[15. IX. 1948)

Les effets d’un choc thermique
sur la morphogénése des ceufs de Batraciens

Les effets de températures «supramaximales» sur le
développement des occufs de Batraciens ont été étudiés
par LATINIK! ¢t par HoADLEY?: celui-ci a cultivé les
ceufs de fagon prolongée & 30,2, tandis que LATINIK a re-
cherché le temps nécessaire, aux différents stades, pour
obtenir un pourcentage élevé d’anomalies. Dans les deux
cas, il a été constaté que la résistance des ceufs a la
chaleur s’accroit 4 mesure que leur développement pro-
gresse. Les anomalies obtenues par HoADLEY sont fort
intéressantes, parce qu’elles portent surtout sur 1'organi-
sateur (absence de la chorde, microcéphalie}). LEHMANNS
a émis récemment I’hypothése que le chauffage &
hautes températures atteindrait plus particulidrement
les «plastes», c’est-A-dire les granules ribonucléopro-
téiques anxquels nous avons attribué précédemment un
role important dans la morphogénése¢ et dont CLAUDE?
a établi la thermolabilité.

Cette hypdthése de LEHMANN a, acquis un intérét nou-
veau a la suite des belles recherches de SONNEBORNS
établissant qu’il est possible- d’inactiver par un choc
thermique le facteur x des Paramécies; ce facteur serait,
selon SONNEBORN, un plasmagéne de nature nucléopro-
téique. Sides plasmagénes comparables 2 » interviennent
dans la morphogénése, ainsi que PoULsON? et nous-
méme? I'avons suggéré, il faut s’attendre & ce qu'un choc
thermique de bréve durée (1 heure) & une température
convenable arréte complétement le développement, sans
toutefois tuer immédiatement 'embryon.

Des essais dans ce sens ont donc été effectués sur des
ceufs de Rana pipens, Rana fusca et Amblystoma mexica-
num, principalement aux stades blastula et gastrula;
sans entrer dans le détail de ces expériences, disons que
nous avons pu confirmer le fait que la résistance des
ceufs aux températures supramaximales s’accroit 2
mesure que le développement progresse. En choisissant
une température appropriée (de 'ordre de 36 & 37° sui-
vant les espéces), tout développement peut étre bloqué
aup stade gastrula, sans que la cytolyse ne se manifeste
avant 2 4 3 jours. Cette température critique est assez
constante pour une espéce et un stade donnés; elle est
trés proche (4 0,2 ou 0,3° pres) de celle ou le chauffage
provoque un début de cytolyse. 5i le choc thermigue
s’effectue & une température un peu inférieure 4 celle
qui cause le blocage irréversible, on assiste en général
a un arrét eu a un ralentissement considérable de la mor-
phogénése; mais le développement ne tarde pas a re-
prendre, pour donner des embryons hypomorphes dont
I’aspect extérieur rappelle fortement ceux qui ont été
décrits par HoaprLEy. L’étude microscopique de ces em-
bryons anormaux n’a pas encore été faite.

Nous avons suggéré récemment® la possibilité que le
blocage du développement, qui se produit au stade jeune
gastrula dans les combinaisons hybrides létales de Ba-
traciens, pourrait étre di & une incapacité pour le noyan
de synthétiser des granules ribonucléoprotéiques. On
sait, par les travaux de 1’école de BALTZER®, par ceux de
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MooRre?! et par les notres? que le développement de ces
hybrides bloqués reprend, si on en transplante un frag-
ment dans une gastrula normale, méme d’espéce dif-
férente.

Il y avait dés lors lieu d’examiner la fagon dont se
comporteraient des fragments de gastrulas soumises au
choc thermique, de maniére & arréter leur développe-
ment, lorsqu’on les implante dans une gastrula saine.
L’opération a consisté dans une greffe inhiablastocélienne
de la lévre dorsale du blastopore d’une gastrula bloquée
par chauffage; le greffon provenait de jeunes gastrulas
de Rana fusca, placées pendant une heure a 36,3°, tandis
que I'hote était une gastrula normale d’Axolotl. Les
gastrulas chauffées et non opérées qui servaient de té-
mojns ne s¢ sont jamais développées et I'examen micros-
copique a confirmé qu’ils n’étaient le sidge d’ancune
morphogénése. Quant aux embryons grefiés, ils ont pré-
senté une belle induction neurale dans 15 cas sur 18;
simultanément, le greffon s’était différencié de maniére
plus ou moins parfaite pour donner naissance & de la
chorde, des somites ou du matériel pronéphritique,

Les résultats de ces expériences sont donc entiérement
identiques & ceux que nous avions obtenus précédem-
ment dans le cas des hybrides létaux entre Anoures, 11
est intéressant de noter encore que, dans les deux cas, la
synthése de I'acide ribonucléique cesse dans les gastrulas
bloquées et qu’elle reprend dans les greffons lorsque ceux-
ci reprennent leur développement.

Bien que l'acide ribonucléique soit un constituant
caractéristique des granules qu'on a voulu identifier a
des plasmageénes, il serait prématuré de vouloir conclure
de ces expériences que ce sont ces particules gui ont été
touchées électivement par le chauffage; d’autre hypo-
théses, une dénaturation des protéines par exemple,
peuvent aussi rendre compte des faits. Quoiqu'il en soit,
le choc thermique constitue une méthode commode et
siire pour bloquer la morphogénése en inactivant des
systémes indispensables A la bonne marche de celle-ci.
Un facteur diffusible de cellule & cellule permet au dé-
veloppement de se remettre en marche; une étude bio-
chimique de ces embryons bloqués permettra peut-8tre

d’élucider la nature de ce facteur, J. BRACHET

Laboratoire de morphologie animale, Faculté des
sciences de I'Université libre de Bruxelles, le 31 mai 1948,

Summary

If amphibian gastrulze are heated at 36 to 37°C for one
hour, their development is blocked irreversibly; if, how-
ever, the dorsal lip is removed from these blocked gas-
trulee and implanted in a normal gastrula, its develop-
ment is resumed and the host is the site of a neural in-
duction.
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Cortical Changes Accompanying Maturation
in Sea-Urchin Egg

As early as 1923 RunnsTrOM? stated, by observation
with dark-field illumination, that the cortical layer of
sea-urchin oocytes undergoes a colour change during
maturation. The silver-white colour of the cortical layer
of the full-grown oocyte of Psammechinus microtuber-

1 J. RuxnsTtrOM, Acta Zool. 4, 285 (1923).



354

culatus indeed turns to yellow and to orange-yellow
during maturation. Colour changes were ascribed mainly
to changes in the conditions of the cortical lipids. Runn-
STROM observed, however?, that ‘“die Farbenverinde-
rung der Eioberfliche bei der Reifung nicht an ein be-
sonderes Stadium gebunden ist, sondern daB die Ver-
dnderung alilméhlich vor sich geht’” and that ““ die Aui-
l6sung des groBen Keimbldschens der Oozyte erster Ord-
nung nicht die unmittelbare Ursache der Farbenverinde-
rung ist”’. RUNNsTROM and MoNNE have more recently?
taken up the question again of the protoplasmic changes
taking place in the egg of Psammechinus mil. from the
Swedish west coast during maturation, They observed
in particular that the cortical birefringence, which is
typical of the mature unfertilized egg, is already present
in the oocyte. No change can be noted in it during
maturation. On the other hand MoNroY and MoNRrROY
Oppo?® were unable to find any cortical birefringence in
the oocytes of sea-urchins from the Gulf of Naples. They
observed that birefringence appears in the course of
maturation. The question seemed therefore worth in-
vestigating more thoroughly especially in connection
with Mo~xrov’s?t and MoNROY and MONTALENTI'S ob-
servations® on the cortical changes taking place in the
egg at fertilization.

The investigations carried out during several breeding
seasons in Naples will be briefly summarized here.

Oocytes of Psammechinus microtuberculatus, Pavacen-
trotus lividus, Sphaevechinus granularis, and Arbacia
lixula, when observed in polarized light do not exhibit,
as a rule, any cortical birefringence. In some oocytes,
however, a very faint cortical birefringence is evident.
The birefringent layer has in such cases a greyish or
silver-white interference colour. The sign of the birefring-
ence is positive with respect to the radius. Moreover,
even in oocytes in which the cortical layer is isotropic
under ordinary conditions of observation, a cortical bire-
fringence can be demonstrated on using a rotating mica-
compensator.

Oocytes transferred into hypertonic sea-water (20 ml
s.w. -+ 6 ml NaCl 2-5 N) undergo a plasmolysis which
has been thoroughly studied by RunNsTR6M and MONNES,
As described by these investigators, oocytes plasmolyse
with a smooth surface whereas mature unfertilized eggs
plasmolyse with a wrinkled surface. As plasmolysis pro-
ceeds, a distinct positive cortical birefringence with
polarization cross appears on the oocytes. At first the
interference colour of the birefringent layer is silver-
white and turns gradually to yellow and orange-yellow.
However, after reaching a certain degree of plasmolytical
contraction, the surface of the oocytes begins to exhibit
wrinkles and the polarization cross is no longer visible.
The whole surface is now-bright, especially along the
contour of the oocyte. The same phenomena have been
observed even in the smallest oocytes.

Oocytes fixed in 20% trichloroacetic acid and ob-
served in polarized light show a distinct positive cortical
birefringence with polarization cross, becausé¢ of the con-
traction induced by fixation. If fixation is followed by
dehydration, treatment with xylol for several hours and
lastly retransferring into alcohol, the cortical birefring-
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Fig. 1. — Psammechinus microtuberculatus. Oocyte in hypertonic sea-
water: smooth plasmolysis. Note the folding of the nuclear membrane.
370 x.

Fig. 2. — The same oocyte in polatized light showing a distinct cortical

birefringence with polarization cross. 370 x.

»

Fig. 3. — Paracentrotus lividus. Ashed oocyte. In the cytoplasm ashes
are uniformously distributed. 700 x.
Fig. 4. — Paracentrotus lividus. Ashed mature unfertilized egg. Dis-
tinct accumulation of ashes in the cortical layer. 700 x.

ence appears as very faint and the sign has now turned to
the negative. The extraction of lipids thus has caused the
birefringence of the protein leaflets to become evident.

In oocytes left for some hours at room temperature,
the maturation processes are initiated. In some specimens
the appearance of a polarization cross roughly coincides
with the breaking down of the germinal vesicle. In other
cases that does not occur before the first polar body has
been extruded. As in the case of plasmolysing ococytes,
the interference colour of the birefringent cortical layer
is at first silver-white. Little by little, in the course of
some hours, it turns to yellow and eventually to the
orange-yellow colour typical of the ripe egg. The process
is completed only some time after the 2nd polar body has
been extruded. The non-strict coincidence of the cortical
with the nuclear changes is on the same line as the above
referred observations by RunNsTRGM!. Moreover RUNN-
sTROM has observed recently? that eggs are able to form
a normal fertilization membrane only some time after
the second maturation division.

The above referred observations show that the main
constituents of the cortical layer of sea-urchin egg, i.c.
protein and lipids (OHmMAN3, MoNrov?), are already
present in the cortical layer of the oocyte. The absence
of a birefringence, however, can depend either on the not
yet established micellar orientation or on the too broad
intermicellar spaces or on both. Progressive orientation
and narrowing of the intermicellar spaces should take
place during maturation. It is also likely that some new
component enters the cortical layer during maturation.
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It must be remembered indeed that RUNNSTROM ef al.}
have shown that the so-called *‘cortical granules’ ap-
pear in the cortical layer only after maturation has been
completed. WiIcKLUND? has failed to find any granules of
alkaline phosphatase in the cytoplasm of sea-urchin
oocytes. In mature unfertilized eggs granules appear
which are located in the cortical layer. It is not certain
whether these granules can be identified with the “cor-
tical granules”. On the other hand I have found that in
sections of oocytes, ashed according to PoLICARD, ashes
are uniformously distributed throughout the whole cyto-
plasm, whereas in mature eggs they are clearly more
accumulated in the cortical layer. It is evident that the
accumulation of bivalent cations in the cortical layer
may increase the mutual attraction among molecules,
thus narrowing the intermolecular spaces.

The changes which the cortical layer of sea-urchin
oocytes undergoes during maturation are, so to speak,
the reverse of those observed at fertilization. Runx-
sTROM indeed observed long ago?® a colour change of the
cortical layer at fertilization (observations with dark-
field illumination) from orange-yellow to silver-white,
i.e. the reverse of the one that takes place during
maturation. In sea-urchin eggs of the Gulf of Naples,
Mownrov* and MoNROY and MoONTALENTI® observed that
the cortical birefringence disappears at fertilization. That
was explained as a result of a disarrangement in the sub-
microscopic structure of the lipo-protein cortical com-
plex. The loss of bivalent cations which occurs at fertiliz-
ation (OrstrRéM and Orstr6M®, MoNROY ODDO?) may
play a role in this process.

The cortical birefringence seems to be, therefore, the
expression of a submicroscopic structure which is bound
to the ripeness, i.e. to the fertilizability of the egg.

It is interesting to note that all these cortical phenom-
ena occurring during maturation and fertilization in
sea-urchin eggs from Naples, do not occur in the eggs of
the Swedish west coast, as described by RUNNSTROM et al.®
and as the present author was able to confirm during a
stay at the Zoological Station Kristineberg, Sweden. The
significance of these differences would be worth in-
vestigating.

The author wishes to express his indebtedness to Prof.
J. RunNsTROM for suggestions and advice. A Monroy

The Zoological Station of Naples, May 27, 1948,

Zusammenfassung

Die Kortikalschicht der Seeigeloozyten ist isotrop.
Eine kortikale positive Doppelbrechung wird erst wih-
rend der Reifung sichtbar. Am Anfang ist sie ganz
schwach; der normale Zustand ist nach der zweiten Rei-
fungsteilung erreicht. Die kortikale Doppelbrechung er-
scheint aber auch in den Oozyten durch Plasmolyse.
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Fettsiuren aus dehydratisiertem Rizinusél
mit sog. Vitamin-F-Wirkung

Bei der Verseifung von dehydratisiertern Rizinusol er-
geben sich Gemische von Fettsiuren, welche zur Haupt-
sache aus 9,11- und 9, 12-Linolsdure bestehen. Mengen-
maBig iiberwiegt die Sdure mit konjugierten Doppelbin-
dungen. Moglicherweise sind auch noch strukturisomere
Linolsiuren mit anderer Lage der Doppelbindungen in
dem aus der Dehydratisierung erhaltenen Fettsiurege-
misch enthalten, in welchem naturgemifB auch die iibri-
gen im Rizinusol enthaltenen Fettsiuren, wie Stearin-
sdure, Olsdure, usw. vertreten sind. Uber die geometri-
schen Isomerieverhiltnisse dieser Linolsduren ist nichts
Niaheres bekannt.

Die aus dem dehydratisierten Rizinus6l gewonnenen
Fettsduren bzw. die Linolsduren, zeigten im Tierversuch,
durchgefithrt vom Schweizerischen Vitamininstitut in
Basel, sog. Vitamin-F-Wirkung.

Das gepriifte Priparat stammte aus dehydratisiertem
Rizinus6l Marke «Dienol» (konz. Schwefelsdure als De-
hydratisierungskatalysator) und besal folgende Daten:

Kp.o,2 187-188,5°C,
ngy = 1,4739

Saurezahl: ber. 201,5 gef. 200,0
Jodzahl: gef. 155,0
Molekulargewicht: ber. 280,3 gef. 285,0
aktive Wasserstoffatome: ber. 0,369 gef. 0,369

CH-Bestimmung: C,gHz,0, ber, C: 77,07% H: 11,519,
gef. C: 76,419, H: 11,809,
UV-Spektrum: Hauptbande bei 2300 A; log e = 4,20
Nebenbande bei 2700 A; loge = 2,25

Die Bestimmung der Mikrohydrierzahl ergab keine
Aufnahme von Wasserstoff. Moglicherweise wird die ka-
talytische Hydrierung durch Spuren von Schwefel ver-
hindert, welche wihrend der Dehydratisierung durch
Reduktion des Schwefelsdurekatalysators entstanden
sind,

Die Priifung auf sog. Vitamin-F-Wirkung ergab fol-
gende Werte:
perorale Applikation: 1 g entspricht 358 mg Linolsdure;
perkutane Applikation: 1 g entspricht 270 mg Linolsiure.

A. C. MuHRr

Wissenschaftliches Laboratorium der Ol- und Chemie-
Werk-AG., Hausen bei Brugg, den 2. Juni 1948.

Summary
The fatty acids from dehydrated castor oil, mainly
consisting of 9,11- and 9,12-linoleic acid, show in
biological tests vitamin effects similar to those of the
so-called essential fatty acids.

Dosage de la streptomycine par la méthode des
dilutions appliquée a Klebsiella pneumonie N, 41
en milieu synthétique de Monod
Observation préliminaive

Souche et technique. Klebsiella pneumonie N° 41, pro-
venant dela N.C.T.C!, conservée sur gélose, souche haute-

ment gualifiée pour le dosage de la streptomycine?. Tech-
nique des dilutions classique: on ajoute au milieu des

1 N,C.T.C. National Collection of Type Cultures. Londres.
2 E. ALTURE-WERBER ¢t L. Loewg, Proc. Soc. exp. Biol. Med.,
63, 277 (1946).



