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ttedlante la tÉcnica de refecundaci6n in vitro se ha

estudlado el comportamiento Lie 1a memt¡rana plasrnática de

huevos fecundados rle hamster Frente a espermios heteró1oqos.

Los huevos de hamster se obtuviernn de herri:ras cruza-

das o inseminadas artificlalmente entre cinco r7 1B hnras

post-inseminaciñn. Estos huevos fnernn trabados enzimáti-

camente para eliminar 1as cÉIulas deI cúrmulo óoforo y disnl

ver 1¡l zona peI(rcida y lueqo se inaernlnaron con espermlos

rle cobayn o ratón previamente capacitarlos. [)es¡rués de 1.5

horas de lncubaci6n los huevos se observalon con e1 rlicros-

cnplo de cnnt¡aste de fases. La evidencia de refecundación

fué 1a p:r'esencia de una n veirias zonas de rllsr-rersión de cro

matina del es¡:ermio heteróIoqo.

5e encon'bró que los huevos r1e hamster son refecundables

con esperrnios de ratón hiesta tl horas ¡lnst-inserninacián V Don

espermios de cnbayo sDn refecunrlables h;:sta'11+ horas ¡ost-1n

serninacl6n. In ambos casos el perÍodo de ¡efecundaci6n es

signific;rtivamente mpnor que r:r1ue1 eni:rrnl,radn por LJ sr:i y Va

naqimachi (1q'76) pa¡a Ia refecund,¡cián homóloga. La refecun

daci6n se relacion6 con el desarrollo del pronúcleo macho

producto de Ia fecundaci6n.



[1 estr-rr:]io u]trastructuri¡1 dernostrá r¡r:e h:iy camf.rins a

nivei rJe la nlern[:rana plasrní¡tica nvrtlar colnn conl;ectlencla de

Ia l'ectrndaci6n. fstos cami:iog sE evidencian mntes ¡::ra l"os

espernrios lreLeróIogos que para los hornáIoqDS, e inclt.lso para

a-r.qunos espermlos heter6Iorl ns antes rlua ara r:tros. La dis

persión de Ia cronratina esperrnática pn cambio no es especie-

esl:eclfica y trDurre siempre cuando ha habido fus16n de mem-

branas gamáticas.

tl
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En 19i;1 tanto Atistin cnmo []hanr¡ comuniciirún lndepen-

rlientemente tue los espermatozoides eyaculi-.dos rle m¡:mlferos

deblan []ErrnaneDer pEr algunas hnras en el tracto qenital de

la hembra como un prerequislto para arlquirir su capacidad

fertilizante.

En sus ex¡:erimentos ,:'\ustin ( 1951), de¡:n:i1tó 'tulrúrqi-

camente espermatoznides pocn tiempo deslruÉs de 1a ovulación,

en el saco periovárico tle 1a rata. El observó que Ia fenLLn'

dactón comenzaba 4 horas rJes¡,r¡§s de 1a inseminación a pesar

de encnntrar espermatozoides ar¡ededor de los hue,.'os a t hora

post-inserninaci6n. üb¡tuvo resultadns simila::es cuarrdo en

vez de usar 1a tÉcnica de Ia inseninaci6n arLificial de.ió

que ios animales se crLrzaran es¡rontáneamente tles¡ttés rle 1a

nvulaci6n ( rlustinr 1952). uhang ( 1951) en canltio, inseminó

artificialmente conejas antes y despuÉs de 1a ovulaci6n, re¡l

lizando autopsii,is 'j6 hnr¡s: más tarde. tl encnntró que al

realizar Ias inserninaciones 4 hr:r¡:s antes de I¡: orrul.ación

nbtenÍa huevos fecundados. !in embar¡o, cuanrlo Ias insemi

nacir:nes 1as realizirba 2 horas i:ntes o rlespuÉs ile 1a ovLlla-

c16n, nrngún huevo aparecla fecundado. [1 lnterpret6 estos

resulti;dcs como indicarlores rle 1a necesirlad que tenian los
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pspermatozoides de perrnanpcer un rnfnirno de horas en 1r¡ vÍa

r;enital de 1a hembra para adr¡ulrlr su capacidad flecunr"lante.

;iI inseminar Ias hemsras rlespuÉs rje 1a nvr,rlaciÉn, los huer-¡os

se hacían im¡:enetrat-rles a 1os esperniatozoides antes que es-

tos adquirieran su capacidad fÉrti1. [hang (1955) cnnfirmó

estos hallazqos aI obtener altos porcentajes de fecundaciún

en hembras inseminadas des¡uÉs de la ovulación, ppro con es

permatoznides previ;:mente incubatios por 12 hnras en eI útero

de otra hembra en estro.

i\ustln ( 1952) Ilamó a este f enómeno "capacit,aci6n esppr

mática'r, sin pronunciarse sollxe BUB caracterlsticas y só1a

suponiendo que durante 1a permanencia de 1os espermatozr:ides

en Ia vfa r¡enltal elIos debían sufrir cambios fislol69lcos

que los rrcapacitaran" para fecundar. fste hecho se ilustra

mejor con 1a siguiente cita: rrft is uncertain ruhat capacita

tion involves, but it seems to ti¡ke place in at least 2 hrs.

in the rat and 4 hrs. in the rat¡bltrr (l\ustin y ltistrop, 1957,

p.84). La nccesidad de capacitación ha s¡ido estahlecicia ex-

perimentalmente en otras es¡recies de mamíferos, tales como

h,rmster r:orado (5trauss, 1956; uhang y ijheaffer, 1957), gato

( [']arnner, Jennings V lio jkia , 197D) , rrl,e.j-a (.I'iattner , 1c63) V

cerdo (llur¡ter y Dzluk, 1!,68), etc.

Los primeros estudios realizados en

a estudiar fas condiciones arnblentales en

cnnejo, orient¿idos

quP ocurre Ia capa-
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r;itirción, estehl-e"1,r¡s¡ r'lr.re 1as secreci¡nes rJel tite::n ([hann,

1955) y Cel nviducto ( idams y Lihanq, 196?.) snn esenci¡les ¡I

ra este Fer¡ómeno; rnirs aún, se comllrobó que amttas,lctúan sinr::

q;ístici¡mente ( rriedf nrd, 1969). t-sta actlviclad capacit¡rrinra

Irar.eEe estar t-:a jo 1a inflluencia rie Ias hornonas esteroldales,

Los estrúgenos, sln ser espnciales (f,nanq, 1958), Ia flavo

recen (Soupartt 1967), en caml:io,Ia ¡rrngesternna tiene un fuer

te efecto inhibitorio sobre Ia ar;tividnd c:rpacitadora del úte

ro ( -hanq, 1958) pero no snbre Ia del oviducto ( ¡rerif ord ,191Va) .

Los componentes macrr:moleculares de las secrr:cinnes ube

rj-nas pi:recerían ser esenciales en Ia rrrlquisición de Ia capa-

cltaci6n debido a que e,rperrnatoznldes puesto:r en un filtro
r'l'iill-ipore" de tamaño r:le poro cnnocido e incuirarJos en e1 úte

ro de una hembra en estro nr: logran cii¡racitarse i. llilliams,

rrJeinman y Harmner, 1964). La iderrtificación rie esros componen

tes no ha sido posible ¡rún en eI corre jo, sin emharqo, como

veremos más ndelante sp ha nhtenido gran cant,ldad de infnrma

ci6n con esturlios realiz¡¡rlos in vitrn en otrils nsps¡igs de

marnfferos.

Yanaqirnachi y [Jhang ( 19h4) fecundaron por

oocitos de lramster in vitro mlrzcli:ndo espermios

cr¡n e1 liquldo del avlducto rlrre acomJlirii¡¡b¡: a los

f:ás Larde, [3arros y i\ustin (l:l1l) fecundaron ln

de hamster recuperados rjel ovario con espermins

1:rimera vez

epidldimarios

oocltos

vitro oncltos

epl dl dimarl os
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Eus¡endidoE en lirluido folict.rlar y rlel o',¡j.ducto. Esto:: rg

sultarios lndicanan que se podf a prescindir rie 1as secr.ecinnes

de la vla genital de 1a hembra para obtener trílllacitación.

l4ás aúnr -cE ha podirlo car:acitar esp:ermios de hamster iI yitLq

lncuLrándnlos en 1íquldo f olicular de Ia vaca ( Yanaqimirclri,

1969a; 'rlarros y üaravagno, 197O) del ratñn y 1a r;rta (Yana-

gimachir 1969a) y en fluído del nvirlucto de la rata (8arros,

1968) y del conejo (Jr,ramatsu y uhang, 1972). F.jirrros y [iara-

vagno (l?ltl) V Yanag:.machi (1970b) capacitaron ES[jermlos de

hamster Ll vitro con suero sanguÍneo hnn6lCIgo y heterálngo.

Is prrrbahle que todos los f]uirJos uti]iz¡¡dos para ob-

tener ca[racltaci6n tengan prnpir:dades rtruimicas cnrnunes, y que

eI iactor que induce 1a capacltación nn sea sintetizarlo pn p1

tracto r-¡eni bal rie 1a hernbra silrn que sea trans¡rortarto a er;te

lugar por el torrente sangtrlrreo ( üarros y Garavirgno, 1g'7O) .

Las nracromoláculas del suero son aparentemente irn¡:ortantes

en Ia capacitaci6n y rle ellas se ha cnmprotrado qup Ia frac-

cl6n albúrnina es en algunaB eB¡rEDies 1a más necesarla (¡gu-

ter: Yanagimachl , 197üb; Lul y llei zeI , 1177 ; ratón: l.liya-

moto y uhang , 1973; humano: []arros , lionzieLez, tlerrera y

iiustos-[.]bregón, 1978) .

Lsturlios rle caIr,rcj.t¿rcián irr vi1,rn r:n mr,rrllos r:1trínrict]men

te del'inldos han contritrulOo,.l r"" *a:""

comple jo problema. As1, tlavister ( 1!i69)

conlprnsf6n rle este

f ec'rrrdó huevos de
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hanrster 1n vi.t,rn con Esperrnlns eyacularlos'¡;¡nteniÉnrlnlos

en solLrr,'ión Tyrnde errriqrLer:irla rorr aIhírrnini¡ sÉrica y pirt.r-

vato de sorlin" :in ernl-tarqo, i'ilrvisiter rrn tnr,r6 1a preciluE:ián

de asenul'arss rluE en e1 nedin no habi6 1[rluido rlel oviducto

corno cont¡¡minante y Éste Iriárr ¡rndrÍa h-¡ber sido eI resFtln-

satrle de permitir 1a capaciti:c1ón esJrermática.

üocitns de ratÉn, cuvas cÉ1u1as rlsl cúrnuIn se elinin¡l

ron cün hialuronirJasa, no se f pcundaron cr:andn .':p incul:al'on

con ps[]Í¡rmios en rnedio l¡rebs-iiinqer t;j-carhnn'.tto r:;nn qlucosa

(media násico). 5i este rnedio se enriquecÍa cDn 1rnl1 de pirg

vato de sodlo, se obtenfa un 25,,, de l'ecund¿¡ción. ['orcentajes

de fecundaci6n más altns (6ll - t16;;) se obtuvieron cLrando a1

rnedio de cultivo se 1e a!lrErló alt¡írmirr¿¡ sÉrica. rirralnente,

al enriquecer el m¡:dio básico cr:n a1bírmina sÉrica, piruvato

rle sndio y lactirto,.ie snrlio se putio ircnrtar e1 tiempo t.le ca-

pacitaci6n de 2 a t hora, sin clismint:ci6n cle Ia;,asa de fecun

daci6n (t'liyamoto y í-lhang , 1973). f n Ia rata por r:tra parte,

Toyodil y üirang ( 197t+a y b) traFracitarnn esrermios en un medlo

rie cuLtivo rlue terría aIhúrnlna sÉrica y un cllociente r,lal11 más

ba.jo rlue en Ios f Iuf rJos cor¡:ora1es. Tarnblán se ha pndldo c'".r

pacitar psllrlrrnato;:oirles hrrmanDs en medins rlulnr ic;rmente defi-

nidns cr:n albúrnlna sÉricn (Yanaigim-:chi, Yi:ni.lqim;1¡[i y flnqers,

1976) en un perlodo rle rnás de 7 hnras. I--ste tiempo ptrrln ser

acort,:do a menos tle unr¡ hora al aunrental el contpnldo rie albú



6.

nrina sÉrica rie 1 mg/rnI a i5 ,tq/nl ( i¡arrns, [innzíiIez, llerrq

ra y IJustos-üi:reqón, 1L)'78 y 11'19). f n e1 ci:bayo se ha pc;r1i

do obtenet es¡:ermios cepacit¿rlos tanto r:n mrdios rlue cnntie

nen al.ní:mina ( Yanagimachi, 19"72a y l:) cümB en solr-rciorres

rialinas sin m¡cromolácLLlas ([:1arros, i:lerrins y lieri]era, 1?7"i) .

fiesultadns diferentes se han obteniCo cnn espertü1os rle tnro

y pErro. Los primeros de[:en spr irrcub¡:dos en el nviducto

de vaca: aislado quir(rrqic¡¡mente (Tritani y l'1iua, 1977) y los

segundos se tienen que incubar en ¡Lresencia tle hu:vns r.ln cít

mulo (l.talri y Yanaginrachi, 1'J76) para obtener capanitacií:n.

Es i nteresante dpstacar en este mnrnento rlue hasta Ia

fecha no h¡ sioo posible capacitar es¡,srr,ratr:zoides de conejo

in vi tro ya sEa en rnedios químic¡rrnente def j-nidos o uon f 1uídos

corporales complejos (i'ledf ord, 1)7t1ri V b). [':recerla que eI

espermatnzoide rJe cnnejn es ml:s biÉn una exce¡:ción a Ia regla

y quE 1a capacitación espermática depende más del conjunto

de condiciones fisico-químicas que de un factor inductor es-

pecifico de la capacltaci6n (gavtsterr 1969; Harros¡ 197t+).

Por otra parte resulta claro ql,e 1a capacit¡rclón in vivo en

1a vía genital de 1a hernbra esté relircinnarl'.: con un o:'rienr¡-

mlento cronol69ico de los camllins que tleben ex¡lerimentar lr:s

ps¡rs¡¡a¡rzoides en relircif:n aI rnnrnento rle 1a ovrrl acir6n y f e-

cundacl6n. tl tractn qenltal i-rr:legr.r ri¡rfa la calriclt¡:ción ¡11

mnmento apropiatlo piara conser-.¡ ulr Ia más alta Lasa cle f'ecunrla-

ción (ilarros, 19'71+) .
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Hasta el presente no se ha pndido identificar ninqr'Ln

fenómeno blol6qico que ¡:ueda considerarse ineqrrívocirmn¡1f,s

como reFresentabivo de 1a capacitacián espermática (ver fla-

rros, [iaravagno y Eerrios , 191 t+). :iin emt:argn, se hE podl-

do irlentificar cambios que sufre e1 es¡rermlo rlrlrante e1 tiern

po rlLl'r Lranscurre entre 1a eyr:culación y 1a fect'tnd:rcián.

Los canrhios me jor estucJie'ldos son:

a) ar¡l.utinación, b) activacl6n, y c) ¡eaccl6n rlel acrnsoma.

/lqlutinaciól:

5e ha observado que los es¡rerrnios de ali;Linas Rs¡,recles;

de mamiferos por ejem¡:lo hanster o cobaVo se aglutinan ct.lan

do se lncuban in vitro en fluldcs corporales o snluclones fi

slo1óqlcas sintÉticas (Yanagimachi, 1969h; Liarros, 1c7q).

E.n eI hamster esia aglutlnación aparece y se mantiene duran-

te 1as 2 prirneras horas de incui-raciÉn rjesr:ués rle las cuales

los es¡rermios se Iiberan. Lo,: es¡rermios se unen pnr sus re-

giones acrnsómicas o rpgií:n;¡cror,;ómic¡: de unn con rer¡ ión prost-

acrosrónrica deI r.:-brn. Los puntos rle cnrrt¡rr.:to ¡rtrerlen ,ies¡Ia7:irr-

sE rJet:ido a1 movir;riento flagelar ¡rr:ro nunca hay uni6n entre 2

regiones post-acros6micas ( Yanagimi:chi, 19[r9Lr) . La ar_¡l-utina-

ci6n no es de tipo inmunolóqico V es probable qtre Ia unl6n de
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los es; ernrios 1rt:ede estar rlnd6 t.,o, camlrins rlua nDltr.lEn en

Ia siuperf-icie es¡-,ermÉti.ca dirr¡¡nte 1a i¡rcuflariñn. llj-n en-

barr¡o, Yanat¡i-machi, t{ico1snn, l,lr:da y trijimr:to (l9l'l) rrsan-

do tf:cnici:s de marcaje ron irirJróxido r;e fierro cnloirlal no

encontraron rilferencias En 1a tlistrilruci6n de calrl¡:lsr de su-

perf icie en es¡:ermios tJe hanster f:'escos o capacitados.

lje iqnol: si e¡te fen6nrenn es una eti-:pa irnpnr'l,ante o

necesarla en 1a ca¡,racit¡ción. i:iedl'orri (197Utr) ¿.rrcontró rlue

1os es¡-lermios humanos y de primates suh-hurn¿:nos nn rnt.:esljran

Ia tenclencia a 1a aglt:tj-ni¡t:lón. I-.rarlo que ia captcitaciíln rJe

rJichos espermias no seria tJifr.:rente ir La rJe ntros r,larní.feros

que s1 Be aqlutinan, se ¡o11rÍa Illnsar riue:liclrn evnntt.t rln es

esencial en los crrrnbios rlue r,ielre srrfrir el rs¡:ern-i-o Iara po-

der l'ecr.tnd¿:r.

i\ctivaci6n:

Yaliarlir,rachi ( 1959tr y lll7Db) encnntró rlue esperni os de

hanrster al desallutinarse despuás de 2 a J hnri:s de ¡r crrnrnPn-

cia en e1 medio de c¿l.acitacií:rr, exhiben un rqnvir¡ientr: en qr.ie

e1 f1'¡rJe1n t¡ate con gran am¡:1ituL1 y ¿i1l,a f¡ecuelrcia. tln ferlS

rneno sir',i1ar f''uÉ rlescrito púr f:l ¿lrl'os, !)plrlos V llerrera (1')7J) ,

aI incub;:r es, er:rnlos rle colra\/o en rnedio üt"lL,Ü-Z ( Lirlnster , 19"/1)

sin macrnmolÉculas. tlecientenlente V,atz, Yanar-1 jmachl y Dresrlnr,'r

( 1978) ¡eE:studi;:ron este l"errómenn con rnicrocinerrrator;rafiit r-1e



9.

arta velocidad en esperrnios rJe hanrsLer y cnhayo acti.varJos y

no activados. El1os encnntraron r¡ue e1 haii:: rle ra cola rlel

espermio no activado es 11e tr;rja arnplitud y alta t'recuencia,

mientras que eI es¡rerrnio actlvado tiene un mnvirnienl;n flaqe-

lar de gran amplitud pero de t:a.j a f'recLlpncia. LLteq¡ o calcu-

laron la potencia tlidrodinámica rlesarrorraria por los esper.mios

frescos e incubados encontrando valores rlue no son siqnifica

tiv¡:mente diflerentes. f n el espermio recián eyaculado Ia pr:

tencia está dada por un batj.r de alta frecuencia, 1o cual Ie

confiere movlmiento rie Lrun"". Por eI contrarin eI movimien

to del espermlo actlvado no eE prngresivo, as un movimiento

amplio que abarca una gran superficie hacia los Iar.jos del es

permio Io cual aumenta Ia prot;abilidad de contacto de Éste

con las envolturas del huevo. A su vez, este rnovlmlento Ie

da aI espermio mayor furirza cle penetración. [sto concuerda

con Ia posición de Bedford (1972a), quj-Én postula r¡ue la acti

vacl6n probablemente 1e confiere aI espermio la fuerza nece-

sarla lrara penetra¡ a la zona pelíroida.

La activaci6n debe ser un canibio lnrportante que ocurre

durante 1a capracitaci6n [Jorque se ol¡serva slernpre al incul¡ar

espiermlos err medÍos que 1a ¡rerrniten y no sE otrsler\/a en merlios

en los cuales no ocurre ia cr:pacitaci6n. :iin ernbargo, Ir: ac-

tivnci6n nD ea una manifestación directa rle capacltaci6n. De

ser as1, esprermios activados con acrosoma intacto rJeberian ser
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cafaces de fecunriar oocitos desprovistos rle znna pel[rcida.

[.]arros y HerrÍos ( 1977) lncubaron espermios de. hamster en

un medlo de composición qufmica rleFinida sin macronrolÉculas

que permití a rnantener tempcrralmente espiermios activados sin

qu'e estos sufrieran 1a reacción rlel acroBoma. Estos espEr

mios eran capaces de .rdherirse fuertemente a 1a nrembrana

plasmáLica de huevos de hamster sin zona pero nunca, inciu-

so rlespuÉs de incubaciones largas,se produjo fusión gamática.

Yanaglmachl ( 1969b) encnntró que en e1 Ilrluidn folicu-

lar de bovlno hay una fracción que es dlalizable y termoes-

table a los güac, Ia rlue tiene la propiedad de estimular Ia

r¡otilidad esprermática. tiahi y Yanaglmachi (1973) rlemostra-

ron que 1a actlvacl6n esprermátlca es dependlente de 1a tem-

peratura, asf espermios de narnster incunados a qü4f, se acti-

van en 2,5 horas, en cambio a ZlaC se actirran en 12 horas.

Es posible que los cambios que se producen en la su-

perficie espermática durante lae prlmeras etapas de Ia incg

L:ación puedan modiflcar 1a disponibilldad de metabolitos

exógenos y esto a su vez provocar 1a activacl6n (Barros, 1974).

Reacci6n de1 acrosoma:

Austln y Bishop ( 1958 a, b, c) clescribierori cambl os mor-

fol6g1cos rlue sufre Ia cabeza de1 espermlo de mamfferos duran

te el paso por e1 tracto genital femenino o por las envolturas
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del l¡uevo. fllos En6Bntrarnn que eI acrosoma deI esFErmio

de varias especles de roedores se hincha y luego se despren

de, fenÉmeno que se denomlnó reacci6n deI acrosoma. Ésta

reacción se ha podido estudiar en experimentos rpalizados in

vitro observándose que eIIa crcurre inmedlat¡imente despuÉs

de Ia activación espermática. Desde un punto de vista ultra-.

estructural se ha observado que esta reacci6n se produce por

múltlples rupturas de la memurana plasmática V acrosómica eX

terna, las que posteriormente se fuslonan entre si dejando

una estructura fenestrada. Este proceso lleva a la formaci6n

de veslcuJ.as cuya membrana está formada por membrana plasmá-

tica y acros6mica externa. Entre vesicula y vesfcula se es-

tablece una comunicacl6n entre e1 interior de1 acrosoma y e}

nredio extracelular lo que Ferrnitirfa 1a difusión de enzlmas

acrosómlcas ( Earros, lledf ord, Franklin y /iusf,t¡, 1967 y Frank

Iin, Earros y Fussel,197A). La reaccl6n ocurre en todo el

acrosoma excepto en la regl6n del segmento ecuatorial, 1a que

permanetre, por un tlenrpo al menos, sin reaccionar. En el ex-

tremo más anterlor de este segmento se fusionan los bordes de

1a membrana plasmática y acrosámica externa asegurándose así

1a corrblnuidad de menibrana en eI espermio. Como consecuencia

de 1a reacci6n del acrosoma queda expuesta 1a nrembrana acro-

sómica lnterna en la parte anterior del espernrlo.

Yanagimachl ( 1959b) alsl6 una fraccián macromolecular

del llquido folicular de bovino, la que no dializa y es termo-
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1ábll a gi-laC. Esta fracclán ¡enfa 1a propledad de inducir

la reaccl6n clel acrosoma de espermlos de hamster, fn eI

suero sangulneo se ha encnntrado tambiÉn un componente ma-

cromolecular cuya presencia es necesaria para 1a reacción

del acrosoma V que Farece ser Ia albúmina o alguna molÉcu-

1a asoclada con eIIa ( Yanagimachi, 19?0b) . Lut y liieizel

(1977) confirmaron que Ia a1búmina es importante en 1a i[

ducci6n de }a reacción del acrosoma. 5in embargn, vleron

rlue al hidrolizar 1a albúmina con pepsina no se perdfa eI

poder inductor de 1a reacci6n deI acrosoma. fste hecho

llevó a Lul y I'ieizel (19'17) a conclulr que Ia reacclón del

acrosoma depende más bián de una molÉcula i:sociada a 1a al-

búmlna misma.

La necesldad del ián üa en Ia reaccl6n del acrosoma de

espermios de mamiferos fuÉ demostrada aI incubar espermios de

cobayo en medio l'lUM (Barros, 1974) en el que se obtiene nor-

malmente porcentales de rearción cercanos aI 10tJ %. []uando

se usaba ese mismo medio pero libre de Ca++ se obtenla casi

un 1!U r, de inhibición (F-larr,o§ , 1974).

Por otra parte,Yanaglmachi y Usul (1974) conflrmaron

que 1a reacci6n del acrosoma es calclo-dependiente aI lncu-

bar espermios de cobayo en un medio sirr Ca++ en e1 cual obtu

vieron actlvacl6n Flertr no reacci6n. 51n emtrargo, lnmediata-

mente despuÉs de agregar Ca++ Ia mayor parte r1e los espermios
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BUfrían 1a reatrtrl6n del scrosoma. En experimentos contro-

les, en. quE los espernrlos no habían sido ¡rreincuirados, la

adlci6n de f,a++ no irrducla Ia reacción. Los autores sugie

ren que du¡ante 1a incr-rbaci6n ocurrirlan cambios a nivel

de 1a membrana plasmátlca del espermio, como el ciesenmasca

rarniento o activación de sttios que Iigan o transpBrtan f,a*o.

Dada la importancia del [a++ se ¡:uede Bsperar que

cualquier agente que favorezca eI flIujo de este ión hacia el

lnterio¡ de 1a cÉ1u1a, favorecería 1a reacci6n acrosómica.

Asf Talbot, Summers, Hylander, i{eough y Franklin ( 19'/6) es-

tudiaron e1 efecto ciel ion6foro de Ca++ A 23187, sobre esper

mios de equinodermos y mamÍferos. Los espermios de equino-

dermos sufrierun 1a reacci6n acrosómica inmediatamente rles-

puÉs rle ser colocados en el- medio que contenla eI ion6foro.

En espernrios cte cobayo y cle hamster el ionóf oro recluce el

tiempo oe incubación previo a la reacci6n pero no 6e puede

presrindir de eIIa. El efecto del ionóforo sobre Ia reacclón

de1 acrosoma es más claro por los resultados obtenidos ron

espermios de hamster que con 1os rle co[:ayo y equinodeflhos,

debido a que los espermios de cobayo pueden reacelonar en 10

minutos marrteniÉndolos entre porta y cu[rreobjetos en un me-

dio de composici6n química Cefinida (il¡rros, Berrios y llerre-

rEr 197]) y 1os espermios rle equinodermos reacciorran inmedla

tanrente en prEsencla de geiatina ovular o pll exbracelular
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alto (L"ol11ns y tpel , 19"77).

La necesidad del flujo üe f,a++ en la reacci6n se ha

investigado estudiando 1as modlflcaciones de'l acro-Boma en

presencla de hiamina. Este deterqente, a una concentraciÓn

de 0rCI01 7á, induce la reacción en espeimios de conayo Fn 10

a 15 nrinutos. [1 efecto inductnr rie la hiamina se podÍa in-

hibir r¿'versiblemente usando,'nedios de cultivo carentes de

++r-a (Yanaqimachi, 1975). iúooding (18-15) oi:tuvo resLLltados

similares trabajando con espermi-os de tr:ro. fs probable que

1os deterq,;entes actúen modi f icando componentes rle Ia superf i.

cie o cr-rmponentes estructurales rle 1a membrena. Esto aumen-

tarf a la ¡:ermeabilidad al üu**, to qurJ a su vpz provocaría Ia

reacci6n del acrosoma.

Finalmente se vió que aqentes conro ['1g++ o pll bajo, que

disminuyen el flujo de Ca++, blnquean 1a rpacci6n, iqual que

1a ausencla de Ca*+ (Colilns, Epel , 1g't7).

EI nivel celr.rlar y el mecanismo preciso de accl6n del
LLCa" en 1a reacci6n del acrosoma se rlesconoce. Yanagimachi y

Usul (19'14) plantean que eI Ca*+ tal vez neutralice cargas ne

qativas existentes en 1a trara interna de 1a menrbrana plasmá-

tica y externa de 1a menrbrana acrosómlca exte¡na. !1sf , a1

neut¡alizarse las cargas, seria posible un acercFrn'iento y pos

terior fusi6n de las membranas. $egún Yanaqimachl y Usui

(1g7t+) otro mecanlsnro probable serla que e1 Ca*+ provoque en-
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tracla de aqua ai acrosoma. ;iI hincharr;e ésbe, r¡uedrrfa su

rnenrbrana exterior muy cerca de 1a membrana plasmÉLtica pro-

duciéndose la fusl6n entre amt:as. En los clos trasos el meca

nismo planteado no serla suficietrte porque no basta con que

dos membranas estÉn muy cerca para fusionarse.

Lucy (1975) plantea que Ia reacci6n del acrosoma se

debe a un acondicionamiento de las menrbranas que ocurre du-

rante 1a incubaci6n de Ios espermios. Iste acondicionemlen-

to serla 1a lntroducci6n de lnestabilidad en las rnemtrranas,

es declr una perturbación de Ia bicapa llpídica, lo que au-

mentarÍa su fIuldez, permltiendo un reordena'riento de Ias

protefnas intrÍnsecas y La formaci6n de rnicelas Iipidicas.

A1 encontrarse dos áreas mlcel ares sL.rf icientemente cerca, 1a

fusión es inevitable. La hipótesls de 1a fnrmacián de mlce-

las previa a Ia fusl6n parece ser cnnfirmada por los experi-

mentos cle t-)onuay V r.'ietz ( 1971) y Gabara, GIedhiel, troce, Üe.

sarini y Hnprovsky (1973). EIlos incubaron espermios de eri

zo de mar V conejo en FresEncia de lisofosfolípidos. En 1os

dos casos 1os espermios sufrieron 1a reacci6n del acrosoma.

Los lisofosfollpldos desestabilizan las membranas, aumentan-

do Ia flr-ridez de Éstas y permitiendo asf la formaci6n de ml-

celas. rin embarqo, Poste y Allison ( 19'73) plantean que la

formaci6n de micelas Es poco probable en condiciones Fisiol69icas

V que en traso de ploduclrse serla un cambio tan drástico que

provoc.arÍa Ia citollsis.
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For otra parte, Foste y Allison 119'13) plantean que

las proteínas iambiÉn tienen un rol lmportante en 1a fusi6n,

estableclendo enlaces entre dos membranas. La uni6n de las

proteinas sería posible debido a una hlperpoJ.arizacián de

Ias nrembranas que es eI resultado del conl;acto est¡'echo en-

tre Las dos. EI acercamiento de las dos mernoranas podrfa

ocurrlr por e1 nrecanismo planteado por Yanaqimachi y Usui

(1974) y dlscutido anteriormente, pero es más probable que

se prcrJuzca espontáneamentp al encontrarse dos memhranas

cuyo radio de curvatura sea suficientemente pequeño.

Dado que 1a reacción del acroijoma Es un f pnbmeno que

debe ocu¡¡ir en un momento cletpln,inado rlel prnceso de fr:cunda

ci6n es prohable que exista a1qún control qlte asErJure r:lue se

produzca en e1 instante preciso. Flogers y Yanaginrachi (1975)

encnntraron que 1a presencia de qlucosa en eI medio establli-

za Ia mernbrana plasnrática o interfiere cr:n eI mecanismo de

transporte de Ca++. Pero es más probable,lue el efecto de }a

glucosa sobre 1a capacitaci6n sea de tipo metabóIico. 5egún

eI trabajo de l'ilyanroto y ühang ( 1971) se sabe que e1 piruvato

y e1 Iactato controlan de alguna manera la capracitacl6n. Al

aumentar la concentraci6n de qlucosa se produce una inhibi-

c16n com¡:r:titiva sobre 1a vfa metab6lica clel 1act,at,o y priru-

vato con eI consiqiuiente retardo en la capaclt¿¡c'6n 1o que

sugerirla que 1a reacci6n está contlolada por el ainbiente.
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Fos.o tieI -esfrerrnio por +as-cubi.ertqs nocltarigs.

La reaccién del acrossma Be con:;lrJera un requisito

para Ia Fecundaci6n porque nunca se ha encclntrado un esper*

mlo sin leacción del atrrtrsoma dent¡o riel citoplasma ovular.

La reaccl6n se produce antes de que el espermio lleque aI

cúmulo óof oro (Bedf ord | 1972h; Yanagimachl y t"iahi , 1976).

Austln ( 1961) propuso que el espermlo se abre su paso a tra

vÉs del cúmuIo óoforo rnediante 1a llberaci6n de hialuroni-

rlasa que serla 1a consecuencia de Ia ¡eacción clel acro§oma.

Si la funni.6n de Ia reacción es realmente perr,rltir 1a tibe-

¡aci6n de hlaluronidasa para que eI espernrio pueda abrirse

paso por el cúmu}o 6oforo es lmportante que la reaccl6n ocu-

rra en 1a vecindad del cúnrulo óoforo y no antes. tfectivamen

te, la mayorf a de los espermlos rrcapacitaclosrt recuperaclos deI

útero tienen sLr acrosonra intacto (cone.jo: Adams y ühang, 1962;

hamster: Yanaglmachi y f,hang, 1964), mientras que los esper-

mios encontrados en el espeelo perivitellno presentan reaccl6n

del acrosoma (Austin y Bishop, 1958b).

Llna vez que el espermio ha atravesado eI cúnrulo óoforo

se encuentra con Ia zona pelúcida. EI espermio se pega pn

forma tangencial a ella y comlenza a entrar abriendo una fl-

sura que Ee curva en un ángulo ampllo hacia el huevo (l\ustln

y Blshop, 1958b). Austin y Rishop ( 1958 a,b,V c) propusleron

la exlstencia de un agente lÍtico que permitirfa el paso del
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espermio por Ia zona pelúcida. Este agente Iítico ha sido

aislado del acrosoma de mamíferss y se ha identificado bio-

qulmicamente comB una proteinasa (r'lc i-lorie y ,Jilliarig , 1974) -

Una vez que eI es¡rermio l1ega al espacio ¡.lerlvitel.irlo

es rsdeadn por las nricrovellusirlades rlel huevo. Istas rodean

a todo eI pspermatozoirie pero s61o aquellas que contactan Bon

1a merrbrana plasmáiica que cubre 1a reqiñn post-acrosómica

del espermio se fusionan con Éste. (Yanaqimerchi y I\crda, 197D

a y b; tsarros y Herrera, 1977). La parte anterio¡ de la cabe

za del espermlor Que está cublerta por Ia memhrana acrosóml-

ca interna, es lncorporada al citoplasma ovular pn una vesf-

cula de tipo fagocitico (Batrros y Franklin, 1968) debido a

que 1a men'rbrana acrcsómica interna no se fusiona: con Ia mem-

brana plasmática r:vuIar. Esto puede deberse a Ia escasa fIul

dez que presenta 1a membrana acros6rnica interna 1o cual se hi

zo evldente a1 no encontrar mnvllidad de receptnres r:1ue ligan

lectlna (Nilcnf son y Yanagimachi, 19'74) .

En eI momento en que se fusionan las membranas qarnÉti-

cas, los gránuLos corticales libpran su conbenldo al espacio

perlvitelino por fusi6n de su membrana con la del huevo. Su

respuesta fuÉ asociada al blor:¡ueo a 1a pollespernrla (Austin,

1956). Sarros y Yanaglmachi (1971) dernost¡aron que el conte-

nldo de los gránulos corticales provoca la reacci6n de la zo-

ñBr induciÉndoIa experimentalmente en oocltos de hamste¡ no
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defecundados con material de gránulos corticaLes olrtenirlo

huevos flertilizados.

En algunas especies de mamiferos como Ia rata y el

rat6n el bloqueo a la poliespermla puede darse a nivel de

La zona pe1úcida y la membrana plasnrática ovula¡. i'iientras

clue en otras especies el blnqueo es más eficiente a nivel

de Ia zona pelúcida como, por ejemplo: el hamster. En o-

tras especies conro eI conejo exlste sáIo la resp:uesta a ni-

vel de membrana ovular (Austin, 19á1). Es 1m¡-:ortante des-

bacar que en este caso la entrada de1 espermio Frovoca un

aumento en La densidad de cargas negatlvas en 1a superficie

vitelina (Cooper y tsedford, 1971); pero hasta el rnonrento no

está claro si estos canrbios se deben a 1a ruptu¡a de los grá

nulos corticales o a la fusián de las membranas gamÉticas.

Llna vez que se ha producido 1a fus16n de 1as menrbranas

gamÉticas 1a memnrana nuciear desaparece. De este modo la

cromatina espermática queda en contacto con eI citoplasma ovu

1ar, aunque persiste por aIgún tiempo e1 material subacros6-

mico perinuclear. EI siguiente evento es 1a rlecondensaci6n

de la cromatina espermática que comienza en el tercio poste+

rlor del núcleo y progresa luego h¡"lcla los dos extremos. La

parte anterior del núcl.eo es 1a última en rlecondensarse.

Desde h;¡ce unos cinco años se ha estado utllizando ven

tajosamente Ia tÉcnica de fecundación cruzada in vitro con eI
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fin rle a¡rortar mayBr infnrmacl6n relacionada aI conrplejo

problema de las interacciones ganrÉticas ( Yarnaqinr;:chi, 1912a;

Hanada y i-ihang, 1ü72 y 1976; tJarros, Elerrios y ire¡¡s1's, 1973i

Bar¡os et al., 197A). fn todos los casos estudiadoe se utili

zú oocitos marluros a los que se les elinrinó Ia zDna [re]úcirla

siendo el ol:jetivo prlncipal de esos trabajos 1a evalluacl6n

de 1a capacidad fártll rle los espermatozi:ides con prescinden-

cia de un asprecto tan lmportante como Io es eI de Ia espeeifi

dad de la fecundaci6n. For otra parte Ia real Fosj.bilidad de

refecundación in vitro de nuevos f'ecundados in vivo (Sarros V

Yanagimachl, 1972) asÍ como de los blast6mero¡ rle Ios primr:ros

estados del desarrollo (Usui y Yanagimachl, 1976) nos han mo-

vido a realizar un estudlo comparativo de huevos de harirster

fecundados ln vivo y relecundados in vitro con espermios de

cobayo y rat6n. Estos experlmentos se realizarán con eI fin

de poder establecer si la aparente falta de especifidad de la

fecundacl6n de los oncltos de hamster a los que se les remue-

ve experimentalmente 1a zona pelúcida se mrrclifltra con 1a fe-

cundaci6n, Por otra parte nos interesa de berrninerr si, como

resultado de la formacl6n del zigoto (fusi6n espermio-huevo),

es posible detectar cambios a nivel de la superficie del hue-

VO, previos a aquellos r.ue se ponen en evidencla por Ia refe-

cundación hom6loga. Por ú1timo nos interesa establecer si eI

proceeo de dlspersi6n de 1a cromatlna espermátlca es diferente
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en ]a rEfecuririaci6n heteróloga conrparada con Ia i'ecurrd;.rci6n

hoirr6l oga .

Ee presenl.ar'á evidencia que indica qLre:

a) La falta de especifidad que presenta e1 nr:rcito no fe-

cundado se n¡antiene despuÉs rle 1a fecundación, es de-

cir, tanto el oocito como el huevo fecundaclr nueclen

flLrsiunarse tron espermios heteró1ogos.

b) ilediante 1a tÉnnica de rr,fecundaciún heteróloga se

pueden de.bectar mncliflcaciones a nivel de la superfi-

cie del huevo que ocurren dpsFL-rÉs c¡e 1a fpcunrlacián v

que se exprasan Fop un perir:do dp lnteracción huevo-

espermio heteró1ogo menor que con esperrnios l-rom6Ioqos.

c) La cllspersión de Ia cromatina es;rermática ps un prooe-

so de mavor complejidad que Io descrito anteriormente

y este procEso no es rspecle-especlficr.

d) EI esperrnio heterírIogo refecundante siempre experimen-

ta dispersl6n de su cromatina cuando hay fusi6n rJe mem-

branas oan¡Étlcas.

__ .J
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rr e c u ;. e r_a c i ó n r:le _h u e v o s de hj1rys t e :_L e c t r n d a do_s .

F-n estos exFerimentos se usarcrn hemLrras de hanrster adul.

tas previamente cicladas según eI mÉtoclo ule Lrrslni ( 1961) . f n

algunos casos las hembras se inyectalon con 25 u.í. de t1üD

(Human Lhorlonic Gonadotrophinr[albinchem), en 1a t¿rrde deI

terr:el cila desprrés de 1¿r descarga deI pnst-estrcl. üieciseis

noras despuÉs, 1as hembras sE Gruzaron con machos de f'ertill-

dad probada o bidn se inseminaron artiflicialmente cBn esperma

tozoides obtenldos rlel epldidlmo. fn otrns casDS se us6 e1

mismo procedlmiento pero Ias hembras se indur teron a suf:rerovu-

1ar lnyectándolas con 25 u. i. de Fl'13 ( i-¡'egnant l'rtsrPr s ljerum

Gonadotrophins, Gestyl tlrganon) pn e1 dla de 1a desct,r0a de

pnst-estro.

ri partii de ta 43 hora post-coito o post-inseniinación

Ias hembras se matarnn, a intervalos de 1 a 2 horas, por d1s-

Iocación cervical. De Ios or,¡iductos se obtuvieron los hr-levos

que se trataron con una soluci6n con ü,ü1 7' cle trialuronidasa

(;af uiochem) en tli"'üLl-z ( ilrinster , 1911) , para el irrrinar Ias cÉ-

lulas del cúmr,rlo 6oforo. DespuÉs de I lavados con medlo de

cuJtivo los huevus se TLlsiernn en conb¿cto cor-r ps[.r e::rrrios de

hamste¡'ca¡r¿sitados a fin cle hacer visii-r1e la rei¡cci6n de

zona pelúcida ([ralros y Yanagimachi, 1971 y 1972). Los huevos

que presentaban reacción de zona se utllizaron [rara EBtudlos

,]

t
I
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de refecundación y aquellos que nD Ia present¡;ban sirvieron

de controles para evaluar la capacirlad fÉrtil cle Ios eeperilrins

heber'61ogos usados. Los huevns fecund.:doE y no Fecund¿irlos se

traLaron en forrra separada con una solución de tripslna (Ljal-

bi.ochem) aI ü,01 ;r, en Ejt'ifi[-Z para eJ-lminar 1a zona pe1úcida.

u)esf;uÉs de J lavados en medio de cultivo los huevos se cnlo-

caron junto con es[ierrrritrs capacitados de cobayo o ratón.

ijeparacián 9e los espeIJlios.

l,lachos arlultos de hanster, coi:ayo y ratón se mataron

pcr dislocerci6n ce¡vica1. t*a cola riel epidídimo se disecó

y luego se puso en una cá¡rsula de cultivo (Falcon lnú1) Ia

que se llenó con aceite nrineral. [on una jrringa rle tuber-

culina se ¡gregaron 0,5 ml de llt t¡[-2 para han,ster y ratón y

0,5 m1 de iit'ltlLl-Z sin aIbúmina para espermatozoides de ccrbayo.

De estas suspensiDnes se tomaron 1 x 106 espermicls Los r¡ue

se incubaron por J horas a 3'7aC en una gota de 100 pI de me-

dio capacitador, Ia que se cubri6 con acelte mine¡al. tI

rneciio capacitador Flara espiermlos cle hamster y ratón fuÉ una

mezcl a 1:1 de ü1,;0C-2 y suero ,unqrÍn"o humano precaJ.entado

a 70011 (Earros y Yanaginrachi | 1972) . Los espermias de co-

bayo se ca;-raci tarnn incubándolos en L-1l,in[-2 por 5 horas a

37aC. En algunas ocaslones los espermatozoides de cobayo se

capacitarnn instantáneamente utilizando Ia tÉcnlca deI porta-

oL,jetos descrita por Earros, Uerrlos y Herr.era ( 1973) .



?4.

fieflecundaclón il vitrg.

liuevos de hamster frcundados in vivg se incuLlarnn

in vi.tro con espermios de cobayo (fiq. 1) o ra[ón (fiq. h),

por un período de 1 a'i,5 horas a 77aC. Al tÉrmino de este

perlodo, los huevos se lavarnn en medio de cultivo flesco,

luego se montaron en un porta-objetos y se cubrieron con un

cubre-objetos suspendido por un par rJe hilillos de parafina-

vaselina. 5e consideraron rel'ecundados sóIo aquellos huevos

en los que estaban presentes Ios dos pronúcleos (Fiq. Z y 5)

producto rJe 1a fecundación y 1a cola rlel espernrio de ha;1stEr

(Fiq.3 y 5) (espermio fecundante) además del área de dispEr-

s1ón de cromatina espprmática del espermlo heteróIogo (fig.3

y 5)(es¡ernrio refecundante). TambiÉn se anr¡taron las ca¡ac-

Leristicas del pronúc1eo de1 esi-rernrio fecunciante a fin de co-

rrelaclonar Ia refecundaci6n con e1 estado dp fecr:ndaci6n.

En aquellos casns en que la cabeza clel espermio de co.

bayo o ratón no mostraba dispersi6n de la cronratlna,eI huevo

se consideraba como huevo nn refecundado en Ias observaciones

con eI microscgpio de contraste cle fases.

Lcrs nocitos que no se fecunrlaron in vivo se utiliza¡on

para evaluar 1a caFacidad fÉrti1 de los espermatozoides hete-

16logos que se usaron en los estudlos de refecundaci.6n.
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t: ::gparac i ón del T,at.erl al p ?Ia mi c.Ios cop í a. eI e.c.t :qóni-99,.

Grupos de huevos f ecundados Ll v.i-vq y re Fecundaclos

in. vitro con Bepermios de cnbayn o ratón se fijaron por 3t)

minutos en glutaraldehído aI 1Á en buft'er cacodilatn (ü,25 f\i,

pH 7,3). Luer,o se incluyeron en pastillas de aqar al 2iÉ ¡-rro

longánrlose La fijacián por un perfndo acilcional de l0 minutos

al tÉrn-,ino oel cual se lavaron en [:uffercacodilato por un

perlodo máximo de 15 minutos y se prnst-fijaron en t1s DU al

1ñ en buffer cacodilato (il,25 l.i, ph '/ 13) por 15 nrinutos.

DespuÉs de Ia fijación en [)s0U se lavaron en varios canrbios

de buffer cacodilato. La deshidratacl6n se realiz6 en una

serie creciente de acetnnas, partiendo con acetona al 3AÁ.

Finalmente se trasladaron a mezclae de¡ ipurr (lipurr, 1969)

acetctna ( 1üü ;á) 1:Z (v/v); 121 (v/v) y l-ipurr '1tJn ií. Los

huevos se lncluveron en Sipurr 1DO 'ti nuevo V se dejaron po[

merizar a 704f, por un perlodo de B horas. t,ortes plateados

o grises se obtuvieron con cuchillo de vidrlo En un ultra-

mlcrótonro Forter-BIum NiT2-tJ, se montr:rcln pn grillas rle cobre

de lL10 mesh y se tlñeron en acetato de uranllo por 20 minutos

y citrato de plomo por 15 minutos. Finalmente se observaron

en un mlcrnscopio electrónico F hillps , El"i 100.
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Lvnlu.clón de1_ Frol[rcleo cleL -espermi o .f.r.c.grf lante: def inlci6n
de los r.-:stados ciel procesD de f ecundaci6n.

Huevos de hamster recuperados rle hembras cruzadas o ln

senrlnadas artlficialmente mostraLran una variación en Ia evo-

1uci6n del pronúc1eo nracho de¡:endiendo oe1 número de hnras

rranscurridas desde Ia inseminación. Del:ido a que en una po-

blación rle huevss Ia f ecundacl6n in viv.o no ps un ferrómeno

sincrónico, describiremos 1as característlcas r"lel ¡:ronúc1eo

macho a los distintos tiempos a los que fueron obtenldos los

huevns fecundados, pñrra asf correlacionar 1a refpcunrJaci6n con

e1 estado del proceso de la fecundación.

Los espermatcrzcrides fecr-rndantps observardos en lruevos rg

cuperados del oviducto 5 horas des¡r¡§s de 1a insernirraclón po-

drfan estar en cualquiera de Ios slgulentes estados:

Estado I: esFermio fecundante adosado a 1a superficie del vi-

telo sin presentar i¡ún dlspersl6n de 1a cromatina (Fig.

7). lje podfa inferir que este espermio ya se habla Fu-

sionado con Ia meml:rana plasmática ovular pollue se ha-

bla producldo 1a ruptura de 1os gránu1os crrtiBaü:És.

Estado II: espermio fecundante con dis¡;ersi6n Ce Ia cromatina

en la región niedia de 1a eabeza persistiendo 1a región

anterior y caudal de el1a con cromatina altarnente con-

densada (Fig.8).
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fstaclo III: espermia fecunrlante cnn dlspersiñn cromatinira

completa apareclencio aai una región más clarar y homo-

qérrea en eI citoplasma ovul.ar, reqión que estaba asocia

da a Ia cola del espernrio (Flg. 9).

[n huevos recuFrerados E, a "l horas cles¡iuÉs rie 1a inse

minación se p,odian observar dos tipos de prnnúcleosl

fstarto IV: pronúcleo con un número morlerado rlp nuclÉolos peque

ños (Fig. 10).

Estado V: pronúcleo ctrn nucléblos alqo mavores y en mayor can

tidad (rig. 11).

A partir de la octava hora post-inseminaci6n y hasta 1a

1Bg se observaron lundamentalmente dos tipos de pronúcIeos:

Estado UI: pronúcleo con un nucláolo ile gran tamaño y 3 6 4

nuclÉolss pequeños. (flg. 1?).

fstado V1I: pronúcleo con un nucláolo grande acornpañado de

uno o nlngún nr-rc1Éo1o chico (Flgs. 13 V 14).

Ref ecundaci.6n con espermios de_ ro[:ayo.

5e recuprs¡fi un total de 79ú huevos de hamster de hembras

cruzadas o inseminaclas artlficlalmente. De estos se hablan

Fecundado ln vlvo f62 (46 )t). f,uando estos huevos se pusieron

en contacto in vitro con espermi os de cobayo, 99 (27 'ri') se re-

fecundaron (Tab1a I). De los huevos en estaclo I, II, n IlI del
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5eproceso de fecundaclÓn 1n de M \á3',i') huevos de hamster

refecundarnn con esperurios rJe trobaVo.

[-.,e los huevos en un rstado 1U o V

11 partir de los estarios UI y VIl

Los resultados de experimenLos similares

ensayó eI comportamiento de espermatozoides rJe

deI

ri,f er;urr cló un 611r,.

fr r ocPSo de 1a

fecundaol6n que Borresponden ar la octava V novena hora post-

inseminación.-en las riue se obtiene un 3W" de reiecundación-

se observa una disminuci6n graclual en los porcentajes de re

fecundaclón hasta que entre 15 y 16 horas post-inseminaci6n

(estado VI y VII) ya nlngún huevo se refecundó con espermios

de cobayo.

Un total de 428 huevos que no se hai:ían fecundado in

vivo sp urtilizaron para evaluar la capacidad fÉrtil de los

espermatozoides de ccbayo. De este total se f ecundarr-.ln he-

teróIogamente 256 (6ü11,). f'lás aún, no se observó una disminu-

ción en 1os porcentajes de fecundaci6n l-reteróIoga a pesar de

habe¡ sido recu[,erados a Ias mismas horas que los huevos fe-

cunclaclos. i\si se puecle comprobar que a 1as 15 - 16 l-roras

post-inseminaci6n ningún huevo fecundado se refecund6, sin

embargo, el 1üD}, de los huevos no fecundados in vivD se fle-

cundó heterólogamente.

Refecundaci6n con espe,rmios de reltbn.

en los que se

ratón para re-
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fecundar huevos r1e hamster ln .v_itfo, son resLri;ridos en 1a Ta-

bla 1I. L¡ n total de J'l ,l hu.-tvos rle [larnster se rECUFeratl:]n

de henrbras cruzadas o lnsenrinaclas artificialnrenle rle los

cu¿les 179 se h¡¡bian Fecundado irl viJo. i1 total rJe lns

huevos f ecr-lndados in vlvo y recLtperatlos pn estado f , If , D

III, cinco horas pnst-lnseminaciírn,sa reFecund¿ron in vitLq

con espernrios rle ratón. tjej-s a siete irnras pnst-insemina-

ci6n, cuanrlo 1os huevoB se encontraban En pstarln I\/ o V del

;ror:eso cie la fpcundación, este porcentaje riisnrinuyó en f'or

ma brusca o[:teniÉnriose solamente 29'i de refr,:cunrJ,;ción. i\

partir cie 1a novena lrora post-inserqinaci6nrcuanrlo los huevos

se encontral:an en estado UI o VII deI proceso de la fecunda

ción, nlngún huevo fecr-rnriedo es refecuncl¡ido il vitro_ por'Bs

permlos de ratón.

fn 1os experimrentos controles ue un total de 1lJ hr-l eyus

no fecundados 1n vivo, 1DB (81iá) se 1'ecundaron heteróIoL;anren

te in vitro. Lntre 14 V 18 horas post-lnseminacl6n cuando

ninqún lruevo f ecurir:lado se rr:f ecunri á, e1 5lJ'1, de Ios huevos no

fecundados in vivo se fecunCaron con espernrios Ce ratón in

vl t ro.

[studio Lll traestructural

Llbservaciones de huevos de hams.ber ref'ecundados i n yi-

tro en distintos estados del proceso de fecunciaci6n con es[rer

matozoides de cobayo o ratón mos braron r'¡ue 1os huevos despro
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vistos de zona pe1úcicla aparecian rocleados tanto oe espEr-

mi os con acrosoma como de es¡rermios que rnani Fes taoan rEac-

ción clel acrosoma. Jln embargo, sólo los espermatozr:ides

que hablan ¡.rerdido este organelo se encontraban en distin-

tos estacJos de fus16n con eI huevo. En Ia mayor parte de

los espermatozoides que hairían experimentado 1a reacción

del acrosoma, el segmento ecuato¡1a1 habfa sufrido i;ambiÉn

el proceso cle vesict-r1ación y asf , la Fusi6n del esperrnato-

zoide se realiz6 a nlvel de la memhrana plasmática que re-

cubre 1a región post-acrosómlca. Espermatozoldes en es¡ados

lniclaLes de fusión mostraban continuidad entre eI citoplas

nra ovular y todo el material utricado lror dentro de la mem-

brana plasmátitra esprErmática y acrosómica interna. Anterior

aI área de fusión, la membrana plasmática del huevo se ado-

saba estrecl-ramente a la mpmbrana acrosómica interna, sin

Ilegar a lusionarse con ella (Flg. 15) y constituyendo un

canal ci ego.

fn estados de lncorpnración esprerrnática más avanzados

se podía onservar un par de membranas que estaban dentro clel

citoplasnra del huevo (Fig. 17). Estas membranas (emareáEan

1a reglón anterior r-1el núcIeo espernrátlcr: riet citoplasma ovu

1ar. De 1a o[-¡servación iJe estos est¡rdos de ¡"lenetraci6n no

era Fosible deternrlnar e1 origen de caria una de lae membra

nas. La continuidad de Ias rnembranas qarnÉticas se pnrlla tarn
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biÉn cnnsti-ltar en 1a regi Ón Caudel de 1a cat-reza rjel ps¡rq¡r¡¡io

(F igs . 25 y ?-6).

DespuÉs de ocurrida 1a fusiñn riel ps¡,erm-atozoirle con

el huevo desa¡;arece La membrana nuclear (tigs. 18, 19, ?-4 V 25).

[sto permite poner en evidencia, en algunas reqiones, a una

banda ciensa que Iifnita eI material nuclear del citoplasma

del huevo (Figs. 15, 16 y 27). For fupra de Ésta Lianda y

hacla el Lado citoplasrnático se observó una serle de cuerpos

de un diámetro aproximado de 300 Atr (Figs. ?-1, 22 y 23).

En cortes a¡,rspi.6ra de huevos refecundados con esFiermios

de ratón se pudo observar un material de una densidad slml-

la¡ a Ia banda descrita y estrechamente asociado a ia cromg

tina espermátitra (Flg. 15). EI comienzo de l-a disprrslón de

1a cromatina espermática se insinúa por Ia a¡rarlci6n de cuer

pos de un diámetro aproxlmado de Dr1 -LlrZ pm que parecen

desprenderse de la cromatina y que prespntan una densiclad si

milar a Ésta (Flgs. 15, 16,22 v 24). En estados más avanza

dos de incorporación esperrrática al ciboplasma ovular se pu-

dieron observar cuerpos de características sinrilares pero só1o

en relación de proximidad con eI núcleo espern,ático o pronú-

cleo macho (Figs. 19, 22, 23, 26, 29, f0, 31 V 33). Además

de Éstos cuerpos densos se prudo icJentiflcar partlculas de

aproximadamente B0 Ao de diármetro que formaban agreqados cie

0r2 - 1r2 ¡-rm de diámetro. Estos agregados de particulas
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aparecfan prinrero prir EI intrrior de 1a región limitada

¡ior las dos membranas o por la banda densa y más tarde se

las ¡:orjía identificar en reqlones más ale.'!aclas e incluso por

fuera cie la mernbrana nucleal (Figs. 16, 19r 2'2, ?3,261 29,

lü, )1 V 33). Simultáneamente trBn Ia aparición de los cunl

pos densos y los acúmulos de particulas se pudo observar Ia

aparición de finas fibrlllas y que trorrespr:nden a la clási-

ca descripci6n de ia dispersián de la cromatina (Figs, 18,

19r 23 y 27). La regi6n en donde está ocurriendo este pro-

treEB aparece desprovista de los organelr:s tlpicos deI cito-

plasma de1 huevo y es de una textura hcrmogÉnea (Fi0s.19,

2D y 28). Una vez completada le dlspersión del núcleo es-

pern,ático y antes de fcrrmarse 1a membrana deI pronúcIeo se

puede observar parte rlel perforatorium que persiste en 1a

parte anterior como una región densa (fig. '¿A).

En alqunos casos pudlmos observar un proceso de dis-

persi6n de cromatina espermática coñ ppi;istencia total o

parcial de la membrana nuclear (rigs.29r 3úr 32. V 33). En

esos casos se observ6 los cue¡pos densos y los acúmu1os cle

prartfculaB por fluera de 1a membrana nuniear.

En todos Ios experimentos de refecundación realizados

a rlistintas ho¡as clesp;ués rle 1a lnseminaci6n pudin,os obser-

var que una vez produclda La fusl6n 
"=p""n,io-nuevo, 

esta

ErB sBr-1Ulda de dispersi6n cle croinatina espErrTrática.
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EI espermio refecundante podla fusionarse en cual-

quier reglf:n de 1a superfir:ie del huevo. i";ás aún, un Be-

gundo espernrio refecundante se podÍa 1'usiontsr con 1a región

de 1a membrana ovular donde minutos antes se había fusio-

nado otro esLri,rmio refecunclante (Fir:s. -i9 y 40).
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fspeciflciriad

f n ios úItlmos 15 años se ha acun.ruladn qran canbidad

de evideneia experimental qLre inriica que 1a zona pelúcida,

es a nlvel celular, 1a barrera más importante qup evita 1a

fecundaci6n cruzada; aunque existen algunas excepciones'ba-

1es como 1os cruces recíprocos entre liebre y conejo (ver

Adams , 1974 y llarros , 1979) .

La posibtlidad de eliminar la zona pelúcida y Ia con-

venlente utilización oe ias técnicas de fecundación in y!!-",

ha permitido un ma\ior avance pn Ia comprensi6n de tan impor

tante fenórneno como lo es La fecundación. fn 1972 Hanada

y Lhang obtuvieron por pr'imera vez Ia fecundaciún in vitro

de oocitos de rat6n, rata y hamster tron Espermatozoides de

Ias nrismas esF¡eci.es en comblnaciones heteró1or3as. En estu-

dios posteriores se pudo obtener con Éxito 1a flecundaci6n

de oocitos de hamster tron espermatozoides de co[rayo (Yana-

gimachl, 1972a; Earros, Berrlos y Herrera, 1973), humano

(Yanagimachi, Yanagimachi y Rogers | 1976; Barros, Gonzále2,

Herrera y Eustos-übreg6n, 19'18 y 1979) y cerdo (Imai, lilir,ra

e Iritani, 197'7). TambiÉn se fecundaron oocltos de coneja

con espermatozoides de rata y ratón (Ftanada y iJhang, 1c)76).

Todos estos estudios estuvieron orientados a evaluar la ca-

pacidad fértil de los es¡rermatozoides y no aI problema de

Ia especificidad de Ia fecundación. :jin embarqo, un estudio
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de lns resultados de fecurlriaciún cruzada p,arecia inrlicar

r-iue a nivel de la memt:rana plasmática no existirÍan restriq

ciones para 1a entXada de esLrermatozoides neter,áloqns debi-

do a las altas tasas de fecundaci6n nbtenlclas en la mayor

parte de los caeos. No obstante aI considerar aI factsr

tiempo err 1a fecundaclón de oocltos sin zona, se pr:do cons-

tatar que habfa diferencias importantes entre es¡:ermatnzni-

des hom6logos y heteró1oqos. Las fecundaciones homóIoqas

ocurrian en tiempos signlficativanlente rlenores que las fe-

cundaciones heterú1ogas ( LjarcÉs, [irez, [3errÍos y Barros,

1977; Earros, 1979); pero 1os espermatozoicies heteró1oqos

podían fecundar porcentajes iguralnrente aitos que 1os hornó1o

gos Frolongando los tierrrpos de incul¡acií:n de ios Esperma-

tozoides con 1os nocitos. [1 n,avor tienrpo de interaccÍ6n

gamÉtlca que requiere un espermio heterólogo ¡:ara [rpnetrar

al huevo, estarfa irrdicando cierto grado cre restriccián a

nivel de fa membrana plasmátlca ovular a Ia penetraci6n de

espermios heteróLogos. []arros (1g7g) ha sugerido, que a ni-

vel de Ia membrana plasrnática existirian sitios de reconoui-

miento es¡:ecificos y no esprecíflicos para los espermatozoides,

los r¡ue permitlrfan la unión espermlo-oocito para una pos-

terior fusi6n. Los sitios es¡.ecíf1cos estarían presentes en

mayor cantidad que lns no especlficos, necesitando asÍ mayor

tiempo Ia unión y fusi6n de espermatozoides heterólogos.

Las caracterlsticas de 1a memnrana plasmática del
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huevo en relaci6n a la uniñn y posterior fusi6n de nuevos

es;ermatozoides no parecen carnbiar como resultado r1e l-a f,e-

cundación. ,,si r huevos cie l¡arnster f ecundados if vivo se

han ¡rodldo ref'ecundar in viIro, previa retnoción de 1a zona

peIúcida (tiarros y Yanagimachi, 1-a72-). Usui y Yanagimaclri

(1976) encont¡aron que 1as caracteristicas de 1a membrana

parecian empezar a cariLriar recién despuÉs del estado de 2

cÉiulas, en e1 Eual un 60ii de los em¡riones se reflecunclaban

tron Bspermios hom6}ogos, mientras que aI estado de 4 céIulas

ya sóIo Io hacla un 20iú. irl estado de B células, ntr pra po-

sible obtener refecundación. AI usar la tÉcnica de refecun-

daclón con espermios heteróIogBS se l-ran podido detectar cam-

bios más sutiles a nivel de 1a membrana 1r1asmática. Estos

cambiss no eran evidenciables por Ias tÉcnicas corrientes de

flecundaci6n. La evidencia experimental que hemos obtenido

lndica claramente que el huevo de hanister fecundado puede in-

teractuar por un perlodo de tiempo mEnor cBn esperrnatclzoides

heterólogos que Eon espermatozoides hom6logos. f\1ás aÍrn, Ia

condueta oeI huevo fuÉ rliferente frente a los esperrnrLtnzoides

de cobayo y rat6n. l"ilentras 1os primeros podí¡n fuslonarse

con el huevo hasta 1tr horas des¡; uás de la inseminaci6n, 1os

segundos podian hacerlo sólo hasta B horas después. Esta

conducta dlferente de los espermatozoides frente al huevo

fecundado refuerza la nocl6n de un L:j r,rto grado de restric-

ci6n a espernrlos heter6logos a nlvel de la membrana plas-
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mÉrL,ica.

f s lnrportante señalar que cono resultado de Ia fecLLn

clación 1a men,,hrana plasnáti,ca se cons titr-rye en Lln mosaicn

a1 rlue contribuyen en fcrma conslderalrle 1a nrpmi:rana de

las gránurlos cnrEicales y en fnrma casi despr, ciable 1as

membranas de1 es1:ermataznide. ii'¿arecerÍa que I a contri[:u-

ción iie Ia membrana de los gránulos cnrticales en el Easo

del hamster no alterarla sigrrific¿:tivamente 1as prnpiedades

ae 1a n¡e,brana prlasnráticts ¡'r3¡'6 establecer fusl6n con psper

matozoides hsnró1ogos. La estructu¡a f l"uida de Ia nremtrrana

plasnrática según el nrodelo de Jinr.¡er y Nricolson ( 19'72) po-

drla permitlr que sus componentes se entremezclen tron aque

11os agregados clebido a 1a fusión rle 1os gránuIos cortica-

1es. Es así, que irodrlamos hahrlar más de una disoluci6n

de los dlferentes compnnentes de Ia mcnrt¡rana que de un mo-

saicn. Frobahlememnte, sñ1o i¡ueda cürro mosericn Ia regi6n

deI perforatorium deI espermatozoide,1o cual se puede

poner en evidencia en fotnErafías tonradas con e1 microsco

plo electrónico. Yanagimachi e! aI. ( 19'77) a¡rnrtaron

evldencla ex¡,erimental pn apoyo de esta hip6tesj-s. Uti-

lizando 1a tÉcnica cle marcación con hid¡óxido rle fierro

coloidal, para pclner en evirlencia 1as carrJas negativas de

superfl-cle; 's¡sratraron que toda 1a mernbrirna plasmática

del ooclto se teiiia intensamente. En espermatnznides, en
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Cetrnilin, Ia m¡,lrCa efa ClisCrtntínua, a¡:arrtCiendO j-rrtEnsanlrlrrLe

te¡r iclr:1a cola y mE'Tros Ia lerlifin ¿¡crnsÓmic¡¡. La reqiñn

[, r.]st-acrosÓtrrica qLtE ap:lrecia sin rll¡lr.;r-¡lse 1r: ha¡:íal innle-

r1 iatampnte de-,s¡.,uás de prorluclrla ia f'Lrsi,ñn es¡'erntio-ht:etio

a1 i qual rjLlE Ia mernDr;r na Ce los r:, r'Ínu1o: corl"icales que sa

hatrian abirL'to a la supelficie.

En el suprrestn cle 1a existencla de rece¡"r tores de es-

permatrznirles es¡--ecíf icos i1e es¡ecie y ro ESi ecÍf icos de

es¡recie y, daCo que es posible 1a ref'ecundaciñn, serla nP-

cesariD acplltar que en 1a mezcla de Ios deterrrlir.rantes que

il-evan a cunstitr-rir eI cnmplejo Ce la memhrana riel nuÉvo

fecundacio, tanrtrién se rprlistri-t-Luyen los rirLtpoB rece¡ltores

espernráti cns.

¡e ha encontrarlo que los nocitos de i-ramster r7 ratÚn

tienen gran ablndancia de rnicrovellosidades (Yanaginiachi V

f\orla, 1972; Eaqler et a1. , 19f6; i-LJassarman et a1., 19'17).

l\ustin ( 1968) propuso r¡ue estes micrnvellosidades tendrÍan

un ¡rapeI análogo aI filamento acrnsár,1co cle Ios esLr ernrato-

zoides rle lnve¡tebrados err Ia fusiíln gamr',tica. Yanagima-

chi y t\oda (197úa) y l-Jarros y Herrela (1917) aportarnn evl-

clencla morf o1ó;¡ica que apoyarí.a esta hi¡tótesis. ¡in emt:ar-

§or tlerlf'rrd y üooper ( 191'lB) su3ir.ren rlue 1a flr-l:;iÓn es[,ernrio-

huevo est,aría más biÉn asociada a1 esfraclo inbervelloso,

debldo a que 1a membrana de esa región tierre mayor fluidez
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ílue 1a de las microvellosidades, condici6n esencial pa1'a

Ios prorE,Bos de fusi6n de memi,rana (Lucy, 1t)75) y las

microvell osldades tenrlrf an una rlensidad rie car;ias neqati-

vas nrayor que las regiones irrtervellosas, Io cual im¡:edi-

rÍa que las membranas garnáticas se acerquen Io suficiente

para fusionarse. Sin emtrargo, tsedfDrd y Cnoper piensan

que eI hanrster podria ser un Ei:iso especial y Ias nricrnve-

llosidacles te¡rdrlan importancia en 1a f usiún ( comunicaci6n

persClnal).

LJuaiquiera que sea Ia situaci 6n rea1, la conducta

difer':nte de los esperrnatozoldes de ratón y coL-rayo con

respecto a 1os ESi:errnatozniries de harnster se t orlria expli

car por una reducci6n gradual de Ias mj-crovelLosid¿¡des

úpsFrLrés de la fecundaclón cnn 1o que lrfan rlisminuyendo

Ias probabilidades de interacción es¡ermio-huevo. La d1s

minucián de las r.ricrovellssidades tendria cor¡o consecuencla

1a disminución de puntos probables cle interacción gamÉtica.

Esta pÉrdida se expresarfa en forma más drástica en cuanto

a Ia lnteracción no es¡,ecífica, clado que una rlieminuci6n

proporcional de los pirobatrles ¡runtos de interacción tiene

como consecuencia que en valor absoluto dismlnuirlan pre

ponclerantenrente los sitios cle uni6n no especifica. itsÍ¡ Ia

interaccl6n deI huevo con e1 espermlo heterólogo cesaria

antes que aquella con los espermatozoides hnm6logos. Es-
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te ¡runto de vista necesita ser confirmado estudiando con

micrnscopla electrónlca oe barrido la superflicie clel hue-

vo cle hamster a clistintos tienrpos post-inseminaci6n.

liodal idad

El mecanismn por el eual se inici.a Ia fusión qanrÉti-

ca ha sido ampllamente det¡atido ( ver i:jarros , 197'7; FJedf ord

y lJooper, 1978) Es¡ssitarente en cuanto aI ro} jugado por

eI segmento ecuatorial del espermatozoide. fn 1a primera

descripci6n de Ia fusi6n Eamética, Harros y FrankLin (1968)

describierBn una estructura similar a un desmosoma septado

en un espernrlo que se encontraba dentro deL citoplasma ov!_

Iar. 5egún su interpretaclún esa estructura podia haberse

originado de dos maneras diferentes. üna posiL,ilidad era

que aI momento de Ia fusi6n eI segmen'bo ecuatorial se en-

contrara intacto y por 1o tanto la fusión inicial tendrfa

que ocurrir en eI llrrrite ante¡ior del segmento ecuatorial,

incorporándose Éste en forma completa aI huevo. La otra

posibiiidad propuesta fuÉ qLrE aI momento de Ia fusión, el

segmento pcuatorial hubiera sr.lfrldo vesicr-r1aci6n; en taI

caso 1a fusión inicial sería de nrí1en mlxto: membrana

acrosómlca interna y menbrana plasmática ovular. tjedford

(19'12 a y b), Nioore y üedf ord ( 1978) y Bedf ord y llooper

( 1978) opinan que eI segmento ecuatorial se incorpora en
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fornra completa al oocito y por lo tanto e1 punto de fu-

si6n inicial corres¡:r:ndería aI extrenro irnterior del sEg

mento ecuatorial. Este mecanismo se concilia con e.L rp-

quisito de Ia presencia de una esbructura con radio de

curvatura menor de ü.1 pm para iniciar un ¡rroceso de fu-

si6n ( fioste y Allison , 1973) . Lsta estrlrctura corres-

ponderia al punto pn que 1a membrana plasmática se hace

continua con 1a mernbrana acrosómlca externa. Bedford

(1972 ú presentá evldencia morfolñglca que muestra es-

permatozoides de conejo en eI espacio perivitelino con

e1 segmento ecuatorial intacto. :rin embarq¡o, es imprr-.ibIe

predecir si ese espermio se habria fusionado con el oocito.

Recientemente l''loore y Uedford ( 1978) presentaron evidencia

en huevos de hamster reciÉn flecurrdados. Las fotograflías

muest¡an pr:queñas veslculas clentro del citoplasrna ovular

en et sitio en donde se produjo la fusiún inicial, punto

que parece correspsnder aI 1ín¡ite anterior del se¡mento

ecuatorial. Las vesículas tendrían entr.¡nces un doble CIr!

gen: menrbrana plasmátlca espernrática y ovular. EI otro

punto de vista ha sido sustentado ¡:or Yanagimaehl y Noda

( 197üa), Earrns (19'77), [jarros y Flerrera (19?7) y está ha

sado en observaciones de estados inlclales cle fr-rs16n de

espermatnzoides en donde se ha producidn una vesiculacl6n

completa del segmento ecuatorial. En nuestros estudios
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henros visto qr:e tanto en Ios experimentos de refecundación

corÍro en aquellos en que se f'ecunciaron oncitos Ce cobayro

innr;lduros, la unión espermie-huevo se hacfa entre 1a mem-

brana plasnrática ovulár V 1a menrbrana plasmá[ica espermá'

tica deI llnrite caudal rlel segmento ecuatorial.

üarrr:s et aI. (1979) han propuestD rlue amtros mecaniq

rTrBS son posibles. 3i e1 segmento ecuatorial está presen-

te, la fusi6n se iniclará en su limlte anterlor. ,ji Éste

se ha vesicuiado puede ocurrlr en la parte caudal del seq-

mento ecuatori,al. Esto sugiere 1a existencia de una pola-

rtzacíón de 1a memhrana plasmátlca esperrrática una vez pro

duclda 1a rearcl6n deI acrosoma. l':sta hipó'hesis se apDya-

ria adenrás en 1a observaci6n de 1a fusión que Rcurre slem-

pre en sentido ántero-posterior y ncl a Ia inversa.

Los espermatozoides heterálogos que refecundaron los

huevos mostraron una cnnducta de meml:rana que no diferia

básicamente cle aquella encontrada en 1a fecundaci6n hombloga.

Es importante comentar en pste momento 1a situacl6n

encontrada pnr nosotros en que un espermatozoide ¡efe-

cundante se fusion6 en eI mismo sitlo en que minutos antes

habfa entrado otro. l\unca se ha encontrado cluE dos esper-

nratozoides se fusionen espontáneelrenter Ftor 1o tanto encon

trar un espermatozoide fusionándose en eI mismo sitio que

1o hiclera otro implica que Ia membrana plasnrática rsJ:iernrá
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tlra ya contipne deterinin¡¡ntes del huevn o vÍce-velsa, lo

que hace posible Ia fusi6n (ver discusi6n anterior). La

posici6n en que se encontraban 1os es[rprm¡rtozoidÉs y el

estado de dispersión de la crnmatina es¡rermática irace i!]

probable la posibilidad de fusión simLrltánea rle los Z es

permatnzoides. La fusión del es¡,ermatozoide en un área

reLativamente Iibre de mlcrovellosidades podrla expllcarse

acepLando que el grado de desorganizaci6n (Lucy, 1975;

Poste y Allison 1973) introducirlo en la memorana por el

prinrer espermio reflecundante sirvi6 para 1a segunda Fusi6n.

Dispersi6n de ia cronratlna es¡ermática

Influencia de1 f,ltoplasma.

tl nircleo espermátlco ES una es Lructrlra muy estable

debldo a que 1a cromatina se encuentra altamente condensa

da. f,alvin y Eedford (1971 y 1974) postularon que Ia con-

densaciÉn se mantiene debido a un gran número de puentes

disulfuros entre 1as proteinas de Ia cronratina y que estos

se establecen durante eI tránsito rle 1os psfrerrnaLozoldes

por el epidldimo. La decnndensación cronratinica in vitrn

requlere tratarnlentos con soluciones de dodecyl sulfato de

soclio (5DS) con ditlotreitol (DDT) o 2 mercaptoetanol (Bed-

f ord, f,ooper y tJalvirr , 19'12 y Mahi y Yanaglmachl , 19'/5) .
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fstos ¡eactivos rompen especificamente 1os enlaces disul-

furos. [,iahi y Yanagimachi ( 19'75) eFCorrtra]:on arlenrás que

el núcleo se puede decondensar ln vl-tro en presentria de

sulfldos inorgánicos o tjases fuertes. fs probable que

estos agentes actúen por e1 pH alto de las soluciones re

sultentes.

A pesar de 1a gran estabilidad del núcleo, la d§-s-

persi6n de 1a cromatina espermática dentro del citoplas'

ma ovular otrurre rápidamente después de 1a fusl6n gamÉti-

ca (Barros y Yanagimachi , 19'?2), 1o cual sL:Eiere que en eI

citoplasnra nvular hay un flactor decondensante muy actlvo.

En nuestros estr-rdios de refecr-rnCaci6n oL:servamos que

1os espermatozoides heterólogos siempre podian sufrir de-

condensaci6n dentro del citoplasma ovular a diferencia de

1o descrito por Usui y Yanaqirnachl ( 1976) rluienes encontra-

ron que en reflecundaciones hcrmólogas se padía producir

fusi6n sin dispersi6n cromatfnica cuando eI huevo se en-

cohtraba en estado de pronúcleos. Ls interesante destacar

que ellos no entrontlaron dlspersi6n en huevos refecundados

12 haras post-inseminaclón, en camblo nosotros encRntramos

dispersl6n 1J ho¡'as despuÉs de 1a insenrinaci6n. Es difíclt

establecer si esta dife¡encia es real o aparente, debido a

que en eI trabajo de Usul y YanagimachL no se dan detalles

precisos sobre 1a metodologfa utilizada. La dispersión de
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Ia cromatina espermátlca que observamos en 1a relecunda-

ci6n heteró1nga no se distlngue rie aquella observada en

fecundaciones hom6logas.

Yanagimachi y Usul (19?2) y Usui y Yana imachi (1976)

rlemostraron que en huevos de hamster 1a decondensaci6n de-

pende del ciclo celular de1 huevo. Ellos entrtrntlaron que

eI mecanismo decondensante se activa en el nromento de La

ruptura de 1a veslcula germinativa, aumentando su activldad

progresivamente. En el mnmento de Ia ovulaci6n, Ia activi-

dad deconrjensante es máxima, decayendo r,áplclarnente despuás

de 1a fecundaci6n. F.nbes del primer clivaje se observa un

nuevo aumento en Ia actividad decondpnsante desnuás deI

cual cesa definitivamente. Usui y Yanagimachl \1976) suqie

ren que eI factor que provoca la decondensaci6n es sinteti-

zaúo en el crtoplasma, almacenado en 1a vesÍcu1a gernrinati-

va y liberado de nuevo después de la ruptura de Ésta. Esta

poslci6n estaria de acuerdo con nuestros hallazgos que oo-

citos inmaduros de cobayo no permlten 1a decondensaci6n de

es¡:ermios de cobayo V hamster ( ilihm y Earros, observaciones

no puLrlicadas). F"or otra parte, Mahi y Yarragimachl (1976)

encontraron que Ios oocltos lnmaduros de perra son capaces

de decondensar cromatlna psf:rermática, Io cual paretre indi-

car que en eI citoplasma de estos oncitos debe estar acti-

vo el factor decondensante aún antes de que se produzca
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1a ruptura rie Ia vesfrula gernrinatlva.

A pesar de las tliferencias encontrarlas en 1a fectlndg.

ciÚn de oocitos inmaduros rie diferentes especies y 1a reF?

cundacián homóIoga y heteróloga se puede afirmar que 1a

dispersi6n nuclear es regida pcrr el citoplasma ovular. Es

to lmpllca que eI cltoplasma tiene Ia eapacldad intrinseca

de dispersar eI núc1eo es¡rermático.

[resrrltados anáIogos se han obtenldo despuás rJe 1a fr-l

sión r1e eritrocitos de pol1o con cÉlulas HeLa , fusión que

se realizb de tal manera que a Ia cÉIula receptora entrara

sÓlo eI núcleo del eritrocito que se Encontraba inactivo.

Este núcleo reanudaba l-a transcripclón y 1a replicaci6n aI

enconL,rarse en el nuEVo anrbiente. [sta reactrvacl6n deI

núc1eo iba acnmpañado de la deconrlensaci6n de Éste y un f1u-

jo masivo de proteinas a áI. (Appels, Iallroth, Appels y

Rlngertz, 1975), La reactivaclón del núcleo no s61o se de-

be a que Éste se encuentra con un ambiente nuevo, slrro a

que se encuentra con un citoplasma que nnrmalmente inúuce

la sfntesis de ADN y ARN. Thompson y l4c Larthy (1i68) en-

contraron que e} núcIeo de e¡itrncito de poll.B se podia

reactivar in vitrg al tratarlo con extracto de cltoplasma

de cÉ1u1as que normaln¡ente tienen actlva síntesis de Dl{A.

El eflecto del citoplasma sobre la sfntesis nuclear

se estudió con mayor detalle con respecto a los clclos ce-
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luIares. Rao y Johnson (tqZQ) encontraron que aI tras-

plantar un núc1eo de una cÉlr-rla en periodo ij 1 a una cÉIu-

1a en perforio 5, 1a cÉIula xEce¡rf,ora induce un r':prícrdn ¡

en el núc1eo irasplantado. A1 implantar un núcleo en ü,

a una cÉlula en perlodo S no se lnduce La slntesis (ürd,

1)69). 51n embargo, a1 implantar un núc1eo en perfodo S

a una cÉ1ula en G, éste continúa la síntesls (ürd, 196».

Tanto La reactivacián de un núnleo en un r:itr:plasma

activo como la inducción de un estado cellrlar en un nú-

cleo imLrlani:,ado a una cáluIa receptora, se ha visto r¡ue

no eB especle-especifico, a1 igual qr-re Ia dispersi6n de

cromatlna espermática en 1a refecundaci6n heteró1oga.

l.'lodalidad

En nuestras observaciones ultraestrucLurales Fara es-

tudia¡ 1os eventos de Ia refecundación heteró1oga encontra-

mos algunoB tromponentes de 1a dispersi6n como los cuerpos

densos y los acúmulos de material qranular que, aunque apa-

retren en e1 material fotográfico presentado por otros auto-

res trBrnB Yanagimachi y lüoda ( tSZ0 a y b) y Barros y Franklln

(1968), no se habían mencinnado antes, a excepci6n del tra-

bajo de Frlarros y Herrera (19'7-l) pero en eI cual ellos ntr

ios lnterpretan. Es interesante que estos conrponentes de

la disperslón se han encontrado tanto en Ia fecundaci6n ho-
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m6Ioga como en 1a refecundacl6n heberó1oga, suglrienclo

que el protrEso de clispersiÓn cromatínica es un fenÉmeno

cie unar complejidad mayor a Ia descrita hasta eI momentn

y no difiere básicamente en las üos situaciones experimen

tales mencionadas.

Hasta eI momento no se sabe nada acerca del orígen

y Ia naturafeza de los componentes descritos pero inten-

taremos prlantear una hipótesis para trabajos ¡insteriores

enfocados en eI estudio oe los cuerpos densns y e1 materiaL

granular.

Los cuerpos densos se han encontrado en una posición

tal que parECen desprenderse directamente de 1a cromatina.

En estos casos se podria Buponer que el oríqen.de ellos es

eI núcIeo espermátlco. I"rás aún, se han encontrado en el

área delimitada por 1a banda densa descrita anteriormente.

,iin embargo, cuerpos de apariencla similar tambiÉn se han

encontrado en posición de veclndad con la zona de disper.

si6n e incluso ¡:or fuera de la membrana nuclear que cir-

cunscribe en algunos casos }a zona de dispersión de croma

tina. AI encontrar los cuerpos densos en esba últlma po-

sici6n [-roco sE puede declr acerca del oriqlen de ellos.

Los acúmu1os rle material qranrrlar también se han en-

contrado en Ia zona misma de dispersi6n de crnmatlna o en

Ia vecindad de ella 1o cual hace bastante diflcil decldir
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si ps rrlaterial es¡:ermático u ovuletr.

:i tanto los cuerpos densos como e1 nraieri.aJ !r?r nr.t-

l-ar fuesen material espernrático haL:ríe que aceptar c¡ue nri-

gran aI citnplasme nvular durante 1a di:persión del núcleo.

Además l-rar¡ia que aceptar r;ue estas esLructulas son cepa-

ces de pasar por la nremlrrana nuclear ya que se han encontra-

do por dentro V por fluera de di.cha membrana an aquellos ca-

sos en que Be o[:servú dlspersiún c]e crnmatlna en presencla

de membrana nuclear. El material qranular es suficiente-

mente pequeño para Fasar por los;roros de la memtirana y Ltna

vez en el citoplasma ovular se ensamblaria ¡;ara flormar 1os

acúmu1os observados. [-'ara 1a salida de 1os cuerpos densos

se puede postular que Lroclrfa realizarse por flujn de membra-

ná. Esta suposici6n se puede hacer sobre l¿i base de la evl-

dencla presentada por 5zo1losi (1965) para 1a extruslón de

nuclÉolos rle los prorrúc1eos en huevo de rata, aunr:.1'ue estos

nuclÉolos quedan en vesiculas rorleadas de membranas y noso-

tros no obse¡vamns dicha estructura alredpdor rle los cuer-

pos densos. t1 orÍqen nvular nos pareció pnco probable rle-

bldo a que nunca encontranios 1os cuErpos ciensos ni e1 mate-

rlal Eranular en casoB en Ios que no habfa clispersl6n esper

mática, por eieniplo, 1a fecundacj.án de oocitos inmaduros.

( Rinm y [Jarros, otrservaciones no publlcarlas) . La elucida-

ción de este problema requiere mervor lnvestiqación.
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La falta de especifidad del oocito rie hamster, cuva

zcna ¡:glúcida se ha rerrior.rido experimentalrnente, se

mantiene CespuÉs de 1a fusi6n ganrética hoin6loqa, Io

cual se hace evidente debido a la pnsibilidad de re-

Fecunrlar heteráIogamente in vltrp, hr:evos f ecunrlaclos

in vjvo.

Lomo rest:Itado de 1a fLrsi6n r¡arnática hnn,óloga se pro

clucen camLrios a nivel cie 1a Iup*rri"in clel huevo que

pueden ser Iruestos En er¡ldencia medlanl,e la tÉcnlca

de refecundi¡ci6n heteróloga deoido a que Ia interac-

cl6n entre el huevo fecundado y un espprmio heteróIo

go es más breve que Drn Lrn espermio honóIogo. i\4ás

aún, eI huevo fecundado se comporta de manera dií'eren

te frente a dos espermios heteróIogos rliflerentes.

La fusi6n de un huevo fecundado con un espermio heLe-

róloqo fuÉ siempre seguida de dispersión cromatÍnlca,

lncluso en estados clel proceso de fecundación en los

cuales es¡rermios hom6logos se fusionan sin experimen-

tar dispersi6n de su cromatina.

2)

3)
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51,

E n e1 irroceso de disnersi6n cromatinlca se ha ulrser-

vads fenámenos r:lue no habían sirJo rlescritos anterior

nrente V truya interpretaci6n es aún incielta.
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Fiq. 1.- Lspernrios de hamster ( i-i) y cnbayo ( [) cnn

reacción del aDroscma. i\rótese Ia diflerencia pn la

longitud de 1a crrla de los espermios. X 21nú

Flg. 2.- l'iuevo de hanrster fecundado in vi.vo V rtr,cLr-

perado del nviducto. EI huevo f'ué trat;:do con t rip-

slna para digerlr 1a zona pelúcida e incubaclo dur¿:nte

1.5 horas con espermios de cobayo. l'iótense Ios pro-

núcleos (F ) producto de 1a fecundaci6n. )\ 17A

Fiq. 3.- [t mismo huevo anierior pero a un distinto

plano focal pera mostrar 1a colar de1 esperriatozoide

flecundante ( f Iechirs) y 1a zona cle dispersi6n c1e} es-

perrnatozoide oe cobayo ref ecunrlante ( l.?) . X '77D
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Flg. 4.- Espermios de hamster (H) y ratón (Íi) reacclo-

nados. NÉtese Ia diferencla en la longitud de Ia cola

de los espermios. X 210n

.E!_g:I..- Huevo de hamster fecundado in ]rivo y recupe-

rado rlel oviducto. El huevo fuÉ tratado con tripstna

para digerl¡ 1a zona pelúcida e incubado durante 1.5 lro

ras con espermlos de rat6n. El huevo presenta los pro-

núcleos (P) producto de Ia fecundaci6n. x '778

Flq. 6.- EI mlsmo huevo anterior pEro a un distinto

plano focal, ).o cual permlte ver Ia zona de dlspersl6n

de cromatlna de1 espermlo de ratón refecundante (H) y Ia

eola del espermio fecundante (flechas) . X 7'7U





t¿.

tú.. 7"- [sbado I: Isperni.rtnzoide rie harrster ¿ldos¡rr]o

a 1a superf lcie vitellna de un hupvo de h¿lr¡rster ( 5 hrs.
¡.rnst-inseminaeián). ¡ 1t6ü

Fiq. U.- [stado II: E-spermatozoide r]e lranrster fusiori¡
do con un hupvo cie hamster. t1 rs¡i ermio muestra disper
s16n de La crnmatina en Ia re¡ión media cle la cebeza
( f lechas) persistiendo aún crclnatina al-tan¡ente condensa
da en la parte cauCal y anterior úel núcIeo espernrático
(5 nrs. post-inseminación). x 195[
Ftq. ?-.- Estado ITI: fspermatozoide de hnrnster con dis
persl6n tntal dE Ia rromatina espermática rles¡:uÉs de Ia
fr-r si6n con un hurvo de hamster. La cnla riel esperrrrio
permanece asociacla a 1a zona de dispersión (5 hrs. post-

.,insenrlrraciÓn). X 196Ü

i.i-g-:__]!.- [stedo 1V: Pronúc1eo nracno fr:rmer]o despr-rás de

1a fusi6n de un esperrnio rJe hanster con rrn frnDj.to de hams

ter. [1 prnnúc]eo JlrÉsenta un núnrero rncderaclo de nuc.i Éo-

Ios ( tr-7 hls. post-inseminación) . ;( 196ü

Fig. 11.- f stado V: Huevo de hanrster f r¿cunú;:do r..n e1 que

se observa un pronírcIeo rr,acho cnn nucléolos algo nri-iyores

V en maVor car¡tiriad (6-7 hrs. post-inserninación). X 191¡lJ

fJ q . .12 . - [stado VI : Huevo de l¡amster f L]cundarlo en eI
que se observa un pronúcleo nr¡cho con un nuclÉnlo grencle

acom[]añado rje varios nr-rclén1os lnás chicos ( b- 1B hrs. post-
inseminaciñn). X 196ü

i-'iq. 11.- [stado VIl: I'luevo de hanrster Fpcund,-ldo en eI
que se observa un prnnúcleo macho con un nuciÉolo grande

V un nuclÉolo chico (E-18 hrs. pnst-i.nsenrlnación). X 196u

f-ig. 1¿r.- fstado VIl: ilrLevo rJe han'rst,er fpnunrl;:,rio en eI
que se ol.:sr:¡vn un pronúcleo nr¿rcho con un nucléo1o qrande
(¿:,-18 hrs. pcrst-inseniin.;cián). X 1r60





Fiq.'15.- Espermalozoide rle rat6n en un estado inicial

de fusión con un huevo de hamster. jp ve una i:anda rlen

sa ( b) que. se[1 tsra e1 matprial r,urcle¿rr r]el espe::rnio cJel

cltopla:ima del huevo y un material de densidad similar

a 1a L.anCa pero estrecharnente asociado a 1a cromatina

es¡rernráticr: ( f Iecha) . ildemás alrarecen cuprpos esf Éricos

(e) de densidad similar a la cromatina espermábica V que

se desprenden cle eI1a. La membrana plasmática (mo) rlel

huevo y Ia memnrane acrosónrlca intr-:rna ( ai ) están estre

chamente adosadas formando un canal ciego.

l-ig. 16.- Espermatozolde de ratón fusionado con un huevo

de hamster f ecundado. 5e ven zonas de crorn¡tina conr-1en-

sada (flechas) de las que se cesprenden cuerpos densos

( e) . f n Ia vencindad de1 lugar rle clis:persión rle la cro

matina espernrática ariarecen cuÉrpos slmilares ¡¡sociados

a un acúmulo de material granuler (aq). 5e ve además

una banda densa ( tr) qLle spFara parcialmente el- material

nucleár esperrnático riel- citnplasma nvul;,rr y cr:rtes tan-

genciales rje Ia cola del espermlo ( c) .





'J'7 .

FLg. 1'7.- [spermatozoide de ratón en un estado de fu*

slón más avenzadn Eon un huevo de hamstei fecundado. [n

el citoplasma del huevo se ve un par rle membranas (fle-

chas) que ee interponen entre la parte antr:rior del nú-

cleo espermá¡lca en dispersión y eI citoplasma.

Fig. 1ts.- Esperrnatozoide de ratón fusionado con un hue-

vo de hamster fecundado. l-iay comienzo de dlspersión de

Ia cromatina espelmática en forma de finas fibrillas

(flechas). La membrana nuclear no es visible y hay con-

tinuidad entre e1 citoplasma ovular y el material nuclear

espermático. En 1a parte anterlor del espermlo perrntsFre-

ce aún eI perforato¡ium (Fr).
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Fiq. 19.- Esperm'¿tozoide de ratón lusioni¡do con un hue-

vo de hamster fecundads. La membrana nuclear ha deeapa-

recido y hay disperslón de Ia crom¡tina espermática.

La región en donde esta ocurriendo 1a riispersi.6n de

Ia cromatina espermátlca es de una textura homogÉnea y

esta desprovlsta de los organelos citoplásmicos ovuiares.

En el luqar de la dlspersión se ven truerpos densos (e)r

asociarios a un agregaclo de material granular (ag).

Fig. 20.- fspermio de ratón en un huevo de hamster fe-

cundado. EI espermio presenta dispersiñn total de su

cxomatina. La reglón de la diapersi6n esta desprovista

de organelss citoplasmáticos deI huevo y tlene una tex-

tura hnrnogÉnea.
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Fig_. ii1.- [spermio de cobayo fusion,:rlo Eon un huevo rJe

hamster fecundado. La cromatina del espermio se encuen-

tra condensada y rodeada por unir banda densal (b). l-ror el

Iado rJel citoplasma ovular se ¡.:ueden observar pequeños

cuerpos ( f Iech¿:s ) asociados a la bancla drrnsa.

Fj-q. ZZ.- Espermio de cobayo fusionado con un huevo de

hamster fecundado. 5e observa una banda densa (b) que se-

para parcialmente a Ia cromatina espermática del cltoplas-

ma ovular y que se encuentra asociada a una serie de pe-

queños cuerpos (flechas).

Fig. Zl.- El mismo espermlo de cotrayo que en 1a figura

2? pera a mayor aumento. [sto permite dlstinguir un par

de membranas (flechas) que separan Ia parte anterior cle

Ia cabeza del espermio rlel citoplasma ovular. Hacia atrás

Be nhserva Ia banda densa (b) y Ios pequeños cuerpo§ que

se sltúan por el lado del ci'boplasma ovular. En Ia parte

anterlor de1 eaperrnio perslste aún eI perforatorium (P).
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F!9. 24.- Espermatozoide de cobayo fusionado con un

huevo de hamster fecundado. Je ven cuirrpos (e) de

densidad similar a Ia cromatina espermática y que apa

rentemente se dee¡-;rs¡dg¡ ¡s e11a.

FiL 25.- fsperm;¡toznide de cohayo fusionado con un

huevo de hamster fecundado. llay ccntinr-riCed de mem-

branas qamÉ¿i66u en 1a prarte car-rdal de ia c¿¡bpza del

es¡:ermlo (flechas). La membrana nurclea¡ Tro es visible.

F ig. 2.6.- Espermatozoide de cobayo l'usionado cDn un

huevo de hanster fecundado. ¡e uuede nlrservar la con

tinuirlad de 1as nrembranas gamóticas en 1a parte cau-

dlt de Ia cnbeza del esprermio. fn la vecindad de}

espermio se ¡:ueden observar cuerpos densos (e) asocia-

dos con un acúmulo (aq) cle materlal granular.
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Fíq. Z'l.- [spermaLozoide de conayo fusionadn a un huevo

de hamster fercund=rjo. 5e ve una zona rle dispersi6n de 1a

cromatina esperrnática separada rlel citn¡rlasnla ovular pBr

una banda de material denso (h).

tig. 28.- fspermatoznlde de cobayo que sjE ha lusion,,rln

con un huevo de h¡¡mste¡ 1'ecLlndi¡do V truya1 t:ronlutini¡ se ha

dispersarJo totalmente. Én la pi:rte anteri.or de 1a cabe-

za del espermio persiste aún el perforatorium (F) como

una región densa.
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Flg._29.- Espermlo rle hamter f ecund;-rnte En un huevo de

hamster. 5e ve dispersiÉn de 1a cromatina espermática

en Ia parte media de la cabeza del espermio. La cromati-

na de la parte caudal y anterior del nucleo pexmanece aún

condensada ( flecnas) . La crsmÉitina en dlspersión se en-

cuentra rorjeada por membfana nuclear (mn). Por fuera de

Ésta se pueden obse¡var cuerpos densos (e) asociados a

acúmu1os de materlal granular.

Fiq. 30.- Espermio de hamster en un huevo de hamster.

Se observa Ia membrana nuclear (mn) que delimita total-

mente la zona de dispersión. Por fuera de Ia memb¡ana nu-

clear se observan truerpos densos (e) de aspecto simj.lar a

1a cromatina espermática cBndensada y un agregado de ma-

terial granular (ag).
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.b_f1.- Zona de ciispersión de cromatina espermática

observada en un huevo de hamster fecundado ig vivo y

refecundado con espermios rle rat6n. La znna de di-sper-

si6n de crom;:iina se encuent¡a delimitada por membrana

nuclear (mn). lle puede oi:servar un cuerpo denso (e) y

un acúmulo granular (ag) por fuera de dicha membrana.

Fí9.32.- fspermatozoide de hamster fecundente en un

huevo de hamster. 5e ohserva dlspersión parcial de la

cromatina espermática y Ia presencia de cuprpos densos

(e) que BB encuentran en la veclndad inmediata de Ia

cromatinE espermátlca. Además se puede ver Liue 1a mem-

brana nuclear (mn) ha persistido en algunas ztrnas deli-

mltando parclalmente Ia cromatina dispersa del clto-

plasma ovular.
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FLg. 33.- Espermatoznlde de ratón cuya crom¡tina se ha

dispersado casi totalmente despuÉs cle 1a fuslí:n con un

huevo de hamster fecundado. La decondensaclón cromatfni-

ca ocurrió con desprendimlento de finas fibrillas (puntas

de flecha) y en presencia de Ia membrana nuclear (mn).

Por fuera de Ésta se vgn cuerpos densos (e) y un acúmu-

1o finamente granular (ag). Además se puede observar un

corte transversal de la cola del espermio (flecha).
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Fig. lL.- Huevo de hamster fecundado que tuÉ ¡:enetrado

por dos espermatnzoides de cnbayo en eI mismo lugar. Ln

1a vecindad se observa un acúmulo de material granular(ag).

Flq. 12.- Zona de dispersión de cromatina de un psLrermlo

de ratón en un huevo de hamster fecundado. [n eI mismo

lugar de la fusi6n se ha fusionads un segundcr espermio de

ratón que no presenta dlspersión de 1a cromatina esperrná-

tica y cuyo núcleo se encuentra rode:do de material sub-

acrosómi co .




