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Blood flow in the A. pancreaticoduodenalis 
superior and the A. femoralis and concen- 
trations of arterial blood sugar and portal 
venous IRI in anesthetized dogs (n ~ 13) 
before and after i.v. injection of 0.5 g/kg 
glucose. 0 i n i n =  end of the injection. Glucose 
assimilation constant k 2.12 ~ 0.17. 

p a r t  of o rgan  we igh t  was e s t i m a t e d  wh ich  is suppl ied  b y  
these  a r t e r i a  ( =  62.0 ~ 1.8 %). B y  m e a n s  of th i s  n u m b e r  
t he  p a n c r e a t i c  flow could be  ca lcu la ted  on t he  basis  of 
t he  o rgan  f resh weight .  

Results and discussion, After  i .v .  i n j ec t ion  of sal ine 
(1.25 ml/kg)  t he  p a n c r e a t i c  as well  as t he  f emora l  b lood 
s t r e a m  are no t  a l tered.  The  F igure  shows t h a t  t he  femo- 
ral  f low increases  to  150 % dur ing  t he  glucose in jec t ion  
a l ready.  The  level  d imin i shes  in  r e l a t i on  to  t h e  f i rs t  phase  
of t he  blood glucose decrease  (d i s t r ibu t ion  phase}. Af te r  
5 m i n  t he  b lood glucose decrease  is s lower (ass imi la t ion  
phase) ,  and  t he  f emora l  c i rcu la t ion  becames  normal .  
The  p a n c r e a t i c  f low increases  r ap id ly  too. B u t  the re  is 
no  ear ly  decrease.  I t  d imin i shes  para l le l  to  the  glycemia,  
the  s t a r t i n g  level  is r eached  a f t e r  20 to  40 rain.  The  p o r t a l  
venous  I R I  c o n c e n t r a t i o n  increases  b iphas ica l ly .  No p a r t  
of the  m e a n  I t~ I -cu rve  is d i rec t ly  r e l a t ed  to  t he  flow 
a l t e ra t ion .  

Obv ious ly  d u r i n g  th i s  sho r t - l a s t i ng  hyperg lycemia ,  2 
m e c h a n i s m s  inf luence  t he  flow reac t ion  of t he  panc rea t i co -  
d u o d e n a l  vascu la r  bed. On t he  one h a n d  t he  b lood s t r e a m  
ihcreases  rap id ly .  Th i s  r eac t ion  seems to be  unspecif ic .  
I t  can  be seen in  t h e  A . femora l i s  too. I n  a p a r t  of t he  
i n d i v i d u a l  r eg i s t r a t i on  curves  of t he  A. ga s t ropanc rea t i ca ,  

t h i s  p r i m a r y  c i r cu la to ry  r eac t ion  m a y  be  d i f f e ren t i a t ed  
f rom t h e  fol lowing long- las t ing  and  poss ib ly  specific reac-  
t ion  of t he  pancreas .  The  second p a r t  of t h e  c i r cu la to ry  
r eac t ion  has  n e v e r  been  seen in t he  A. femoral is  or in  t he  
gas t r ic  b lood flow s. The  i m m e d i a t e  unspecif ic  r eac t ion  
depends  on  t he  increase  of osmolar i ty .  The  l a t e r  phase  
is connec ted  w i t h  a long las t ing  r educ t i on  of t he  per iph-  
eral  va scu l a r  res i s tance  in t he  panc rea t i c  vascu la r  bed  only. 

Zusammenfassung. Die Hyperglyk~Lmie n a c h  e inmal iger  
s tossar t iger  G lukose in j ek t ion  b e w i r k t  e inen  D u r c h b l u -  
t u n g s a n s t i e g  der  Bauchspeiche ldr i i se .  Dieser  wurde  kon t i -  
nu ie r l i ch  m i t  e inem e l e k t r o m a g n e t i s c h e n  B l u t s t r o m m e s -  
ser bet  na rko t i s i e r t en  H u n d e n  regis t r ier t .  Der  Ans t i eg  
se tz t  s ich aus  2 A b s c h n i t t e n  z u s a m m e n ,  w o v o n  der  ers te  
unspez i f i sch  auch  ill der  A. femoral is  auf t r i t t .  
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Obtention, par la m6thode des greffes de gonades embryonnaires ,  d'une femelle h descendance 
unisexu6e femelle,  chez le Triton Pleurodeles  walt l i i  Michah. 

La  possibi l i t6  de r6aliser, chez des A m p h i b i e n s  r a n t  
Anoures  qu 'Urod~les ,  l ' i nve r s ion  p h 6 n o t y p i q u e  e t  fonc- 
t ionne l l e  du  sexe des femelles ou des males  g6n6t iques  a 
6t6 d6mon t r6e  depuis  l o n g t e m p s  1. La  f6condi t6  des indi-  
v idus  invers6s  o b t e n u s  a m o n t r 6  la labi l i t6  de la d6 te rmi -  
n a t i o n  du  sexe chez  p lus ieurs  esp~ces d ' A m p h i b i e n s ;  elle a 
pe rmis  6ga lement  de conna i t r e  p o u r  chacune  des esp&ces 

6tudi6es, 5, l ' a ide  de c ro i sements  appropr i6s ,  les sexes 
h o m o g a m 6 t i q u e  et  h6 t6rogam6t ique .  Chez le T r i t o n  
Pleurodeles waltlii Michah. ,  u n  t r a i t e m e n t  gynog~ne  
admin i s t r6  p e n d a n t  la v ie  l a rva i re  a pe rmis  A GALLIEN ~ 
d ' o b t e n i r  des n6o-femelles  (ZZ) qui, crois6es avec  des 
males  s t a n d a r d  (ZZ), d o n n e n t  na i ssance  A des p o n t e s  uni-  
sexn6es cons t i tn6es  u n i q u e m e n t  d ' i n d i v i d u s  males.  D a n s  
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le bu t  de disposer s imul tan6ment  chez le Pleurod61e de 
femelles pondeuses de pontes  unisexu6es de sexe femelle, 
nous avons entrepris  un t r ava i l  d i rec tement  inspir6 de 
celui r6alis6 chez l ' A m b y s t o m e  par  I-IUMPHREY S. 

Protocole expdrimental. Le po in t  de d6part  de l 'exp6- 
rience consiste s r6aliser la maseul inisat ion de l 'ovaire  
embryonnai re  d 'une  femelle g6n6tique et ~ le t ransformer  
en un test icule ph6notypique  fonctionnel.  L 'exp6rience a 
6t6 rgussie pour  la premigre fois par  I-tUMPHREY 4 chez 
l 'Ambys tome .  E t a n t  donn6 que chez le Pleurod~le (tout 
comme chez l 'Ambys tome)  le sexe femelle est h6t6ro- 
gamgt ique  (ZW), un tel  test icuIe devra i t  fournir  deux 
cat6gories de spermatozoa'des et  lors d ' un  croisement  avec 
une femelle s tandard  (ZW) on pen t  s ' a t t endre  k la pro- 
duct ion  de males ZZ pour  un quar t  d ' en t re  eux, de 
femelles Z W  pour  une moit i6 et enfin d ' indiv idus  W W  
pour  le dernier qua r t  si toutefois  ces derniers sont  viables, 
comme c 'es t  le cas chez Ambystoma sp} et chezXenopus 
laevis< Chez ces esp6ces, les individus  W W  sont  des 
femelles fonctionnelles qui, lorsqu'el les sont  crois6es avee 
des males s tandard  (ZZ), fournissent  des pontes  consti tu6es 
nn iquemen t  de femelles (ZW). 

Notre  exp6rience se d6roule en plusieurs 6tapes. Dans  
un premier  temps,  elle consiste ~ greffer, au s tade 24 
(Table de GALLIEN et  DUROCHER~), le m4soderme inter- 
m6diaire droit  en posi t ion or thotopique  selon la technique  
qui a 6t6 d6crite chez le Pleurod61e par  L~,cROlX et  CAI~O- 
RON ~. A c e  stade, les cellules germinales  pr imordiales  sont 
localis6es ~ ce n iveau s. Les embryons  donnenrs  de gref- 
fons proViennent  d 'une  ponte  s tandard  (comprenant  des 
males et  des femelles en hombre  6gal mais  non recon- 
naissables s ce stade) et les embryons  reeeveurs  pro- 
v iennen t  d 'une  ponte  unisexu6e consti tu6e un iquemen t  de 
males g6n6tiques et issue d 'une  n6o-femelle% De plus, 
pour  pall ier  les risques d 'une  ablat ion incomplete  de 
l '6bauche gonadique du receveur  qui  pour ra i t  laisser en 
place des cellules germinales de t y p e  ZZ, nous avons 
pr6a lablement  tr iploidis6 les receveurs  par  choc the rmique  
d~s la ponte,  selon la t echnique  d6crite et analys6e par  
]~EETSCI-IEN 9. De cet te  fagon, les individus  receveurs  tr i-  
plo~des sont  por teurs  de cellules germinales tr iploides 
(ZZZ) qni  6voluent  en spermatozoides  et ces derniers, 
lorsqu' i ls  f6condent des ovocytes  issus de femelles stan- 
dard diplo~des, produisent  des individus  aneuploides non 
viables on bien except ionnel lement  viables ~-~. Ainsi, on 
est en droi t  de consid6rer, lots du croisement  d 'un  male  
receveur  t r iploide avec nne femelle diploYde standard,  que 
tou t  indiv idu  viable  est issu de cellules germinales 
diploides implant6es avee le greffon. 

Dans  un deuxi6me temps,  les embryons  donneur  et 
receveur  de chaque couple op6ratoire sont  r6pertori~s et 
61ev6s s6par6ment jusqu '~  la m6tamorphose  et ~ ce stade 
le sexe du donneur  est identif i6 apr~s dissection. Dans  un 
t rois igme temps,  au d6but  de la pubert4,  soft 3 mois envi-  
ron apr~s la mgtamorphose ,  les par tenai res  des donneurs  
de sexe femelle subissent  d 'une  par t  une cas t ra t ion  du 
test icule gauche et d ' an t re  part ,  ~ droite,  nne laparo tomie  
explorat r ice  destin6e 5~ pr6ciser l '6 ta t  de d6veloppement  
et le sexe de la gonade situge de ce c6t6 et  qui  a 6volu6 5~ 
par t i r  du greffon. Le test icule  pr61ev6 du c6t6 gauche est 

utilis6 pour  r6aliser des 6crasements afin de connai t re  le 
degr6 de ploidie de l ' ind iv idu  por teur  du greffon. 

Dans  un quat r i~me temps,  tes individus  triplo~'des por- 
teurs d ' un  test icule  du c6t6 droi t  sont  crois6s, d6s que la 
matur i t6  sexuelle est a t te inte ,  avec des femelles vierges 
s tandard  et la sex-rat io des pontes  obtenues est 6tablie par  
l aparo tomie  exploratr ice  des descendants,  2 mois  envi ron  
apr~s la m6tamorphose.  Dans un einqui~me temps,  les 
femelles ainsi reconnues sont  k leur tour,  d~s qu'el les oa t  
a t t e in t  la matur i t6  sexuelle, crois6es avec des males 
s tandard  de faw ~ rechercher  celles qui  s o n t h  l 'origine de 
pontes  unisexu6es consti tu6es un iquemen t  de femelles 
(des 6chantil lons des pontes  sont  41ev6s jusqu '~  la m6ta-  
morphose  et  la sex-rat io est 6tablie apr6s dissection des 
individus m6tamorphos6s).  

Rdsultats. 39 t ransp lan ta t ions  ont  6t6 r4Mis6es ~ la fin 
Septembre  1968. 17 couples op6ratoires ont  6t6 6Iev6s 
jusqu ' s  la m6tamorphose  ainsi que 8 individus  receveurs  
dont  les donneurs  6taient  mor ts  au d6but  de la vie lar- 
vaire.  La  sex-rat io des 17 donneurs  6tablie en Janv ie r  1969 
6taft la su ivante :  8 males et 9 femelles. Le  degr6 de 
ploidie des 9 receveurs  correspondant  aux  9 donneurs  
femelles n ' a  pu 6tre 4tabli  que pour  5 an imaux  (les 4 
autres sont  rest6s malingres ou sont  morts  a v a n t  ]a 
pubert6):  2 6talent  diploides, 2 autres triploYdes, le 
dernier  (R 35) 6taft une mosaique  (2n/3n) ce qui appara i t  
except ionnel  apr~s un choc the rmique  9. Le lot  de 8 rece- 
years  61ev6 d ' au t re  pa r t  compor ta i t  2 diploides et 6 tri-  
ploides;  l ' analyse  de la descendance de 3 de ces tr iploides 
tomes est en cours. 

L ' an ima l  R35 s 'est  r6v616 par t icul i6rement  int6ressant  
bien qu ' i l  s 'agtt  d 'une  mosaique.  E n  F6vr ier  1969, il por ta i t  
une gonade droi te  vest igiale  repr6sent6e par  une tr~s 

m i n c e  bande le t te  b lanch~tre  qui  s 'est  t ransform6e,  
apr~s l ' ab la t ion  du test icule gauche, en un test icule fonc- 
t ionnel  et, en N o v e m b r e  1969, le male  1~35 a f6cond6 les 
ceufs d 'une  femelle  s tandard ;  6 males et  10 femelles ont  
6t6 ohtenus.  ] u squ ' s  pr6sent 5 de ces 10 femelles ont  6t6 
@rouv6es quan t  h la sex-rat io de leurs descendances ; 4 ont  
donn6 naissance s des males et des femelles en nombre  
6gal et  la cinqui~me a fourni 2 pontes  successives com- 
pos6es un iquemen t  de femelles ( respect ivement  29 et 
22 femelles), il s 'agi t  v ra i semblab lement  d ' un  individu 
WW. 

Discussion et conclusion. Le seul indiv idu  mgsa~que 
(2n/3n) observ6 par  BEETSCREN 9 ne rut  pas viable.  Darts 
le cas du male  R35 on peu t  envisager  le passage, lots de la 
t ransplanta t ion ,  de quelques cellules germinales pr imor-  
diales diploides ~ par t i r  du greffon vers le c6t6 gauche 
d 'un  indiv idu  t r iploide homog6ne;  ceci expl iquera i t  la 
pr6sence simultan6e sur les squashes du test icule gauche de 
figures de prophase  m6iot ique  de cellules diploides et tr i-  
ploides (reconnaissance de monovalents ,  b iva lents  et tr i-  
valents) .  L ' inh ib i t ion  de la gonade contra-lat~rale s la 
suite de Ia t r ansp lan ta t ion  d ' u n  tes t icule  et  la reprise du 
d6veloppement  de cet te  gonade apr6s l ' ab la t ion  du test i-  
cule ava ien t  d6js 6t6 observ~es chez l ' A m b y s t o m e <  Ce 
ph6nom~ne est ell cours d '6tude.  En  effet, la possibilit6 
d 'ut i l i ser  d6sormais des pontes  unisexu6es (mAles ou 
femelles) nous pe rme t  d ' aborder  sur de nouvel les  bases 
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m6thodo log iques  l ' ana lyse  exp6 r imen ta l e  des m6ca-  
n i smes  de la d i f f6 renc ia t ion  sexuel le  des gonades  chez le 
T r i t o n  Pleurodeles waltlii Michah.  

Summary. T h a n k s  to  a m e t h o d  es t ab l i shed  b y  HIJM- 
PHREY 3 in Ambystoma sp. a n d  f ounded  on  t h e  o r t h o t o p i c  
t r a n s p l a n t a t i o n  of t h e  l a te ra l  m e s o d e r m  co r re spond ing  
to  t h e  gonad  p r i m o r d i u m ,  we h a v e  p roduced ,  in  t h e  
S a l a m a n d e r  Pleurodeles walllii Michah. ,  1 female  wh ich  
gives rise un ique ly  to female  ind iv idua ls .  I n  t h i s  species, 
i t  is also possible  to  ob ta in ,  b y  a n  oes t rogen ic  t r e a t m e n t  
du r ing  t he  l a rva l  s tages  of deve lopmen t ,  neo-females ;  
these  are genet ic  males  femin ized  in to  p h e n o t y p i c  a n d  

pe r fec t ly  f u n c t i o n a l  females  a n d  t h e i r  offspr ings  are 
u n i q u e l y  composed  of males  ~. The  ab i l i t y  to  e x p e r i m e n t  
a t  will  w i t h  unisexual ,  ma le  or female,  offspr ings  al lows us 
to  a t t a c k  f rom a new basis,  before  a n y  pe rcep t ib le  gonad ic  
sex d i f fe ren t ia t ion ,  t he  ana lys i s  of t h e  m e c h a n i s m s  of t h i s  
d i f f e r en t i a t i on  in t he  S a l a m a n d e r  Pleurodeles walttii 
Michah.  

A. COLLENOT 

Laboratoire de Biologic animale 7 PCEM, 
Universitd Paris VI, 4, Place Jussieu, 
F-75230 Paris Cedex 05 (France), 23 Fdvrier 7973. 

O b s e r v a t i o n s  on the  Sta in ing  of C e n t r o m e r i c  H e t e r o c h r o m a t i n  w i t h  G i e m s a  

Since t he  obse rva t i on  of PARDUE a n d  GALL 1 of a denser  
s t a in ing  of t he  cen t romer i c  regions w i t h  G iemsa  as a 
resu l t  of t he  e x p e r i m e n t a l  sequence  used to  a n n e a l  
sa te l l i te  D N A  to  mouse  chromosomes ,  t e chn iques  to 
revea l  cen t romer i c  h e t e r o c h r o m a t i n  a f te r  d e n a t u r a t i o n -  
reassoc ia t ion  p rocedures  h a v e  been  developed2,3.  I t  has  
been  sugges ted  t h a t  t h e  G iemsa  s t a in  d e m o n s t r a t e s  
reassoc ia ted  (repet i t ive)  ve rsus  non- reassoc ia ted  D N A  2-s. 
I t  is n o t e w o r t h y  t h a t  G iemsa - s t a ined  regions,  in add i t i on  
to  t he  cen t romer i c  ones  (G bands )  7,s-~~ can  also be  
revea led  b y  o the r  p rocedures  where  a dena tu r ing - reasso -  
c i a t ing  m e c h a n i s m  c a n n o t  poss ib ly  be  i n v o l v e d ~ - ~ 4  Our  
obse r va t i ons  on  in  s i tu  D N A  d e n a t u r a t i o n  and  reasso- 
ciat ion,  as revea led  b y  acr id ine  o range  fluorescence15, are 
also no t  cons i s t en t  w i t h  t he  a s s um ed  in t e rp re t a t i on .  I n  the  
p r e sen t  expe r imen t s ,  t he  m e c h a n i s m  of t he  cen t r i c  
h e t e r o c h r o m a t i n  s t a in ing  b y  Giemsa  is inves t iga ted .  

Material and methods. S t a n d a r d  f l ame-dr ied  p repa ra -  
t ions  of t h y m u s  and  bone  m a r r o w  cells of C 3 H / B A  inb red  
mice and  of l y m p h a t i c  cells of mice  bea r ing  t r ans -  
p l a n t a b l e  l eukemias  were employed.  In  some cases, a 
pos t f i xa t i on  of t he  slides in  4 %  f o r m a l d e h y d e  or 2 .5% 
g l u t a r a l d e h y d e  for 4 -18  h was made.  Slides were t r e a t e d  
w i t h  0 .07N NaOH,  r insed  in r u n n i n g  t a p  water ,  dr ied  a t  
37~ and  s t a ined  e i the r  w i t h  G iemsa  (~ :10 in p h o s p h a t e  
buffer  a t  p H  6.8) for 10-15 rain,  ac r id ine  o range  (AO) or 
b y  t he  Feu lgen  reac t ion .  Some p r e p a r a t i o n s  were t r e a t e d  
w i t h  DNase  (2 m g / m l  in p h o s p h a t e  buffer  a t  p H  6.0) a t  
37~ for  4-5  h, followed or no t  b y  5% t r i ch lo roace t i c  
acid (90~ 15-20 rain) before  s ta in ing.  

Results and discussion. T he  t r e a t m e n t  of mouse  
ch romosomes  w i t h  0 . 0 7 N  N a O H  for 1-2  rain,  w i t h o u t  
f u r t h e r  i n c u b a t i o n s  in  special  condi t ions ,  resu l t s  in a m u c h  
denser  s t a in ing  of t he  cen t r om er i c  regions w i t h  Giemsa,  in  
r e l a t i on  to t he  a r m s  (Figure 1). Ve ry  conspicuous  in te r -  
phase  c h r o m o c e n t e r s  are also obse rved  (Figure  2). Af te r  
a longer  exposure  (4--5 rain),  t he  ch romosomes  p r e s en t  a 
swollen a n d  e m p t y  a p p e a r a n c e  a l t h o u g h  t he  c o n t r a s t  
be tween  cent r ic  regions  a n d  a rms  is e n h a n c e d  ; a va r i ab l e  
p r o p o r t i o n  of m e t a p h a s e s  is severe ly  damaged .  

Nucle i  a n d  ch rom os om es  of p r epa ra t i ons ,  t r e a t e d  
1-2 ra in  w i t h  N a O H  fluoresce green  if stained" w i t h  AO, 
i nd i ca t i ng  a d o u b l e - s t r a n d e d  cond i t ion  of D N A ;  only  a 
few nucle i  a n d  m e t a p h a s e s  show a yel low or r ed -o range  
emission.  No differences in  color or i n t e n s i t y  of f luores-  
cence be tween  cen t romer i c  regions and  a rms  are a p p a r e n t  
(Figure 3). The  Fen lgen  r eac t ion  also fails to  r evea l  a n y  
d i f fe ren t ia l  s t a i n i n g  of the  cen t romer i c  regions  (Figure 4). 
A 12-24 h incubat ion,  ill 2 • SSC a t  65 ~ of slides t r e a t e d  
w i t h  N a O H  (1-2 rain) enhances  t he  i n t e n s i t y  c o n t r a s t  
be tween  cen t r i c  regions  a n d  a rms  in G iemsa - s t a ined  

chromosomes .  I n  these  condi t ions ,  AO does no t  demons -  
t r a t e  a n y  dif ference in color or i n t e n s i t y  of f luorescence 
a long  t he  ch romosomes  in t he  m a j o r i t y  of m e t a p h a s e s ;  
th i s  resu l t  is in  d i s a g r e e m e n t  w i t h  t he  f ind ings  of DE LA 
CHAeELLE et  al. is. R e m a r k a b l y ,  t h e  i n c u b a t i o n  of u n t r e a t e d  
p r e p a r a t i o n s  also resu l t s  in a heav i e r  cen t romer i c  s t a in ing  
w i t h  Giemsa ;  in  some me taphases ,  a b a n d i n g  p a t t e r n  
a long  t he  c h r o m a t i d s  is also not iceable .  

I n  a ldehyde -pos t f ixed  p repa ra t ions ,  t he  exposure  to  
N a O H  leads to  no  cent r ic  d i f f e r en t i a t i on  w i t h  Giemsa,  
t he  ch romosomes  s t a in ing  uni formly ,  w i t h  a n  i n t ens i t y  
equa l  to  t h a t  of con t ro l  slides (not  pos t f ixed  nor  sub jec t ed  
to  NaOH) .  W e  h a v e  p rev ious ly  r epo r t ed  1~ a s imi la r  lack 
of cen t romer i c  d i f f e ren t i a t ion  w i t h  Giemsa  in a ldehyde -  
pos t f ixed  ch romosomes  sub jec t ed  to  h e a t i n g  (a p rocedure  
also used to revea l  con t romer i c  h e t e r o c h r o m a t i n ,  3). 

On the  o the r  h a n d ,  t he  d i f fe ren t ia l  s t a in ing  of the  cent r ic  
regions w i t h  Giemsa  is also pos i t ive  if t h e  N a O H  t r ea t -  
m e n t  is followed b y  DNase  i n c u b a t i o n  (Figure 5). Pro-  
longed s t a in ing  t imes  (up to 4 -6  h) are howeve r  required .  
D N A  e x t r a c t i o n  was con t ro l led  w i t h  AO in s imi la r ly  
t r e a t e d  p repa ra t ions .  

The  p r e sen t  and  p rev ious  15 resul t s  i nd i ca t e  t h a t  t he  
cen t romer i c  d i f f e r en t i a t i on  d e m o n s t r a t e d  b y  t he  Giemsa  
s t a in  a f t e r  exposure  to  h e a t  or a lka l ine  solut ions  is inde-  
p e n d e n t  of t he  s t r a n d e d n e s s  of c h r o m o s o m a l  D N A  as 
revea led  b y  AO. T h a t  t he  t r e a t m e n t  w i t h  N a O H  in t he  
t i m e  l imi t s  s tud ied  does no t  p roduce  a n  u n e q u a l  ex t rac -  
t ion  of D N A  f rom the  a rms  in r e l a t ion  to t he  cen t romer i c  
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