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RE SUME

Mediante la técnica de refecundacifin in vitro se ha
estudiado el comportamiento de la membrana plasmatica de
huevos fecundados de hamster frente a espermios hetertlogos.

Los huevos de hamster se obtuvieron de hembras cruza-
das o inseminadas artificialmente entre cinco y 18 horas
post-inseminacifbn. Estos huevos fueron tratados enzimati-
camente para eliminar las células del clmulo 6oforo y disol
ver la zona pelicida y luego se inseminaron con espermios
de cobayo o ratbn previamente capacitados. Después de 1.5
horas de incubacibn los huevos se ohservaron con el micros-
copio de contraste de fases. “La evidencia de refecundacian
fué la presencia de una o varias zonas de dispersifn de cro
matina del espermio hetertlogao.

Se encontrd que los huevos de hamster son refecundables
con espermios de ratbn hasta 8 horas post-inseminacifn y con
espermios de cobayo son refecundables hasta 14 horas post-in
seminacibn. En ambos casos el periodo de refecundacifn es
significativamente menor gue aguel encontrado por Usul y VYa
nagimachi (1976) para la refecundacitn hombloga. La refecun
dacitn se relaciornf con el desarrollo del pronicleo macho

producto de la fecundacibn.
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£l estudio ultrastructural demostrd que hay cambios a
nivel de la membrana plesmatica ovular como consecuencia de
la fecundacifn. Estos cambios se evidencian antes para los
espermios heterdlogos que para los homfilogos, e incluso para
algunos espermios hetertlogos antes que rara otros. La dig
persifn de la cromatina espermética en cambio no es especie-
especifica vy ocurre siempre cuando ha habido fusitn de mem-

branas gaméticas.
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INTRODULGION

En 1951 tanto Austin como Chang comunicaron indepen-
dientemente Jue los espermatozoides evaculados de mamiferaos
debian permanecer por algunas horas en el tracto genital de
la hembra como un prerequisito para adquirir su capacidad
fertilizante.

En sus experimentos Austin (1951), depositd nuirlrgi-
camente espermatozoides poco tiempo después de la ovulacién,
en el saco periovarico de 1a rata. E1 observd que la chun~
dacifn comenzaha 4 horas después de la inseminacifn a pesar
de encontrar espermatozoides alrededor de los huevos a8 1 hora
post-inseminacitn. Obtuvo resultadns similares cuando en
vez de usar la técnice de la ‘inseminacifin arlificial dejoé
fque los animales se cruzaran espontaneamente después de la
ovulacién (Austin, 1952). Chang (1951) en cambio, insemin®
artificialmente conejas antes y después de la ovulaci6n, rea
lizando autopsias %6 horas més tarde. El encontro nue al
realizar las inseminaciones 4 horas antes de la ovulacibn
obtenia huevos fecundados. Sin embarpgo, cuando las insemi
naciones las realizaba 2 horas antes o despufs de la ovula-
cién, ningOn huevo aparecia fecundado. E1 interpretd estos

resultades como indicadores de la necesidad que tenian los
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egpermatozoides de permanecer un minimo de horas en la via
genital de la hembra para adquirir su capacidad fecundante.
31 inseminar las hempras después de la ovulacifin, los huevos
se hacian impenetrables a los espermatonzoides antes que es-
tos adquirieran su capacidad fértil. Chang (1955) confirmb
estos hallazgos al obtener altos porcentajes de fecundaci@n
en hembras inseminadas después de la ovulacibn, pero con es
permatozoides previamente incubados por 12 horas en el (tero
de ptra hembra en estro.

Fustin (1952) llamd a este fenGmeno "capacitaci6n esper
mética", sin pronunciarse sobre sus caracteristicas y sdlo
suponiendo que durante la permanencia de los espermatoznides
en 1a via genital ellos debian sufrir cambios fisiologicaos
que los '"capacitaran" para fecundar. Este hecho se ilustra
mejor con la siguiente cita: "It is uncertain what capacita
tion involves, but it seems to take place in at least 72 hrs.
in the rat and 4 hrs. in the rabbit" (Austin y Bishop, 1957,
p.BL4). La necesidad de capacitacién ha sido establecida ex-
perimentalmente en otras esnecies de mamiferos, tales como

h=mster rorado (Strauss, 1956; Chang y Sheaffer, 1957), gato

(Hamner, Jennings y Sojka, 1970), oveja (Mattner, 1963) vy
cerdo (Hunter y Dziuk, 1968), etc.
Los primeros estudios realizados en conejo, orientados

a estudiar las condiciones ambientales en que ocurre la capa-
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citacibn, establecieron fgue las secreciones del Otero (Chang,

1955) vy del oviducto (ldams y Chang, 1962) son esenciales puo

2 ’

ra este Fenémeno; mls aln, se comprohdé gue ambas actlan siner
gisticemente (dedford, 1969). Esta actividad capacitadora
parece estar bajo la influencia de las hormonas esterpoidales.
Los estrbgenos, sin ser esenciales (Chang, 1958), la favo
recen (Soupart, 1967), en cambio,la progesterona tiene un fuer
te efecto inhibitorio sobre la actividad capacitadofa del Ote
ro (uhang, 1958) pero no sobre la del oviducto (Hedford, 1972a).
Los componentes macromoleculares de las secreciones ute
rinas parecerian ser esenciales en la adguisicién de la capa-
citacifn debideo a que espermatoznides puestos en un filtro
"Millipore" de tamafio de poro conocido e incubados en el Gte_
ro de una hembra en estro no logran capacitarse (Uilliams,
Weinman y Hamner, 1%64). La identificaci6n de estos componen
tes no ha sido posible aldn en el conejo, sin embargo, como
veremos mas adelante se ha ohtenido gran cantidad de informa

cién con estudios realizados in vitro en otras rspecies de

mamiferos.

Yanagimachi y UChang <196b) fecundaron por primera vez
oocitos de hamster in vitro mezclando espermios epididimarics
con el liquido del oviducto que acompafiaba a los nocitos.

Iéas térde, Oarros y Austin (1967) fecundaron in vitro oncltos

de hamster recuperados del ovario con espermios epididimarios
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suspendidos en liguide folicular y el oviducto. Estos re
sultados indicacan que se podia prescindir de las secreciones
de la via genital de la hembra para obtener capacitacién.

Més aln, =e ha podido cepacitar espermios de hamster in vitro
incubéndolos en liguido folicular de la vaca (Yanagimachi,
196%9a; Barros y Garavagno, 1970) del rattn y la rata (Yana-
gimachi, 1969a) y en fluido del nviducto de la rata (Harros,
1968) v del conejo (Iwamatsu y Chang, 1972). Harros y Gara-
vagno (1570) y Yanagimachi (1970b) cepacitaron espermios de
hamster in vitro con suero sanguineo homblogo y heterblogo.
Es prnbable gue todos los fluldos utilizados para ob-
tener capacitacién tengan prnpiedades nuimicas comunes, vy que
el factor ygue induce la capzacitacion no sea sintetizado en el
tracto yenital de la hembra sino gque sea transportado a este
lugar por el torrente sanquineo (darros y Garavanno, 1570).
Las macromoléculas del suero son aparentemente importantes
en la capacitacién y de ellas se ha comprobado que la frac=~
cibn albimina es en algunas especies la mas necesaria (hams-
ter: VYanagimachi, 1970b; Lul y Meizel, 1377; raton: Hiya-
moto y Chang, 1573; humano: 0Oarros, Gonzalez, Herrera vy
Bustos-Ubregbn, 1978).

Estudios de capacitacitn in vitro en medios quimicamen

te definidos han contribufdo 4 una mejor comprensifn de este

complejo prablema. Asi, Havister (1969) fecundb huevos de
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hamster in vitro con espermios eyaculados manteniéndolaos
en solucién Tyrode enricguecida con albimina sérica y piru-
vata de sodio. 5in embargo, Bavister no tomb 1a precaucibn
de asegurarse fue en el medio no habia ligquido del oviducto
como contaminante y éste bién podria haber sido el respon-
sable de permitir la capacitacién espermética.

Oocitos de ratfn, cuyas chdlulas del cOmulo se elimina
ron con hialuronidasa, no se fecundaron cuando ge incubaron
con espermios en medio Krebs-Ringer bicarhonasto con glucosa
(medio bésico). 5i este medio se enriquecia con 1M de piru
vato de sodio, se obtenia un 25% de fecundacién. FPorcentajes
de fecundacibn més altops (60} - 86%) se obtuvieron cuando al
medio de cultivo se le agregd alblmina sérica. Finalmente,
al enriguecer el medio bésico con alb(mina sérica, piruvato
de sodio y lactato de sodio se pudo acortar el tiempo de ca-
pacitaciébn de 2 a 1 hora, sin disminucion de la iasa de fecun
dacién (Miyamoto y Chang, 1973). En la rata por otra parte,
Toyoda y Chang (1974a y b) capacitaron espermios en un medio
de cultivo que tenia albdmina sérica y un cuociente Na/bK mbs
bajo que en los fluidos corporales. También se ha nodido ca
pacitar espermatozoides humanos en medios quimicamente defi-
nidos con albimina sérica (Yanagimachi, Yanagimachi y Rogers
1576) en un periocdo de mé&s de 7 horas. FEste tiempo pudo ser

acortado a menas de una hora al aumentar =1 contenido de albg
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mina sérica de 1 mg/ml a 35 mg/ml (Barros, Gonzélez, Herre
ra y Bustos-Ubregbn, 1978 vy 1379). En el cobayo se ha podi
do obtener espermios cepacitados tanto en medios oue contie
nen albimina (Yanagimachi, 1972a y b) como en soluciones
salinas sin macromoléculas (Barros, Herrios y Herrera, 1973).
Hesultados diferentes se han obtehidu con espermios de torao
y perro. Los primerpos deben ser incubados en el oviducto
de vaca aislado guirirgicamente (Iritani y Niwa, 1977) vy los
segundos se tienen que incubar en presencia de husvos en cg
mulo (Mahi y Yanagimachi, 1976) para nbtener capacitacifn.

Es interesante destacar en este momento que hasta la
fecha no ha sido posible capacitar espermatozoides de conejo
in vitro ya sea en medios quimicamente definidos o con fluidos
corporales complejos (Bedfnrd, 1370a y b). Fazreceria que el
espermatozoide de conejo es més bién uﬁa excepcifin a la regla
y que la capacitacibn espermé&tica depende mas del conjunto
de condiciones fisico-guimicas que de un factor inductor es-
pecifico de 1a capacitacibn (Bévister, 1969; Barros, 1974).
Por otra parte resulta claro que la capacitscién in vivo en
la via genital de la hembra esté relacionada con un ordena-
miento cronolbgico de los cambios gue deben experimentar los
espermatozoides en relacibn a8l momento de la ovulacitn y fe-
cundacibn. El1 tracto genital aseguraria 12 capacltacion al
momento apropiado pﬂré conseguir la mgs alta tasa de fecunda-

cibn (Barros, 1974).
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Cambios morfolégicos v fisol6gicos que ocurren durante la

capacitacifén.

Hasta el presente no se ha podido identificar ningin
fentmeno biolbgico que pueda considerarse ineguivocamente
como representativo de la capacitacitn espermfética (ver Ra-
rros, Garavagno y Berrios, 1974). 5in embargo, se ha podi-
do identificar cambios que sufre el espermio durante el tiem
po YJue transcurre entre la eyaculacibn y la fecundsacidn.

Los cambios mejor estudiados son:

a) aglutinacidn, b) activacibn, y c) reaccibn del acrnsoma.

Aglutinacibn:

5e ha observado que los espermios de alqunas especies
de mamiferos por ejemplo hamster o cobayo se aglutinan cuan
do se incuban in vitro en fluidos corporales o snluciones fi
siolégicas sintéticas (Yanagimachi, 1965hb; Barros, 1974).
En el hamster esta aglutinacién aparece y se mantiene duran-
te las 2 primeras horas de incubacifn desnués de las cuales
los espermios se liberan. Los espermios se unen por sus re-
giones acros6micas o regifn acrosfmica de uno con regién post-
acrosbmica del otro. Los puntos de contacto pueden iiesplazar-
se debido al movimiento flagelar npero nunca hay unifin entre 2
regiones post-acrosfmicas (Yanagimachi, 1969b). La aglutina-

cifin no es de tipo inmunolégico y es probable que la unifn de
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los espermios puede estar dada por cambios que ocurren en
la superficie esperméatice durante la incubacifin., 35in em-
bargo, Yanagimachi, Nicelson, Node y Fujimoto (1973) usan-
do técnices de marcaje con hidroxido de fierro coloidal no
encontraron diferencias en la distribucién de cargas de su-
perficie en espermios de hamster frescos o capacitados.

be ignor:2 51 este fenbBmeno es una etapa importante o
necesaria en la capacitacibn. Hedford (1970b) encontrd gue
los espermios humanos y de primates sub-humanaos no muestran
la tendencia a la aglutinacifn. Dado que la capacitacifin de
dichos espermios no seria diferente & 13 de otros mamiferos
gque si se aglutinan, se podria pensar que dicho evento no es
esencial en los cambios que debe sufrir el espermio para po-

der fecundar.

Activacidn:

Yanagimachi (196%b y 1970b) encontrd que espermios de
hamster al desaglutinarse después de ¢ a 3 horas de permanen-
cia en el medio de capacitacion, exhiben un movimiento en que
el flagelo bate con gran amplitud y alta frecuencia. Un fend
meno similar fué descrito por Harrcos, berrios y Herrera (1973),
al incubar es_ermios de cobayo en medio BMOC-2 (Lrinster, 1971)
sin macromoléculas. Recientemente Katz, Yanagimachi y Oresdner

(1978) reestudiaron este fenbmeno con microcinematngrafia de
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alta velocidad en espermios de hamster y cobayo activados y
no activados. Ellos encontraron que el hatir de la cola del
espermio no activado es de baja amplitud vy alta frecuencia,
mientras que el espermio activado tiene un movimiento flage-
lar de gran amplitud pero de baja frecuencia. Luego calcu-
laron la potencia hidrodinémica desarrnllada por los espermios
frescos e incubados encontrando valores nue no son significa
tivamente diferentes. FEn el espermio recién eyaculado la no
tencia estd dada por un batir de alta frecuencia, lo cual le
confiere movimiento de évance. Por el contrario el movimien
to del espermio activado no es progresivo, es un movimiento
amplio QUE abarCa una gran superficie hacia los lados del eg
permio lo cual aumenta la probebilidad de contactao de éste
con las envolturas del huevo. A su vez, este movimiento le
da al espermio mayor fuerza de penetracitn. Esto concuerda
con la posicidn de Bedford (19728), quién postula fue la acti
vacibn probablemente le confiere al espermio la fuerza nece-
saria para penetrar a la zona pel(icida.

La activacibn debe ser un cambio importante que ocurre
durante la cspacitacibn porgue se observa siempre al incubar
espermios en medios que la permiten y no se obhserva en medios
en los cuales no ocurre la capacitacibn. S5in embargo, la ac-
tivacibn no es una manifestacitn directa de capacitacién. De

ser asi, espermios activados con acrosoma intacto deberian ser
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capaces de fecundar oocitos desprovistos de zona pelficida.
Harros y Berrios (1577) incubaron espermios de hamster en
un medio de composicibn quimica definida sin macromoléculas,
que permitia mantener temporalmente espermios activadaos sin
que estos sufrieran la reaccitn del acrosoma. Estos esper
mios eran capaces de adherirse fuertemente a la membrana
plasmética de huevos de hamster sin zona pero nunca, inclu-
so después de incubaciones largas,se produjo fusibn gamética.

Yanagimachi (196Sb) encontré gue en el liguido folicu-
lar de bovino hay una fraccién gue es dializable y termoes-
table a los 9OQE, la que tiene la propiedad de estimular la
motilidad espermética. Mahi y Yanagimachi (1573) demostra-
ron que la activacibn espermé&tica es dependiente de la tem-
peratura, asi espermios de namster incubados a 409C se acti-
van en 2,5 horas, en cambio a 232C se activan en 12 horas.

Es posible que los cambios que se producen en la su-
perficie espermética durante las primeras etapas de la incu
bacibn puedan modificar la disponibilidad de metabolitos

exbgenos y esto a su vez provocar la activacibn (Barros, 1974).

Reaccibn del acrosoma:

Austin y Bishop (1958 a,b,c) describieron cambios mor-
folbgicos que sufre la cabeza del espermio de mamiferos duran

te el paso por el tracto genital femenino o por las envolturas
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del hueva. Ellos encontraron gque el acrosoma del espermio
de varias especies de roedores se hincha y luego se despren
de, fenbmeno gue se denomind resccibn del acrosoma. Esta
reaccion se ha podido estudiar en experimentos realizados in
vitro observéndose que ella ocurre inmediatamente después
de la activacitn espermética. 0Desde un punto de vista ultra-~
estructural se ha observado queresta reaccibfn se produce por
miltiples rupturas de la memprana plasméitica y acrosbtmica ex
terna, las gue posteriormente se fusionan entre si dejando
una estructura ferestrada. Este proceso lleva a la formacifin
de vesiculas cuya membrana esté& formada por membrana plasm&-
tica y acrosbmica externa. Entre vesicula y vesicula se es-
tablece una comunicacibén entre el interior del acrosoma y el
medio extracelular lo que permitiria la difusién de enzimas
acrosomicas (Barros, Bedford, Franklin y Austin, 1567 y Frank
lin, Barros y Fussel, 1970). La reaccibn ocurre en todo el
acrosoma excepto en la regién del segmento ecuatorial, la gue
permanece, por un tiempo al menos, sin reaccionar. En el ex-
tremo més anterior de este segmento se fusionan los bordes de
la membrana plasmética y acrosfmica externa aseguréndose asi
la continuidad de membrana en el espermio. Como consecuencia
de la reaccibn del acrosocma queda expuesta la membrana scro-
sbmica interna en la parte anterior del espermio.

Yanagimachi (1965b) aislf wuna fraccibn macromolecular

del liqguido folicular de bovino, la gue no dializa y es termo-
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18bil a S00C. Esta fraccibn tenis la propiedad de inducir
la reaccitn del acrosoma de espermios de hamster. En el
suero sanguineo se ha encohtradm también un componente ma-
cromolecular cuya presencia es necesaria para la reaccibn
del acrosoma y gue parece ser la albimina o alguna molécu-
la asociada con ella (Yanégimachi, 1970b). Lui y Meizel
(1877) confirmaron que la albdmina es importante en la in
duccibn de la reaccibén del acrosoma. Gin embargo, vieron
gue al hidrolizar la albdmina con pepsina no se perdia el
poder inductor de la reaccibn del acrosoma. Este hecho
llevd a Lui y Meizel (1977) a concluir que la reaccidn del
acrosoma depende més bién de una molécula asociada a la al-
blimina misma.

La necesidad del i4n Ca en la reaccibn del acrosoma de
espermios‘de mamiferos fué demostrada al incubar espermios de
cobayo en medio MCM (Barros, 1974) en el que se obtiene nor-
malmente porcentajes de reaccitn cercanos al 100 %. Cuando
se usaba ese mismo medio pero libre de ca*t se obtenia casi
un 100 % de inhibicién (HRarros, 197L4).

Por otra parte, Yanagimachi y Usui (197L4) confirmaron
que la reaccibn del acrosoma es calcio-dependiente al incu-
bar espermios de cobayo en un medio sin ca’" en el cual obtu
vieron activacibn pero no reaccitn. 5in embargo, inmediata-

mente después de agregar ca*t 1a mayor parte de los espermios
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sufrian la reaccifn del acrospma. En experimentos contro-
les, en.que los espermios no habilan sido preincubados, la
adicibn de Ca’ ™ no inducia la reaccién. Los autores sugie
ren que durante la incubacibn ocurririan cambios a nivel
de la membrana plasmébtica del espermio, como el desenmasca

. . 2 s . ++
ramiento o activacidn de sitios gue ligan o transportan Ca .

Dada la importancia del catt se nuede esperar gue
cualguier agente que favorezca el flujo de este i6n hacia el
interior de la célula, favoreceria la reaccifn acrostmica.
Rsi Talbot, Summers, Hylander, Keough y Franklin (1976) es-
tudiaron el efecto del ionéforo de Ca'’ A 23187, sobre esper
mios de eguinodermos y mamiferos. Los espermios de equino-
dermos sufrieron la reaccibn acrosotmica inmedistamente des-
pués de ser colocados en el medio que contenia el ion6foro.
En espermios de cobayo y de hamster el ion6foro reduce el
tiempo de incubacidén previo a la reaccibn pero no se puede
prescindir de ella. El efecto del iontforo sobre la reaccidn
del acrosoma es més claro por los resultados obtenidos con
espermios de hamster gque con los de cobayo y equinodermos,
debido a que los espermios de cobayo pueden reaccionar en 10
minutos manteniéndolos entre porta y cubreobjetos en un me-
dio de composicifn quimica definida (i#larros, Cerrios y Herre-

ra, 1973) y los espermios de equinodermos reaccionan inmedia

tamente en presencia de gelatina ovular o pH extracelular
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alto (Lollins y Epel, 1977).

La necesidad del flujo de Ca*t en la reaccién se ha
investigado estudiando las modificaciones del acrosoma en
presencia de hiamina. Este detergente, a una concentracion
de 0,003 %, induce la reaccitn en espermios de copayo =n 10
a 15 minutos. El1 efecto inductor de la hiamina se podia in-
hibir reversiblemente usando medios de cultivo carentes de
ca't (Yanagimachi, 1975). ligoding (1975) obtuvo resultados
similares trabajsndao con espermios de toro. Es probable gue
los detergentes actlen modificando componentes de la superfi
cie o camponentes estructurales de la membrana. Esto aumen-
taria la permesnilidad al Ea++, lo que a su vez provocaria la
reaccibén del acrosoma.

Finalmente se vid que agentes como Ng++ o pH bajo, gue
disminuyen el flujo de Ea++, bloguean la reaccibn, igual gue
la ausencia de Ca®* (Collins, Epel, 1977).

El nivel celular y el mecanismo preciso de accifn del
Ce** en la reacci6n del acrosoma se rlesconoce. Yanagimachi vy
Usui (1974) plantean que el Ca’t tal vez neutralice cargas ne
gativas existentes en la cara interna de la membrana plasma-
tica y externa de la membrana acrosbomica externa. Asi, al
neutralizarse las cargas, seria posible un acercamiento y pas

terior fusibn de las membranas. Segln Yanagimachi y Usui

(1974) otro mecanismo probable seria que el cat?t provodque en-
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trada de agua al acrosoma. Al hincharse éste, nuedaria su
membrana exterior muy cerca de la membrana plasmética pro-
duciéndose la fusi6n entre ambas. En los dos casos el meca
nismo planteado no seria suficiente porgue no basta con gue
dos membranas estén muy cerca para fusionarse.

Lucy (1375) plantea gue la reaccibfn del acrosoma se
debe a un acondicionamiento de las membranas gue ocurre du-
rante la incubacibn de los esﬁermius. Este acondicionamien-
to seria la introduccibn de inestabilidad en las membranas,
es decir una perturbacién de la bicapa lipidica, lo gue au-
mentaria su fluidez, permitiendo un reordenamiento de las
protefinas intrinsecas y la formacién de micelas lipidicas.
Al encontrarse dos &reas micelares suficientemente cerca, 1la
fusitn es inevitable. La hipdtesis de la formacibdHn de mice-
las previa a la fusibn parece ser confirmada por los experi-
mentos de Conway y Metz (1971) y Gabara, Gledhiel, Croce, Ce
sarini y Koprovsky (1973). Ellos incubaron espermios de eri
zo de mar y conejo en presencia de lisofosfolipidos. En los
dos casos los espermios sufrieron la reaccifin del acrosoma.
Los lisofosfolipidos desestabilizan las membranas, aumentan-
do la fluidez de éstas y permitiendo asi{ la formacitn de mi-
celas. 5in embargo, Poste y Allison (1973) plantean que la
formacibn de micelas es poca probable en condiciones figsiolbgicas
y gque en caso cde producirse seria un cambio tan dré&stico que

provocaria la citolisis.
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For otra parte, Foste y Allison (1973) plantean gue
las proteinas también tienmen un rol importeante en la fusibn,
estableciendo enlaces entre dos membranas. La unibn de las
proteinas seria posible debido a una Hiperpolarizacién de
las membranas que es el resultado del contacto estrecho en-
tre las dos. £1 acercamiento de las dos membranas podria
ocurrir por el mecanismo planteado por Yanagimachi y Usui
(1974) vy discutido anteriormente, pero es més probable que
se produzca esponténeamente al encontrarse dos membranas
cuyo radio de curvatura sea suficientemente pequefio.

Dado que la reaccifin del acrosoma es un fenbmeno que
debe ocurrir en un momento determinado del proceso de fecunda
cibn es probable gue exista algin control que asegure que se
produzca en el instante preciso. Rogers y Yanagimachi (1975)
encontraron que la presencia de glucosa en el medio estabili-
za la membrana plasmética o interfiere con el mecanismo de
transporte de Ea++. Pero es més probable -ue el efecto de la
glucosa sobre la capacitacibn sea de tipo metabtlico. Segin
el trabajo de Miyamoto y Chang (1973) se sabe que el piruvato
y el lactato controlan de alguna manera la capacitacibn. Al
aumentar la concentracibn de glucosa se produce una inhibi-
cibn competitiva sobre la via metabbtlica del lactata y piru-
vato con el consiguiente retardo en la capacitacién lo que

sugeriria que la reaccifn est& controlada por el ambiente.
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Faso del espermio por las cubiertas oocitarias.

La reaccibn del acrosoma se considera un requisito
para la fecundacibn porque nunca se ha encontrado un esper-
mio sin reaccitn del acrosoma dentro del citoplasma ovular.
La reaccidbn se produce antes de que el espermioc lleque al
cimulo 6oforo (Bedfaord, 1972b; Yanagimachi y Mahi, 1976).
Austin (1961) propuso que el espermio se abre su paso a tra
vés del clmulo 6oforo mediante la liberacifn de hialuroni-
dasa cque seria la consecuencia de la reaccién del acrosoma.
5i la funcibn de la reaccién es realmente permitir la libe-~
racibn de hialuronidasa para gue el espermio pueda abrirse
paso por el cOmulo fBoforo es importante gue la reaccibn ocu-
rra en la vecindad del cémulo 6oforo y no antes. Efectivamen
te, la mayoria de los espermios "capacitados" recuperados del
Gtero tienen su acroscma intacto (conejo: Adams y Chang, 1362;
hamster: Yanagimachi y Chang, 1964), mientras que los esper-
mios encontrados en el espacio perivitelino presentan reaccifn
del scrosoma (Austin y Bishop, 1958b).

Una vez gue el espermio ha atravesado el cimulo 6oforo
se encuentra con la zona pélﬂcida. El espermio se pega en
forma tangencial a ella y comienza a entrar abriendo una fi-
sura que se curva en un &Angulo amplio hacia el huevo (Austin
y Bishop, 1958b). Austin y Bishop (1958 a,b,y c) propusieron

la existencia de un agente litico que permitiria el paso del
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espermio por la zona pellicida, Este agente litico ha sido
aislado del acrosoma de mamiferos y se ha identificedo bio-
quimicamente como una proteinasa (Mc Rorie y Williams, 1974).

Una vez que el espermio llega al espacio perivitelino
es rodeado por las microvellosidades del huevo. Estas rodean
a todo el espermatozoide pero sblo aguellas que contactan con
la membrana plasmética que cubre la regidn post-acrosbémica
del espermio se fusionan con éste. (Yanagimachi y Noda, 1970
a y b; Barros y Herrera, 1577). La parte anterior de la cabe
za del espermio, que estd cubierta por la memhrana acrosbdmi-
ca interna, es incorporada al citoplasma ovular en una vesi-
cula de tipo fagocitico (Barros y Franklin, 1968) debido a
gque la membrana acrosbmica interna no se fusiona con la mem-
brana plasmética ovular. Esto puede deberse a lé escasa flul
dez que presenta la membrana acrosbtmica interna lo cual se hi
zo evidente al no encontrar movilidad de receptares fque ligan
lectina (Nicolson y Yanagimachi, 1974).

En el momento en que se fusionan las membranas gaméti-
cas, los granulos corticales liberan su contenido al espacio
perivitelino por fusifbn de su membrana con la del huevo. 5u
respuesta fué asociada al blogueo a la poliespermia (Austin,
1656). Harros y Yanagimachi (1971) demostraron gue el conte-
nido de los grénulos corticales provoca la reaccitn de la zo-

na, induciéndola experimentalmente en oocitos de hamster no
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fecundados con materisl de grénulos corticeles obtenido de
huevos fertilizados,

En algunas especies de mamiferos como la rata y el
ratébn el bloqueo a la poliespermia puede darse a nivel de
la zona pellcida y la membrana plasmAtica ovular. Mientras
gue en otras especies el blogueno es més eficiente a nivel
de la zona pellcida como, por ejemplo: el hamster. En o-
tras especies como el conejo existe s@lo la respuesta a ni-
vel de membrama ovular (Austin, 1961). Es importante des-
tacar gue en este caso la entrada del espermio provoca un
aumento en la densidad de cargas negativas en la superficie
vitelina (Cooper y Bedford, 1971); pero hasta el momento no
esté claro si estos cambios se deben a la ruptura de los gréa
nulos corticales o a la fusiftn de las membranas gaméticas.

Una vez que se ha producido la fusibn de las membranés
gaméticas la memorana nuclear desaparece. DOe este mado la
cromatina espermética queda en contacto con el citoplasma ovu
lar, aunque persiste por algin tiempo el materisl subacrosb-
mico perinuclear. El1 siguiente evento es la decondensacibn
de la cromatina espermatica gue comienza en el tercio poste-
rior del nicleo y progresa luego hacia los dos extremos. La
parte anterior del nicleo es la (dltima en decondensarse.

Desde hace unos cinco afios se ha estado utilizando ven

tajosamente la técnica de fecundacibn cruzada in vitro con el
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fin de aportar mayor informaclén relacionada al complejo
problema de las interacciones gaméticas (VYanagimachi, 1972s;
Heanada y Chang, 1972 y 1976; bBarros, Berrios y flerrera, 1973;
Barros et al., 1978). En todos los casos estudiados se utili
zb oocitos maduros @ los gue se les elimind la zona pelicida
siendo el objetivo principal de esos trsbajos la evaluacibn
de la capacidad fértil de los espermatozoides con prescinden-
cia de un aspecto tan importante como lo es el de la espEcifi
dad de la fecundacitn. Por otra parte la real posibilidad de
refecundacitn in vitro de nuevos fecundados in vivo (8arros vy
Yanagimachi, 1972) asi como de los blastémeros de los primeras
estados del desarrollo (Usui y Yanagimachi, 1976) nos han mo-
vido a realizar un estudio comparativo de huevos de hamster
fecundados in vivo y refecundados in vitro con espermios de
cobayo y ratbn. Estos experimentos se realizarén con el fin
de poder establecer si la aparente falta de especifidad de la
fecundacibn de los oocitos de hamster a los que se les remue-
ve experimentalmente la zona pellcida se modifica con la fe-
cundacibn, Por otra parte nos interesa determinar si, como
resultado de la formacibn del zigoto (fusibn espermio-huevo),
es posible detectar cambios a nivel de la superficie del hue-
vo, previos a aquellos 'jue se ponen en eviderncia por la refe-
cundacitn hombloga. Por (Gltimo nos interesa establecer si el

proceso de diépersién de la cromatina espermética es diferente



en la refecundacitn heterdloga comparada con la fecunda
hombloga.

Se presenlaré evidencia que indica que:

21.

2

10N

a) La falta de especifidad gue presenta el oocito no fe-

cundado se mantiene despufs de la fecundacitn, es

de-

cir, tanto el cocito como el huevo fecundado nueden

fusionarse con espermios heterdlogos.

b) Mediante la técnice de refecundacitn heterbloga se

pueden detectar modificaciones a nivel de la superfi-

cie del huevo fue ocurren después de la fecundaci

pd

bn v

que se expresan por un periodo de interaccibn huevo-

espermio heterblogo menor que con espermios homblogos.

c) La dispersioén de la cromatina espermética es un proce-

so de mayor complejidad gue lo descrito anteriormente

y este proceso no es especie-especifico.

d) El espermio heterflogo refecundsnte siempre experimen-

ta dispersitn de su cromatina cuando hay fusitn de mem-

branas gaméticas.



MATERIALES ¥ METCDUS

secureraciton de huevos de hamster fecundados.

fn estos experimentos se usaron hemhras de hamster adul
tas previamente cicladas segdn el método de Ursini (1561). En
algunos casos las hembras se inyectaron con 25 u.i. de HOG
(Human Chorionic Gonadotrophin,Calbiochem), en la tarde del
tercer dia después de la descarga del post-estro. Uleciseils
noras después, las hembras se cruzaron con machos de fertili-
dad probada o bién se inseminaron artificialmente con esperma
tozoides obtenidos del epididimo. En otros casos se usf el
mismo procedimiento pero las hembras se indujieron a superovu-
lar inyecténdolas con 25 u.i. de FM3 (Fregnant Mare's Serum
Gonadotrophins, Gestyl Organon) en el dis de 1a descorgs de
nost-estro.

A partitr de la 42 hora post-coito o post-inseminacion
las hembras se mataron, a intervalos de 1 a 2 horas, por dis-
locacién cervicel. Ue los oviductos se obtuvieron los huevos
que se trataron con una solucibn con 0,01 % de hialuronidasa
(Calbiochem) en BrOC-2 (Brinster, 1971), para eliminar las cé-
lulas del clmulo 6oforo. Después de 3 lavados con medio de
cultivo los huevos se pusieron en contacto con espermios de
hamstér capacitados a fin de hacer visible la reaccibn de
zona pelGcida (barros y Yanagimachi, 1971 y 1972). Los huevaos

que nresentaban reaccitn de zona se utilizaron para estudios

r
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de refecundacitn y afquellos que no la presentsban sirvieron
de controles para evaluar la.capacidad fértil de los espermios

heterblogos usados. Los huevos fecundados y no Fecundados se

~trataron en forma separada con una solucidn de tripsinma (Lal-

biochem) al 0,01 % en BMOC-2 para eliminar 1s zona pelicida.
Uespués de 3 lavados en medio de cultivo los huevos se colo-

caron junto con espermios capacitados de cobayo o ratan.

reparacifn ce los espermios.

Machos adultos de hamster, cobayo y ratbn se mataron
per dislocscibn cervicsel. La cola del epididimo se disech
y luego se puso en una céipsula de cultivo (Falcon 3001) la
que se llend con aceite mineral. Con una jeringa de tuber-
culina se @gregaron 0,5 ml de BMGC-2 para hamster y ratén y
0,5 ml de 8MUC-2 sin albimina para espermatozoides de cobayo.
Oe estas suspensiones se tomaron 1 x 106 espermios los que
se incubaron por. 3 horas a 378C en una gota de 100 pl de me-
dio capacitador, la que se cubrib con aceite mineral. £l
medio capacitadmf para espermios de hamster y ratén fué una
mezcla 1:1 de BMOC-2 y suero sanguineo humano precalentado
a 700C (Barros y Yanagimachi, 1972). Los espermios de co-
bayo se capacitaron incubéndolos en GMOC-2 por 5 horas a
378C. &n algunas ocasiones los espermatozoides de cobayo se
capacitaron instanténeamente utilizando la técnica del porta-

ol jetos descrita por Barros, Berrios y Herrers (1973).
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Refecundacibn in vitro.

Huevos de hamster Fecﬁndados in vivo se incubaron
in vitro con espermios de cobayo (Fig. 1) o ratén (Fig. &),
por un periodo de 1 a 1,5 horas a 379C. Al término de este
periodo, los huevos se lavaron en medio de cultive fresco,
luego se montaron en un porta-objetos y se cubrieron con un
cubre-objetos suspendido por un par de hilillos de parafina-
vaselina. 5e consideraron refecundados sBlo anquellos huevos
en los que estaban presentes los dos pronicleos (Fig. 2 y 5)
producto de la fecundecién y la cola del espermin de hamster
(Fig. 3 y 5) (espermio fecundante) adem&s del &rea de disper-
sién de cromatina espermética del espermio hetertlogo (fig.3
y 6)(espermio refecundante). Tambhién se anotaron las carac-
teristicas del pronfcleo del espermio fecundante a fin de co-
rrelacionar la refecundaci6n con el estado de fecundacibn.

En aguellaos casos en que la cabeza del espermio de co-
bayo o raton no mostraba dispersifin de la cromatina,el huevo
se consideraba como huevo no refecundado en las observaciones
con el microscopio de contraste de fases.

Los oocitos gue no se fecundaron in vivo se utilizaron
para evaluar la capacidad fértil de los espermatczoides hete-

rblogos gue se usaron en los estudios de refecundacibn.



Freparacién del material para microscopis electrbonica.

Grupos de huevos fecundados in vivo y refecundados
in vitro con espermios de cobayo o ratfn se fijaron por 30
minutos en glutaraldehido al 1% en buffer cacodilato (0,25 M,
pH 7,3). Lueuo se incluyeron en pastillas de agar al 2% pro
longéndose la fijacibn por un periodo adicional de 30 minutos
al término del cual se lavaron en hbuffer cacodilato por un
periodo méximo de 15 minutos y se post-fijaron en Os Dh al
1% en buffer cacodilato (0,25 M, pH 7,3) por 15 minutos.
Después de la fijacidn en DSDQ se lavaron en varios cambios
de buffer cacodilato. La deshidratacifin se realizt en una
serie creciente de acetonas, partiendo con acetona al 30%.
Finalmente se trasladaron & mezclas de: Spurr (Spurr, 1969)
acetona (100 %) 1:2 (v/v); 1:1 (v/v) y Spurr 100 %. Los
huevos se incluyeron en Spurr 100 % nuevo y se dejaron poli
merizar a 709C por un periodo de 8 horas. COortes plateados
o grises se obtuvieron con cuchillo de vidrio en un ultra-
micrbtomo Porter-B8lum MT2-8, se montaron en grillas de cobre
de 300 mesh y se tifieron en aceteto de uranilo por 20 minutos
y citrato de plomo por 15 minutos. Finalmente se observaron

en un microscopio electrénico Fhilips EM 300.



RESULTADDBS

Evolucitn del prondcleo del esnermio fecundsnte: definiciftn

de los estados del proceso de fecundacifin.

Huevos de hamster recuperados de hembras cruzadas o in
seminadas artificialmente mostraban una variacibn en la evo-
lucitn del prondcleo macho dependiendo del nimero de horas
transcurridas desde la inseminacién. Debido a que en una po-
blacibn de huevos la fecundacibn in vivo no es un fenémeno
sincrénico, describiremos las caracteristicas del pronicleo
macho a los distintos tiempos a los que fueron obtenidos los
huevos fecundados, para asi correlacionar 1ls refecundacibn caon
el estado del proceso de la fecundacibn.

Los espermatozoides fecundantes observedos en huevos re
cuperados del oviducto 5 horas después de la inseminacidn po-
drian estar en cualguiera de los siguientes estados:

Estado I: espermio fecundante adosado a la superficie del vi-
telo sin presentar adn dispersibn de la cromatina (Fig.

7). Ge podia inferir rue este espermio ya se habia fu-

sionado con la membrana plasmética ovular porque se ha-

bia producido la ruptura de los grénulos corticales.
Estado II: espermio fecundante con dispersidtn de la cromatina

en la regi6n media de la cabeza persistiendo la regibn

anterior y caudal de ella con cromatina altamente con-

densada (Fig.8).
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Estado III: espermio fecundanpte con dispersitn cromatinica
completa apareciendo asi una regibn més clara y homo-
gérnea en el citoplasma ovular, regitn gque estaba asocia

da a la cola del espermio (Fig. S).

En huevos recuperados 6 a 7 horas despufs de la insg
minacitn se podian observar dos tipos de pronlcleos:
Estado IV: pronfcleo con un nimero moderado de nucléolos peque
fios (Fig. 10).
Estado V: pronGcleo con nucléolos algo mayores y en mayor can

tidad (Fig. 11).

A partir de la octava hora post-inseminacién y hasta la
182 se observaron fundamentalmente dos tipos de pronicleos:
Estado VI: pronlcleo con un nucléolo de gran temafo y 3 6 &4
nucléolos pequefios. (Fig. 12).
Estado V1I: prondcleo con un nucléolo grande acompafiado de

uno o ningdn nucléolo chico (Figs. 13 y 14).

Refecundacifn con espermios de cobayo.

Se recuperf un total de 720 huevos de hamster de hembras
cruzadas o inseminadas artificialmente. 0De estos se habian
fecundado in vivao 362 (46 %). Cuando estos huevos se pusieron
en contacto in vitro con espermios de cobayo, 99 (27 %) se re-

fecundaron (Tabla I). De los huevos en estado I, II, o III del
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proceso de fecundacitn 10 de 16 (63%) huevos de hamster se
refecundaron con espermios de cobayo.

De los huevos en un egstado IV o V se rpefecundd un 61%.

A partir de los estados VI y VII del proceso de la
fecundacibn que corresponden @ la octava y novena hora post-
inseminacifn--en las que se obtiene un 37% de refecundacifn-
se observa una disminucifn gradual en los porcentajes de re
fecundacitn hasta gue entre 15 y 16 horas post-inseminacién
(estado VI y VII) ya ning(n huevo se refecundd con espermios
de cobayo.

Un total de 428 huevos que no se habian fecundado in

vivo se utilizaron para evaluar la capacidad fértil de los

espermatozoides de ceobayo. DOe este total se fecundaron he-
terblogamente 256 (60%). M&s aln, no se observd una disminu-
cién en los porcentajes de fecundacién heter6loga a pesar de
heber sido recuperados a las mismas horas gue los huevos fe-
cundados. HAsi se puede comprobar que a las 15 - 16 horas
post-inseminacifén ningln huevo fecundado se refecundb, sin
embargo, el 100% de los huevos no fecundados in vivo se fe-

cundd heterbdlogamente.

Refecundacitn con espermios de ratbn.

Los resultados de experimentos similares eon los gue se

ensayb el comportamiento de espermatozoides de retén para re-
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fecundar huevos de hamster in vitro son resumidos en la Ta-
bla II. LUun toteal de 313 huevos de hamster se recuperaron
de hembras cruzadas o inseminadas artificialmente de 105
cuales 175 se habian fecundado in viva. £l total de los
huevos fecundados in vivo y recuperados en estado I, II, o
I1II, cincao horas pnst-inseminaciﬁn,se refecundaron in vitro
con espermios de ratén. GSeis a siete horas post-insemina-
cibn, cuando los huevos se encontraban en estado IV o 'V del
jroceso de la fecundaciltn, este porcentaje disminuyd en for
ma brusca ohteniéndose solamente 29% de refecundaucifn. A
partir de la novena hora post-inseminacifn,cuando los huevos
se encontraban en estado VI o VIL del proceso de la fecunda
cion, ningdn huevo fecundedo es refecundado in vitro par es
permios de ratén.

En los experimentos controles ue un total de 133 huevos
no fecundados in vive, 108 (81%) se fecundaron heterflogamen
te in vitro. Entre 14 y 1B horas post-inseminacitn cuando
ningdn huevo fecundado se refecundd, el 53% de los huevos no
fecundzdos in vivo se fecundaron con espermios de ratén in

[

vitro.

Estudio Ultraestructural

Ubservaciones de huevos de hamster refecundados in vi-
tro en distintos estados del proceso de fecundacifin con esper

matozoldes de cobayo o ratéfn mostraron que los huevos despro
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vistos de zona pelicida aparecian rodeados tanto de esper-
mios con acrosoma como de espermios que manifestanan reac-
citn del acrosoma. 35in embafgn, s6lo los espermatozoides
gue habian perdido este organelo se encontraban en distin-
tos estedos de fusibn con el huevo. En la mayor parte de
los espermatozoides que hebian experimentado la reacci@n
del acrosoma, el segmento ecuatorial habia sufrido también
el proceso de vesiculacibn y ssi, la fusifn del espermato=-
zoide se realizb a nivel de la membrana plasmética gue re-
cubre la regidn post-acrostmica. Espermatozoides en estados
iniciales de fusidn mostraban continuided entre el citoplas
ma ovular y todo el material ubicado por dentro de la mem-
brana plasmética espermatica y acrosomica interna. Anterior
al érea de fusibtn, la membrana plasmatica del huevo se ado-
saba estrechamente a la membrana acrostmica interna, sin
llegar a fusionarse con ella (Fig. 15) y constituyendo un
canal cieqgo.

En estados de incorporacidn espermética més avanzados
se podia opservar un par de membranas que estaban dentro del
citoplasma del huevo (Fig. 17). Estas membranas demarcaban
la regitn anterior del nicleo espermético del citoplasma ovu
lar. 0Oe la observacibn de estos estados de penetrzcifin no
era posible determinar el origen de cada una de las membra

nas. La continuidad de las membranas gaméticas se podia tam
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bién constatar en ls regifn csudel de la cabeza del espermio

"N

(Figs. 25 y 26).

Después de ocurrida la fusidn del espermztozoide con
el huevo desaparece la membrana nuclear (Figs. 18, 19, 24 y 25).
Esto permite poner en evidencia, en algunas regiones, a una
banda densa que limita el material nuclear del citoplasma
del huevo (Figs. 15, 16 y 27). FPor fuera de ésta banda vy
hacia el lado citoplasmético se observd una serie de cuerpos
de un diédmetro aproximado de 300 AD (Figs. 21, 22 y 23).
En cortes apropiados de huevos refecundados con espermios
de rattn se pudo observar un material de una densidad simi-
lar a la banda descrita y estrechamente asociado a la croma
tina espermética (Fig. 15). E1l comienzo de la dispersion de
la cromatina espermética se insinda por la aparicion de cuer
pos de un diémetro aproximado de 0,1 -00,2 um que parecen
desprenderse de la cromatina y que presentan una densidad si
milar a ésta (Figs. 15, 16, 22 y 24). En estados més avanza
dos de incorporacién espermética al citoplasma ovular se pu-
dieron observar cuerpos de caracteristices similares pero solo
en relacibn de proximidad con el nicleo espermético o prond-
cleo macho (Figs. 19, 22, 23, 26, 29, 30, 31y 33). Ademés
de éstos cuerpos densos se pudo identificar particulas de
aproximadamente 80 A® de diémetro que formaban agregados de

0,2 - 1,2 pm de diémetro. Estos agregados de particulas
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aparecian primero por el interior de la region limitada
por las dos membranas o por la banda densa y mas tarde se
las podia identificar en regliones més alejadas e incluso por
fuera de la membrana nuclear (Figs. 16, 19, 22, 23, 26, 29,
30, 31y 233). Gimulténeamente con la aparicibn de los cuer
pos densos y los acOmulos de particulas se pudo observar la
aparicibén de finas fibrillas y que corresponden a la clési-
ca descripcibn de la dispersifin de la cromatina (Figs, 18,
139, 23 y 27). La regibn en donde esté ocurriendo este pro-
ceso aparece desprovista de los organelos tipicos del cito-
plasma del husevo y es de una textura homogénea (Figs. 19,
20 y 28). Una vez completada la dispersién del nlicleo es-
permético y antes de formarse la membrana del pronlcleo se
puede observar parte del perforatorium gue persiste en la
parte anterior como una regibdn densa (Fig. 28).

En algunos casos pudimos observar un proceso de dis-
persitn de cromatina esperm&tica con persistencia total o
parcial de la membrana nuclear (Figs. 29, 30, 32 y 33). En
esos casos se observb los cuerpos densos y los acdmulos de
particulas por fuera de la membrana nuclear.

En todos los experimentos de refecundacidn realizados
a distintas horas después de la inseminacibn pﬁdimos obser-
var gue una vez producida la fusibn esperﬁio—huevu, esta

era seyulda de dispersifin de cromatina espermética.



33.
El espermio refecundante podia fusionarse en cual-
guier regibn de la superficie del huevao. #Mas adn, un se-
gundo espermio refecundante se podia fusionar con la regifin
de la membrana ovular donde minutos antes se habia fusio-

nado otro espermio refecundante (Figs. 39 y 40).



FUSTON GAMETICA

Especificidad

En los Oltimos 15 afios se ha acumulado gran cantidad
de evidencia experimental que indice que la zona pellcida,
es a nivel celular, la barrera més importante gue evita la
fecundacifn cruzada; aungque existen algunas excepciones ta-
les como los cruces reciprocos entre liebre y conejo (ver
Adams, 1974 y Barros, 1979).

La posibilidad de eliminar la zons pelficida y la con-
veniente utilizacifn de las técnicas de fecundacibtn in vitro
ha permitido un mayor avance en la comprensifn de tan impor
tante fenbBmeno como lo es la fecundacibn. En 1972 Hanada
y Chang obtuvieron por primers vez la fecundacién in vitro
de oocitos de ratbn, rata y hamster con espermatozoides de
las mismas especies en combinaciones heterdologas. En estu-
dios posteriores se pudo obtener con éxito la fecundacibn
de oocitos de hamster con espermatozoides de cobayo (Yana-
gimachi, 1972a; barros, Berrios y Herrera, 1573), humano
(Yanagimachi, Yanagimachi y Rogers, 1976; Barros, Gonzélez,
Herrera y Bustos-Obreg6én, 1978 y 197%) y cerdo (Imai, Niwa
e Iritani, 1977). También se fecundaron ococitos de coneja
con espermatozoides de rata y ratéon (Hanada y Chang, 1976).
Todos estos estudios estuvieron orientados a evaluar las ca-
pacidad fértil de los espermatozoides y no al problema de

la especificidad de la fecundacién. b5in embargo, un estudio
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de los resultados de fecundaci6n cruzada parecia indicar
fue @ nivel de la membrana plasmétice no existirian restric
ciones para la entrada de espermatozoides heterbtlogos debi
do & las altas tasas de fecundacifn obtenidas en la mayor
parte de los casos. No obstante al considerar al factor
tiempo en la fecundacitn de oocitos sin zona, se pudo cons-
tatar que habia diferencias importantes entre espermatozoi-
des homblogos y heterflogos. Las fecundaciones hombdlogas
ocurrian en tiempos significativamente menores que las fe-
cundaciones heterélogas (Garcés, Grez, Berrios y Barraos,
1977; Earros, 1979); pero los espermatozoides heterdlogos
podian fecundar porcentajes igualmente altos gue los homblo
gos prolongando los tiempos de incubacibn de los esperma-
tozoides con los oocitos. El mayor tiempo de interaccitn
gamética que requiere un espermio hetertlogo para penetrar
al huevo, estaria indicando cierto grado de restriccifn a
nivel de la membrana plasmética cvular a la penetracibn de
espermios hetertlogos. Barros (1579) ha sugerido, que a ni-
vel de la membrana plasmética existirian sitios de reconoci-
miento especificos y no especificos para los espermatozoides,
los gue permitirian la unifn espermio-oocito para una pos-
terior fusifin. Los sitios especificos estarian presentes en
mayor cantidad gue los no especificos, necesitando asi mayor
tiempo la unibn y fusibn de espermatozoides heterbdlogos.

Las caracteristicas de la membrana plasmética del
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huevo en relscibn a la unibn y posterior fusibn de nuevos
esrermatozoides no parecen cambiar como resultado e la fe-
cundecibn. /isi, huevos de hamster fecundedos in vivo se
han podido refecundar in vitro, previa remocitn de la zona
peliicida (Barros y Yanagimachi, 1972). Usui y Yanagimachi
(1876) encontraron que las caracteristicas de la membrana
parecian empezar a cambiar recién después del estado de 2
células, en el cual un 60% de los emoriones se refecundaban
con espermios hombBlogos, mientras gque al estado de 4 células
ya s6lo lo hacia un ZD%; il estado de 8 células, no era po-
sible obtener refecundacitn. Al usar la técnica de refecun-
dacidn con espermios heterdlogos se han podido detectar cam-
bios més sutiles a nivel de la membrana plesmética. Estos
cambios no eran evidenciables por las técnicas corrientes de
fecundecifin. La evidencia experimental que hemos obtenido
indica claramente que el huevo de hamster fecundado puede in-
teractuar por un periodo de tiempo menor con espermatozoides
hetertlogos fque con espermatozoides homblogos. Més aln, la
conducta del huevo fué diferente frente a los espermatozoides
de cobayo y ratén. Mientras los primeros podian fusionarse
con el huevo hasta 14 horas después de la inseminacibn, los
segundos podian hacerlo sb6lo hasta 8 horas después. Esta
conducta diferente de los espermatozoides frente al huevo
fecundado refuerza la nocifn de un clierto grado de restric-

cién a espermios heterbtlogos a nivel de la membrana plas-
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matica.

Es importante seffalar que como resultado de la fecun
dacitn la membrana plasmética se constituye en un mosaico
al aue contribuyen en forma considerahle la membrana de
los grénulos corticeles y en forma casi despreciable las
membranas del espermatozoide. Fareceria que la contribu-
cién e la membrana de los gréanulos corticales. en el caso
del hamster no alteraria significativamente las propiedades
de la me~brana plasméticea para establecer fusifn con esper
matozoides homblogos. La estructura fluida de la membrana
plasmética segln el modelo de 3inger y Nicolson (1872) po-
dria permitir que sus componentes se entremezclen con ague
llos agregados debido a la fusidn de los grénulos cortica-
les. Es =2si, gue podriamos hablar m&s de una disolucibn
de los diferentes componentes de la membrana que de un mo-
saico. Frobablememnte, sbdlo queda como mosaico la regibn
del perforatorium del espermatozoide, 1lo cqal se puede
poner en evidencia en fotografias tomadas con el microscg
pio electr6nico. Yanagimachi et al. (1972) aportaron
evidencia experimental en apoyo de esta hipbtesis. Uti-
lizando 13 técnice de marcacifin con hidroxido de fierro
coloidal, para porner en evidencia las cargas negativas de
superficie;:encontraron gue toda la membrana plasmftica

del oocito se tefiia intensamente. En espermatozoides, en
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cambio, la marca era discontinua, apareciendo intensamente
tefiida la cola y menos la regidtn acrosomica. La reqgion
rost-acrostmica que aparecia sin marcarse lo hacia inme-
diatemente después de producida la fusidn espermio-huevo
al igual gue la membrana de los granulos corticeles que se
habian abierto a la superficie.

En el supuesto de la existencia de receptores de es-
permatuzoides especificos de especie y no esyecificos de
especie y, dado que es posible la refecundacifin, seria ne-
cesario aceptar que en la mezcla de los determinantes que
llevan a constituir el complejo de la membrana del nuevo
fecundado, también se redistripuyen los grupaos receptores
espermaticos.

Se ha encontrado que los oocitos de hamster y raton
tienen gran abindancia de microvellosidades (Yanagimachi vy
Noda, 1972; Eager et al., 1976; UWassarman et al., 1977) .
Austin (1968) propuso que estas microvellosidades tendrian
un papel anélogo al filamento acrostmico de los espermato-
zoides de invertebrados en la fusitn gamética. VYanagima-
chi y Node (1370a) y Barros y Herrera (1877) aportaron evi-
dencia morfoiégica que apoyaria esta hipbtesis. 5in embar-
oo, Hedford y Cooper (1978) sugirren que la fusibn espermio-
huevo estaria més hién asociada al espacio intervelloso,

debido @ que la membrana de esa regitn tiere mayor fluidez



nque la de las microvellosidades, condicibn esencial para
los procesos de fusibn de wembrana (Lucy, 1975) vy las
microvellosidades tendrian una densidad de cargas negati=
vas mayor fue las regiones intervellosas, lo cual impedi-
ria gue las membranas gaméticas se acerquen lo suficiente
para fusionarse. S5in embargo, gedford y Cooper piensan
que el hamster podria ser un caso especial y las microve-
llosidades tendrian importancia en la fusifn (comunicacibén
personal).

Lualguiera que sea la situacibn real,kla conducta
diferente de los espermatozoides de ratéon y cobayo con
respecto @ los espermatozoides de hamster se podria expli
car por una reduccibn gradual de las microvellosidades
después de la fecundacidn con 1o que irian disminuyendo
las probabilidades de interaccion espermio-huevo. La dis
minucibn de las microvellosidades tendria como consecuencia
la disminucibn de puntos probables de interaccién gamética.
Esta pérdida se expresaria en forma més dréstica en cuanto
a la interaccibén no especifica, dado gue una disminucibn
proporcional de los probables puntos de interaccién tiene
como consecuencia que en valor absoluto disminuirian pre
ponderantemente los sitios de unifn no especifica. Asi, la
interaccifn del huevo con el espermio hetertlogo cesaria

antes gue aquella con los espermatozoides homblogos. Es-
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te punto de vista necesita ser confirmado estudiando con
microscopia electrbnica de barrido 18 superficie del hue-

vo de hamster a distintos tiempos post-inseminacibtn.

Modalidad

El mecanismo por el cual se inicia la fusibn gaméti-
ca ha sido ampliamente debatido (ver Harros, 1977; Bedford
y Cooper, 1978) especialmente en cuanto al rol jugado por
el segmento ecuatorial del espermatozoide. En la primera
descripcibn de la fusibn gamética, Barros y Franklin (1968)
describieron una estructura similar a un desmosoma septado
en un espermio que se encontraba dentro del citoplasma ovu
lar. oecln su interpretacién esa estructura podia haberse
originado de dos maneras diferentes. Una posibilidad era
gue al momento de la fusibn el segmento ecuatorial se en-
contrara intecto y por lo tanto la fusibn inicial tendria
gue ocurrir en el limite anterior del segmento ecuatorial,
incorporéndose éste en faorma completa al huevo. La otra
posibilidad propuesta fué gue al momento de la fusibtn, el
segmento ecuatorial hubiera sufrido vesiculacifn; en tal
caso la fusibn inicial seria de origen mixto: membfana
acrostmica interna y membrana plasmética ovular. Bedford
(1872 a y b), Moore y Bedford (1978) y Hedford y UCooper

(1978) opinan que el segmento ecuatorial se incorpora en
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forma completa al oocito y por lo tanto el punto de fu-
sibn inicial corresponderia al extremo anterior del seq
mento ecuatorial. Este mecanismo se concilia con el re-
quisito de la presencia de una estructura con radio de
curvatura menor de 0.1 pm para iniciar un proceso de fu-
sitn (Foste y Allison, 1973). Esta estructura corres-
ponderia al punto en gue la membrana plasmatica se hace
continua con la membrana ecrosdmica externa. Bedford
(1872 b) presentd evidencia morfolbBgica gue muestra es-
permatozoides de conejo en el espacio perivitelino caon
el segmento ecuatorial intacto. b5in embargo, es imposible
predecir si ese espermio se habria fusionado con el oocito.
Recientemente Moore y tedford (1978) presentaron evidencia
en huevos de hamster recién fecundados. Las fotografias
muestran nequefias vesiculas dentro del citoplasma ovular
en el sitio en donde se produjo la fusibén inicial, punto
fque parece corresponder al limite anterior del segmento
ecuatorial. Las vesiculas tendrian entonces un doble ori
gen: membrana plasmética espermatica y ovular. El otro
punto de vista ha sido sustentado por Yanagimachi y Noda
(1970a), Barros (1977), HBarros y Herrera (1977) y esté ha
sado en observaciones de estados iniciales de fusibn de
espermatozoides en donde se ha producido una vesiculacibn

completa del segmento ecuatorial. En nuestros estudios
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hemos visto gue tanto en los experimentos de refecundacifn
como en aquellos en gue se fecundaron Docitas de cobayo
inmaduros, la unifn espermio-huevo se hacia entre la mem-
brana plasmética ovular y la membrana plasmatica espermé-
tica del limite caudal del segmento ecuatorial.

Barros et al. (1979) han propuesto que esmhos mecanis
mos son posibles. 5i el segmento ecuatorial esté& presen-
te, la Fqsiﬁn se iniciaréd en su limite anterior. 5i éste
se ha vesiculado puede ocurrir en la parte caudal del seg-
mento ecuatorial. Esto suglere la existencia de una pola-
rizacidn de la membrana plasmética esperméticsa una vez pro
ducida la reaccifn del acrosoma. Esta hipbtesis se apoya-
ria ademés en la observacifin de la fusifn que ocurre siem-
pre en sentido &ntero-posterior v no a ls inversa.

Los espermatozoides heter6logos que refecundaron los

huevos mostraron una conducta de membrana que no diferia

bésicamente de aguella encontrada en la fecundacifn hombloga.

Es importante comentar en este momento 1a situacifn
encontrada por nosotros en que un espermatozoide refe-
cundante se fusionf en el mismo sitio en que minutos antes
habia entrado otro. Nunca se ha encontrado que dos esper-
matozoides se fusionen esponténeamente, por lo tanto encon
trar un espermatozoide fusionéndose en el mismo sitio que

lo hiciera otro implica que la membrana plasmética espermé
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tica ya contiene determinantes del huevo o vice-versa, lo
gque hace posible la fusibn (ver discusifn anterior). La
posicibn en rfue se encontraban los espermatozoides y el
estado de dispersitn de la cromatina espermética hace im
probable la posibilidad de fusifn simulténea de los 2 es
permatozoides. La fusifn del espermatozoide en un &rea
relativamente librevde microvellosidades podria explicarse
aceptando gue el grado de desorganizeci6én (Lucy, 1975;
Poste y Allison 1973) introducido en la memorana por el

primer espermio refecundante sirvif para la segunda fusifn.

Dispersifn de la cromatina esnerméatica

Influencia del Citoplasma.

El nicleo espermético es una estructura muy estable
debido a que la cromatina se encuentra altamente condensa
da. Calvin vy Bedford (1971 y 1974) postularon que la con-
densacifin se mantiene debido a un gran nimero de puentes
disulfuros entre las proteinas de la cromatina y gue estos
se establecen durante el trénsito de los espermatozolides
por el epididimo. La decondensacitn cromatinica in vitro
requiere tratamientos con soluciones de dndeﬁyl sulfato de
sodio (505) con ditiotreitol (DDT) o 2 mercaptoetanol (Bed-

ford, Cooper y Calvin, 1972 y Mahi y Yanagimachi, 1575).
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- Estos reactivos rompen especificamente los enlaces disul-

furos. Mahi y Yanagimachi (1975) encontraron ademés que
el nicleo se puede decondensar in vitro en presencia de
sulfidos inorgénicos o bases fuertes. Es probable que
estos agentes actlen por el pH alto de las soluciones re
sultantes.

A pesar de la gran estabilidad del nGcleo, la dis-
persifn de la cromatina espermAtica dentro del citoplas-
ma ovular ocurre réapidamente después de la fusibn gaméti-
ca (Barros y Yenagimachi, 1972), lo cual sugiere que en el
citoplasma ovular hay un factor decondensante muy activo.

En nuestros estudios de refecundacifin obhservamos que
los espermatozoides heterblogos siempre podian sufrir de-
condensacién dentro del citoplasma ovular & diferencia de
lo descrito por Usui y Yanagimachi (1976) guienes encontra-
ron que en refecundaciones homtlogas se podia producir
fusibn sin dispersifn cromatinica cuando el huevo se en-
contraba en estado de pronicleos. Es interesante destacar
gue ellos no encontraron dispersibn en huevos refecundados
12 horas post-inseminacién, en cambio nosotros encontramos
dispersibfn 13 horas después de la inseminaciftn. Es dificil
establecer si esta diferencia es real o aparente, debido a
gue en el trabajo de Usul y Yanagimachi no se dan detalles

precisos sobre la metodologfa utilizada. La dispersiféin de
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la cromalina esperm&tica gue observamos en la refecunda-
cibn heterdloga no se distingue de aquella observada en
fecundaciones homblogas.

Yanagimachi y Usui (1972) y Usui y Yanagimachi (1976)
demostraron que en huevos de hamster la decondensacibn de-
pende del ciclo celular del huevo. Ellos encontraron gue
el mecanismo decondensante se activa en el momento de la
ruptura de la vesicula germinativa, aumentando su actividad
progresivamente. En el momento de la ovulacibn, la activi-
dad decondensante es méxima, deceyendo répidamente después
de la fecundacibn. Antes del primer clivaje se observa un
nuevo aumento en la actividad decondensante después del
cual cesa definitivamente. Usui y Yanagimachi (1576) sugyie
ren gue el factor que provoca la decondensacifin es sinteti-
zago en el citoplasma, almacenado en la vesicula germinati-
va y liberado de nuevo después de la ruptura de ésta. Esta
posicibn estaria de acuerdo con nuestros hallazgos que oo-
citos inmaduros de cobayo no permiten la decondensacibn de
espermios de cobayo y hamster (Rihm y Barros, observaciones
no publicadas). For otra parte, Mahi y Yanagimachi (1976)
encontraron que los oocitos inmaduros de perra son capaces
de decondensar cromatina esperm&tica, lo cual parece indi-
car que en el citoplasma de estos oocitos debe estar acti-

vo el factor decondensante aln antes de que se produzca
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la ruptura de la vesicula germinativa.

A pesar de las diferencias encontradas en la fecunda
cibn de ococitos inmaduros da diferentes especies y la refa
cundacién hombloga y heterdloga se puede afirmar que la
dispersifn nuclear es regida por el citoplasma ovular. Es
to implica que el citoplasma tiene la capacidad intrinseca
de dispersar el nicleo espermética.

Kesultados an&logos se han obtenido después de la fu
siftn de eritrocitos de polla con células Hela , fusifn gue
se realizd de tal manera que a la célula receptora entrara
stlo el nicleo del eritrocito gue se encontraba inactivao.
Este nlcleo reanudaba la transcripcidn y la replicacibn al
encontrarse en el nuevo ambiente. Esta reactivacibn del
nicleo iba acompafiado de la decondensacifin de éste y un flu-
jo masivo de proteinas a él. (Appels, Tallroth, Appels y
Ringertz, 1975). La reactivacifin del nicleo no sblo se de-
be a que éste se encuentra con un ambiente nuevo, sino a
gue se encuentra con un citoplasma que normalmente induce
la sintesis de ADN y ARN. Thompson y Mc Larthy (1568) en-
contraron que el nicleo de eritrocito de pollo se podia
reactivar in vitro al tratarlo con extracto de citoplasma
de células que normalmente tienen activa sintesis de DNA.

£l efecto del citoplasma sobre 1a sintesis nuclear

se estudi® con mayor detalle con respecto a los ciclos ce-
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lulares. Rao y Johnson (18970) encontraron gue al tras-
plantar un nicleo de una célula en periodo 61 a una célu-
la en periocdo 5, la célule receptora induce un periodo 5
en el nGcleo trasplantado. Al implantar un nlcleo en 52
a una celula en periodo 5 no se induce la sintesis (Ord,
1969). 5in embargo, al implantar un ndcleo en periodo S
8 una célula en GZ éste continda la sintesis (Urd, 1969).

Tanto la reactivacibn de un ndcleo en un citoplasma
activo como la induccifn de un estado celular en un nd-
cleo implantado a una célula receptora, se ha visto fque

no es especie-especifico, 8l igual gue la dispersibn de

cromatina esperméatica en la refecundacifn heterbtloga.

Modalidad

En nuestras observaciones ultraestructurales para es-
tudiar los eventos de la refecundacifin heter6loga encontra-
mos algunos componentes de la dispersifn como los cuerpos
densaos y los acimulos de material granular gue, aungue apa-
recen en el material fotogré&fico presentado por otros auto-
res como Yanagimachi y Noda (1570 a y b) y Barros y Franklin
(1968), no se habian mencinnado antés, a excepcifin del tra-
bajo de HBarros y Herrera (1377) pero en el cual ellos no
los interpretan. Es interesante nue estos componentes de

la dispersif6n se han encontrado tanto en la fecundacibn ho-
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mbloga como en la refecundacién hetertloga, sugiriendo
que el proceso de dispersi6n cromatinica es un fenfmeno
de una complejidad mayor a la descrita hasta el momento
y no difiere b&sicamente en las tos situaciones experimen
tales menciocnadas.

Hasta el momento no se sabe nada acerca del origen
y la naturaleza de los componentes descritos pero inten-
teremos plantear una hipbtesis para trabajos posteriores
enfocados en el estudio de los cuerpos densos y el material
granular.

Los cuerpos densnos se han encontrado en una posicibtn
tal gue parecen desprenderse directamente de la cromatina.
En estos casos se podria suponer que el oricen - de ellos es
el ndcleo espermltico. MAs adn, se han encontrado en el
grea delimitada por la banda densa descrita anteriormente.
5in embargo, cuerpos de apariencia similar también se han
encontrado en posicibn de vecindad con la zona de disper-
sif6n e incluso por fuera de la membrana nuclear que cir-
cunscribe en algunos casos la zona de dispersion de craomg
tina. Al encontrar los cuerpos densos en esta Gltima po-
sicibn poco se puede decir acerca del origen de ellos.

Los aclmulos de material granular también se han en-
contrado en la zona misma de dispersibén de cromatina o en

la vecindad de ella la cual hace bastante dificil decidir



L9,

sl es material espermético u ovular,

51 tanto los cuerpos densos como el material granu-
lar fuesen material espermético habria que aceptar que mi-
gran al citoplasma ovular durante la dispersifin del nGcleo.
Ademis hazbria gque aceptar gue estas estructuras son cepa-
ces de pasar por la membrana nuclear ya que se han encontra-
do por dentro y por fuera de dicha membrana en aquellos ca-
sos en gue se observd dispersitn de cromatina en presencla
de membrana nuclear. El material granular es suficiente~
mente pequefio para pasar por los poros de la membrana y una
vez en el citoplasma ovular se ensamblaria para formar los
acGmulos observados. Fara la salida de los cuerpos densos
se puede postular que podria realizarse por flujo de membra-
na. Esta suposicifn se puede hacer sobre la hase de la evi-
dencia presentads por Szollosi (1965) para la extrusifn de
nucléolos de los pron(icleos en huevo de rata, aunque estos
nucléolos quedan en vesiculas rodeadas de membranas y noso-
tros no observamos dicha estructura alrededor de los cuer-
pos densos. El origen ovular nos pareci6 poco probable de-
bido a que nunca encontramos los cuerpos densos ni el mate-
rial granular en casos en los que no habia dispersifn esper
mética, por ejemplo, la fecundacibn de oocitos inmaduros.
(Ribm y Barros, observaciones no publicadas). La elucida-

cion de este problema requiere mayor investigacitn.



1)

3)

CONCLUSTUNES

La falta de especifidad del oocito de hamster, cuya
zona pelicida se ha removido experimentalmente, se
mantiene después de la fusibn gamética hombloga, lo
cual se hace evidente debido a la posibilidad de re-
Fecundar heterfilogamente in vitrp,huevos fecundados

in vivao.

Como resultado de la fusibn gamética hombloga se pro
ducen cambios a nivel de la superficie del huevo fque
pueden ser puestos en evidencia mediante la técnica
de refecundacibn hetertloga debido 8 que la interac-
cifin entre el huevo fecundado y un espermio heterotlo
go es mas breve que con un espermio hombBlogo. Mas
atn, el huevo fecundado se comporta de manera diferen

te frente a dos espermios hetertlogos diferentes.

La fusitn de un huevo fecundado con un espermioc hete-
rblogo fué siempre seguida de dispersibén cromatinica,
incluso en estados del proceso de fecundacitn en los

cuales espermios homblogos se fusionan sin expefimen—

tar dispersién de su cromatina.




51.
L) tn el proceso de dispersibn crometinica se ha ohser-
vado fenbmenos que no habian sido descritos anterior

mente y cuya interpretacifn es alin incierta.
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Hrs. post-

Estado de

TABLA I

HUEVOS DE HAMGTER FECUNDADUS IN VIVO

Y REFECUND-~OO5 IN VITRO CON ESFERMIOS
DE CUBAYO

_ i
Huevos fecundadaos Huevos refecundadas

#

Huevgos fecundados

inseminacifn fecundacitn in vivo ntal de in vitro Huevos in vitro uev

Tuevnos recuprrados ecundados in vive 8] wmn::nmnom.u

viy

5 I, IT, III 16/5k (30 %) 10/16 (63 % 25/38 ( 66
e - 7 Iv, v 108/382 (28 %) 66/108 (61 %) 14L1/274 (¢ 51
8 -9 VI, VII 15/35 (54 %) 7/19 (37 %) 16/16 (100
10 -1 VI, VII 64/131 (L9 %) 9/6k (14 %) 50/67 ¢ 75
13 =14 VI, VII 63/86 (73 %) 7/63 (11 %) 17/23 ¢ 74
15 =16 VI, VIX 63/68 (93 %) 0/63 (0% 5/5 (100
18 VI, VII 39/L4 (89 %) 0/39 (0% 2/5 ( &0

# Con espermios de cobayo
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Fig. 1.- Espermios de hamster (H) y cobayo (L) con
reaccidn del acrosocma. Nbtese la diferencia en la
longitud de la cola de los espermios. X 2100

Fig. 2.- Huevo de hamster fecundado in viva y rrcu-
perado del nviducto. El huevo fué tratado con trip-
sina para digerir la zona pellcida e incubado durante
1.5 horas con espermios de cobayo. HNbotense los pro-
nidcleos (F) producto de la fecundacibn. X 770

Fig. 3.- E1l mismo huevo anterior pero & un distinto
plano focal para mostrar la cola del espermatozoide
Fecundante (flechas) vy la zona de dispersibn del es-

permatozoide de cobayo refecundante (R). X 770
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Mrs. post-
7 inseminacion

Estado de
fecundacibn

HUEVES
Y REFEC

Ht

—

evaos fecundadaos

DE RATON

otal de

uevos recuperados

[T

Lot

N E

DE HAMSTER FCCUNDADOS IN VIVD
NDADBs I VITRO

oF
b

PERMIOS

Huevos fecundados

in vitro

&

uevoc

no fecundados ir

vive

|
| 5 I, 11, I1I 6/51 (12 ) 6/6 (100 %) 45/45 (100 %)
6 -7 v, v 26/79 (35 %) 6/26 ( 29 %) 46/51 (90 %)
8 vi, VvII 32/42 (76 %) 5/32 ( 16 %) 5/10 ( 50 %)
7 9 -10 vIi, VII &5/75 (87 %) 0/65 ( 0% 3/10 ( 30 %)
7 14 -18 Vi, VII 48/65 (74 %) 0/.48 ( 0-%) 9/17 ( 53 %)

W Con espermios de ratén
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Fig. 4.- Espermios de hamster (H) y ratén (R) reaccio-
nados. NOtese la diferencia en la longitud de la cola
de los espermios. X 2100

Fig. 5.- Huevo de hamster fecundado in vivo y recupe-
rado del oviducto. E1 huevo fué tratado con tripsina
para digerir la zona pellcida e incubado durante 1.5 hg
ras con espermios de ratén. E1 huevo presenta los pro-
nGcleos (P) producto de la fecundacibn. X 770

Fige 6.~ El mismo huevo anterior pero a un distinto
plano focal, lo cual permite ver la zona de dispersibtn
de cromatina del espermio de ratén refecundante (R) y la

cola del espermio fecundante (flechas). X 770
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Fig. 7.- Estado I: Espermatozoide de hamster adosado
a la superficie vitelina de un huevo de hamster (5 hrs.
post-inseminacibén). <A 1960
Fig. 8.- Estado II: Espermatozoide de hamster fusiona
do con un huevo de hamster. El espermio muestra disper
sibn de la cromatina en la regifin medis de la cehbeza
(flechas) persistiendo aln cromatina altamente condensa
da en la parte caudal y anterior cel nicleo espermético
(5 hrs. post-inseminacitn). X 1960
Fig. 8.- Estado II1: Espermatozoide de hamster con dis
persifin total de la cromatina espermética después de la
fusibn con un huevo de hamster. La cola del espermio
permanece asociada a la zona de dispersion (5 hrs. post-
inseminacibn). X 1960
Fig. 10.- Estado IV: FronlGcleo macho formado después de
la fusibn de un espermio de hamster con un oocito de hams
ter. El pronGcleo presenta un ndmero moderado de nucléo=
los (b-7 hrs. post-inseminacitn). X 1960
Fig. 11.- Estado V: Huevo de hamster fecundsdo en el que
se observa un pronliclea macho con nucléolos algo mayores
v en mayor cantidad (6-7 hrs. post-inseminacidn). X 1560
Fig. 12.- E&Estado VI: Huevo de hamster fecundado en el
que se observa un pronicleo macho con un nucléonlo grande
acompafiado de varios nucléolos més chicos (6-18 hrs. posgst-
inseminacién). X 1960
tig. 13.- Etstado VII: Huevo de hamster fecundado en el
que se observa un pronfcleo macho con un nucléolo grande
y un nucléolo chico (8-18 hrs. post-inseminacién). X 1960
Fig. 14.- Estado VII: Huevo de hamster fecundado en el
que se observa un pronGcleo macho con un nucléolo grande

(6-18 hrs. post-inseminacitn). X 1960
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Fig. 15.- Espermatozoide de ratdbn en un estado inicial
de fusifn con un huevo de hamster. GUe ve una banda den
sa (b) gue separa el material ruclear del espermio del
citoplasma del huevo y un material de densidad similar

a la banda pero estrechamente asociado a2 la cromatina
espermética (flecha). fdemé&s aparecen cuerpos esféricos
(e) de densidad similar a la cromatina espermftica y gue
se desprenden de ella. La membrana plasmatica (mo) del
huevo y la memorane acrostmica interna (ai) estén estre
chamente adosadas formando un canal ciego.

Fig. 16.- ¢Espermatozoide de ratén fusionado con un huevo
de hamster fecundado. Se ven zonas de cromatina conden-
sada (flechas) de las que se cesprenden cuerpos densos
(e). En la vencindad del lugar de dispersitn de la cro
matina espermdtica anarecen cuerpos similares ssocisados
a un acimulo de mzterial granular (zg). Se ve ademés
una banda densa (b) gue separa parcialmente el material
nuclear espermético del citoplasma ovulsar y cortes tan-

gernciales de la cola del espermio (c).
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Fig. 17.- tspermatozoide de ratén en un estado de fu-
sién més avanzado con un huevo de hamster fecundado. En
el citoplasma del huevo se ve un par de membranas (fle-
chas) que se interponen entre la parte anterior del nb-
cleo esperméArico en dispersiodn y el citoplasma.

Fig. 18.- Espermatozoide de ratén fusionado con un hue-
vo de hamster fecundado. Hay comienzo de dispersién de
la cromatina espermética en forma de finas fibrillas
(flechas). La membrana nuclear no es visible y hay con-
tinuidad entre el citoplasma ovular y el material nuclear
espermatico. En la parte anterior del espermioc permane-

ce aln el perforatorium (F).
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Fig. 19.- Espermatozoide de ratén fusionado con un hue-
vo de hamster fecundado. La membrana nuclear ha desapa-
recido y hay dispersitn de la cromatina espermética.

La region en donde esta ocurriendo la dispersif6n de
la cromatina espermética es de una textura homogénea vy
esta desprovista de los organelos citoplésmicos ovulares.
En el lugar de la dispersién se ven cuerpos densos (e),
asociados a un agregado de material granular (ag).

Fig. 20.- Espermio de ratdon en un huevo de hamster fe-
cundado. El1 espermio presenta dispersitn total de su

cromatina. La region de la dispersitn esta desprovista
de organelos citoplasm&ticos del huevo y tiene una tex-

tura homogénea.
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fFig. 21.- ¢Etspermio de cobayo fusionado con un huevo de
hamster fecundado. La cromatina del espermio se encuen-
tra condensada y rodeada por una banda densa (b). For el
lado del citoplasma ovular se pueden ohservar peguefios
cuerpos (flechas ) asociados a la banda donsa.

Fig. 22.- Espermio de cobayo fusionado con un huevo de
hémster fecundado. 5e observa una banda densa (b) gue se-
para parcialmente a la cromatina espermftica del citoplas-
ma ovular y que se encuentra asociada a una serie de pe-
guefios cuerpos (flechas).

Fig. 23.- £l mismo espermio de cobayo gue en la figura

22 pero a mayor aumento. Esto permite distinguir un par
de membranas (flechas) gue separan la parte anterior de

la cabeza del espermio del citoplasma ovular. Hacia atrés
se observa la banda densa (b) y los pequefios cuerpos que
se sitdan por el lado del citoplasma ovular. En la parte

anterior del espermio persiste ain el perforatorium (F).
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Fig. 24.- Espermatozoide de cobayo fusionado con un
huevo de hamster fecundado. Se ven cuszrpos (e) de
densidad similar a la cromatina espermética y que apa
rentemente se desprenden de ella.

Fig. ¢5.- Espermstozoide de cobayo fusionado con un
huevo de hamster fecundado. Hay continuidad de mem-
branas gaméticas en la parte caudal de 1a cabeza del
espermio (flechas). La membrana nuclear no es visible.
Fig. ?6.- Espermatozoide de cobayo fusionado con un
huevo de hamster fecundado. 5Se puede observar la con
tinuidad de las membranas gaméticas en la parte cau-
dal de la cabeza del espermio. En la vecindad del
espermio se pueden observar cuerpos densos (e) asocia-

dos con un acdmulo (ag) de material granular.
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Fig. 27.- Espermatozoide de cobayo fusionado a un huevpo
de hamster fecundado. b5e ve una zona de dispersibn de la
cromatina espermitica separada del citoplasma ovular por
una banda de material denso (hb).

Fig. Z8.- Espermatozoide de cobayo que se ha fusionsdo
con un huevo de hamster fecundado y cuya crom=tina se ha
dispersado totalmente. En la parte anterior de la cabe-
za del espermio persiste aln el perforatorium (P) como

una regibn densa.
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Fig. 29.- Espermio de hamter fecundante en un huevo de
hamster. G5e ve dispersién de la cromatina espermética

en la parte media de la cabeza del espermio. La cromati-
na de la parte caudal y anterior del nucleo permanece a(n
condensada (flechas). La cromatina en dispersién se en-
cuentra rodeada por memirana nuclear (mn). Por fuera de
ésta se pueden observar cuerpos densos (e) asociados a
acimulos de material granular.

Fig. 30.- Espermio de hamster en un huevao de hamster.

Se observa la membrana nuclear (mn) gue delimita total-
mente la zona de dispersién. Por fuera de la membrana nu-
clear se observan cuerpos densos (e) de aspecto similar a
la cromatina esperméatica condensada y un agregado de ma-

terial granular (ag).
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Fig. 31.- Zona de dispersion de cromatina espermética
observada en un huevo de haemster fecundado in vivo vy
refecundado con espermios de ratéon. La zona de disper-
sibn de cromatina se encuentra delimitada por membrana
nuclear (mn). Se puede observar un cuerpo denso te) Y
un acdmulo granular (ag) por fuera de dicha membrana.
Fig. 32.- Espermatozoide de hamster fecundante en un
huevo de hamster. Se observe dispersidn parcial de la
cromatina espermética y 1a presencia de cuerpos densaos
(e) gue se encuentran en la vecindad inmediata de la
cromatina espermftica. Ademés se puede ver rue la mem-
brana nuclear (mn) ha persistido en algunas zonas deli-
mitando parcialmente la cromatina dispersa del cito-

plasma ovular.
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Fig. 33.- Espermatozoide de ratfn cuya cromatina se ha
dispersado cesi totalmente después de la fusitn con un
huevo de hamster fecundzdo. La decondensacidn cromatini-
ca ocurrit con desprendimiento de finas fibrillas (puntas
dé flecha) y en presencia de la membrana nuclear (mn).
Por fuera de ésta se ven cuerpos densos (e) y un actmu-
lo finamente granular (ag). Ademés se puede cbservar un

corte transversal de la cola del espermio (flecha).
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Fig. 34.- Huevo de hamster fecundado que fué penetrado
por dos espermatozoides de cobayo en el mismo lugar. En

la vecindad se observa un acimulo de material graenular(ag).
Fig. 35.- Zona de dispersifin de cromatina de un espermio
de ratbn en un huevo de hamster fecundado. En el mismo
lugar de la fusitn se ha fusionado un segundo espermio de
ratbn gue no presenta dispersidn de la cromatina esperméa-
tica y cuyo nicleo se encuentra rodezdo de material sub-

acrosbmico.



94,




