1.000 ml
Solucién B. Fosfato potdsico, monobdsico

(KHZPO.g) 9,08 g

Agua destilada 1.000 ml

Mezclar 72,6 ml de la solucién A y enrasar hasta 100 ml con la solucién B.

* Liquido de Karnovsky
Disolver 1,2 g de paraformaldehido en 20 ml de agua destilada a 80 °C. Aclarar la solucién con unas
gotas de NaOH 1 N hasta quedar del todo transparente (de dos a tres gotas suelen ser suficientes).
Dejar enfriar y afiadir 15 ml de tampén fosfato de Sorensen (0,16 M; pH 7,2) y 5 ml de gluta-
raldehido al 25 %.

Conservar la mezcla a 4 °C y utilizarla antes de 24 horas.

¢ Tetraéxido de osmio al 1 %
Tetraéxido de osmio (OsO,) al 2 %

(en agua destilada) 4 ml
Tampén fosfato de Sorensen
(0,16 M; pH 7,2) 4 ml

PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS DE SEMEN PARA SER OBSERVA-
DAS CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

1. Seguir la indicaciones del protocolo 1.4 (preparacién de muestras para ser observadas con el microscopio
electrénico de barrido) desde el paso n.° 1 hasta el n.© 15. Agitar el sedimento dnicamente en el paso n.° 1.
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Resuspender el sedimento en 1 ml de etanol absoluto y transferir la suspensién a un tubo eppendorf.

Centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos y descartar el sobrenadante.

Embeber el sedimento en 1 ml de etanol-Spurr (1/1) durante 60 minutos.

Centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos y descartar el sobrenadante.

Embeber el sedimento en 1 ml de Spurr durante 12 horas (overnight) a 4 °C.

Centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 5 minutos y descartar el sobrenadante.

Embeber el sedimento en 1 ml de Spurr durante 2 horas a 4 °C.

Centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 5 minutos y colocar el tubo eppendorfa 60 °C durante unas 8-12

horas (overnight).

. Proceder a la obtencién de secciones finas de unos 70-80 nm de grosor y depositar las secciones sobre
rejillas de cobre (3 mm de didmetro). Dejar secar.

11. Contrastar las secciones con acetato de uranilo durante 7-8 minutos.

12. Lavar con agua bidestilada y dejar secar.

13. Contrastar nuevamente las secciones con la solucién de Reynolds durante 15 minutos en una atmds-

fera pobre en oxigeno.
14. Lavar con agua bidestilada y dejar secar.
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REacTIVOS

* Resina Spurr
La resina Spurr se obtiene mezclando cuatro componentes que se pueden adquirir en diversas casas
comerciales.
La mezcla tiene que ser homogénea y, en consecuencia, serd preciso hacerla lentamente (evitando la
formacién de burbujas) aproximadamente durante una hora. Una vez elaborada se puede conservar
a 4 °C durante una semana.

Casa comercial Bio-Rad Taab

Componentes ERL: 23¢g ERL: 10g
NSA: G2g NSA: 26g
DER: l4¢g DER: 6g
DMAE: lg ST 04¢g

» Acetato de uranilo
Solucién saturada de acetato de uranilo en agua bidestilada-acetona (1/1).

* Solucién de Reynolds
Nitrato de plomo

Pb(NO,), 1,33¢
Citrato sédico, dibdsico

Na,CH,0, - 2H,0 1,76 g
Agua destilada y hervida 30 ml

Agitar durante 30 minutos y afiadir 8 ml de NaOH 1 N. Enrasar hasta 50 ml con agua destilada y
hervida. Conservar la solucién a 4 °Cy protegertla de la luz. El tiempo de conservacién es de 2-3 meses.



2. EL ESPERMATOZOIDE MADURO

2.1. ESTRUCTURA Y MORFOLOGIA EXTERNA

En un eyaculado normal de Sus domesticus se puede encontrar un porcentaje de entre el 80 % y el 95 % de
espermatozoides maduros. El espermatozoide maduro de Sus domesticus es un gameto de 45 pm de longitud en
el que se distinguen tres partes: la cabeza, la pieza de conexién o cuello y la cola. La cola estd formada por tres
piezas: la intermedia o mitocondrial, la principal y la terminal.

La cabeza es oval y llana. Sus medidas son: 7 pm de longitud, 3,7 pm de anchura méxima y 0,4 pm de grosor.
Las dos caras de la cabeza no son iguales: mientras que una es llana, la otra presenta una protuberancia apical en forma
de semiluna, de unos 0,4 pm de ancho, que se extiende por los mdrgenes de la cabeza a lo largo de 1,2 pm.

La pieza de conexién o cuello, de 0,7 pm de longitud por 0,5 pm de grosor, tiene forma cénica con la base
mis ancha (1,3 pm) en contacto con la cabeza, y la més estrecha (0,6 pm) en contacto con la pieza intermedia. En
la zona mds cercana a la cabeza se puede observar una protuberancia anular de 0,15 pm de didmetro.

La cola tiene forma filamentosa y cilindrica. La pieza intermedia tiene una longitud de 9 pm y un didme-
tro de 0,7 um. La pieza principal tiene una longitud de 26,2 pm y un didmetro de 0,4 pm y, finalmente, la pieza
terminal tiene una longitud de 2,2 pm y un didmetro de 0,2 pm.

2.2. ULTRAESTRUCTURA
2.2.1. LA caBEzA

En la cabeza del espermatozoide distinguimos las estructuras siguientes: el acrosoma, la lémina densa
postacrosémica, el espacio subacrosémico, el material fibroso perinuclear y el nicleo.

El acrosoma es una vesicula que se dispone sobre el nicleo en forma de capuchén y cubre el 80 % de la
longitud nuclear. Esta parte de la cabeza que contiene el acrosoma es conocida como la regién acrosémica. La
matriz del acrosoma contiene un material amorfo, distribuido homogéneamente. Se distinguen tres segmentos
acrosémicos: apical, principal y ecuatorial. En este dltimo segmento la electrodensidad del contenido acrosé-
mico es ligeramente superior a la de los dos primeros segmentos.

El segmento apical del acrosoma es la zona mds dilatada de la vesicula acrosémica. Si bien la membrana
acrosémica interna se dispone por encima de la membrana nuclear, la membrana acrosémica externa se sitda
por debajo de la membrana plasmética. Esta dilatacién vesicular no presenta el mismo desarrollo en las dos
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caras de la cabeza. En la cara no llana de la cabeza, el segmento apical llega a tener unos 0,72 pm de longitud
por 270 nm de grosor mdximo y, en la cara llana de la cabeza, el segmento apical alcanza unos 0,50 pm de
longitud por 100 nm de grosor médximo.

El segmento principal tiene una longitud de 2,5 pm en la cara llana de la cabeza y de 2,8 pm en la otra cara;
el grosor de este segmento es de unos 80 nm aproximadamente.

El segmento ecuatorial tiene una longitud de unos 2,3 pm, un grosor de 40 nm en las dos caras de la cabeza
y un grosor de 80 nm a los lados de la cabeza.

La limina densa postacrosémica se dispone paralela por debajo de la membrana plasmitica, cubre ¢l 20 %
de la longitud del nicleo y coincide con la regién del niicleo no cubierta por la vesfcula acrosémica. Esta regién de
la cabeza, donde se desarrolla la limina densa, es conocida como la regién postacrosémica. Esta limina, forma-
da por una capa homogénea de material fibroso y electrodenso, presenta una longitud de 1,4 pm y un grosor
de 25 nm. La membrana plasmdtica cubre la vesfcula acrosémica y discurre estrechamente adherida a la limina
densa postacrosémica. La membrana plasmédtica se desprende muy ficilmente de la membrana acrosémica
externa pero se mantiene estrechamente unida a la limina densa postacrosémica.

El espacio subacrosémico (o perinuclear) es el espacio existente entre el niicleo y la membrana acrosémica
interna o la cara interna de la limina densa postacrosémica. El espacio subacrosémico estd ocupado por una
matriz poco electrodensa y un material fibroso perinuclear de mayor electrodensidad. Este espacio se encuentra
especialmente desarrollado en la regién supranuclear, es decir, por debajo del segmento apical del acrosoma. En
esta region, el espacio subacrosémico toma forma cénica, con un didmetro en la base de 80 nm y una altura de
120 nm. A lo largo del segmento principal del acrosoma y en las dos caras de la cabeza, el espacio subacrosé-
mico se reduce a 25 nm de grosor. A lo largo del segmento ecuatorial del acrosoma y en las dos caras de la cabeza,
el espacio subacrosémico aumenta hasta 40 nm de grosor y alcanza su desarrollo mdximo en la regién posta-
crosémica (70 nm). El espacio subacrosémico aumenta considerablemente en los lados de la cabeza (70 nm)
correspondientes a los segmentos principal y ecuatorial de la vesicula acrosémica. En los lados de la cabe-
za correspondientes a la regién postacrosémica, el espacio subacrosémico es précticamente inexistente y se
produce el contacto entre el material fibroso perinuclear y la ldmina densa postacrosémica.

El material fibroso perinuclear (o subacrosémico) se dispone formando una limina electrodensa alrededor
del nicleo y a una distancia de éste de 15 nm. El desarrollo de esta limina es mdximo en la regién posta-
crosémica de la cabeza y alcanza un grosor de unos 15 nm. En la regién acrosémica de la cabeza la ldmina es
mds delgada, menos compacta y menos electrodensa.

El nicleo contiene una cromatina muy condensada y electrodensa. La longitud del niicleo es de 6,6 pm y
el grosor varia en las dos regiones de la cabeza. En la regién acrosémica el grosor del niicleo es de 220 nm y en
la regién postacrosémica de 320 nm, aproximadamente.

2.2.2. LA PIEZA DE CONEXION

La pieza de conexién o cuello del espermatozoide es la regién que va desde la base del nicleo hasta la
primera mitocondria de la pieza intermedia. A lo largo del recorrido de la membrana plasmdtica por la pieza de
conexion y la regién postacrosémica de la cabeza, se observa una ligera escotadura circular justo en el limite
entre ambas partes del gameto. En la pieza de conexién se distinguen las estructuras siguientes: la placa basal,
los cuerpos laminares, el capitulum, las columnas segmentadas, el cuerpo basal y el axonema.

La placa basal se encuentra situada en la base del niicleo, y se extiende a lo largo de unos 0,6 pm, adherida
a la membrana externa de la membrana nuclear. La placa basal estd formada por un material electrodenso de
aspecto y grosor muy semejantes a los de la ldmina densa postacrosémica (30 nm de grosor).
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Los cuerpos laminares proceden de evaginaciones muy pronunciadas de la membrana nuclear que contie-
nen un espacio nuclear libre de cromatina. Estas evaginaciones parten del perimetro de la base nuclear y se
extienden a lo largo de 1,2 pm hasta las primeras mitocondrias de la vaina mitocondrial de la pieza intermedia.
Los cuerpos laminares se disponen como un cilindro, cuyas paredes presentan un grosor de 150 nm.

El capitulum es una estructura arciforme que se dispone por debajo y a unos 40 nm de la placa basal. Las
columnas segmentadas parten de los extremos del capitulum y se dirigen hacia la pieza intermedia. Asf como los
cuerpos laminares de la pieza de conexién se contintian con la vaina mitocondrial de la pieza intermedia, las
columnas segmentadas de la pieza de conexién se contintian con las fibras densas de la pieza intermedia. El
capitulum y las columnas segmentadas son estructuras electrodensas de unos 130 nm de grosor.

Las columnas segmentadas se individualizan en ndmero de nueve mis all4 de los 0,3 pm de distancia del
capitulum. A lo largo de los primeros 0,3 pm las columnas segmentadas se tocan entre si y, como consecuencia,
en esta zona es mds correcto referirse a las prolongaciones del capitulum que a las columnas propiamente
dichas. Las columnas segmentadas, ya individualizadas, presentan forma cilindrica y discurren a lo largo de unos
0,8 pm hacia la pieza intermedia, y engloban asf el axonema en un espacio cilindrico de unos 220 nm de di4-
metro. A lo largo de las columnas segmentadas se observan dos tipos de estriaciones transversales de disposicién
periédica alterna, unas mds conspicuas y las otras menos definidas. La distancia entre dos estrias conspicuas
consecutivas es de 80 nm, y entre una de conspicua y la menos definida consecutiva es de 40 nm.

El cuerpo basal se dispone en la base de la convexidad que definen el capitulum y las columnas segmentadas,
es decir, en un espacio de unos 220 nm de didmetro por 260 nm de altura. Los tripletes de microtdbulos del
cuerpo basal se disponen en pequefias depresiones del capitulum. Estas depresiones marcan los limites de los
esbozos de las columnas segmentadas. El cuerpo basal se dispone en un dngulo de 45° respecto al eje longitudi-
nal del gameto. A partir del cuerpo basal se organiza un axonema que, atravesando el espacio limitado por las
columnas segmentadas, se extenderd a lo largo de toda la cola del espermatozoide. Las nueve columnas segmenta-
das se disponen entre los cuerpos laminares y los respectivos nueve dobletes de microtiibulos periféricos del
axonema.

2.2.3. LA PIEZA INTERMEDIA

La pieza intermedia de la cola del espermatozoide se extiende desde la parte distal de la pieza de conexién
hasta el annulus (o anillo de Jensen), un anillo electrodenso que marca el limite entre la pieza intermedia y la
pieza principal. En la pieza intermedia se distinguen las estructuras siguientes: el axonema, la vaina mito-
condrial, las fibras densas y los grdnulos periféricos.

El axonema ocupa el eje central de la pieza intermedia, presenta la férmula microtubular 9+2 y dispone de
los elementos axonemdticos tipicos (brazos de dinefna, fibras de nexina, radios, puente y vaina central). Los
nueve dobletes de microtdbulos periféricos se numeran del 1 al 9 en el sentido de la agujas del reloj, y el nimero
1 es el dnico doblete situado en un plano perpendicular al de los dos microtiibulos centrales.

El axonema se extiende a lo largo de toda la cola del espermatozoide y atraviesa sus tres piezas (intermedia,
principal y terminal).

Por debajo de la membrana plasmitica encontramos la vaina mitocondrial, la cual est4 formada por diversas
mitocondrias alargadas (150 nm de didmetro) dispuestas una tras otra helicoidalmente alrededor del axonema.
Esta vaina presenta un grosor de unos 80 nm. La matriz mitocondrial es muy electrodensa y las crestas se disponen
paralelamente a la doble membrana mitocondrial.

Las fibras densas son estructuras citoesqueléticas, filamentosas y electrodensas dispuestas entre la vaina
mitocondrial y cada uno de los dobletes de microtibulos periféricos del axonema. Se extienden a lo largo de la
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pieza intermedia y del primer tercio de la pieza principal. El grosor y el didmetro son mdximos en la zona limite
con la pieza de conexién y se van reduciendo progresivamente a lo largo de las dos piezas siguientes. Las fibras
densas, numeradas de acuerdo con su asociacién con los dobletes microtubulares del axonema, presentan en
seccién transversal una forma caracteristica. Todas ellas tienen mds o menos forma piramidal truncada con la
base estrecha dirigida hacia los dobletes microtubulares y con la base ancha, de contorno curvilineo, dirigida
hacia la vaina mitocondrial. No todas las fibras densas presentan el mismo grosor ni el mismo didmetro. En la
zona proximal de la pieza intermedia, las fibras nimero 1, 5 y 6 presentan un grosor medio de 110 nm y un
didmetro de 150 nm, y las fibras nimero 2, 3, 4, 7, 8 y 9 presentan un grosor medio de 80 nm y un didmetro
de 110 nm. En la zona distal de la pieza intermedia, las fibras nimero 1, 5 y 6 presentan un grosor medio de
160 nm y un didmetro de 40 nm, y las fibras restantes un grosor medio de 70 nm y un didmetro de 60 nm. Es
decir, las fibras densas se van afinando a lo largo de su trayecto por la regién mitocondrial.

Los grinulos periféricos pueden observarse tinicamente en la zona proximal de la pieza intermedia, distri-
buidos entre las fibras densas. Se trata de granulos electrodensos, de unos 15 nm de didmetro médximo, que van
desapareciendo a medida que las fibras densas llegan a la zona distal de la pieza intermedia.

2.2.4. LA PIEZA PRINCIPAL

La pieza principal es el segmento mds largo de la cola del espermatozoide, se extiende desde el annulus o
anillo de Jensen hasta el extremo proximal de la pieza terminal. En la pieza principal distinguimos las siguientes
estructuras caracterfsticas: la vaina fibrosa, las fibras densas, el @nnulus o anillo de Jensen y el axonema.

La vaina fibrosa de la pieza principal presenta una electrodensidad muy elevada, y sustituye la vaina
mitocondrial de la pieza intermedia. La vaina fibrosa estd formada por dos ejes longitudinales continuos o
columnas (dorsal y ventral) coplanares con la pareja de microtibulos centrales, que se encuentran unidos por
una serie de costillas que forman circunferencias distribuidas regularmente alrededor de la pieza principal.

Los ejes o columnas fibrosas se disponen entre la membrana plasmitica y las fibras densas nimero 3 y 8.
El grosor de los ejes es mdximo (110 nm) en el primer tercio de la pieza principal y, a lo largo de los dos tercios
siguientes, disminuye progresivamente hasta equipararse al grosor de las costillas (75 nm). A lo largo del primer
tercio de la pieza principal, el gran desarrollo de los ejes provoca su superposicién y fusién con las fibras densas
nimero 3 y 8.

FiGURA 1. Representacién esquemdrica de secciones longitudinales a nivel de la cabeza, del cuello y de la cola del espermatozoide
de Sus domesticus en que se indican los principales componentes.

A. Cabeza: segmento apical y principal de la region acrosémica
ESA, espacio subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; N, niicleo; P, plasmalema; SA, segmento apical de la vesi-
cula acrosémica; SP, segmento principal de la vesicula acrosémica

B. Cabeza: segmento ecuatorial de la region acrosémica y regidn postacrosdmica
LD, limina densa postacrosémica; MF, material fibroso perinuclear; N, niicleo; P, plasmalema; SE, segmento ecuatorial de
la vesicula acrosémica

C. Cabeza: regién postacrosémica. Pieza de conexidn o cuello
C, capitulum; CB, cuerpo basal; CL, cuerpos laminares; CS, columnas segmentadas; LD, l4mina densa postacrosémica;
MF, material fibroso perinuclear; N, ndcleo; P, plasmalema; PB, placa basal

D. Cola: pieza intermedia o region mitocondrial
A, axonema; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas; P, plasmalema

E. Cola: regidn distal de la pieza principal
A, axonema; BF, costillas de la vaina fibrosa; P, plasmalema
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Las fibras densas restantes, que inicamente se extienden a lo largo del primer tercio de la pieza principal, dismi-
nuyen progresivamente de grosor hasta desaparecer. Los dos tercios posteriores de la pieza principal se distinguen del
primer tercio por la ausencia de fibras densas y porque el grosor de los ejes fibrosos se iguala al de las costillas fibrosas
(75 nm).

El espacio entre costilla y costilla es de 15 nm, aproximadamente, y el didmetro, de unos 40 nm, se man-
tiene constante a lo largo de la pieza principal. El grosor de las costillas, junto con el grosor de los ¢jes, se va
reduciendo progresivamente a medida que la vaina fibrosa se aproxima a la pieza terminal.

El annulus o anillo de Jensen es una estructura electrodensa dispuesta por debajo de la membrana plasma-
tica, y en el limite entre la pieza intermedia y la pieza principal. El annulus estd en contacto con la tltima
mitocondria de la vaina mitocondrial y a unos 15 nm de las primeras costillas de la vaina fibrosa. La membrana
plasmdtica se adhiere estrechamente al annulus, una estructura anular que separa la vaina mitocondrial de la
vaina fibrosa y que impide el paso de las mitocondrias de la vaina mitocondrial a la pieza principal. Esta estruc-
tura presenta un grosor de unos 130 nm y un didmetro de 160 nm.

2.2.5. LA PIEZA TERMINAL

La pieza terminal es el dltimo y mds corto segmento de la cola del espermatozoide. En esta picza no hay
ninguna estructura citoesquelética. La pieza terminal estd formada, dnicamente, por el axonema envuelto por
la membrana plasmdtica. La membrana plasmadtica, que en otras piezas de la cola describe un contorno circular
mds o0 menos liso, en esta pieza toma un aspecto festoneado. El axonema se desorganiza progresivamente a
medida que se aleja de la pieza principal. Finalmente, la desorganizacién microtubular hard imposible distin-
guir la estructura axonemdtica 9+2, y el microuibulo B de cada doblete periférico serd el elemento que desapa-
rece en primer lugar.

FIGURA 2. Representacién esquemdtica de secciones transversates a nivel de la cabeza y de la cola del espermatozoide de Sus do-
mesticus en que se indican los principales componentes.

A. Cabeza: region acrosémica

MF, material fibroso perinuclear; N, niicleo; P, plasmalema; VA, vesicula acrosémica o acrosoma
B. Cabeza: region postacrosémica

LD, limina densa postacrosémica; MF, material fibroso perinuclear; N, niicleo; P, plasmalema
C. Cola: pieza intermedia o region mitocondrial

A, axonema; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas; P, plasmalema
D. Cola: region proximal de la pieza principal

A, axonema; BF, vaina fibrosa; FD, fibras densas; P, plasmalema
E. Cola: region medial de la pieza principal

A, axonema; CF, ejes o columnas de la vaina fibrosa; EF, costillas de la vaina fibrosa; FD, fibras densas; P, plasmalema
E Cola: region distal de la pieza principal

A, axonema; BF, vaina fibrosa; P, plasmalema
G. Cola: pieza terminal

P, plasmalema; A, axonema
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3. LOS ESPERMATOZOIDES INMADUROS

En un eyaculado normal de Sus domesticus se puede encontrar un porcentaje de entre el 5 % y el 15 % de
espermatozoides inmaduros.

El espermatozoide inmaduro presenta, respecto al maduro, tres caracteristicas diferenciales: la presencia
de la gota citoplasmdtica, el mayor desarrollo de la protuberancia acrosémica apical y la mayor flexibilidad de
la cabeza.

La gota citoplasmdtica, que engloba una pequefia parte de la pieza intermedia, estd formada por los restos
de citoplasma residual eliminado en las dltimas etapas del proceso espermiogénico. La gota tiene un didmetro
aproximado de 1,5 pm y, generalmente, contiene un citoplasma poco electrodenso y rico en vesiculas.

La pieza intermedia puede quedar emplazada en el centro de la gota citoplasmitica o bien quedar situada
muy desplazada respecto del centro de la gota citoplasmdtica.

El nimero y desarrollo de las vesfculas aumentan a medida que la gota citoplasmdtica ocupa posiciones
mds distales de la pieza intermedia. Se pueden observar dos modalidades vesiculares: la vesiculas limitadas por
doble membrana y las vesiculas limitadas por una dnica membrana. Las vesiculas de doble membrana presentan
una matriz clara y un didmetro constante de aproximadamente 0,2 pm; provienen de cisternas de reticulo
endoplasmdtico liso que se cierran sobre si mismas y engloban material hialoplasmitico. Las vesfculas de una
tinica membrana, originadas por dilataciones del reticulo endoplasmdtico, también contienen una matriz de
escasa electrodensidad. Estas tltimas vesiculas se fusionan las unas con las otras y dan lugar a vesfculas mucho
mds grandes, de manera que su didmetro es muy variable y oscila entre 0,1 pm y 0,9 pm.

La gota citoplasmdtica se puede encontrar a nivel de la pieza de conexién o en cualquier nivel de la pieza
intermedia. La gota aparece en la pieza de conexién y, desplazdndose a lo largo de toda la longitud de la
pieza intermedia, abandona el espermatozoide justo en el limite entre las piezas intermedia y principal. Hay
dos posiciones extremas de la gota citoplasmdtica: la proximal, cuando ocupa la pieza de conexidn, y la distal,
cuando ocupa la zona del annulus o anillo de Jensen. Asi pues, teniendo en cuenta este criterio se pueden
distinguir, bisicamente, dos tipos de espermatozoides inmaduros: los espermatozoides con gota citoplasmdtica
proximal y los espermatozoides con gota citoplasmdtica distal.

Los espermatozoides inmaduros con gota citoplasmdtica proximal se originan en el testiculo y, a lo largo
de su trayecto por el epididimo, la gota citoplasmdtica se desplaza hasta el anillo de Jensen. Una vez que los
espermatozoides con gota citoplasmitica distal llegan al cauda epididimario pierden la gota citoplasmdtica y
toman el aspecto de un espermatozoide maduro. Asi pues, la mayor o menor presencia en el eyaculado de las
diversas tipologfas de espermatozoides inmaduros nos permite conocer el grado en que se ha satisfecho la
maduracién epididimaria del esperma.
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En los espermatozoides inmaduros, la protuberancia acrosémica apical presenta un mayor desarrollo que
en los espermatozoides maduros. En el espermatozoide maduro la anchura y la longitud externas de la protu-
berancia apical son de 400 nm y 1,2 pm, respectivamente; y en el espermatozoide inmaduro la anchura y la
longitud externas de esta protuberancia aumentan hasta los 600 nm y 4,5 pm, respectivamente.

La cabeza de los espermatozoides inmaduros presenta una mayor flexibilidad que la de los esperma-
tozoides maduros. En la cabeza de los espermatozoides inmaduros es frecuente observar doblamientos y
deformaciones de diversos tipos. Los doblamientos cefélicos, mds o menos intensos, se producen, gene-
ralmente, a través de un plano transversal y, mds raramente, a través de un plano longitudinal frontal. La
malformacién cefdlica mds habitual es la desviacién lateral de la regién acrosémica de la cabeza respecto
al eje longitudinal de la célula.

El espermatozoide inmaduro suele ser mds frigil que el espermatozoide maduro, de manera que se pueden
observar fracturas cefélicas (transversales o longitudinales) y de la cola.

En cuanto a las gotas citoplasmdticas se pueden observar formas anémalas (p. ej.: gotas citoplasméticas
muy voluminosas), posiciones ectdpicas (p. ¢j.: gotas al final de la pieza principal) y anomalfas numéricas (p.
¢j.: dos gotas, una proximal y otra distal).



4. LOS ESPERMATOZOIDES ABERRANTES

4.1. MORFOLOGIA EXTERNA Y CLASIFICACION

En un eyaculado normal de Sus domesticus se puede encontrar entre el 1 % y el 5 % de espermatozoides
aberrantes.

Pese a que las malformaciones de los espermatozoides se clasifican en atencién a una estructura espermd-
tica aberrante, a menudo en un espermatozoide se pueden encontrar diversas estructuras anémalas. Asf la
macrocefalia o microcefalia, la presencia de cabezas o colas supernumerarias, la mayor o menor longitud de las
colas, las diversas malformaciones en la forma de la cabeza, el doblamiento o enrollamiento de la cola, etc.
pueden ser malformaciones apareadas en un mismo espermatozoide aberrante. Teéricamente podrfamos
encontrar tantas tipologfas de espermatozoides aberrantes como el resultado de combinar de dos en dos las
diversas malformaciones posibles. De hecho, en el Atlas a menudo podran observarse espermatozoides abe-
rrantes que ademds de la malformacién destacada presentan otra malformacién (p. ej.: espermatozoide
aberrante con la cabeza en forma de llama y la cola enrollada). Con el objeto de establecer una metodologia en
la descripcién de las diversas malformaciones se ha establecido un criterio de clasificacién de las malformaciones
cefdlicas (de forma, de tamafio y de niimero) y de la cola (de forma o trayectoria, de tamafio y de nimero) que,
en muchos casos, se pueden presentar conjuntamente.

De acuerdo con la morfologia externa de los espermatozoides, las malformaciones observadas pueden ser
agrupadas en los siguientes tipos:

Tipos de Tanto por mil * Modalidad Tanto por mil *
malformaciones de espermatozoides de espermatozoides
aberrantes con aberrantes con
esta malformacién esta malformacién
Cefdlicas De forma 10
o 15 De tamaiio 3
de la cabeza De niimero 2
De forma o trayectoria 25
De la cola 35 De tamafio 5
De ntimero 5
Tortal 50

* Cuando un espermatozoide presenta mds de una anomalia, y a efectos del cdlculo de los porcentajes,
se da prioridad a la malformacién que aparece mds arriba del cuadro.
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Las diversas malformaciones presentes en el eyaculado pueden ser también clasificadas, en funcién del
lugar donde se han originado, en primarias y secundarias. Las malformaciones primarias son aquellas desarro-
lladas en el testiculo a lo largo de la espermatogénesis o la espermiogénesis, y las malformaciones secundarias
son aquellas desarrolladas en el epididimo a lo largo del proceso de maduracién espermdtica.

En general, las malformaciones cefilicas suelen tener un origen primario, aunque las de nimero pueden
presentar también un origen secundario (p. ej.: aglutinacién espermdtica). Las malformaciones de tamaiio y de
nimero de la cola presentan un origen primario y las malformaciones de trayectoria de la cola presentan un
origen secundario.

4.1.1. MALFORMACIONES QUE AFECTAN A LA FORMA DE LA CABEZA

Con el microscopio 6ptico se pueden observar espermatozoides con formas cefilicas anémalas como cabe-
za alargada, cabeza en forma de llama, cabeza oval y cabeza redondeada. La mayor resolucién del microscopio
electrénico de barrido permite, si se compara con la microscopfa éptica convencional, precisar mds detalles en
relacién a las malformaciones cefilicas que afectan a la forma de la cabeza.

Los espermatozoides con la cabeza alargada pueden ser de dos tipos: con la cabeza cilindrica y con la ca-
beza llana. Los de la cabeza alargada y cilindrica se caracterizan por una cola de implantacién abaxial y una
longitud de la cabeza de unos 8 pm y un didmetro de unos 2,7 pm. Los espermatozoides de cabeza alargada y
llana se caracterizan por una implantacién correcta de la cola y por una longitud de la cabeza de unos 9-10 pm y
un didmetro de unos 3,5-4,1 pm.

Los espermatozoides con la cabeza en forma de llama pueden clasificarse, también, en dos tipologias,
con la cabeza en forma de llama corta y con la cabeza en forma de llama mds larga. En esta tltima tipologfa,
la parte cefilica mds apical suele caracterizarse por la presencia de una protuberancia acrosémica en forma de
crdter.

Los espermatozoides con la cabeza oval presentan, generalmente, una excrecencia acrosémica apical de
desarrollo variable. Asi mismo, se pueden distinguir espermatozoides con la cabeza en forma de pera caracte-
rizados por el escaso desarrollo de la regién cefilica acrosémica y el elevado desarrollo de la regién posta-
crosémica.

Dentro de los espermatozoides con la cabeza redondeada pueden distinguirse diversas modalidades, desde
cabezas globulares a cabezas llanas con diversas formas redondeadas.

4.1.2. MALFORMACIONES QUE AFECTAN AL TAMANO DE LA CABEZA

Distinguimos dos modalidades de espermatozoides atendiendo al tamafo de la cabeza: los espermato-
zoides macrocefdlicos y los espermatozoides microcefdlicos.

Dentro de los espermatozoides macrocefélicos, o con la cabeza gigante, distinguimos dos tipologfas: los
espermatozoides con una longitud de cabeza normal (7 pm) y una gran anchura (4,7 pm), y los espermatozoides
con una cabeza mds larga (7,7 pm) y mds ancha (5,5 pm). En esta ultima tipologfa los espermatozoides suclen
presentar dos colas.

Dentro de los espermatozoides microcefilicos, o con la cabeza pequefia, distinguimos dos tipologfas: los
espermatozoides con la cabeza de una anchura normal y una longitud reducida (5,2 pm), y los espermatozoides
con una cabeza mds corta (4,5 pm) y mds estrecha (2,4 pm).
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4.1.3. MALFORMACIONES QUE AFECTAN AL NUMERO DE CABEZAS

Los espermatozoides con mds de una cabeza suelen presentar tantas colas fusionadas como cabezas y,
éstas, suelen presentar diversos grados de enrollamiento. Dentro de los espermatozoides con més de una
cabeza distinguimos los espermatozoides con dos cabezas y los espermatozoides con tres cabezas.

Los espermatozoides tricefdlicos suelen caracterizarse por presentar una cola enrollada y tres cabezas copla-
narias dispuestas entre ellas formando un dngulo no superior a los 30°.

Los espermatozoides bicefilicos suelen caracterizarse por presentar la cola total o parcialmente enrollada
y dos cabezas que se disponen coplanarias o en planos cruzados. Cuando las dos cabezas son coplanarias, entre
ellas se puede formar un dngulo que va desde los 0° (cabezas superpuestas) hasta los 180° (cabezas opuestas).
En este dltimo caso, las cabezas se tocan por sus bases, o bien estin separadas por el enrollamiento de la cola.
Cuando las dos cabezas se disponen en planos cruzados, éstas son ortogonales. En general, las dos cabezas sue-
len ser llanas y se implantan en el extremo de la pieza de conexién. En algunos espermatozoides bicefdlicos, sin
embargo, se puede observar una cabeza llana y la otra globular, y en otros una cabeza implantada en el extremo
de la pieza de conexién y la otra implantada sobre el eje longitudinal de esta pieza.

La aglutinacién cabeza-cabeza o cola-cola de los espermatozoides es uno de los posibles origenes de los
espermatozoides con més de una cabeza.

4.1.4. MALFORMACIONES QUE AFECTAN A LA TRAYECTORIA DE LA COLA

Atendiendo a la malformacién que afecta a la trayectoria de la cola se pueden distinguir dos tipos de
espermatozoides: los espermatozoides con la cola doblada y los espermatozoides con la cola enrollada.

Entre los espermatozoides con la cola doblada distinguimos si el doblamiento tiene lugar en el anillo de
Jensen o en la pieza intermedia. Entendemos por doblamiento verdadero de la cola cuando ésta se dobla total-
mente de manera que las dos partes de la cola doblada son antiparalelas. El doblamiento mds habitual se da en
espermatozoides inmaduros con gota citoplasmdtica distal a nivel del anillo de Jensen. La cola se dobla de forma
que la pieza principal toma contacto y se fusiona, en primer lugar, con la pieza intermedia y, en segundo lugar,
con la cara llana de la cabeza; finalmente, la cola se enrolla y se fusiona, progresivamente, con la cabeza. Se
puede observar un doblamiento menos habitual que afecta a la pieza intermedia; se trata de espermatozoides
inmaduros que doblan su cola afectando, generalmente, a toda la pieza intermedia. Por el grosor de la pieza
intermedia y el didmetro de la gota citoplasmitica, este doblamiento suele ser muy aparente y, en algunos casos,
con el microscopio 6ptico se podrfa llegar a confundir, por su tamafio y forma, con una cabeza de espermatozoide.

Los espermatozoides con la cola enrollada se caracterizan por presentar la cola total o parcialmente enro-
llada. La modalidad mds caracrerfstica es la de aquellos espermatozoides en que la cola da vueltas en torno a la
primera mitad de la pieza intermedia. Dentro de esta modalidad distinguimos diversas tipologfas en atencién
a la disposicién que toma el enrollamiento respecto a la cabeza y al tamafio y forma de este enrollamiento. El
tamaiio del enrollamiento puede ir desde aproximadamente la mitad del tamafio de la cabeza hasta un tamafio
equivalente al cefdlico. Esta variabilidad en el tamafio del enrollamiento depende de la intensidad del enro-
llamiento y de la longitud de la cola enrollada (si falta alguna pieza de la cola o si alguna de ellas es mds corta,
el tamafio del enrollamiento serd menor). Ademds, los ejes mayores del enrollamiento y de la cabeza pueden
disponerse formando un dngulo de 180°, 90° 6 45°. El enrollamiento de la cola puede tomar una forma circu-
lar, esférica, ovoidal o eliptica. Una segunda modalidad de enrollamiento de la cola es aquélla en que la cola da
vueltas en torno a la totalidad de la pieza intermedia. En este caso, el enrollamiento de la cola toma una forma
eliptica muy acusada. El eje mayor del enrollamiento y el eje mayor de la cabeza se pueden disponer formando
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un dngulo de 1802, 90° 6 45°. Finalmente, se pueden observar formas de enrollamiento de la cola mds inusuales,
como por ejemplo: enrollamientos que afectan tnicamente a las piezas principal y terminal, enrollamientos que
afectan sélo a la pieza terminal, enrollamientos que afectan a la pieza terminal y parcialmente a la pieza principal,
falsos enrollamientos, etc.

4.1.5. MALFORMACIONES QUE AFECTAN AL TAMANO DE LA COLA

Dentro de este tipo de malformaciones distinguimos dos modalidades: espermatozoides con la cola larga
y con la cola corta.

Cuando la cola del espermatozoide presenta una longitud superior a la normal se debe normalmente a que
la pieza principal presenta una mayor longitud.

Cuando la cola del espermatozoide presenta una longitud inferior a la normal la causa suele ser la ausencia
de alguna pieza o el menor desarrollo de alguna de ellas. A menudo la pieza afectada suele ser la pieza principal,
sea por ausencia o por menor desarrollo.

4.1.6. MALFORMACIONES QUE AFECTAN AL NUMERO DE COLAS

Dentro de este tipo de malformaciones distinguimos dos modalidades: espermatozoides sin cola y esperma-
tozoides con dos colas.

La primera de estas tipologfas se caracteriza por la presencia en el eyaculado de cabezas aisladas. Es nece-
sario hacer notar que a menudo la mayor parte de las cabezas aisladas encontradas corresponden a fracturas
artefactuales de la cabeza y de la cola. Por este motivo, el recuento real de esta malformacién se hace a partir del
nimero de cabezas aisladas menos el niimero de colas aisladas. Estas formas artefactuales son mds frecuentes en
los bordes de las extensiones de semen.

Los espermatozoides con dos colas pueden clasificarse atendiendo a si las dos colas presentan o no la misma
longitud, y si estdn o no fusionadas.

4.2. MORFOLOGIA INTERNA Y CLASIFICACION

Los espermatozoides aberrantes, atendiendo al tipo de malformaciones estructurales observadas, pueden
ser clasificados en: 1) espermatozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen; 2) espermatozoides con la
cola enrollada; 3) espermatozoides con dos colas; 4) espermatozoides con anomalfas cefilicas; y 5) esperma-
tozoides con anomalias en la cola.

4.2.1. ESPERMATOZOIDES CON LA COLA DOBLADA POR EL ANILLO DE JENSEN

Los espermatozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen cimientan el doblamiento con la gota
citoplasmdtica distal. Mds alld del dominio de la gota citoplasmatica, la pieza principal y la pieza intermedia
discurren antiparalelas. Las vainas fibrosa y mitocondrial de ambas piezas se tocan y, en la zona mds proximal
de la pieza intermedia, la vaina fibrosa provoca una ligera deformacién de la vaina mitocondrial. La pieza prin-
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cipal recorre la pieza intermedia y marca una trayectoria helicoidal que se pone de manifiesto observando la
evolucién que sigue la relacién de dobletes enfrentados entre las piezas intermedia y principal. A lo largo de la
regién cefélica postacrosémica, la pieza principal se dispone entre el plasmalema y la l4mina densa postacro-
sémica; y, en la regién cefdlica acrosémica, la pieza principal se dispone entre el plasmalema y la vesicula
acrosémica.

4.2.2. ESPERMATOZOIDES CON LA COLA ENROLLADA

Los espermatozoides con la cola enrollada presentan el eje axonemdtico describiendo diversas circunvo-
luciones en el interior de una masa citoplasmadtica rica en elementos vesiculares de doble membrana y en restos
de reticulo endoplasmdtico liso. La morfologia de este citoplasma es muy parecida a la que presenta la gota
citoplasmdtica de un espermarozoide inmaduro. El eje axonemdtico se dispone en la periferia de la masa cito-
plasmdtica. Se pueden observar figuras celulares degeneradas caracterizadas por la plasmélisis citoplasmdtica y
por la ausencia de algunas estructuras microtubulares de los ejes axonemdticos.

4.2.3. ESPERMATOZOIDES CON DOS COLAS

Se trata de espermatozoides con dos ejes axonemdticos completos. A lo largo de todo el trayecto, los dos
ejes axonemdticos corren paralelos. Dependiendo de la zona examinada, se puede encontrar que los ejes axo-
nemdticos: 4) estdn muy separados el uno del otro por una masa citoplasmdtica muy desarrollada; o 4) se
encuentran en contacto por las respectivas vainas mitocondriales o vainas fibrosas. El citoplasma residual, muy
abundante desde la pieza de conexién hasta la zona medial de la pieza intermedia, se reduce considerablemente
a medida que nos acercamos a la zona distal de la pieza intermedia.

4.2.4. ESPERMATOZOIDES CON MALFORMACIONES CEFALICAS

Dentro de esta modalidad de espermatozoides se pueden encontrar malformaciones que afectan a los
diversos segmentos del acrosoma, malformaciones presentes en la region cefdlica postacrosémica y malformacio-
nes nucleares.

El segmento apical del acrosoma puede presentar diversas malformaciones: elevado o escaso desarrollo,
formas y distribuciones anémalas, vesiculizacién interna y matriz acrosémica heterogénea. El segmento princi-
pal del acrosoma puede presentar las malformaciones siguientes: dilatacién de la vesfcula acrosémica, escasa
electrodensidad de la matriz y vesiculizacién. En el segmento ecuatorial del acrosoma se pueden observar
también diversas malformaciones: elevado desarrollo del espacio subacrosémico, y dilatacién y festoneado de
los extremos laterales de la vesicula acrosémica.

En la regién postacrosémica se puede encontrar mayor o menor desarrollo de fibras de mielina entre la
ldmina densa postacrosémica y el material fibroso perinuclear.

Las malformaciones nucleares mds caracteristicas suelen ser las invaginaciones de la membrana nuclear y
las vacuolas nucleares. Aun asi, se pueden observar otras malformaciones nucleares (nidcleos doblados por un
eje longitudinal o por un eje transversal) seguidas de malformaciones acrosémicas (generalmente, vesiculi-
zacién o plasmolisis).
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4.2.5. ESPERMATOZOIDES CON MALFORMACIONES EN LA COLA

Dentro de esta categorfa de malformaciones se pueden distinguir aquellas que afectan a la estrucrura
axonemdtica, a la vaina mitocondrial y al citoplasma perimitocondrial.

Se observan cinco modalidades de anomalias axonemdticas por ausencia de elementos microtubulares:
ausencia de los dobletes periféricos (6, 8, 9, y 5 y 6) y ausencia de la pareja de microtiibulos centrales. Ademads,
también se puede observar la desorganizacién general y la deformacién de la estructura axonemdtica por la
presencia de vesiculas, mds o menos desarrolladas, dispuestas entre la vaina fibrosa y el axonema.

Las dos principales anomalias de la vaina mitocondrial son la tumefaccién mitocondrial y la disposicién
irregular de las mitocondrias de la vaina. La tumefaccién mitocondrial afecta, generalmente, a las primeras
mitocondrias de la vaina mitocondrial. Se trata de mitocondrias de un didmetro hasta cinco veces superior al
didmetro de las mitocondrias normales de la vaina. Estas mitocondrias se caracterizan por presentar una matriz
muy clara y ausencia de crestas mitocondriales. La membrana mitocondrial interna no emite crestas y corre
paralela a la membrana mitocondrial externa. Otra modificacién de la vaina mitocondrial consiste en la distribu-
cién anémala de las mitocondrias de la vaina. En estos casos, ademds de las mitocondrias de la vaina, distribuidas
regularmente de forma helicoidal, aparecen mitocondrias supernumerarias afiadidas externamente a la vaina
que determinan una ligera deformacién del perimetro circular de la pieza intermedia. La vaina mitocondrial,
a veces, puede presentar un grosor reducido y un contorno festoneado.

En cuanto al citoplasma perimitocondrial destacan diversas malformaciones. Se puede encontrar vesicu-
lizacién periférica en la pieza de conexion y a cualquier altura de las dos primeras piezas de la cola del esperma-
tozoide. Las vesiculas se disponen en la periferia y alteran el perimetro circular de la cola. El desarrollo de la
vesicula es mayor a medida que se va desplazando desde la pieza de conexién a la pieza principal. En la pieza de
conexién, la vesicula (de unos 0,30 pm de didmetro) se dispone entre los cuerpos laminares y el plasmalema. En
la pieza intermedia, la vesicula (de unos 0,35 pm de didmetro) se dispone entre la vaina mitocondrial y el
plasmalema, y provoca una profunda deformacién de las mitocondrias de la vaina. En la pieza principal, la
vesicula (de unos 0,40 pm de didmetro) se dispone entre la vaina fibrosa y el plasmalema y no provoca
deformaciones importantes en las costillas de la vaina fibrosa. A nivel de la regién proximal de la pieza principal
se produce la pérdida de la vesicula por constriccién en la base y posterior fusién del plasmalema. El origen de
estas vesiculas se puede encontrar en las grandes vesiculas presentes en la gota citoplasmdtica de los esperma-
tozoides inmaduros o en las expansiones citoplasmdticas presentes en las piezas de conexién o intermedia de
algunos espermatozoides. El citoplasma residual aparece en la pieza de conexién y en la pieza intermedia de dos
formas: @) como expansiones citoplasmdticas; y #) como peliculas citoplasmdticas perimitocondriales. Las
expansiones citoplasmdticas se disponen en la base de la cabeza, justo en el limite entre la pieza de conexién y
la regi6n cefilica postacrosémica. Se trata de evaginaciones citoplasmdticas digitiformes de 1 pm de longitud
por 0,1 pm de didmetro ocupadas por un citoplasma homogéneo ligeramente electrodenso. Estas evagina-
ciones pueden curvarse hasta fusionarse por su extremo libre con la membrana plasmdrica de la pieza de co-
nexién. Se pueden encontrar, también, evaginaciones citoplasmdticas fungiformes o digitiformes a nivel de la
region mds distal de la pieza intermedia. En estos casos, la expansién citoplasmdtica nace a partir de una peli-
cula citoplasmdtica perimitocondrial muy desarrollada.



5. OTRAS CELULAS

5.1. LAS CELULAS SOMATICAS

Las células somdticas presentes en el eyaculado de los machos porcinos son esféricas y de unos 12 pm de
didmetro. Estas células son poco frecuentes y, en algunas ocasiones, pueden ser observadas englobando la re-
gi6n cefilica de espermatozoides inmaduros, preferentemente con gota citoplasmitica distal.

Las caracteristicas ultraestructurales de estas células son las propias de las células macrofdgicas. Son células
mononucleadas pero con un nicleo profundamente lobulado. El nicleo contiene cromatina finamente granu-
lar y unas masas heterocromiticas escasas, dispersas por el nucleoplasma o asociadas a la membrana nuclear. El
nucléolo es muy prominente y muestra claramente diferenciadas la parte fibrilar y granular. Esta morfologfa
nuclear es propia de células con una actividad nuclear muy elevada. El citoplasma es muy abundante y rico en
vesiculas lisosémicas y fagociticas.

Estas células degeneran rapidamente en el eyaculado y, como consecuencia, se pueden observar células
somdticas caracterizadas por el aspecto picnético del nicleo y el aspecto plasmolisado del citoplasma.

5.2. LAS CELULAS PROCARIOTAS

Las células procariotas son poco abundantes en el eyaculado normal de los machos porcinos. Las células
procariotas presentes en el eyaculado son, normalmente, bacterias Gram negativas y de forma bacilar. El 4rea
nuclear destaca del resto del citoplasma por su baja electrodensidad. La cubierta bacteriana est4 constituida por
polisacdridos.
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PREFACE

It is a pleasure for me to write a brief presentation about the book you have in your hands. Morphology of
Boar Spermatozoa is the result of very careful research done over a tenth years under the direction of Dr Sergi
Bonet in the Science Faculty at the University of Girona.

Sergi Bonet is a professor of Cell Biology at the University of Girona, coordinator member of the
Reproductive Biology Section of the Catalan Biology Society, as well as a member of the Reproductive Biology
Network created in (1994) by CIRIT (Department of Health and Social Security).

The board of the 1998 August Pi i Sunyer Award made up of the Drs Josep Egozcue i Cuixart, Jests A.
Garcfa Sevilla and Jordi Sans i Sabrafen recommended the publication of one of the works presented to the
Section of Biological Sciences. It was approved by the Section in July 1998, and the supervisors of the work
asked the authors to reorganise it into this Atlas.

Two doctoral theses and a good number of research papers published in prestigious international magazines
have sprung from the research on male boar gametes, some of which you will find in the bibliography in this
book.

Those of us whom use different kinds of bright-field light and electronic microscopes (transmission and
scanning) as a research tool give great importance to the methodology employed in the preparation of the
biological samples in order to carry out our research.

This means that there is a qualitatively magnified evaluation for a non-expert in this area of study when
facing a graphic, microphotographic, or electromicrographic document. Indeed, obtaining a “perfect” image
depends on so many factors that it is necessary to examine many documents, both from the viewpoint of
resolution and information -and even aesthetics- in order to choose a few valid ones to publish.

I would like to take this opportunity to point out the iconographical quality of this work, while indicating
to the non-expert in cell ultrastructure that the extra-fine cross-sections in this work represent different
directional cuts and allow for quantifying the morphological anomalies of the different cellular compartments
of the highly specialised cell that is the spermatozoon. And that is what enables one to gauge the degree of
morphological alterations that determine functional anomalies in the gamete.

There are few atlases of this kind, combining observations with the bright-field light microscope, the
transmission and scanning electron microscope. Recently one was published by Andolz and Bielsa (1995) on
human semen, but I do not know of any one on the semen of interest to animal breeders. Years ago, an atlas was
published in which I collaborated; it was entirely devoted to the cytology and histology of the reproductive
apparatus of amphibians and reptiles from the Basque Country (Arrayago and Bea, 1986). However, that study
was done by using only bright-field light microscopy.
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Morphology of Boar Spermatozoa is undoubtedly a work that will be of interest to scholars of this subject,
as well as to students in Faculties of Biology, Medicine and Veterinary Medicine who choose reproductive
biology as an optional subject.

So as not to lose any likely readers, and given the range of people that might be interested in this work, it
was decided to publish the book in three languages.

I hope that this initiative will be well received by the scientific communiry.

Merce DurrorT i CoLL
Professor of Cell Biology at the University of Barcelona
Member of the Section on Biological Sciences



INTRODUCTION

Sperm morphology is one of the parameters evaluated in routine seminal analysis of boar ejaculates. In
fact, a complete seminal analysis includes a wide range of tests, and their values indicate the sperm quality of
the ejaculate (volume, colour, odour, viscosity, sperm motility, sperm concentration, sperm vitality, sperm
morphology, osmotic resistance, pH, respiratory activity, glycolysis index, acrosin determination, ATP
determination, sperm penetration test, etc.).

An ejaculate’s sperm quality, established from the results of the different tests, indicates whether or not the
collected semen unites the minimum characteristics required to be used with enough guarantees in order to
obrain a high fertility and prolificity.

For the artificial insemination centers and for most of the selection and multiplication lifestocks (in which
artificial insemination is an increasingly practice due to the greater advantatges as compared with natural
mating), the proper evaluation of all the parameters of the seminal analysis is basic. From all of these suitable
parameters a careful analysis of the sperm morphology may indicate, in some cases, the likely cause of the
sperm quality and fertility decrease. ,

This book deals with the different techniques that can be used for the microscopical analysis of sperm
morphology, as well as the extremely wide variety of morphological forms of spermatozoa (grouped by typologies)
occurring in the sperm fraction of the boar ejaculate. It neither tries to be a substitute nor an alternative for any of the
excellent practical texts commercially available regarding seminal analysis and artificial insemination techniques.
This book is an altas and a manual devoted to the study of sperm morphology in boars and to the techniques required
for its assessment which, means to go deeply into knowledge of normal sperm morphology and sperm
malformations occurring in the ejaculate.

The opportunity to reach to a large number of professionals and researchers and to divulgue the results
obtained from extensive and in-depth research work, as is the publication of a book, is often difficult. Therefore,
the authors would like to thank the Institut d’Estudis Catalans which offered us this chance when this work was
entrusted to us. The authors also wish to thank the Institute for their sensitivity during the preparation of the
book. Likewise, we are grateful to the Fundacié Privada: Universitat i Futur for funding support for micrograph
realization.

I would not like to let this excellent opportunity go by without sincerely thanking the following three
persons for their support from the very beginning of my university activity: Dr Mercé Durfort (Professor of
Cell Biology at the University of Barcelona), Dr Josep Egozcue (Professor of Cell Biology at the Autonomous
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Universtiy of Barcelona), and Dr Josep Maria Nadal (Professor of Catalan Phylology at the University of
Girona), all of whom have always been an inexhaustible source of ideas and helpful suggestions. To all three
friends, thank you very much.

DRr. SErGI BONET MARULL
Girona, 23 November 1999



1. METHODOLOGY

The semen samples used for the morphologic study by light and electron microscopy came from the cell-rich
fraction of the ejaculates of healthy and sexually mature boars. The ejaculates were obtained by mounting the
males on a dummy and using the gloved-hand method (manual masturbation with a plastic glove-hand). The
prespermatic and postspermatic fractions coming from the ejaculates were discarded, and the spermatic fraction
(rich fraction related to spermatozoa number) was reserved. The spermatic fraction was previously strained
with a thin gauze filter in order to eliminate all the gelatine masses coming from the Cowper’s glands secretion.

The spermatic fraction must be diluted with MR-A diluent at a proportion of 1/10; this dilution keeps up
to 3 days at 15 °C in special 80 ml flasks.

1.1. PROCEDURE TO OBTAIN SEMEN SMEARS STAINED BY THE PAPANICOLAOU METHOD
FOR BRIGHT-FIELD LIGHT MICROSCOPY EXAMINATION

Make semen smears from the diluted spermatic fraction and allow them to airdry thoroughly.
Fix semen smears in absolute ethanol ethylic ether (v/v) for 5 minutes.
Hydrate in 80 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

Hydrate in 70 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

Hydrate in 50 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

Hydrate in distilled water; make 10 immersions of 1 second each.

Stain in Papanicolaou solution No. 1 (Harris' haematoxylin) for 3 minutes.
Wash in tap water for 3 minutes.

Differentiate in acid ethanol; make 2 immersions of 1 second each.

Stop differentiation by washing in tap water for 3 minutes.

. Change haematoxylin colour (“bluing”) with Scott’s water for 4 minutes.
Wash in distilled water; make 1 immersion of 1 second each.

. Dehydrate in 50 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

. Dehydrate in 70 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

. Dehydrate in 80 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

. Dehydrate in 90 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

. Stain in Papanicolaou solution No. 2 (Orange G6) for 2 minutes.
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Differentiate in 95 % ethanol; make 10 immersions of 1 second each.

Stain in Papanicolaou solution No. 3 (EA-50) for 5 minutes.

Differentiate in 95 % ethanol; make 15 immersions of 1 second each.

Dehydrate in absolute ethanol for 2 minutes.

Rinse in xylene for 1 minute.

Rinse again in xylene for 1 minute.

Cover semen smears using a resinous medium (e.g., DPX, Entellan, Canada balsam, etc.) and mount
with a 24 x 60 mm coverslip.

Semen smears can be examined at a magnification of X1000-X1200.

REAGENTS

Papanicolaou staining kits, including solutions No. 1, No. 2 and No. 3, are available from several commercial
suppliers (e.g., Merck).

* Acid ethanol

Absolute ethanol 300 ml
Concentrated hydrochloric acid

(HCD 2 ml
Distilled water 100 ml

¢ Scott’s water

Sodium bicarbonate

(NaHCO) 35g
Magnesium sulfate

(MgSO, - 7H,0) 20.0g
Distilled water 1,000 ml

REsuLTS

This staining method allows the germinal cells to be distinguished from the different types of somatic cells
present on semen smears.

Acrosomal region pink
Postacrosomal region dark blue
Tail pink
Erythrocytes orange-red
Acidic cells pink
Basophilic cells blue-green

Leukocytes pale red
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1.2. PROCEDURE TO OBTAIN SEMEN SMEARS STAINED BY THE QUICK PANOPTIC METHOD
FOR BRIGHT-FIELD LIGHT MICROSCOPY EXAMINATION

1.
2.

3.
4.

5.
6

. Cover semen smears using a resinous medium (e.g., DPX, Entellan, Canada balsam, etc.) and mount

Make semen smears from the diluted spermatic fraction and allow them to air-dry.

Immerse semen smears in No. 1 fixative solution (triarylmethane methylic solution); make 5 immersions
of 2 seconds each. Allow excess solution to drain.

Immerse semen smears in No. 2 staining solution (xanthene basophilic solution, reddish); make 5
immersions of 2 seconds each. Allow excess stain to drain.

Immerse semen smears in No. 3 staining solution (thiazine acidic solution, bluish); make 5 immersions
of 2 seconds each. Allow excess stain to drain.

Wash semen smears in deionized water and allow them to air-dry.

with a 24 x 60 mm coverslip.

Semen smears can be examined at a magnification of X1000-X1200.

REAGENTS

Quick panoptic staining kits are available from several commercial suppliers (e.g., Quick Panoptic-QCA,
S.A., Diff-Quick®, Hemacolor-Merck).

REsurrs

This staining method allows the identification of the different regions of the spermatozoon.

Head (acrosome) pale blue
Connecting piece pink
Midpiece violet
Principal piece dark blue

1.3. PROCEDURE TO OBTAIN SPERM SAMPLES FOR POSITIVE OR NEGATIVE PHASE-CONTRAST
LIGHT MICROSOPY AND NOMARSKI OR DIFFERENTIAL INTERFERENCE CONTRAST (DIC)
LIGHT MICROSCOPY EXAMINATION

1.

Place 1 ml of the diluted spermatic fraction into a test tube.

2. Dip the test tube for 5 minutes into a vessel of water pre-heated to 55-60 °C, if immobilisation of the

spermatozoa is desired.

. Place a small drop of the diluted sperm on a microscope slide and mount with a 22 x 22 mm coverslip.

Preparations can be examined from a magnification of X400 to X1200.

REesuLTs

Phase-contrast light microscopy allows us to define the limit between the acrosomal and postacrosomal
cephalic regions, as well as the limit of the connecting piece, midpiece, principal piece and terminal piece.
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The Nomarski or differential interference contrast light microscopy (DIC) gives us images with a three
dimensional-appearance, showing the flattened shape of the head, the apical acrosome protuberance and the
cylindric form of the tail.

If the diluted sperm has not previously been immobilized (second step of the procedure, above), the direct
observation of the semen samples by phase-contrast or DIC light microscopy will let us examine the sperm motility.

If a greater contrast between cellular structures is desired, sperm samples must previously be fixed in 2.5
% buffered glutaraldehyde and postfixed in 1 % osmium tetroxide in keeping with the following procedure:

1.

bl 5
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Collect 1 ml of the spermatic fraction and place it into a test tube with 9 ml of Sérensen phosphate
buffer (0.16 M; pH 7.2) for 10 minutes. Shake carefully.

Spin for 5 minutes in a centrifuge at 1,200 rpm and discard the supernatant.

Fix the pellet in 10 ml of 2.5 % glutaraldehyde in Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) for 1
hour at 4°C. Shake carefully.

Spin for 5 minutes at 1,200 rpm and discard the supernatant.

Wash the pellet in 9 ml of Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) for 10 minutes. Shake carefully.
Spin for 5 minutes at 1,200 rpm and discard the supernatant.

Postfix the pellet in 1 ml of 1 % osmium tetroxide in Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) for
1 hour at 4 °C. Shake carefully.

Spin for 5 minutes at 1,200 rpm and discard the supernatant.

. Wash the pellet in 9 ml of Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) for 10 minutes. Shake carefully.
10.
11.
12.

Spin for 5 minutes at 1,200 rpm. Discard the supernatant.

Add 9 ml of Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) and shake carefully to resuspend the pellet.
Place a small drop of this suspension on a microscope slide and mount with a 22 x 22 mm coverslip.
Preparations can be examined from a magnification of X400 to X1200.

1.4. PROCEDURE TO OBTAIN SPERM SAMPLES FOR SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
EXAMINATION

1.

Al o
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Place 1 ml of the diluted spermatic fraction into a test tube with 9 ml of Sérensen phosphate buffer
(0.16 M; pH 7.2). Shake carefully for 10 minutes.

Spin for 10 minutes in a centrifuge at 1800 rpm and discard the supernatant.

Fix the pellet in 10 ml of Karnovsky’s fixative for 1 hour at 4 °C. Shake carefully.

Spin for 10 minutes at 1,800 and discard the supernatant.

Wash the pellet in 10 ml of Sérensen phosphate buffer (0.16M; pH 7.2) for 10 minutes at 4 °C. Shake
carefully.

Repeat steps No. 4 and No. 5 of this procedure.

Spin for 10 minutes at 1,800 rpm and discard the supernatant.

Postfix the pellet in 1 ml of 1 % osmium tetroxide for 15 minutes. Protect the test tube from light and
shake carefully.

. Repeat steps No. 4 and No. 5 of this procedure.
10.
WE
12,

Spin for 10 minutes at 1800 rpm and discard the supernatant.
Add 10 ml of bidistilled water and shake carefully for 10 minutes.
Spin for 10 minutes at 1800 rpm and discard the supernatant.
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Dehydrate the pellet in 5 ml 30 % ethanol for 10 minutes. Shake carefully.

Spin for 10 minutes at 1,800 rpm and discard the supernatant.

Repeat steps No. 13 and No. 14 with the following increasing alcoholic serie: 50 % ethanol, 70 %
ethanol, 90 % ethanol, 96 % ethanol, and two changes of absolute ethanol.

Repeat steps No. 13 and No. 14 with the following embedment serie: absolute ethanol-isoamyl acetate
(2/1), absolute ethanol-isoamyl acetate (1/1), absolute ethanol-isoamy! acetate (1/2), and two changes
of isoamyl acetate.

Resuspend the sperm samples in 5 ml of isoamyl acetate and place three drops of this suspension on a
polycarbonate Tilter (Nuclepore-Costar, 0.2 pm pore diameter) mounted on top of the base of a
polyethylene capsule (8 pm diameter). The original base of the capsule has previously been removed.
Submit the samples to critical point drying.

Remove the filter from the base of the capsule and mount in an aluminium or copper support (stub).
Metallize the samples in a sputter coater with a 40-50 nm gold-paladium coat.

REAGENTS

* Sérensen phosphate buffer pH 7.2

Solution A. Sodium phosphate, dibasic

(Na,HPO, - 2 H,0) 11.876 g
Distilled water 1,000 ml
Solution B. Potassium phosphate, monobasic
(KH,PO,) 9.08 g
Distilled water 1,000 ml

Mix 72.6 ml of solution A and bring the volume to 100 ml with solution B.

* Karnovsky’s fixative

Dissolve 1.2 g of paraformaldehyde in 20 ml of distilled water at 80 °C. Clear the solution with some
drops of 1.0 N NaOH until it becomes completely transparent (2 or 3 drops are usually enough).
Allow to cool and add 15 ml of Sérensen phosphate buffer (0.16 M; pH 7.2) and 5 ml of 25 % glutaraldehyde.
Keep the mixture at 4 °C and use it before 24 hours are up.

e 1 % Osmium tetroxide

2 % Osmium tetroxide (OsO,)

(in distilled water) 4 ml
Sorensen phosphate buffer
(0.16 M; pH 7.2) 4 ml

1.5. PROCEDURE TO OBTAIN SPERM SAMPLES FOR TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY
EXAMINATION

1.

Follow 1.4 procedure (preparation of sperm samples for scanning electron microscopy examination)
from step No. 1 to step No. 15. Shake carefully the pellet only in step No. 1.
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Resuspend the pellet in 1 ml of absolute ethanol and transfer the suspention to an eppendorf tube.
Spin for 10 minutes in a centrifuge at 1,800 rpm and discard the supernatant.

Embed the pellet in 1 ml of ethanol-Spurr resin (1/1) for 60 minutes.

Spin for 10 minutes at 1,800 rpm and discard the supernartant.

Embed the pellet in 1 ml of Spurr resin for 2 hours at 4°C.

Spin for 5 minutes at 1,800 rpm and discard the supernatant.

Embed the pellet in 1 ml of Spurr resin for 12 hours (overnight) at 4 °C.

Spin for 5 minutes at 1,800 rpm and place the eppendorf tube at 60 °C for 8-12 hours (overnight).
Obtain thin sections, 70-80 nm thick, in an ultramicrotome and pick up them on copper grids (3 pm
diameter). Allow to air-dry.

11. Counterstain the sections with uranyl-acetate for 7-8 minutes.

12. Wash in bidistilled water and allow to airdry.

13. Counterstain again the sections with Reynolds’ solution for 15 minutes in a poor oxygen atmosphere.
14. Wash in bidistilled water and allow to air-dry.

SWVENOVAWN

REAGENTS

* Spurr resin
Spurr resin is obtained from a mixture of four compounds that are available from several commercial
suppliers.
The mixture must be homogeneous, thus it has to be prepared slowly (for about 1 hour) in order
to avoid bubble formation. This mixture keeps for 1 week at 4 °C.

Commercial suppliers Bio-Rad Taab

Compounds ERL: 23 g ERIL.: 10g
NSA: 62g NSA: 26¢g
DER: l4¢g DER: 6g
DMAE: lg S1: 04¢g

* Uranyl acetate
Saturated solution of uranyl acetate in bidistilled water-acetone (1/1)

* Reynolds’ solution
Lead nitrate

Pb(NO,), 133 ¢
Sodium citrate, dibasic

Na,CH,O, - 2H,0 1.76 g
Boiledt distilled water 30 ml

Shake for 30 minutes and add 8 ml of 1.0 N NaOH. Bring the volume to 50 ml with boiled distilled
water. Keep in a lightproof container at 4 °C. This solution can be stored for 2-3 months at 4 °C.



2. THE MATURE SPERMATOZOON

2.1. STRUCTURE AND EXTERNAL MORPHOLOGY

The percentage of mature spermatozoa in a normal ejaculate of Sus domesticus is between 80 % and 95 %.
The mature spermatozoon of Sus domesticus is a gamete of about 45 pm in length with three distinguishable
regions: the head, the connecting piece or neck and the tail. The tail has three pieces: the midpiece or mitochondrial
region, the principal piece and the terminal piece.

The head has a flattened and oval shape. Its dimensions are 7 pm in length, 3.7 pm at its widest point and
0.4 pm in thickness. The two faces of the head are not alike; whereas one of them is flat, the other shows a half
moon-shaped apical protuberance, 0.4 pm in width, extending 1.2 pm along the edges of the head.

The connecting piece or neck, 0.7 pm in length per 0.5 pm in thickness, has conical shape with the wider
base (1.3 pm) in contact with the head and the narrower base (0.6 pm) towards the midpiece. In the zone closer
to the head a ring-shaped protuberance, 0.15 pm in diameter, can be observed.

The tail has a filamentous and cylindrical shape. The midpiece is 9 pm in length and 0.7 pm. in diameter.
The principal piece is 26.2 pm in length and 0.4 pm in diameter, and finally, the terminal piece is 2.2 pm in
length and 0.2 pm in diameter.

2.2. ULTRASTRUCTURE
2.2.1. HeaDp

The spermatozoon’s head has the following structures: acrosome, postacrosomal dense lamina, subacrosomal
space, perinuclear fibrous material and nucleus.

The acrosome is a vesicle forming a cap-like covering over the 80 % of the nucleus length. This part of the
head containing the acrosome is called the acrosomal region. The acrosomal matrix consists of an amorphous
material distributed homogeneously. Three acrosomal segments can be distinguished: apical segment, princi-
pal segment and equatorial segment. In this latest segment the electron density of the acrosomal matrix is
slightly higher than that of the first two segments.

The acrosome apical segment is the most expanded zone of the acrosomal vesicle. Whilst the inner acrosomal
membrane overlays the nuclear envelope, the outer acrosomal membrane lies directly beneath the plasmalemma.
This vesicular expansion does not have the same development on the two faces of the head. On the non-flat face
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of the head, the apical segment stretches down to 0.72 pm in length per 270 nm ar its widest poing; and in the
flat face of the head, the apical segment reaches 0.50 pm in length per 100 nm at its widest point.

The principal segment is 2.5 pm in length in the flat face of the head and 2.8 pm in the other face; the
thickness of this segment is about 80 nm.

The equatorial segment is 2.3 pm in length, 40 nm in thickness on the two faces of the head, and 80 nm
in thickness in the edges of the head.

The postacrosomal dense lamina lies parallel beneath the plasmalemma and overtakes 20 % of the nuclear
length, coinciding with the region of the nucleus non covered by the acrosomal vesicle. This region of the head
containing the postacrosomal dense lamina is called postacrosomal region. This lamina consists of an homogeneous
layer of fibrous and electron dense material, having 1.4 pm in length and 25 nm in thickness. The plasma-
lemma encloses the acrosomal vesicle and overlays it firmly adhered to the postacrosomal dense lamina. The
plasmalemma detaches very easily from the outer acrosomal membrane but it is firmly attached to the postacrosomal
dense lamina.

The subacrosomal space (or perinuclear space) is the space separating the nucleus from the inner acrosomal
membrane or the innermost face of the postacrosomal dense lamina. The subacrosomal space consists of a
scant electron dense matrix and a perinuclear (or subacrosomal) fibrous material of greater electron density.
This space is specially developed in the supranuclear region, i.e. beneath the acrosome apical segment. In this
region, the subacrosomal space has a conical shape, with a base of 80 nm in diameter and 120 nm in length.
Along the acrosome principal segment and on the two faces of the head, the subacrosomal space is reduced to
25 nm in thickness. Along the acrosome equatorial segment and on the two faces of the head, the subacrosomal
space increases up to 40 nm in thickness and comes to its maximum development in the postacrosomal region
(70 nm). The subacrosomal space increases considerably in the borders of the head (70 nm) corresponding to
the acrosome principal and equatorial segments. On the borders of the head corresponding to the postacrosomal
region, the subacrosomal space is practically nonexistent and the perinuclear fibrous material becomes connected
with the postacrosomal dense lamina.

The perinuclear fibrous material (or subacrosomal fibrous material) forms an electron dense layer, coating
the nucleus with a separation of 15 nm between them. The maximum development of this layer is found in the
postacrosomal cephalic region reaching about 15 nm in thickness. In the acrosomal cephalic region this layer
is thinner, poorly condensed and shows lesser electron density.

The nucleus consists of an extremely condensed and electron dense chromatin. Its dimensions are 6.6 pm
in length with a variable thickness in the two cephalic regions. In the acrosomal region, the nucleus is 220 nm
in thickness and in the postacrosomal region, it is approximately 320 nm.

2.2.2. CONNECTING PIECE

The spermatozoon’s connecting piece or neck is the short linking segment between the base of the nucleus
and the first mitochondrion of the midpiece. The outline of the plasmalemma along the connecting piece and
the postacrosomal cephalic region shows a slight circular neckline just in the junction of these two regions of
the gamete. The connecting piece has the following components: basal plate, laminar bodies, capitulum,
segmented columns, basal body and axoneme.

The basal plate lies at the caudal surface of the nucleus, and extends along about 0.6 pm (30 nm thick)
adhered to the outer membrane of the nuclear envelope. The basal plate consists of an electron dense material
very similar to that of the postacrosomal dense lamina.
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The laminar bodies come from pronounced folds of redundant nuclear envelope enclosing chromatin-free
nuclear space. These folds arise from the perimeter of the nuclear base and extend along 1.2 pm, terminating at
the first mitochondria of the midpiece mitochondrial sheath. The laminar bodies have cylindrical disposition
with walls of 150 nm in thickness.

The capitulum is a dome-shaped structure lying beneath the basal plate and separated from it by approximately
40 nm. The segmented columns arise from the capitulum ends and go down to the midpiece. While the lami-
nar bodies of the connecting piece are attached to the mitochondrial sheath of the midpiece, the segmented
columns of the connecting piece are attached to the outer dense fibres of the midpiece. The capitulum and the
segmented columns are electron dense structures of about 130 nm in thickness.

The segmented columns individualise by the number of nine at the more distal end of the capitulum (0.3
um of distance from it). Along the first 0.3 pm of distance, the segmented columns fuse between them, and
therefore, it is more proper to refer to them as capitulum extensions than as columns. The individualised
segmented columns are cylinder-shaped and range along 0.8 pm, down to the midpiece, enclosing the axoneme
in a cylindrical space of 220 nm in diameter. The segmented columns present two types of cross-striations with
alternate periodicity, one type more eminent and the other type less well defined. The distance between two
consecutive eminent striations is 80 nm, and between an eminent striation and the consecutive less well-
defined striation, there are 40 nm.

The basal body is located at the base of the convexity defined by the capitulum and the segmented
columns, i.e., a space of 220 nm in diameter and 260 nm in height. The microtubular triplets of the basal body
are arranged in small depressions of the capitulum. These depressions indicate the limits of the segmented
columns drafts. The basal body is positioned at an angle of 45° to the longitudinal axis of the gamete.

The basal body marks the origin of the axoneme that, going across the space limited by the segmented
columns, stretches to the full length of the spermatozoon’s tail. The nine segmented columns lie between the
laminar bodies and the respective nine evenly-spaced peripheral microtubule doublets of the axoneme.

2.2.3. MIDPIECE

The midpiece of the spermatozoon’s tail stretches from the distal end of the connecting piece to the
annulus or Jensen’s ring; an electron dense ring marking the junction of the midpiece and the principal piece.
The major distinguishing structures of the midpiece are: the axoneme, the mitochondrial sheath, the outer
dense fibres and the peripheral granules.

The axoneme occupies the central axis of the midpiece, and has the classic 9+2 microtubular pattern, with
the characteristic axoneme elements (dynein arms, nexin links, radial spokes, connecting bridge and central
sheath). The nine peripheral microtubule doublets are numbered 1 to 9 in a clockwise direction with number
1 being the only doublet situated on a plane perpendicular to that of the two central microtubules. The
axoneme stretches the full length of the spermatozoon’s tail, through all three pieces (midpiece, principal and
terminal pieces).

The mitochondrial sheath lies directly beneath the plasmalemma, and consists of several elongated
mitochondria (150 nm in diameter) lying end to end in an helical arrangement around the underlying axoneme.
This sheath is approximately 80 nm thick. The mitochondrial matrix consists of very electron dense material
and the crests lie parallel to the double mitochondrial membrane.

The outer dense fibres are filamentous cytoskeletal structures consisting of electron dense material lying
between the mitochondrial sheath and each of the peripheral microtubule doublets of the axoneme. The dense
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fibres extend along the whole midpiece and the first third of the principal piece. Maximum thickness and
diameter of the dense fibres are found in the distal end of the connecting piece and they decrease progressively
along the two following pieces.

Dense fibres, numbered by their association with the microtubular doublets of the axoneme, have a
characteristic shape in cross-section. All of them are approximately truncated pyramid-shaped with the
narrower base towards the microtubular doublets and the wider base, with rounded edge, outermost towards
the mitochondrial sheath. The dense fibres are not all of equal thickness and diameter. In the proximal region
of the midpiece, fibres numbers 1, 5 and 6 averaged 110 nm in thickness and 150 nm in diameter, and fibres
numbers 2, 3, 4, 7, 8 and 9 averaged 80 nm in thickness and 110 nm in diameter. In the distal region of the
midpiece, fibres numbers 1, 5 and 6 averaged 160 nm in thickness and 40 nm in diameter, and the remaining
fibres averaged 70 nm in thickness and 60 nm in diameter. Thes, dense fibres become slim along its passage by
the mitochondrial region.

The peripheral granules distributed in the interstices between the outer dense fibres are only found in the
proximal region of the midpiece. They consist of electron dense granules with a 15 nm of maximum diameter,
which disappear progressively as the dense fibres reach the distal region of the midpiece.

2.2.4. PRINCIPAL PIECE

The principal piece is the longest segment of the spermatozoon’s tail, extending from the annulus or
Jensen’s ring to the proximal end of the terminal piece. The principal piece is characterized by the presence of:
the fibrous sheath, the outer dense fibres, the axoneme and the annulus, or Jensen’s ring.

The fibrous sheath of the principal piece has a very high electron density, and replaces the mitochondrial
sheath of the midpiece. The fibrous sheath consists of two continuous longitudinal axes or columns (dorsal and
ventral) coplanar with the central microtubule pair, which are joined by a series of circumferential ribs regularly
distributed around the principal piece.

The fibrous axes lie between the plasmalemma and the dense fibres 3 and 8. The axes reach their maximum
thickness (110 nm) at the first third of the principal piece and they decrease progressively along the following two
thirds, until being equal to the ribs’ thickness (75 nm).

FiGure 1. Diagrammatic representation of longitudinal sections through the head, neck and tail of the boar spermatozoon indicating
the major components.

A. Head: apical and principal segments of the acrosomal region
ESA, subacrosomal space; MF, perinuclear fibrous material; N, nucleus; P, plasmalemma; SA, acrosome apical segment; SP,
acrosome principal segment.

B. Head: equatorial segment of the ac | and postacy [ region
LD, postacrosomal dense lamina; MF, perinuclear fibrous material; N, nucleus; P, plasmalemma; SE, acrosome equatorial
segment.

C. Head: gwm:mmmaf region. Connecting piece or neck
C, capitulum; CB, basal body; CL, laminar bodies; CS, segmented columns; LD, postacrosomal dense lamina; MF,
perinuclear fibrous material; N, nucleus; P, plasmalemma; PB, basal plate.

D. Tail: midpiece or mitochondrial region
A, axoneme; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres; P, plasmalemma.

E. Tail: distal region of the principal piece
A, axoneme; BF, fibrous sheath ribs; P, plasmalemma.
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Along the first third of the principal piece, the great development of the axes determines its overlying and
fusion with the dense fibres 3 and 8. The remaining dense fibres, that stretch along only the first third of the
principal piece, decrease progressively in thickness until they disappear. The two posterior thirds of the prin-
cipal piece differ from the first third by the lack of dense fibres and because the thickness of the fibrous axes is
equal to that of the fibrous ribs (75 nm).

The fibrous ribs are approximately 15 nm apart and about 40 nm in diameter along the whole principal
piece. The thickness of the ribs together with that of the axes decrease progressively as the fibrous sheath draws
near the terminal piece.

The annulus or Jensen’s ring consists of an electron dense structure underlying the plasmalemma and marking
the junction of the midpiece and the principal piece. The plasmalemma attaches firmly to the annulus, a ring-
shaped structure separating the mitochondrial sheath from the fibrous sheath, which prevents mitochondria
going down to the principal piece. The annulus links up with the last mitochondrion of the mitochondrial
sheath and it is separated from the first ribs of the fibrous sheath by approximately 15 nm. This structure is
about 130 nm thick and 160 nm in diameter.

2.2.5. TERMINAL PIECE

The terminal piece is the last and shorter segment of the spermatozoon’s tail. This short piece has no cytoskeletal
structures. The terminal piece consists of only the axoneme enclosed by the plasmalemma. Whereas in other
tail pieces the plasmalemma describes a more or less smooth circular outline, in this last piece it takes a festooned
appearance. The axoneme disorganises progressively as it stretches down the principal piece, with B microtubule
being the first disappearing element. Finally, microtubular disorganisation makes it impossible to distinguish
the axonemal 9+2 pattern.

FIGURE 2. Diagrammatic representation of cross sections through the head and tail of the boar spermatozoon indicating the major
components.

A. Head: acrosomal region

MF, perinuclear fibrous material; N, nucleus; P, plasmalemma; VA, acrosomal vesicle or acrosome.
B. Head: postacrosomal region

LD, postacrosomal dense lamina; MF, perinuclear fibrous material; N, nucleus; P, plasmalemma.
C. Tail: midpiece or mitochondrial region

A, axoneme; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres; P, plasmalemma.
D. Tail: proximal region of the principal piece

A, axoneme; BF, fibrous sheath; FD, dense fibres; P, plasmalemma.
E. Tail: intermediate region of the principal piece

A, axoneme; CF, fibrous sheath axes or columns; EF, fibrous sheath ribs; FD, dense fibres; P, plasmalemma.
E. Tail: distal region of the principal piece

A, axoneme; BF, fibrous sheath; P, plasmalemma.
G. Tail: terminal piece

P, plasmalemma; A, axoneme.
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3. THE IMMATURE SPERMATOZOA

The percentage of immature spermatozoa in a normal ejaculate of Sus domesticus ranges from 5 % to 15 %.

The immature spermatozoon presents three distinctive traits compared to the mature spermatozoon:
presence of the cytoplasmic droplet, greater development of the acrosome apical protuberance and greater
flexibility of the head.

The cytoplasmic droplet, and habitually encloses a small segment of the midpiece consists of the remains of
the residual cytoplasm made redundant towards the end of spermiogenesis. The droplet is approximately 1.5 pm
in diameter; and it contains a poorly electron dense cytoplasm rich in vesicles.

The midpiece can be located in the centre of the droplet or quite displaced from the centre, almost losing
contact with the plasmalemma.

The number and development of the vesicles increase as the cytoplasmic droplet moves distally along the
midpiece. Two types of vesicles can be observed: double membrane vesicles and simple membrane vesicles.
Double membrane vesicles have a clear matrix and a constant diameter of approximately 0.2 pm; they come
from cisternae of the smooth endoplasmic reticulum which close up over themselves, enclosing hyaloplasmic
material. Simple membrane vesicles also have a poor electron dense matrix, arising from expansion of the
endoplasmic reticulum. These last vesicles fuse together giving rise to more greater vesicles, thus exhibiting a
great variety of diameters ranging from 0.1 pm to 0.9 pm.

The cytoplasmic droplet can be found at the connecting piece location or at some variable level along the
midpiece. The droplet appears at the connecting piece, and moving distally along the midpiece, it is shed just
at the junction of the midpiece and the principal piece of the spermatozoon. The cytoplasmic droplet has two
end positions: the proximal position, when placed at the connecting piece level; and the distal position, when
placed at the annulus or Jensen’s ring location. Hence, keeping this view in mind, one can basically distinguish
two types of immature spermatozoa: the immature spermatozoa with proximal cytoplasmic droplet and the
immature spermatozoa with distal cytoplasmic droplet.

The immature spermatozoa with proximal cytoplasmic droplet originates in the testis and, during passage
through the epididymis, the cytoplasmic droplet moves distally up to Jensen’s ring. Once the immature spermatozoa
with distal cytoplasmic droplets reach the epididymal cauda, they shed the cytoplasmic droplets and take the
mature spermatozoon appearance. Therefore, the greater or lesser incidence of the different typologies of
immature spermatozoa in the ejaculate allow for the determination of the sperm epididymal maturation degree.

The acrosome apical protuberance shows a greater development in immature spermatozoa than in mature
spermatozoa. The external width and length of the apical protuberance in the mature spermatozoon are 400 nm
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and 1.2 pm, respectively; and they increase up to 600 nm and 4.5 pm, respectively, in the immature
spermatozoon.

The head of the immature spermatozoa has greater flexibility than that of the mature spermatozoa. Different
types of foldings and deformations are often observed on the head of the immature spermatozoa. More, or fewer,
intense cephalic foldings frequently occur through a cross plane, and more rarely through a frontal longitudinal
plane rarely. The most habitual cephalic malformation is the lateral deviation of the acrosomal region of the head
with regard to the cell longitudinal axis.

The immature spermatozoon is often more fragile than the mature spermatozoon, thus it is not rare to
observe transversely or longitudinally broken heads, and tail breakage.

As for the cytoplasmic droplets, abnormal morphologies (e.g., very voluminous droplets), ectopic positions
(e.g., droplets at the end of the principal piece) and numerical abnormalities (e.g., two droplets, one proximal and
the other one distal) can be observed.



4. THE ABERRANT SPERMATOZOA

4.1. EXTERNAL MORPHOLOGY AND CLASSIFICATION

The percentage of aberrant spermatozoa in a normal ejaculate of Sus domesticus is between 1 % and 5 %.

Even though spermatozoa malformations are classified with regard to one aberrant sperm structure, often
several abnormal structures converge in the same spermatozoon. So then, macrocephaly or microcephaly:
additional heads or tails, longer or shorter tails, different shape malformations of the head, folding or coiling
of the tail, etc. can be malformations paired in a same aberrant spermatozoon. Theoretically, as many typologies
of aberrant spermatozoa can be found as the result of combining, two by two, the several possible malformations.
In fact, the atlas often shows aberrant spermatozoa that, besides the highlighted malformation, present another
abnormality (e.g., aberrant spermatozo an with flame-shaped head and coiled tail). In order to establish a
methodology for the description of the different malformations, a classification criterion of the cephalic
malformations has been set (affecting shape, size and number) and the tail malformations (affecting shape or
trajectory, size and number) which, frequently, appear simultaneously.

According to the external morphology of spermatozoa, the observed malformations can be grouped in the
following types:

Tipe of %o * Modality %o *
malformation Aberrant spermatozoa Aberrant spermatozoa
with this with this
malformation malformation
Cephalic Shape 10
or 15 Size 3
affecting head Number 2
Shape or trajectory 25
Affecting tail 35 Size 5
Number 5
Total 50

*The percentages in the above table are obtained giving priority to a top malformation when a spermatozoon
presents more than one malformation.
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The different malformations present in the ejaculate may also be classified in accordance with their place
of origin as primary or secondary. Primary malformations are those developing during spermatogenesis or
spermiogenesis in the testis, and secondary malformations are those developing during the sperm maturation
process along the epididymis.

In general, cephalic malformations tend to be of primary origin, although the ones affecting number may
also be of secondary origin (e.g., sperm agglutination). Size and number of malformations in the tail have
primary origin and those affecting the tail trajectory have a secondary origin.

4.1.1. MALFORMATIONS AFFECTING CEPHALIC SHAPE

Spermatozoa with abnormal cephalic shapes, such as elongated heads, flame-shaped heads, oval heads and
roundish heads, can be observed by light microscopy. The higher resolution of the scanning electron microscope, as
compared with conventional light microscopy, allows for the detection of cephalic malformations of the shape more
accurately.

Two types of spermatozoa with elongated heads can be found: spermatozoa with cylindrical heads and with
flat heads. Spermatozoa with elongated and cylindrical heads, about 8 pm in length and 2.7 pm in diameter, are
characterised by an abaxial tail attachment. Spermatozoa with elongated and flat heads, about 9-10 pm in length
and 3.5-4.1 pm in diameter, are characterized by a normal tail attachment.

Spermatozoa with flame-shaped heads may also be classified into two typologies: spermatozoa with short
flame-shaped heads and with long flame-shaped heads. In this last typology, the most apical cephalic region
tends to be characterised by the craterlike appearance of the acrosomal protuberance.

Spermatozoa with oval heads present, generally, an apical acrosomal knob of variable development. Likewise,
one can distinguish spermatozoa with pear-shaped heads, characterised by the scant development of the acrosomal
cephalic region and the highly developed postacrosomal region.

Several typologies of the spermatozoa with roundish heads may be distinguished, ranging from globular
to flat shapes, and exhibiting different degrees of rounded heads.

4.1.2. MALFORMATIONS AFFECTING CEPHALIC SIZE

Two types of spermatozoa in regard to the size of the head can be distinguished: macrocephalic and
microcephalic spermatozoa.

Within the macrocephalic or giant-headed spermatozoa, two typologies can be found: spermatozoa with
normal head length (7 pm) and a large width (4.7 pm), and spermatozoa with longer (7.7 pm) and wider (5.5 pm)
heads. This last type of spermatozoa often have two tails.

Within the microcephalic or small head spermatozoa, two typologies can also be found: spermatozoa with normal
head width and a reduced length (5.2 pm), and spermatozoa with shorter (4.5 pm) and narrower (2.4 pm) heads.

4.1.3. MALFORMATIONS AFFECTING CEPHALIC NUMBER
Spermatozoa with more than one head frequently have as many fused tails as heads; these tails often

exhibit different degrees of coiling. Among the spermatozoa with more than one head, some can found with
wwo heads and others with three heads.
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Tricephalic spermatozoa tends to present completely coiled tails and three coplanar heads, positioned
giving rise to an angle not superior to 30° between them.

Bicephalic spermatozoa tend to present completely or partially coiled tails and two heads arranged in
coplanity in crossed planes. When the two heads are coplanar, an angle ranging from 0° (overlapped heads) to
180° (opposite heads) can be formed between them. In this last case, heads are joined at their bases or they are
separated by the tail-coiling. When the two heads are positioned in crossed planes, these are orthogonal planes.
In general, the two heads are often flat-shaped and attached to the connecting-piece end. Even though, in some
bicephalic spermatozoa, flat-shaped heads and globular heads can be found, and in others, a head attached to
the connecting-piece end and the other head attached over the longitudinal axis of this piece, can be observed.

The head-to-head or tail-to-tail agglutination of spermatozoa is one of the possible origins of spermatozoa
with more than one head.

4.1.4. MALFORMATIONS AFFECTING THE TAIL TRAJECTORY

Depending on the type of malformation affecting the tail trajectory, one can distinguish two types of
spermatozoa: spermatozoa with folded tails and spermatozoa with coiled tails.

Among the spermatozoa with folded tails, one differentiates between them depending on whether the
folding occurs at the Jensen’s ring location or at the midpiece location. The tail-folding is considered to be
truthful when the tail bends completely so that the two parts of the folded tail are antiparallel. The most habi-
tual folding occurs in immature spermatozoa with distal cytoplasmic droplets at the Jensen’s ring location. The
tail bends so that the principal piece makes contact and fuses initially with the midpiece, and afterwards with
the flat face of the head; finally, the tail coils and fuses progressively with the flat face of the head. A more
uncommon folding, affecting the midpiece, can also be observed: immature spermatozoa whose tails bend,
generally affecting the whole midpiece. Because of the thickness of the midpiece and the diameter of the
cytoplasmic droplets, this folding tends to be very apparent, and in some cases, it could be mistaken with a
spermatozoon’s head under light microscopy by its size and shape.

Spermatozoa with coiled tails are characterised by exhibiting completely or partially coiled tails. The most
typical form is that of spermatozoa whose tails turn around the first half of the midpiece. Within this modality,
several typologies can be distinguished in regard to the position of the coiling with respect to the head, and the
size and shape of this coiling. The coiling size may vary from approximately one half of the head size to that of
a normal-sized head. This variability of the coiling size depends on the coiling intensity and the length of the
coiled tails (if they lack tailpieces or if any of them are shorter, the coiling will be of lesser size). Moreover, the
major axes of the coiling tail and those of the head may be arranged so as to give rise to angles of 180°, 90° or
450. The coiled tails may adopt circular, spherical, oval or elliptical shapes. A second type of tail-coiling is that
of spermatozoa whose tails turn around the whole midpiece. In this case, the coiled tails adopt very clear
elliptical shapes. The longer axis of the coiled tail and the longer axis of the head may be arranged so as to give
rise to angles of 180°, 90° or 45°. Finally, more unusual tail-coiling shapes can be observed: for instance,
coilings affecting only the principal and terminal pieces, coilings affecting solely the terminal piece, coilings
affecting the terminal piece and partially, the principal piece, false coilings, etc.

4.1.5. MALFORMATIONS AFFECTING THE TAIL SIZE

Two modalities of this type of malformation can be distinguished: spermatozoa with long tails and with
short tails.
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When the spermatozoon’s tail is longer than normal, it is habitually due to a longer principal piece.
When the spermatozoon’s tail is shorter than normal, it is generally due to the absence of some piece or the
lesser development of one of them. Often the affected piece used to be the principal piece, now absent or less

developed.

4.1.6. MALFORMATIONS AFFECTING THE TAIL NUMBER

Two modalities of this type of malformation can be distinguished: tailless spermatozoa and spermatozoa
with two rails.

The first typology is characterised by the presence of detached heads in the ejaculate. It is possible to say
that the majority of detached heads corresponds to artifactitous breaking of the head and the tail. Therefore,
the real determination of this malformation is carried out by the count of detached heads minus the number
of detached tails. These artifactitious forms are more frequent in the semen smear edges.

Spermatozoa with two tails may be classified according to whether or not the two tails have the same
length, and whether or not they are fused.

4.2. INTERNAL MORPHOLOGY AND CLASSIFICATION

Aberrant spermatozoa can be classified according to the type of structural malformation observed: (1)
spermatozoa with tails folded at the Jensen’s ring, (2) spermatozoa with coiled tails, (3) spermatozoa with two
tails, (4) spermatozoa with cephalic malformations, and (5) spermatozoa with tail malformations.

4.2.1. SPERMATOZOA WITH TAIL FOLDED AT THE JENSEN'S RING

Spermatozoa with tail folded at the Jensen’s ring consolidate the folding by means of the distal cytoplasmic
droplets. Beyond the distal cytoplasmic domain, the principal piece and the midpiece overrun antiparallelly.
The fibrous and mitochondrial sheaths of both pieces come in contact, and at the proximal end of the midpiece,
the fibrous sheath provokes a slight deformation on the mitochondrial sheath. The principal piece overruns the
midpiece following a spiral path which is shown by the evolution of the series of doublets faced between
the midpiece and principal piece. Along the postacrosomal cephalic region, the principal piece lies between the
plasmalemma and the postacrosomal dense lamina; and, in the acrosomal cephalic region, the principal piece
lies between the plasmalemma and the acrosomal vesicle.

4.2.2. SPERMATOZOA WITH COILED TAIL

Spermatozoa with coiled tail have an axonemal axis which makes several loops inside a cytoplasmic mass
rich in double membrane vesicular elements, and remains of the smooth endoplasmic reticulum. This cytoplasm
morphology is very similar to that of the cytoplasmic droplet of an immature spermatozoon. The axonemal
axis is positioned at the periphery of the cytoplasmic mass. Degenerated cell figures can also be observed that
are characterised by the cytoplasmic plasmolysis and by the absence of some microtubular structures of the
axonemal axes.
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4.2.3. SPERMATOZOA WITH TWO TAILS

These spermatozoa have two complete axonemal axes. Along their full paths, the two axonemal axes run
parallel. Depending on the examined region, one can find: (a) the two axonemal axes that are quite separate
from each other by a highly developed cytoplasmic mass, or (b) the two axonemal axes coming into contact by
their respective mitochondrial and fibrous sheaths. The residual cytoplasm, abundant from the connecting
piece to the intermediate region of the midpiece, declines considerably as reaching the distal end of the midpiece.

4.2.4. SPERMATOZOA WITH CEPHALIC MALFORMATIONS

This type of spermatozoa consists of malformations affecting the different acrosomal segments, the
postacrosomal cephalic region and the nucleus.

The acrosome apical segment may show several malformations: high or low development, anomalous
shapes and distributions, internal vesicalization and heterogeneous acrosomal matrix. The acrosome principal
segment may exhibit the following malformations: acrosomal vesicle expansion, scant matrix electron density
and vesicalization. The acrosome equatorial segment may also present different malformations: high development of
the subacrosomal space, as well as the expanded and festooned edges of the acrosomal vesicle.

In the postacrosomal region, a greater or lesser development of myelin fibres between the postacrosomal
dense lamina and the perinuclear fibrous material can be found.

The most typical nuclear malformations used to be the membrane-bound nuclear invaginations and the
nuclear vacuoles. Moreover, other nuclear malformations can also be observed (folded nucleus on a longitudinal
or on a transversal axis) accompanied by acrosomal malformations (generally, vesicalization or plasmolysis).

4.2.5. SPERMATOZOA WITH TAIL MALFORMATIONS

This type of malformations consists of those affecting the axonemal structure, the mitochondrial sheath
and the perimitochondrial cytoplasm.

Five modalities of axonemal anomalies as a result of the absence of microtubular elements can be observed:
absence of the peripheral microtubule doublets (6, 8, 9 and, 52nd 6) and absence of the central microtubule
pair. Furthermore, the general disorganization and deformation of the axonemal structure can also be observed
by the presence of more or less-developed vesicles, lying between the fibrous sheath and the axoneme.

The two main abnormalities of the mitochondrial sheath are the mitochondrial swelling and the irregular
arrangement of the sheath mitochondria. Mitochondrial swelling generally affects the first mitochondria of the
mitochondrial sheath. They are mitochondria, which are five times greater in diameter compared to normal
sheath mitochondria. These mitochondria are characterised by a very clear matrix and the absence of
mitochondrial cristae. The inner mitochondrial membrane does not form cristae and runs parallel to the outer
mitochondrial membrane. Another alteration of the mitochondrial sheath consists of an anomalous distribution
of the sheath mitochondria. In these cases, besides the sheath mitochondria regularly distributed in a spiral path,
there are additional mitochondria, external to the sheath, which determine a slight deformation of the circular
perimeter of the midpiece. The mitochondrial sheath may sometimes show a reduced thickness and a festooned
contour.

As for the perimitochondrial cytoplasm, several malformations may be highlighted. Peripheral vesicalization
can be found at the connecting piece and at any location on the first two tail pieces of the spermatozoon.
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Vesicles are located peripherally and disturb the circular perimeter of the tail. The vesicle development is
greater as it moves down from the connecting piece to the principal piece. At the location of the connecting
piece, the vesicle (about 0.30 pm in diameter) lies between the laminar bodies and the plasmalemma. At the
midpiece location, the vesicle (about 0.35 pm in diamerter) lies between the mitochondrial sheath and the
plasmalemma, provoking a noticeable deformation on the sheath mitochondria. At the principal piece
location, the vesicle (about 0.40 pm in diameter) lies between the fibrous sheath and the plasmalemma, and
does not provoke noteworthy deformations on the fibrous sheath ribs. Along the proximal region of the principal
piece, the vesicle is released by becoming narrow at its base, and by the posterior fusion of the plasmalemma.
These vesicles may come from the large vesicles within the cytoplasmic droplet of immature spermatozoa or
from the cytoplasmic expansions present in the connecting piece or midpiece of some spermatozoa. The resi-
dual cytoplasm appears in two forms at the connecting piece and midpiece locations: (a) in the form of
cytoplasmic expansions and (b) in the form of perimitochondrial cytoplasmic films. The cytoplasmic expansions
lie at the base of the head, just at the junction of the connecting piece and the postacrosomal cephalic region.
They are digitiform cytoplasmic evaginations, 1 pm in length per 0.1 pm in diameter, filled up with an
homogeneous and slightly electron dense cytoplasm. These evaginations may bend until they fuse on its free
end with the plasmalemma enclosing the connecting piece. Digitiform or fungiform cytoplasmic evaginations
can also be found at the more distal region of the midpiece. In these cases, the cytoplasmic expansion arises from
a very developed perimitochondrial cytoplasmic film.




5. OTHER CELLS

5.1. THE SOMATIC CELLS

The somatic cells present in the ejaculate of boars are spherical in shape and measure 12 pm in diameter.
These cells are infrequent and they can sometimes be observed engulfing the cephalic region of immature
spermatozoa, preferably with distal cytoplasmic droplets.

The ultrastructural characteristics of these cells are typical of macrophages. They are mononuclear cells but
with an intensely lobed nucleus. The nucleus contains finely granulated chromatin and scanty heterochromatic
masses, which are dispersed by the nucleoplasm or associated to the nuclear envelope. The very prominent
nucleolus shows the clearly differentiated fibrillar and granular components. This nuclear morphology is
typical of those cells with a very high nuclear activity. The cytoplasm is abundant and there is an abundance of
lysosomal and phagocytic vesicles.

These cells degenerate quickly in the ejaculate giving rise to cells characterised by the pyknotic appearance of
the nucleus and plasmolysis of the cytoplasm.

5.2. THE PROCARYOTIC CELLS

The procaryotic cells are scarce in the normal ejaculate of boars. The procaryotic cells found in the ejaculate
are normally Gram-negative bacillar bacteria. The nuclear area stands out from the remaining cytoplasm by its
low electron density. The cell envelope consists of polysaccharides.
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LAMINA 1/ LAMINA 1/ PLATE 1
Microscopia dptica de camp clar. Tincié de Papanicolaou.
Microscopia éptica de campo claro. Tincién de Papanicolaou.

Bright-field light microscopy. Papanicolaou stain.

FiG. 1. Espermatozoide madur i espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (—). Espermatozoide maduro y
espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal (—*). Mature spermatozoon and immature spermatozoon with proximal
cytoplasmic droplet (—). 1600x.

Fic. 2. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal, un d’ells amb el cap arrodonit (—*). Espermarozoides
inmaduros con gota citoplasmdtica distal, uno de ellos con la cabeza redondeada (). Immature spermatozoa with distal cytoplasmic
droplet, one of them with roundish head (—). 1500x.

. Fi6. 3. Espermatozoide amb dues cues completament fusionades; observin-se els limits de la peca intermedia (—*). Espermato-
zoide con dos colas completamente fusionadas; obsérvense los limites de la pieza intermedia (—). Spermatozoon with two completely
fused tails; notice the limits of the midpiece (—). 1400x.

Fic. 4. Espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades a partir del primer terg de la pega intermédia (—). Espermatozoide
con dos cabezas y dos colas fusionadas a partir del primer tercio de la pieza intermedia (—). Spermatozoon with two heads and two
tails fused from the first third of the midpiece (—). 1400x.

FiG. 5. Macrofag inactiu de perfil regular, elevada relacié nucleocitoplasmatica i nucléol prominent (—). Macréfago inacrivo de
perfil regular, elevada relacién nicleo-citoplasmdtica y nucléolo prominente (—*). Inactive macrophage with a regular profile, high
nucleus / cytoplasm ratio and prominent nucleolus (—). 1400x.

FiG. 6. Macrofag actiu de perfil irregular; observi’s la reduccié de la relacié nucleocitoplasmatica i la preséncia de dos nucleols
menys prominents (). Macréfago activo de perfil irregular; obsérvese la reduccién de la relacién niicleo-citoplasmidrica y la
presencia de dos nucléolos menos prominentes (). Active macrophage with an irregular profile; note the decrease of the nucleus /
cytoplasm ratio and the presence of two less prominent nucleoli (—). 1600x.

Fic. 7. Espermatozoide amb I'acrosoma reaccionat (—*). Espermatozoide con el acrosoma reaccionado (—*). Spermatozoon with
reacted acrosome (—). 1400x,

FiG. 8. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal, un d’ells amb el cap arrodonit (—). Espermatozoides
inmaduros con gota citoplasmdtica distal, uno de ellos con la cabeza redondeada (—). Timmature spermatozoa with distal cytoplasmic
droplet, one of them with roundish head (—). 1400x.

FiG. 9. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i el cap lleugerament el liptic (—*). Espermatozoide inmaduro
con gota citoplasmatica distal y la cabeza ligeramente cliptica (). Tmmature spermatozoon with distal cyroplasmic dropler and
stightly elliptic head (—). 1400x.

Fic. 10. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i el cap piriforme (—). Espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdrica distal y la cabeza piriforme (—). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet and pyriform head (—). 1400x,
Fic. 11. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i el cap lleugerament prim (—). Espermatozoide inmaduro
con gota citoplasmdtica distal y la cabeza ligeramente delgada (—). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet and
slightly thin head (—*). 1400x.

FiG. 12. Espermatozoide amb el cap petit i arrodonit (—). Espermatozoide con la cabeza pequeia y redondeada (—). Spermatozoon
with small and roundish bead (—). 1400x.

FiG. 13. Espermatozoide amb el cap isolat, sense cua (—). Espermatozoide con la cabeza aislada, sin cola (—). Tailless or detached-
head spermatozoon (—*). 1400x,

FiG. 14. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peca de connexié (—). Espermatozoide con la cola doblada por la pieza de
conexién (). Spermatozoon with tail folded at the connecting piece (—*). 1400x.

Fic. 15. Espermatozoide amb la cua doblegada per la pega intermédia (—). Espermatozoide con la cola doblada por la pieza
intermedia (—*). Spermatozoon with tail folded at the midpiece (—). 1400x.

FiG. 16. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada per I'anell de Jensen (—). Espermatozoide
inmaduro con gota citoplasmdrica distal y la cola doblada por el anillo de Jensen (—*). fmmature spermatozoon with distal cytoplasmic
droplet and tail folded at the Jensen’s ring (—). 1400x,

FiG. 17. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada per I'inici de la pega principal (—*). Esper-
matozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal y la cola doblada por el inicio de la pieza principal (—). Immature spermatozoon
with distal cytoplasmic droplet and tail folded at the beginning of the principal piece (—). 1400x.

Fic. 18. Espermatozoide amb la cua plegada sobre els primers 2/3 de la peca intermédia (—). Espermatozoide con la cola
plegada sobre los primeros 2/3 de la pieza intermedia (—*). Spermatozoon with tail bent over the first 2/3 of the midpiece (—*). 1400x.
FiG. 19. Espermatozoide amb la cua plegada sobre la pega intermédia (—). Espermatozoide con la cola plegada sobre la picza
intermedia (—*). Spermatozoon with tail bent over the midpiece (—). 1400x.
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LAMINA 2 / LAMINA 2 / PLATE 2
Microscdpia dptica de camp clar. Tincié Diff-Quick®.
Microscopfa éptica de campo claro. Tincién Diff-Quik®.
Bright-field light microscopy. Diff-Quick® stain.

Fic. 1. Espermatozoide madur i espermatozoide macrocefalic (—). Espermatozoide maduro y espermatozoide macrocefilico
(—*). Mature spermatozoon and macrocephalic spermatozoon (—). 1400x.

FiG. 2. Espermatozoide macrocefilic amb la cua engruixida (—). Espermatozoide macrocefilico con la cola engrosada ().
Macrocephalic spermatozoon with thickened tail (—*). 1400x.

FiG. 3. Espermatozoide macrocefalic amb la cua doblegada per la pega intermedia (—). Espermatozoide macrocefilico con la
cola doblada por la pieza intermedia (—*). Macrocephalic spermatozoon with tail folded at the midpiece (—). 1400x,

FiG. 4. Espermatozoide macrocefilic amb el cap arrodonit i la cua doblegada per I'anell de Jensen (—). Espermartozoide
macrocefdlico con la cabeza redondeada y la cola doblada por el anillo de Jensen (—*). Macrocephalic spermatozoon with roundish
head and tail folded at the Jensen’s ring (—). 1400x,

FiG. 5. Espermatozoide macrocefalic amb el cap arrodonit (—*). Espermarozoide macrocefilico con la cabeza redondeada ().
Macrocephalic spermatozoon with roundish head (—). 1400x.

FiG. 6. Espermatozoide macrocefalic amb el cap ovoidal (—). Espermatozoide macrocefilico con la cabeza ovoidal (—). Macrocephalic
spermatozoon with slightly oval head (—). 1400x,

FiG. 7. Espermatozoide microcefalic (—*) amb la cua lleugerament curta. Espermatozoide microcefdlico (—*) con la cola ligera-
mente corta. Microcephalic spermatozaon (—) with slightly shortened tail. 1400x,

Fic. 8. Espermatozoide microcefalic (—*). Espermatozoide microcefilico (—*). Microcephalic spermatozoon (—). 1400x.

Fic. 9. Espermatozoide amb el cap ovoidal i dues cues fusionades (—). Espermatozoide con la cabeza ovoidal y dos colas fusio-
nadas (). Spermatozoon with slightly oval head and two fused tails (—). 1400x,

Fic. 10. Espermatozoide amb dues cues fusionades (—*). Espermatozoide con dos colas fusionadas (—*). Spermatozoon with two
fused tails (—»). 1400x.

Fic. 11. Espermatozoide bicefalic (—) amb dues cues fusionades. Espermatozoide bicefilico (—) con dos colas fusionadas.
Bicephalic spermatozoon (—) with two fused tails. 1400x.

FiG. 12. Dos espermatozoides madurs amb aglutinacié parcial de les cues (—). Dos espermatozoides maduros con aglurinacion
parcial de las colas (). Tiwo mature spermatozoa displaying partially agglutinated rails (—). 1400x.

Fic. 13. Espermatozoide amb dues cues fusionades per les peces intermeédies (—*). Eepermatozoide con dos colas fusionadas por
las piezas intermedias (—*). Spermatozoon with two tails fused by the midpieces (—). 1400x,

FiG. 14, 15, 16, Espermatozoides amb diferents intensitats d’enrotllament de la cua. Espermatozoides con diferentes intensida-
des de enrollamiento de la cola. Spermatozoa displaying different intensities of tail-coiling. 1400x.

Fic. 17. Espermatozoide amb la cua crenada en la pega intermédia (—*). Espermatozoide con la cola festoneada en la pieza inter-
media (—). Spermatozoon with corkscrew defect affecting the midpiece (—). 1400x.

FiG. 18. Espermatozoide amb la cua doblegada per la pega intermedia (—). Espermatozoide con la cola doblada por la pieza
intermedia (—*). Spermatozoon with tail folded ar the midpiece (—). 1400x.

FiG. 19. Espermatozoide immadur amb gota proximal i amb la cua doblegada per la peca de connexié (—). Espermatozoide
inmaduro con gota proximal y con la cola doblada por la pieza de conexién (—*). Immature spermatozoon with proximal droplet and
tail folded at the connecting piece (—). 1400x.

Fic. 20. Espermatozoide immadur amb gota proximal i la cua parcialment enrotllada en la part terminal de la pega principal
(). Espermatozoide inmaduro con gota proximal y la cola parcialmente enrollada en la parte terminal de la pieza principal (—).
Immature spermatozoon with proximal droplet and tail partially coiled at the ending of the principal piece (—). 1400x.

Fic. 21. Espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen (—). Espermatozoide con la cola doblada por el anillo de
Jensen (—). Spermatozoon with tail folded at the Jensens ring (—). 1400x.

FiG. 22. Espermatozoide immadur amb gota distal i la cua doblegada abans d’expulsar la gota (—). Espermatozoide inmaduro
con gota distal y la cola doblada antes de expulsar la gota (). Immature spermatozoon with distal droplet bending the tail before
shedding of the droplet (—). 1400x.

Fic. 23. Espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen i enrotllada sobre el cap (—). Espermatozoide con la cola
doblada por el anillo de Jensen y enrollada sobre la cabeza (—*). Spermatozoon with tail folded at the Jensen’s ring and coiled over the
head (—). 1400x.

FiG. 24. Espermatozoide madur poc després d’haver expulsat la gota citoplasmatica (—). Espermatozoide maduro poco después
de haber expulsado la gota citoplasmdtica (—*). Mature spermatozoon just afier having shed the cytoplasmic droplet (). 1400x.
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LAMINA 3 / LAMINA 3 / PLATE 3
Microscdpia dptica de contrast de fases positives. Fixacié Glutaraldehid-Tetradxid d’osmi.
Microscopia éptica de contraste de fases positivas. Fijacién Glutaraldeh{do-Tetraéxido de osmio.
Positive phase-contrast light microscopy. Glutaraldehyde-Osmium Tetroxide fixation.

FiG. 1. Aspecte d'un recompte d’espermatozoides en la cambra de Makler. Aspecto de un recuento de espermatozoides en la
cdmara de Makler. View of spermatozoa-counting as determined by the Makler chamber. 550x.

Fic. 2. Espermatozoide amb la cua intensament enrotllada. Espermatozoide con la cola intensamente enrollada. Spermarozoon with
intensely coiled tail. 1400x.

FiG. 3. Espermatozoide bicefilic amb la cua intensament enrotllada. Espermatozoide bicefilico con la cola intensamente enro-
llada. Bicephalic spermatozoon with intensely coiled tail. 1400x.

FiG. 4. Espermatozoide sense cap (—). Espermatozoide sin cabeza (—*). Acephalic spermatozoon (—). 1400x.

FiG. 5. Espermatozoide sense cua (—). Espermatozoide sin cola (—). Tailless spermatozoon (—). 1400x.

Fic. 6. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i amb la cua doblegada per I'anell de Jensen (—). Espermato-
zoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal y con la cola doblada por el anillo de Jensen (—). fmmature spermatozoon with distal
cytoplasmic droplet and tail folded at the Jensen’s ring (—). 1400x.

Fic. 7. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (—). Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmética
proximal (—). Immature spermatozoon with proximal cytoplasmic dropler (—). 1400x.

Fic. 8. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica medial (—). Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica in-
termedia (—). Immature spermatozoon with intermediate cytoplasmic droplet (—). 1400x.

Fic. 9. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmética distal
(). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic dropler (—). 1400x.

Fic. 10. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada abans d’expulsar la gota (—). Espermato-
zoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal y la cola doblada antes de expulsar la gota (). Immature spermatozoon with distal
oytoplasmic droplet bending the tail before shedding of the droplet (—). 1400x.

FiG. 11. Espermatozoide madur poc després d’haver expulsat la gota citoplasmatica (—). Espermatozoide maduro poco después
de haber expulsado la gota citoplasmdtica (—). Marure spermatozoon just after having shed the cytoplasmic droplet (—). 1400x.
Fic. 12. Espermatozoides madurs. Espermatozoides maduros. Mature spermatozoa. 1400x.

FiG. 13. Espermatozoide bicefilic amb la cua enrotllada per la pega intermédia i amb un enrotllament de baixa intensitat (—).
Espermatozoide bicefélico con la cola enrollada por la pieza intermedia y con un enrollamiento de baja intensidad (—). Bicephalic
spermatozoon with tail coiled at the midpiece displaying low-intensity coiling (—). 1400x.

FiG. 14. Espermatozoide bicefilic amb la cua enrotllada per la pega intermedia i amb un enrotllament d’intensitat moderada
(). Espermatozoide bicefdlico con la cola enrollada por la pieza intermedia y con un enrollamiento de intensidad moderada (—).
Bicephalic spermatozoon with tail coiled at the midpiece displaying moderate-intensity coiling (—). 1400x.

Fic. 15. Espermatozoide bicefilic amb la cua enrotllada i amb un enrotllament d’alta intensitat (—*). Espermatozoide bicef4lico
con la cola enrollada y con un enrollamiento de alta intensidad (—*). Bicephalic spermatozoon with coiled sail displaying high-
intensity coiling (—). 1400x.
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LAMINA 4 / LAMINA 4 / PLATE 4
Microscdpia dptica de contrast interferencial de Nomarski.
Microscopia éptica de contraste interferencial de Nomarski.

Nomarski interference contrast light microscopy.

Fic. 1. Espermatozoide madur. A, limit de la vesicula acrosdbmica; PT, peca terminal. Espermatozoide maduro. A, limite de la
vesicula acrosémica; PT, pieza terminal. Mature spermatozoon. A, acrosomal vesicle limit; PT, terminal piece. 2700x.

FiG. 2. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica distal, amb el cap arrodonit i la cua doblegada per I'anell de Jensen
(—). Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal, con la cabeza redondeada y la cola doblada por el anillo de Jensen
(—*). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet, roundish head and tail folded at the Jensen’s ring (—). 2700x.

FiG. 3 (a-g). Seqiiencia de I'enrotllament de la cua a partir d’espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal.

a) Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). 2700x. 4) Espermatozoide immadur amb gota citoplasma-
tica distal (—) i amb la cua doblegada 90°. 2700x. ¢) Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal () i amb la cua
doblegada 135°. 2700x. d) Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—) i amb la cua parcialment doblegada
180° per I'anell de Jensen. 3000x. e) Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—*) i amb la cua completament
doblegada 180° per I'anell de Jensen. 3000x. fJ Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i amb la cua doble-
gada per I'anell de Jensen i enrotllada per sobre el cap (—). 3000x. g) Espermatozoide amb la cua enrotllada (—). 3000x.
Secuencia del enrollamiento de la cola a partir de espermatozoides inmaduros con gota citoplasmdtica distal.

a) Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal (—). 2700x. &) Espermarozoide inmaduro con gorta citoplasmdtica
distal (—) y con la cola doblada 90°. 2700x. ¢) Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmitica distal (—) y con la cola doblada
1359, 2700x. d) Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmarica distal (—) y con la cola parcialmente doblada 180° por el
anillo de Jensen. 3000x. ¢) Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal (—) y con la cola completamente doblada
1800 por el anillo de Jensen. 3000x. fj Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmadtica distal y con la cola doblada por el anillo
de Jensen y enrollada sobre la cabeza (—). 3000x. g) Espermatozoide con la cola enrollada (—). 3000x.

Sequence of tail coiling from immature spermatozoa with distal cytoplasmic droplet.

(a) Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). 2700x. (b) Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet
(—) and 90° folded tail. 2700x. (c) Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—) and 135° folded tail. 2700x.
(d) Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—) and 180 partially folded tail at the Jensen’ ring. 3000x. (¢) Immature
spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—) and 180° completely folded tail at Jensen’s ring. 3000x. (f) Immature spermatozoon
with distal cytoplasmic droplet and tail folded at Jensenss ring and coiled over the head (—). 3000x. (g) Spermatozoon with coiled tail
(—*). 3000x.
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LAMINA 5 / LAMINA 5 / PLATE 5
Microscbpia dptica de contrast de fases positives i negatives, i de contrast interferencial de Nomarski.
Microscopfa éptica de contraste de fases positivas y negativas, y de contraste interferencial de Nomarski.
Positive and negative phase-contrast light microscopy, and Nomarski interference contrast microscopy.

FiG. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada per I'anell de Jensen (A); espermatozoide
immadur amb gota citoplasmatica distal, la cua doblegada per I'anell de Jensen i I'acrosoma danyat (B); i espermatozoide amb
la cua enrotllada (C). Microscopia de contrast de fases positives. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmitica distal y la
cola doblada por el anillo de Jensen (A); espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal, la cola doblada por el anillo de
Jensen y el acrosoma danado (B); y espermatozoide con la cola enrollada (C). Microscopia de contraste de fases positivas. lmmarure
spermatozoon with distal cytoplasmic droplet and tail folded at the Jensen’s ring (A); spermatozoon with distal cytoplasmic dropler, tail
[folded at the Jensen’s ring and damaged acrosome (B); and spermatozoon with coiled tail (C). Positive phase-contrast microscopy. 1 800x.
Fic. 2 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua enrotllada (—*). @) Microscopia de contrast de
fases negatives. #) Microscopia de contrast de fases positives. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdrica distal y la cola
enrollada (—*). @) Microscopfa de contraste de fases negativas. ) Microscopfa de contraste de fases positivas. lmmature sperma-
tozoon with distal cytoplasmic droplet and coiled tail. (a) Negative phase-contrast microscopy. (b) Positive phase-contrast microscopy ().
2300x.

FiG. 3 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada per I'anell de Jensen (). 2)
Microscopia de contrast de fases negatives. &) Microscopia de contrast de fases positives. Espermatozoide inmaduro con gora
citoplasmdrica distal y la cola doblada por el anillo de Jensen (—). ) Microscopia de contraste de fases negativas. ) Microscopfa
de contraste de fases positivas. Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet and tail folded at Jensen’s ring. (a) Negative
phase-contrast microscopy. (b) Positive phase-contrast microscopy (—). 2300x.

FIG. 4 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal. ) Acrosoma intacte (—). &) Acrosoma reaccionat
(—*). Microscopia de contrast de fases positives. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal. 2) Acrosoma intac-
to (—*). b) Acrosoma reaccionado (—*). Microscopia de contraste de fases positivas. Immature spermatozoon with proximal cyto-
plasmic droplet.(a) Intact acrosome (). (b) Reacted acrosome (—). Positive phase-contrast microscopy. 1800x.

Fic. 5. Espermatozoide macrocefalic amb dues cues fusionades (—). Microscopia de contrast de fases positives. Espermatozoi-
de macrocefilico con dos colas fusionadas (—*). Microscopia de contraste de fases positivas. Macrocephalic spermatozoon with two
fused tails (—). Positive phase-contrast microscopy. 2300x.

FIG. 6 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal, cua doblegada per I'anell de Jensen i protuberincia
acrosdbmica danyada (—*). 4) Microscdpia de contrast interferencial de Nomarski. &) Microscopia de contrast de fases positives.
Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmatica distal, cola doblada por el anillo de Jensen y protuberancia acrosémica danada
(). @) Microscopfa de contraste interferencial de Nomarski. 4) Microscopia de contraste de fases positivas, lmmature sperma-
tozoon with distal cytoplasmic droplet, tail folded at Jensen’s ring and damaged acrosomal protuberance (). (a) Nomarski interference
contrast microscopy. (b) Positive phase-contrast microscopy. 2300x.

FiG. 7 (a-c). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i cap arrodonit (—). @) Microscopia de contrast
interferencial de Nomarski. 4) Microscopia de contrast de fases negatives. ¢) Microscbpia de contrast de fases positives. Esper-
matozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal y cabeza redondeada (—*). @) Microscopia de contraste interferencial de
Nomarski. #) Microscopfa de contraste de fases negativas. ¢) Microscopia de contraste de fases positivas. mmature spermatozoon
with proximal cytoplasmic droplet and roundish head (—). (@) Nomarski interference contrast microscopy. (b) Negative p&dw—mnm
microscopy. (c) Positive phase-contrast microscopy. 2300x.

Fic. 8 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (A); espermatozoide immadur amb gota cito-
plasmatica distal, cap en forma de pera i implantacié abaxial de la cua (B); i espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica
distal i cua doblegada per I'anell de Jensen (C). 2) Microscopia de contrast de fases negatives. 4) Microscopia de contrast de fases
positives. Espermarozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal (A); espermartozoide inmaduro con gota citoplasmarica
distal, cabeza en forma de pera y implantacién abaxial de la cola (B); y espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdrica distal y
cola doblada por el anillo de Jensen (C). @) Microscopia de contraste de fases negativas. #) Microscopfa de contraste de fases posi-
tivas. fmmature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet (A); immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet, pear-
shaped head and abaxial tail attachment (B); immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet and tail folded at Jensen's ring (C).
(a) Negative phase-contrast microscopy. (b) Positive phase-contrast microscopy. 2300x.
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LAMINA 6 / LAMINA 6 / PLATE 6
Microscopia dptica; altres técniques.
Microscopia 6prica; otras técnicas.
Light microscopy; other techniques.

FiG. 1. Microscopia dptica de camp fosc. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (—). Microscopfa 6prica de
campo oscuro. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmarica proximal (—). Dark-field light microscopy. Immature spermatozoon
with proximal cytoplasmic droplet (—*). 1000x.

FiG. 2. Microscdpia dptica de camp clar. Tincié amb hematoxilina-eosina. Espermatozoides madurs i espermatozoide amb
dues cues fusionades (—*). Microscopia 6ptica de campo claro. Tincién con hematoxilina-eosina. Espermatozoides maduros y
espermatozoide con dos colas fusionadas (—*). Bright-field light microscopy. Haematoxylin-eosin staining. Mature spermatozoa and
spermatozoon with two fused tails. (—). 1200x,

Fic. 3. Microscopia dptica d’epifluorescéncia. Tincié amb taronja d’acridina (fluorocrom). Espermatozoides madurs vius.
Microscopia éptica de epifluorescencia. Tincién con naranja de acridina (fluorocromo). Espermatozoides maduros vivos, Epi-
Sfluorescence light microscopy. Acridine orange staining (fluorochrome). Live mature spermatozoa. 1200x.

FiG. 4 (a, b). Microscopia dptica de camp clar. Tecnica de I'eosina per a la determinacié de la vitalitat espermatica. ) Esper-
matozoide viu (cap no tenyit) (—). 4) Espermatozoide mort (cap rosat) (—*). Microscopia Gptica de campo claro. Técnica de la
eosina para la determinacién de la vitalidad espermdrica. ) Espermatozoide vivo (cabeza no tefiida) (—). &) Espermatozoide muer-
to (cabeza rosada) (—*). Bright-field light microscopy. Eosin test to determine sperm vitality. (a) Live spermatozoon (unstained head)
(—*). (b) Dead spermatozoon (pink head) (—*). 1200x.

FIG. 5 (a, b). Microscbpia dptica de camp clar (filtre blau). Técnica de I'eosina-nigrosina per a la determinacié de la vitalitat
espermitica. @) Espermatozoide viu (cap no tenyit) (—). ) Espermatozoide mort (cap tenyit) (—*). Microscopfa 6ptica de cam-
po claro (filtro azul). Técnica de la eosina-nigrosina para la determinacién de la vitalidad espermdtica. @) Espermatozoide vivo
(cabeza no tefida) (—*). #) Espermarozoide muerto (cabeza tenida) (—*). Bright-field light microscopy (blue filter). Eosin-nigrosin test
to determine sperm vitality. (a) Live spermatozoon (unstained head) (—). (b) Dead spermatozoon (stained head) (—). 1200x.

FIG. G (a, b). Microscopia dptica de contrast de fases. Técnica ORT (test de resisténcia osmotica). Medi isotdnic de citrat sddic
(300 mosmol). @) Espermatozoide immadur normal. 4) Espermatozoide immadur amb I'acrosoma danyat (—*). Microscopia
éprica de contraste de fases. Técnica ORT (test de resistencia osmérica). Medio isoténico de citrato sédico (300 mosmol). a)
Espermatozoide inmaduro normal. #) Espermatozoide inmaduro con el acrosoma dafado (—). Phase-contrast light microscopy.
Isotonic medium of sodium citrate (300 mosmol). (a) Normal immature spermatozoon. (b) Immature spermatozoon with damaged
acrosome (—*). 1200x.

FiG. 7 (a, b). Microscopia dptica de contrast de fases. Técnica ORT (test de resisténcia osmotica). Medi hipotdnic de citrat
sodic (150 mosmol). 4, 6) Espermatozoides amb I'acrosoma danyat (—*) i amb doblegament i turgescéncia de la cua. Microsco-
pia éptica de contraste de fases. Técnica ORT (test de resistencia osmética). Medio hipoténico de citraro sédico (150 mosmol).
a, b) Espermatozoides con el acrosoma dafiado (—) y con doblamiento y tumescencia de la cola. Phase-contrast light microscopy.
Hypotonic medium of sodium citrate (150 mosmol). (a, b) Spermatozoa with damaged acrosomes (—) and folded, swollen tails. 1200x.
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LAMINA 7 / LAMINA 7 | PLATE 7
Microscopia electrdnica de rastreig. Espermatozoide madur.
Microscopfa electrénica de barrido. Espermatozoide maduro.

Scanning electron microscopy. Mature spermatozoon.

Fic. 1 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura b. b) Les sagetes indiquen el limit entre diverses regions de
I'espermatozoide. A, regi6 cefilica acrosdmica; P, regié cefilica postacrosdbmica; PA, protuberancia acrosomica; PC, peca de
connexié o coll; PI, peca intermédia o mitocondrial. 2) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 6. b) Las puntas de flecha
indican el limite entre diversas regiones del espermatozoide. A, regién cefilica acrosémica; P, regién cefilica postacrosémica; PA,
protuberancia acrosémica; PC, pieza de conexién o cuello; PI, pieza intermedia o mitocondrial. () General view: framed area
enlarged in figure b. (b) The arrowheads point to the limits of several spermatozoic regions. A, acrosomal cephalic region; I, postacrosomal
cephalic region; PA, acrosomal protuberance; PC, connecting piece or neck; PI, midpiece or mitochondrial piece. a) 2400x; b) 11400,
FiG. 2 (4, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura 4. b) Les sagetes indiquen el limit entre dues regions de la cua de
'espermatozoide. PI, pega intermeédia; PP, pega principal. 4) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 4. £) Las flechas
indican el limite entre dos regiones de la cola del espermarozoide. Pl, pieza intermedia; PP, pieza principal. () General view; framed
area enlarged in figure b. (b) The arrows indicate the limit between two regions of the spermatozoon’s tail. PI, midpicce; PI} principal
piece. a) 2400x; b) 11400x.

FiG. 3 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura b. b) Les sagetes indiquen el limit entre dues regions de la cua de
Pespermatozoide. PP, pega principal; PT, pega terminal. @) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura &. ) Las flechas indi-
can el limite entre dos regiones de la cola del espermatozoide. PP, pieza principal; PT, pieza terminal. (@) General view: framed area
enlarged in figure b. (b) The arrows indicate the limit between two regions of the spermatozoon’s tail. PR principal piece; T, terminal
piece. a) 2400x; &) 11400x.
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LAMINA 8 / LAMINA 8 / PLATE 8
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoide madur.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoide maduro.

Scanning electron microscopy. Mature spermatozoon.

FiG. 1. Aspecte general del perfil d’un espermatozoide madur. Observi’s el cap pla (RC). Les sagetes indiquen el limit entre
diverses regions de 'espermatozoide. RC, regi6 cefalica o cap; P1, peca intermédia; PP, peca principal; PT, peca terminal. Aspec-
to general del perfil de un espermartozoide maduro, Obsérvese la cabeza llana (RC). Las flechas indican ¢l limite entre diversas
regiones del espermatozoide, RC, regién cefilica o cabeza; P, pieza intermedia; PP, pieza principal; PT, pieza terminal, General side
view of a mature spermatozoon. Notice the flat head. The arrows point to the boundaries between several spermatozoic regions. RC,
cephalic region or head: PI, midpiece; P, principal piece; PT, terminal piece. 5800x,

Fic. 2. Aspecte general de la regié cefilica i de la pega de connexid. Les sagetes indiquen el limit entre diverses regions de
Pespermatozoide. Observi’s que aquesta cara del cap de 'espermatozoide no presenta la protuberincia acrosdmica evident en
I'altra cara (figura 1, lamina 7). Observi’s I'anell postcefalic (AP) en el limit entre el cap i la cua. A, regié cefalica acrosdomica; P,
regi6 cefalica postacrosdomica; PC, pega de connexié; P, peca intermédia. Aspecto general de la regién cefilica y de la pieza de
conexién. Las flechas indican el limite entre diversas regiones del espermatozoide. Obsérvese como esta cara de la cabeza del esper-
matozoide no presenta la protuberancia acrosémica evidente en la otra cara (figura 1, limina 7). Obsérvese el anillo postcefilico
(AP) en el limite entre la cabeza y la cola. A, regién cefilica acrosémica; P, region cefilica postacrosémica; PC, pieza de conexion;
P, pieza intermedia. General view of the cephalic region and the connecting piece. The arrows point to the boundaries between several
spermatozoic regions. Note that this face of the spermatozoon’s head does not present the acrosomal protuberance cvident in the other face
(figure 1, plate 7). Note the postcephalic ring (AP) at the boundary line between the head and tail of the spermatozoon. A, acrosomal
cephalic region; I) postacrosomal cephalic region; PC, connecting piece; Plmidpiece. 10000x.

Fic. 3. Perfil de la regié cefalica (RC) i de la pega de connexié (PC). Observi’s que el perfil de la peca de connexi6 és més estret
que el de la peca intermedia (PI). Les sagetes indiquen el limit entre diverses regions de I'espermatozoide. Perfil de la region
cefilica (RC) y de la pieza de conexién (PC). Obsérvese que el perfil de la pieza de conexién és mds estrecho que el de la pieza
intermedia (P1). Las puntas de flecha indican el limite entre diversas regiones del espermatozoide. Side view of the cephalic region
(RC) and the connecting piece (PC). Note the narrower profile of the connecting piece compared to that of the midpiece (Pl). The
arrowheads point to the between several spermatozoic regions. 10000x.

FIG. 4. Limit (sagetes) entre les peces principal (PP) i terminal (PT) de la cua de I'espermatozoide. Limite (puntas de flecha)
entre las piczas principal (PP) y terminal (PT) de la cola del espermatozoide, Booundary (arrowheads) between the principal piece
(PP) and the terminal piece (PT) of the tail of the spermatozoon. 17 000x,

Fic. 5. Limit (sagetes) entre les peces intermédia (PI) i principal (PP) de la cua de I'espermatozoide. Limite (puntas de flecha)
entre las piezas intermedia (PI) y principal (PP) de la cola del espermatozoide. Boundary (arrowheads) between the midpicce (P1) and
the principal piece (PP) of the tail of the spermatozoon. 17 000x.
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LAMINA 9 / LAMINA 9 / PLATE 9
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal.
Scanning electron microscopy. Immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet.

Fic. 1. Aspecte general; les zones emmarcades sén ampliades en les figures 2, 3 i 4. Aspecto general; las zonas enmarcadas estin
ampliadas en las figuras 2, 3 y 4. General view; the framed areas are enlarged in figures 2, 3 and 4. 1800x.

FiG. 2. La sageta indica el limit entre les peces principal (PP) i terminal (PT). La flecha indica el limite entre las piczas principal
(PP) y terminal (PT). The arrow points to the boundary between the principal (PP) and terminal (PT) pieces. 14000x.

FiG. 3. Detall del cap o regié cefalica (RC) i de la gota citoplasmatica (GC). Detalle de la cabeza o regién cefilica (RC) y de la
gota citoplasmdtica (GC). Detail of the head or cephalic region (RC) and the cyroplasmic droplet (GC). 7500x,

FiG. 4. La sageta indica el limit entre les peces intermedia (PI) i principal (PP). La flecha indica el limite entre las piczas inter-
media (PI) y principal (PP). The arrow points to the junction of the midpiece (PI) and the principal piece (PP). 14000x.

FiG. 5 (a4, ). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal en fase inicial. 2) Aspecte general; requadre ampliat
en la figura 4. b) Detall de la gota citoplasmatica; la massa principal de la gota (—*) sapropa al cap. Espermatozoide inmaduro
con gota citoplasmdtica proximal en fase inicial. @) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 4. ) Deralle de la gota
citoplasmdtica; la masa principal de la gota (=) se acerca a la cabeza. Immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet in
initial phase. (a) General view; framed area enlarged in figure b. (b) Cytoplasmic droplet detail; the droplet principal mass () is nearing
the head. a) 1100x; &) 4400x.

FiG. 6 (a, ). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica proximal en fase inicial. @) Aspecte general i de perfil;
requadre ampliat en la figura 4. b) Detall de la gota citoplasmatica; la massa principal de la gota (—) s'apropa al cap. Esperma-
tozoide inmaduro con gota citoplasmitica proximal en fase inicial. ) Aspecto general y de perfil; recuadro ampliado en la figura
b. b) Detalle de la gota citoplasmdtica; la masa principal de la gota (—*) se acerca a la cabeza. Immature spermatozoon with proximal
cytoplasmic dropler in initial phase. (a) General and side view; framed area enlarged in figure b. (b) Cytoplasmic droplet detail: the
droplet principal mass (—) is nearing the head. a) 1100x; b) 4400x.

FiG. 7 (a, b). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal en fase intermédia. @) Aspecte general; requadre
ampliat en la figura 4. b) Detall de la gota citoplasmatica; la massa principal de la gota (—) ocupa la part central de la peca de
connexid. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal en fase intermedia. @) Aspecto general; recuadro ampliado
en la figura 4. £) Detalle de la gora ciroplasmdrica; la masa principal de la gota (—*) ocupa la parte central de la pieza de conexidn.
Immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet in intermediate phase. (a) General view; framed area enlarged in figure b. b)
Cytoplasmic droplet detail; the droplet principal mass (—) occupies the central part of the connecting piece. @) 1100x; b) 4400x.

FiG. 8 (a, £). Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal en fase terminal, moments abans d'iniciar el sen
descens per la pega intermedia. ) Aspecte general; requadre ampliat en la figura b. 4) Detall de la gota citoplasmatica; la massa
principal de la gota (—) es desplaca cap a la pega intermédia. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal en fase
terminal, momentos antes de iniciar su descenso per la pieza intermedia. 4) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 2.
b) Deralle de la gota citoplasmdrica; la masa principal de la gota (—) se desplaza hacia la pieza intermedia. fimmature spermatozoon
with proximal cytoplasmic droplet in terminal phase, just before beginning its descent along the midpiece. (a) General view; framed area
enlarged in figure b. (b) Cytoplasmic droplet detail: the droplet principal mass (—) moves down the midpiece. a) 1100x; b) 4400x.
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LAMINA 10 / LAMINA 10 / PLATE 10
Microscdpia electronica de rastreig. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoide inmaduro con gora citoplasmdrica distal.
Scanning electron microscopy. Immature spermatogoon with distal cytoplasmic droplet.

FiG. 1. Aspecte general de dos espermatozoides immadurs, un amb gota citoplasmatica proximal (GP) i l'altre amb gota
citoplasmatica distal (GD). Aspecto general de dos espermatozoides inmaduros, uno con gota citoplasmdtica proximal (GP) y el
otro con gota citoplasmdrica distal (GD). General view of two immature spermatozoa, one of them with proximal cytoplasmic droplet
(GP) and the other with distal cytoplasmic droplet (GD). 6000x.

FIG. 2 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura 6. GC, gota citoplasmatica. b) Regié cefalica. Observi’s el gran
desenvolupament de la protuberincia acrosdmica (PA) que s'estén fins als limits de la regié cefalica acrosdmica (), ) Aspecto
general; recuadro ampliado en la figura &. GC, gota citoplasmirica. 4) Region cefilica. Obsérvese el gran desarrollo de la protube-
rancia acrosémica (PA) que se extiende hasta los limites de la region cefilica acrosémica (). (a) General view; framed area enlarged
in figure b. GC, cytoplasmic droplet. (b) Cephalic region. Note the great development of the acrosomal protuberance (PA) which extends
down to the boundary of the acrosomal cephalic region (—). a) 1800x; b) 9500x.

FiG. 3. Espermatozoide immadur amb la gota citoplasmatica distal en posicié excéntrica (GC) moments abans de ser expulsa-
da. Espermatozoide inmaduro con la gota citoplasmitica distal en posicién excéntrica (GC) momentos antes de ser expulsada.
Immature spermatozoon with the distal cytoplasmic droplet in an eccentric position (GC) just before being released. 5200x.

FiG. 4 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura 4. 6) Detall de la gota citoplasmatica distal (). 4) Aspecto
general; recuadro ampliado en la figura 4. £) Detalle de la gota citoplasmitica distal (). (a) General view; framed area enlarged in
figure b. (b) Distal cytoplasmic droplet detail (—). a) 1000x; &) 6800x.

FIG. 5 (4, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura 6. 4) Detall de la gota citoplasmatica en posicié excentrica (—)
moments abans de desprendre’s, entre les peces intermédia i principal. @) Aspecto general; recuadro ampliado ¢n la figura b
&) Deralle de la gota citoplasmdrica en posicidn excéntrica (—) momentos antes de desprenderse, entre las piezas intermedia y
principal. (@) General view; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the cytoplasmic droplet in an eccentric position () just before
being released, between the midpiece and the principal piece. a) 1000x; b) 10000x.

FiG6. 6. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica distal excéntrica (—) moments abans de ser expulsada. Fspermato-
zoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal excéntrica (—) momentos antes de ser expulsada. fmmature spermatozoon with

eccentric distal cytoplasmic droplet (—) just before being released. 3000x.
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LAMINA 11/ LAMINA 11 / PLATE 11
Microscopia electronica de rastreig. Malformacions caracteristiques dels espermatozoides immadurs.
Microscopia electrénica de barrido. Malformaciones caracteristicas de los espermatozoides inmaduros.
Scanning electron microscopy. Characteristic malformations of the immature spermatozoa.

FIG. 1 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura 4. ) Gran gota citoplasmatica (—*) situada al final de la peca
principal. @) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Gran gota citoplasmdtica (—) situada al final de la picza prin-
cipal. (a) General view; framed area enlarged in figure b. (b) Voluminous cytoplasmic droplet (—) settled at the ending of the principal
piece. a) 1800x; b) 9000x.

FIG. 2 (a, b). a) Aspecte general; requadre ampliat en la figura . ) Dues gotes citoplasmatiques (—), una en posicié proximal
i 'altra en posicié distal. ) Aspecto general; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Dos goras citoplasmdticas (—*), una en posicion
proximal y la otra en posicion distal. (@) General view; framed area enlarged in figure b. (b) Tio cytoplasmic droplets (=), one of them
in proximal position and the other in distal position. a) 1200x; b) 6000x.

FiG. 3. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i la cua fracturada per la pega principal (—). Espermatozoi-
de inmaduro con gota citoplasmdtica proximal y la cola fracturada por la pieza principal (—*). fmmature spermatozoon with proximal
cytoplasmic droplet and the tail broken at the point of the principal piece (—¥). 3600x.

Fic. 4. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal anomala (—*). La gota citoplasmatica presenta un gran
desenvolupament i acaba en un boté prominent (P). Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica anémala (). La gora
citoplasmdtica presenta un gran desarrollo y acaba en un botén prominente (P). lmmature spermatozoon with abnormal cytoplasmic
droplet (—). The cytoplasmic droplet displays great development and finishes in a prominent button (P). 6300x.

Fic. 5. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica distal i el cap fracturat longitudinalment (—). Espermatozoide inma-
duro con gota citoplasmitica distal y la cabeza fracturada longitudinalmente (—). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic
droplet and head broken lengthwise (—). 3000x.

FiG. 6 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal; requadre ampliat en la figura
b. b) Cap fracturat transversalment (—) en el limit amb la gota citoplasmatica. 4) Aspecto general de un espermarozoide inma-
duro con gota citoplasmdtica proximal; recuadro ampliado en la figura 4. £) Cabeza fracturada transversalmente (—) en ¢l limite
con la gota citoplasmitica. (a) General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet; framed arca enlarged in
figure b. (b) Head transversely broken (—) at its boundary with the cytoplasmic droplet. a) 1800x; 6) 9000.
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LAMINA 12 / LAMINA 12 / PLATE 12
Microscdpia electronica de rastreig. Doblegaments transversals del cap d’espermatozoides immadurs.
Microscopia electrénica de barrido. Doblamientos transversales de la cabeza de espermartozoides inmaduros.
Scanning electron microscopy. Transverse foldings of immature spermatozoa heads.

Fic. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal amb una lleugera torsié lateral de la regi6 cefilica acrosomica.
Les sagetes indiquen el limit entre les regions cefaliques acrosdbmica i postacrosomica. Espermatozoide inmaduro con gora
citoplasmitica distal con una ligera torsién lateral de la regién cefilica acrosémica. Las flechas indican el limite entre las regiones
cefilicas acrosémica y postacrosémica. lmmature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet displaying a laterally slight bending of
the acrosomal cephalic region. Arrows indicate the boundary between the acrosomal and postacrosomal cephalic regions. 4500x.

Fic. 2. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal. El cap estd doblegat transversalment en el limit entre les
regions cefaliques acrosdmica i postacrosdmica. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal. La cabeza se halla
doblada transversalmente en el limite entre las regiones cefilicas acrosémica y postacrosémica. Immature spermatozoon with proximal
eytoplasmic draplet. The head is transversely folded at the boundary between the acrosomal and postacrosomal cephalic regions. 5400x.
Fic. 3. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i la cua doblegada. El cap es doblega transversalment en la
regi6 cefalica acrosdmica. Espermarozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal. La cabeza se dobla transversalmente en la
region cefilica acrosémica. Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet. The head transversely folds at the acrosomal cephalic
region. 4500x.

FIG. 4 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal; requadre ampliat en la figura 4.
b) Cap doblegat transversalment per la regié cefalica acrosdmica. Les sagetes indiquen el limit entre les regions cefaliques
acrosdbmica i postacrosdmica. @) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gora citoplasmdrica distal; recuadro amplia-
do en la figura 4. 4) Cabeza doblada transversalmente por la region cefilica acrosémica. Las flechas indican el limite entre las
regiones cefilicas acrosémica v postacrosémica. (a) General view of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droples; framed
area enlarged in figure b. (b) Head transversely folded near the acrosomal cephalic region. Arrows point to the boundary between the
acrosomal and postacrosomal cephalic regions. a) 2000x; b) 10000x.

FiG. 5 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica proximal; requadre ampliat en la figura
b. b) Cap corbat transversalment en tota la seva extensié. a) Aspecto general de un espermarozoide inmaduro con gota ciro-
plasmdtica proximal; recuadro ampliado en la figura b. ) Cabeza curvada transversalmente en toda su extensién (@) General view
of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Head transversely bent along its
complete width. a) 1500x; b) 7500x.

FiG. 6 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal; requadre ampliat en la figura
b. b) Cap lleugerament doblegat en el limit (—*) entre les regions cefaliques acrosdmica i postacrosdmica. a) Aspecto general de
un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdrica proximal; recuadro ampliado en la figura . b) Cabeza ligeramente doblada
en el limite (—*) entre las regiones cefilicas acrosémica y postacrosomica. (@) General view of an immature spermatozoon with
proximal cytoplasmic droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Head with a slightly bending at the boundary (—) between the
acrosomal and postacrosomal cephalic regions. a) 1200x; ) 6000x.

FiG.. 7 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal; requadre ampliat en la figura
b. b) Cap lleugerament corbat en tota la seva extensié. 4) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gota cito-
plasmtica proximal; recuadro ampliado en la figura b. £) Cabeza ligeramente curvada en toda su extension. (a) General view of an
immature spermatozoon with pmx.f'mm" zympfmmir drapfrt; ﬁmm'd area enla rged n ﬁ gure b. (b) Head sff:gh:br bent .dang its mmpfere
width. @) 1800x; &) 9000x.

FiG. 8. Aspecte més lateralitzat de 'espermatozoide de la figura 7 on s’observa de forma més manifesta la torsié general del cap.
Aspecto mis lateralizado del espermatozoide de la figura 7 en que se observa de forma mds manifiesta la curvatura general de la
cabeza. Another side view of the spermatozoon depicted in figure 7, showing more the general bending of the head more clearly. 4500x.
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LAMINA 13 / LAMINA 13 / PLATE 13
Microscopia electronica de rastreig. Doblegaments longitudinals del cap d’espermatozoides madurs o immadurs amb
gota distal.
Microscopfa electrénica de barrido. Doblamientos longitudinales de la cabeza de espermatozoides maduros o inmadures con
gota distal.
Scanning electron microscopy. Lateral foldings of the head (or rolled heads) of mature and immature spermatozoa with distal droplet.

FiG. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (GC) i el cap doblegat longitudinalment a partir de la regié
cefilica. La sageta indica el limit entre les regions cefiliques acrosdmica i postacrosdbmica. Espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica distal (GC) y la cabeza doblada longitudinalmente a partir de la regién cefdlica acrosémica. La flecha indica el limite
entre las regiones cefdlicas acrosémica y postacrosémica. Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (GC) and head folded
laterally or rolled from the acrosomal cephalic region. The arrow points to the boundary between the acrosomal and postacrosomal cephalic
regions. 5200x.

FiG. 2 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide madur; requadre ampliat en la figura 4. 5) Cap doblegat longitudinalment
des de la seva base. @) Aspecto general de un espermatozoide maduro; recuadro ampliado en la figura 6. ) Cabeza doblada
longitudinalmente desde su base. (@) General view of a mature spermatozoon; framed area enlarged in figure b. (b) Head rolled from
its base. 4) 1300x; &) 6500x.

FiG. 3 (a, ). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica distal; requadre ampliat en la figura 6.
) Cap doblegat longitudinalment des de la protuberincia acrosdbmica. ) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con
gota citoplasmdtica distal; recuadro ampliado en la figura 6. 4) Cabeza doblada longitudinalmente desde la protuberancia acrosé-
mica. (a) General view of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Head rolled
from the acrosomal protuberance. a) 2000x; &) 10000x.

Fic. 4 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur; requadre ampliat en la figura 6. b) Cap completament doblegat
per I'eix longitudinal. 4) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro; recuadro ampliado en la figura 6. 4) Cabeza completa-
mente doblada siguiendo el eje longitudinal. (@) General view of an immature spermatozoon; framed area enlarged in figure 6. 1800
(b) Head completely rolled on its longitudinal axis. a) 1800x; &) 7200x.

FiG.. 5 (a, §). 4) Aspecte general d’un espermatozoide immadur; requadre ampliat en la figura &. 4) Detall de la voluminosa gota
citoplasmatica en posicié mediodistal; la gota s’'observa molt rarament en aquesta posicié. La sageta mostra el limit entre les
peces intermedia i principal. @) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Detalle de
la voluminosa gota citoplasmatica en posicion medio-distal; la gota se observa en raras ocasiones en esta posicién. La flecha muestra
el limite entre las piezas intermedia y principal. (@) General view of an immature spermatozoon; framed area enlarged in figure b. (6)
Detail of the large rounded cyroplasmic droplet in a partially migrated position on the midpiece; the droplet is very rarely found in this
position. The arrow points to the junction of the midpiece and the principal piece. a) 1300x; ) 10400x.






126 MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

LAMINA 14 / LAMINA 14 / PLATE 14
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides sense cap o sense cua.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides sin cabeza o sin cola.
Scanning electron microscopy. Acephalic or tailless spermatozoa (or detached spermatozoa heads).

Fic. 1. Espermatozoides sense cua. La fractura de la cua s’ha produit en la base del cap i sol tenir un origen artefactual.
Espermatozoides sin cola. La fractura de la cola se ha producido en la base de la cabeza y suele tener un origen artefacrual. Zaslless
spermatozoa. The tail-breaking came about at the base of the head and usually has an artifactitious origin. 2700x.

FiG. 2. Cua d’un espermatozoide madur. La fractura de la cua s’ha produit en la base del cap i sol tenir un origen artefactual.
Cola de un espermatozoide maduro. La fractura de la cola se ha producido en la base de la cabeza y suele tener un origen
artefactual. 7ail of a mature spermatozoon. The tail breaking came about the base of the head and habitually has an artifactual origin.
2300x.

FiG. 3. Cap i cua separats d’'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). La pega principal de la cua s'ha
fracturat i ha perdut la peca terminal. EI, extrem proximal de la peca intermédia; EP, extrem distal de la pega principal. Cabeza
y cola separadas de un espermatozoide inmaduro con gora citoplasmatica distal (—). La pieza principal de la cola se ha fracturado
y ha perdido la picza terminal. EI, extremo proximal de la pieza intermedia; EP, extremo distal de la pieza principal. Separated head
and tail of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). The principal piece of the tail has been broken and has lost
the terminal piece. El, proximal end of the midpiece; EI distal end of the principal piece. 5400x.

FiG. 4. Espermatozoide amb la cua fracturada a I'inici de la pega intermedia. El cap, severament piriforme, presenta la pega de
connexié intacta (PC). Espermatozoide con la cola fracturada al inicio de la pieza intermedia. La cabeza, severamente piriforme,
presenta la pieza de conexién intacta (PC). Spermatozoon with the tail broken at the beginning of the midpiece. The severely pyriform
head presents an intact connecting piece (PC). 6300x.

FiG. 5. Cua d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—*). Cola de un espermarozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica distal (—). Tarl of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). 3600x.

FiG. 6. Cap normal sense cua (N) i cap allargat sense cua (A). Cabeza normal sin cola (N) y cabeza alargada sin cola (A). Normal
detached head (N) and elongated detached head (A). 3600x.
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LAMINA 15 / LAMINA 15 / PLATE 15
Microscopia electrdnica de rastreig. Anomalies cefaliques de forma.
Microscopia electrénica de barrido. Anomalfas cefdlicas de forma.
Scanning electron microscopy. Cephalic shape abnormalities.

FiG. 1 (a, b). a) Aspecte general d’'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal; requadre ampliat en la figura .
b) Cap cilindric o bacil-lar amb implantacié abaxial de la cua (—). ) Aspecto general de un espermarozoide inmaduro con gora
citoplasmdtica distal; recuadro ampliado en la figura 4. §) Cabeza cilindrica o bacilar con implantacién abaxial de la cola ().
a) General view of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Cylindrical or
bacillary head with abaxial tail attachment (—). a) 2000x; &) 8000x.

Fic. 2. Espermatozoide amb la cua enrotllada, el cap en forma de flama llarga i la protuberincia acrosdmica apical en forma de
crater (). Espermatozoide con la cola enrollada, la cabeza en forma de llama larga y la protuberancia acrosémica apical en forma
de crdter (). Coiled tail spermatozoon with a long flame-shaped head showing a craterlike appearance of the apical acrosomal protu-
berance (—*). 5000x.

Fic. 3. Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap en forma de flama curta. Espermatozoide con la cola enrollada y la cabeza
en forma de llama corta. Coil-tatled spermatozoon with a short flame-shaped head. 5400x.

FiG. 4. Espermatozoide amb la protuberincia acrosdmica apical caracteritzada per una excrescéncia (E) molt desenvolupada.
Espcrma[nmidc con la pmtuberancia acrosémica apical caracterizada por una excrecencia (E) muy desarrollada. Spermatozoon with
an apical acrosomal protuberance characterised by a well-developed knob (E) (knobbed acrosome defect). 10000x.

Fic. 5. Espermatozoide amb la cua doblegada i el cap oval, exempt de la protuberincia acrosdbmica a excepeié d'una excres-
céncia (E) apical d’escas desenvolupament. Espermatozoide con la cola doblada y la cabeza oval, exenta de la protuberancia
acrosémica a excepcion de una excrecencia (E) apical de escaso desarrollo. Folded-tail spermatozoon with oval head, free from
acrosomal protuberance except for a scantily- developed apical knob (E) (knobbed acrosome defect). 4000x.

FIG. 6 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide madur; requadre ampliat en la figura b. b) Detall del cap estret i allargat.
a) Aspecto general de un espermatozoide maduro; recuadro ampliado en la figura 4. ) Detalle de la cabeza estrecha y alargada. ()
General view of a mature spermatozoon; ﬁnmed area enlarged in figure b. (b) Detail of the narrower and ﬂmger profile of the head. a)
1500x%; &) 6000x,

Fic. 7. Espermatozoide amb el cap estret i allargat. La sageta indica el limit entre les regions cefaliques acrosomica i posta-
crosdmica. Espermatozoide con la cabeza estrecha y alargada. 1a flecha indica el limite entre las regiones cefilicas acrosémica y
postacrosomica. Spermatozoon with narrow and elongated head. The arrow shows the boundary between the acrosomal and posta-
crosomal cephalic regions. 7100x.

FiG. 8 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide microcefalic madur; requadre ampliat en la figura 4. 6) Detall del cap en
forma de pera allargada. La sageta indica el limit entre el cap i la cua. ) Aspecto general de un espermatozoide microcefilico
maduro; recuadro ampliado en la figura £. £) Deralle de la cabeza en forma de pera alargada. La flecha indica el limite entre la cabeza
y la cola. (a) General view of a microcephalic mature spermatozoon; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the elongated pear-
shaped head. The arrow points to the head-tail junction. a) 1500x; ) 6000x,
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LAMINA 16 / LAMINA 16 / PLATE 16
Microscopia electronica de rastreig. Anomalies cefaliques de mida.
Microscopia electrénica de barrido. Anomalias cefilicas de ramafio.

Scanning electron microscopy. Cephalic size abnormalities.

Fic. 1. Dos espermatozoides immadurs amb gota citoplasmitica distal, un amb el cap normal (N) i 'altre amb el cap gegant
o macrocefalic (M). Dos espermatozoides inmaduros con gora citoplasmdtica distal, uno con la cabeza normal (N) y el otro con
la cabeza gigante o macrocefdlico (M). Tive immature spermatozoa with distal cytoplasmic droplet, one of them with a normal head (N)
and the other with a giant, or macrocephalic head(M). 4500x.

Fic. 2. Espermatozoide macrocefalic (M) i amb dues cues fusionades (—). Compari’s amb els espermatozoides de mida normal
(N). Espermarozoide macrocefilico (M) y con dos colas fusionadas (—). Compdrese con los espermatozoides de tamaiio normal
(N). Macrocephalic spermatozoon (M) with two fused tails (—*). Note the normal spermatozoa for size comparison. 5400x,

FiG. 3. Espermatozoide microcefilic o de cap petit (m). Compari’s amb el cap de mida normal (N). Espermatozoide micro-
cefilico o de cabeza pequena (m). Compdrese con la cabeza de tamano normal (N). Microcephalic spermatozoon, or one with an
undersized head (m). Note the normal-sized head for comparison (N). 7100x.

Fic. 4. Espermatozoide amb el cap molt petit i deforme, i amb implantacié anormal de la cua (—*) formant un angle recte amb
la superficie plana del cap. Espermatozoide con la cabeza muy pequena y deforme, y con implantacién anormal de la cola ()
formando un dngulo recto con la superficie llana de la cabeza. Spermatozoon with an undersized and abnormally shaped head, as well
as with an abnormal tail attachment (—) giving rise to a right angle with the flat face of the head. 7800x.

FiG. 5. Espermatozoide amb el cap petit i lleugerament arrodonit en la regié cefalica acrosdmica. Espermatozoide con la cabeza
pequeiia y ligeramente redondeada en la regién cefdlica acrosémica. Spermatozoon with an undersized head, slightly rounded at the
acrosomal cephalic region. 2500x.

FiG. 6. Espermatozoide amb el cap molt petit i completament arrodonit. Espermatozoide con la cabeza muy pequeia y comple-
tamente redondeada. Spermatozoon with an undersized,completely rounded head. 2700x.
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LAMINA 17 / LAMINA 17 / PLATE 17
Microscbpia electronica de rastreig. Espermatozoides amb diversos graus d’arrodoniment del cap.
Microscopfa electrénica de barrido. Espermatozoides con diversos grados de redondez de la cabeza.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with different degrees of rounded heads.

FiG. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i el cap lleugerament arrodonit en la regié acrosomica.
Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal y la cabeza ligeramente redondeada en la regién acrosémica. Dnmi-
ture spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet and slightly roundish head at the acrosomal region. 2800x.

Fic. 2, 3. Espermatozoides amb el cap normal (N) i espermatozoides amb el cap globular en la regié cefalica acrosomica (G).
Espermatozoides con la cabeza normal (N) y espermatozoides con la cabeza globular en la regién cefilica acrosdmica (G). Normal-
headed spermatozoa (N), and spermatozoa with a globular head in the acrosomal cephalic region (G). Figura 2, 5000x; figura 3, 4 200x,
FiG. 4. Espermatozoide amb la cua doblegada i amb el cap arrodonit en la regi6 cefalica acrosdmica. Espermatozoide con la cola
doblada y con la cabeza redondeada en la region cefilica acrosémica. Folded tail spermatozoon with a roundish head in the acrosomal
cephalic region. 3500x.

Fic. 5. Espermatozoide amb la cua doblegada i amb el cap lleugerament arrodonit en la regié cefalica acrosomica. Espermaro-
zoide con la cola doblada y con la cabeza ligeramente redondeada en la region cefilica acrosémica. Folded-tail spermatozoon with
a slightly roundish head in the acrosomal cephalic region. 4000x,

FiG. 6. Espermatozoide amb la cua doblegada i amb el cap enterament arrodonit. Espermatozoide con la cola doblada v con la
cabeza enteramente redondeada. Folded-tail spermatozoon with entirely roundish head. 2600x.

Fic. 7. Espermatozoide madur amb el cap lleugerament arrodonit. Espermatozoide maduro con la cabeza ligeramente redon-
deada. Mature spermatozoon with a slightly roundish head. 1 800x.

Fic. 8. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i amb el cap lleugerament arrodonit. Espermatozoide in-
maduro con gota citoplasmdtica proximal y con la cabeza ligeramente redondeada. fmmature spermatozoon with a proximal
cytoplasmic droplet and with a slightly roundish head. 1300x.

Fic. 9. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i amb el cap arrodonit en la regié cefalica acrosdmica, Esper-
matozoide inmaduro con gota citoplasmitica distal y con la cabeza redondeada en la regién cefilica acrosémica. Immature sperma-
tozoon with a distal cytoplasmic droplet and a roundish head in the acrosomal cephalic region. 1800x.
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LAMINA 18 / LAMINA 18 / PLATE 18
Microscopia electronica de rastreig. Diverses fases del doblegament de la cua per I'anell de Jensen.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas fases del doblamiento de la cola por el anillo de Jensen.
Scanning electron microscopy. Different stages of tail-folding at the location of Jensen's ring.

Fic. 1. Principals fases del doblegament de la cua per I'anell de Jensen. A, espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica
distal; B, espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i cua doblegada per I'anell de Jensen, amb un angle de 90°
entre les peces intermédia i principal; C, espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal i cua totalment doblegada.
Principales fases del doblamiento de la cola por el anillo de Jensen. A, espermatozoide inmaduro con gota citoplasmitica distal; B,
espermatozoide inmaduro con gota citoplasmitica distal y cola doblada per el anillo de Jensen, con un dngulo de 90¢ entre las
piezas intermedia y principal. C, espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdrica distal y cola totalmente doblada. Principal
phases of tail-folding at the location of Jensen’s ring. A, immature spermatozoon with a distal cytoplasmic droplet; B, immature sperma-
tozoon with a distal cytoplasmic droplet and its tail folded at Jensen’s ring, displaying a 90° angle between the midpiece and the principal
piece; C, immature spermatozoon with a distal cytoplasmic droplet and a completely folded tail. 3000x.

FiG. 2. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (—). La gota citoplasmatica es desplagard al llarg de la
pega intermedia fins a situar-se en el limit entre les peces intermedia i principal (vegeu figura 3). Espermatozoide inmaduro con
gota citoplasmdtica proximal (—*). La gota citoplasmdtica se desplazard a lo largo de la pieza intermedia hasta situarse en el limite
entre las piezas intermedia y principal (véase figura 3). Immature spermatozoon with proximal eytoplasmic droplet (—). The cytoplasmic
droplet will migrate along the midpiece as far as the junction of the midpiece and the principal piece (see figure 3). 2400x.

FiG. 3. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—*). Observi’s la lleugera curvatura de la cua just en la posicié
de la gota citoplasmitica, en el limit entre les peces intermedia i principal. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdrica
distal (—*). Obsérvese la ligera curvatura de la cola justo en la posicién de la gota citoplasmdtica, en el limite entre las piezas inter-
media y principal. lmmature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). Note the slight bending of the tail just at the cytoplasmic
droplet location, at the boundary between the midpiece and the principal piece. 2600x.
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LAMINA 19 / LAMINA 19 / PLATE 19
Microscdpia electrdnica de rastreig. Diverses fases del doblegament de la cua per I'anell de Jensen.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas fases del doblamiento de la cola por el anillo de Jensen.
Scanning electron microscopy. Different stages of tail-folding at the location of Jensen’s ring.

Fic. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). Observi’s 'angle de 90° format entre la peca intermedia
i la resta de la cua. Espermatozoide inmaduro con gora citoplasmirica distal (—*). Obsérvese el dngulo de 90° formado entre la
pieza intermedia y el resto de la cola. hmmature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). Note the 90° angle formed between
the midpiece and the rest of the tail. 2200x.

Fic. 2 Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). Observi’s el progressiu doblegament de la cua. Esperma-
tozoide inmaduro con gota citoplasmatica distal (—). Obsérvese el progresivo doblamiento de la cola. Immature spermarozoon with
distal cytoplasmic droplet (—). Note the progressive tail-folding. 3500x.

FiG. 3 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal; requadre ampliat en la figura b.
b) Detall de la gota citoplasmatica (—) que cimenta el doblegament per I'anell de Jensen. @) Aspecto general de un espermaro-
zoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal; recuadro ampliado en la figura 6. b) Detalle de la gota citoplasmirica () que
cimienta el doblamiento por el anillo de Jensen. () General view of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet; framed
area enlarged in figure b. (b) Detail of the cytoplasmic droplet (—) consolidating the folding at fensen’s ring. a) 1900x: £) 7500x.

Fic. 4. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). Observi’s I'angle de 45° format entre la peca intermédia
i la resta de la cua. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal (—). Obsérvese el dngulo de 45° formado entre la
picza intermedia y el resto de la cola. Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). Note the 45° angle formed between
the midpiece and the rest of the tail. 3000x.

Fic. 5. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (—). Observi’s 'angle de 0° format entre la peca intermedia
i la pega principal de la cua. Les dues peces en aquesta fase del doblegament no estan fusionades i la cua recorre la cara plana del
cap i deixa al descobert la cara cefalica que presenta la protuberincia acrosdbmica (PA). Espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica distal (). Obsérvese el dngulo de 0° formado entre la pieza intermedia y la pieza principal de la cola. Las dos piezas
en esta fase del doblamiento no estdn fusionadas y la cola recorre la cara llana de la cabeza y deja al descubierto la cara cefilica que
presenta la protuberancia acrosémica (PA). Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (—). Note the 0° angle formed
between the midpiece and the principal piece of the tail. In this stage of tail-folding, these two pieces are not fused and the tail overruns the
Slat face of the head, leaving the cephalic face uncovered, presenting the acrosomal protuberance. 5000x.

FiG. 6, 7, 8. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal en diverses fases de la fusié de la peca principal amb la
pega intermedia i amb el cap. La pega principal, en una primera fase lateralitzada (figura 6, 2600x), es fusiona més tard amb la
pega intermedia i recorre el cap seguint I'eix sagital (figura 7, 2900x); finalment, la pega principal es fusiona amb el cap, per la
superficie plana, i imprimeix en ell una lleugera curvatura (figura 8, 2900x). Espermatozoides inmaduros con gota citoplas-
mdtica distal en diversas fases de la fusion de la pieza principal con la picza intermedia y con la cabeza. La pieza principal, en una
primera fase lateralizada (figura 6, 2600x), se fusiona mds tarde con la pieza intermedia y recorre la cabeza siguiendo ¢l ¢je sagital
(figura 7, 2900x); finalmente, la pieza principal se fusiona con la cabeza, por la superficie llana, ¢ imprime en ella una ligera cur-
vatura (figura 8, 2900x). lmmature spermatozoa with a distal cytoplasmic droplet showing the différent stages of the fusion of the prin-
cipal piece with the midpiece and with the head. The principal picce, at the side in an initial stage (figure 6, 2600x), fuses later with the
midpiece and overruns the head along its sagittal axis (figure 7, 2 900x); finally the principal piece fuses with the flat face of the head,
imprinting a slight bending on it (figure 8, 2 900x).
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LAMINA 20 / LAMINA 20 / PLATE 20
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen, amb fusié de les peces
principal i intermédia: diverses fases prévies a la fusié de la pega principal amb la regié cefilica.
Microscopfa electrénica de barrido. Espermatozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen, con fusién de las piczas
principal y intermedia: diversas fases previas a la fusién de la pieza principal con la regién cefdlica.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with tails folded at Jensens ring, with principal-piece and midpiece fusion: different stages
previous to the fusion of the principal piece with the cephalic region.

Fic. 1 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. El cap i la resta de la cua, no

fusionada, mantenen un angle de 90°; requadre ampliat en la figura 4. 4) Detall de la gota citoplasmatica cimentant el do-

blegament de la cua per I'anell de Jensen. 4) Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen. La

cabeza y el resto de la cola, no fusionada, mantienen un dngulo de 90°; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Detalle de la gota

citoplasmitica cimentando el doblamiento de la cola por el anillo de Jensen. (a) General view of a spermatozoon with its ral folded
at Jensens ring. The head and the rest of the non-fused tail gives rise to a 90° angle; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the
eytoplasmic droplet consolidating the tail-folding at Jensen’s ring. a) 1100x; b) 8 800x.

FiG. 2, 3. Espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. La resta de la cua (—) manté un angle de 45° respecte

a la cara plana del cap. Espermartozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen. El resto de la cola (—*) mantiene un dngulo de

450 respecto a la cara llana de la cabeza. Spermatozoa with tail folded at Jensen’s ring. The rest of the tail (—) gives rise to a 45° angle
with the flat face of the head. Figura 2, 3500x; figura. 3, 4000x.

FiG. 4 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen; requadre ampliat en la figura

b. b) Observi’s que la peca principal (PP) es fusiona amb la pega intermédia (PI) i déna una volta a 'entorn d’aquesta. )

Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen; recuadro ampliado en la figura £. ) Obsérvese

que la pieza principal se fusiona con la pieza intermedia (PI) y da una vuelta alrededor de ella. (@) General view of a spermatozoon

with its tail folded at Jensens ring; framed area enlarged in figure b. (b) Note the principal piece (PP) fusing with the midpicce (P1),

turning around it. a) 1600x; b) 6400x.

FiG. 5, 6. Aspecte general de dos espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. En la figura 5, la peca principal

descriu un angle de 0° respecte a la cara plana del cap. En la figura 6, la pega principal descriu un angle de 90° respecte a la cara

plana del cap i es disposa perpendicularment respecte d’aquesta. Aspecto general de dos espermatozoides con la cola doblada por

el anillo de Jensen. En la figura 5, la pieza principal describe un dngulo de 0° respecto a la cara llana de la cabeza. En la figura 6, la

pieza principal describe un dngulo de 90° respecto a la cara llana de la cabeza y se dispone perpendicularmente respecto a clla.

General view of two spermatozoa with tails folded at Jensen’s ring. In figure 5, the principal piece displays a 0° angle with the flat face of
the head. In figure 6, the principal piece displays a 90° angle with the flat face of the head and is placed perpendicularly. Figura 5, 2 200x;

figura 6, 3500x.

Fi. 7. Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. Observi’s que la pega principal manté

un angle de 45° respecte a la regié cefalica. Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen,

Obsérvese como la pieza principal mantiene un dngulo de 459 respecto a la region cefdlica. General view of a spermatozoon with its
tail folded at Jensen’s ring. Note how the principal piece gives rise to a 45° angle with the cephalic region. 3200x.

FiG. 8 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen; requadre ampliat en la figura

b. b) Dexall de la fusié de la pega principal per I'eix mediosagital del cap; observi’s la curvatura cefilica impresa en la fusio del

cap i la cua. @) Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen; recuadro ampliado en la figura

b. b) Deralle de la fusién de la pieza principal por el eje medio-sagital de la cabeza; obsérvese la curvatura cefilica imprimida en la

fusion de la cabeza y la cola. (@) General view of a spermatozoon with its tail folded at Jensen’s ring; framed area enlarged in figure b. (b)
Detail of the fusion of the principal piece along the midsagittal axis of the head: note the cephalic bending imprinted by the head and tail
fitsion. a) 2000x; &) 8000x.

Fii. 9. Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. La pega principal ha de donar encara

mitja volta a la pega intermédia i disposar-se sobre el cap per la seva cara convexa (vegeu figures 7 i 8). Aspecto general de un

espermatozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen. La picza principal debe dar atin media vuelta a la pieza intermedia v

disponerse sobre la cabeza por su cara convexa (véanse figuras 7 y 8). General view of a spermatozoon with its tail folded at Jensen’s

ring. The principal piece has not yet turned around the midpiece in order to place itself over the convex face of the head (see figures 7 and
8). 3200x.
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LAMINA 21 / LAMINA 21 / PLATE 21
Microscdpia electrdnica de rastreig. Espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen, amb fusié de les peces
principal i intermédia: diverses fases prévies a la fusi6 total de la pega principal amb la regié cefalica. La pega principal déna
una volta completa a 'entorn de la pega intermédia. En totes les figures d’aquesta lamina, la pega principal no es fusiona
amb el cap més enlli de la regié postacrosdbmica.
Microscopia electrénica de barrido. Espermamzoides con la cola doblada por el anillo de Jensen, con fusién de las piczas
principal y intermedia: diversas fases previas a la fusién toral de la pieza principal con la regién cefilica. La picza principal da
una vuelta completa entorno de la pieza intermedia. En todas las fi Fguras de esta limina, la pieza principal no se fusiona con la
cabeza mds alld de la regién postacrosémica.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with tails folded at Jensen’s ring, with principal-piece and midpiece fusion: different stages
previous to the total fusion of the principal piece with the cephalic region. The principal piece turns completely around the midpiece.
In all the figures of this plate, the principal piece does not fuse with the head beyond the postacrosomal region.

Fic. 1. La pega principal, dirigida cap a I'esquerra, manté un angle de 135° respecte a la superficie plana del cap. La pieza
principal, dirigida hacia la izquierda, mantiene un dngulo de 135° respecto a la superficie llana de la cabeza. The principal piece,
turning to the left, gives rise to a 1357 angle with the flat face of the head. 4400x.

FiG. 2, 3. La pega principal, dirigida cap a 'esquerra, manté un angle de 45° respecte a la superficie plana del cap. La pieza
principal, dirigida hacia la izquierda, mantiene un dngulo de 45 respecto a la superficie llana de la cabeza. The principal picce,
turning to the left, gives rise to a 45° angle with the flat face of the head. Figura 2, 3700x; figura 3, 2700x,

FiG. 4. La pega principal, dirigida cap a la dreta, manté un angle de 45° respecte a la superficie plana del cap. L.a picza principal,
dirigida hacia la derecha, mantiene un dngulo de 45° respecto a la superficie llana de la cabeza. The principal picce, turning to the
right, gives rise to a 45° angle with the flat face of the head. 4400x.

FiG. 5. La pega principal, dirigida cap a la dreta, manté un angle de 90° respecte a la superficie plana del cap. La picza principal,
dirigida hacia la derecha, mantiene un dngulo de 90° respecto a la superficie llana de la cabeza. The principal picce. turning to the
right, gives rise to a 90° angle with the flat face of the head. 4400x.

FiG. 6. La pega principal, dirigida cap a la dreta, reprén un angle de 45°. La picza principal, dirigida hacia la derecha, recoma un
dngulo de 45°. The principal piece, turning to the right, goes back to a 45° angle. 3600x.
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LAMINA 22 / LAMINA 22 / PLATE 22
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb la cua doblegada per I'anell de Jensen, amb fusié de les peces
principal i intermédia: diverses fases preévies a la fusié total de la pega principal amb la regié cefilica. En les figures d’aquesta
lamina, la pega principal es va fusionant progressivament amb tota I'extensié del cap.

Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides con la cola doblada por el anillo de Jensen, con fusién de las piezas
principal y intermedia: diversas fases previas a la fusién total de la pieza principal con la regién cefdlica. En las figuras de esta
limina, la pieza principal se va fusionando progresivamente con toda la extensién de la cabeza.

Scanning electron microscopy. Spermatozoa with tails folded at Jensens ring, with principal-piece and midpiece fusion: different stages
previous to the total fusion of the principal piece with the cephalic region. In the figures on this plate, the principal picce progressively
[fuses with the entire extent of the head.

Fic. 1, 2. La peca principal, dirigida cap a la dreta, manté un angle de 45° respecte a la cara plana del cap i segueix una
trajectdria rectilfnia. La pega principal va avangant la seva fusié fins a la regié acrosdmica apical. La pieza principal, dirigida hacia
la derecha, mantiene un dngulo de 45 respecto a la cara llana de la cabeza y sigue una trayectoria rectilinea. La pieza principal va
avanzando su fusién hasta la region acrosémica apical. The principal prece, turning to the right, gives rise to a 45° angle with the flar
Jace of the head and follows a rectilinear trajectory. The principal piece continues with its fusion up to the apical acrosomal region. Figura I,
4000x; figura 2, 2500x.

Fic. 3. La pega principal manté un angle de 0° respecte a la cara plana del cap i estén la seva fusié fins a la regié acrosomica
apical. La pieza principal mantiene un dngulo de 0° respecto a la cara llana de la cabeza y extiende su fusién hasta la region
acrosémica apical. The principal piece gives rise to a 0° angle with the flat face of the head and its fusion extends up to the acrosome apical
region. 2500x.

Fic.. 4-9. Diverses fases del doblegament de la cua a I'entorn del perimetre de la regi6 acrosomica del cap. La cua es va doblegant
donant voltes sobre si mateixa i i es va fusionant amb la regié acrosdbmica. Observi’s que la cua no extén el seu doblegament i
fusié amb la regié postacrosdbmica del cap. Diversas fases del doblamiento de la cola entorno del perimetro de la region acrosémica
de la cabeza. La cola se va doblando dando vueltas sobre ella misma y se va fusionando con la regién acrosémica. Obsérvese que la
cola no extiende su doblamiento y fusién con la regién postacrosémica de la cabeza. Different stages of tail-folding around the
perimeter of the acrosomal region of the head. The tail folds by nurning over itself and fusing with the acrosomal region. Note that the tail
does not extend its folding and fusion with the postacrosomal region of the head. Figura 4, 4600x; figura 5, 4100x; figura 6, 4500x; figura
7, 4900x; figura 8, 5000x; figura 9, 5000x.






144 MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

LAMINA 23 / LAMINA 23 / PLATE 23
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb la cua doblegada a diversos nivells de la pega intermédia.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides con la cola doblada a diversos niveles de la pieza intermedia.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with tails folded at different midpiece locations.

Fic. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per la pega intermédia. Es reconeix que la cua esta doble-
gada per la peca intermédia perque la zona afectada de la curvatura presenta un desenvolupament major que el que caracteritza
el doblegament de la cua per I'anell de Jensen. Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por la pieza intermedia.
Se reconoce que la cola estd doblada por la pieza intermedia porque la zona afectada de la curvatura presenta un desarrollo mayor
que el que caracteriza el doblamiento por el anillo de Jensen. General view of a spermatozoon with its tail folded at the midpiece. One
can see that the tail is folded at the midpiece location because the zone affected by the bending shows greater development than the kind
which characterises tail-folding at Jensen’s ring. 3000x,

FiG. 2 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per la pega intermedia; requadre ampliat en la
figura b. b) Detall del doblegament de la cua; observi’s el gran desenvolupament format per la gota citoplasmatica i la pega
intermedia. @) Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por la pieza intermedia; recuadro ampliado en la figura
b. b) Deualle del doblamiento de la cola; obsérvese ¢l gran desarrollo formado por la gora citoplasmdtica y la picza intermedia
(a) General view of a spermatozoon with its tail folded at the midpiece; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail-folding:
note the extreme development formed by the cytoplasmic droplet and the midpiece. a) 2600x; £) 10400x.

Fic. 3, 4. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peca intermédia. El doblegament afecta tota la pega intermedia i la gota
citoplasmatica cimenta el doblegament. Espermatozoides con la cola doblada por la pieza intermedia. El doblamiento afecta a
toda la pieza intermedia y la gota citoplasmirica cimienta el doblamiento. Spermatozoa with tail folded at the midpiece. The folding
affects the entire midpiece and the cytoplasmic droplet consolidates the folding. Figura 3, 5700x; figura 4, 3000x.

Fic. 5, 6. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peca intermedia. El doblegament afecta el terg posterior de la peca
intermédia i la gota citoplasmatica cimenta el doblegament. Espermatozoides con la cola doblada por la picza intermedia. El
doblamiento afecta al tercio posterior de la pieza intermedia y la gota citoplasmitica cimenta el doblamiento. Spermatozoa with il
[folded at the midpiece. The folding affects the last third of the midpiece and the cytoplasmic droplet consolidates the folding. Figura 5, 4700x;
figura 6, 2800x.
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LAMINA 24 / LAMINA 24 / PLATE 24
Microscdpia electronica de rastreig. Espermatozoides amb un cap i la cua totalment enrotllada.
Microscopfa electrénica de barrido. Espermatozoides con una cabeza y la cola totalmente enrollada.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with one head, and completely coiled tails.

Fic. 1. Espermatozoide amb un cap normal i la cua enrotllada perd no fusionada. La cua déna voltes circulars i concentriques
sobre si mateixa. Espermatozoide con una cabeza normal y la cola enrollada pero no fusionada. La cola da vuelas circulares y
concéntricas sobre si misma. Spermatozoon with one normal head, having a coiled tail, but not fused. The tail turns in civcles concentrically
around ."tmf 6800x.

Fic.. 2. Espermatozoide amb un cap normal i la cua enrotllada i fusionada (la membrana plasmatica recobreix I'enrotllament
intern de la cua). Lenrotllament presenta una forma circular. Espermatozoide con una cabeza normal y la cola enrollada y fusio-
nada (la membrana plasmdtica recubre el enrollamiento interno de la cola). El enrollamiento presenta una forma circular. Sperma-
tozoon with one normal head, and a coiled and fused tail (the plasmalemma covers the internal coiling of the tail). The coiling displays
a circular shape. 5000x.

FiG. 3. Espermatozoide amb un cap normal i la cua intensament enrotllada i fusionada. Lenrotllament presenta una forma
el-liptica amb I'eix major alineat amb el pla mediosagital del cap. Espermatozoide con una cabeza normal y la cola intensamente
enrollada y fusionada. El enrollamiento presenta una forma eliptica con el eje mayor alineado con el plano medio-sagital de la
cabeza. Spermatozoon with one normal head, and an intensely coiled and fused tail. The coiling displays an elliptical shape with the
major axis lined up with the midsagittal axis of the head. 4500x.

FiG. 4. Espermatozoide amb un cap normal i la cua enrotllada i parcialment fusionada. Lenrotllament presenta una forma
el-liptica amb I’eix major disposat a 45° respecte del pla mediosagital del cap. Espermatozoide con una cabeza normal y la cola
enrollada y parcialmente fusionada. El enrollamiento presenta una forma eliprica con el eje mayor dispuesto a 459 respecto del
plano medio-sagital de la cabeza. Spermatozoon with one normal head, and a coiled and partially-fused tail. The coiling displays an
elliptical shape with the major axis at 45° with regard to the midsagittal axis of the head. 6000x,

Fic. 5. Espermatozoide amb el cap lleugerament allargat i la cua intensament enrotllada i fusionada. Uenrotllament presenta
una forma ovoidal amb I'eix major alineat amb el pla mediosagital del cap. Espermartozoide con la cabeza ligeramente alargada
y la cola intensamente enrollada y fusionada. El enrollamiento presenta una forma ovoidal con el eje mayor alineado con el plano
medio-sagital de la cabeza. Spermatozoon with a slightly elongated head, along with an intensely coiled and fused tail. The coiling
displays an oval shape with the major axis lined up with the midsagittal axis of the head. 6000x,

FiG. 6. Espermatozoide amb el cap aplatat en la regié apical i la cua intensament enrotllada i fusionada. Uenrotllament presen-
ta una forma ovoidal amb I'eix major parcialment alineat amb el pla mediosagital del cap. Espermatozoide con la cabeza
achatada en la regién apical y la cola intensamente enrollada y fusionada. El enrollamiento presenta una forma ovoidal con ¢l ¢je
mayor parcialmente alineado con el plano medio-sagital de la cabeza. Spermatozoon with its head flattened at the apical region, along
with an intensely coiled and fused tail. The coiling displays an oval shape with the major axis partially lined up with the midsagittal axis
of the head. 4000x.

FiG. 7. Espermatozoide amb el cap petit i la cua moderadament enrotllada i fusionada. Lenrotllament presenta una forma
pseudocircular i es disposa a 45° respecte del pla mediosagital del cap. Espermatozoide con la cabeza pequefia y la cola modera-
damente enrollada y fusionada. El enrollamiento presenta una forma pseudocircular y se dispone a 45° respecto del plano medio-
sagital de la cabeza. Spermatozoon with a small head, along with a moderately coiled and fused tail. The coiling displays a pseudocircular
shape and is at 45° in regard to the midsagittal axis of the head. 4000x.

Fi. 8. Espermatozoide amb el cap petit i el-liptic, i la cua intensament enrotllada i fusionada. Uenrotllament presenta una
forma el-liptica i es disposa a 90° respecte del pla mediosagital del cap. Espermarozoide con la cabeza pequeia y eliprica, y la cola
intensamente enrollada y fusionada. El enrollamiento presenta una forma eliptica y se dispone a 90° respecto del plano medio-
sagital de la cabeza. Spermatozoon with a small elliptical head, along with an intensely coiled and fused tail. The coiling displays an
elliptical shape and is at 90° in regard to the midsagittal axis of the head. 5200x.

FiG. 9. Espermatozoide amb el cap normal i la cua moderadament enrotllada i fusionada. Aspecte de I'espermatozoide per la
cara del cap que mostra la protuberincia acrosdmica (PA). Observi’s que aquest espermatozoide presenta dues cues fusionades
i enrotllades. PC, pega de connexid. Espermatozoide con la cabeza normal y la cola moderadamente enrollada y fusionada. Aspec-
to del espermatozoide por la cara de la cabeza que muestra la protuberancia acrosémica (PA). Obsérvese que este espermatozoide
presenta dos colas fusionadas y enrolladas. PC, pieza de conexion. Spermatozoon with a normal head, along with a moderately coiled
and fused tail. View of the spermatozoon face of the head, showing the acrosomal protuberance (PA). Note that this spermatozoon displays
two fused and coiled tails. PC, connecting piece. 5000x.
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LAMINA 25 / LAMINA 25 / PLATE 25
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb un cap anormal i la cua totalment enrotllada.
Microscopfa electrénica de barrido. Espermarozoides con una cabeza anormal y la cola totalmente enrollada.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with abnormal heads and completely coiled tails.

FiG. 1. Espermatozoide amb el cap petit en forma de flama (Ca) i la cua, probablement curta, totalment enrotllada (Cu).
Observi's 'escas desenvolupament de la zona que afecta I'enrotllament de la cua. Espermatozoide con la cabeza pequena en forma
de llama (Ca) y la cola, probablemente corta, totalmente enrollada (Cu). Obsérvese el escaso desarrollo de la zona que afecta al
enrollamiento de la cola. Spermatozoon with a small flame-shaped head (Ca) and a completely coiled tail (Cu), probably short. Note the
scant development of the zone affected by the tail-coiling. 7200x.

FiG. 2. Espermatozoide amb el cap lleugerament aplatat (Ca) i la cua, probablement curta, totalment enrotllada (Cu). Observi's
la forma circular de I'enrotllament i I'escis desenvolupament de la zona afectada per I'enrotllament de la cua. Espermatozoide
con la cabeza ligeramente achatada (Ca) y la cola, probablemente corta, totalmente enrollada (Cu). Obsérvese la forma circular del
enrollamiento y el escaso desarrollo de la zona afectada por el enrollamiento de la cola. Spermatozoon a with slightly flattened head
(Ca) and a completely coiled tail (Cu), probably short. Notice the circular-shaped coiling and the scant development of the zone affected
by the tail-coiling. 8000x.

FiG. 3. Espermatozoide amb el cap doblegat per I'eix mediosagital (Ca) i la cua moderadament enrotllada (Cu). Espermatozoide
con la cabeza doblada por el ¢je medio-sagital (Ca) y la cola moderadamente enrollada (Cu). Spermatozoon with its head folded along
its midsagirtal axis (Ca), along with a moderately coiled tail (Cu). 6500x.

Fic. 4. Espermatozoide amb el cap petit i aplatat (Ca) i la cua intensament enrotllada (Cu). Espermatozoide con la cabeza pe-
quena y achatada (Ca) y la cola intensamente enrollada (Cu). Spermatozoon with a small flattened head (Ca) and an intensely coiled
tail (Cu). 7200x,

Fi. 5. Espermatozoide amb el cap en forma de pera (Ca) i la cua intensament enrotllada (Cu). Espermatozoide con la cabeza
en forma de pera (Ca) y la cola intensamente enrollada (Cu). Spermatozoon with a pear-shaped head (Ca) and an intensely coiled tail
(Cue). 6500%.

FiG. 6. Espermatozoide amb el cap en forma de flama (Ca) i la cua enrotllada i parcialment fusionada (Cu). Espermatozoide con
la cabeza en forma de llama (Ca) y la cola enrollada y parcialmente fusionada (Cu). Spermatozoon with a flame-shaped head (Ca),
along with a coiled and partially-fused tail (Cu). 6500x.
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LAMINA 26 / LAMINA 26 | PLATE 26
Microscdpia electrdnica de rastreig. Diverses fases de I'enrotllament de la cua per la pega intermeédia fins a arribar a un
enrotllament circular.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas fases del enrollamiento de la cola por la pieza intermedia hasta llegar a un
enrollamiento circular,
Scanning electron microscopy. Different stages of tail-coiling near the midpiece, giving rise to circular coiling.

Fic. 1, 2. Espermatozoides amb la cua parcialment enrotllada. Lenrotllament només afecta la pega intermédia. Espermato-
zoides con la cola parcialmente enrollada. El enrollamiento sélo afecta a la pieza intermedia. Spermatozoa with partially-coiled tails.
The coiling only affects the midpiece. Figura I, 2000x; figura 2, 1800x.

Fic. 3. Espermatozoide amb la cua parcialment enrotllada. En aquesta fase, I'enrotllament de la cua afecta tinicament la pega
intermédia. Observi’s que la gota citoplasmatica cimenta I'enrotllament progressiu de la cua. Espermarozoide con la cola parcial-
mente enrollada. En esta fase, el enrollamiento de la cola afecta Ginicamente a la pieza intermedia. Obsérvese como la gora
citoplasmdtica cimienta el enrollamiento progresivo de la cola. Spermatozoon with a partially coiled tail. In this stage, the tail-coiling
only affects the midpiece. Note how the cytoplasmic droplet consolidates the progressive tail-coiling. 6000x.

Fic. 4, 5. Espermatozoides amb la cua parcialment enrotllada. En aquestes fases, 'enrotllament de la cua afecta progres-
sivament la pega principal. Observi’s que, a mesura que I'enrotllament afecta més porcié de la cua, aquest presenta major
desenvolupament. Espermatozoides con la cola parcialmente enrollada. En estas fases, el enrollamiento de la cola afecta progresi-
vamente a la pieza principal. Obsérvese que, a medida que el enrollamiento afecta a mds porcién de la cola, éste presenta mayor
desarrollo. Spermatozoa with partially coiled tails. In these stages, the tail-coiling progressively affects the principal piece. Note that as the
coiling continues affecting a larger part of the tail, the coiling displays greater development. Figura 4, 4700x; figura 5, 4500x.

Fic. 6. Espermatozoide amb la cua enrotllada. Observi's I'extrem de la peca terminal (PT) moments abans de fusionar-se
completament amb la resta de 'enrotllament de la cua. Espermatozoide con la cola enrollada. Obsérvese el extremo de la picza
terminal (PT) momentos antes de fusionarse completamente con el resto del enrollamiento de la cola, Spermatozoon with a coiled
tail. Note the end of the termimal piece (PT) just before it completely fuses with the rest of the coiling tail. 4500x.
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LAMINA 27 / LAMINA 27 / PLATE 27
Microscopia electronica de rastreig. Diverses fases de 'enrotllament de la cua a I'entorn de la peca intermedia fins a arribar a
un enrotllament el-liptic.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas fases del enrollamiento de la cola en torno a la pieza intermedia hasta llegar a un
enrollamiento eliptico.
Scanning electron microscopy. Different stages of tail-coiling around the midpiece, giving rise to an elliptical coiling.

Fic. 1-7. En aquest tipus d’enrotllament la cua es doblega per I'anell de Jensen o pel terg posterior de la pega intermédia. La
peca principal i la pega terminal de la cua van donant, progressivament, voltes a I'entorn de la pega intermédia, fins que
I'enrotllament pren una forma el-liptica i es disposa, generalment, alineat amb el pla mediosagital del cap. En este tipo de
enrollamiento, la cola se dobla por el anillo de Jensen o per el tercio posterior de la pieza intermedia, La pieza principal y la pieza
terminal de la cola van dando, progresivamente, vueltas alrededor de la pieza intermedia, hasta que el enrollamiento adopra una
forma eliptica y se dispone, generalmente, alineado con el plano medio-sagital de la cabeza. /n this type of coiling, the tail folds at the
Jensens ring, or near the last third of the midpiece. The principal piece and the terminal piece of the tail progressively turn around the
midpiece, until the coiling gives rise to an elliptical shape that is usually lined up with the midsagittal axis of the head. Figura I, 3700x;
figura 2, 3400x; figura 3, 2600x; figura 4, 2800x; figura 5, 3500x; figura 6, 3200x; figura 7, 4000x.

Fic. 8. Espermatozoide amb la cua enrotllada al llarg de tota la peca intermedia. Lenrotllament s’inicia pel doblegament de la
cua a nivell de I'anell de Jensen. Espermatozoide con la cola enrollada a lo largo de toda la pieza intermedia. El enrollamiento se
inicia por el doblamiento de la cola a nivel del anillo de Jensen. Spermatozoon with its tail coiled along the entire midpicce. The coiling
begins by the 1ail folding at the Jensens ring. 3500x.

Fic. 9. Espermatozoide amb la cua enrotllada al llarg dels dos primers tergos de la pega intermédia. I'enrotllament s'inicia pel
doblegament de la cua a nivell del terg posterior de la pega intermedia. Espermatozoide con la cola enrollada a lo largo de los dos
primeros tercios de la pieza intermedia. El enrollamiento se inicia por el doblamiento de la cola a nivel del anillo de Jensen.
Spermatozoon with a tail coiled along the first two-thirds of the midpiece. The coiling begins by the tail folding at the last third of the
midpiece. 4600x.
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LAMINA 28 / LAMINA 28 / PLATE 28
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb la cua totalment enrotllada a 'entorn de la pega intermédia fins a
arribar a un enrotllament el-liptic.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides con la cola totalmente enrollada entorno a la pieza intermedia hasta llegar
a un enrollamiento eliprico.
Scanning electron microscopy. Spermatozoa with the tail completely coiled around the midpiece, giving rise to an clliptical coiling.

FiG. 1. Espermatozoide amb la cua enrotllada i disposada formant un angle de 45° respecte al pla mediosagital del cap.
Espermatozoide con la cola enrollada y dispuesta formando un dngulo de 45° respecto al plano medio-sagital de la cabeza. Sperma-
tozoon with a coiled tail, giving rise to 45° angle in regard to the midsagittal axis of the head. 6300x.

Fic. 2, 3. Espermatozoides amb la cua enrotllada i alineada amb el pla mediosagital del cap. Espermatozoides con la cola enro-
llada y alineada con el plano medio-sagital de la cabeza. Spermatozoa with a coiled tail lined up with the midsagittal axis of the head.
Figura 2, 4700x; figura 3, 3700x.

Fic. 4. Espermatozoide amb la cua enrotllada a I'entorn dels dos tergos posteriors de la pega intermedia. Observi’s que el terg
anterior de la peca intermedia no queda afectat per I'enrotllament (—). Espermatozoide con la cola enrollada en rormo a los dos
tercios posteriores de la pieza intermedia. Obsérvese que el tercio anterior de la pieza intermedia no queda afectado por el enro-
llamiento (). Spermatozoon with a tail coiled around the posterior two-thirds of the midpiece. Note that the coiling does not affect the
anterior third of the midpiece (—*). 4700x.

Fic. 5. Espermatozoide amb la cua enrotllada a I'entorn de la primera meitat de la pega intermedia (—, limit entre les dues
meitats de la pega intermédia). Espermatozoide con la cola enrollada en torno a la primera mitad de la pieza intermedia (-, limire
entre las dos mitades de la pieza intermedia). Spermatozoon its with tail coiled around the first half of the midpiece (-, boundary
between the twa halves of the midpiece). 3700x.

Fi.. 6. Espermatozoide amb la cua enrotllada a I'entorn de la pega intermedia. El primer doblegament de la cua s'inicia més
enlla de la posicié que ocupa la gota citoplasmatica (—*), és a dir, a I'inici de la pega principal. Espermatozoide con la cola enro-
llada en rorno a la pieza intermedia. El primer doblamiento de la cola se inicia mds alld de la posicién que ocupa la gora citoplasmd-
tica (—), es decir, al inicio de la pieza principal. Spermatozoon with its tail coiled around the midpiece. The first folding of the tarl begins
beyond the cytoplasmic droplet position (—*), that is, at the beginning of the principal piece. 2600x.

Fii. 7. Espermatozoide amb el cap arrodonit i la cua enrotllada a I'entorn de la pega intermedia. El primer doblegament de la
cua es produeix a 'inici de la pega principal. Espermatozoide con la cabeza redondeada y la cola enrollada en torno a la pieza
intermedia. El primer doblamiento de la cola se produce en el inicio de la pieza principal. Spermatozoon with a roundish head and
the tail coiled around the midpiece. The first folding of the tail occurs at the beginning of the principal piece. 2900x.

Fic. 8. Espermatozoide amb el cap lleugerament allargat i la cua enrotllada a I'entorn de la pega intermedia. El primer doble-
gament de la cua es produeix a 'inici de la pega principal, immediatament després de la gota citoplasmatica (GC). Espermato-
zoide con la cabeza ligeramente alargada y la cola enrollada en rorno a la pieza intermedia. El primer doblamiento de la cola se
produce en el inicio de la pieza principal, inmediatamente después de la gota citoplasmitica (GC). Spermatozoon with a slightly
elongated head, with the tail coiled around the midpiece. The first folding of the tail occurs at the beginning of the principal piece, just next
to the cytoplasmic droplet (GC). 2600x.

Fic. 9. Espermatozoide amb el cap lleugerament oval i la cua enrotllada a I'entorn dels dos primers tergos de la peca intermédia.
La gota citoplasmatica (GC), situada en la part posterior de I'enrotllament, cimenta les circumvolucions de la cua. Espermaro-
zoide con la cabeza ligeramente oval y la cola enrollada en rorno a los dos primeros tercios de la pieza intermedia. La gora ciro-
plasmdtica (GC), situada en la parte posterior del enrollamiento, cimienta las circunvoluciones de la cola. Spermarozoon with a
slightly oval head, and the tail coiled around the first two-thirds of the midpiece. The cytoplasmic droplet (GC), placed in the posterior
region of the cotling, consolidates the tail loops. 4200x.
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LAMINA 29 / LAMINA 29 / PLATE 29
Microscdpia electronica de rastreig. Espermatozoides amb la cua enrotllada a I'entorn de la pega principal i espermatozoides
amb altres tipus d’enrotllament o de doblegament de la cua.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides con la cola enrollada entorno a la pieza principal y espermatozoides con
otros tipos de enrollamiento o de doblamiento de la cola.
Scanning elecrron microscopy. Spermatozoa with tails coiled around the principal pieces, and spermatozoa with other types of tail-

coiling or folding.

Fic. 1. Espermatozoide immadur amb la gota citoplasmatica disposada en el primer segment de la pega principal. Observi’s
que la pega principal déna una volta completa a I'entorn de la gota citoplasmatica (GC). Espermatozoide inmaduro con la gota
ciroplasmirica dispuesta en el primer segmento de la pieza principal. Obsérvese como la pieza principal da una vuelta completa en
torno de la gota citoplasmdtica (GC). fmmature spermatozoon with its cytoplasmic droplet placed on the first segment of the principal
piece. Note that the principal piece displays a complete loop around the cytoplasmic droplet (GC). 2800x.

Fic. 2, 3. Espermatozoides immadurs amb la gota citoplasmatica disposada en el primer segment de la pega principal. Observi’s
que, en la figura 2, la peca principal s'enrotlla completament a I'entorn de la gota citoplasmatica (PT, pega terminal), i, en la figura
3, les peces principal i terminal s’enrotllen completament a I'entorn de la gota citoplasmatica. Espermatozoides inmaduros con la
gota citoplasmdtica dispuesta en el primer segmento de la pieza principal. Obsérvese como, en la figura 2, la pieza principal se enrolla
completamente en torno de la gota citoplasmadtica (PT, pieza terminal), y, en la figura 3, las piezas principal y terminal se enrollan
completamente en torno de la gota citoplasmdtica. fimmature spermatozoa with the cytoplasmic droplets placed in the first segment of the
principal piece. Note, in figure 2, that the principal piece turns completely around the cytoplasmic droplet (PT, terminal picce) and, in figure
3, the principal and terminal pieces turn completely around the cytoplasmic droplet. Figura 2, 3400x; figura 3, 3000x.

FiG. 4 (a, ). a) Espermatozoide immadur amb la gota citoplasmitica disposada en el segment terminal de la peca principal;
requadre ampliat en la figura 4. 4) Detall de I'enrotllament del segment distal de la pega principal i de la pega terminal a 'entorn
de la gota citoplasmatica (GC) a) Espermatozoide inmaduro con la gota citoplasmdrica dispuesta en el segmento terminal de la
pieza principal; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Dealle del enrollamiento del segmento distal de la pieza principal y de la pieza
terminal en torno de la gota citoplasmdtica (GC). (a) Immature spermatozoon with a cytoplasmic droplet placed in the terminal
segment of the principal piece; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the coiling of the distal segment of the principal piece and
the terminal piece around the cytoplasmic droplet (GC). a) 1200x; b) 4800x,

FIiG. 5 (a, b). a) Espermatozoide madur amb la cua enrotllada a 'extrem distal; requadre ampliat en la figura b, &) Detall de
Penrotllament de la cua que tinicament afecta la pega terminal i el segment distal de la pega principal. @) Espermatozoide ma-
duro con la cola enrollada en el extremo distal; recuadro ampliado en la figura 4. ) Detalle del enrollamiento de la cola que
tinicamente afecta a la pieza terminal y al segmento distal de la picza principal. (@) Mature spermatozoon with its tail coiled ar the
distal end; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail-coiling which only affects the terminal piece and the distal segment of
the principal piece. a) 1800x; b) 7200x.

Fic.. 6 (a, ). a) Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i la cua enrotllada a I'extrem terminal; requadre
ampliat en la figura 4. 4) Detall de I'enrotllament de la cua que sols afecta la pega terminal. @) Espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica proximal y la cola enrollada en el extremo terminal; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Deralle del enrollamiento de
la cola que sélo afecta a la pieza terminal. (@) / ture sperr with a proximal cytoplasmic droplet and its tail coiled at the distal
end; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail-coiling which only affects the terminal piece. a) 1700x; 6) 6800x.

Fic. 7. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmaitica distal, la cua doblegada per I'anell de Jensen i enrotllada a I'extrem
distal. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmirica distal, la cola doblada por el anillo de Jensen y enrollada en el extremo distal.
Immature spermatozoon with a distal cytoplasmic droplet, having its tail folded at the Jensenss ring, and coiled at the distal end. 3500x.
FiG. 8. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal, amb el cap en forma triangular i amb la cua doblegada pel
terg posterior de la pega intermedia i enrotllada a I'entorn del cap, per sota de la protuberincia acrosdmica (PA). Fspermatozoi-
de inmaduro con gora citoplasmatica distal, con la cabeza en forma triangular y con la cola doblada por el tercio posterior de la
picza intermedia y enrollada alrededor de la cabeza, por debajo de la protuberancia acrosémica (PA). Immature spermatozoon with
a distal cytoplasmic droplet, a triangular-shaped head, its tail folded at the posterior thivd of the midpiece and coiled around the head. just
below the acrosomal protuberance (PA). 4500x.

FIG. 9 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb un fals nus en la peca principal; requadre ampliat en la figura 4. 5)
Detall del fals nus de la pea principal. 2) Aspecto general de un espermatozoide con un falso nudo en la pieza principal; recuadro
ampliado en la figura &. 4) Detalle del falso nudo de la pieza principal. (a) General view of a spermatozoon with a false knot in the
principal piece; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the false knot of the principal piece. a) 1800x; b) 7 200x.
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LAMINA 30 / LAMINA 30 / PLATE 30
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb dos caps i la cua totalment enrotllada.
Microscopia electrénica de barrido. Espermatozoides con dos cabezas y la cola rotalmente enrollada.
Scanning electron microscopy. Bicephalic spermatozoa with completely coiled tails.

FiG. 1. Aspecte general de dos espermatozoides cadascun dels quals presenta dos caps i dues cues totalment enrotllades. Els dos
caps (Ca) se sobreposen i formen un angle d’uns 30° i les dues cues (Cu) no es fusionen, almenys per la peca de connexid, si bé,
seguint una trajectoria paral-lela, s’enrotllen totalment sobre si mateixes. Aspecto general de dos espermatozoides cada uno de los
cuales presenta dos cabezas y dos colas totalmente enrolladas. Las dos cabezas (Ca) se sobreponen y forman un dngulo de unos 300
y las dos colas (Cu) no se fusionan, al menos por la pieza de conexion, si bien, siguiendo una trayectoria paralela, se enrollan
totalmente sobre si mismas. General view of two spermatozoa, each one of them showing two beads and two completely coiled tails. The
two heads (Ca) are superimposed, giving rise to about a 30° angle. The two tails (Cu) do not fuse, at least at the connecting piece, although
they follow a parallel trajectory and coil completely over themselves. 8 600x.

FIG. 2. Aspecte lateralitzat dels dos espermatozoides de la figura anterior. Observi’s la forma plana dels caps, aixi com el
desenvolupament de la protuberincia acrosdmica (PA). Aspecto lateralizado de los espermatozoides de la figura anterior. Obsér-
vese la forma llana de las cabezas, asf como el desarrollo de la protuberancia acrosémica (PA). Another side view of the spermatozoa

depicted in the previous figure. Note the flat-shaped heads, as well as the acrosomal protuberance development (PA). 9800x,
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LAMINA 31 / LAMINA 31 / PLATE 31
Microscopia electrdnica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb dos caps i la cua totalment enrotllada.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas tipologfas de espermartozoides con dos cabezas y la cola rotalmente enrollada.
Scanning electron microscopy. Different typologies of bicephalic spermatozoa with completely coiled tails.

Fic. 1. Espermatozoide amb dos caps disposats en un mateix pla i orientats formant un angle d’uns 90° entre ells. La cua,
totalment enrotllada, forma una estructura aplanada que es disposa en el mateix pla que els caps. Espermatozoide con dos cabe-
zas dispuestas en un mismo plano y orientadas formando un dngulo de unos 90° entre ellas. La cola, totalmente enrollada, forma
una estructura aplanada que se dispone en el mismo plano que las cabezas. Spermatozoon with two heads located on the same
plane,giving rise to about a 90° angle between them. The completely coiled tail gives rise to a flattened structure which is on the same plane
of the heads. 5400x.

Fic. 2. Aspecte lateral d’un espermatozoide bicefilic i amb la cua totalment enrotllada. Els dos caps estan situats I'un damunt
de l'altre, en plans paral-lels. Aspecto lateral de un espermarozoide bicefilico y con la cola toralmente enrollada. Las dos cabezas
estdn situadas una sobre la otra, en planos paralelos. Side view of a bicephalic spermatozoon with a completely coiled tail. The two heads
are overlapped, on parallel planes. 5 600x.

Fic. 3. Espermatozoide amb dos caps disposats en plans ortogonals. Espermartozoide con dos cabezas dispuestas en planos
ortogonales. Spermatozoon with two heads disposed in orthogonal planes. 5000x.

Fic. 4. Aspecte lateral d’un espermatozoide bicefilic amb dos caps disposats en plans ortogonals. Aspecto lateral de un esperma-
tozoide bicefilico con dos cabezas dispuestas en planos ortogonales. Side view of a bicephalic spermatozoon with its two heads placed
on orthogonal planes. 5000x,

Fi. 5. Espermatozoide amb dos caps disposats en un mateix pla i orientats formant un angle d’uns 30° entre ells. La cua,
totalment enrotllada, forma una estructura aplanada que es disposa en el mateix pla que els caps. Espermarozoide con dos cabe-
zas dispuestas en un mismo plano y orientadas formando un dngulo de unos 30° entre ellas. La cola, toralmente enrollada, forma
una estructura aplanada que se dispone en el mismo plano que las cabezas. Spermatozoon with two heads on the same plane, giving
rise to about an 30° angle between them. The completely coiled tail gives rise to a flattened structure which is on the same plane as the
heads. 5000x,

FiG. 6. Espermatozoide amb dos caps disposats en un mateix pla, perd orientats en sentit contrari formant un angle de 180°
entre ells. La cua enrotllada destaca com una massa globular que es disposa entre els dos caps. Espermatozoide con dos cabezas
dispuestas en un mismo plano, pero orientadas en sentido contrario formando un dngulo de 180° entre ellas. La cola enrollada
destaca como una masa globular que se dispone entre las dos cabezas. Spermatozoon with two heads on the same plane, but located in
opposite directions, giving rise to a 180° angle between them. The coiled tail appears as a globular mass placed between the two heads.
3000x.
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LAMINA 32 / LAMINA 32 / PLATE 32
Microscopia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb dos caps i la cua enrotllada.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas tipologifas de espermatozoides con dos cabezas y la cola enrollada.
Scanning electron microscopy. Different typologies of bicephalic spermatozoa with coiled tail.

Fic. 1, 2. Espermatozoides amb les dues peces intermeédies no enrotllades i antiparal-leles, i les peces principal i terminal
enrotllades sobre les peces intermeédies. Observi’s en ambdues figures que un dels dos caps és més voluminés que I'altre (C, cap
més gran; ¢, cap més petit). Espermatozoides con las dos piezas intermedias no enrolladas y antiparalelas, y las piezas principal y
terminal enrolladas sobre las piezas intermedias. Obsérvese en ambas figuras que una de las dos cabezas es mds voluminosa que la
otra (C, cabeza mis grande; ¢, cabeza mds pequena). Spermatozoa with two uncoiled and antiparallel midpieces, and the principal and
terminal pieces coiled over the midpieces. Notice in both figures that one of the two heads is more voluminous than the other one (C, bigger
head; ¢, smaller head). Figura 1, 3200x; figura 2, 3600x.

Fic. 3. Espermatozoide amb dos caps, un dels quals és lleugerament allargat (A) i I'altre presenta un aspecte normal (N). Esper-
matozoide con dos cabezas, una de las cuales es ligeramente alargada (A) y la otra presenta un aspecto normal (N). Spermatozoon
with twe heads, one of them is slightly elongated (A) and the other shows a normal view. 4500x,

Fic. 4. Espermatozoide amb dos caps i la cua enrotllada amb una estructura cilindrica. A cada base d’aquesta massa cilindrica
(—*) es disposa un dels dos caps que s’orienten entre si en plans ortogonals. Espermatozoide con dos cabezas y la cola enrollada
con una estructura cilindrica. En cada base de esta masa cilindrica (—*) se dispone una de las dos cabezas que se orientan entre s en
planos ortogonales. Spermatozoon with two heads and tail coiled giving rise to a cylindrical structure. At each base of this eylindrical mass
(=) disposes each one of the two heads which are positioned between them in orthogonal planes. 4500x.

Fic. 5. Espermatozoide amb dos caps i la cua totalment enrotllada que forma una massa molt voluminosa (M). Observi's que,
a diferéncia de les altres tipologies descrites, el volum ocupat per la cua sobrepassa notablement el volum de qualsevol dels dos
caps. Espermatozoide con dos cabezas y la cola toralmente enrollada que forma una masa muy voluminosa (M). Obsérvese como,
a diferencia de las otras tipologfas descrirtas, el volumen ocupado por la cola sobrepasa notablemente el volumen de cualquicra de
las dos cabezas. Spermatozoon with two heads and tail completely coiled giving rise to a really voluminous mass (M). Notice that, in
contrast to the previous described typologies, the volume occupied by the tail notably exceeds the volume of any of the 1wo heads. 5000x,
Fic. 6. Espermatozoide amb dos caps i la cua enrotllada. Lenrotllament de la cua no afecta les dues peces de connexié, aixi com
tampoc I'extrem anterior de les peces intermédies (). Espermatozoide con dos cabezas y la cola enrollada. El enrollamiento de
la cola no afecta a las piezas de conexién, asi como tampoco al extremo anterior de las piezas intermedias (—). Spermatozoon with
two heads and coiled tail. The tail coiling does not affect the two connecting pieces, neither the anterior part of the midpieces (—). 4000x.
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LAMINA 33 / LAMINA 33 / PLATE 33
Microscopia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb dos caps i la cua parcialment enrotllada.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas tipologias de espermatozoides con dos cabezas y la cola parcialmente enrollada.
Scanning electron microscopy. Different typologies of bicephalic spermatozoa with partially coiled tail.

FiG. 1 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide amb dos caps i la cua parcialment enrotllada; requadre ampliat en la figura
b. b) Detall de I'enrotllament; observi’s la preséncia de dues cues fusionades que s'enrotllen a nivell de la pega intermedia (P1)
i donen una volta completa. a) Aspecto general de un espermatozoide con dos cabezas y la cola parcialmente enrollada; recuadro
ampliado en la figura 4. &) Detalle del enrollamiento; obsérvese la presencia de dos colas fusionadas que se enrollan a nivel de la
picza intermedia (PI) i dan una vuelta completa. (@) General view of a bicephalic spermatozoon with partially coiled tail; framed area
enlarged in figure b. (b) Detail of the coiling; note the presence of two fused tails which coil at the midpiece level (PI) giving rise 1o a
complete loop. a) 1700x; b) 7000x.

Fici. 2 (4, b). a) Aspecte general d’'un espermatozoide amb dos caps i la cua parcialment enrotllada; requadre ampliat en la figura
b. b) Detall de la part posterior de la cua; observi’s la preséncia de dues cues fusionades (PP, pega principal) i la major longitud
de la pega terminal (PT). @) Aspecto general de un espermatozoide con dos cabezas y la cola parcialmente enrollada; recuadro
ampliado en la figura . §) Detalle de la parte posterior de la cola; obsérvese la presencia de dos colas fusionadas (PP, pieza principal)
y la mayor longitud de la picza terminal (PT). (@) General view of a bicephalic spermatozoon with partially coiled tail; framed area
enlarged in figure b. (b) Detail of the tail posterior part; note the presence of two fused tails (PL principal piece) and the longer terminal
piece (PT). a) 1700x; ) 7000x.

Fic. 3. Espermatozoide amb dos caps disposats formant un angle d’uns 30° i la cua enrotllada tinicament en la regié de la peca
intermedia. Espermatozoide con dos cabezas dispuestas formando un dngulo de unos 30° y la cola enrollada tinicamente en la
region de la picza intermedia. Spermatozoon with two heads disposed giving rise to an about 30° angle and tail solely coiled ar the
midpiece region. 3000x.

Fic. 4. Espermatozoide amb dos caps sobreposats i la cua enrotllada tinicament en la regié de la peca intermédia. El major gruix
de la cua ve donat per la preséncia de dues cues completes fusionades. Espermatozoide con dos cabezas sobrepuestas v la cola
enrollada tinicamente en la regién de la pieza intermedia. El mayor grosor de la cola se debe a la presencia de dos colas completas
fusionadas. Spermatozoon with two superposed heads and tail solely coiled at the midpiece region. The tail thickness is due to the presence
of two complete fused pieces. 2800x.

FiG. 5. Espermatozoide amb dos caps disposats en el mateix pla formant un angle de 30° i la cua enrotllada en la regi6 de la pega
intermédia i en la part anterior de la pega principal. Observi’s que, en aquest cas, la cua es disposa per sobre dels caps. Esperma-
tozoide con dos cabezas dispuestas en el mismo plano formando un dngulo de 30¢ y la cola enrollada en la regién de la picza
intermedia y en la parte anterior de la pieza principal. Obsérvese como, en este caso, la cola se dispone por encima de las cabezas.
Spermatozoon with two heads disposed in the same plane giving rise to a 30° angle and tail coiled at the midpiece region and the anterior
part of the principal piece. Note that, in this case, the tail disposes over the heads. 3000x.

Fic. 6. Espermatozoide amb dos caps disposats en plans ortogonals i la cua enrotllada en la regié de la pega intermedia i en la
primera meitat de la pega principal. Observi’s que, en aquest cas, la cua es disposa per sobre d’un dels caps. Espermatozoide con
dos cabezas dispuestas en planos ortogonales y la cola enrollada en la region de la pieza intermedia y en la primera mitad de la pieza
principal. Obsérvese como, en este caso, la cola se dispone por encima de una de las cabezas. Spermatozoon with two heads disposed
in orthogonal planes and tail coiled at the midpiece region and the first half of the principal piece. Note that, in this case, the tail disposes
over one of the heads. 6400x.
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LAMINA 34 / LAMINA 34 / PLATE 34
Microscopia electrdnica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb dos caps i la cua parcialment enrotllada.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas tipologias de espermatozoides con dos cabezas y la cola parcialmente enrollada.
Scanning electron microscapy. Different typologies of bicephalic spermatozoa with partially coiled tail.

FiG. 1. Espermatozoide amb dos caps sobreposats i la cua enrotllada en la regié de la peca intermedia i els dos primers tercos de
la pega principal. Observi’s que, en aquest cas, la cua no es disposa per damunt dels caps. Espermarozoide con dos cabezas
sobrepuestas y la cola enrollada en la regién de la pieza intermedia y los dos primeros tercios de la pieza principal. Obsérvese como,
en este caso, la cola no se dispone por encima de las cabezas. Spermatozoon with two superposed heads and tail coiled at the midpiece
region and the first two thirds of the principal piece. Note that, in this case, the tail does not dispose over the heads. 4500x.

FiG. 2. Espermatozoide amb dos caps sobreposats i la cua enrotllada en les regions de la peces intermedia i principal. Observi’s
la regié terminal (RT) de la cua no afectada per I'enrotllament. Espermatozoide con dos cabezas sobrepuestas y la cola enrollada
en las regiones de las piezas intermedia y principal. Obsérvese la regién terminal (RT) de la cola no afectada por ¢l enrollamiento.
Spermatozoon with two superposed heads and tail coiled at the midpiece and principal piece regions. Note the terminal region (RT) of the
tail is not affected by the coiling. 5400x.

Fic. 3. Espermatozoide amb dos caps disposats en el mateix pla formant un angle d’uns 909, i separats per enrotllament de la
cua que afecta la regié de la pega intermédia i la primera meitat de la pega principal. Espermatozoide con dos cabezas dispuestas
en el mismo plano formando un dngulo de unos 90°, y separadas por ¢l enrollamiento de la cola que afecta a la region de la picza
intermedia y a la primera mitad de la pieza principal. Spermarozoon with two heads disposed in the same plane giving rise to an about
90° angle and, separated by the tail coiling which affects the midpiece region and the first half of the principal piece. 4500x.

FiG. 4, 5. Espermatozoides amb dos caps disposats en el mateix pla formant un angle d’uns 1309, i separats per I'enrotllament
de la cua que afecta \inicament la regié de la pea intermédia. Espermatozoides con dos cabezas dispuestas en el mismo plano
formando un dngulo de unos 1300, y separadas por el enrollamiento de la cola que afecta tinicamente a la regién de la pieza inter-
media. Spermatozoa with two heads disposed in the same plane giving rise to an about 130° angle and, separated by the tail coiling which
affects solely the midpiece region. Figura 4, 2600x; figura 5, 2500x.

FiG. 6. Espermatozoide amb dos caps disposats en el mateix pla formant un angle d’uns 180, i separats per enrotllament de
la cua que afecta nicament la regié de la pega intermedia. Espermatozoide con dos cabezas dispuestas en el mismo plano forman-
do un dngulo de unos 1809, y separadas por el enrollamiento de la cola que afecta tinicamente a la regién de la picza intermedia.
Spermatozoon with two heads disposed in the same plane giving rise to an about 180° angle and, separated by the tail coiling which affects
solely the midpiece region. 2600x






168 MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

LAMINA 35 / LAMINA 35 / PLATE 35
Microscopia electronica de rastreig. Espermatozoides amb dos caps i dues cues no enrotllades.
Microscopfa electronica de barrido. Espermatozoides con dos cabezas y dos colas no enrolladas.
Scanning electron microscopy. Bicephalic spermatozoa with two uncoiled tails.

FiG. 1 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal, amb dos caps i dues cues no
enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura . b) Detall de la gota citoplasmatica; observin-se les dues cues (C)
fusionades. ) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal, con dos cabezas y dos colas no
enrolladas y fusionadas; recuadro ampliado en la figura 4. £) Deralle de la gota citoplasmdtica; obsérvense las dos u:l as (C) fusio-
nadas. (a) General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet, with two heads and two uncoiled and fused
tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the cytoplasmic droplet; notice the two fused tails (C). a) 1500x; b) 6000x.

Fic. 2 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica proximal, amb dos caps i dues cues no
enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura &. 4) Detall de la regié de la pega principal; observin-se les dues cues (C)
fusionades. @) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal, con dos cabezas y dos colas no
enrolladas y fusionadas; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Detalle de la regién de la pieza principal; obsérvense las dos colas (C)
fusionadas. (@) General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet, with two heads and two uncoiled and
fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the principal piece region; notice the two fused tails (C). a) 1500%; ) 6000x.
FiG. 3 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal, amb dos caps i dues cues no
enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura 4. 6) Detall de les regions de les peces intermedia i principal; observi’s el
limit entre ambdues regions (—) i les dues cues (C) fusionades. a) Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica proximal, con dos cabezas y dos colas no enrolladas y fusionadas; recuadro ampliado en la figura 4. £) Deralle de las
regiones de las piezas intermedia y principal; obsérvese el limite entre ambas regiones (—*) y las dos colas (C) fusionadas. (a) General
view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet, with two heads and two uncoiled and fused tails; framed area
enlarged in figure b. (b) Detail of the midpiece and principal piece regions; notice the limit between both regions (—) and the two fused
tails (C). a) 1200x; &) 4800x.

FIG. 4 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal, amb dos caps i dues cues no
enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura 4. 6) Detall de la regié distal de la pega principal; observin-se les dues cues
(C) fusionades. 4) Aspecto general de un espermarozoide inmaduro con gora citoplasmdtica proximal, con dos cabezas y dos colas
no enrolladas y fusionadas; recuadro ﬂmpliad(: enla ﬁgur:l b. b) Dertalle de la region distal de la pieza principal; obsérvense las dos
colas (C) fusionadas. (@) General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet, with two heads and two
uncoiled and fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the distal region of the principal piece; notice the two fused tails
(C). a) 1200x; ) 9600x.

FIG. 5 (4, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal, amb dos caps i dues cues no
enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura 4. b) Detall de I'helicoidalitzacié de les dues cues (C). ) Aspecto general
de un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmatica proximal, con dos cabezas y dos colas no enrolladas y fusionadas; recuadro
ampliado en la figura 4. §) Detalle de la helicoidalizacién de las dos colas (C). (2) General view of an immature spermatozoon with
proximal cytoplasmic droplet, with two heads and 1wo uncoiled and fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the helix
path of the two tails (C). a) 1700x: b) 6900x.

FiG. 6. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmitica proximal (GP), dos caps (Ca) i dues cues (Cu) no enrotllades ni
fusionades. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmirica proximal (GP), dos cabezas (Ca) v dos colas (Cu) no entolladas ni
fusionadas. lmmature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet (GP), two heads (Ca) and two uncoiled and unfused tails (Cu).
3500x.
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LAMINA 36 / LAMINA 36 / PLATE 36
Microscopia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb dos caps i la cua no enrotllada i
d’espermatozoides amb tres caps i la cua enrotllada.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas tipologias de espermatozoides con dos cabezas y la cola no enrollada y de
espermatozoides con tres cabezas y la cola enrollada.
Scanning electron microscopy. Different typologies of bicephalic spermatozoa with uncoiled tail and tricephalic spermatozoa with

cotled tail.

Fic. 1. Espermatozoide amb dos caps i dues cues no enrotllades i fusionades; requadre ampliat en la figura 2. Espermatozoide
con dos cabezas y dos colas no enrolladas y fusionadas; recuadro ampliado en la figura 2. Bicephalic spermatozoon with two uncoiled
and fused tails; framed area enlarged in figure 2. 1200x.

FiG. 2. Detall d’un espermatozoide amb dos caps. Observi’s que un dels dos caps es disposa sobre la pega de connexié de forma
que la base del cap s'orienta sobre I'eix longitudinal de la cua (—*). Detalle de un espermatozoide con dos cabezas. Obsérvese
como una de las dos cabezas se dispone sobre la pieza de conexién de forma que la base de la cabeza se orienta sobre ¢l cje
longitudinal de la cola (). Detail of a bicephalic spermatozoon. Notice that one of the two heads disposes over the connecting piece, thus
the base of the head is positioned on the longitudinal axis of the tail (—). 5000x.

Fic. 3. Espermatozoide amb dos caps i dues cues no enrotllades i fusionades. Observi’s la cua curta i la forma piriforme d’un
dels dos caps (). Espermarozoide con dos cabezas y dos colas no enrolladas y fusionadas. Obsérvese la cola corta y la forma
piriforme de una de las dos cabezas (—*). Bicephalic spermatozoon with two uncoiled and fused tails. Notice the short tail and the
pyriform shape of one of the two heads (—*). 2500x,

FiG. 4, 5, 6. Espermatozoides amb tres caps i la cua totalment enrotllada. En la figura 6 es posa de manifest la preséncia de tres
cues (—). Espermatozoides con tres cabezas y la cola totalmente enrollada. En la figura 6 se pone de manifiesto la presencia de tres
colas (—*). Tricephalic spermatozoa with completely coiled tail. The presence of three tails is showed in figure 6 (—). Figura 4, 4000x;
figura 5, 4400x; figura 6, 6300x.
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LAMINA 37 / LAMINA 37 | PLATE 37
Microscopia electrdnica de rastreig. Comparacié entre un espermatozoide amb un cap i dues cues i un espermatozoide amb
un cap i una cua.
Microscopia electrénica de barrido. Comparacién entre un espermatozoide con una cabeza y dos colas y un espermatozoide con
una cabeza y una cola.
Scanning electron microscopy. Comparison between a spermatozoon with one head and two tails and a spermatozoon with one head
and one tail,

-Fic. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (GP) i dues cues (C) no enrotllades i fusionades. Observi’s
que el cap d’aquest espermatozoide és més gran que el cap d'un espermatozoide normal madur (figura 2). Espermatozoide
inmaduro con gota citoplasmdtica proximal (GP) y dos colas (C) no enrolladas y fusionadas. Obsérvese que la cabeza de este
esparmetozoide es mayor que la cabeza de un esparmatozoide normal maduro (figura 2) Immature spermatozoon with proximal
eytoplasmic droplet (GP) and two uncoiled and fused tails. Note this spermatozoon’s head is bigger than the one of a normal mature
spermatozoon (figure 2). 4500x.

FiG. 2. Espermatozoide madur normal. Espermatozoide maduro normal. Normal mature spermatozoon. 4500x.
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LAMINA 38 / LAMINA 38 / PLATE 38
Microscopia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb un cap i dues cues.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas tipologfas de espermatozoides con una cabeza y dos colas.
Scanning electron microscopy. Different typologies of spermatozoa with one head and two tails.

FiG. 1 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (GC) i dues cues fusionades;

requadre ampliat en la figura 4. 4) Detall del cap i de la regié inicial de la peca intermédia de la cua. @) Aspecro general de un

espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal (GC) y dos colas fusionadas; recuadro ampliado en la figura 4. 4)

Detalle de la cabeza y de la regién inicial de la pieza intermedia de la cola. (@) General view of an immature spermatozoon with
proximal cytoplasmic droplet (GC) and two fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the head and the initial region of
the tail midpiece. a) 1500x: b) 6100x.

FiG. 2 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal i dues cues fusionades:

requadre ampliat en la figura 4. ) Detall de la regi6 de la pega principal de la cua; observi's I'helicoidalitzacié de les dues peces

principals (PP). @) Aspecto general de un espermartozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal y dos colas fusionadas;

recuadro ampliado en la figura 4. 4) Detalle de la region de la pieza principal de la cola; obsérvese la helicoidalizacion de las dos

piezas principales (PP). (@) General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet and two fused rails; framed
area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail principal piece; notice the helix path of the two principal pieces (PP). a) 1500x; 4) 6 100x,

Fic. 3 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide microcefalic amb dues cues fusionades; requadre ampliat en la figura 4.

b) Detall del cap i de la regié inicial de la pega intermédia de la cua; observi’s la preséncia de dues peces intermedies (PI). 4)

Aspecto general de un espermatozoide microcefilico con dos colas fusionadas; recuadro ampliado en la figura 6. £) Dealle de la

cabeza y de la regién inicial de la pieza intermedia de la cola; obsérvese la presencia de dos piezas intermedias (PI). (@) General view
of a microcephalic spermatozoon with two fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the head and the initial region of the
tail midpiece; notice the presence of two midpieces (P1). a) 1500x; b) 6100x.

Fic. 4 (a, b). a) Aspecte general d'un espermatozoide amb el cap lleugerament doblegat i amb dues cues fusionades; requadre
ampliat en la figura b. b) Detall de la regié de la pega principal de la cua; observi’s I'helicoidalitzacié de les dues peces principals

(PP). @) Aspecto general de un espermatozoide con la cabeza ligeramente doblada y con dos colas fusionadas; recuadro ampliado

en la figura 4. b) Detalle de la regién de la pieza principal de la cola; obsérvese la helicoidalizacién de las dos piezas principales (PP).

(a) General view of a spermatozoon with slightly bent head and two fused tails; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail
principal piece: notice the helix path of the twe principal pieces (PP). a) 1800x; b) 7200x.

Fic. 5 (a, b). a) Aspecte general d’un espermatozoide macrocefalic amb dues cues no fusionades de diferent longitud i gruix;

requadre ampliat en la figura 6. 4) Detall de la regié cefalica on s'ancoren les dues cues, una d’elles curta i prima (Cc) i I'altra
llarga i gruixuda (Cl). ) Aspecto general de un espermatozoide macrocefilico con dos colas no fusionadas de diferente longitud

y grosor; recuadro ampliado en la figura &. 6) Detalle de la region cefilica donde se implantan las dos colas, una de ellas corta y
delgada (Cc) v la otra larga y gruesa (C). (@) General view of a macrocephalic spermatozoon with two unfused tails of different length
and thickness; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the cephalic region showing the attachment of the two tails, one of them short
and thin (Cc) and the other long and thick (Cl). a) 1500x; ) 6000x.

FiG. 6. Espermatozoide amb dues cues fusionades i doblegades per I'anell de Jensen. Espermatozoide con dos colas fusionadas
y dobladas por el anillo de Jensen. Spermatozoon with two fused tails folded at the Jensen’ ring. 2600x.
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LAMINA 39 / LAMINA 39 / PLATE 39
Microscbpia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides amb la cua curta o llarga.
Microscopia electrénica de barrido. Diversas tipologfas de espermatozoides con la cola corta o larga.
Scanning electron microscapy. Different typologies of spermatozoa with short or long tail.

FiG. 1. Espermatozoide madur amb la cua llarga (43 pm). Espermatozoide maduro con la cola larga (43 pm). Matwre spermatozoon
with long tail (43 gom). 1500x.

FiG. 2. Espermatozoide madur amb la cua llarga (43 pm). Espermatozoide maduro con la cola larga (43 pm). Mature
spermatozoon with long tail (43 um). 1400x.

Fic. 3. Espermatozoide madur amb la cua curta (14 pm). Observi’s que la cua presenta les peces intermedia (P1) i terminal
(PT), perd no la pega principal. La pega intermedia és més llarga del normal. Espermatozoide maduro con la cola corta (14 pm).
Obsérvese que la cola presenta las piezas intermedia (PI) y terminal (PT), pero no la pieza principal. La pieza intermedia es mds
larga de lo normal. Mature spermatozoon with short tail (14 um). Note the tail presents the midpiece (PI) and the terminal piece (PT),
but not the principal piece. The midpiece is longer than normal. 3 600x.

FiG. 4. Espermatozoide madur amb la cua curta (11 pm). Observi’s que la cua presenta les peces intermédia (P1) i terminal
(PT), perd no la peca principal. La pega intermedia té una longitud normal (9 pm) i la pega terminal és més curta del normal.
Espermatozoide maduro con la cola corta (11 pm). Obsérvese que la cola presenta las piezas intermedia (PI) y terminal (PT), pero
no la pieza principal. La pieza intermedia tiene una longitud normal (9 pm) y la pieza terminal es mds corta de lo normal. Mature
spermatozoon with short tail (11 pm). Notice the tail presents the midpiece (PI) and the terminal piece (PT), but not the principal piece,
The midpiece has a normal length (9 pm) and the terminal piece is shorter than normal . 4500x,

FiG. 5. Espermatozoide madur amb la cua llarga (42 pm) (Cl) i espermatozoide madur amb la cua curta (30 pm) (Ce). Esperma-
tozoide maduro con la cola larga (42 pm) (Cl) y espermatozoide maduro con la cola corta (30 pm) (Cc). Marure spermatozoon with
long tail (42 um) (CI) and mature spermatozoon with short tail (30 pm) (Cc). 1300x.

Fic. 6. Espermatozoide amb la cua molt curta (7 pm). La cua és més gruixuda del normal i sembla estar constituida tnicament per
una pega intermédia curta i gruixuda. Espermatozoide con la cola muy corta (7 pm). La cola es mds gruesa de lo normal y parece estar
constituida tinicamente por una pieza intermedia corta y gruesa. Spermatozoon with very short tail (7 pm). The tail is thicker than

normal and appears 1o be only formed by a short and thick midpiece. 4500x.
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LAMINA 40 / LAMINA 40 / PLATE 40
Microscdpia electronica de rastreig. Diverses tipologies d’espermatozoides aglutinats.
Microscopfa electrénica de barrido. Diversas tipologfas de espermatozoides aglutinados.
Scanning electron microscopy. Different typologies of agglutinated spermatozoa.

FiG. 1 (a, b). a) Aspecte general de dos espermatozoides madurs aglutinats pels caps; requadre ampliat en la figura 4. b)
Detall de I'aglutinacié cap-cap (Ca); observi’s el sentit antiparal-lel dels dos espermatozoides. @) Aspecto general de dos esperma-
tozoides maduros aglutinados por las cabezas; recuadro ampliado en la figura 4. ) Detalle de la aglutinacién cabeza-cabeza (Ca);
obsérvese el sentido antiparalelo de los dos espermatozoides. (@) General view of two mature spermatozoa showing head to head
agglutination; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the head-head agglutination (Ca); notice the antiparallel direction of the
two spermatozoa. ) 1400x; b) 7000x.

Fic. 2. Grup d’espermatozoides aglutinats per les cues. Observi’s 'helicoidalitzacié de les cues (Cu). Grupo de espermatozoides
aglutinados por las colas. Obsérvese la helicoidalizacién de las colas (Cu). Group of tail to tail agglutinated spermatozoa. Note the
helix path of the tails (Cu). 3000x.

FiG. 3 (a, b). a) Aspecte general de dos espermatozoides madurs aglutinats per les cues; requadre ampliat en la figura 4. )
Detall de I'aglutinacié cua-cua; observi’s que I'aglutinacié s'inicia en les peces intermedies (PI). 4) Aspecto general de dos
espermatozoides maduros aglutinados por las cabezas; recuadro ampliado en la figura 4. 4) Detalle de la aglurinacién cola-cola;
obsérvese que la aglutinacién se inicia en las piezas intermedias (P1). (@) General view of two mature spermatozoa showing tail 1o tail
agglutination; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail-tail agglutination; notice the agglutination begins at the midpiece
level (PI). a) 1000x; b) 4000x.

Fic. 4 (4, b). a) Aspecte general de dos espermatozoides madurs aglutinats per les cues; requadre ampliat en la figura b. 4)
Detall de I'aglutinacié cua-cua; observi’s la lleugera helicoidalitzacié de les peces principals (PP). 4) Aspecto general de dos
espermatozoides maduros aglutinados por las cabezas; recuadro ampliado en la figura 4. 6) Detalle de la aglutinacién cola-cola;
obsérvese la ligera helicoidalizacién de las piezas principales (PP). (@) General view of two mature spermatozoa showing tail to tail
agglutination; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the tail-tail agglutination; notice the slightly helix path of the principal
pileces (PP). a) 1000x; &) 8000x.

FiG. 5 (a, b). a) Aspecte general de dos espermatozoides madurs amb aglutinacié cap-cua; requadre ampliat en la figura &. 4)
Detall de 'aglutinacié on s'observa la disposicié antiparal-lela dels dos espermatozoides i la forma en qué la cua de cadascun
d’ells es doblega sobre el cap de I'altre. 2) Aspecto general de dos espermarozoides maduros con aglutinacién cabeza-cola; recua-
dro ampliado en la figura b. £) Detalle de la aglutinacién en que se aprecia la disposicién antiparalela de los dos espermatozoides
y la forma en que la cola de cada uno de ellos se dobla por encima de la cabeza del otro. (@) General view of two mature spermatozoa
showing head to tail agglutination; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the agglutination where it is noticed the antiparallel
disposition of the two spermatozoa and the way like the tail of each one of them folds over the head of the other. a) 2400x; b) 4800x.
FIG. 6 (a, b). a) Aspecte general de dos espermatozoides immadurs amb gota citoplasmatica distal aglutinats per les peces
principals; requadre ampliat en la figura 4. #) Detall de 'aglutinacié de les peces principals; observi’s I'helicoidalitzacié de les
dues cues. 4) Aspecto general de dos espermatozoides inmaduros con gota citoplasmdtica distal aglutinados por las piezas princi-
pales; recuadro ampliado en la figura 4. ) Detalle de la aglutinacién de las piezas principales; obsérvese la helicoidalizacion de las
dos colas. (@) General view of two inmature spermatozoa with distal cytoplasmic droplet agglutinated by the principal pieces; framed area
enlarged in figure b. (b) Detail of the agglutination by the principal pieces; notice the helix path of the two tails. a) 2400x; b) 7000x.
FiG. 7 (a, ). a) Aspecte general de dos espermatozoides madurs aglutinats per les cues; requadre ampliat en la figura b. 5)
Detall de I'aglutinacié on s'observa la cua d'un dels dos espermatozoides enrotllada a I'entorn de la pega intermedia de la cua
de I'altre espermatozoide. 4) Aspecto general de dos espermatozoides maduros aglutinados por las colas; recuadro ampliado en la
figura b. b) Deralle de la aglutinacién en que se aprecia la cola de uno de los dos espermatozoides enrollada alrededor de la pieza
intermedia de la cola del otro espermarozoide. (@) General view of two mature spermatozoa showing tail to rail agglutination; framed
area enlarged in figure b. (b) Detail of the agglutination where it is noticed the tail coiling of one of the two spermatozoa around the
midpiece of the other spermatozoon’ tail. a) 1500x; b) 3000x.
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LAMINA 41 / LAMINA 41 / PLATE 41
Microscopia electronica de rastreig. Cel-lules somatiques presents en I'ejaculat.
Microscopia electrénica de barrido. Células somdticas presentes en el eyaculado.

Scanning electron microscopy. Somatic cells present in the ejaculate.

FiG. 1. Aspecte general d’un macrdfag inactiu (MI). Aspecto general de un macréfago inactivo (MI). General view of an inactive
macrophage (MI). 4200x.

Fi. 2. Macrofag (M) amb dos espermatozoides (E) adherits a la superficie cel-lular. Macréfago (M) con dos espermarozoides
(E) adheridos a la superficie celular. Macrophage (M) with two spermatozoa (E) adhered to the cell surface. 4300x.

FIG. 3 (a, b). a) Aspecte general d’'un macrofag actiu fagocitant un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal;
requadre ampliat en la figura b. 6) Detall del macrafag actiu (MA) englobant el cap de I'espermatozoide. Cu, cua; GC, gota
citoplasmaitica. ) Aspecto general de un macréfago activo fagocitando un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmirica
distal; recuadro ampliado en la figura 4. £) Deralle del macréfago activo (MA) englobando la cabeza del espermatozoide. Cu, cola;
GC, gorta citoplasmdrica. (@) General view of an active macrophage phagocytosing an immature spermatozoon with distal cytoplasmic
droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the active macrophage (MA) engulfing the spermatozoon’s head. Cu, tail; GC,
eytoplasmic dropler. a) 1500x; b) 3000x.

FiG. 4 (a, b). a) Aspecte general d’'un macrofag actiu fagocitant un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal;
requadre ampliat en la figura 4. 4) Detall del macrofag actiu iniciant 'englobament del cap de I'espermatozoide. 4) Aspecto
general de un macréfago activo fagocitando un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal; recuadro ampliado en la
figura 4. 6) Detalle del macréfago activo iniciando el englobamiento de la cabeza del espermatozoide. (@) General view of an active
macrophage phagocytosing an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet; framed area enlarged in figure b. (b) Detail of the
active macrophage beginning to engulf the spermatozoon’s head. a) 15005 b) 3000x.

FiG. 5. Macrofag actiu fagocitant dos espermatozoides. Observi’s que la fagocitosi s'inicia englobant en primer lloc els caps dels
espermatozoides i que un dels espermatozoides fagocitats no té cua (E). Macréfago activo fagocitando dos espermatozoides.
Obsérvese que la fagocitosis sc inicia englobando en primer lugar las cabezas de los espermatozoides y que uno de los esperma-
tozoides fagocitados no tiene cola (E). Active macrophage phagocytosing two spermatozoa. Notice that phagocytosis begins engulfing at
[first the spermatozoa’s heads; and, that one of the phagocytosed spermatozoa has not tail (E). 6500x.

FIG. 6. Aspecte general d’'un eritrocit (ER). Aspecto general de un eritrocito (ER). General view of an erythrocyte (ER). 9500x.
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LAMINA 42 / LAMINA 42 / PLATE 42
Microscopia electronica de transmissié. Espermatozoide madur.
Microscopia electrénica de transmisién. Espermatozoide maduro.

Transmission electron microscopy. Mature spermatozoon.

FiG. 1. Seccié mediosagital del cap d'un espermatozoide madur. Les sagetes més grans indiquen el limit entre la peca de
connexié (PC), la regi6 cefalica postacrosdmica (RP) i la regié cefalica acrosbmica (RA). Observin-se les estructures segiients:
SA, segment acrosdmic apical; SP, segment acrosdmic principal; SE, segment acrosdmic equatorial; N, nucli; P, plasmalemma.
Aquesta imatge mostra que el plasmalemma es desprén de la regi6 cefalica acrosomica i s'adhereix estretament a partir de la
regi6 cefalica postacrosdmica. Petites variacions en I'osmolaritat dels medis utilitzats en el tractament de les mostres seminals
provoquen aquesta plasmalisi que, quan és lleu, afecta inicament la regié cefilica acrosdbmica. Seccién medio-sagital de la cabeza
de un espermatozoide maduro. Las flechas mds grandes indican el limite entre la pieza de conexién (PC), la regién cefilica
postacrosémica (RP) y la regién cefilica acrosémica (RA). Obsérvense las siguientes estructuras: SA, segmento acrosémico apical;
SP, segmento acrosémico principal; SE, segmento acrosémico ecuatorial; N, micleo; P, plasmalema. Esta imagen muestra que el
plasmalema se desprende de la regién cefélica acrosémica y se adhiere estrechamente a partir de la regién cefilica postacrosémica.
Pequeiias variaciones en la osmolaridad de los medios utilizados en el tratamiento de las muestras seminales provocan esta plasmo-
lisis que, cuando es leve, afecta dnicamente a la regién cefilica acrosémica. Midsagittal section through the head of a mature
spermatozoon. The thicker arrows point to the limit between the connecting piece (PC), the postacrosomal cephalic region (RP) and the
acrosomal cephalic region (RA). Notice the following structures: SA, acrosome apical segment; SI acrosome principal segment; SE,
acrosome equatorial segment; N, nucleus; P plasmalemma. This electron micrograph shows that the plasmalemma is detached from the
acrosomal cephalic region and firmly adhered to the cephalic postacrosomal region. Small changes in the osmolarity of the media used for
the process of the seminal samples provokes this plasmolysis that, when slight, only affects the acrosomal cephalic region. 30000x.
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LAMINA 43 / LAMINA 43 / PLATE 43
Microscopia electronica de transmissié. Espermatozoide madur.
Microscopia electrénica de transmisién. Espermatozoide maduro.

Transmission electron microscopy. Mature spermatozoon.

FiG. 1. Seccid sagital del cap d’un espermatozoide madur. Les sagetes més grans indiquen el limit entre la peca intermédia (P1),
la pega de connexié (PC), la regié cefalica postacrosdbmica (RP) i la regié cefilica acrosdbmica (RA). Observin-se les estructures
segiients: SA, segment acrosdmic apical; SP, segment acrosdmic principal; SE, segment acrosdmic equatorial; N, nucli; P,
plasmalemma. Aquesta imatge mostra que el plasmalemma es desprén molt lleugerament de la regié cefilica acrosdmica; en
aquesta ocasio, la isotonia dels mitjans utilitzats en el tractament de les mostres seminals ha permés una major integritat del
plasmalemma. Seccién sagital de la cabeza de un espermatozoide maduro. Las flechas mds grandes indican el limite entre la pieza
principal (PI), la pieza de conexién (PC), la regién cefilica postacrosémica (RP) y la regién cefilica acrosémica (RA). Obsérvense
las siguientes estructuras: SA, segmento acrosémico apical; SP, segmento acrosémico principal; SE, segmento acrosémico ecuato-
rial; N, ntcleo; P, plasmalema. Esta imagen muestra que el plasmalema se desprende muy ligeramente de la regién cefilica acro-
sémica; en esta ocasion, la isotonfa de los medios utilizados en el tratamiento de las muestras seminales ha permitido una mayor
integridad del plasmalema. Sagittal section through the head of a mature spermatozoon. The thicker arrows point to the limit between
the midpiece (Pl), the connecting piece (PC), the postacrosomal cephalic region (RP) and the acrosomal cephalic region (RA). Notice the
Sollowing structures: SA, acrosome apical segment; SP. acrosome principal segment; SE, acrosome equatorial segment; N, nucleus: I
plasmalemma. This electron micrograph shows that the plasmalemma is very slightly detached from the acrosomal cephalic region; in this
occasion, the isotony of the media used for the process of the seminal samples has allowed a better plasmalemma integrity. 28000x.
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LAMINA 44 / LAMINA 44 / PLATE 44
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide madur: el cap.
Microscopfa electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide maduro: la cabeza.
Scanning and transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: the head,

Fic. 1. Aspecte general del cap d’'un espermatozoide madur. Les sagetes indiquen I'orientacié i el nivell de les seccions repre-
sentades en les figures 2, 3 i 4. Aspecto general de la cabeza de un espermatozoide maduro. Las flechas indican la orientacién y el
nivel de las secciones representadas en las figuras 2, 3 y 4. General view of a mature spermatozoon’s head, The arrows indicate the
orientation and the level of the sections depicted in figures 2, 3 and 4. 10000x.

FiG. 2. Seccié sagital dels segments apical i principal de I'acrosoma. Les sagetes dobles indiquen el limit entre ambdés segments.
SA, segment acrosdmic apical; SP, segment acrosdmic principal; ES, espai subacrosdmic; MF, material fibrés perinuclear; N,
nucli. Seccién sagital de los segmentos apical y principal del acrosoma. Las flechas dobles indican el limite entre ambos segmentos.
SA, segmento acrosémico apica]; SP, segmento acrosémico principah ES, espacio subacrosémico; ME material fibroso pcrinudcar;
N, nicleo. Sagittal section through the apical and principal segments of the acrosome. The double arrows indicate the limit between both
segments. SA, acrosome apical segment; SI acrosome principal segment; ES, subacrosomal space; ME perinuclear fibrous material; N,
nuclens. 100000x.

FiG. 3. Seccid sagital del segment principal de I'acrosoma. La membrana acrosdmica interna (Al) presenta un gruix superior al
de la membrana acrosdomica externa (AE). SP, segment acrosomic principal; P, plasmalemma; ME, material fibrés perinuclear;
ES, espai subacrosdmic; N, nucli. Seccién sagital del segmento principal del acrosoma. La membrana acrosémica interna (Al)
presenta un grosor superior al de la membrana acrosémica externa (AE). SP, segmento acrosémico principal; P, plasmalema; MF,
material fibroso perinuclear; ES, espacio subacrosémico; N, niicleo. Sagittal section of the acrosome pnnapdl segment. Notice the
inner acrosomal membrane (Al) is thicker than the outer acrosomal membrane (AE). SB acrosome principal segment; B, plasmalemma;
ME perinuclear fibrous material; ES, subacrosomal space; N, nucleus. 100000x.

FIG. 4. Secci6 sagital de les regions acrosomica i postacrosomica. Les sagetes dobles indiquen el limit entre ambdues regions.
P, plasmalemma; SE, segment acrosdmic equatorial; LD, lamina densa postacrosomica; ES, espai subacrosomic; ME, material
fibrés perinuclear; N, nucli. Seccion sagital de las regiones acrosémica y postacrosémica. Las flechas dobles indican el limite entre
ambas regiones. P, plasmalema; SE, segmento acrosémico ecuatorial; LD, ldmina densa postacrosémica; ES, espacio subacrosé-
mico; MF, material fibroso perinuclear; N, nicleo. Sagittal section of the acrosomal and postacrosomal regions. The double arrows
indicate the limit between both regions. P plasmalemma; SE, acrosome equatorial segment; LD, postacrosomal dense lamina; ES,
subacrosomal space; ME perinuclear fibrous material; N, nucleus. 100000x.
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LAMINA 45 / LAMINA 45 / PLATE 45
Microscopia electrbnica de transmissié. Espermatozoide madur: el cap.
Microscopia electrénica de transmision. Espermartozoide maduro: la cabeza.
Transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: the head.

FiG. 1. Seccié sagital dels segments apical i principal de I'acrosoma. SA, segment apical; SP, segment principal; ES, espai
subacrosdomic; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli. Seccién sagital de los segmentos apical y principal del acrosoma. SA,
segmento apical; SB, segmento principal; ES, espacio subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; N, nicleo. Sagirral section
through the apical and principal segments of the acrosome. SA, apical segment; SI principal segment; ES, subacrosomal space; ME
perinuclear fibrous material; N, nucleus. 80000x.

FiG. 2. Seccié sagital dels segments principal i equatorial de 'acrosoma. Les sagetes blanques indiquen el limit entre els
segments acrosdmics principal i equatorial. Observi’s que el segment principal presenta un gruix superior al del segment
equatorial. SP, segment principal; SE, segment equatorial; MF, material fibrés perinuclear; ES, espai subacrosomic; N, nucli.
Seccién sagital de los segmentos principal y ecuatorial del acrosoma. Las flechas blancas indican el limite entre los segmentos
acrosémicos principal y ecuatorial. Obsérvese que el segmento principal presenta un grosor superior al del segmento ecuarorial. SP.
segmento principal; SE, segmento ecuatorial; MF, material fibroso perinuclear; ES, espacio subacrosémico; N, niicleo. Sagittal
section of the acrosome principal and equatorial segments. The white arrows point to the limit between the principal and equarorial
segments. Notice the principal segment is thicker than the equatorial segment. SI) principal segment; SE, equatorial segment; ME
perinuclear fibrous material; ES, subacrosomal space; N, nucleus. 80 000x.

FIG. 3. Seccié sagital del segment equatorial de I'acrosoma i de la regié cefalica postacrosdomica. P, plasmalemma; SE, segment
equatorial; ES, espai subacrosdmic; MF, material fibrés perinuclear; LD, lamina densa postacrosdmica; N, nucli. Seccion sagital
del segmento ecuatorial del acrosoma y de la regién cefilica postacrosémica, I} plasmalema; SE, segmento ecuatorial; ES, espacio
subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; LD, lamina densa postacrosdmica; N, nicleo. Sagittal longitudinal section through the
acrosome equatorial segment and the postacrosomal cephalic region. I plasmalemma; SE, equatorial segment; IS, subacrosomal space; ME
perinuclear fibrous material; LD, postacrosomal dense lamina; N, nuclens. 80000x.
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LAMINA 46 / LAMINA 46 / PLATE 46
Microscdpia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide madur: el cap.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide maduro: la cabeza.
Scanning and transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: the head.

FiG. 1. Aspecte general del cap d’'un espermatozoide madur. Les sagetes indiquen I'orientacié i el nivell de les seccions re-
presentades en les ﬂgnres 2-8. RA, regié acrosomica; RP, regié postacrosomica. Aspecto gcncra] de la cabeza de un espermato-
zoide maduro. Las flechas indican la orientacién y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2-8. RA, regién acrosémica;
RP, region postacrosémica. General view of a mature spermatozoon’s head. The arrows indicate the orientation and the level of the
sections depicted in figures 2-8. RA, acrosomal region; RI postacrosomal region. 10000x.

FiG. 2. Seccié transversal del segment acrosdbmic apical a nivell de la protuberincia acrosdbmica. SA, segment apical; PA,
protuberancia acrosdmica; N, nucli. Seccién transversal del segmento acrosémico apical a nivel de la protuberancia acrosémica.
SA, segmento apical; PA, protuberancia acrosémica; N, niicleo. Cross section through the acrosome apical segment at the level of the
acrosomal protuberance. SA, apical segment; PA, acrosomal protuberance; N, nucleus. 31500x.

FiG. 3. Seccié transversal del segment acrosdmic apical. La protuberincia acrosdmica es disposa als dos marges laterals del cap.
SA, segment apical; PA, protuberincia acrosomica; P, plasmalemma; N, nucli. Seccién transversal del segmento acrosémico
apical. La protuberancia acrosémica se dispone en los dos mdrgenes laterales de la cabeza. SA, segmento apical; PA, protuberancia
acrosémica; P, plasmalema; N, nicleo. Crass section through the acrosome apical segment. The acrosomal pmmbmzm'e disposes at the
two sides of the head. SA, apical segment; PA, acrosomal protuberance; I plasmalemma; N, nucleus. 30000x.

FiG. 4. Seccié transversal del segment acrosdmic principal. L'acrosoma presenta un gruix lleugerament inferior en les zones
centrals de les dues cares del cap; les sagetes indiquen el limit d’aquestes diferéncies en el gruix de I'acrosoma. SP, segment
principal; P, plasmalemma; N, nucli. Seccién transversal del segmento acrosémico principal. El acrosoma presenta un grosor
ligeramente inferior en las zonas centrales de las dos caras de la cabeza; las puntas de flecha indican el limite de estas diferencias en
el grosor del acrosoma. SP, segmento principal; P, plasmalema; N, nicleo. Cross section of the acrosome principal segment. The
acrosome is slightly thinner in the central zones of the two faces of the head; the arrowheads indicate the limit of these differences in
thickness of the acrosome. SE, principal segment; B plasmalemma; N, nucleus. 30000x.

FIG. 5. Seccid transversal del segment acrosdbmic equatorial. Lacrosoma presenta un gruix superior en les zones laterals del cap
(protuberancia lateral, PL); les sagetes indiquen I'inici de la protuberancia lateral. L'espai subacrosdmic (ES) subjacent a la
protuberancia lateral es troba més desenvolupat. SE, segment equatorial; N, nucli. Seccién transversal del segmento acrosémico
ecuatorial. El acrosoma presenta un grosor superior en las zonas laterales de la cabeza (protuberancia lateral, PL); las puntas de
flecha indican el inicio de la protuberancia lateral. El espacio subacrosémico (ES) subyacente a la protuberancia lateral se encuentra
mis desarrollado. SE, segmento ecuatorial; N, niicleo. Cross section of the acrosome equatorial segment. The acrosome is thicker in the
lateral zones of the head (lateral protuberance, PL); the arrowheads indicate the beginning of the lateral protuberance. The subacrosomal
space (ES) underlying the lateral protuberance is very developed. SE, equatorial segment; N, nucleus. 30000x.

FiG. 6. Detall d’una seccié transversal a nivell de la protuberancia lateral (PL) del segment acrosdmic equatorial. Les dobles
sagetes indiquen el limit de la protuberancia lateral. P, plasmalemma; ES, espai subacrosdmic; MF, material fibrés perinuclear;
N, nucli. Detalle de una secci6n transversal a nivel de la protuberancia lateral (PL) del segmento acrosémico ecuatorial. Las flechas
dobles indican el limite de la protuberancia lateral. I, plasmalema; ES, espacio subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; N,
niicleo. Detail of a cross section at the lateral protuberance level (PL) of the acrosome equatorial segment. The double arrows indicate the
limit of the lateral protuberance. I} plasmalemma; ES, subacrosomal space; ME perinuclear fibrous material; N, nucleus. 90000x,
Fic. 7. Seccié transversal de la regié postacrosbmica més propera a la regié acrosdbmica. LD, limina densa postacrosdmica; ES,
espai subacrosdmic; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli. Seccién transversal de la regién postacrosémica mds préxima a la
region acrosémica. LD, limina densa postacrosémica; ES, espacio subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; N, nicleo.
Cross section of the postacrosomal region closer to the acrosomal region. LD, postacrosomal dense lamina; ES, subacrosomal space; ME,
perinuclear fibrous material; N, nucleus. 30000x.

Fic.. 8. Secci6 transversal de la regi6 postacrosdbmica més propera a la pega de connexié. LD, lamina densa postacrosdmica; ES,
espai subacrosdmic; MF, material fibrés perinuclear; N, nucli. Seccién transversal de la regién postacrosémica mds préxima a la
pieza de conexién. LD, limina densa postacrosémica; ES, espacio subacrosémico; MF, material fibroso perinuclear; N, nicleo.
Cross section of the postacrosomal region closer to the connecting piece. LD, postacrosomal dense lamina; ES, subacrosomal space; ME,
perinuclear fibrous material; N, nucleus. 30000x.
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LAMINA 47 / LAMINA 47 | PLATE 47
Microscopia electrdnica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide madur: la pega de connexié o coll.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide maduro: la pieza de conexién o cuello.
Scanning and transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: the connecting piece or neck.

FiG. 1. Aspecte general de la pega de connexi6 d’un espermatozoide madur. AP, anell postcefilic; PC, pega de connexié; PI, peca
intermedia. Aspecto general de la pieza conexién de un espermatozoide maduro. AP, anillo postcefdlico; PC, pieza de conexién; PI,
pieza intermedia. General view of the connecting piece of a mature spermatozoon. AL, postcephalic ring; PC, connecting piece; PI,
midpiece. 10000x.

FIG. 2. Secci6 longitudinal de la pega de connexi6. Les sagetes indiquen els lfmits de la pega de connexié. PC, pega de connexié;
Pl, pega intermeédia; N, nucli. Seccién longitudinal de la pieza de conexién. Las puntas de flecha indican los limites de la pieza de
conexién. PC, pieza de conexién; PI, pieza intermedia; N, niicleo. Longitudinal section of the connecting piece. The arrowheads point
to the limits of the connecting piece. PC, connecting piece; P, midpiece; N, nucleus. 40000x.

FiG. 3. Seccié longitudinal de les columnes segmentades. Les sagetes mostren la periodicitat de Pestriacié major i menor. EM,
estries majors; Em, estries menors; N, nucli. Seccién longitudinal de las columnas segmentadas. Las puntas de flecha muestran la
periodicidad de la estriacién mayor y menor. EM, estrias mayores, Em, estrfas menores; N, nicleo. Longitudinal section through the
segmented columns. The arrowheads show the periodicity of the major and minor striation. EM, magor striae; Em, minor striae; N,
nucleus. 110000x.

FIG. 4. Seccié longitudinal de la pega de connexié. Les sagetes indiquen els limits de la peca de connexié. PC, peca de connexié;
PI, pega intermeédia; EC, escotadura circular; PB, placa basal; CL, cossos laminars; C, capftulum; N, nucli. Seccién longitudinal
de la pieza de conexién. Las flechas indican los limites de la pieza de conexién. PC, pieza de conexién; PI, pieza intermedia; EC,
escotadura circular; PB, placa basal; CL, cuerpos laminares; C, capftulum; N, niicleo. Longitudinal section of the connecting piece.
The arrows point to the limits of the connecting piece. PC, connecting piece; PI, midpiece; EC, circular neckline; PB, basal plate; CL,
laminar bodies; C, capitulum; N, nucleus. 70000x.

FiG. 5. Secci6 longitudinal de la pega de connexié. PB, placa basal; CB, cos basal; CS, columnes segmentades; CL, cossos
laminars; N, nucli. Seccién longitudinal de la pieza de conexién. PB, placa basal; CB, cuerpo basal; CS, columnas segmentadas;
CL, cuerpos laminares; N, nicleo. Longitudinal section of the connecting piece. PB, basal plate; CB, basal body; CS, segmented columns;
CL, laminar bodies; N, nucleus. 65000x.

FiG. 6. Secci6 longitudinal de la pega de connexié. PB, placa basal; CB, cos basal; CS, columnes segmentades; CL, cossos
laminars; N, nucli. Seccién longitudinal de la pieza de conexién. PB, placa basal; CB, cuerpo basal; CS, columnas segmentadas;
CL, cuerpos laminares; N, nicleo. Longitudinal section of the connecting piece. PB, basal plate; CB, basal body; CS, segmented columns;
CL, laminar bodies; N, nucleus. 55000x.
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LAMINA 48 / LAMINA 48 | PLATE 48
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide madur: la peca de connexié o coll.
Microscopfa electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide maduro: la pieza de conexién o cuello.
Scanning and transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: the connecting piece or neck.

Fic. 1. Aspecte general de la peca de connexié d’un espermatozoide madur. Les sagetes indiquen els limits de la peca de
connexié (PC). Les sagetes numerades indiquen els diversos nivells de les seccions transversals representades en les figures 3, 4,
5i6. C, cap; PI, pega intermeédia; AP, anell postcefalic. Aspecto general de la pieza conexién de un espermatozoide maduro. Las
flechas indican los limites de la pieza de conexién (PC). Las flechas numeradas indican los diversos niveles de las secciones trans-
versales representadas en las figuras 3, 4, 5 y 6. C, cabeza; PI, pieza intermedia; AP, anillo postcefilico. General view of the connecting
piece of a mature spermatozoon. The arrows point to the limits of the connecting piece (PC). The numbered arrows indicate the different
levels of the cross sections depicted in figures 3, 4, 5 and 6. C, head; PI, midpiece: AP postcephalic ring. 18000x.

FiG. 2. Seccié longitudinal de la peca de connexié. PB, placa basal; CB, cos basal (observin-se els triplets de microtibuls); CS,
columnes segmentades; CL, cossos laminars; EC, escotadura circular; N, nucli. Seccién longitudinal de la pieza de conexion. PB,
placa basal; CB, cuerpo basal (obsérvense los tripletes de microtibulos); CS, columnas segmentadas; CL, cuerpos laminares; EC,
escotadura circular; N, nicleo. Longitudinal section of the connecting piece. PB, basal plate; CB, basal body (natice the microtubule
triplets); CS, segmented columns; CL, laminar bodies; EC, circular neckline; N, nucleus. 60000x.

FiG. 3, 4. Seccions transversals de la peca de connexié a nivell de la zona medioanterior. CL, cossos laminars; CS, columnes
segmentades; A, axonema (9 doblets periferics i una parella de microtdbuls centrals). Secciones transversales de la pieza de co-
nexién a nivel de la zona medio-anterior. CL, cuerpos laminares; CS, columnas segmentadas; A, axonema (9 dobletes periféricos
y una pareja de microtibulos centrales). Cross sections through the connecting piece at the mid-anterior region level. CL, laminar bodies;
CS, segmented columns; A, axoneme (9 peripheral doublets and a central microtubule pair). 85000x.

FiG. 5. Secci6 transversal de la peca de connexié a nivell de la zona medioposterior. Observi’s I'abséncia de cossos laminars. CS,
columnes segmentades; A, axonema; P, plasmalemma. Seccién transversal de la pieza de conexién a nivel de la zona medio-pos-
terior. Obsérvese la ausencia de cuerpos laminares. CS, columnas segmentadas; A, axonema; P, plasmalema. Cross section through the
connecting piece at the mid-posterior region level. Note the laminar bodies are missing. CS, segmented columns; A, axoneme; I plasmalemma.
100000x.

Fic. 6. Seccié transversal de la pega de connexid a nivell de la zona posterior, al limit amb la peca intermédia. FD, fibres denses;
A, axonema; M, primers mitocondris de la beina mitocondrial; P, plasmalemma. Seccién transversal de la pieza de conexién a
nivel de la zona posterior, en el limite con la pieza intermedia. FD, fibras densas; A, axonema; M, primeras mitocondrias de la vaina
mitocondrial; P, plasmalema. Cross section through the connecting piece at the posterior region level, just at the limit with the midpiece.
FD, dense fibres; A, axoneme; M, first mitochondria of the mitochondrial sheath; P plasmalemma. 100000x.
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LAMINA 49 / LAMINA 49 / PLATE 49
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide madur: peces intermedia o mitocondrial, principal i terminal.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermartozoide maduro: piezas intermedia o mitocondrial, principal y terminal.
Scanning and transmission electron microscopy. Mature spermatozoon: midpiece or mitochondrial piece, principal piece and terminal piece.

FiG. 1. Aspecte general d’un espermatozoide madur. Les sagetes indiquen el limit entre les peces intermedia (PI), principal
(PP) i terminal (PT) de la cua. Les sagetes numerades indiquen el sentit i el nivell de les seccions representades en les figures
2-10 Aspecto general de un espermatozoide maduro. Las flechas indican el limite entre las piezas intermedia (P1), principal (PP)
y terminal (PT) de la cola. Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2-10.
General view of a mature spermatozoon. The arrows point to the limit between the midpiece (PI), the principal piece (PP) and the
terminal piece (PT) of the spermatozoons tail. The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections depicted in figures
2-10. 4700x.

Fic. 2. Seccié longitudinal de la peca intermédia. P, plasmalemma; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; DP, doblet de
microuibuls periferics; MC, parella de microtibuls centrals. Seccién longitudinal de la pieza intermedia. P, plasmalema; BM,
vaina mitocondrial; FD, fibras densas; DI} doblete de microtibulos periféricos; MC, pareja de microtibulos centrales. Longi-
tudinal section of the midpiece. I} plasmalemma; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres; DI peripheral microtubule doublet; MC,
central microtubule pair. 80000x.

FiG. 3. Secci6 longitudinal de les peces principal (PP) i terminal (PT). Les sagetes indiquen el limit entre ambdues peces.
Seccién longitudinal de las piezas principal (PP) y terminal (PT). Las flechas indican el limite entre ambas piczas. wa_g.-'um’imd
section of the principal (PP) and terminal (PT) pieces. The arrows indicate the limit between both pieces. 20000x.

FIG. 4. Secci6 transversal de la regié medioanterior de la peca intermédia. P, plasmalemma; BM, beina mitocondrial; FD,
fibres denses; GP, granuls periferics; A, axonema. Seccién transversal de la regién medio-anterior de la pieza intermedia.
P, plasmalema; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas; GP, grdnulos periféricos; A, axonema. Cross section through the mid-
anterior region of the midpiece. B plasmalemma; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres; GE peripheral granules; A, axoneme.
80000x.

Fic. 5. Seccié transversal de la regié medioposterior de la peca intermeédia. P, plasmalemma; BM, beina mitocondrial; FD,
fibres denses (observi’s el major desenvolupament de les fibres 1, 5 i 6); A, axonema. Seccién transversal de la regién medio-
posterior de la pieza intermedia. P, plasmalema; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas (obsérvese el mayor desarrollo de las
fibras 1, 5y 6); A, axonema. Cross section through the mid-posterior region of the midpiece. R plasmalemma; BM, mitochondrial sheath;
FD, dense fibres (note the greater development of the fibres 1, 5 and 6); A, axoneme. 80000x,

FIG. 6. Seccié longitudinal de la pega principal. P, plasmalemma; BE, beina fibrosa; DP, doblet de microtibuls periferics; MC,
parella de microtibuls centrals. Seccién longitudinal de la pieza principal. P, plasmalema; BE vaina fibrosa; DP, doblete de
microtibulos periféricos; MC, pareja de microtibulos centrales. Longitudinal section of the principal piece. I, plasmalemma; BE
[fibrous sheath; DI peripheral microtubule doublet; MC, central microtubule pair. 80000x.

FiGi. 7. Seccid transversal de la regié medioanterior de la pega principal. P, plasmalemma; EF, eixos de la beina fibrosa; CF,
costelles de la beina fibrosa; FD, fibres denses (observi’s I'abséncia de les fibres 3 i 8); A, axonema. Seccién transversal de la
region medio-anterior de la pieza principal. b plasmalema; EF, ¢jes de la vaina fibrosa; CF, costillas de la vaina fibrosa; FD, fibras
densas (obsérvese la ausencia de las fibras 3 y 8); A, axonema. Cross section through the mid-anterior region of the principal piece.
D plasmalemma; EF fibrous sheath axes; CE fibrous sheath ribs; FD, dense fibres (note that fibres 3 and 8 are missing); A, axoneme.
80000x.

Fic. 8. Seccié transversal de la regié medioposterior de la peca principal. P, plasmalemma; BF, beina fibrosa; A, axonema.
Seccién transversal de la region medio-posterior de la pieza principal. P, plasmalema; BF, vaina fibrosa; A, axonema. Cross section
through the mid-posterior region of the principal piece. I} plasmalemma; BE fibrous sheath; A, axoneme. 80000x,

FiG. 9. Seccié transversal de la regié medioanterior de la peca terminal. P, plasmalemma; AD, axonema desorganitzat. Seccién
transversal de la regién medio-anterior de la pieza terminal. P, plasmalema; AD, axonema desorganizado. Cross section through the
mid-anterior region of the terminal piece. I plasmalemma; AD, disorganized axoneme. 80000x.

FiG. 10. Seccié transversal de la regié medioposterior de la pega terminal. P, plasmalemma; AD, axonema desorganitzat. Sec-
cién transversal de la regién medio-posterior de la pieza terminal. P, plasmalema; AD, axonema desorganizado. Cross section
through the mid-posterior vegion of the terminal piece. P! plasmalemma; AD, disorganized axoneme. 93000x.
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LAMINA 50 / LAMINA 50 / PLATE 50
Microscdpia electrdnica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica proximal.
Scanning and transmission electron microscopy. Immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet.

FiG. 1. Aspecte general d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica proximal (GC). Les sagetes numerades indi-
quen el sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 2, 3 i 4. Aspecto general de un espermarozoide inmaduro con
gota citoplasmdtica proximal (GC). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras
2, 3 y 4. General view of an immature spermatozoon with proximal cytoplasmic droplet (GC). The numbered arrows indicate the
direction and the level of the sections depicted in figures 2, 3 and 4. 4300x.

Fic. 2. Secci6 longitudinal del cap i de la peca de connexié. PA, protuberincia acrosdmica; SP, segment acrosomic principal;
SE, segment acrosdmic equatorial; N, nucli; RP, regi6 cefilica postacrosdbmica; GC, gota citoplasmatica; V, vesicules. Seccién
longitudinal de la cabeza y de la pieza de conexién. PA, protuberancia acrosémica; SP, segmento acrosémico principal; SE, segmen-
to acrosémico ecuatorial; N, niicleo; RP, regién cefdlica postacrosémica; GC, gota citoplasmdtica; V, vesiculas. Longitudinal section
of the head and the connecting piece. PA, acrosomal protuberance; SI} acrosome principal segment; SE, acrosome equatorial segment;
N, nucleus; RE postacrosomal cephalic region; GC, cytoplasmic droplet; V, vesicles. 13000x.

FiG. 3. Seccié longitudinal de la gota citoplasmatica. P, plasmalemma; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; A,
axonema; V, vesicules. Seccién longitudinal de la gota citoplasmdtica. P, plasmalema; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas;
A, axonema; V, vesiculas. Longitudinal section of the cytoplasmic droplet. P, plasmalemma; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres;
A, axoneme; V, vesicles. 24000x.

FIG. 4. Seccié transversal de la peca de connexié. P, plasmalemma; FD, fibres denses; A, axonema; VM, vesicules limitades per
una tinica membrana; VD, vesicules limitades per una doble membrana. Seccién transversal de la pieza de conexion. I
plasmalema; FD, fibras densas; A, axonema; VM, vesiculas limitadas por una dinica membrana; VD, vesiculas limitadas por una
doble membrana. Cross section through the connecting piece. I, plasmalemma; FD, dense fibres; A, axoneme; VM, simple membrane
vesicles; VD, double membrane vesicles. 53000x.
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LAMINA 51 / LAMINA 51 / PLATE 51
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide inmaduro con gora citoplasmdtica distal.
Scanning and transmission electron microscopy. Immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet.

FiG. 1. Aspecte general d’'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica distal (GC). Les sagetes numerades indiquen
el sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 2-6. Aspecto general de un espermatozoide inmaduro con gota
citoplasmdtica distal (GC). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2-6.
General view of an immature spermatozoon with distal cytoplasmic droplet (GC). The numbered arrows indicate the direction and the
level of the sections depicted in figures 2-6. 4300x.

FiG. 2. Seccié transversal de la gota citoplasmatica. La peca intermeédia ocupa el centre geometric de la gota. BM, beina
mitocondrial; FD, fibres denses; A, axonema; VM, vesicules limitades per una dnica membrana; VD, vesicules limitades per
una doble membrana. Seccién transversal de la gota citoplasmdtica. La pieza intermedia ocupa el centro geomérrico de la gota.
BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas; A, axonema; VM, vesiculas limitadas por una tinica membrana; VD, vesiculas limita-
das por una doble membrana. Cross section of the cytoplasmic droplet. The midpiece occupies the droplet geometrical centre. BM,
mitochondrial sheath; FD, dense fibres; A, axoneme; VM, simple membrane vesicles; VD, double membrane vesicles. 60000x,

FiG. 3. Seccié transversal de la gota citoplasmatica. La pega intermédia (PI) ocupa una posicié excéntrica dins la gota. La sageta
numerada (4) indica l'orientacié de la seccié representada en la figura 4. Seccién transversal de la gota citoplasmirica. La pieza
intermedia (PI) ocupa una posicién excéntrica dentro de la gota. La flecha numerada (4) indica la orientacién de la seccién repre-
sentada en la figura 4. Cross section of the cytoplasmic dropler. The midpiece (PI) occupies an eccentric position within the droplet. The
numbered arrow (4) indicates the direction of the section depicted in figure 4. 30000x.

FiG. 4. Seccié longitudinal de la gota citoplasmatica. Seccién longitudinal de la gota citoplasmatica. Longitudinal section of the
cytoplasmic droplet. 30000x,

FiG. 5. Seccié longitudinal del limit entre la peca intermedia (PI) i la peca principal (PP). Lanell de Jensen (AJ) impedeix el pas
dels mitocondris cap a la pega principal. GC, gota citoplasmatica. Seccién longirudinal del limite entre la pieza intermedia (P1)
y la pieza principal (PP). El anillo de Jensen (A]) impide el paso de las mitocondrias hacia la pieza principal. GC, gota cito-
plasmdtica. Longitudinal section through the limit between the midpiece (PI) and the principal piece (PP). The Jensen’s ring (A]) prevents
the mitochondria from migrating downward the principal piece. GC, cytoplasmic droplet. 30000x.

FIG. 6. Seccié transversal de la gota citoplasmatica. La peca intermédia (PI) ocupa una posicié periférica dins la gota. Seccién
transversal de la gota citoplasmdtica. La pieza intermedia (PI) ocupa una posicién periférica dentro de la gota. Cross section of the
cytoplasmic droplet. The midpiece (PI) occupies a peripheral position within the droplet. 30000x.
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LAMINA 52 / LAMINA 52 / PLATE 52
Microscbpia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoon with tail folded at the Jensens ring.

FiG. 1. Aspecte general d’'un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 2-5. Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por ¢l
anillo de Jensen. Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2-5. General view
of a spermatozoon with tail folded at the Jensen's ring. The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections depicred
in figures 2-5. 6400x.

FIG. 2. Seccié transversal del segment acrosdmic apical (SA). P, plasmalemma; PP, peca principal. Seccién transversal del segmento
acrosémico apical (SA). P, plasmalema; PP, pieza principal. Cross section through the acrosome apical segment (SA). P plasmalemma; PR
principal piece. 25000x,

FIG. 3. Seccié transversal del segment acrosdmic principal (SP). I, plasmalemma; PP, pega principal. Seccidn transversal del
segmento acrosémico principal (SP). P, plasmalema; PP, pieza principal. Cross section through the acrosome principal segment (SP).
P, plasmalemma; P principal piece. 75000x.

Fic. 4. Seccié transversal del segment acrosdbmic equatorial (SE). P, plasmalemma; PP, pega principal. Seccién transversal del
segmento acrosémico ecuatorial (SE). I, plasmalema; PP, pieza principal. Cross section through the acrosome equatorial segment (SE).
B, plasmalemma; PP principal piece. 25000x.

FiG. 5. Secci6 transversal de la regié cefalica postacrosdbmica. Observin-se les figures de mielina (FM) disposades entre la
lamina densa postacrosdmica (LD) i el material fibrés perinuclear (MF). P, plasmalemma; PP, peca principal. Seccidn transver-
sal de la regién ceflica postacrosémica. Obsérvense las figuras de mielina (FM) dispuestas entre la lémina densa postacrosdmica
(LD) y el material fibroso perinuclear (MF). P, plasmalema; PP, pieza principal. Cross section through the postacrosomal cephalic
region. Notice the myelin figures (FM) disposed between the postacrosomal dense lamina (LD) and the perinuclear fibrous material (MF),
R plasmalemma; PP, principal piece. 45000x.
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LAMINA 53 / LAMINA 53 / PLATE 53
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide amb la cua doblegada per 'anell de Jensen.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoon with tail folded at the Jensen’s ring.

Fic. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 2-7. Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por el
anillo de Jensen. Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2-7, General view
of a spermatozoon with tail folded at the Jensen’s ring. The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections depicted
in figures 2-7. 6400x,

Fic. 2, 3. Seccions transversals de la porcié anterior de la pega de connexié. Observi’s la desorganitzacié de les columnes
segmentades (CS) i de I'estructura microtubular (EM). PP, peca principal. Secciones transversales de la porcién anterior de la
pieza de conexién. Obsérvese la desorganizacién de las columnas segmentadas (CS) y de la estructura microtubular (EM). PP, pieza
principal. Cross sections through the anterior part of the connecting piece. Note the disorganization of the segmented columns (CS) and
the microtubule structure (EM). PR principal piece. 45000x.

FIG. 4. Seccié transversal de la porcié posterior de la pega de connexié. Observi’s la correcta organitzacié de les fibres denses
(FD) i de I'axonema (A). P, plasmalemma; PP, pega principal. Seccién transversal de la porcién posterior de la pieza de conexion.
Obsérvese la correcta organizacién de las fibras densas (FD) y del axonema (A). P, plasmalema; PP, pieza principal. Cross section
through the posterior part of the connecting piece. Note the proper organization of dense fibres (FD) and axoneme (A). I plasmalemma;
PP principal piece. 85000x.

FIG. 5, 6. Seccions transversals de la porcié anterior de la pega intermédia (PI). PP, peca principal. Secciones transversales de la
porcién anterior de la pieza intermedia (PI). PP, pieza principal. Cross sections through the anterior part of the midpiece (Pl). PP
principal piece. Figura 5, 30000x; figura 6, 40000x.

FiG. 7. Seccié transversal de la porcié medioanterior de la pega intermédia (PI). Observi’s la disposicié antiparal-lela de la peca
principal (PP) a partir de la numeracié dels doblets de microtiibuls de I'axonema. Seccién transversal de la porcién medio-
anterior de la pieza intermedia (PI). Obsérvese la disposicién antiparalela de la pieza principal (PP) a partir de la numeracién de los
dobletes de microtibulos del axonema. Cross section through the mid-anterior part of the midpiece (PI). Notice the antiparallel
disposition of the principal piece (PP) from the numbering of the axoneme microtubule doublets. 75000x.
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LAMINA 54 / LAMINA 54 / PLATE 54
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen.
Microscopfa electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide con la cola doblada por el anillo de Jensen.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoon with tail folded at the Jensen’s ring.

FiG. 1. Aspecte general d’'un espermatozoide amb la cua doblegada per I'anell de Jensen. Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 2, 3 i 4. Aspecto general de un espermatozoide con la cola doblada por
el anillo de Jensen. Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 2, 3 y 4. General
view of a spermatozoon with tail folded at the Jensen’s ring. The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections
depicted in figures 2, 3 and 4. 6400x.

FiG. 2. Seccié longitudinal de la regié de la pega intermedia (PI) on es produeix el doblegament de la cua. Observi’s la desorga-
nitzacié de la beina mitocondrial en aquesta zona (—*). GC, gota citoplasmatica. Seccién longitudinal de la regién de la picza
intermedia (PI) donde se produce el doblamiento de la cola. Obsérvese la desorganizacién de las vaina mitocondrial en esta zona
(—). GC, gota citoplasmitica. Longitudinal section through the midpicce region where the tail folding occurs. Note the disorganization
of the mitochondrial sheath in this region. GC, cytoplasmic droplet. 30000x.

FIiG. 3. Seccié transversal de la gota citoplasmatica distal (GC). PP, peca principal; PI, peca intermédia. Seccion transversal de
la gota citoplasmatica distal (GC). PP, pieza principal; Pl, pieza intermedia. Cross section through the distal cytoplasmic droplet (GC).
PP principal piece; PI, midpiece. 30000x.

FiG. 4. Seccié transversal de la gota citoplasmatica distal (GC). Observi’s I'elevada vacuolitzacié (VA) de la gota citoplasmatica.
PP, pega principal; PI, peca intermédia. Seccién transversal de la gota citoplasmitica distal (GC). Obsérvese la clevada vacuo-
lizacién (VA) de la gota citoplasmdrica. PP, pieza principal; P1, pieza intermedia. Cross section through the distal cytoplasmic dropler
(GC). Notice the high vacuolation (VA) of the cytoplasmic droplet. PP principal piece; PI, midpiece. 25000x.
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LAMINA 55 / LAMINA 55 / PLATE 55
Microscdpia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoide amb la cua totalment enrotllada,
Microscopfa electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoide con la cola completamente enrollada.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoon with completely coiled tail.

Fic. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb la cua enrotllada. Les sagetes numerades indiquen el sentit i el nivell de les
seccions representades en les figures 3, 4 i 5. Aspecto general de un espermatozoide con la cola enrollada. Las flechas numeradas
indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 3, 4 y 5. General view of a spermatozoon with coiled tail. The
numbered arrows indicate the direction and the level of the sections depicted in figures 3, 4 and 5. 8100x.

FiG. 2. Seccié de la cua enrotllada d’un espermatozoide. Lelevada desorganitzacié i tumefaccié de la beina mitocondrial (BM)
i la manca de la meitat de I'estructura axonematica (A) de la pega principal indiquen el gran deteriorament d’aquesta cel-lula,
morta hores abans de la seva fixacié. Seccién de la cola enrollada de un espermatozoide. La elevada desorganizacion y tumefaccion
de la vaina mitocondrial (BM) y la ausencia de la mitad de la estructura axonemdtica (A) de la pieza principal indican el gran
deterioro de esta célula, muerta horas antes de su fijacion. Section of a spermatozoons coiled tail. The high disorganization and swelling
of the mitochondrial sheath (BM) and the absence of the half axonemal structure (A) of the principal piece indicate the great impatrment
of this cell, dead some hours before its fixation. 35000x.

FiG. 3. Seccié de la cua enrotllada d’un espermatozoide. La pega principal (PP) apareix en quatre seccions cimentades per la
gota citoplasmatica (GC). Seccién de la cola enrollada de un espermatozoide. La pieza principal (PP) aparece en cuatro secciones
cimenradas por la gorta citoplasmdtica (GC). Section of a spermatozoon’s coiled tail. The principal piece (PP) appears in four sections
consolidated by the cytoplasmic droplet (GC). 24000x,

FiG. 4. Seccié de la cua enrotllada d’un espermatozoide. La pega intermédia (PI) apareix en quatre seccions i la pega principal
(PP) en una dnica seccié. GC, gota citoplasmatica. Seccién de la cola enrollada de un espermarozoide. La pieza intermedia (PI)
aparece en cuatro secciones y la pieza principal (PP) en una dnica seccién. GC, gota citoplasmdtica. Section of a spermatozoon’s coiled
tail. The midpiece (PI) appears in four sections and the principal piece (PP) in a single section. GC, cytoplasmic droplet. 25000x,

FiG. 5. Seccié de la cua enrotllada d’un espermatozoide a nivell de la peca de connexié (PC). GC, gota citoplasmatica; PP, peca
principal; P, peca intermedia. Seccién de la cola enrollada de un espermarozoide a nivel de la pieza de conexion (PC). GC, gora
citoplasmdtica; PP, pieza principal; Pl, pieza intermedia. Section of a spermatozoonss coiled tail at the connecting piece (PC) level. GC,
cytoplasmic droplet; PP, principal piece; PI, midpiece. 22000x,
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LAMINA 56 / LAMINA 56 / PLATE 56
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoides amb un o dos caps i dues cues fusionades.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoides con una o dos cabezas y dos colas fusionadas.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoa with one or two heads and two fused tails.

Fic. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb un cap i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el sentit
i el nivell de les seccions representades en les figures 3, 4 i 5. GC, gota citoplasmatica. Aspecto general de un espermatozoide con
una cabeza y dos colas fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las
figuras 3, 4y 5. GC, gota citoplasmdtica. General view of a spermatozoon with one head and two fused tails (Cu). The numbered arrows
indicate the direction and the level of the sections depicted in figures 3, 4 and 5. GC, cytoplasmic droplet. 5200x.

FiG. 2. Aspecte general d’'un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 4 i 5. GC, gota citoplasmatica. Aspecto general de un espermarozoide
con dos cabezas y dos colas fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en
las figuras 4 y 5. GC, gota citoplasmética. General view of a spermatozoon with two heads and two fused tails (Cu). The numbered
arrows indicate the direction and the level of the sections depicted in figures 4 and 5. GC, cytoplasmic droplet. 5200x.

FiG. 3. Seccié6 longitudinal frontal d’un espermatozoide amb un cap i dues cues fusionades. N, nucli; CS, columnes segmen-
tades; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses. Seccién longitudinal frontal de un espermatozoide con una cabeza y dos colas
fusionadas. N, niicleo; CS, columnas segmentadas; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas. Frontal longitudinal section of a
spermatozoon with one head and two fused tails. N, nucleus; CS, segmented columns; BM, mitochondrial sheath; FD, dense fibres.
33000x.

FiG. 4. Seccié transversal de la porcié anterior de la pega de connexi6 d’un espermatozoide amb dues cues. CL, cossos laminars;
CS, columnes segmentades. Seccién transversal de la porcién anterior de la pieza de conexién de un espermatozoide con dos colas.
CL, cuerpos laminares; CS, columnas segmentadas. Cross section through the anterior part of the connecting piece of a spermatozoon
with two tails. CL, laminar bodies; CS, segmented columns. 45000x.

FiG. 5. Secci6 transversal de la porcié posterior de la peca de connexié d’un espermatozoide amb dues cues. CL, cossos lami-
nars; VM, vesicules limitades per una tinica membrana; VD, vesicules limitades per una doble membrana; FD, fibres denses.
Seccidn transversal de la porcién posterior de la pieza de conexién de un espermatozoide con dos colas. CL, cuerpos laminares;
VM, vesiculas limitadas por una dnica membrana; VD, vesiculas limitadas por una doble membrana; FD, fibras densas. Cross
section rbmugf) the posterior part af the connecting piece qf a spermatozoon with two tails. CL, laminar bodies; VM, mep!: membrane

vesicles; VD, double membrane vesicles; FD, dense fibres. 45000x.
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LAMINA 57 / LAMINA 57 / PLATE 57
Microscdpia electrdnica de rastreig i de transmissié. Espermatozoides amb un o dos caps i dues cues fusionades.
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoides con una o dos cabezas y dos colas fusionadas.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoa with one or two heads and two fused tails.

FiG. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb un cap i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el sentit
i el nivell de les seccions representades en les figures 3-6. Aspecto general de un espermatozoide con una cabeza y dos colas
fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 3-6. General view
of a spermatozoon with one head and two fused tails (Cu). The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections
depicted in figures 3-6. 5200x.

FiG. 2. Aspecte general d’'un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 3-6. Aspecto general de un espermatozoide con dos cabezas y dos colas
fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 3-6. General view
of a spermatozoon with two heads and two fused tails (Cu). The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections
depicted in figures 3-6. 5200x.

Fic. 3. Secci6 transversal de la regi6 anterior de la pega intermeédia d’'un espermatozoide amb dues cues. GC, gota cito-
plasmatica; BM, beines mitocondrials fusionades; MS, mitocondris supernumeraris; A, axonema. Seccién transversal de la re-
gién anterior de la pieza intermedia de un espermatozoide con dos colas. GC, gota citoplasmdtica; BM, vainas mitocondriales
fusionadas; MS, mitocondrias supernumerarias; A, axonema. Cross section through the anterior region of the midpiece of a sperma-
tozoon with two tails. GC, cytoplasmic droplet; BM, fused mitochondrial sheaths; MS, additional mitochondria; A, axoneme. 42000x.
FiG. 4. Seccié transversal de la regié anterior de la peca intermédia d’un espermatozoide amb dues cues. GC, gota cito-
plasmatica; BM, beines mitocondrials en contacte; A, axonema. Seccién transversal de la regi6n anterior de la pieza intermedia
de un espermatozoide con dos colas. GC, gora citoplasmdtica; BM, vainas mitocondriales en contacto; A, axonema. Cross section
through the anterior region of the midpiece of a spermatozoon with two tails. GC, cytoplasmic droplet; BM, mitochondrial sheaths coming
in contact; A, axoneme. 45000x.

FIG. 5. Seccié transversal de la regi¢ medioanterior de la peca intermédia d’un espermatozoide amb dues cues (Cu). GC, gota
citoplasmatica. Seccién transversal de la regién medio-anterior de la pieza intermedia de un espermatozoide con dos colas (Cu).
GC, goua citoplasmética. Cross section through the mid-anterior region of the midpiece of a spermatozoon with two tails (Cu). GC,
cytoplasmic droplet. 36000x.

FIG. 6. Seccié transversal de la regié medioanterior de la peca intermédia d'un espermatozoide amb dues cues (Cu). P, plasma-
lemma. Seccién transversal de la regién medio-anterior de la pieza intermedia de un espermarozoide con dos colas (Cu). P,
plasmalema. Cross section through the mid-anterior region of the midpiece of a spermatozoon with two tails (Cu). B plasmalemma.
36000x.
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LAMINA 58 / LAMINA 58 / PLATE 58
Microscopia electronica de rastreig i de transmissié. Espermatozoides amb un o dos caps i dues cues fusionades.
Microscopfa electrénica de barrido y de transmisién. Espermatozoides con una o dos cabezas y dos colas fusionadas.
Scanning and transmission electron microscopy. Spermatozoa with one or two heads and two fused tails.

FiG. 1. Aspecte general d’un espermatozoide amb un cap i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el sentit
i el nivell de les seccions representades en les figures 3, 4 i 5. Aspecto general de un espermatozoide con una cabeza y dos colas
fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 3, 4 y 5. General
view of a spermatozoon with one head and two fused tails (Cu). The numbered arrows indicate the direction and the level of the sections
depicted in figures 3, 4 and 5. 5200x.

FiG. 2. Aspecte general d’un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades (Cu). Les sagetes numerades indiquen el
sentit i el nivell de les seccions representades en les figures 3, 4 i 5. Aspecto general de un espermatozoide con dos cabezas y dos
colas fusionadas (Cu). Las flechas numeradas indican el sentido y el nivel de las secciones representadas en las figuras 3, 4 y 5.
General view of a spermatozoon with two heads and two fused tails (Cu). The numbered arrows indicate the direction and the level of the
sections depicted in figures 3, 4 and 5. 5200x.

Fic. 3. Seccié transversal de la regié medioposterior de la pega intermédia d'un espermatozoide amb dues cues. Observi’s el
paral-lelisme dels dos axonemes a partir de la numeracié dels doblets de microtibuls periferics. Seccién transversal de la region
medio-posterior de la pieza intermedia de un espermatozoide con dos colas. Obsérvese el paralelismo de los dos axonemas a partir
de la numeracién de los dobletes de microtibulos periféricos. Cross section through the mid-posterior region of the midpiece of a
spermatozoon with two tails. Notice the parallelism of the two axonemes from the numbering of the peripheral microtubule doublets.
64000x.

FiG. 4. Seccié transversal de la regié medioposterior de la pega intermédia d’'un espermatozoide amb dues cues. Observi's la
fusié (F) de les dues beines mitocondrials. P, plasmalemma. Seccién transversal de la regién medio-posterior de la picza interme-
dia de un espermarozoide con dos colas. Obsérvese la fusién (F) de las dos vainas mitocondriales. B, plasmalema. Cross section
through the mid-posterior region of the midpiece of a spermatozoon with two tails. Note the fusion (F) of the two mitochondrial sheaths.
B plasmalemma. 72000x.

FiG. 5. Seccié transversal de la pega principal d’'un espermatozoide amb dues cues. BE, beina fibrosa; A, axonema. Seccién
transversal de la pieza principal de un espermatozoide con dos colas. BF, vaina fibrosa; A, axonema. Cross section through the prin-
cipal piece of a spermatozoon with two tails. BE fibrous sheath; A, axoneme. 136000x.






216 MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

LAMINA 59 / LAMINA 59 / PLATE 59
Microscopia electronica de transmissié. Malformacions del segment apical de I'acrosoma.
Microscopfa electrénica de transmisién. Malformaciones del segmento apical del acrosoma.
Transmission electron microscopy. Acrosome apical segment malformations.

FiG. 1, 2, 3. Seccions longitudinals del segment apical de I'acrosoma. Observi’s el perimetre fistonejat de la protuberancia
acrosdmica (), l'elevada vesiculitzacié (V) interna i 'aspecte heterogeni de la matriu amb zones molt electrodenses (EE) i
zones poc electrodenses (BE). SP, segment principal de I'acrosoma; SE, segment equatorial de I'acrosoma; N, nucli. Secciones
longitudinales del segmento apical del acrosoma. Obsérvese el perimetro festoneado de la protuberancia acrosémica (), la eleva-
da vesiculizacién (V) interna y el aspecto heterogéneo de la matriz con zonas muy electrodensas (EE) y zonas poco electrodensas
(BE). SP, segmento acrosémico principal; SE, segmento acrosémico ecuatorial; N, nicleo. Longitudinal sections of the acrosome
apical segment. Note the festooned perimeter of the acrosomal protuberance (=), the high inner vesiculation (V) and the matrix hetero-
geneity with highly electron dense zones (EE) and non-electron dense zones (BE). SP, acrosome principal segment; SE, acrosome equatorial
segment; N, nucleus. Figura 1, 3, 40000x; figura 2, 50000x.

Fic. 4. Seccié longitudinal del segment apical de 'acrosoma. Observi's I'escas desenvolupament de la protuberincia acro-
somica (PA). N, nucli. Seccién longitudinal del segmento apical del acrosoma. Obsérvese el escaso desarrollo de la protuberancia
acrosémica (PA). N, nicleo. Longitudinal section of the acrosome apical segment. Notice the scarce development of the acrosomal
protuberance (PA). N, nucleus. 31 500x,

FiG. 5. Seccié longitudinal del segment apical de I'acrosoma. Observi's la forma de palet de tambor de la protuberincia
acrosdmica (PT). N, nucli. Seccién longitudinal del segmento apical del acrosoma. Obsérvese la forma de palillo de tambor de la
protuberancia acrosémica (PT). N, niicleo. Longitudinal section of the acrosome apical segment. Notice the drumstick-shape of the
acrosomal protuberance (PT). N, nucleus. 40000x,

FiG. 6. Seccié longitudinal del segment apical de I'acrosoma. Observi’s la distribucié simetrica de la protuberancia acrosdmica
(PA) a cada costat del cap. N, nucli, Seccién longitudinal del segmento apical del acrosoma. Obsérvese la distribucién simétrica
de la protuberancia acrosémica (PA) a los dos lados de la cabeza. N, niicleo. Longitudinal section of the acrosome apical segment.
Notice the symmetrical distribution of the acrosomal protuberance (PA) at both sides of the head. N, nucleus. 63000x.

FiG. 7. Secci6 longitudinal del segment apical de I'acrosoma. Observi’s I'escas desenvolupament de la protuberincia acro-
somica (PA) que es disposa, en forma de gota, en I'apex cefilic. N, nucli. Seccién longitudinal del segmento apical del acrosoma.
Obsérvese el escaso desarrollo de la protuberancia acrosémica (PA) que se dispone, en forma de gota, en el dpice cefilico. N,
niicleo. Longitudinal section of the acrosome apical segment. Notice the scarce development of the drop -shaped acrosomal protuberance
(PA) which disposes in the cephalic apex. N, nucleus. 25000x.
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LAMINA 60 / LAMINA 60 / PLATE 60
Microscopia electronica de transmissié. Malformacions dels segments principal i equatorial de I'acrosoma.
Microscopfa electrénica de transmisién. Malformaciones de los segmentos principal y ecuatorial del acrosoma.
Transmission electron microscopy. Malformations of the acrosome principal and equatorial segments.

FiG. 1, 2. Seccions transversals del segment principal de I'acrosoma. Observi’s I'elevada dilatacié de la vesicula acrosomica i
I’escassa electrodensitat de la matriu. En la matriu acrosdmica abunden les vesicules (V) i les masses de material fibrés electro-
dens (MF). EA, membrana acrosdmica externa; IA, membrana acrosdmica interna; P, plasmalemma; N, nucli. Secciones trans-
versales del segmento principal del acrosoma. Obsérvese la elevada dilatacién de la vesicula acrosémica y la escasa electrodensidad
de la matriz. En la matriz acrosémica abundan las vesiculas (V) y las masas de material fibroso electrodenso (MF). EA, membrana
acrosémica externa; 1A, membrana acrosémica interna; P, plasmalema; N, nicleo. Cross sections of the acrosome principal segment.
Notice the highly expanded acrosomal vesicle and the low matrix electron density. The acrosomal matrix is rich in vesicles (V) and electron
dense fibrous material structures (MF). EA, outer acrosomal membrane; IA, inner acrosomal membrane; I} plasmalemma; N, nucleus.
Figura 1, 45000x; figura 2, 20000x.

FiG. 3. Seccié transversal del segment principal de I'acrosoma. Observi’s la dilatacié digitiforme a I'extrem lateral del cap (—).
N, nucli. Seccién transversal del segmento principal del acrosoma. Obsérvese la dilatacién digitiforme en el extremo lateral de la
cabeza (—*). N, niicleo. Cross section of the acrosome principal segment. Notice the digitiform expansion at the end side of the head (—).
N, nucleus. 30000x.

FiG. 4. Seccié transversal del segment equatorial de I'acrosoma. Observi’s I'elevat desenvolupament de I'espai subacrosdmic
(ES). N, nucli. Seccién transversal del segmento ecuatorial del acrosoma. Obsérvese el elevado desarrollo del espacio subacro-
sémico (ES). N, niicleo. Cross section of the acrosome equatorial segment. Note the high development of the subacrosomal space (ES). N,
nucleus. 30000x.

FIG. 5. Seccié transversal del segment principal de I'acrosoma. Observi’s la superficie fistonejada de la vesicula acrosomica (—).
N, nucli. Seccién transversal del segmento principal del acrosoma. Obsérvese la superficie festoneada de la vesicula acrosémica
(—). N, ntcleo. Cross section of the acrosome principal segment. Note the festooned surface of the acrosomal vesicle (—). N, nucleus.
25000x.

FiG. 6. Seccié transversal del segment equatorial de I'acrosoma. Observi’s la superficie fistonejada de la vesicula acrosdmica en
els extrems laterals del cap (—*). N, nucli. Seccién transversal del segmento ecuatorial del acrosoma. Obsérvese la superficie
festoneada de la vesicula acrosémica en los extremos laterales de la cabeza (—*). N, niicleo. Cross section of the acrosome equatorial

segment. Notice the festooned surface of the acrosomal vesicle at the end sides of the head (—). N, nucleus. 25000x.
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LAMINA 61 / LAMINA 61 / PLATE 61
Microscdpia electrdnica de transmissié. Figures de mielina a la regié cefilica postacrosdmica.
Microscopia electrénica de transmisién. Figuras de mielina en la regién cefdlica postacrosémica.
Transmission electron microscopy. Myelin figures within the postacrosomal cephalic region.

FIG. 1. Seccié transversal de la regié cefalica postacrosdmica. Observi’s 'escis desenvolupament d’algunes figures de mielina
(FM) disposades a la zona medial d’una de les cares del cap. Seccién transversal de la regién cefilica postacrosémica. Obsérvese
el escaso desarrollo de algunas figuras de mielina (FM) dispuestas en la zona medial de una de las caras de la cabeza. Cross section
through the postacrosomal cephalic region. Notice the scarce development of several myelin figures (FM) disposed in the mid-region of one
of the heads faces. 30000x.

FIG. 2. Seccid transversal de la regié cefilica postacrosdmica. Observi's la preséncia d’algunes figures de mielina (FM) dispo-
sades a la zona marginal d’una de les cares del cap. La superficie del cap descriu un relleu protuberant sobre la zona ocupada per
les figures de mielina (—); requadre ampliat en la figura 9. Seccién transversal de la regién cefilica postacrosémica. Obsérvese la
presencia de algunas figuras de mielina (FM) dispuestas en la zona marginal de una de las caras de la cabeza. La superficie de la
cabeza describe un relieve protuberante sobre la zona ocupada por las figuras de mielina (—*); recuadro ampliado en la figura 9.
Cross section through the postacrosomal cephalic region. Notice the presence of several myelin figures (FM) disposed in the marginal region
of one of the head's faces. The head surface shows a protuberant contour over the region occupied by the myelin figures (—); framed area
enlarged in figure 9. 45000x.

FIG. 3. Seccié transversal de la regié cefilica postacrosdbmica. Observi’s la disposicié a cada costat del cap de les figures de
mielina (FM), en I'espai citoplasmatic situat entre la limina densa postacrosdmica (LD) i el material fibrés perinuclear (MF).
N, nucli. Seccién transversal de la regién cefilica postacrosémica. Obsérvese la disposicién a cada lado de la cabeza de las figuras
de miclina (MF), en el espacio citoplasmitico situado entre la limina densa postacrosémica (LD) y el material fibroso perinuclear
(MF). N, nucleo. Cross section through the postacrosomal cephalic region. Notice the disposition of the myelin figures (FM) at both sides
of the head, in the cytoplasmic space placed between the postacrosomal dense lamina (LD) and the perinuclear fibrous material (MF). N,
nucleus. 60000x,

FIG. 4. Seccié transversal de la regié cefalica postacrosdmica. Observi’s la preséncia de figures de mielina (FM) disposades a la
zona medial d’una de les cares del cap. La superficie del cap descriu un relleu protuberant sobre la zona ocupada per les figures
de mielina (—*). Seccién transversal de la regién cefilica postacrosémica. Obsérvese la presencia de figuras de mielina (FM) dis-
puestas en la zona medial de una de las caras de la cabeza. La superficie de la cabeza describe un relieve protuberante sobre la zona
ocupada por las figuras de mielina (—*). Cross section through the postacrosomal cephalic region. Notice the presence of myelin figures
(FM) disposed in the mid-region of one of the head’s faces. The head surface shows a protuberant contour over the region occupied by the
myelin figures (—). 47 000x.

FiG. 5, 6, 7. Seccions longitudinals de la regié postacrosdmica anterior (RP). Observi's que les figures de mielina (FM) es
disposen tinicament a la zona de la regié postacrosdmica més propera a la regi6 acrosdbmica (RA). Secciones longitudinales de la
regién postacrosémica anterior (RP). Obsérvese que las figuras de mielina (FM) se disponen (inicamente en la zona de la region
postacrosémica mds préxima a la regién acrosémica (RA). Longitudinal sections through the anterior postacrosomal region (RP),
Notice that the myelin figures (FM) only dispose in the zone of the postacrosomal region closer to the acrosomal region (RA). Figura 5, 7,
46 000x; figura 6, 70000x.

FiG. 8, 9. Seccions transversals de la regié postacrosdbmica on es poden apreciar dos models de disposicié de les figures de
mielina (FM). En la figura 8, la disposicié és linear i no provoca un gran relleu extern; en la figura 9, la disposicié és més densa
i provoca un notable relleu extern (—*). Secciones transversales de la regién postacrosémica en que pueden apreciarse dos modelos
de disposicién de las figuras de mielina (FM). En la figura 8, la disposicién es linear y no provoca un gran relieve externo; en la
figura 9, la disposicién es mds densa y provoca un notable relieve externo (—). Cross sections through the postacrosomal region where
two types of the myelin figures (FM) disposition can be seen (—). Figure 8 shows a linear disposition which does not provoke a protuberant
contour; figure 9 shows a more dense disposition which provokes a remarkable protuberant contour. 80000x.
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LAMINA 62 / LAMINA 62 / PLATE 62
Microscdpia electronica de transmissié. Malformacions nuclears.
Microscopfa electrénica de transmisién. Malformaciones nucleares.

Transmission electron microscopy. Nuclear malformations.

FiG. 1. Seccié longitudinal del cap d’un espermatozoide on s'observa la invaginacié de 'embolcall nuclear formant un fals
vactiol nuclear (I). Observi’s que aquesta invaginacié té lloc a la zona anterior de la regié postacrosdbmica. Seccién longirudinal
de la cabeza de un espermatozoide donde se observa la invaginacién de la membrana nuclear formando una falsa vacuola nuclear
(I). Obsérvese que esta invaginacién tiene lugar en la zona anterior de la regién postacrosémica. Longitudinal section of a sperma-
tozoon’s head showing a membrane-bound nuclear invagination, giving rise to a false nuclear vacuole (1) (or nuclear pouche). Note that
this invagination is found in the anterior portion of the postacrosomal region. 32000x.

Fic. 2. Secci6 longitudinal del cap d'un espermatozoide on s’'observa un fals vaciiol nuclear. Observi’s el replegament de
'embolcall nuclear dins la invaginacié (I). RP, regié postacrosdbmica; RA, regi6 acrosomica; N, nucli. Seccién longitudinal de la
cabeza de un espermatozoide donde se observa una falsa vacuola nuclear. Obsérvese el replegamiento de la membrana nuclear
dentro de la invaginacién (I). RP, regién postacrosémica; RA, regién acrosémica; N, niicleo. Longitudinal section of a spermatozoans
head showing a false nuclear vacuole. Note the refolding of the nuclear envelope within the invagination (I). RE postacrosomal region; RA,
acrosomal region; N, nuclens. 37 000x,

FiG. 3. Seccié transversal de la regié postacrosdbmica basal. Observi’s 'aspecte dels vertaders vaciiols nuclears (V) no delimitats
per membrana, que sén zones del nucli poc electrodenses a causa de la poca compactacié de la cromatina. Secci6n transversal de
la regién postacrosémica basal. Obsérvese el aspecto de las verdaderas vacuolas nucleares (V) no delimitadas por membrana, que
son zonas del nicleo poco electrodensas debido a la poca compactacién de la cromatina. Cross-section of the basal postacrosomal
region. Note the appearance of real non-membrane-bound nuclear vacuoles (V) , thus being nuclear zones with low electron density due
to the lposely compacted chromatin. 45000x.

Fic. 4. Seccié longitudinal del cap d’un espermatozoide amb el nucli doblegat (N). ZA, zona anterior del nucli coberta per una
vesicula acrosdbmica anormal (VA); ZP, zona posterior del nucli no coberta per la vesicula acrosdmica; GC, gota citoplasmatica
que aglutina el doblegament del nucli. Seccién longitudinal de la cabeza de un espermatozoide con el niicleo doblado (N). ZA.
zona anterior del micleo cubierta por una vesicula acrosémica anormal (VA); ZP, zona posterior del niicleo no cubicrta por la
vesicula acrosémica; GC, gota citoplasmitica que aglutina el doblamiento del niicleo. Longitudinal section of a spermatozoon’ head
showing a folded nucleus (N). ZA, nuclens anterior zone covered by an abnormal acrosomal vesicle (VA); ZB nucleus posterior zone
without an acrosomal vesicle; GC, cytoplasmic droplet agglutinating the nucleus folding. 25000x.

FIG. 5. Secci6 transversal del cap d’un espermatozoide amb doblegament circular del nucli (N). Observi’s I'aspecte i la distri-
bucié de la vesicula acrosdbmica (VA). Seccién transversal de la cabeza de un espermarozoide con doblamiento circular del nicleo
(N). Obsérvese el aspecto y la distribucién de la vesicula acrosémica (VA). Cross-section of a spermatozoon’s rolled head. Note the
curvature of the nucleus (N) and the appearance and placement of the acrosomal vesicle (VA). 45000x.

FiG. 6. Seccié transversal del cap d’un espermatozoide amb el nucli (N) en forma de V. Observi's I'aspecte i la distribucié de la
vesicula acrosdbmica (VA). Seccién transversal de la cabeza de un espermatozoide con el niicleo (N) en forma de V. Obsérvese el
aspecto y la distribucién de la vesicula acrosémica (VA). Cross- section of a spermatozoon with V-shaped nucleus (N) (or crested
nucleus). Note the appearance and placement of the acrosomal vesicle (VA). 20000x.

Fic. 7. Seccié longitudinal del cap d’un espermatozoide amb el nucli doblegat (N). Observi’s I'aspecte deteriorat de la vesicula
acrosdmica (VA). Seccién longitudinal de la cabeza de un espermarozoide con el nicleo doblado (N). Obsérvese el aspecto dete-
riorado de la vesicula acrosémica (VA). Longitudinal section of a spermatozoon with folded nucleus (N). Note the impaired appearance
of the acrosomal vesicle (VA). 24000x.






224 MORFOLOGIA ESPERMATICA EN PORCI

LAMINA 63 / LAMINA 63 / PLATE 63
Microscopia electronica de transmissié. Malformacions de la cua.
Microscopfa electrénica de transmisién. Malformaciones de la cola.

Transmission electron microscopy. Tail malformations.

FiG. 1. Seccié transversal de la regié anterior de la peca intermédia. Observi’s I'elevat desenvolupament del citoplasma periferic
(PC) disposat entre el plasmalemma (P) i la beina mitocondrial (BM). Seccién transversal de la regién anterior de la pieza inter-
media. Obsérvese el elevado desarrollo del citoplasma periférico (PC) dispuesto entre el plasmalema (P) y la vaina mitocondrial
(BM). Cross-section of the anterior region of the midpiece. Note the highly developed peripheral cytoplasm (PC), located between the
plasmalemma (P) and the mitochondrial sheath (BM). 45000x.

FiG. 2. Secci6 transversal de la regié posterior de la peca intermédia. Observi’s I'elevat desenvolupament del citoplasma pe-
riftric (PC) disposat entre el plasmalemma (P) i la beina mitocondrial (BM). Seccién transversal de la regién posterior de la picza
intermedia. Obsérvese el elevado desarrollo del citoplasma periférico (PC) dispuesto entre el plasmalema (P) y la vaina mito-
condrial (BM). Cross-section of the posterior region of the midpiece. Note the highly developed peripheral cytoplasm (PC), located between
the plasmalemma (P) and the mitochondrial sheath (BM). 80000x.

FIG. 3. Seccié transversal de la regié posterior de la pega intermédia. Observi's I'elevat desenvolupament del citoplasma peri-
feric (PC) i la formacié d’una gran evaginacié citoplasmatica digitiforme (EC). Seccion transversal de la regién posterior de la
pieza intermedia. Obsérvese el elevado desarrollo del citoplasma periférico (PC) y la formacién de una gran evaginacion cito-
plasmdtica digitiforme (EC). Cross- section of the posterior region of the midpiece. Note the highly developed peripheral cytoplasm (PC)
and the formation of a great digitiform cytoplasmic evagination (EC). 45000x.

Fic. 4, 5. Seccions transversals de la porcié medioposterior de la pega principal. Observi’s la preséncia de vaciiols citoplasmatics
(V) que provoquen una deformaci6 axonematica que afecta els doblets de microuibuls periferics 4, 5 o 6. Secciones transversales
de la porcién medio-posterior de la pieza principal. Obsérvese la presencia de vacuolas citoplasmdticas (V) que provocan una de-
formacién axonemdtica que afecta a los dobletes de microtibulos periféricos 4, 5 6 6. Cross-sections of the mid-posterior part of the
principal piece. Note the presence of cytoplasmic vacuoles (V) which provoke an axonemal deformation affecting the peripheral mi-
crotubule doublets 4, 5 or 6. Figura 4, 61000x; figura 5, 70000x.

FIG. 6. Seccié transversal de la regi6 distal de la peca intermédia (PI) d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica
distal (GC). Observi's la preséncia d’'un gran vaciiol (V) dins la gota citoplasmatica. Seccién transversal de la region distal de la
pieza intermedia (PI) de un espermatozoide inmaduro con gota citoplasmdtica distal (GC). Obsérvese la presencia de una gran
vacuola (V) dentro de la gota citoplasmarica. Cross-section of the distal region of the midpiece (PI) of an immature spermatozoon with
a distal cytoplasmic droplet (GC). Note the presence of a voluminous vacuole (V) within the cytoplasmic droplet. 30000x,

FiG. 7. Seccié transversal de la regié inicial de la peca intermeédia (PI) d’un espermatozoide immadur amb gota citoplasmatica
proximal (GC). Observi’s la preséncia de grans vactiols (V) dins la gota citoplasmatica. Seccién transversal de la region inicial de
la pieza intermedia (PI) de un espermatozoide inmaduro con gorta citoplasmdtica proximal (GC). Obsérvese la presencia de grandes
vacuolas (V) dentro de la gota citoplasmdtica. Cross-section of the top region of the midpiece (PI) of an immature spermatozoon with
a proximal cytoplasmic droplet (GC). Note the presence of voluminous vacuoles (V) within the cytoplasmic droplet. 30000x.
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LAMINA 64 / LAMINA 64 / PLATE 64
Microscopia electronica de transmissié. Malformacions de la cua.
Microscopia electrénica de transmisién. Malformaciones de la cola.

Transmission electron microscopy. Tail malformations.

FiG. 1. Seccié transversal de la peca de connexié on s'observa la preséncia d’un gran vaciiol (V) disposat per sota del plasma-
lemma (P). Seccién transversal de la pieza de conexién donde se observa la presencia de una gran vacuola (V) dispuesta bajo el
plasmalema (P). Cross-section of the connecting piece showing the presence of a voluminous vacuole (V) located below the plasmalemma
(P). 60000x.
FiG. 2. Seccié transversal de la regié medial de la pega intermédia. Observi’s la preséncia d’un gran vaciol (V) disposat enfront
del doblet de microtiibuls periférics niimero 7 i que provoca una notable deformacié de la beina mitocondrial (BM). Seccién
transversal de la regién medial de la pieza intermedia. Obsérvese la presencia de una gran vacuola (V) dispuesta en frente del
doblete de microtibulos periféricos niimero 7 y que provoca una notable deformacién de la vaina mitocondrial (BM). Cross-section
of the mid-region of the midpiece. Note the presence of a voluminous vacuole (V) located in front of the peripheral microtubule doublet
number 7, which provokes a noticeable deformation on the mitochondrial sheath (BM). 75000x.
FIG. 3. Seccié transversal de la regié anterior de la pega principal. Observi’s la preséncia d’un gran vaciol (V). La beina fibrosa
(BF) provoca una lleugera deformacié del perfimetre circular del vaciol. Seccién transversal de la regién anterior de la pieza
principal. Obsérvese la presencia de una gran vacuola (V). La vaina fibrosa (BF) provoca una ligera deformacién del perfmetro
circular de la vacuola, Cross-section of the anterior region of the principal piece. Note the presence of a voluminous vacuole (V). The
fibrous sheath (BF) provokes a slight deformation of the circular perimeter of the vacuole. 90000x.
FIG. 4. Seccié transversal de la regié anterior de la pega principal. Observi’s el procés d’expulsié del vaciiol (V) que tinicament
manté el contacte amb la pega principal mitjangant un delicat pont citoplasmatic (PC). Seccién transversal de la regién anterior
de la pieza principal. Obsérvese el proceso de expulsién de la vacuola (V) que tinicamente mantiene contacto con la pieza principal
por medio de un delicado puente citoplasmitica (PC). Cross-section of the anterior region of the principal piece. Note the process of the
shedding of the vacuole (V), which only maintains contact with the principal piece by a slender thread of cytoplasm (PC). 47 000x.
FIG. 5. Secci6 transversal de la regié anterior de la peca principal. Observi's la pérdua de contacte entre el vaciiol (V) i la peca
principal (PP). Seccién transversal de la regién anterior de la pieza principal. Obsérvese la pérdida de contacto entre la vacuola (V)
y la pieza principal (PP). Cross-section of the anterior region of the principal piece. Note the loss of contact between the vacuole (V) and
the principal piece (PP). 75000x.
FiG. 6. Seccié longitudinal de la pega de connexié. Observi’s la formacié d’un vaciiol a partir del doblegament d’una evaginacié
citoplasmatica digitiforme sobre si mateixa (EC). Aquesta evaginacié citoplasmatica es produeix en la zona limit entre el cap i
la peca de connexié. Seccién longitudinal de la pieza de conexién. Obsérvese la formacién de una vacuola a partir del doblamiento
de una evaginacién citoplasmdrica digitiforme sobre si misma (EC). Esta evaginacién citoplasmdtica se produce en la zona limite
entre la cabeza y la pieza de conexién. Longitudinal section of the connecting piece. Note the formation of a vacuole caused by the folding
of a digitiform cytoplasmic evagination over itself (EC). This cytoplasmic evagination is found in the region of the boundary between the
head and the connecting piece. 45000x.
Fic. 7. Seccié longitudinal de la zona limit entre el cap i la pega de connexié. Observi’s la preséncia d’una evaginacié cito-
plasmitica digitiforme molt desenvolupada (EC). Seccién longitudinal de la zona limite entre la cabeza y la pieza de conexién.
Obsérvese la presencia de una evaginacién citoplasmdtica digitiforme muy desarrollada (EC). Longitudinal section in the region af
gaeobggndary between the head and the connecting piece. Note the presence of a highly developed digitiform cytoplasmic evagination (EC).
x.
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LAMINA 65 / LAMINA 65 / PLATE 65
Microscopia electronica de transmissié. Malformacions de la cua.
Microscopia electrénica de transmisién. Malformaciones de la cola.

Transmission electron microscopy. Tail malformations,

FIG. 1. Seccions transversals de la regié medioposterior de la peca de principal on s’observa 'abséncia de la parella de mi-

crotiibuls centrals en una de les seccions (—). Secciones transversales de la regién medio-posterior de la pieza principal donde se

observa la ausencia de la pareja de microtibulos centrales en una de las secciones (—). Cross sections through the mid-posterior region

of the principal piece showing the absence of the central microtubule pair in one of the sections (—). 140000x,

FiG. 2. Seccié transversal de la regié anterior de la pega intermeédia on s’observa I'abséncia del doblet de microtiibuls periferics

nimero 9 (—*). Seccién transversal de la regién anterior de la pieza intermedia donde se observa la ausencia del doblere de

microtibulos periféricos nimero 9 (—*). Cross-section of the anterior region of the midpiece showing the absence of the peripheral
microtubule doublet number 9 (—). 100000x.

FiG. 3. Secci6 transversal de la regi6 anterior de la pega intermédia on s'observa I'abséncia del doblet de microtibuls periferics

niimero 6 (—*). Seccién transversal de la regién anterior de la pieza intermedia donde se observa la ausencia del doblete de

microtiibulos periféricos nimero 6 (—*). Cross-section of the anterior region of the midpiece showing the absence of the peripheral
microtubule doublet number 6 (—). 100000x.

FiG. 4. Seccié transversal de la regié anterior de la pega intermedia on s'observa I'abséncia del doblet de microtibuls periferics

niimero 8 (—). Observi’s també I'elevada tumefaccié de la beina mitocondrial i que la membrana mitocondrial interna (IM) no

presenta cap tipus de replegament i es disposa paral-lela a la membrana mitocondrial externa (EM). Seccién transversal de la

regién anterior de la pieza intermedia donde se observa la ausencia del doblete de micronibulos periféricos niimero 8 (—*). Obsér-

vese también la elevada tumefaccién de la vaina mitocondrial y que la membrana mitocondrial interna (IM) no presenta ningtin

tipo de repliegue y se dispone paralela a la membrana mitocondrial externa (EM). Cross- section of the anterior region of the midpiece

showing the absence of the peripheral microtubule doublet number 8 (—). Also note the extreme swelling of the mitochondrial sheath, and
that the inner mitochondrial membrane (IM) has no type of folding, and is parallel to the outer mitochondrial membrane (EM). 80000x.

FiG. 5. Seccié transversal de les peces intermédia (PI) i principal (PP) d’un espermatozoide amb la cua doblegada. Observi’s

I'abséncia dels doblets de micronibuls periferics niimeros 5 i 6 (—) en la seccié de la pega intermedia i, 'abséncia d’estructura

axonematica en la seccié de la pega principal. Seccién transversal de las piezas intermedia (PI) y principal (PP) de un espermato-

zoide con la cola doblada. Obsérvese la ausencia de los dobletes de microtiibulos periféricos niimeros 5 y 6 (—) en la seccién de la

pieza intermedia y, la ausencia de estructura axonemdtica en la seccién de la pieza principal. Cross-section of the midpiece (PI) and
principal piece (PP) of a spermatozoon with a folded tail. Note the absence of the peripheral microtubule doublets numbers 5 and 6 (—)

in the midpiece section and the absence of axonemal structure in the principal piece section. 50000x,

FIG. 6. Seccié transversal de la cua d’un espermatozoide amb la cua enrotllada. Observi’s la desorganitzacié de I'estructura

axonematica (DA) de les diverses seccions de la pega principal. Seccién transversal de la cola de un espermatozoide con la cola

enrollada. Obsérvese la desorganizacién de la estructura axonemdtica (DA) de las diversas secciones de la pieza principal. Cross-

section of the tail of a spermatozoon with a coiled tail. Note the disorganisation of the axonemal structure (DA) of the different sections of
the principal piece. 20000x.
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LAMINA 66 / LAMINA 66 | PLATE 66
Microscdpia electronica de transmissié. Malformacions de la cua.
Microscopfa electrénica de transmisién. Malformaciones de la cola.

Transmission electron microscopy. Tail malformations.

FiG. 1. Seccié transversal de la regié anterior de la pega intermédia. Observi’s la preséncia d’un petit mitocondri (M) situat entre
el plasmalemma (P) i la beina mitocondrial (BM). Secci6én transversal de la regién anterior de la pieza intermedia. Obsérvese la
presencia de una pequefia mitocondria (M) situada entre el plasmalema (P) y la vaina mitocondrial (BM). Cross-section of the an-
terior region of the midpiece. Note the presence of a small mitochondrion (M) located between the plasmalemma (P) and the mito-
chondrial sheath (BM). 75000x.

FiG. 2. Seccié transversal de la regié medial de la pega intermédia. Observi's la preséncia d’alguns mitocondris supernumeraris
(M) situats entre el plasmalemma (P) i la beina mitocondrial (BM). Seccién transversal de la regién medial de la pieza intermedia.
Obsérvese la presencia de algunas mitocondrias supernumerarias (M) situadas entre el plasmalema (P) y la vaina mitocondrial
(BM). Cross-section of the mid-region of the midpiece. Note the presence of some additional mitochondria (M) located between the
plasmalemma (P) and the mitochondrial sheath (BM). 60000x.

FIG. 3. Seccid transversal de la regié anterior de la pega intermeédia. Observi’s la preséncia de nombrosos mitocondris su-
pernumeraris (M) situats entre el plasmalemma (P) i la beina mitocondrial (BM). Seccién transversal de la region anterior de la
picza intermedia. Obsérvese la presencia de numerosas mitocondrias supernumerarias (M) situadas entre el plasmalema (P) v la
vaina mitocondrial (BM). Cross-section of the anterior region of the midpiece. Note the presence of abundant additional mitochondria
(M) located between the plasmalemma (P) and the mitochondyial sheath (BM). 75000x,

Fic. 4. Seccié longitudinal de la pega de connexid i de la regid anterior de la peca intermédia. Observi’s I'elevada tumefaccié (T)
dels primers mitocondris de la beina mitocondrial. Seccién longitudinal de la pieza de conexién y de la regién anterior de la picza
intermedia. Obsérvese la elevada tumefaccién (T) de las primeras mitocondrias de la vaina mitocondrial. Longitudinal section of the
connecting piece and the anterior region of the midpiece. Note the extreme swelling (T) of the first mitochondria of the mitochondrial
sheath. 45000x.

FiG. 5. Seccié longitudinal de la pega de connexié i de la regié anterior de la peca intermedia. Observi’s la distribucié en dues
capes de mitocondris que formen la beina mitocondrial (BM). Seccién longitudinal de la pieza de conexién y de la regién anterior
de la pieza intermedia. Obsérvese la distribucién en dos capas de mitocondrias que forman la vaina mitocondrial (BM). Longitu-
dinal section of the connecting piece and the anterior region of the midpiece. Note the arrangement of the double layer of mitochondria
[forming the mitochondrial sheath (BM). 40000x,

FIG. 6. Seccié transversal de la regié anterior de la pega intermédia. Observi's el contorn fistonejat (—) atribuible al menor gruix
i a la major fragilitat dels mitocondris que conformen la beina mitocondrial. Seccién transversal de la regién anterior de la pieza
intermedia. Obsérvese el contorno festoneado (—*) arribuible al menor grosor y a la mayor fragilidad de las mitocondrias que
forman la vaina mitocondrial. Cross- section of the anterior region of the midpicce. Note the festooned contour (—) attributable to the
lesser thickness and greater fragility of the mitochondria which form the mitochondrial sheath. 70000x.

FIG. 7. Seccié transversal de la regié posterior de la peca intermedia. Observi’s I'elevada tumefaccié (T) de la beina mito-
condrial. Seccién transversal de la region posterior de la pieza intermedia. Obsérvese la elevada tumefaccién (T) de la vaina
mitocondrial. Cross-section of the posterior region of the midpiece. Note the extreme swelling (T) of the mitochondrial sheath. 90000x.
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LAMINA 67 / LAMINA 67 / PLATE 67
Microscopia electronica de transmissié. Cél-lules somatiques presents en I'ejacular.
Microscopia electrénica de transmisién. Células somdticas presentes en el ejaculado.
Transmission electron microscopy. Somatic cells present in the ejaculate.

FiG. 1. Aspecte general d’'una cél-lula somatica fagocitica. LB, ldobul nuclear; EC, eucromatina; HC, heterocromatina; CV, cito-
plasma altament vesiculat; PI, seccié transversal de la pega intermédia d’un espermatozoide. Aspecto general de una célula
somdtica fagocitica. LB, l6bulo nuclear; EC, eucromatina; HC, heterocromatina; CV, citoplasma altamente vesiculado; PI, seccién
transversal de la pieza intermedia de un espermatozoide. General view of a phagocytic somatic cell. LB, nuclear lobule; EC, euchro-
matin; HC, heterochromatin; CV, highly vesiculated cytoplasm; PI, cross-section of a spermatozoon’s midpiece. 19000x.

FiG. 2. Aspecte general d’'una ctl-lula somatica fagocitica amb una elevada activitat nuclear. Nu, nucléol; EC, eucromatina; HC,
heterocromatina; CV, citoplasma altament vesiculat; PI, seccié transversal de la peca intermédia d’un espermatozoide. Aspecro
general de una célula somdrica fagocitica con una elevada actividad nuclear. Nu, nucléolo; EC, eucromatina; HC, heterocromatina;
CV, citoplasma altamente vesiculado; PI, seccién transversal de la pieza intermedia de un espermatozoide. General view of a
phagocytic somatic cell with high nuclear activity. Nu, nucleolus; EC, euchromatin; HC, heterochromatin; CV, highly vesiculated
cytoplasm; PI, cross-section of a spermatozoon’s midpiece. 12500x.
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LAMINA 68 / LAMINA 68 / PLATE 68
Microscdpia electronica de transmissié. Bacteris Gram-negatius presents en I'ejaculat.
Microscopfa electrénica de transmisién. Bacterias Gram-negativas presentes en el ejaculado.
Transmission electron microscopy. Gram-negative bacteria present in the ejaculate.

FiG. 1, 2, 3. Seccions longitudinals de bacteris bacil-lars Gram negatius. CB, coberta; aN, irea nuclear. Secciones longitudinales
de bacrerias bacilares Gram-negativas. CB, cubierta; aN, drea nuclear. Longitudinal sections of Gram-negative bacillar bacteria. CB,
cell envelope; alN, nuclear area. Figura I, 40000x; figura 2, 25000x; figura 3, 31500x,

FIG. 4, 5, 6. Seccions transversals de bacteris bacil-lars Gram negatius. CB, coberta; aN, irea nuclear. Secciones transversales de
bacterias bacilares Gram-negativas. CB, cubierta; aN, drea nuclear. Cross-sections of Gram-negative bacillar bacteria. CB, cell enve-
lope; aN, nuclear area. 63000x.

FiG. 7, 8. Seccions de colonies de bacteris més (figura 7) o menys (figura 8) desenvolupades. Observi’s 'ordenada disposicié
dels bacteris apilats sobre I'eix longitudinal de la c&l-lula. CB, coberta; aN, area nuclear. Secciones de colonias de bacterias mis
(figura 7) o menos (figura 8) desarrolladas. Obsérvese la ordenada disposicién de las bacterias apiladas sobre el ¢je longitudinal de
la célula. CB, cubierta; aN, drea nuclear. Sections of more (figure 7), or less-developed (figure 8), bacterial colonies. Note the methodical
arrangement of the bacteria piled over the longitudinal axis of the cell. CB, cell envelope; aN, nuclear area. Figura 7, 20000x; figura 8,
31500x.
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