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INTRODUCCION

Los andlisis de semen tratan de medir en Gltima ins-
tancia la capacidad fecundante de los espermatozoides y
para ello se basan en el estudio de un conjunto de para-
metros considerados importantes para la fertilidad, co-
rrelacionando luego los valores hallados con la inciden-
cia de gestacién lograda por los individuos analizados. Se
admite que un determinado parametro del semen es tan-
to mas importante cuanto mas intimamente se correla-
ciona la informacién aportada con los procesos de ma-
duracion de los espermatozoides en las vias seminales.
Asi, si bien es importante el nimero de espermatozoides
presentes en el semen, mas importantes ain son la mor-
fologia y 1a motilidad progresiva de los mismos.
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Existen abundantes evidencias demostrando que a
todo lo largo de las vlas genitales masculinas, especial-
mente a nivel de! epididimo, los espermatozoides sufren
cambios de estructura y composicibn quimica, los que
se consideran indispensables para alcanzar una capacidad
fecundante bptima {1). La adquisicion de la fecundancia
mediante estos cambios que genéricamente se denomi-
nan maduracién espermética ha sido demostrada en di-
versas especies comparando entre si los porcentajes de
fecundacién obtenidos por espermatozoides extraidos
de distintas regiones de las vias seminales y del propio
testiculo (1).

Entre los cambios de compasicidn quimica de los es-
permatozoides se ha sefialado como importante la for-
maciébn creciente de puentes disulfuro (SS) a medida
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que avanzan en el epididimo (2, 3). Estos puentes se
producen a partir de los radicales cistina de las proteinas
que durante la espermiogénesis han sustituido gradual-
mente a las histonas de tipo somatico del nicleo esper-
matico. Su formacion en los estadios finales de la madu-
racibn espermatica en el epididimo conferiria la marca-
da estabitidad que caracteriza al nucleo y al flagelo de
los espermatozoides maduros (2, 3, 4, 5).

Poco después de penetrar en el dvulo, el nlcleo es-
permatico sufre una descondensacidn progresiva y au-
menta de volumen para convertirse en el pronucleo mas-
culino. Modificaciones similares del nlcleo espermético
pueden obtenerse "in vitro’ sometiendo los espermato-
zoides a la accibn de tioles exdgenos como el ditiotreitol
(DTT), un agente que reduce especificamente los puen-
tes SS. Bajo el efecto del DTT tiene lugar el hinchamien-
to de la cabeza espermatica, que puede llegar a la desin-
tegracidn total, y la lisis de la cola de los espermatozoi-
des (2, 3, 4, 5, 6). Se supone que estos cambios son de-
bidos a la reduccién de los puentes SS estabilizadores y
que la rapidez y el grado con el que tienen lugar son tan-
to mayores cuanto mas inmaduros son los espermatozoi-
des tratados. En cada sector del aparato genital masculi-
no (testiculo, cabeza, cuerpo y cola del epididimo) y en
el eyaculado se puede determinar el porcentaje de los
espermatozoides que sufren la descondensacién nuclear
(DN) vy la lisis flagelar por accion de! DTT. Este porcen-
taje sera tanto mayor cuanto mas inmaduros sean los es-
permatozoides y disminuira cada vez mas en los esper-
matozoeides mas maduros (6).

Se ha sefialado una marcada variacion en la resisten-
cia de los espermatozoides normales del eyaculado de un
mismo individuo y de los de distintos individuos frente a
la accién descondensante del DTT (7). Esta variacion
debe indicar que la cantidad de puentes SS varia en los
distintos espermatozoides y que en un porcentaje de
ellos no resulta suficiente para conferirles resistencia al
tratamiento con DTT. En condiciones constantes de tra-
tamiento con DTT, todo aumento de este porcentaje in-
dicarfa un aumento del nUmero de los espermatozoides
provistos de cantidades insuficientes de puentes SS para
soportar la accién del DTT vy, por lo tanto, un aumento
de los espermatozoides que, de acuerdo a este parame-
tro, pudieran considerarse menos maduros o inmaduros.
Estos datos obtenidos en el semen pueden correlacionar-
se con la capacidad fecundante conocida de los indivi-
duos estudiados. En caso de hallarse una buena correla-
ciébn entre la menor formacion de puentes SS v la falta
de fecundancia de los espermatozoides analizados puede
sugerirse que aquélios son importantes o indispensables
para alcanzar una capacidad fecundante normal y que el
método de determinacion del porcentaje de los nicleos
descondensados por el DTT constituye un medio senci-
lio de laboratorio para medir dicha capacidad.

Algunos autores han estudiado “'in vitro’ {a tenden-
cia de los espermatozoides humanos a sufrir la DN como
consecuencia de la demembranizacion de la cabeza es-
permatica con un detergente anidnico, el dodecilsulfato
de sodio (SDS) (8, 10, 11, 12, 13). Aparentemente, la
DN podria ser la manifestacidon de una capacidad intrin-
seca de la cromatina nuclear para descondensarse. Ella se
produce espontaneamente luego de la desmembraniza-
cibn en mas de un 20 /o del total de espermatozoides
cuando la muestra proviene de individuos con una re-
duccidn sensible de la tasa de zinc en el plasma seminal
(10). La restauraciébn de los niveles de Zn por adiciéon de
Zn exo6geno o de plasma seminal normal previno la DN
espontanea. La adiciébn de quelantes del Zn a suspensio-
nes de espermatozoides recién eyaculados incremento
drasticamente el nimero de espermatozoides desconden-
sados; este efecto pudo ser prevenido mediante el trata-
miento con soluciones conteniendo Zn (11, 12, 13). Se
discute la posibilidad de que el Zn sea capaz de unirse
reversiblemente a los tioles exdgenos o endogenos que
rompen los puentes SS estabilizadores, protegiéndolos
de la destruccién oxidativa y, de hecho, preservando la
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capacidad fecundante potencial, haciendo que la DN
tenga lugar en el momento apropiado cuando se realiza
la transferencia del genoma masculino.

En el presente trabajo se estudian las interacciones
de los distintos segmentos de la via seminal del carnero
con el espermatozoide, tratando de cuantificarlas segun
el grado de DN. También se analiza la correlacion entre
el grado de resistencia a la DN (RDN) de los espermato-
zoides eyaculados y la capacidad fecundante de los car-
neros usados en este trabajo. En esencia, los autores in-
tentan establecer un método cuantitativo "in vitro”, que
sea a la vez sencillo y sensible para medir en el laborato-
rio androlégico general el grado de madurez de una
muestra de semen ovino. Un reporte preliminar de los
resultados obtenidos fué previamente publicado (8). Se
procura igualmente determinar el papel del plasma se-
minal y del zinc presente en el mismo camo un agente
inhibidor de 1a DN inducida "in vitro”.

MATERIAL Y METODOS
(A) ANIMALES

En el periodo marzo-agosto de 1981 se obtuvieron
mediante vagina artificial vy electroeyaculacion eyacula-
dos completos repetidamente de 12 carneros de raza Co-
rriedale, adultos (promedio 2 a 4 dientes), sanos, que
participaron en programas rutinarios de inseminacion ar-
tificial en el Uruguay sobre un promedio de 3,000 ove-
jas. Se obtuvieron, ademas, los porcentajes de no retor-
no (NRR = non return rate} en las distintas semanas de
la inseminacion realizada. La NRR fué utilizada como
signo precoz de gestacion.

Sobre un total de 6 carneros adultos {2-4 dientes) de
raza Corriedale, sanos, mantenidos en regimen de pasto-
reo en el predio del Centro de Investigaciones Veterina-
rias Miguel C. Rubino {Pando) se obtuvieron eyaculados
completos por vagina artificial vy electroeyaculacion, y
muestras de testiculo y epididimo {cabeza, cuerpo vy co-
la) se obtuvieron inmediatamente después de la castra-
cion. de los mismos.

(B) METODOLOGIA

Todos los eyaculados obtenidos fueron sometidos
rutinariamente a examen inmediato (volumen, aspecto,
color, motilidad de masa, densidad, motilidad individual
y pH) y mediato en el laboratorio (concentracion, anor-
malidades morfologicas y presencia de células extrafas).
Una vez extraidas las muestras para realizar el espermio-
grama, otras muestras fueron sometidas a distintos trata-
miento de reduccién de los puentes SS y de DN.

a) Tratamiento |: Método de Caivin y Bedford
1971), cuyo protocolo es el siguiente:

1. Mezclar una alicuota de 0.1 ml de semen en 0.4
mi de suero fisiologico. Centrifugar a 1,000-2,000 rpm
durante 5-10 minutos {Microfuge 152, Beckman Lab.,
USA) bhasta que el liquido sobrenadante quede total-
mente limpido.

2. Resuspender el pellet formado en 0.1 mide DTT
2.0 mM en borato de sodio 0.05 M, pH 9.0, Homogenei-
zar e incubar a la temperatura ambiente (16-20°C) du-
rante un tiempo maximo de 45 minutos.

3. Agregar al tubo 0.1 ml de SDS al 1%/0 en borato
de sodio 0.05 M, pH 9.0, homogeneizar suavemente y
dejar actuar no mas de 2 minutos.

4. Fijar el material afladiendo 0.5 ml de glutaral-
dehido al 2.5%/0 en borato de sodio 0.05 M, pH 9.0.

5. Preparar frotis delgados v colorearlos con hema-
toxitina,

b) Tratamiento 1: SGlo se omite el lavado con suero

fisiologico (paso 1}; el resto se realiza igual que en el
Tratamiento |.
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¢} Tratamiento /1/: Se omite enteramente el paso 1
y se trata la muestra de semen directamente con DTT
{paso 2 y siguientes).

d) Tratamiento IV: Se sustituye el suero fisiologico
{paso 1) con una solucién de EDTA 6 mM que se mezcla
con el semen en volimenes 1:1. Dejar actuar 30 minu-
tos, centrifugar y obtener el pellet que se trata a conti-
nuacién como en el Tratamiento ).

e) Tratamiento V: Luego del paso 1 del tratamiento
1, el pellet de espermatozoides se resuspende en una so-
lucibn acuosa de ZnSO4 (2 mM) durante 30 minutos,
centrifugar nuevamente y continuar como en el Trata-
miento |.

Las muestras de testiculo y de epididimo fueron tra-
tadas de una manera diferente teniendo en cuenta la dis-
tribucidn y la cantidad de los espermatozoides presen-
tes. Trozos pequeiios de testiculo y de cabeza y cuerpo
del epididimo se trituraron en solucion fisioldgica y lue-
go de algunos minutos se obtuvo con pipeta Pasteur una

Figura 1. Semen de ovino. Distintos grados de descon-
densacion nuclear de los espermatozoides: 0, nicleos no
descondensados; 1, nucleos parcialmente descondensa-
dos; 2, nicleos francamente descondensados; 3, nicleos

RESULTADOS

Los resultados estan expresados en las Tablas 1 a 8.

{A) DESCONDENSACION NUCLEAR DEL SEMEN
DE CARNERO “IN VITRO”

La tabla 1 muestra la correlacion entre la RDN de
los espermatozoides de carneros en periodo de actividad
sexual v la NRR {como grupo de fertilidad) al primer ce-
lo postinseminacién con el semen de los mismos anima-
les. En la tabla se puede apreciar que cuando los porcen-
tajes de RDN fueron altos (67.33"/0), la NRR fué tam-
bién alta {61.84°/0). Cuando se comparan estos hallaz-
gos con el semen de carneros que presentaban una NRR
baja (36.900/0), también se encontraron porcentajes de
RDN bajos. Las diferencias entre ambos porcentajes fue-
ron altamente significativas (p¢0.001).
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suspension de espermatozoides. La cola del epididimo se
seccion® y su contenido se dejb gotear en un tubo de
centrifuga .hasta obtener en todos los casos volimenes
de muestra de 0.1 ml. Todas las muestras de testiculo y
de epididimo fueron sometidas al tratamiento .

En todos los frotis coloreados se hicieron recuentos
de un minimo de 200 células por muestra, discriminan-
do los recuentos segun el siguiente criterio (figura 1): 0,
ndcleos no descondensados (estables); 1, nlcleos parcial-
mente descondensados; 2, nucleos francamente descon-
densados; y 3, nicleas completamente descondensados.

{C) ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron en forma porcen-
tual sobre los recuentas, como promedio £ error estan-
dar. Las comparaciones entre los grupas se realizaron
mediante un student-t test. Se considero significativo un
valor de p£0.05.

totalmente descondensados. Algunos nicleos no des-
condensados se han separado de sus colas. El material
fué tratado segun el método de Calvin y Bedford (1971)
v los frotis tefijdos con hematoxilina. X 450.

Tabla 1. Correlacion entre la RDN de los espermatozoi-
des de carnero y la NRR (periodo de actividad repro-
ductora)

RDN ®/o {p€0.01) NRR %/ (p 4 0.001)

67.33219.3 61.84% 30 n:7

309 % 0.99 369 ¢ 36 n:4

Cuando se arializd el semen de los carneros que com-
ponian los mismos grupos de fertilidad (alta y baja), pe-
ro en época de reposo sexual, se encontré una relacion
similar entre la RDN y las NRR de la inseminacion pa-
sada (Tabla 2). Sin embargo, se registré un aumento sig-
nificativo {p&€ 0.01) en ambos porcentajes de RDN res-
pecto al periodo de actividad sexual {Tabla 3).
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Tabla 2. Correlacion entre la RDN de los espermatozoi-
des de carnero v la NRR (periodo de reposo sexual)

RDN (p<0.01) NRR °/o
7455 * 6.49 61.84% 30
57.62 ¥ 11.22 369 * 36

Tabla 3. Correlacién entre la RDN en ambos periodos
{actividad v reposo sexual}

Fertilidad Fertilidad
alta bajs
Periodo de.acti- 67.33 £ 19.3 309 + 0099
vidad sexual
Periodo de repo- 7455 ® 6.49 57.62 £ 11.22
so sexual {p€0.05) {p<0.01)

La tabla 4 muestra los porcentajes de DN del semen
observados en los mismos periodos (actividad y reposo
sexual), correlacionados con las tasas altas y bajas de fer-
tilidad. Se puede observar que hubieron mayores por-
centajes de DN (grados 1 a 3) siempre en las muestras
con baja fertilidad y que el grado 3 se verificd especial-
mente en fas mismas.

Tabla 4. DN por grados de hinchamiento y segun NRR
en ambos periodos de actividad y de reposo sexual
(n:12)

Grados de descondensacion

47.04 6.7°/0; cola del epididimo, 52.0¢8.1%/0; semen,
52.8% 4.0"/o. Los valores en el semen fueron ligeramen-
te mayores a los de la cola del epididimo, pero las dife-
rencias no fueron estadisticamente significativas.

El hinchamiento fué mayor, inclusive en grado, en
los espermatozoides testiculares, decreciendo a medida
que nos aproximamos a la cola del epididimo {Tabla 5}.
No hubieron diferencias en los grados de descondensa-
cion nuclear entre los espermatozoides del testiculo y
los de la cabeza del epididimo, ni entre los de |a cola del
epididimo y los del semen,

{C) PAPEL DEL PLASMA SEMINAL EN LA
DESCONDENSACION NUCLEAR DE LOS
ESPERMATOZOIDES DE CARNERO

La tabla 8 muestra los porcentajes promedios de es-
permatozoides estables (resistentes a la DN) en ambos
periodos, de actividad vy de reposo sexual, cuando el
mismo semen se procesd conservando el plasma seminal
o extrayéndolo parcial o totalmente (tratamientos |1, 111
y 1). Aparentemente, la descondensacion fué menor
cuando no se extrajo el plasma seminal (tratamiento Iil,
p €0.001). Los porcentajes fueron intermedios cuando
el plasma seminal fué eliminado parcialmente (trata-
miento |1} y menores con el tratamiento ortodoxo (I} en
el que el plasma seminal es exhaustivamente extraido,
pero tas diferencias entre estos dos grupos no fueron es-
tad isticamente significativas.

Tabla 5. Porcentajes promedio de DN segun los grados
de los espermatozoides de carnero obtenidos de tes-
ticulo, epididimo y semen.

NRR %/o 1 2 3
Grados de descondensacidn
61.84 1 3 3.16 Periodo de
36.90 27.5 38.8 51.8 actividad 1 2 3 Total
sexual
Testiculo 23.4 18.4 25.2 67.0
61.84 11.1 13.3 7.6 Periodo de
36.90 175 6.25 21.75 reposo Cabeza del 35.0 10.256 22.2 67.45
sexual epididimo
del 26.2 11.4 16.0 53.6
(B) DESCONDENSACION NUCLEAR DURANTE LA S:gﬁﬁmg 6
MADURACION ESPERMATICA
del 26.8 10.2 11.0 48.0
El anélisis de! grado de RDN de los espermatozoides S&gid?mo b
obtenidos del testiculo y de distintos sectores del epidi-
dimo mostré un incremento gradual desde el testiculo a 14.8 140 18.4 47.2
la cola del epididimo: testiculo, 30.7% 8.8 /o, cabeza S ’ ' ’
del epididimo, 33.0 ¢ 7.3%/0: cuerpo del epididima,
Tabla 6. Porcentajes promedios de espermatozoides estables segin los distintos métodos de tratamiento usados (I, 11y

111) v en los periodos de actividad y de reposo sexual (n:12)

Porcentajes de estabilidad

Tratamiento |

Grupo de alta 7856 £ 4.7
fertilidad
Grupo de baja 57.62¢ 11.2

fertilidad

Tratamiento |1 Tratamiento 11

7993 & 55 88.72% 4.4

6157 ¥ 7.7 840 % 53

Las diferencias entre los grupos de alta y de baja fer-
titidad fueron significativas (p € 0.001 entre los dos gru-
pos | y p<0.01 entre los dos grupos 1}, excepto cuando
no se extrajo el plasma seminal {grupos 111, p > 0.05).
Por consiguiente, parece importante destacar que la cen-
trifugacion del semen juega un papel trascendental en la
faz metodoldgica y que el plasma seminal en alguna me-
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dida interviene en contra de la DN post-tratamiento con
tioles exogenos.

Para profundizar en esta area, se compararon los re-
sultados obtenidos con el tratamiento ortodoxo {l) con
los logrados luego de una breve exposicion a EDTA (tra-
tamiento 1V). La tabla 7 muestra que no hubieron dife-
rencias significativas en los porcentajes de espermato-
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zoides estables post-tratamiento. Estos resultados permi-
ten sugerir que la deplecion de ciertos cationes presentes
en el plasma seminal podria ser la responsable de fa inhi-
bicion de la DN.

Tabla 7. Comparacion de los porcentajes promedios de
RDN entre grupos de tratamiento ortodoxo ()} con ex-
traccion del plasma seminal y grupos tratados con
EDTA (IV), en dos lotes de animales seleccionados al
azar.

Tratamiento | Tratamiento |1V

Lote A 81.16 % 8.26 86.16 £ 78 py0.05

Lote B 835 &£ 07 805 % 135 p20.05

La comparacion entre los porcentajes de espermato-
zoides estables de tos grupos 111 (sin extraccion del plas-
ma seminal) y V (adicion de ZnSO4 a semen privado de
plasma seminal} mostrd gque no existen diferencias esta-
disticamente significativas para el grupo de animales tes-
tados {tabla 8). De hecho, los valores hallados son prac-
ticamente idénticos, a la vez que constituyen los mas al-
tos porcentajes de RDN (100%/0).

Estos datos parecen verificar una inhibiciébn comple-
ta de la DN por parte del plasma seminal de carnero. Es-
ta inhibicion es imitada por el cation Zn presente en el
plasma seminal, el cual pareceria ser el responsable del
efecto comprobado.

Tabla 8. Porcentajes de espermatozoides estables en
muestras con plasma seminal (tratamiento I} y en
muestras adicionadas de ZnSQO, luego de extraido el
plasma seminal {tratamiento V) f‘n:S)

Tratamiento |11 Tratamiento V

Lote A 99.8¢0.13 100¢ 00
Lote B 100 £ 0.0 1002 0.0
DISCUSION

Durante la espermiogénesis, el DNA es empaquetado
por histonas espermaticas ricas en cisteina. En diversas
especies de mamiferos, los grupos SH se unen formando
puentes SS durante la maduracidn espermatica en el epi-
didimo 1}. Nuestros resultados confirman ‘os de Beil v
Graves (6} en e! carnero respecto a que la maduracion
espermatica detectada por la formacion de puentes SS
comiencza cn el testiculo y continta a todo lo largo del
epididimo. Los porcentajes de DN en condiciones con-
troladas “'in vitro” fueron decreciendo desde el testiculo
en sentido distal. El mayor grado de DN se verifico en
los espermatozoides testiculares, debido aparentemente
al contenido menor de puentes SS. A medida que los es-
permatozoides maduran a lo largo del epididimo, {a res-
puesta al tratamiento con DTT y SDS decreci6 en todos
los casos. De todos tos sectores estudiados, la cola del
epididimo y el semen mostraron {os menores porcenta-
jes de DN. En consecuencia, la maduracidon espermatica,
al menos cuando se basa en |a prevalencia de puentes SS,
es completa a nivel de la cola del epididimo. Calvin y
Bedford {1, 3, 4) han registrado resultados similares en
las tendencias de maduracion espermatica.

Los porcentajes de DN se correlacionaron de manera
clara vy significativa con los de NRR tomados como sig-
no precoz de gestacidon, y los porcentajes maximos v
minimos de RDN estuvieron de acuerdo con una fertili-
dad alta y baja predecibles. Asi, cuanto mas alto fué el
porcentaje de estabilidad nuclear post-tratamiento con
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DTT y SDS a tiempo_fijo (600/0), tanto mas aita fué la
tasa de gestacién (60 /o), v lo inverso también ocurrib.

Aparentemente, la menor madurez espermatica, revelada
por una mayor DN, implica cambios imperceptibles en
la estructura de la cromatina nuclear que podrian estar
relacionados con una fertilidad disminuida {14). No pa-
rece, pues, demasiado aventurado adelantar que el pre-
sente método (tratamiento | u ortodoxo de Calvin vy
Bedford, 1971} permite predecir con adecuado margen
de seguridad la capacidad fecundante de una muestra de
semen ovino, atn en aguellos casos que, como los utili-
zados en el presente trabajo, no muestren alteraciones
patolbgicas morfoldgicamente evidentes.

Un hecho notorio fué el aumento de Ia estabilidad de
los nucleos espermaticos cuando el semen procedia de
animales en reposo sexual vy ello tanto en los grupos de
fertilidad alta como en los de fertilidad baja. Estos ha-
llazgos son semejantes a los de Bustos y Pérez Sampallo
{15) en el caballo, Beil y Graves (6) en el toro, y Calvin
y Bedford {3) en el conejo. Esto podria significar que al-
gunos puentes SS no son reductibles en época de reposo
sexual, habiendo un alto grado de empaquetamiento de
las proteinas no histonicas asociadas al DNA, lo que
también fué considerado como una hipermaduracion es-
permatica. Aparentemente es debido a la oxidacion de
tioles no ligados, resultando en la formacion de una can-
tidad excesiva de puentes SS (15), Tal hipermaduracion
determind una tasa menor de gestacion cuando se inse-
mind este tipo de semen {15). Se supone que la capaci-
dad fecundante de! espermatozoide en época de reposo
reproductor estd disminuida, que su capacitacion proba-
biemente estd dificultada y que en caso de ltevar a la fe-
cundacidn el producto no sea viable, como fuera confir-
mado en bovino y conejo (16, 17). El aumento de la in-
teracciobn DNA proteinas en estos espermatozoides hi-
permaduros dificultaria su descondensacion y subsi-
guientemente la transcripcion normal del genoma, caon-
duciendo asi a la muerte embrionaria.

Hemas observado la mayor RDN en las muestras que
no eran lavadas y centrifugadas para eliminar el plasma
seminal, Esta modificacidn metodologica estuvo moti-
vada, en principio, por la intencion de adecuar la técnica
a las condiciones de campo, eliminando el paso de la
centrifugacion, Lo significativo de los altos porcentajes
de estabilidad nuclear fué atribuido ya incicialmente a
un papet protector de algun factor presente en el plasma
seminal, teniendo en cuenta que todos los animales exa-
minados eran sanos en los parametros estudiados {bajo
porcentaje de anormalidades, ausencia de células infla-
matorias, etc.). Kvist y Etiasson {10) y Kvist {9) obtu-
vieron resultados similares en el semen humano y mos-
traron que el cation Zn aparecia como el responsable di-
recto de 1a inhibicidon de la DN, Cuando el Zn no estaba
presente en las concentraciones 6ptimas, la DN esponta-
nea después de la desmembranizacion con SDS aumen-
taba significativamente respecto a las muestras de semen
con valores normales de Zn en el plasma seminal. Nues-
tros hallazgos podrian indicar que el Zn es igualmente
respansable en el carnero de la inhibicién de la DN, in-
cluso de la producida por los tioles exbgenos (DTT)
usados cn combinacién con el SDS. Este resultado no es
sorpresivo teniendo en cuenta que las tasas de Zn en el
plasma seminal de ambas especies son comparables, De-
de el punto de vista metodolbgico, la principal conclu-
sibn es que el lavado del semen es esencial, ya que la
presencia del plasma seminal impide la accién de los tio-
les exdgenos, sea fisicamente, sea quimicamente (Zn?).
Desde un punto de vista tedrico, es probable que la cau-
sa de la baja fertilidad de algunos reproductores esté
vinculada a las afecciones de las glandulas anexas, como
la prostata, haciendo insuficiente el aporte de iones Zn
alli producidos para mantener {a estabilidad de los esper-
matozoides eyaculados.
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“IN VITRO” NUCLEAR SPERM
DECONDENSATION: A METHOD TO
EVALUATE THE FERTILIZING ABILITY OF
RAM SEMEN.

SUMMARY

In vitro nuclear sperm decondensation induced by
selective reduction and cleavage of the chromatin disul-
phide bonds (SS) formed during the epididymal transit
is generally considered a measure of the sperm matura-
tion degree. In the present work, the degree of sperm
maturation, as determined by the in vitro induction of
the nuciear decondensation With dithiothreitol (DTT)
and sodium docecylsulphate {SDS) under controlled
conditions, was correlated with- the fertilizing ability
showed by the ram semen tested. Sperm was obtained
from testes, epididimydes and complete ejaculates from
healthy rams used in routine Al programs, both during
active and resting sexual periods. Samples were routine-
ly processed according to Calvin and Bedford (1971)
and technical modifications were applied to demonstra-
te the possible role of the seminal plasma and of some
of its constituents (.e.g., Zn} on the inhibition of the
nuclear sperm decondensation. Our results showed a
gradual sperm maturation throughout epididymal tran-
sit, when considered the prevalence of SS bonds pre-
sent-as determined by the inCreased resistance to the
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