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Animal isat ion  de  l 'oeuf  de  l ' o u r s i n  

Paracentrotus llz, idus par des substances  
polysulfoniques 

Au cours de t r avaux  ant6rieurs 1, nous avons mis en 
6vidence les effets animalisants  des colorants aeides sur 
te d6veloppement  de l'ceuf de l 'oursin Paracen t ro tus  
l iv idus .  Les colorants 6tudi~s appar t icnnent  5. deux s6ries 
chimiques dist inctes:  serie azo~que avec le rouge Congo, 
le bleu et le rouge Trypan  et  d6riv6s du t r iph6nylm6thane 
avec le bleu 5. l 'eau et le bleu de m6thyle. Ces colorants 
pr6sentent en commun des propri6t6s acides li6es 5. la 
pr6sence de groupes sulfoniques. Leurs effets animalisauts 
communs, malgr6 leurs diff6rences de s tructures appa- 
raissent ainsi 6 t roi tement  lids 5. la presence de ces groupes 
sulfoniques. Afin d '6tendre et de pr6ciser cet te  relation 
nous examinons ici des substances dont  la mol6cule porte 
plusieurs groupes sulfoniques. I1 s 'agi t  du chlorazol sky 
blue (Colour index N.518) et  de la Germanine (Bayer 
205). Le chlorazol sky blue appar t ient  au groupe des 
colorants azo~ques et porte 4 groupes sulfoniques par 
molecule. La Germanine est une polyamide de poids mold- 
culaire 61ev6, por tan t  deux groupes te rminaux  acides 
naphtal~nepolysulfoniques.  

Le chlorazol sky blue est trSs soluble dans l 'eau. A la 
concentrat ion Z/~o00, le ry thme  de la division celtulaire 
n 'est  pas modifi6. L'6closion est retard6e. Les embryons  
prfsentent  les caract~res morphologiques de l 'animalisa-  
tion. Ce sont des blastulas sph~riques avec l'6paississe- 
ment  apical tr~s marqu6 s '6 tendant  tr~s largement  
lat6ralement. L 'extens ion consid6rable de la touffe cili6e 
apicale accompagne celle de l '6paississement apical. Les 
cils sont ext r~mement  longs, f lexueux et mobiles. Leur 
activit6 imprime ~ t ' embryon un mouvemen t  de pro- 
pulsion h~lico~dal au tour  de l 'axe animal-v~g6tatif.  
L 'archent6ron est absent, ainsi que les spicules. Un 
groupe de cellules m~senchymateuses, rondes, intens6- 
ment  color6es en bleu, est localis6 au pble v6g6tatif. 

Quelques cellules m~senehymateuses,  de forme 
6toil6e, tapissent  la face interne du blastoe~le. Elles sont 
color6es en bleu pale. Des cellules pigmentaires rondes 
sont dispers6es 6galement contre  les parois du blasto- 
c6le. Les parois ectodermiques sont color6es en mauve.  
Les cultures dans le chlorazol sky blue pr~sentent une 
tr6s grande homog6n6it6, t o u s l e s  embryons 6tant ani- 
malisms au m6me degr6. Compar6e 5. celle des t6moins, 
leur viabilit6 est 61ev6e. Apr6s 48 h, ces embryons ont  
conserv6 leur structure,  et des cils courts tr~s mobiles 
recouvrent  toute  leur surface. Dans quelques cultures, 
les embryons  outre les caract6res morphologiques que 
nous venons de d6crire, se signalent par la pr6senee d 'un  
ou plusieurs peti ts  bourgeons courts, pleins, au pble 
v6g6tatif. Ces bourgeons sont tr6s ne t t ement  color6s en 
bleu et poss6dent souvent ,  inclus dans lent  masse, une 
ou deux cellules pigmentaires.  Dans les solutions plus 
dilu6es, 1/~000 par exemple, les embryons sont radialis~s 
de fa~on caract~rist ique: le lobe pr6oral tr~s large et 
allong6 est bord6 d 'un  ectoderme ~pais garni de longs 
cils. Le champ anal est entour6 d 'une  bande cili~e. 
L 'archent6ron non segment6 occupe une position axiale. 
Les spicules, au nombre de 4 ~ 6 en g6n6ral,.sont ramifi6s 
et forment  une couronne entourant  t 'archent6ron dans 
sa r6gion moyenne.  La radialisation est ~galement 
observde dans les solutions 5. 1/100000. M~me Aces  dilu- 
tions ~lev6es, les effets du colorant sont remarquable-  

1 R. LALLIER, C. r. Soc. biol. 148, 1730 (1954); Exper. Cell Res. 9, 
232 (1955). 

ment  homog~nes, toutes les larves pr6sentant  les m~mes 
caract~res. Le chlorure de l i th ium 5. dose eonvenable 
s 'oppose aux effets animalisants  du chlorazol sky blue. 

La Germanine, utilis6e 5. concentra t ion 1/500 o inhibe Fin- 
vagination, l 'archent6ron reste de pet i te  taille. Ult6rieure- 
ment  celui-ci peut d'ailleurs s '6vaginer  plus ou moins. Ni 
la plaque apicale, ni la touffe cili6e qui  le recouvre ne 
pr6sentent l 'extension caract6rist ique de l 'animalisat ion.  
En solution plus concentrde, 1/1000, 1/500 et  1/100, la Ger- 
manine retarde notablement  l 'dclosion et les larvcs sont 
animalisdes. Ce sont des blastulas sphdriques avec un 
6paississement ectoderlnique apical tr~s agrandi  s 'dten- 
dant  en direction latdrale et recouver t  de longs ells. Les 
caract~res de l 'animalisation sont ddveloppds au maxi-  
mum dans Ies solutions de Germanine 5. z/z0o. L 'archentdron 
manque  dans routes ces larves. Des cellules mdsenchy- 
mateuses rondes sont localisdes au p61e vdgdtatif.  Les 
spicules et les cellules pigmentaires manquent .  Ces cul- 
tures sont tr~s homogbnes, tous les  embryons prdsentant  
le m~me type morphotogique. La viabilitd de ces em- 
bryons, assez faible, est inversement proportionelle 5. la 
concentrat ion de la solution. 

Si l 'on compare les effets du chlorazoI sky blue d 'une  
par t  et  de la Germanine d 'aut re  part,  avec ceux des colo- 
rants prdcddemment dtudids, on remarque que, 5. concen- 
t ra t ion dgale, les effets du chlorazol sky blue sur le dd- 
ve toppement  sont comparables 5. ceux obtenus avec les 
colorants sulfonds de la sdrie azo~que. Les rdsultats ob- 
tenus avec le chlorazol sky blue sont toutefois plus homo- 
g~nes qu 'avec  ces derniers. II est probable que la na ture  
colloidale du bleu t rypan et du rouge Congo en ralentis- 
sant leur pdndtration dans l 'embryon,  diminue leur 
efficacitd. Ces remarques apparaissent encore plus net te-  
ment  dans le cas de la Germanine. Cette substance 
n 'd tant  pas color6e, il n 'est  pas possible de met t re  di- 
rectement  en dvidence sa prdsence dans l ' embryon,  mais 
il est fort probable qu'en solution dilude, la Germanine 
ne puisse pdndtrer 5. l ' intdrieur de l 'embryon.  Ceci n 'ex-  
clut  dvidemment  pas une fixation de la Germanine 5. la 
surface de l 'embryon.  Une dlAve de RUNNSTR6M, WIK- 
LUNDS a montr6 en effet que la Germanine inhibe la fd- 
condation. Cette rdaction impliquerai t  une f ixat ion de 
la Germanine 5. la surface de l'ceuf. Le fait q u ' a u x  con- 
centrations peu dlevdes, la Germanine n 'a i t  acc~s q u ' a u x  
structures superficielles de l'ceuf et de l ' embryon jo int  5. 
la constatat ion que ces faibles concentrat ions ne pro- 
voquent  pas l 'animalisation, pe rmet  de penser que la 
pdndtration de la Germanine tL l ' intdrieur de l ' embryon  
et sa combinaison avec des dldments intracellulaires sont 
ndcessaires pour obtenir l 'animalisat ion des larves. Une 
6tude parall~le por tan t  sur les propridtds animalisantes 
des ions zinc nous a permis d 'dtabl ir  un rapprochement  
entre le mode d 'act ion des ions des mdtaux lourds et les 
colorants sulfoniques et la part icipat ion des groupes 
basiques desprotdines (LALLIER3). Outre laprdsence de ces 
groupes sulfoniques, la nature  du squelet te moldculaire 
intervient  dans l 'act ivi td de ces substances, C'est sans 
doute leur noyau ddrivd du tr iphdnylmdthane,  qui  con- 
fbre leur toxicit6 aux bleus d 'anil ine sulfonds. La tail le 
de la moldcule joue .6galement un r61e important .  Les 
recherches de WILLS 4 ont  mis en dvidence des diffd- 
rences de rdactivit6 vis-5.-vis des protdines et des en- 
zymes, en particulier entre diffdrentes substances mono- 
ou polysulfoniques, selon qu'elles exis tent  5. l 'd tat  d ' ions 
ou de micelles. Ces donndes appliqudes au probl~me de 
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4 E. D. WILLS, Biochem. J, 57, 109 (1954). 
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l ' a n i m a l i s a t i o n  a p p a r a i s s e n t  s u s c e p t i b l e s  d ' e n  6c la i rc i r  
le m 6 c a n i s m e .  

Les  s u b s t a n c e s  ~ g r o u p e m e n t s  s u l f o n i q u e s  p r o v o q u e n t  
4 g a l e m e n t  la r a d i a l i s a t i o n  des  la rves .  GUSTAFSON et  
S)tVnAGEN ~ F o n t  obse rv6e  a v e c  d i f f6 ren t s  d 6 t e r g e n t s .  
N o u s  a v o n s  d ' a u t r e  p a r t  m o n t r 6  que  les c o l o r a n t s  sul-  
f on iques  e x e r g a n t  u n  e f fe t  r a d i a l i s a n t  en  s o l u t i o n s  di lu4es,  
s o n t  de  p u i s s a n t s  a g e n t s  a n i m a l i s a n t s  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  
p lus  61ev6es. C e t t e  r e l a t i o n  s ' o b s e r v e  6 g a l e m e n t  a v e c  
c e r t a i n s  ions  de  m 6 t a u x  lou rds  chez  Paracen tro tus  l i v idus  
(LALLIER*). L a  r a d i a l i s a t i o n  a p p a r a t t  a ins i  c o m m e  u n e  
fo rme  m i n e u r e  de  l ' a n i m a l i s a t i o n .  

R,  LALLIER 

I n s t i t u t  de Biologic Phys i co -ch imique ,  Par i s ,  le 6 mars  
? 956. 

S u m m a r y  

T h e  ef fec ts  of two  c o m p o u n d s  w i t h  su l fon ic  ac id  
g roups ,  ch lo r azo l  s k y  b l u e  a n d  G e r m a n i n  ( B a y e r  205), 
a r e  b e i n g  s t u d i e d  o n  t h e  d e v e l o p i n g  egg of t h e  s ea  u r c h i n ,  
Paracen tro tus  l iv idus .  T h e  c h l o r a z o l  s k y  b l u e  (t/5000) is 
a v e r y  e f fec t ive  a n i m a l i z i n g  a g e n t .  I n  d i l u t e  s o l u t i o n s ,  
(1/~5000 a n d  ~/100000), i t  i n d u c e s  t h e  d e v e l o p m e n t  of r a d i a l  
l a rvae .  T h e  l i t h i u m  ch lo r ide  c o u n t e r a c t s  t h e  a n i m a l i z i n g  
e f fec ts  of ch lo r azo l  s k y  b lue .  T h e  G e r m a n i n  h a s  a n  an i -  
m a l i z i n g  ef fec t  o n l y  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  p e n e -  
t r a t i o n  of t h e s e  a g e n t s  a p p e a r s  e s sen t i a l  for  t h e  a n i m a l i z a -  
t i on .  T h e  r e a c t i o n  of  t h e  su l fon ic  ac id  g r o u p s  w i t h  t h e  
bas ic  g r o u p s  of  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s  a p p e a r s  to  b e  
c o n c e r n e d  w i t h  t h e  a n i m a l i z i n g  effect .  T h e  r e s u l t s  of 
t h e s e  e x p e r i m e n t s  a re  d i scussed  in  r e l a t i o n  t o  t h e  an i -  
r e a l i z ing  ef fec ts  of v a r i o u s  s u l f o n a t e d  dyes  a n d  z inc  ions,  

s T. GUSTAFSON et R. SXVUAGEN, Ark. Zool. 42 A, N ° 10, 1-6 
(19~o). 

s R. L~,I.Lt~R, Arch. Biol. 66, 75 (1955). 

faces  of t h e  p l a n t  were  t r e a t e d  w i t h  a u x i n  p a s t e  5. T h i s  
t r e a t m e n t  b r o u g h t  a b o u t  a n  i nc r ea se  in sex  t e n d e n c y .  

D a t a  a c c u m u l a t e d  in o u r  l a b o r a t o r y  s show,  t h a t  t h e  
n u m b e r  of nodes  p r e c e d i n g  t h e  f i r s t  p i s t i l l a t e  f lower  on  
t h e  m a i n  axis  of a c u c u m b e r  p l a n t  is a good  i n d i c a t o r  of 
sex  t e n d e n c y .  I n d e e d ,  node n u m b e r  is less v a r i a b l e  t h a n  
t h e  p i s t i l l a t e / s t a m i n a t e  ra t io ,  u sed  p r e v i o u s l y  b y  o t h e r  
w o r k e r s  t o  d e n o t e  sex  express ion .  F u r t h e r m o r e ,  wh i l e  
t h e  l a t t e r  is o b t a i n e d  b y  c o u n t i n g  n u m e r o u s  f lowers  o n  
e a c h  p l a n t ,  q u i t e  a t i m e - c o n s u m i n g  p r o c e d u r e ,  n o d e  
n u m b e r  c a n  b e  d e t e r m i n e d  in  a few seconds .  T h e  ef fec t  
of seed t r e a t m e n t  on  sex  t e n d e n c y  in c u c u m b e r s  was  
t h e r e f o r e  s t u d i e d  b y  fo l lowing  t h e  c h a n g e  in  n o d e  
n u m b e r .  T h e  s u b j e c t  of t h e  p r e s e n t  p a p e r  wil l  b e  con-  
f ined  t o  t h e  e f fec t  of  seed  t r e a t m e n t  u p o n  n o d e  n u m b e r .  
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  n o d e  n u m b e r  a n d  s ex  exp res -  
s ion wil l  b e  d i scussed  in  d e t a i l  e l sewhere  a. 

T h e  T a b l e  shows  t h e  r e s u l t s  of a n  e x p e r i m e n t  con-  
d u c t e d  in 1954. T w o  v a r i e t i e s  of c u c u m b e r s  were  u sed :  
Y o r k s t a t e  a n d  B e l t - A l p h a .  S a m p l e s  of seed,  s o a k e d  in 
v a r i o u s  s o l u t i o n s  of n a p h t h a l e n e a c e t i c  ac id  (NAA),  r a n g -  
ing  in  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  0.001 t o  1-0 p p m ,  were  p l a c e d  
u n d e r  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  for  18 h,  t h e y  were  t h e n  
m a i n t a i n e d  a t  3°C for  3 d a y s  a n d  p l a n t e d  in  t h e  o p e n  
field. D u r i n g  t h e  b l o o m i n g  per iod ,  t h e  m e a n  n o d e  n u m -  
b e r  to  t h e  f i r s t  p i s t i l l a t e  f lower  was  c a l c u l a t e d  o n  t h e  
bas i s  of 10 p l a n t s  p e r  t r e a t m e n t .  T h e  d a t a  show t h a t  
cold  t r e a t m e n t  a l o n e  is e f fec t ive  in r e d u c i n g  t h e  n o d e  
n u m b e r  of t h e  v a r i e t y  Y o r k s t a t e ,  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
so in  t h e  case  of t h e  v a r i e t y  B e l t - A l p h a .  T h e  0.1 p p m  
N A A  s o l u t i o n  h a s  t h e  m o s t  p r o n o u n c e d  ef fec t  o n  n o d e  
n u m b e r  in  b o t h  va r i e t i e s ,  whi le  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a -  
t i o n  of N A A  (1,0 p p m )  d e l a y e d  t h e  a p p e a r a n c e  of t h e  
f i r s t  p i s t i l l a t e  f lower.  

I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  c h e m i c a l  t r e a t m e n t  
a lone ,  a p p l i e d  i n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t ,  h a d  n o  e f fec t  on  
n o d e  n u m b e r .  

A d d i t i o n a l  t e s t s ,  c a r r i e d  o u t  in  1955, c o n f i r m e d  es- 
s e n t i a l l y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  p r e v i o u s  year .  
I n d o l e a c e t i c  ac id  ( IAA) w h i c h  was  i n c l u d e d  in  t h e s e  
t r i a l s  p r o d u c e d  a n  ef fec t  s i m i l a r  to ,  b u t  less p r o n o u n c e d  
t h a n  NAA.  

E f f e c t  o f  S e e d  T r e a t m e n t  
o n  S e x  E x p r e s s i o n  i n  t h e  C u c u m b e r  

I n v e s t i g a t i o n s  c o n d u c t e d  b y  v a r i o u s  a u t h o r s ,  as  re-  
v i e w e d  b y  LEOPOLD ~ s h o w e d  t h a t  t r e a t m e n t  of seeds  
w i t h  p l a n t  g r o w t h  s u b s t a n c e s ,  w h e t h e r  fo l lowed b y  
v e r n a l i z a t i o n  o r  no t ,  r e s u l t e d  in  ea r l i e r  f l ower ing  in  a 
n u m b e r  of p l a n t  species.  I n  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  ~ o n l y  

_plant  g r o w t h  s u b s t a n c e s  were  u t i l ized ,  wh i l e  in  l a t e r  ex-  
p e r i m e n t s  a t h e  c o m b i n e d  ef fec t  of a u x i n  a n d  cold t r e a t -  
m e n t ,  a case  of " c h e m i c a l  v e r n a l i z a t i o n " ,  was  i nves t i -  
ga ted .  C h e m i c a l  v e r n a l i z a t i o n  p r o v e d  e f f ec t ive  in  peas ,  
as  wel l  as  in  o t h e r  p l a n t s .  

I n  a t t e m p t s  t o  c h a n g e  t h e  " s e x  t e n d e n c y  "a  , i.e., t h e  
r a t i o  b e t w e e n  p i s t i l l a t e  a n d  s t a m i f i a t e  f lowers  of a g i v e n  
i nd iv idua l ,  in  t h e  c u c u m b e r ,  a m o n o e c i o u s  species,  t h e  
pe t io les  of t h e  lower  l eaves  were  c u t  a n d  t h e  c u t  sur-  

1 A. C. LEOPOLD, Auxins and Plant Growth (University of Cali- 
fornia Press, t955). 

2 p. S. TAN~ and S. W. Loo, Amer. J. Bot. 27, 885 (1940). 
a A. C. LEOPOLD and F. S. GUERNSEY, Amer. J. bot. 41, 181 

(1954). 
a o. SHIva*ss, Genetics, 1956 (in press). 
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The effect of chemical vernalization on the occurrence of the 
first female flower on the main axis of Cucumissativus L. (var.Packer). 
Control a: without cold treatment; control b: with cold treatment; 
Smooth line: NAA; broken line: MH; (LSD at 5% level = 1.04; 

at 1% level = 1.41). 
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