Pretratamiento con soluciones hipo-
ténicas y reaccion nucleal de Feul-
gen-Rossenbeck, para el estudio de

los cromosomas del toro (Bos taurus)
Prof. Dr. J. POSTIGLIONI-—GRIMALDI

{Director del Instituto de Anatomia Normal, Jefe de Servicio de Fomento
Geonadero de la Direccion de Ganaderia)
#ow
‘Departamento de Citogenética, Instituto de Investigocion de Ciencias Bio-
légicas y Laboratorio de Histologia y Embriologia, Instituto de Anatomia
Normal, Facultad de Veterinaria.

(Recibido pare su publicacion el 20 de Setiembre de 1956).

INTRODUCCION

El estudio de los cromosomas ha adquirido una importancia
ten extrzordinaria, que ya no es posible encarar una serie gran-
de de problemas biologicos sin el conocimiento adecuado de esas
formaciornes fundamentales de los corganismos. El destacado ci-
logenetista compatriota. Prof. Fco. A. Saez, —director del Depar-
tamento de Citogenética del Instituto de Investigacion de Ciencias
Rioldgicas—, cxpresa, al respecto, lo siguiente en la excelente
obra de Citologia General (1) de la cual es co-autor: ‘‘El gran
“interés despertado por el estudio de los cromosomas, radica en
“gque son éstos entidades responsables, no so6lo de los fenémenos
“de variacién, herencia, mutacion y evolucion de los seres vivos,
“sino que también constituyen los instrumentos oue controlan la
“morfogénesic de todos los organismos., y son indispensables pa-
“ra el mantenimiento del equilibrio de los procesos vitales. El
“progresc sorprendente a que ha llegado, en los Gltimos afos, el
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“estudio de su comportamiento y estructura ha conducido a en-
“carar, bajo puntos de vista totalmente nuevos, numerosos pro-
“blemas que significan una verdadera revolucién dentro de las
“ciencias biologicas.”

Es cvidente que el conocimiento de los cromosomas v de su
comportamiento, en nuestras especies domésticas, es de fundamen-
tal importancia. dada la elevada posicion, —que la mayoria de
ellas—, ocupan en la industria ganadera del pais. Si bien es cier-
to ,que varios autores se han ocupado de estudiar los cromosomas
en animales domésticos, pocos son los trabajos considerados y te-
nidos en cuenta por los investigadores mas recientes; la razon
principal de ello parece ser de orden técnico, como veremos.

En cuanto concierne al ganado vacuno, siete eran los auto-
res que habian estudiado los cromosomas, al tiempo de iniciar el
presente autor, diversas técnicas orientadas en ese sentido sobre
la base de la reaccion nucleal de Feulgen-Rossenbeck, no utili-
zada entonces, en esa especie animal. Los trabajos publicados has-
ta el afno 1951 (2) sobre el asuntio fueron debidos a K. von Bar-
deleben (1892), E. Schoenfeld (1902), 1. Van Hoof (1913), K.
Masui (1919), J. E. Wodsedalek (1920), H. F. Krallinger (1927,
1928, 1931) y S. Makino (1944). Todos estos autores efectuaron
sus trabajos sobre materiales fijados, incluidos en parafina, sec-
cionados con el microtomo y coloreados con anilinas diversas.

Los resultados obtenidos por los primeros de los autores men-
cionados, se caracterizaron por las discrepancias, en especial mo-
do, en cuanto al numero de cromosomas que cada uno asignaba
a la especie animal en cuestidn. Asi von Bardeleben (1892) llegé
a contar 16 cromosomas como numero diploide; Schoenfeld (1902)
dié un numero aproximado de 20-25 para el complejo diploide y
12 para el haploide; Van Hoof (3) encontré de 20 a 24 cromoso-
mas, para el diploide v 12 para el haploide; Masui (4) cuenta
33 cromosomas diploidzs y observd un elemento impar que con-
sider6 como el cromosema X; de acuerdo a Wodsedalek (5) el
numero diploide seria de 37 en el macho y 38 en la hembra, de
donde deduce que los cromosomas sexuales de B. taurus respon-
dian al tipo XO-XX. Al respecto de esos desacuerdos expresa S.
Makine (6); “It is clear by reference to the recent studies that
“these discrepancies and very low count of the chromosome num-
“ber as reported by earlier authors may have arisen from obser-
“vations with material of inadequate vpreservation. They all are
“very far from exactness, and therefore no appreciable at all
“at the present time. The studies made by Krallinger (27, ‘28,
“31) were quite remarkable and valuable in establishing very
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“clearly the characteristic morphology of the cattle chromosomes.
“He found 60 and 30 to be diploid and haploid number of do-
“mestic cattle respectively. He pointed out a V-shaped element
“of medium size 2s the X chromosome, because of the fact that
“1t destitute of the homologous mate in the diploid complex, but
“his material proved tc be entirely unfavourable to the study
“of the maturation division, due essentially to inadequate tech-
“nique.” Krallinger (7), (8) y (9), utilizé la fijacidn con el
Bouin-Allen y colore6é con hematoxilina férrica de Heidenhsain. S.
Makino (6) empleando el Champy y el Flemming sin acido acé-
tico, luego coloracién con hematoxilina férrica de Heidenhain,
confirma los resultados de Krallinger, en cuanto al namero de
cromosomas en B. taurus; 60 en el diploide y 30 en el haploide;
pero critica los resultados de aquel autor con respecto al cromo-
soma sexual, llegando a la conclusion de la existencia del tipo
X-~Y, el cual describe en la metafase 1.

A fines de 1955, mientras estaba el presente autor redactzndo
un trabajo sobre técnica para el estudic de los cromosomas del
toro, aparecido recientemente (10), tuvo oportunidad de leer las
publicaciones de Y. Melander y O. Knudsen (11) asi como la de
O. Knudsen (12), referentes a estudios ceriologicos en la esper-
matogénesis del toro; dichos autores utilizan la fijaciéon con alco-
hol - acético (3]1), la técnica de aplastados y ademas inclusion
en parafina, coloreando con hematoxilina de Gomori de acuerdo
a la técnica de Y. Melander v K. G. Wingstrand (13), para cro-
mosomas. Los resultados obtenidos per estos autores son excelen-
tes; ellos confirman el numero diploide para los cromosomas del
toro, senalado primeramente por Krallinger y luego Makino;
ademas, hacen un detallado estudio del comportamiento de los
cromosomas durante la espermatogénesis en ega egpecie animal.

Como el autor ha anuneciado (10), estamos trabajando con
las técnicas empleades por Melander v Knudsen, v Knudsen, lo
que cera motivo de publicacion ¢n colaboracion con el Bachiller
Joaquin Rossi en estos Anales de la Facultad de Veterinaria: en
g¢icho trabajo habremos de ocuparnos de los resultados obtenidos
por los autores citedos. En el presente trabajlo solamente corres-
ponde referirnos a la iécnica a la cual hemos llezado para el
ectudio de los cromosomas del toro con el empleo de soluciones
hipotdnicas v la reaccion nucleal de Feulgen - Rossenbeck, em-
pleada por vez primera por el presente autor (10). Respecto al
estudio carioldgico de la espermatocitogénesis del toro con la téc-
nica del autor, serd motivo da préxima publicacidn.

Mientras *ante v, para mejor ilustraciéon, mencionaremos los
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siguientes antecedentes técnicos: es bien conocido aue el estudio
de los cromn-omas en zquellos organismos que los poseen en ele-
vado numero y pequenas dimensiones, ha presentado siempre
serias dificultades técnices. Lios mamiferos en general, y el toro
en particular, se encuentran entre los animales que mayores
inconvenientes han pre<entado desde ese punto de vista. Matthey
(14), en su fund=mental obra sobre los cromosomas de los verte-
brados, divide en tres periodos el desarrollo de las técnicas em-
pleadas para el estudio de les eromosomas en marmiferos: el primer
periodo lo constituye la era de los tanteos iniciales, v nada ha
quedado de los trabaios re=alizados entonces: el interés de los mis-
mos, —expresa el citado autor—, s puramente historico. ¥n el
secundo periodo. ge inician las contribuciones de los autores que
utilizan como fijedores el Flemming acético y el Bouin - Allen;
a partir de 1920, aparecen muchas numeraciones de cromosomas
de diversos mamiferos, a menudo exactas. Desde principlos de
siglo, Winiwarter habia preconizado el Flermming acético v con
ello realiza cbra de precursor. A partir de 1920 entra en voga el
empleo del Bouin - Allen. Painter (1922 - 1930) establece la fér-
mula cromosdémica de varios mamiferos v descubre la generalidad
del esquema X -Y. Su técnica continuarad siendo empleada por la
escuela englo - sajona. Sin embargo, va en 1928, Minouchi abria
nuevas perspectivas a la investicacién, al emplear sus fijadores
sin Acido acético, lo gue constituyd una verdadera revolucidén en
materia técnica y, a la vez, permitio a la escuela jsponesa abor-
dar, con excelentes resultados, innumerables investigaciones sobre
cromosomas de numerosas especies animale<. aun de aquellos con
elevado numero v peauefizs dimensione<. Como va hemos hecho
referencia, S. Makino estudié también los cromosomas del toro.
para lo cual utilizd los fiiadores de Minouchi v con ello aclard
una cerie de nuestros conocimientos. La excelencia de los resul-
tados obtenidos por Ia escuela japonesa con los fijadores de
Minouchi, marcz una época en el descarrollo de la técnica.

Segin informaciéon aue ha podido lograr el autor. es en el
ano 1952 que se inicia Jlo aue el autor considera como un nuevo
neriodo en el aspecto técnico del ectudio de los eromosomas de
mamifercs, con la publie=cion debida al mismo Makino en colabo-
racion con Nicshimura (15). auienes emplesn el pretratamierito
con agua v la técnica de aplastados. a fin. —como dicen esos auto-
res—. de simplificar la técnica de prepar=ciéon de cromosomas,
especialmente en testiculos de incectos. aunoue también la enca-
ven en diversos mamiferos. Al respecto es interesante reproducir
las siguientes frases de los autores en dicha publicacién: “Though
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" a surprising advance has been made on the chromosome study
" of animals based on classical methods (fiiacién, inclusién en
" parafina, etc.), there seems to be little prospect for further
” progress. A new approach to the problem involved is through the
" application of the squash or smear technic, borrowed from plant
” cytology”. La técnica preconizada por esos autores, consiste
esencialmente en el pretratamiento con agua, fijacién acética,
coloracion con fuchsina y aplastado del material. En la extensa
lista de animales utilizedos para la aplicacién de esa técnica, los
autores incluyen a Bos taurus; pero, ningin resultado es dado a
conocer, limitandose tan s6lo a citar la especie animal.

En 1952, Hughes (16), estudiando Jos efectos de tonicidad
anormal sobre células en divisién procedentes de cultivog de tejido
de polln, encontré que soluciones hipotdnicas preparsdas a partir
de sgolucién Tyrode normal, podian ser utilizadas para el contaje
de los cromosomas en el vollo v sugirié la idea de su aplicacion
también a otros animales con elevado numero de cromosomas.

Al mismo tiempo, sin conocer el frabaio mencionado de
Highes, v debido a un accidente en las manipulaciones, Hsu (17),
halla, en cultivos de teiidos de piel v bazo de embrién humano,
lavados con solucién Tyrode hipotdnica (en lugar de hacerlo con
la solucién isotonica), placas metafisicas y anafasicas con sus
cromosomas esparcidos como para permitir el contaje de éstos.
En 1953, Hsu vy Pomerat (18), utilizando la técnica de preirata-
rrievto con solucicnes hipotdnicas en cultivos de tejidos de diver-
sos animales de laboratorio, asi como de tumores humanos, con-
cluven que el método puede dar buenos resultados en el estudio
de los cromosomas en aquellos animales aue poseen elevado
nimero. En adelante, Hsu v Hsu v colaboradores, continuaran
embleando la técenica de cultivos de tejico v pretratamienic con
soluciones hipotonicas, creada por ellos para el estudio de cromo-
somas. aplicAndola sobre todo a teijidos neoplasicos (19), (20). etc.

Informacion obtenida posteriormente a la remision del tra-
bajo del autor (10) para su publicacion, le han hecho zonocer
que J. Wahrman y A. Zahavi (21) v (22). habian empleado solu-
ciones hipotonicas Tyrode, de acuerdo a Hughes, v también solu-
ciones hipoténicas de NaCl, en sus estudios sobre cromosomas de
roedores.

Seguiin conocimiento del autor, ningin método satisfactorio de
cultivo de espermatocitos ha sido desarrollade alin. y como su
principal interés, —en estos momentos—, es el estudio de los
cromosomas en testicule de toro, es que se ha decidido por la
técnica motivo de este trabajo, empleando pretratamiento con
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soluciones hipoténicas. La técnica que se describe mas adelante,
consiste esencialmente en recoger lo mas rapidamente posible el
material de testiculo de bovino, someterlo inmediatamente al pre-
tratamiento con soluciones hipotoénicas, luego fijar en alcohol-
acético (3)1), someterlo a la reaccién nucleal de Feulgen - Ros-
cenbeck y recslizar, finalmente, aplastado del material, de acuerdo
al precceder corriente.

Considera el autor, por la informacién aue posee, aue es le
primera vez que se aplica a material de bovino el método de pre-
tratamiento con soluciones hipotdnicas vy la reaccién nucleal de
Feulgen - Roscenbeck, asi como por vez primera éste método es
utilizado en células germinzles de mamiferos.

Los motivos principales gue han llevado al autor a lograr la
iécnica mencionada anteriormente han ¢ido, por una parte, mejo-
rar las técnicas para el estudio de los cromosomas del toro, asi
como de otras especies animales que presenten dificultades seme-
jantes, como ya sce ha senalado; y, por otra parte, poner en evi-
dencia los cromosomas y detalles estructurales del mismo con el
mejor método conocido actualmente pera la deteccion del acido
desoxiribonucleico, componente fundamental de esas formaciones,
lo que h2bra de permitir, ademas, otros estudios relativos al men-
cionado acido, en cuanto respecta a las diversas fases de la mitosis
y estados del proceso meiotico.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado procedié de siete testiculos de diferentes
vacunos Hereford, entre 8 meses y 6 anos de edad, recogidos en
la playa de faenas del Frigorifico Nacional, inmediatamente des-
pués del golpe de marrdon y antes de la sangria. Otros tres tes-
ticulos fueron obtenidos por castracién de tres bovinos de 8, 9 y
18 merses de edad. en el Laborstorio de Biologia Animal “Doctor
Miguel C. Rubino”; v otro testiculo se obtuvo por castracion de
un ternero de unos 8 meses de edad, en el Inctituto de Anatomia
Normal de la Facultad. Ninguno de los animeles mencionados
presentd rignos aparentes de enfermedad v los antecedentes, sobre
todo de los cuatro Ultimos animales mencionados, eran de buena
salud. En cuanto a los faenados en el csteblecimiento {rigorifico,
después de la extraccion del material, no presentaron otras afec-
ciones que las corrientes en esta especie animal (algunos de oV
con equinococosis, otros con equinococosis v distomatosis).

Pretratamiento. — Cuando el autor inicié los ensayos de pre-
tratamiento con soluciones hipotdénicas, solamente conocia al res-
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pecto, la publicacién de Hsu y Pomerat (19), quienes trataron
sus cultivos de iejido con ‘solucion hipoténica durante 20 a 30
minutos, luego fijaron con Zenker - Helly y colorearon con hema-
toxilina de Delafield. No expresandose, en dicha publicacién, ni
el tipo ni el grado de tonicidad de la solucion hipotonica empleada,
ensayé con una golucion de Ringer hipoiénica preparada a partir
de una solucién medre de Ringer (sin NaCl ni HNa2CO03), la
cual dilui con sonlucién fisiologica de NaCl, después de llevar
10 cc. de esa solucion madre hasta 100 cc. por adicién de agua
destilada; 40 cc de esta dilucidn fueron agregados a 60 cc de solu-
cion fisioldogica de NaCl. FPor otra parte emplée solucién hipo-
tonica de NaCl, preparada a partir de solucion fisiolégica de
NaCl, la gque dilui con agua destilada de manera de obtener una
concentraciéon de 4,5 grs, de NaCl por mil de solucién. El autor
debe aciarar que en el trabajo de Hsu yPomerst citado, estos
autores mencionun los irab:zjos de Hughes (16) y Hsu y Pomerat
(18); pero, el autor no los habia podido obtener aun, lo gue logro
mas tarde, gracias precisamenie a la gentileza de Hsu.

Hsu y Pomerat (18) utilizan una solucion salina de Gey,
diluida con solucién de Gey sin NaCl. Casi al mismo tiempo, tuvi-
mos oportunidad de conocer la publicacidon de Hughes (16) vy,
atento al cuidcdoso estudio llevado a cabo por este autor, reso.vi
emplear las soluciones hipotdénicas sugeridas por él. Las soluciones
Tyrode hipoténicas fueron entonces preparadzs de acuerdo a Hughes
(16), es decir, a partir de solucion Tyrode normal, la cual =e diluye
con solucién Tyrode sin NaCl, de msnera de obtener concentra-
ciones en NaCl de 10, 15, 20, ete., por ciento de la solucién normal.

Pequenos trocitos de cada material fueron sumergidos en las
soluciones hipotoénicas, inmediatamente de extraido el testiculo
el animal. La temperztura de las soluciones hipctonicas fué, en
general, de 15 a 16 grados C. y, en clertos casos, se la m:zntuvo a
37 grados C., auxiliado del baho maria. Otros trocitos pequenos de
la misma procedencia que los anteriores, fueron fiiados en diversas
mezclas fijadoras, sin someterlos al pretratamiento, con el fin de
ser utilizados en estudios comparativos o de otro orden.

Fijacién. — Tranzcurrido el tiempo de pretratamiento, una
parte de cada material fué fijado en alcohol - acético (alcohol
ahsoluto: 3, acido acético glacial: 1) durante 5 a 60 minutlos;
luego fueron lavados con agua durante 12 a 24 horas. El resto del
materizl (pretratado o no) fué fijado en Bouin - Allen, Zenker-
Formol, Champy, La Cour, Sanfelice - White, Smith, etc., con el
fin de hacer aplastados e inclusicnes en parafina para estudios
vomparativos u otros.

37



REPUBLICA ORIENTAL DEL URUGUAY

Cuando por motivos ajenos a la técnica, debimos demorar la
confeccién de aplastados o la inclusiéon en wnarafina, entor.ces con-
servamos el material en alcohol a 70%..

Reaccion nucleal de Feulgen - Rossenbeck, — HKs sabido que
este reaccion consiste fundamentalmente ¢n someter et mateiial
fijado a una hidroélisis moderada con HCI, durante un tiempo y
teraperatura determinados; luego, detener la hidiolisis ron agua
destilada y tratar el material asi hidrolizado con oI reacctive de
Schiff,

La bibliografia existente sobre las ya numerosas variantes
a la técnica original y al mecanismo de la reacciéon nucleal, es
sumamente extensa y no siempre al alcance de los inlerzsados, en
nuestro medio. Una informacion sumaria puede encontrarse, ——
entre oiras fuentes—, en la revista “Veterinaria™ de la Asociacion
de Estudiantes de ésta Facultad (23) y (24), publicacion del
autor, a manera de apuntes.

El autor ha realizado la reaccion nucleal en cuestién, mante-
niendo algunas de las condicicnes de la técnica original, como ser
la hidrolisis en acido clorhidricoc normal (D igual a 1,19) a la
temperatura de 60 grados C. Esta temperatura fué controlada por
el autor, colocando en tesmostato eléctrico, al acido clorhidrico
contenido en recipiente hermeéticamente cerrado, y cuando la tem-
peratura del acido fué también de 60 grados C. se sumergié rapi-
damente la muestra del material a hidrolisar. El tiempo o6ptimo
de hidrolisis encontrado por el autor para materiales de testiculo
de bovino fijados en alcohol - acético (3|1) fué de 12 minutos.

El reactivo de Schiff fué preparado en la siguiente forma:
1 a 1.5 grs. de fuchsina basica (Grubler; G. T. Gurr; etc.), fué
finamente pulverizoda en un mortero de vidrio y se la disolvid
cempletamente con 200 cc de agua destilada. A veces tuvimos
necesidad de filtrar la solucién colorante. Luego se agregaron
30 cc de acido clorhidrico normal y después 3 grs. de metasulfito
de sodio (Na2S205) a la solucion de fuchsina, y se cierra el reci-
piente herméticamente. El recipiente conteniendo el reactivo se
mantiene cerrado y a la oscuridad. L.a decoloracion se va produ-
ciendo progresivamente, estando el reactivo preparado y listo para
ser usado, generalmente, a las 12 horas, aunque, en ciertos casos,
en que la decoloraciéon se ha producido mas rapidamente, fué
usado con éxito a las 4, 6 u 8 horas de preparado. Algunos autores
indican utilizarlo recién a las 24 horas, otros después de las 12
horas de preparado. En ningun caso el autor utilizdé sustancias
decolorantes, como se ha aconsejado; y ella debido a que la mayor
parte de los reactivos preparados por el autor, resultaron inco-
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loros; en otros casos, eran con una tonalidad ligeramente amari-
llenta, lo cual no interfirié en el resultado de la reaccion.

Tecnica de los aplastados. — En general se siguié las indi-
caclones consignadas en Darlington y La Cour (25), excepto el
tiempo de hidrélisis que, como se expresd, se adaptéd al material
en estudio. También se emplearon otros tiempos de accion del
reactivo de Schiff que el indicado en la obra mencionada; es asi
como en general, se le hizo actuar durante 2, 3, 4 horas y, sola-
mente en algunos casos, ese tiempo fué mayor. El montaje de las
preparaciones permanentes se hizo en aceite de cedro.

La reaccién nucleal de Feulgen - Rossenbeck en secciones de
materiales incluidos en parafina, fué realizada de acuerdo a las
indicaciones de Lisdén (26). Se hicieron preparaciones testigos (de
aplastados y cecciones) a fin de controlar la especifidad de la
reaccién nucleal.

I.a recoleccion, pretratamiento, fijacion y lavados del mate-
rial fueron realizados por el autor en el mismo lugar donde se
extrajeron los testiculos (Servicio de Fomento Ganadero, en el
Frigorifico Nacional y Laboratorio de Biologia Animal “Dr. Miguel
C. Rubino”’); las restantes manipulaciones las realizo el autor en
el Laboratorio de Histologia yv Embriologia del Instituto de Ana-
tomia Normal de la Facultad.

Fotomicrografias. — Las fotomicrografias fueron tomadas por
el autor con un aparato Panphot Leitz, en el Laboratorio de Bio-
logia Animal “Dr. Miguel C. Rubino” de la Direccion de Gana-
deria, empleando oculares E. Leitz Periplan 5x y 12x; objetivo de
inmersion 1[12, apert. 1.30, 100x. Se usé ademas un filtro verde
amarillento.

RESULTADOS

El autor ccngidera que mejor que una descripciéon detallada
de los resultados obtenidos con la técnica expuesta, es la apre-
clacién de las fotomicrografias que acompahan a este trabajo,
ilustradas con sus respectivas leyendas.

DISCUSION

Para la discucsion de los resultados el autor espera terminar
el estudio comparativo de la técnica expuesta con otras mencio-
nades en esta publicacion. De cualquler modo, la introducciéon del
presente trabajo ha de servir de antecedente a la discusién que
hagamos en la préxima publicacion.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. El A. describe una técnica para el estudio de los cromosomas
del toro (Bos taurus) consistente en ¢l pretratamiento del
material con soluciones hipotonicas, previamente a la fijacion;
ésta ultima la realiza con alcohol - acético (3!1) pira luego
someterlc a la reaccion nucleal de Feulgen - Rossenbeck vy,
finalmente, aplica la técenica de aplastados.

2. El A. resume cl desarvollo de las técnicas empleadas para el
estudio de cremosomas on mamiferos y, particularmente en
el {oro, concluyendo gue con la técniea que se propone sc
calvan fcs inconvenientes de las tecnicas clacicas, obteniendo
resultados muy superiores y, permitiendo, ademas, la detec-
cidon del acido desoxiribonucleico durante la mitosis y meiosis
en la cspermatoceitcgénesis del toro. T.a téenica puede ser uti-
lizeda también en otros mamiferos.

SUMMARY AND CONCLUSIONS:

1. — The author describes a technic for the study of the chromo-
somes of the bull (Bos tcurug), consisting in treating the
material with hypotonic solutions before fixing with an al-
cchol-acetic acid (3|1) mixture, after which the Feulgen -
Roccenbeck nuclear rcaction is uced. Finzlly squach technic
is applied.

2. — The author 1eviews the development of the technics emplo-
yved for the study of chromosomes in mammals and parti-
cularly in the bull, concluding that with the technic descri-
bed the disadventages of the classical procedures are over-
come, much supericr results are obtained and desoxiribo-
nucleic acid can be detected durinz mitosis and meiosis in
the spermstogenecis of the bull. The technic is usable with
other mammals.

RESUME ET CONCLUSIONS:

1. — L’zuteur décrit une technigue pour 1'étude des chromosomes
du taureau (Bos taurus) qui consiste en le pre-traitement
du materiel avec des solutions hypotoniques avant de 12 fixa-
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tion; cette derniére est realizé par Valcohol acétique (3!1)
pour le soumettre aprés a la reaction nucleal de Frulgen -
Rossenbeck et, finallement il applique la technique des aplatis.
2. — L’auteur résume le devellopement des techniques employés
pour l'étude des chromosomes dans des mammiféres et par-
ticuliérement dans le taureau, en concluant gu’avec la tech-
nique descrite se sauvent les inconvenients des techniques
clacsiques en obtenant des résultats tres supérieurs et en
permetiant, en plug, la detection de l'acide désoxyribonucléi-
que pendant la mitose dans la meiose du taureau. La tech-
nique peut aussi etre utilizée avzae d’cutres mammiferer.
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Thdpe. 2 Plancha 1

1. — Cromosomas en la metafase espermatogonial A; 5810 X.

2, — Bivalentes en la metafase del espermatocito |; 2700 X.
3. — Dos bivalentes en la prometafase; 2700 X.
4 a 8 — Cromosomas en el diploténico, formanda 1, 2 v 3 quiasmas. 2700 X
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9. —- Cromosomos en la metafase espermatogoniai B; 2700 X.

10. — Cromosomas en la metafase del espermatocito [l A la izquierdo un
nicleo de espermatida, v a la derecha dos nucleos en estados su-
cesivos de profase |. 2700 X
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