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FINES DEL TRABAJO

Por consejo del Catedratico de Zootecnia Especial de la Facultad de Vete-
rinaria de Cérdoba, Sr. Aparicio Sanchez, v como continuacion a! trabajo
de C 1togenética sobre «Estudios cromosdmicos en la especie Owis aries» que,

a manera de avance de nuestras investigaciones, expusimes en ¢l Congreso
por el Progreso de las Ciencias celebrado en nuestre Facultad en Octubre
del ano 1944, presentamos esta Memeria sobre «Estudio histogenénico de
la espermatogénesis del moruecos para obtener ¢l Diploma de Estudios
Superiores de Veterinaria, esperando de la benevolencia de quienes havan de

juzgarla, su buena acogidu o los fines deseados, teniendo e

cuenta gue

este rabajo sigue siendo principic v nom eta de nusstras investigacioncs.

Introduccion.

Siendo dos células, espermatozoide y dvulo,
las responsables de la continuidad genélica de
las generaciones, el estudio citoldgico profundo
y detallado de estos elementos, hecho con fines
genélicos, consli uve la tinica base objetiva y di-
recta de interpretacion del mecanismo de la
herencia, que tan brillantes éxitos ha proporcio-
nado a la escuela de MORGAN.

Admilida la teorfa cromosémica ce la heren-
cia de manera universal, el interés de las inves-
ligaciunes cilo-genéticas se fija hoy, especial-
mente, en el estudio del mecanismo intimo en
virtud del cual se desenvuelven las divisiones
goniales y meidlicas de las células germinales
para, a la vez que se determina el cariograma
especifico, racial y hasta individual de los seres,
tratar de interprelar, sobre bases genético-fisi-
cas, las manifesiaciones externas de la herencia,
con la suprema aspiracion de llegar en nuestros

animales, algiin dia, a le deferminacién de causa
a efecto, concretos, de los hechos hereditarios.

Con esta idea, frabajamos en la espermalo-
génesis del morueco, a fin de llegar a conocer
su férmula cariogramica de la manera mas com-
plela; los lendmenos cromosomicos acaecidos
durante las divisiones mirdsicas y meidticas de
las células germinales, par la observacion einfer-
pretacidn del mayor nimero posible de estadios
de division que caracterizan a cada una; la defer-
minacién del tipo de herencia sexual por la iden-
tificacion de los cromosomas respectivos; en
suma, de todos cuantos dalos genéticos puedan
deducirse del estudio citolégico detallado.

Hemos querido empezar esiudiando los dife-
rentes tipos celulares que integran el lobulillo,
especialmente las células glandulares que for-
man en la pared del tubo seminifero la linea se-
munal, para Iratar de oblener su neta identifica-
cion, ya que, enire algunas de ellas (espermato-
gonias y espermalocitos) reina, en el sentir de
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los histologos, cierla oscuridad que nos era in-
compatible con un esfudio serio de los fendme-
nos cromosomicos vy su inferpretacion en cada
tipo celular.

En medio de nuestro trabajo personal, hemos

senfido la falta de material bibliogrdfico, a pesar

de nuesira constante hisqueda, que se ocupara
del fema que tratamos,

Entre las citas halladas, KRALLINGER,
1931, (Arch. Tiernahrung, Tierzuch, Abt. B. 5),
ronsidera inlegrado el cariograma del morueco
por sesenta cromosomas, para su nimero dip-
loide (2n) v freinta para la fase haploide (n) del
mismo, afirmando que el deferminismo sexual
corresponde al tipo X-V.

MONTALENTI, en sus Elementos de Gené-
lica, 1939, cila el mismo ntimero de cromosomas
que el aulor anlerior para las dos fases, si bien
no habla de los cromosomas sexuales.

BERRY, 1941, citado par RICE (Breeding
and Improvemen of Farm animal), habla de cin-
cuenta y cuatro cromosomas integrantes del ca-
riograma del animal que estudiamos, en su ni-
mero diploide.

Para la interpretacion de los fendmenos pro-
pios de las divisiones goniales y meidticas,
hemos contrastado nuestras observaciones per-
sanales con las ideas generales de las Escuelas
cldsicas de Cilologfa y de los mds modernos es-
pecialistas, principalmente, DARLINTONG en
Recent Advances in Cilology, 1937, LOTHAR
GEITLER, Chromosomembau. 1988; Th. H.
MORGAN, Embriology and genetics, ird. ital.,
1938; v ofros varios, enire los principales.

Asi mismo, hemaos recogido las indicaciones
de otras muchos investigadores GEITLER, 1935
y LUPCOT, 1935, KUWADA y NAKAMURA,
1935, DARLINTONG, 1956, sobre la idea del ci-
clo de espirilizacion que sufren las cromosomas,
tanto en la mitosis, como en la meiosis, como
fundamento de la moderna leoria sobre la mecd-
nica de los cromosomas; sobre la transforma-
cion del niicleo melafdsico en niicleo quiescente
por la accion de los vapores de amoniaco, segiin
KUWADA y NAKAMURA; las conslalaciones
de BELAR, trabajando con células vivas; la mo-
derna concepcion del papel asignado a los cen-
irémeros, segiin DARLINTONG, KEHL, 1956 y

1940, respeclivamente y otras que omitimos para
no hacer interminable esta lista, que en mas de
un caso nos han facilitado grandemente la inter-
pretacion de las imagenes observadas,

Medios de investigacin
ufilizados.

MATERIAL.—Como material bioldgico,nos
ha servido de base el testiculo de morueco de
animales sacrificados en ¢l Matadero Municipal
de esta ciudad, eligiéndose los drganos de ani-
males de diferentes edades (jovenes y adultos)
a fin de oblener, en las preparaciones, imdgenes
que, con seyuridad, respondieran a las diferen-
tes fases evolulivas de las céiulas germinales,
va que en las preparaciones de los animales jo-
venes (hasta los 6 u 8 meses, segiin la precoci-
dad), de acuerdo con la fisiclogia sexual, no se
aprecia una diferenciacion histogenética de los
diferentes tipos evolulivos celulares (espermato-
gonias, espermarocifos, espermilidas y esper-
matozoides) sino sdlo dos clases de células di-
ferenciables por su tamafio y morfologia dife-
renles.

TECNICAS. —El testiculo, despojado de su
membrana albuginea, a fin de facilitar la pene-
tracion de los reactivos, en especial de los fija-
dores, fué reducido a (rozos convenientes (3-4
milimetros de espesor); debiendo advertir que
por la poca consistencia del tejido testicular y
para evilar la alteracién de las delicadas esiruc-
turas cromosomicas, nos vimos precisados a
obtener los blogues con suma delicadeza, pro-
cediendo, primero, a cortar ldminas u hojas de
3-4 mm. de espesor del tejido espermafico, en
toda la profundidad del drgano, y de ellas, fro-
zos largos y delgades que en feda su longilud
eran filados y por ultimo y a favor de la consis-
tencia obtenida con la fijacién, es cuando eran
reducidos a secciones de lamano eficazmente
inclvible.

Como reactivos fijadores, hemos ulilizado
varios liquidos, para conlrastar los resultades y
conseguir diferentes fines: el formol en solucién
al 10 por 100 (durante 24 horas y lavado consi-
guiente en agua); mescla de SANFELICE (com-
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puesta por dcido créomico al 1 por 100, 160 c.c.;
formol 80 ¢ c., dcido acético 10 ¢.c. Los bloques
estaban en ella 24 horas y después eran lavados
durante 48 horas en agua varias veces renova-
da). El liguido de ZENKER, en el que las piezas
. aun mds pequefas (de 1 '/.-2 mm. en armonia
con la escasa penelracion del reactivo) permane-
cen 20-24 horas y son lavadas después en agua
corriente 24 horas. Durante la deshidratacion
subsiguienle y mientras los blogues estdn en el
alcohol de 90°, anadimos yodo o solucién yodo-
yodurada, en canlidad necesaria hasta que el
alcohol 1omaba coloracién de vino de
Oporto, adicionando yodo hasta que
esta coloracion era persistente duran-
te 24 horas, indicio de la desaparicidon
del mercurio y cloruro mercurioso,
que en ofre caso dan lugar a precipi-
lados que enmascaran las estrucluras
nucleares; para evitar, por ltimo, la
alleracion de las apetencias lintoriales
que en las células originaba el yvodo,
los blogues, y mejor los cortes, son
sumergidos en una solucién de hipo-
sulfito de sosa al 25 por 100 durante
3 minutos. En fin, utilizamos también,
el liguido de NAVACHINVE (gue por
su inestabilidad prepardbamos siem-
pre en el momento de utilizarlo; 10 c.c.
de solucién de dcido crémico al 1 por
100; 4 c.c. de fermol al 40 por 100 y
1 ¢c.c. de dcido acélico crisializable, en
el que han sido fijadas las piezas du-
rante 24 horas, lavdndose después de
la fijacidén en agua corrienle ofras 24
horas.

El formol, lo utilizamos para obtener colora-
ciones que nos dieran buenas imdgenes de con-
junto y los fres restantes fijadores para el estu-
dio de las esfructuras nucleares, siendo de ellos
el preferido por nosoiros, el liguido de NAVA-
CHINE, por ofrecer las siguientes ventajas scbre
los otros dos: 1.* Simplicidad en su utilizacién
(no requiere como el liquido de ZENKER, el em-
pleo del yodo que suele refardar la inclusion de
3 a 4 dias, ni, por fanto, la del hiposulfito y sdlo
un lavado en agua durante 24 horas y no 48
como exige la mezcla de SANFELICE); 2.% Los

cromosomas son ligeramente abultados por sy
accion, lo que facilita su observacion y estudio:
3.* La cromatina toma la coloracién (hematoxili-
na) de manera an infensa y la retiene tan largo
tiempo, que durante la diferenciacién los cromo-
somas quedan intensamente coloreados, cuando
los olros elementos nucleares esldn completa-
mente decolorados, lo que da nitidez y precisidn
a los detalles; 4.° Por las razones anteriormente
expuestas, es un fijador fdcil de emplear, que no
presenta el riesgo en la diferenciacién, ya que no
es preciso sefalar con rigidez el limite de la mis-

Microroroa. 1.=Seccion transversal de testiculo de animal joven (borrego] antes

de llegar a la pubertad. kn el tubo seminifero se ohsecvan: elementos cilindil:

cos que se transformarion en clulas de SERTOLI; c¢lulas germinales primici-

vas o arquiespermiocitos; profases mitésicas de las células germinales primiti.
vas, Fuera de aquél: células intersticlales. 1.500 (7

ma; 5.2 Por tiltimo, conservando el detalle de los
cromosomas, acelera las ulferiores manipula-
ciones.

El liquido de ZENKER, sin embargo, también
nos ha proporcionado buenas preparaciones, al-
gunas de cuyas imdgensas ilusiran este trabajo
en las correspondientes microfotografias.

En todo caso, y con la excepcion apuniada
para ¢l liquido de ZENKER, hemaos seguido la
técnica ordinaria y marcha cldsica de deshidra-
tacion, en la serie de alcoholes, aclarado con
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tolueno e inclusion en parofing, para fener cor-
tes de & a & micras de espesor.

Con el objeto de evilar {os errores de obser-
pecion, procedentes de la probabilidad de que
una seccidn o corle del fesifcilo no encerrase
todas las estructuras nucleares o elemenitos cro-
milicos propios de la especie, suceplibles de
guedar en ofros planos mas profundos o super-
ficiales, incluimos en nuestra técnica, la obfen-
cion de cortes seriados, de manera que pudiéra-
mos observar las células en todo su espesor,
tarea laboriosa en extremo, que requiere la iden-
tificacidn de cada célulaen 4 0 6 pre-
paraciones, pero de innegable valor
en la verdadera comprobacidn de las
citadas esfructuras.

En relacién can los liguidos fijado-
res, hemos utilizado diferentes cofo-
raciones para lograr los fines busca-
dos. Para los blogues fijados en jor-
mof, empleamos el procedimiento de
Hemalum-eosina, con el fin de obte-
ner imdgenes de conjunlo (20 minu-
tos en hemalum, diferenciacién con al-
cohol clorhidrico v coloracién de fon-
do con eosina),

Para la mezcla de SANFELICE,
la coloracion de MANN al azul de
metiloeosina, que da coloraciones
puras por impregnacion, pero no por
precipitacion, (24 horas en la solucién
colorante; lavado en agua y deshidra-
tacion en alcohol absoluto; diferen-
ciacion en: alcohol absoluto 60 c.c. mds 10 gotas
de solucién al 1 por 100 de NaOH en alcohol ab-
soluto, hasta oblener color rojo en los corfes; la-
vado en alcohol absolulo hasta la eliminacidon
complefa de la NaOH; inmersién en agua comiin
débilmente acidificada con dcido acélico; deshi-
dratacion y montaje al bdlsamo). Este procedi-
miento, largamente ensayado por nosotros, nos
ha facilitado algunas preparaciones de acepta-
hles imdgenes y de nitidez conveniente, pero en
un porcentaje pequefio. ya que las estrucluras
nucleares resullaban casi siempre débilmente
coloreadas, lo que hacfa dificil la observacién vy
estudio necesarios.

Finalmente, hemos utilizado la coloracion de

la hematoxilina férica de HEIDENHAIN, tanto
para los cortes fijados en ZENKER, como en
NAVACHINE, Los cories libres de parafina e
hidratados, eran banados previamente duranie
10 horas en una solucién de alumbre de hierro
al 2,5 por 100; coloracién durante 24 horas con
una solucion madura de hematoxilina al 0,5 por
100; por tltimo, diferenciacién en una solucion
de alumbre férrico al 1,5 por 100, concentracion
elegida por nosotros entre los limites que marcan
las técnicas (0,5 al 5 por 100), porque en ella se
reunen las exigencias de finura y rapidez conve-

Mickororoc. 2.—Secelon transversal de testiculo de morueco. En el wbo semi-

nifero central se aprecian concéntricamente, desde la pared propia, las células
germinales en los diferentes tipos de maduracién hasta los espermios, cuyas

colas floran en su misma luz, 530 )

nientes de diferenciacién. Este proceso hay que
vigilarlo cuidadosamente, mirando las prepara-
ciones al microscopio (especialmente en los cor-
fes fijados en ZENKER y poco en los de NAVA-
CHINE) con tanta mds frecuencia, cuanto mas
avanza hacia su (érmino, para no pasar el limite
convenienfe. Aiin cuando asi lo realizamos al
principio de nuestro trabajo, después de hacer
muchas preparaciones, decidimos suprimir los
mirajes, sirviéendonos de guia seguro el cambio
de tonalidad de la coloracién observado, desde
el negro piceo que ofrecian los cortes al salir de
la hematoxilina, hasta un violdceo muy claro vy
caracterfstico, que a nuestra personal y simple
vista nos mostraba el término preciso de la dife-
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renciacion. Después de un lavado a fondo en
agua corriente por espacio de dos horas (para
arrasirar todas las parficulas y precipifaciones
posibles, que vimos enmascarar en muchos ca-
s0s las verdaderas esfructuras, por fefiirse ram-
bién en negro inlenso como aquellas), hicimos
la tincidn plasmadtica, con una solucién diluida
(10 gotas de una solucién al 1 por 100 en 10 ¢ c.
de agua deslilada) de eosina, a fin de efectuar
uria sufil tincién de fondo que no hiciese perder

el menor detalle a las delicadas estructuras nu-
cleares.

? i ]
L " v

Microkctoc. 3.~Seccion transversal de una pe
que se observan a partir de la membrana prop

Este tiltimo método de coloracion es el que
nos ha proporcionado mads netas y bellas image-
nes, de manera que confirmamos, una vez mas,
con nuestros resultados, la superioridad de este
meélodo en la técnica de coloracion nuclear.

Estudio histogenético de la

espermatogénesis del marueco.

En primer término y para proceder metddica-
mente en nuestra sucinla exposicion, después
de un breve estudio de la esiruclura general del

cién de who seminiferc en la
spermategonias, espermatoci-
tos de primer orden; pre-espermitidas, espermatidas, y hacia el centro del cam-
po, la base y la expansion protoplismica de una célula de SERTOLL 1.064 (7

tesficulo del morueco, hacemos una descripcion
de los caracteres de los diferentes fipos evoluli-
vos o de fransformacién de las células germina-
les y su localizacién en el tubo seminffero, para
ocuparnos después de los mismos elementos, en
cuanto a los fendmenos mitésicos y de reduccion
cromdtica que en ellos se verifican, ideas que
son reflejo de las observaciones personales
hechas en nuesiras preparaclones.

1. ESTUDIO GENERAL.—En un corte
de testiculo de morueco, se aprecian como en las
deméds especies de animales superio-
res, las siguientes parfes: el armazdn
fibroso y los lobulillos y tubos semi-
niferos delimitados por aquél.

A) Lobalilios seminiferos.—El
armazon fibroso constituido por la
membrana albuginea, espesa, blanca
y brillante que envuelve a la glandula,
envia desde su cara interna labiques
conjuntives que dividen al parenquima
en compartimenlos alargados o lobu-
lillos seminiferos. Deniro de cada lo-
bulillo y separando los conductos se-
miniferos, existe un fejido conjuntivo
flojo, rico en vasos sanguineos y lin-
fdlicos, lagunas plasmdlicas y células
conectivas intersliciales o de LEIDIG.

En el morueco se encuentran sclo
trabéculas intralobulares pero no la-
biques completos, por lo que sus lo-
bulillos no estdn totalmente deslinda-
dos. Los tubos seminiferos dentro del
lobulillo estdn muy cerca unos de olros, lo que
hace que el tejido conjuntive no sea muy abun-
dante.

A débiles aumentos (50-100), el tejido conec-
livo intralobular aparece como un tejido conjun-
livo fibroso delicado, rico en células, en general,
de caracteres no especiales. A mayores aumen-
105 (280 o mds), se aprecian entre las células co-
nectivas ordinarias las células de Leidig, extraor-
dinariamente mds escasas que en los demds ma-
miferos domésticos. Ademds se disliguen peor
de las células de tejido conjuntivo ordinario por-
que no forman grandes grupos, sino que estdn
esparcidas y son mds pequenas. Su distintivo
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radica en su niicleo esfercideo y relativamente
muy grande.

B) Tubas seminiferos.—Los tubos contor-
neados (libulis contortis) del testiculo de morue-
co, de una anchura media de 130 micras (mds
estrechos en la edad juvenil), se hallan constitui-
dos por dos partes principales: la membrana
propia y el epitelio germinal.

a) La membrana propia consfituye la pared
del tubo seminifera y fiene, en el morueco, un
grosor medio de 4 micras. Ofrece siempre una

Microroros. 4.—Secclon tranversal de ctro tubo seminifero en la que se apre-

clan la porcion de membrana propia correspondiente; Junto a ella,
capermarcgonias; por encima de éstas, cuatro espermatocitos de primer orden;
mis hacia la luz del wbo, varias pre-espermitidas (o citos de segundo orden);
finalmente, ramillezes de espermitidas en fase avanzada de transtormacin en
espermios, sostenides por la prolongacion proteplasmitica de las células de
SERTOLI, observindese una de éstas con su nicleo triangular y nucleolo apa-

rente, 1.064. ﬁ

esfructura laminar y consta de tejido conjuntivo
fibroso, con niicleos aplastados de seccidn trans-
versal, fusiformes y concéniricos al tubo, y, so-
bre todo, de capas eldsticas muy abundantes
que existen sélo a parlir de la pubertad. Por el
contrario, nunca existen fibras musculares lisas.

Los tibulis conforti, estdn siempre rodeados
de un espacio linfdtico peritubulillar, que como
una clara aurecla de 20 micras de espesor, en-
vuelve a la membrana propia y por su limite mds

externo conlacta con el epitelio conjuntivo inter-
tubular.

b) Epitelio seminal.—La estructura de los
conductos seminiferos y la significacién de las
parles gue los imegran. se comprende pgrfec[a—
mente con el conocimiento del proceso de forma-
cion de los espermatozoides. En sintesis, sabe-
mos que este proceso consiste en el desarrollo,
a partir de una forma celular originaria, de cua-
tro fipos celulares distintos, cuya iltima forma
da lugar por una simple transformacién a los es-
permios activos. Sin embargo, la constitucion del
epitelio germinal varfa, segiin se trale
de animales gue hayan pasado o no
de la pubertad, por lo que lo ratare-
mos separadamente.

A)  Estructura del epitelio germi-
nativo en fos animales jopenes,—Sa-
bemos que en el embridgn las células
germinales se llaman gonagitos, mien-
tras no puede reconocerse en ellas un
decidido cardcter sexual. Pero en
cuanto la gldndula se define como
testiculo, por la aparicidn de cordones
sexuales especificos, reciben ya el
nombre de células gesminales origi-
narias o arquiespermiccitos.

Pues bien, en el tesliculo de ani-
males jovenes (Microfolog. 1) antes
de la pubertad, se ven tan sélo dos
clases de células: unas, los citados
arquizspermiocitos, que se dislinguen
por su tamafo (i12-14 micras), por su
forma esférica y que por conltinuas di-
visiones mitdlicas reproducen las ori-
ginarias, enconfrdndose en pequefio
nimero (4 a & en cada corte fransver-
sal del tubo seminifero). El otro tipo
celular, estd integrado por elementos epileliales
cilindricos que constituyen la mayorfa. Junto y
enfre esfos elementos se aprecian, en casi todos
los tibulis, vesiculas de secrecion o grandes va-
cuolas, en forma de masas ovales que a veces
forman una corona densa proxima a la pared
propia.

B) Estructura del epitelio germinal en los
animales adultos.—Examinando con diferentes
aumentos (100 a 1.500) las preparaciones obte-

una hilera de
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Microrozos. 5—Fn esta seccion, entre otras células, destacan, por su mayef

namero, as esper mdrtidas que por ser de reciente formacidn tienen farma estérica

742 (7

nidas, apreciamos, como a partir de la pubertad
(6-8 meses), aparecen procesos de maodificacion
en los dos tipos de células estudiados, (Micro-
fotografia 2): de una parle, las células epiteliales
citindricas desarrollan su protoplasma y comple-
tan su morfologia, convirtiéndose en células
niodrizas, células con pié o células de SERTOLJ,
gue se hallan localizadas junto a la delicada
membrana propia del tubo seminiferc: de otra,
las células germinales primitivas, dan lugar,
desde aquella época, a una serie de cuatro di-
versas formas de generaciones celu-
lares (espermatogonias, espermatoci-
tos, preespermalidas v espermatidas
que por fin se transforman en espar-
matozoides) (Microfotog. 4), reparti-
das en tres, cinco o siele capas o es-
fratos entre las células de SERTOLI,
a partir también de la membrana pro-
pia, constituyendo la conocida por
REGALID con el nombre de /inea se-
minal del epitelio germinativo.

LINEA SEMINAL. 1.—Las célu-
las germinales originarias o arquies-
permiocitos (Microfotografia a), ocu-
pan el primer estrato de elementos si-
tuados siempre en la pared propia del
tubo seminifero. Son células grandes,

de contornos nelos, de 12 a 14 micras,
Se les suele hallar en estado de repo-
50 y se dislinguen de las espermato-
gonias y espermatocilos, no sélo por
su localizacién, sino porque el niicleo

- conliene cromatina fina, polvorienta
(micleos polvorientos). Donde mejor
se les observa es en los certes de 1es-
ticulos de animales jovenes, en los
que aiin no exisfen las otras series de
células que siempre, por su apretada
disposicion, quitan visibilidad a las
que analizamaos.

Al dividirse, originan, unas veces,
celulas de idénticas caracterislicas,
que de nuevo ocupan un lugar en la
pared, pero en ofros casos, dan lu-
gar a células de distintos caracteres,
las espermalogonias, que estudiamos
a conlinuacion.

2.—Las espermatogonius llamadas también
células madres de ios espermatozoides (Micro-
fotog. 3y 4), forman la segunda capa de células
germinales, aunque suelen esfar también en la
pared propia, entre los arquiespermiocilos v @
veces son la primera y lnica capa por fallar
aquellos. Son células mds pequefias que las an-
teriores, miden de 6 a 8 micras, diferencidndose
de los niicleos de las células de sostén (que como
veremos parecen células) que se encuentran ala
misma altura, por su forma mas o menos esféri-

Microrores, 6.~Espermios de moruece. 650 7]
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Microroroc. 7.=Testiculo de morueco.  a) Espermatogonias en profases avanza-

das. b) Grupo de pre-cspermatidas en profase. 2.800 (/)

ca y frecuentemente elipsoidea con el eje mayor
paralelo a la direccion de la membrana propia,
niicleos ricos en cromatina dispuesta a manera
de corleza (niicleos costrosos), bien tefiidos por
la hematoxilina, conservandose en fases mitdsi-

cas relativamente frecuentes.

Las espermatogonias se multiplican mediante
varias divisiones mitdsicas, v al hacerlo, se em-
pujan unas a otras hacia la luz del lubo semini-
fero. Conviénese en que las células que asientan
proximas a la pared son espermalogonias,

(ELLENBERGER, CAJAL, elcéte-
ra), mientras que las células des-
plazadas hacia la luz serian esper-
matocitos. Nosolros hemos encon-
frado muchas excepciones a esle
aserto, como mds adelante ve-
remos.

Finalmente las células de la 1il-
tima division gonial, crecen y se
transforman en un nuevo lipo celu-
lar, los espermatocitos.

d.—Los espermatocitos de pri-
mer orden o simplemente esperma-
tocitos, constituyen propiamente la
segunda faja (ya que arguiesper-
miocitos y espermatogonias forman
una sola, alternando con los ni-
cleos de las células de Sertoli) de
células germinales. (Microfotog. 3

y 4). Esld integrada por una o dos
capas de redondeados y volumino-
50S espermatocilos (de 9 a 13 mi-
cras), esféricos, ricos en cromali-
na, los cuales encierran uno o dos
nucleolos.

En el periodo inicial de la trans
formacién, las diferencias con las
espermatogonias son casi imper-
ceplibles y sus nicleos cosirosos
ocupan la mitad del tamafio celular.
(Microfotog. 4).

A continuacién y a medida que
crecen, se distinguen por esfe hecho
esencial y porque, en general, lle-
gados al maximo tamano, se apre-
cian los nicleos més claros gue en
las espermatogonias, por hallarse,

en gran nimero, en profases de la divisién hete-
ratipica. (Micrefolog. 3).

Algunos espermalocitos de primer orden se
encuentran formando parte del primer esirato
junto a la pared propia, segin hemos apreciado

nosofros en varias observaciones, como andlo-

gamente muestra KIRILLOW en microfotogra-
fias de lo espermatogénesis del caballo, repro-
ducidas por KRONACHER en su tratado de
Zootecnia General.

4.—Preespermdtidas o espermatocitos de se-

L 42 4
v

Microzoroc, 8 —Principio de la anafase gonial en ¢l morueco, Véase como hacia

los poles <¢ han desplazado dos cromesomas que creemos sean los sexuales Xe Y.

2800 &
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gundo orden, (Microfotogs. 3 y 4). Mds concén-
tricamente hacia la luz del tubo, se halla el ter-
cer estralo, compuesto generalmente de varias
capas de preespermdtidas, esféricas, como los
espermaltocifos de primer orden, pero de lamaino
mucho mas reducido (6-7 micras) y niicleos mds
pobres en cromatina con motivo de la reduccién
cromadlica sufrida en la division de los esperma-
focitos de primer orden.

Aungue en esfas células sobreviene, después
de su aparicién, un perfodo intercinético o de re-
poso nuclear, muy pronto liene lugar una divi-
sion ecuacional que origina dos espermadlidas,

Esquema de la espermiogénesis del morueco.

células estas, que representan la cvarta forma a
partir de las seminales originarias.

8.—Espermdtidas. (Microfotogs. 3, 4 y 9).
En los confines de la luz del tubo seminifero y
encima de las capas de células precedentes, halla-
mos las espermatidas, de forma esférica (al prin-
cipio de su formacién), de tamafio reducido, 4 a
5 micras, con niicleo que empieza a ser excénfri-
co a medida que van haciéndose ovoideas y
avanza el periodo de transformacién en esper-
matozoides.

Espermiogénesis.—Nuestras observaciones
personales, de acuerdo con los estudios efectua-
dos por BENDA en el ratén y por MEVES en la

salamandra, cobaya v hombre, nos permiten de-
cir que este proceso en el morueco sigue un cur-
s0 en todo andlogo al descrifo ampliamente en
los Tratados clasicos de Embriologia. Podemos
afirmar que el niicleo de la espermatida (Micro-
fotog. 6), se convierte en la parte principal de la
cabeza del espermatozoide, por lo menos en su
segmento posterior; el idiosoma en perforatorio,
el cenlrosoma, divido en dos, pasa a ocupar el
cuello del espermatozoide; el profoplasma da
origen al filamento principal, a las mitocondrias
y a las vainas. (Ver esquema).

Finalmente, las dllimas Iransformaciones de
maduracion dan lugar a los es-
permios del morueco aplos para
la fecundacién, gue alcanzan una
longitud media de 65 a 75 mi-
cras desde el extremo del per-
foratorio a la punta de la cola,
midiendo su cabeza, aproxima-
damente, de 7 a 9 micras de lar-
ga por 4 a 5 de ancha. (Microfo-
to grafia 6).

Céluias de SERTOLL. (Mi-
crofotografias 3y 4). Conocidas
también con los nombres de cé-
lulas con pié, de sosten, nutriti-
vas, espermutoblastos (nombre
impropio porque no son engen-
dradoras de esperma) y esper-
matéforos (nds adecuado que el
anterior, del griego foros, lle-
var), son alfas y estrechas, dis-
puesias radialmenle de frecho
en ftrecho, asentando, de una parte, mediante
una delgada placa pedfa, en la pared propia del
tubo seminifero, mientras que por su extremo li-
bre y lobuliforme terminan en la luz del conduc-
tillo @ mayor o menor altura.

En la porcién ensanchada y basal de estas
células (Microfolog. 4), se encuenira el nicleo
muy caracleristico: su forma es casi siempre
triangular y es claro y vesiculoso, recordando
(segtin la feliz comparacién de WALDEYER) a
un saco algo plegado y con abolladuras; su nu-
cleolo es muy aparente, ocupando posicion cen-
tral y del que emergen radiaciones eslelares.
Nunca ofrecen estados mitdsicos. Por estas ca-
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racleristicas, el micleo y el nucleolo semejan cé-
Julas, facilitando el error probable, en los no ini-
ciados, la casi imperceptibilidad del cuerpo celu-
far. Sin embargo, se distinguen fdcilmente de los
niicleos de las células seminales, més volumino-
sos y casi siempre en diferentfes fases mildsicas.

Por encima del pié de las células de Sertoli,
sobresale una prolongacidn profopldsmica muy
caracleristica, que presenta filamentos gue se ex-
fienden por entre las células espermatdgenas
hacia la luz del tubo seminifero.

De todos los puntos, las espermdtidas se api-
fian en esta blanda prolongacién protopldsmica,

Micrororog. 9."~Espermatogoniz también en principle de anafase. Notense, en

polos opuestos, cromosomas andlogos a los observados en la antesior, considera-

dos como sexuales, 2.800 (/)

fijdndose en dngulos entrantes de las mismas
pera fransformarse, finalmente, en este lugar, en
espermios. Los espermalozoides se sueltan o
quedan libres una vez terminada su transforma-
cidn.

Es criterio general, como muy bien dice
PUJILILA en su Tratado de Embriologia, que no
puede apenas ponerse en duda el papel nutritivo
de las células de Sertoli, frente a las espermati-
das que posan sobre ellas, hasta que se despren-
den de las mismas convertidas en zoospermos
activos. A este objeto servirian las golitas de
grasa, vistas también por nosolros, en el pié de
las células de Sertoli, que ascendiendo hasta las

prolongaciones protopldsmicas servirfan a aquel
fin.

Estudio citolér co-sintético o en pista de con-
junto del epitelio germinal de un tubo seminifero.
Si después del estudio analilico anterior obser-
vamos un tubo seminifero en una seccién de res-
ficulo de morueco, en vista panoramica (Micro-
fotogs. 3 y 4), apreciamos en las miilfiples capas
de células, dos zonas que destacan o contrastan
entre si: un cinfurdn externo de 2-3 capas donde
yacen niicleos obscuros y grandes (nicleos cos-
trosos), mieniras que las células que llenan la
parte interna forman varias capas con un ni-
cleo que en cierto modo parece co-
mo si estuviera vacio. El cinfurén
exlerno comprende [as espermato-
gonias y los espermatocitos de pri-
mer orden, que tienen como carac-
teristica comun, la cirada de los nii-
cleos costrosos, grandes y obscu-
ros y si bien los autores (ELLEM-
BERGER y otros), estiman que las
diferencias entre estas dos células,
por la forma, tamano y posicién, es
poco apreciable, nosoiros creemos,
de acuerdo con nuesiras observa-
ciones y seglin muesiran las mi-
crofolografias 4 y §, que los nii-
cleos de los espermalocitos son de
mayor lamano, lienen la cromalina
dispuesta con mds claridad y son
finalmente redondeados, a diferen-
cia de los de las espermatogonias,
y mds pequefos, algo ovalados
de cromatina mds densa, mostrandose por ello
mds 0scuros.

Le parie interna estd inlegrada por /as pre-
espermilidas i las espermdtidas, que estdn muy
préoximas y aunque parecidas enire si, se dife-
rencian en que las preespermdtidas son de me-
yor famafio, su nicleo también mas voluminoso
y mds rico en cromalina, y por iiltimo, se les
suele encontrar en estadios mildsicos (aunque
no muy frecuenies); no asf a las espermdlidas,
que de otra parte destacan claramente, cuando
en su transformacién hacia espermios empiezan
por afectar forma ovoidea. (Microfologs. 3 y 4).
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Las menos visibles son las células germina-
les priritivas y las células de Sertoli que yacen
sobre la pared, alrededor del cinturén externo
antes mencionado, formando una sola capa. De
las células de Sertoli salen las prolongaciones
citoplasmicas y si se encuentran en copulacién
con los espermatozoides, destacan netamente en
forma de ramilletes muy bellos, comparables a
palmeras, que alravesando todas las capas celu-
lares las dividen en seplos.

También las células seminales originarias
yacen entre los niicleos de las células de pié, l|a-
mando poco la atencién, pero estando caracleri-

2

T

ors

- S e

MicroroToc, 10.—~Meiosis, Divisién del espermatocito de primer orden. En esie
campo sumamente [avorable se observan células en profase en los periodos lep-
toteno, diploreno y diaquinesis; una célula en metafase inicial; y en fin, otra

en la anafase. 2.800 ()

zadas, en oposicion a las espermatoganias y es-
permatocitos, porque el nicleo contiene la cro-
matina en forma de polvo (niicleos polvorientos).

Si existen espermatozoides, pueden residir
en la luz del tubo estando metidos mds o menos
en un material granuloso que da la impresion de
ser restos celulares y que pudiera compararse
con un montoncillo de cdscaras de huevo vacias.
(Microfotog. 3). Se Irala de esferas plasmalicas
que se pediculan y desprenden de los espermios
tan pronto como eslos abandonan las prolonga-
ciones protopldsmices de las células de pié. Los
espermatozoides que todavia estdn unidos con

las prolongaciones profopldsmicas, muesiran, de
una parle, la cabeza vista de canto o perfil como
una linea oscura muy brillante, mientras que las
cabezas que se ven de frente resaltan con un con-
traste no tan marcado. (Microfotografias 3 y
4). Las colas de los espermatozoides se exlien-
den hacia la luz y forman un festoneado de hilos
finos como claramente muesira la microfotogra-
fia 3.

Hemos de advertir, finalmente, que con moti-
vo de las renovadas ondas metacronicas, en vir-
tud de las que se realiza la evolucién espermalo-
genélica, las células que integran los diferentes
esiratos, quedan a veces en sifuacion ecfdpica,

como ya hemos citado al ocuparnos

‘ de los espermalocilos de primer or-

den, aprecidndose también en las pre-

espermalidas y espermdtidas encon-

rradas a veces proximas a la pared,
(Microfotog. 5).

Fstudio citologico comparativo
. del epitelio perminal de diferentes {u-
bos seminiferos en vista de conjunto.
La constitucion del epitelio germinal y
el contenido fotal de los tubos semi-
niferos en una misma preparacion
y en un mismo campo microscd-
pico, a deébiles aumentos, ofrecen
diferencias que, visiblemenre, es-
tdn en relacion con el variable estado
de produccion espermdtica. Asi, al
lado de tubos seminfferos que carecen
de luz por hallarse repletos de célu-
las hasla su eje, con espermatozoides
formando ramilletes en las células de
Sertoli, o sin ellos, se observan otros tibuli con
amplia luz, con espermalozoides enclavados en
las células de sostén o libres, alternando, final-
mente, con ofros (ibuli que muestran lambién
amplia luz, pero sin espermatozoides. En fin, al
lado de unos que estdn llenos de espermdlidas,
sin espermatozoides, hay otros con espermalo-
gonias y espermalocitos con ellos.

La significacién de estas imdgenes diferentes
se deduce fdcilmentz: aquellas porciones de tubo
que se disponen a formar espermalozoides, son
las que fienen mayor nimero de espermdtidas y
preespermalidas que llenan completamente su
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les con los cuales se reconsiruyen dos
nticleos hijos.

Profases. lLas espermatogonias
obsérvanse con frecuencia en dife-
renfes estadios mildsicos, especial-
mente en profases, lo que prueba ser
ésta una de las fases de mayor du-
racién.

A partir del estadio de reposo, el
nticleo guiescente de la espermatogo-
nia aumenta de volumen, advirtiéndo-
se la aparicidn de filamentos arrolla-
dos y retorcidos que progresivamente
engrosan: los cromosomas que se
hacen cada vez mas patentes. El espi-
Microroto, 11.—Meiosis. Division del espermatocito de primer orden. Profase.  remma mds o menos flexuoso que cons-

Células en perlodos leprotenc, zigoteno y diploteno. 2,800 (7 tituyen los filamentos cromdticos, se
encuenlira extendido por todo el cam-
interior. Luego, las espermdridas se transforman po nuclear, aunque, a veces, se acantonan un
por grupos en espermatozoides, que, primera- fanto hacia alguno de los polos, hecho que in-
mente, se hunden formando ramilletes en las terpretamos como debido en parte a la accion
prolongaciones protopldsmicas de las células de  de los reaclivos.
pié, para reunirse, después, en niimero cada vez Sin duda, debido al elevado niimero de cro-
mayor en el espacio axial. Por la continuada for- mosomas que liene la especie que esludiamos,
macién y desprendimiento de los espermalozoi- po hemos podido apreciar lo admitido por los
des, va abriéndose una luz cada vez mas amplia mds modernos especialislas (DAQL[NTONG|
en el tubo seminifero, en la que floran los esper- BELAR y otros), de la separacion desde el prin-
matozoides en vn producia liguido junio alos cipio de los cromosomas en filamentos largos e

reslos plasmdlicos desprendidos de ellos. i independientes, apreciados en especies de seres
posteriorinente ha tenido lugar la eva-

cuacion de este confenido, sélo se
observa en el tubo, una amplia luz que
por neoformacidn de espermdlidas o
retraccion de las paredes del tubo,
desaparece.

2. ESTUDIO ESPECIAL
CROMOSOMICO DE LA ES-
PERMATOGENESIS DEL MO-
RUECOQ. Periodo de multiplica-
cidn o gonial —Las células madres
de los espermatozoides, las esperma-
togonias, procedentes de la division
mitdsica de las células germineles pri-
milivas, se dividen también por el ca-
raclerislico proceso de la carioquine-
sis, que, en esencia, consisie en lase- Microroros. 12.—Meicsis, Divisitn del espermatocito de primer orden. Profase.
paracion de las mitades idénticas de  Célula en perfodo paguitene, Celula en la anafase del espermatocito de segundo
|os cromosomes en dos grupos igua- orden. 2.800 &)
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inferiores sin constiruir un espirema conlinuo, ya
que, como mueslra la figura anterior, no hay po-
sibilidad de percibir esta separacion, gue sélo se
empieza a observar en los momentos avanzados
de la profase. (Microfotografia 7).

En algunas imdgenes favorables, hemos po-
dido apreciar, si bien muy sutilmente, y en las

Vo gcorfamiento y espesamiento de los cromoso-
mas a medida que avanza el procese proldsico
(debido a la contraccion de la espiral interna se-
21in la estructura admitida hoy para el cromoso-
ma), disponiéndose, en suma, a adoplar la dis-
Posicién que caracteriza la fase siguiente, .
Metafase gonial.—Los cromosomas con su
tamaiio longitudinal reducido al minimo, al
desaparecer la frontera entre protoplasma
y niicleo, se dispanen en la placa ecuato-
rial o melafdsica que hemos tratado de es-
tudiar en imagenes en vistas polares. Sin
embargo hemos de manitestar, gue, con-
trariameate a las magnificas imdgenes me-
tafdsicas halladas en los espermalocifos
en la mitosis de reduccién (que mds adelan-

te veremos). que nos han permitido con
toda facilidad el recuento del nimero hap-
loide de cramosomas del animal que estu-
diamos, en la divisién gonial, las placas
ecuatoriales halladas, no se han mositrado
favorahles al contaje y examen de los cro-
mosomas del nimero diploide del cario-
grama del morueco.

Descarlamos la idea de que sea solo efec-
1o de los reactivos (fijadores y dlcohales),
el aspecto apretado y desfavorable al andli-
sis que mueslran los cromosomas metala-
sicos, ya que no ocurre igual en los esper-
matocitos, en las mismas preparaciones,
somelidas a idéntico tratamiento. Creemos
que el niimero elevado de cromosomas de
este animal influye en la poca claridad con
que se muesiran las imdgenes que perse-
guimos.

Microroroa, 13, - Meiosis. Arriba: tres enfoques de un espermatocito de
primer orden al principio de la metafase. Abajo: hamologacién esquem-

tica de los cromosomas integrantes. 2 800 @

cbservaciones al microscopio, (no en las micro-
fotografias, donde se pierde el detalle) /o div.-
sién longitudinal en cromdtidas, confirmando
asl por nuesiras observaciones, la idea general,
admitida, del hendimiento longitudinal de los
cromosomas desde los primeros momentos de
la profase.

Finalmente, hemos comprobado el progresi-

En figuras que muesiran el final de la
metafase y principio de la anafase (Micro-
forografias 8 v 9), hemos observado como
se adelantan en la separacién hacia polos
opuesios, dos elementos cromalicos, en
forma de bastén acodado en su exiremo, mos-
trando una constriccién subterminal, el uno, v
en forma de horquilla de brazos algo desiguales
con constriccién submediana, el otro. De acuer-
do con la interpretacion dada por varios especia-
listas (NAVILLE, BEAMOND, en P. libelluloi-
des, admitida por DARLINTONG y ofros), nos-
olros consideramos a estos cromaosomas que ex-
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perimenian una segregacién precoz, como cro-
mosomas sexuales. Por tanto, pensamos que el
morueco perfenecerfa al lipo Ligaeus, X-Y, de
herencia sexual.

Aun cuando no hemos perseguido con nues-
tras técnicas de coloracion, la observacion del
huso acromdlico, podemos, sin embargo, deducir
por la colocacién de los cromosomas en la placa
ecuatorial, que ésta perrenece al tipo cldsico del
reino animal (lipo salamandra) de huso central,
ya que en muchas imdgenes hemos podido per-
cibir los cromosomas agrupados periféricamente
alrededor de un espacio cenlral que considera-
mos debe estar ocupado, naturalmente, por el
huso.

Mickaroron, 14.~Meiosis, Celulas A y B: Profase de la p;eesperma:lda. 2,800 77

Finalmente, el nimero de metafases obser-
vado es mucho menor que el de la fase prece-
dente (profase), figurando en la proporcién apro-
ximada de 1 : 3, lo cual demuesira su menor du-
racion.

Anafase gonial.—Se inicia con la division
del centrémero de cada cromosoma metafdsico
en dos centrdmeros hijos, los que por repulsicn
entre si, o por afraccién hacia ellos de los cen-
frosomas, se dirigen hacia volos opuestos firan-
do de su cromdtida respectiva, ya escindida des-
de la misma profase. Como quiera que los cen-
trémeros se alejan cada vez mds hacia los polos,
llega un momento en que la tension que experi-

mentan las cromalidas, aumentada por la de las
fibras del huso, acaba rompiendo la unién termi-
na! de las mismas, origindndose, en [in, dos es-
wrellas hijas (diaster).

El niimero de anafases hallado es aproxima-
damenre igual al de las merafases, lo que nos
induce a pensar en una duracién casi analoga.

Telofuse. Los cromosomas llegados a los
respeclivos polos, reconstruyen los nicleos
hijos, por procesos gue hoy se explican por una
imbibicion de agua. El proroplasma se divide en
dos, y las células hijas reproducen, bien las cé-
lulas ariginarias, es decir, producen nuevas
espermalogonias, o por el conlrario, crecen y se
transforman en espermatocitos que sufrirdn
después la primera mitosis de ma-
duracién.

Perfodo de erecimiento. (Mi-
crofotogs. 3 y 4). Las espermalo-
gonias de pequefio lamafio de la
ultima mitosis, crecen en volumen
a la vez que son empujadas por los
nuevos elemenlos goniales, pasan-
do a formar una o dos hileras mds
cenfrales en la pared de los nibuli.
Estas células de mayor tamano son
los espermatocitos de primer orden
o simplemente espermatocitos, que
se encueniran dispuestos a sufrir
la reduccién cromdlica que ha de
transformarlos en preespermadli-
das o espermatociros de segundo
orden,

La pérdida de colorabilidad de
los cromosomas, nos impide que percibamos su
disposicion en el trdnsito de espermalogonia a
espermalocilo de primer orden. Tampoco sabe-
mos si la interfase presindptica es mds o menos
durable. Sin embargo, los pocos espermafocitos
hallados en estado de reposo nos hace pensar
que esia fase debe de ser de muy poca duracién.

Perfodo meidtico o de maduracion de la
célula sexual.—Este proceso sospechado ya
por WEISMAN en 1.800 y grandemente discuti-
do por WILSON 1925, RELITER, 1930 y DAR-
LINTONG, 1931, entre olros, ha sido confirma-
do universalmente.

En efecto, en nuestras preparaciones y Iras
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pacientes biisquedas, hemos observado imdge-
nes,con las que evidentemente, podemos recons-
truir los diferentes estadios que caracterizan al
periodo meidlico de las células sexuales del mo-
rueco.

Primera division de reduccién.— Profase,
Hemos visto, en primer lugar, como los esper-
matocitos de primer orden estdn, en general, en
actividad mitdsica, ya gue las numerosas células
observadas muestran su cromalina activa y viva-
mente coloreada por la hematoxilina.

De la profase, hemos apreciado imdgenes
que nos han puesto de manifiesto la mayor parte
de los estadios sindplicos.

Leptoteno. — Qbservamos, en
primer lugar, cémo se esponja el
niicleo del espermatocito de primer
orden y como los cromosomas se
extienden en largos y flexuosos fi-
lamentos constituyendo el estadio
de referencia. Aquif, los cromoso-
mas estdn en ndmero dipleide (2n),
pero son filamentos simples. es
decir, no se muestran hendidos
como ocurre en la misma fase de
la divisién gonial.

Los filamentos cromdticos se
encuentran disiribuidos al azar en
el niicleo sin que hayamos compro-
bado la polarizacion cromosdmica
(considerada por GELEY, 1921,
como una posible caracteristica del
fuluro emparejamiento de los cre-
mosomas) que caracterize el esta-
dio de bouguet, de una manera complela, segtin
se aprecia en la micrototografia 10.

Zigotene. (Microfolog. 11). Los cromosomas
homdlogos se acoplan formando parzjas o cro-
mosomas bivalentes que han de responder (des-
de este momento) al niimero haploide del cario-
grama del morueco. Generalmente los cromo-
somas inician su emparejamienlo por los cen-
Irémeros, pero a veces lo hacen por otro punto
cualquiera de su cuerpo para exlenderse al resto
del mismo, iniciando su unién por su colocacion
paralela previa.

Paguitene. (Microfotog. 12). Hemos com-
probado como los cromosomas bivalentes recien

formados, terminada la parasindesis, se junian
mas unos con ofros, mostrando una condensa-
¢cién o aumenlo de grosor, fanto mds perceplible
en las zonas cénlricas proximas al cenirémero,
como claramenle muestra la microfotografia 12,

El acortamienlo de los cromosomas va acom-
panado del desenrollamienio de sus [lexuosida-
des, alcanzando la colorabilidad su méxima in-
lensidad, asf como el mayor tamafo de los es-
permatocitos.

Han sido ohservados asi mismo los estadios
diploténicos (Microfatog. 11), poco demostrati-
vos pero relalivamente frecuentes, lo que de-
muestra que son de mayor duracién que el esta-

MicroroToc. 15.~Meiosis. a) En el centro: raro hallazgo de una imagen metafésica
de Ta pre-espermdrida, b) Por encima y debajo, estadios profasicos del espermatoci:

to. 2800 (7

dio siguiente o de diacinesis, del que hemos ob-
servado muy pocas imdygenes y en el que los cro-
mosomas se agrupan intimamente al desapare-
cer la membrana nuclear.

Matafuse.—Los cromosomas bivalentes se
sitian simélricamente a cada lado del ecuador,
con sus pares de cenirémeros orientados de la
misma manera que lo hacen en los dos cromo-
somas hijos de un cromosoma mitético. En la
microfotografia 10 se aprecia la disposicion de
los cromosomas bivalenies, iniciando la forma-
cion de la placa ecualorial.

En la microfolografia 13 mostramos fres en=
foques distintos de un espermalocito de primer
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l orden, que se halla en el comienzo de la metafa-
se, si bien en estadio mds avanzado que en la
I figura anterior. Vista al microscopio ofrece gran
claridad, percibiéndose sin grandes dificultades
los TREINTA CROMOSOMAS BIVALENTES
que la integran, aunque para ello hay que bucear
convenienlemente, por encontrarse los cromoso-
mes en Ires planos distintos, Por esto, hemos
creido oportuno reproducir la referida figura es-
quemdlicamente y en grandes dimensiones, de
manera que se aprecien homdlogamente fodos
los ¢lementos que la integran.

En esta imagen, fiel reflejo de las numerosas
observaciones hechas en las placas metafasicas
de la division herotipica, el niimero 30 de ele-
| mentos bivalentes hallados o nuimero haploiae
(n) gue creemos corresponde al cariograma del
morueco, nos demuesira que la férmula diploide
(2 n) es en este animal de SESENTA CROMO-
SOMAS LUNIVALENTES; sin duda por ser un
nimero elevado, el de la figura diploide, es por
lo que no nos fué facil hallar imdgenes favora-
bles de metafases espermalogoniales, como de-
clamos al ocuparnos del periodo gonial.

Hemos encontrado, sin embargo, espermato-
citos en los que el nimero de bivalentes conta-
dos ha sido de 26 y 28, aun siguiendo nuestra
técnica de corles seriados, si bien hemos podido
\ siempre comprobar que faltaban algunos de los

elementos observados en las placas metafdsicas
con &0 bivalentes, lo que hemos interprelado su-
poniendo la facilidad con que pueden escapar a
la observacidn en una célula determinada, uno o
dos elementos cromaticos (fljacién no apropiada
de esa célula que parmite el arrastre de algunos
de sus cromosomas por los diferentes liguidos
usados durante su tincién, elc.)

Si observamos el cariograma del morueco,
veremos que los cromosomas que lo inftegran en
la melafase heterotipica se pueden reunir por su
famafio en bivalentes grandes, medianos y pe-
quenos. De ellos el sefialado con el niimero 29,

| en el que se distingue con claridad la unién de
los dos univalentes que lo integran, lo conside-
ramos como formado por los cromosomas se-
xuales X-V, lo que confirmaria la idea nacida en
nosotros de calalogar como pertenzciente al fipo
LIGAEUS la herencia sexual del morueco al ob-

S

servar la conducta de los citados elementos en
la anafase espermatogonial o mildsica. Los 29
cromosomas restanfes represenlarfan los auto-
somas del cariograma.

Anajuse. (Microfotog. 10). Los 30 pares de
cromosomas que forman pareja en la placa ecua-
torial de la metafase, se separan, previa marcha
a polos opuestos, de los centromeros de cada
univalente, que tiran hacia ellos de las diadas
(cromosomas enteros constituidos por dos cro-
mdtidas correspondientes).

El alejamiento progresivo de los centrémeros
hacia los polos y la accion de las fibras del huso,
determinan la separacion de las cromdltidas hasta
romper el quiasma ferminal, dltimo punto de con-
lacto entre ellas (véase microfotogralia), origi-
nandose, en fin, dos esirellas hijas como en la
divisién mitdlica, con la diferencia de que aqui
se han obtenido dos células hijas (preespermati-
das o espermalocilos de segundo orden) que fie-
nen ya el nimero de cromosomas reducido a la
mitad (n = 30) del nimero caracteristico del mo-
rueco en su fase diploide (2 n = 60).

Telofase.—Finalmente, los cromosomas re-
consiruyen en los polos de la célula madre dos
nticleos hijos, forméandose dos células nuevas
que son las preespermdtidas o espermaiocitos
de segundo orden, que suelen pasar a un breve
estado de reposo, para disponerse después a la
segunda y ullima divisién de maduracidn.

Segunda divisién de reduccién o divi-
sion de las preespermdtidas. — /nterfase.
(Microfotog. 4). Las preespermdtidas del morue-
co parece ser ue no quedan mucno liempo en
reposo, ya que son poco frecuentes las halladas
en este estado. Generalmenle, se las aprecia en
diferentes periodos de divisién {(como muesiran
las microfoiogralias correspondientes que anali-
zamos mas adelante) para dar lugar a la cuarla
forma de fransformacion de las células germina-
les, las espermaltidas.

Profase. (Microfologs. 8 y 14). También han
sido observadas imdgenes profdsicas muy signi-
ficativas de las preespermadlidas. En la célula 4,
(Microfotog. 14), los cromosomas se muesiran
como en una mitosis ecuacional ordinaria en for-
ma de filamentos mds o menos separados, que,
en esla célula, muestran con mayor o menor cla-
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ridad, unos grdnulos siluados en las extremida-
des de los cromoesomas, que hemos interprefado
como centrémeros de los mismos (segiin indica-
mos anteriormente), que son ferminales segiin
muesira la microfolografia.

La célula B, presenta un estado de profase
mds avanzada; en ella se aprecian asi misma los
cenfrémeros ferminales como en la anterior. Los
cromosomas en la dliima imagen avanzan en su
disposicién hacia la fase siguiente.

Metafase. En la microfotografia 15, hemos
sorprendido por vez primera, después de mucho
fiempe de constantes observaciones, la bellisi-
ma imagen que claramente muestra una placa

Microroroa. 16.—Melosis. Segunda division: A la izquierda, anafase de la pre.
espermitida; a la derecha, telofase de la misma. 2800 %]

ecuaforial de la preespermatida o espermato-
cito de segundo orden. En ella apreciamos los
cromosomas univalentes dispuestos en forma
circular con sus acordaduras vueltas al eje o
centro de lacélula, en cuyos codos parece exislir
el centrémero de insercidn, lo que nos llevaria a

CULIOIMSE U1 JUS i Viuuouiiug del v bseu wwiew
dicéntricos, es decir, con dos centrémeros; uno
terminal ya citado y ofro mediane o de insercion.
Sin embargo, estas ideas las lanzamos tan solo
a titulo de observacion, sin que afirmemos su
exaclitud hasta hacer nuevas comprobaciones en
futuros trabajos.

Anafase y telofase. (Microfotog. 16). Final-

mente hemos sorprendido fambién eslas extra-
iias (por lo raro de hallar) lases de las preesper-
milidas.

Como indica la microfotografia en A, vemos
la separacion de dos pequefias masas cromdti-
cas que nos evidencian el final de una anafase
de eslos elementos. En B, hallamos ya casi re-
construidos dos niicleos hijos en células que
serdn independientes, espermdlidas, que previa
transformacion dardn lugar a los espermatozoj-
des caracterislicos del morueco.

Conclusiones

1." Creemos haber esludiado,
por vez primera, en Espafia, la esper-
matogénesis del morueco.

2." En el epitelio germinal del tu-
bo seminifero del morueco, se apre-
cian las células integrantes de la linea
seminal (arquiespermiocitos, esper-
matogonias, espermatocitos de primer
arden, preespermdlidas, espermdlidas
y espermatozoides), con caracteristi-
cas definidas y diferenciables, lo que
permite el estudio concreto de los fe-
némenos mitdsicos y meidlicos que
en ellas se realizan.

3." Las numerosas observacio-
nes de placas mefafdsicas en el esper-
matocito de primer orden (primera mi-
fosis de reduccién) nos lleva a consi-
derar que el nimero haploide (n) del
cariograma del morueco esld repre-
sentado por treinta cromosomas, haciéndonos
pensar que el nimero diploide (2 n) eslaria re-
presentado por sesenta uaivalentes de acuerdo
con las afirmaciones de Krallinger y Montalenti,
si bien nosotros, a pesar de las numerosas ob-
servaciones hechas no nos ha sido posible apre-

Cidi U dilevidiliclle ol Ao dicididoca CopEl lidiur
goniales,

4.7 El determinismo sexual en el morueco
creemos corresponde al fipo Ligaeus o mofiva-
do por los cromosemas X- ¥, deducido, especial-
mente, de la conducta de segregacidon precoz de
dos cromosomas delerminados en las anafases
mirdlicas.
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