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Analyse exp6rimentale de la diff6renciadon embryonnaire 
chez les 6chinodermes 

Par  R. LALLIER* 

Les t ravaux de H E R B S T ,  HORSTADIUS,  L INDAHL et 
RUNNSTR6M notamment ont montr6 la possibilit6 de 
modifier exp6rimentalement le d6veloppement em- 
bryonnaire de l'oursin. Le d6veloppement normal d& 
pend de l'6quilibre entre les tendances 5. la diff6rencia- 
tion ectodermique d'une part  et entom6sodermique 
d'autre part. La perturbation de cet ~quilibre par des 
traitements appropri~s entralne des changements mor- 
phologiques consid6rables (fig. 1). Deux termes ont 6t6 
cr66s pour repr6senter ces ph6nom6nes. La v6g6tativi- 
sation (ou v6g~talisation) exprime la pr6dominance de 
la diff6renciation des structures entom6sodermiques ou 
v6g6tatives. L'animalisation exprime la pr6dominance 
de la diff6renciation des structures ectodermiques ou 
animales. 

V~g~tativisation et animalisation sont obtenues soit 
par des m6thodes op6ratoires (isolements et recombi- 
naisons de blastom~res), HbRSTADIOS 1, soit par l'ac- 
tion de certains agents chimiques. Depuis les recherches 
de HERBST sur les effets v6g6tativisants du lithium, un 
grand nombre de t ravaux ont 6t6 consacr6s A l'6tude 
tant morphologique que physiologique de ce ph6no- 
m~ne, et leurs r~sultats ont fait l 'objet de revues d& 
t a i l l 6 e s ,  H b R S T A D I U S  2, RANZI  3, GUSTAFSON 4. 

L'6tude physiologique de l'animalisation est moins 
avanc6e que celle de la v6g6tativisation. Cela r6sulte en 
partie des difficult6s rencontr6es pour obtenir l'animali- 
sation suffisamment forte et r6guli6re d'un grand hom- 
bre de larves. Ces difficult6s ont 6t6 lev6es r6cemment 
par l'emploi de nouvelles m6thodes d'animalisation ~. 
Nous consacrerons cet expos~ A l'~tude de l'animalisa- 
tion. 

Dans les larves animalis6es, la pr6dominance des 
structures ectodermiques sur les structures entom6so- 
dermiques s'exprime ~ des degr6s diff6rents, selon l'in- 
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tensit6 de l'animalisation. Lorsque l'aflimalisation est 
tr~s forte la touffe cili6e apicale recouvre jusqu'aux 
trois quarts de la surface de la blastula. L'6paississe- 
ment de l'ectoderme apical est tr~s accentu6 et s'6tend 
lat6ratement. L'archent6ron n'est pas form6 (fig. 1 a). 
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Fig, 1. Representation seh~matique d 'emhryon d 'oursin normal,  
animalis~ et v6g6tativis~. 

a embryon animalis6. - b gastrula normale. - ¢ embryon 
v~@tativis& 

ect, ectoderme. - ent. entoderme. - rues. m6senehyme. - sp. spicules. 

Dans les larves plus ~g6es le rev6tement ciliaire est 
form6 de cils courts tr~s mobiles, recouvrant toute la 
surface de la blastula. L'extension de la touffe cili6e 
apicale donne une indication sur l'intensit6 de l 'anima- 
lisation 1. Dans les larves moins animalis6es, il se diff6- 
rencie un champ cili6 ou une bande citi6e entourant  le 
champ oral. La bouche n'est pas form6e, ni l 'archen- 
t6ron. Ce dernier ne se diff~rencie que dans les larves 
faiblement animalis6es. Nous signalerons enfin que de 
nombreux agents animalisants induisent Ie d6veloppe- 
ment de formes larvaires ~ sym6trie radiale (fig. 2). 
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Fig. 2. Rcpr6sentation seh6matique d 'embryon d'oursin ~t sym6trie 
radiale 

L. po. lobe pr6oral. - b. bouche. - i. intestin. - sp. spicules. 
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Les mdthodes chimiques d'animalisation font appel 
des substances tr~s vari~es. 

L'animalisation a 6td obtenue avec le sulfocyanure 6,7. 
Les effets de ee sel sont diffdrents selon qu'il agit avant  
ou apr~s la fdcondation. Avant  la fdcondation les effets 
sont animalisants; apr~s la fdcondation s 'y  ajoutent des 
effets inhibiteurs. L'animalisation par  le sulfocyanure 
est tr~s irrdguli~re. Elle varie selon les pontes et les em- 
bryons d 'une m~me ponte prdsentent des diffdrences 
souvent consid6rables. Ce phdnom~ne serait lid ~ des 
diffdrences de solubilit6 des protdines 8. Le lithium rd- 
duit les effets du sutfocyanure v tandis que le potas- 
sium les renforce ~. L'iodure de sodium est dgalement 
animalisant ~ ainsi que le perchlorate ,0 et le persulfate 
de sodium n. Les effets du persulfate sont supprimds 
en prdsence d 'une concentration suffisante de chlorure 
de lithium. 

La suppression de certains ions de l 'eau de mer, tels 
que les ions sulfate ~z ou potassium 1~ provoque l 'anima- 
lisation. Le matdriel entomdsodermique serait plus sen- 
sible que le matdriel ectodermique ~ l 'absence de ces 
ions. 

Des enzymes protdolytiques sont animalisants. La 
trypsine14, ~ animalise les ceufs entiers tandis que la 
ficine 1~ renforce l 'animalisation des moitids animales 
isoldes. 

L 'animalisat ion a 6td obtenue avec les sels biliaires 1% 
Des ddtergents anioniques induisent le ddveloppement 
de formes larvaires tt symdtrie radiale ~7. 

L 'act ion de substances participant au mdtabolisme 
normal et de certains antimdtabolites a dtd ~tudide par 
les embryologistes suddois. En gdndral !es effcts de ces 
substances sont examinds sur des moitids animales iso- 
Ides, cette mdthode permet tant  de mettre  plus aisd- 
ment  en dvidence que sur l 'muf entier de petites ddvia- 
tions dn ddveloppement en direction animale ~s. Les 
effets animalisants sont gdndralement peu prononc~s 
sur les oeufs entiers. 

Les substances utilisdes sont des produits du mdta- 
bolisme intermddiaire des glucides ou des protdines. 
Aux premiers appart iennent  le pyruvate  de sodium 1~ 
le propanediol phosphate, l 'acide phosphogluconique 
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et l 'acide lactique ~°. Tous se sont montrds animali- 
sants. La glutamine, qui intervient au cours du m6ta- 
bolisme prot6ique, s'est dgalement montrde animali- 
sante is. En constraste la plupart  des acides aminds sont 
vdgdtativisants ou d@ourvus d'effets morphog6n6- 
tiques is. 

Plusieurs antimdtabolites ont 6t6 6tudids. Le ddve- 
loppement de formes larvaires ~ sym~trie radicle a dr6 
obtenu avec la 8-chloroxanthine et l 'acide fi-phdnyl- 
lactique ~a. Une ldg~re animalisation a en outre dt6 ob- 
servde avec la 8-chloroxanthine. Ces substances inter- 
f~rent respectivement avec le mdtabolisme des purines 
et de la phfinylalanine. Un analogue de la niacine, l'a- 
cide pyridine-3-sulfonique, et un analogue de l'acide 
ascorbique, l 'acide glucoascorbique, sont animalisants 2~ 
ainsi que le 2-thio-5-mdthyt-cytosine, analogue de la 
cytosine 23. Les effets animalisants de ces substances 
prdsentent d'ailleurs certaines irrdgularitds. C'est ainsi 
que la 8-chloroxanthine accentue les effets vdg6tativi- 
sants du lithium tandis qu 'un analogue de la niacine, 
l 'acide ~-picolinique, se montre  vdgdtativisant. Dans 
ces conditions il apparMt" douteux que les propridtds 
antimdtabolites de ces substances puissent ~tre tenues 
pour responsables des effets animalisants et l 'interven- 
tion d 'autres  propridt6s doit 8tre considdrde 22. 

L'animalisation a pu ~tre obtenue A l 'aide de diffd- 
rentes substances capables d'interfdrer avec les rdac- 
tions d'oxydo-rdduction. La pyocyanine pigment bleu 
extrait  de B. pyocyaneus, favorise l 'animalisation des 
larves ~*. La thionine et le bleu de mdthyl~ne se mon- 
trent  dgalement animalisants, bien que leurs effets 
soient assez faibles et irr6guliers 25, 2,. Sous sa forme 
oxydde, l 'acide e-lipoique est animalisant, la forme rd- 
duite l 'dtant beaueoup moins2L 

L'acide thiomalique (COOH-CH2-CHSH-COOH) 
sous forme de sel de sodium animalise fortement les 
0eufs entiers 9, as. La pr6sence d 'un groupe thiol conffire 
{t cette substance des propridtds rdductrices. L'oxyda- 
tion du groupe sulfhydrile entraine la perte de l'activit6 
animalisante ~% D'autres  substances porteuses de un ou 
deux groupes thiols, tels que l'acide mercaptoacdtique, 
la fl-mercaptodthylamine et le dimercaptopropanol 
sont d6pourvues d'activit6 animalisante 29. Les effets 
animalisants de Pacide thiomalique ne sont pas sup- 
primds par  le lithium; ils sont renforcds par les ions po- 
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tassium*L La suppression des effets animalisants de 
l 'acide thiomalique en pr6sence de glutathion a 6t6 si- 
gnal6e r6cemment et interpr6tde comme rdsultant d'une 
comp6tition entre ces deux substances 3°. Nous signa- 
lerons toutefois que l'acide ophtalmique r6cemment isol6 
et synth6tis6 par WALEY 31 et dont la formule est ana- 
logue ~ celle du glutathion ne s'est pas montr6 anima- 
lisant ehez Paracentrotus lfvidus ~ la concentration 
M/100 s~. 

L'acide o-iodosobenzoique, un agent oxydant  les 
groupes sulfhydriles, influence fortement le d6veloppe- 
merit en direction animale ~, a~. Par  contre d 'autres  
agents oxydants  ces groupes, tels que le p6riodate, 1%- 
date et le ferricyanure sont ddpourvus d'effets anima- 
lisants. I1 en est de m~me avec une substance formant 
des mercaptides avec tes groupes sulfhydriles, l 'acide 
p-chloromercuribenzoique n 

Nous avons expos6 r6cemment deux nouvelles m6- 
thodes d'animatisation s. Elles sont bas6es sur les pro- 
pri6t6s des ions zinc et de d6riv6s polycycliques acides. 
Ces mdthodes sont d 'une grande efficacit6. L'animali-  
sation des ceufs entiers est en effet tr6s r6guli6rement 
obtenue et s 'exprime de fa~on homog6ne pour Fen- 
semble des embryons traitds. 

D6j~ en 1936 LINDAHL ~ avait  signal6 qu 'un traite- 
ment  tr6s court des oeufs fdcond6s par le chlorure mer- 
curique 16se le mat6riel vdg6tatif et provoque une 
16g6re extension de la touffe cili6e apicale. La suppres- 
sion de l 'entoderme avait  6t6 observde avec diff6rents 
sels m6talliques aS. Nous avons mis en 6vidence les 
effets animalisants des ions zincS, ~ en traitant,  apr6s 
la f6condation, les oeufs de l 'oursin Paracentrotus livi- 
dus, par le chlorure de zinc. Pour une temp6rature 
donn6e, le degr6 d'animalisation d6pend de la concen- 
trat ion en ions zinc dans le milieu et de la dur6e du 
traitement.  Avec une concentration de l 'ordre de 
5.10 -~ M, on obtient des blastulas hypercili6es forte- 
ment  animalisdes, la touffe cili6e apicale recouvrant 
les trois quarts de la surface. Des formes larvaires 
sym6trie radiale se d6veloppent avec une concentra- 
tion 1.10 -~ M. Des formes larvaires de transition sont 
obtenues aux concentrations interm6diaires. Outre le 
chlorure, le sulfate, le nitrate et l 'ac6tate de zinc sont 
efficaces. L'addit ion pr6alable d 'un agent complexant 
les ions m6tallique s tel que l 'acide 6thyl6nediamine- 
t6traac6tique, supprime complStement les effets des 
ions zinc. La  sensibilit6 aux ions zinc au cours du d6ve- 
loppement embryonnaire 6volue paratl61ement ~ Ia 
sensibilit6 aux ions lithium~L Les ions lithium, en con- 
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centration suffisante, sont capables de diminuer ou 
m~me de suppfimer compl6tement les effets des ions 
zinc, rendant possible, dans cette seconde 6ventualit6 
un d6veloppement sensiblement normal du pluteusaL 
Le zinc peut 4tre mis en 6vidence grace A la coloration 
rouge qu'il d6veloppe en pr6sence de dithizone. Dans 
les jeunes stades, le zinc se fixe essentiellement dans le 
m6senchyme primaire et dans l 'entoderme. Nous avons 
6galement 6tudi6 la fixation du zinc dans les embryons 
pr~alablement v6g6tativis6s par  le chlorure de lithium. 
La r@artition du zinc s'effectue dans l 'ordre d6crois- 
sant suivant: m6senchyme primaire > intestin ant& 
rieur > intestin moyen 38. La fixation du zinc sur les 
r6gions v6g6tatives est d ' au tan t  plus marqu6e que le 
caract6re v6g6tatif est plus accentu6. 

D'autres m6taux ont 6t~ 6tudi6s ~s, no tamment  ceux 
pr6sentant des propri6t6s voisines de celles du zinc. 
Le cadmium exerce des effets animalisants moins pro- 
nonc6s que ceux du zinc. La diminution d'activit6 con- 
duit A l 'augmentation des concentrations d'ofl r6sulte 
un renforcement notable de la toxicit6 se traduisant  
par une diminution de la viabilit6 des embryons.  Le 
chlorure de nickel (NiC12) est moins toxique, la concen- 
tration de 1/1000 est bien tol6r6e e t  permet  le d6ve- 
loppement de blastulas couvertes de cils courts. La 
touffe cili6e apicale n 'est  pas form6e, ni l 'archent6ron. 
Dans les solutions plus dilu6es (1/5000 par  exemple), se 
d6veloppent des formes larvaires 5. sym6trie radiale. 
Le chlorure de cobalt (CoC12) perturbe la gastrulation 
et inhibe le ddveloppement, mais aucun effet net n 'est  
observ6 sur la d6termination embryonnaire.  Le chlo- 
rure de manganhse (MnCl2) et le sulfate ferreux (FeSQ) 
inhibent plus ou moins le d6veloppement, sans modi- 
fier la d6termination embryonnaire.  Chez Dendraster 
excentricus, un oursin de la famille des Scutellid6s, les 
sels de zinc, de nickel et de cobalt provoquent le d6ve- 
loppement de formes larvaires 5. sym6trie radiale. Les 
effets du zinc sont supprim6s en pr6sence de gluta- 
thion 3% 

Nous 6tudierons maintenant  les d6riv6s organiques 
polycycliques exer~ant des effets animalisants. Nous 
avons obtenu l 'animalisation avec des colorants sul- 
foniques ~ appartenant  A la sdrie azoique (bleu Trypan,  
rouge Trypan,  rouge Congo) et 5. la s6rie du triph6nyl- 
m6thane (bleu ~ l'eau, bleu d'aniline). Selon la concen- 
tration, ces colorants provoquent l 'animalisation ou 
le d6veloppement de formes larvaires k sym6trie ra- 
diale. Le bleu Trypan est plus actif que le rouge Trypan  
et le rouge Congo. Le bleu/t  l 'eau et le bleu de m6thyle 
sont 6galement actifs, mais le second de ces colorants 
manifeste une toxicit4 plus 61ev6e. Ces colorants in- 
hibent ou ralentissent fortement l'6closion. Ces rdsul- 
tats  ont pu 6galement ~tre obtenus avec un grand 
nombre de substances colorantes ou non, appar tenant  

as R. LALL1ER, J. Embryol.  exp. Morphol. 4, ~265 {t956). 
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Fig. 3. Germanine. 

des s6ries chimiques distinctes. Outre celles que nous 
venons de signaler, nous avons 6galement obtenu l 'ani- 
matisation avec d 'autres  substances colorantes 4° telles 
que le bleu Evans,  le bleu Niagara 6B et le jaune de 
m~tanile du groupe des colorants azoiques. Dans ce 
mdme groupe l 'amarante,  le bteu Niagara 4B, le chro- 
motrope 2 R, la croc6ine brillante, le noir chlorazol E, 
l 'orange G e t  le rouge Bordeaux provoquent  Ie d~ve- 
loppement de formes larvaires ~ sym~trie radiale. 

NaS0a~ S0~Na ] 

CH 2 CH~CH2 ]N  
Fig. 4. Polyan6thol shlfonate de sodium (N ,,~ 40). 

Parmi les colorants d~riv~s du phdnyhn6thane nous 
signalerons le bleu patent,  le vert  lumi~re, le vert  acide 
FCF, le violet de chrome CG et la fuchsine acide qui 
agissent surtout sur la sym6trie larvaire. I1 en est de 
m~me avec le bleu d'alizarine GR, ddriv6 de l 'anthra-  
quinone et l'induline, d6riv6 ~ structure quinone- 
imine. Les d~rivgs du xanth~ne donnent deux colo- 
rants animalisants a~, le rose Bengale et l 'uranine, tan- 
dis que la violamine R agit surtout sur la sym6trie 
larvaire. Un colorant nitr~ tel que l'acide picrique est 
par  contre ddpourvu d'effets animalisants. Parmi les 
substances non color6es, les d6riv6s sulfoniques du 
naphtal&ne, du naphtol  et de la naphtylamine 4o, a~ 
constituent des agents animalisants actifs A concentra- 
tions ~61ev6es (1/100). En solution plus dilude ils pro- 
voquent  le d~veloppement de formes tarvaires ~ sym~- 
trie radiale. D 'autres  substances enfin, une urge syn- 
tMtique substi tute,  la Germanine 4a (fig. 3), un poly- 
ph6nol sulfon6, le polyan6tholsulfonate de sodium 44 
(fig. 4) et plusieurs d6riv6s polysulfoniques de syn- 
th~se ¢3 se montrent  capables, selon la concentration 
d'animaliser les embryons ou de changer leur type de 

4o R. LALLIER, Arch. Biol. (sous presse). 
41 R. LALLIER, Expel 13, 362 (1957). 
42 R. LALLIER, C. R. Aead. Sci. 244, 3176 (1957), 
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44 R. LALLIER, C. R. Sac. Biol. 151, 638 (1957), 

symdtrie. Ce dernier effet s 'observe 6galement avec un 
ddriv6 sulfond de la lignine, l 'acide lignosulfonique 4°. 

Toutes ces substances possddent des fonctions acides, 
sons la forme de groupes sulfoniques ou carboxyles. 
L'dtude des relations entre l 'activit6 et la structure de 
ces substances nous a permis de tirer les conclusions 
suivantes4°: Ia prdsence de groupes acides apparalt 
essentielle pour que se manifestent les effets animali- 
sants ou te changement de type de symdtrie. Ces 
groupes acides peuvent  ~tre de nature sulfonique ou 
carboxylique. L'activit6 est compatible avec la prd- 
sence d 'un ou plusieurs de ces groupes acides par  mold- 
cule, mais leur accumulation sur une moldcule de petite 
taille tend ~ diminuer l 'activit6. La position de ces 
groupes dans la moldcule joue un rSle important. 
L'exemple suivant illustre ce phdnom~ne: les bleus 
Niagara 6B et 4B (fig. 5 et 6) ne diffdrent que par la 
position de leurs groupes sulfoniques en 2-4 dans le 
bleu Niagara 6B et en 3-6 dans son homologue 4B, or 
le d6riv6 en 2 4  est plus actif que le ddriv6 en 3-6. I1 
est int6ressant de signaler que l'affinit6 du bleu Nia- 
gara 6B pour les protdines est supdrieure tt celle de son 
homologue 4B. Nous reviendrons sur ce point au cours 
de la discussion. Les groupes autres que les groupes 
acides interviennent 6galement dans l 'activit6, soit di- 
rectement par les liaisons qu'ils peuvent former avec 
les constituants eellulaires, soit indirectement en d6ter- 
minant  la force de la fonction aeide. Nous donnerons 
comme exempte de ce dernier cas, celui du rose Bengale 
et de l 'uranine. Le rose Bengale et l 'uranine ne diff5rent 
que par  la pr~sence d'halog&nes sur la mol6cule de rose 
Bengale (fig. 7 ef  8). Ces groupes ~lectron~gatifs aug- 
mentent  ia force de la fonction acide et l 'on observe 
pr~cis~ment que l 'acti,Atg animalisante du rose Bengale 
est net tement  plus forte que celle de l'uranine. Du 
nombre et de la nature des noyaux de la substance dd- 
pendent des propri6tds importantes pour l'activitd, 
telles que la solubilit6 et l 'apt i tude tt p6n6trer dans les 
cellules et ~ s 'y  fixer. Tous ces d6riv6s exercent en 
outre des effets inhibiteurs plus ou moins prononc6s 
sur la fdcondation et sur l'dclosion. Un certain paralld- 
lisme a fit6 signals entre ces phdnom~nes4L 45. L'emploi 

45 j .  RUNNSTROM, Zool. Anz. 156, 91 (1956). 
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de substances animalisantes colordes est avantageux 
car il permet d 'observer directement leur r6partition 
dans l 'embryon. Nous avons dtudi6 la r6partition du 
bleu Evans  et du bleu de cie143. Ces colorants se fixent 
dans le m6senchyme primaire et ~ un moindre degr6 
darts les rdgions entodermiques de la jeune gastrula. 
Darts l ' embryon pr~alablement v6g6tativis6 par  le li- 
th ium la fixation du colorant s'effectue dans l 'ordre 
ddcroissant suivant:  m6senchyme primaire > intestin 
antdrieur ~> intestin moyen. La fixation est d ' au tan t  
plus forte clue les rdgions ont un caract~re v6g6tatif 
plus marque. Nous avons d6jk observ6 ce ph6nom~ne 
avec les ions zinc. 

Les effets animalisants du bleu Evans sont supprim6s 
en pr6sence de doses convenables de riboflavine et de 
thiamine. Ces substances forment des combinaisons 
avec le colorant 4e. Cet effet protecteur n 'est  pas ob- 
serv6 avec les ions zinc. Les ions lithium exercent un 
effet antagoniste sur ceux du bleu de cie143. Selon la 
concentration, les effets v6g6tativisants du lithium ou 
ceux animalisants du colorant pr~dominent, mais ils 
ne se compensent pas au point de permettre  le d6ve- 
loppement normal du pluteus. Le lithium ne supprime 
pas l 'inhibition de l'~closion par le colorant, il la 
renforce. 

La  notion de gradient introduite en embryologie par 
BOVERI se trouve A la base de plusieurs interpr6tations 
de la rnorphogen~se. Selon CHILD a2 toute la morpho- 
genbse est contr61~e par  un gradient physiologique 
unique ~. caract~re quantitatif .  Cette conception est 

46 R. LALLIER (observations non publi6es). 
47 C. M. CHILD, Patterns and Problems o/Development (University 

Chicago Press, Chicago 1941). 

fond6e sur l'6tude de la susceptibilit6 diffdrentielle de 
l 'embryon h des agents cytolytiques et de la r6duction 
en ana6robiose de colorants tels que le bleu de m6thy- 
15ne et le vert Janus. 

La conception de RUNNSTR6M 48 repose sur l 'exis- 
tence de deux gradients antagonistes qual i ta t ivement  
diffdrents: un gradient animal et un gradient v6g6tatif, 
dont l 'interaction mutuelle rSgle le ddveloppement nor- 
mal. Les exp6riences de transplantat ion de HSRSTA- 
DIUS 1 ont montr6 l 'existence de deux gradients et 
leurs interactions. Par  la m6thode de rdduction du vert  
Janus en ana~robiose, HORSTADIUS 49 a mis en ~vi- 
dence un gradient animal de r6duction dans les moiti6s 
animales isoldes et un gradient v6g6tatif dans les moi- 
ti6s v6g6tatives. Le gradient animal dans les moitids 
animales est restreint par l ' implantat ion de mat6riel 
v6g6tatif sous la forme de microm~res. Dans les ceufs 
entiers animalis6s par la trypsine il ne subsiste qu 'un  
seul gradient animal. La  r6duction du colorant com- 
mence plus t6t dans les embryons animalis6s que dans 
les embryons normaux ou v6g6tativis~s. Nous avons 
6galement observ6 ce ph6nom~ne avec les embryons 
animalis6s par le zinc ~°. Ces experiences montrent  l 'exi- 
stence de deux gradients de r6duction de signe op- 
pos6, mais elles ne donnent aucune indication sur la 
nature des processus mis en jeu. LINDAHL 7 a port6 le 
probl~me des gradients sur une base physiologique en 
cherchant k 61ucider leur nature biochimique. Son ana- 
lyse de l 'action du lithium sur la respiration l 'a  con- 

4s j .  RUNI~STR6M,.Acta Zool. 9, 365 (1938); Roux' Arch. 117, 123 
(19~9). 

49 S. H6RSTADIUS, J. exp. Zool. 120, 421 (195~); - J. exp. Zool. 
129, 249 (1955). 

50 R. LALLI~R, Arch. Biol. 67, 475 (1956). 
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duit h envisager la prddominance d 'un mdtabolisme 
des hydrates de carbone dans les rdgions animales, ce- 
pendant que, de l 'dtude des oeufs animalisds par  l 'eau 
de mer sans sulfate, il ddduisait une prddominance d 'un 
mdtabolisme prot6ique dans les rdgions vdgdtatives. 
La mesure, par la technique du ludion, de la consom- 
marion d'oxyg~ne des moitids animales et vdgdtatives 
isol~es n ' a  toutefois pas rdv~ld de diff~rencesSL Sans 
permettre de conclusion d6finitive, en raison de leur 
caract~re limitd, ces recherches ne permet tent  tonte- 
fois pas de conclure en faveur de l 'existence d 'un gra- 
dient respiratoire animaI-vdgdtatif. L 'dtude de la rd- 
parti t ion de Ia dipeptidase a montr6 d 'aut re  par t  que 
les blastom~res animaux et v6gdtatifs isolds au stade 
V I I I  prdsentent sensiblement la m~me teneur en en- 
zyme ~. LINDAHL ~ a montr6 que l 'oxyg~ne est indis- 
pensable au processus de l 'animalisation. L'abaisse- 
ment  de la teneur en oxygfine ou l 'addition de cyanure 
empSche en effet l 'animalisation par  le sulfocyanure ou 
l'iodure. Le sulfocyanure inhibe la respiration. Cette 
inhibition intervient d'ailleurs avant  que des modifica- 
tions morphologiques visibles puissent ~tre consta- 
tdes ~. Un autre agent animalisant l'acide o-iodosoben- 
zo[que inhibe 6galement la respiration, mais a un effet 
moins prononc6 pendant  les premiers stades off l 'effet 
morphogdndtique est le plus marqu6 s,. Le lithium, lui- 
m~me antagoniste de l 'animalisation, diminue la respi- 
ration des embryons animalisds. Nous avons signald 
prdcddemment que divers agents interfdrant avec le 
potentiel d'oxydo-rdduction cellulaire, sont 6galement 
aptes A provoquer ou ~ augmenter l 'animalisation. 
L'animalisation apparal t  donc lide /~ des processus 
d 'oxydation,  dont la nature reste d'aiUeurs ~ prdciser. 
L 'analyse de ces processus implique la connaissance du 
mdtabolisme normal. Celui-ci a fait l 'objet  de t ravaux 
rdcents ss portant  sur le mdtabolisme des glucides et des 
acides aminds. Dans l'ceuf de diffdrents oursins le cata- 
bolisme des glucides se ferait selon le scMma de Emb-  
den-Meyerhoff et le cycle des acides tricarboxyliques. 
Ces 6tudes ouvrent la vole {t l 'analyse syst~matique du 
mdtabolisme des embryons animalisds et vdgdtativisds. 

Les effets des agents animalisants et vdgdtativisants 
s 'accompagnent de modifications structurales au ni- 
veau du cytoplasme. Plnsieurs auteurs ~" ont dmis l'idfie 
que les substances vdgdtativisantes doivent leurs effets 

leur facultd de pr6cipiter les collo~des. Rdciproque- 

51 H. ttOLTER et  P. E .  LINDAHL, C, R. Lab.  Car lsberg  [Ser. Chim].  
23, 249 (1940). 

a.~ H. HOL~E~et  P. E.  LINDAttL, C. R. Lab.  Car lsberg  [Ser. Chim.]  
~s, ~57 (1940). 

s~ N. H. HOROWlTZ, J .  cell. comp. Physiol .  15, 299 (1940). 
54 S. B.~CKSTRS~i, Ark iv .  Zoo1. 7, 573 (1955). 
as K. W. CL~ASD e t  LORI) R o ~ a s c m ~ I ) ,  J .  exp.  Biol. 29, 285, 

416 (1952). - M. Y~AS, J .  exp.  Biol.  31, ~08 (1954). - J .  L. KAVANAU, 
E x p .  Cell Res. 7, 530 (1954). - A. K. KEL~CH, M . E .  K~AHL e t  
G. H.  A. CLOWES, J .  gen. Physiol .  40, 27 (1956). - M. tL KRAHL, 
Biochim.  b ioph)~.  Ac ta  ZO, ~7 (1956). 

S. RAuzI e t  M. FALKEmtEI.~t, Pubbl .  Staz.  zoot. Napo l i  16~ 436 
(1937). - C. HERBST, Roux 'Arch .  1¢2, 319 (I943). - E .  TA~iINI, R. C. 
76, 363 (1943). 

ment les substances exer~ant un effet dispersant sur les 
colloides, tclles que par exemple, le snlfocyanure et 
l'iodure, seraient animalisantes. 

Les effets des agents animalisants ont ~t6 6tudi~s sur 
l'ceuf entier et sur les prot6ines extraites de l'ceuf 
d'oursin ou de diffdrents autres organismes. 

Les effets du sulfocyanure sur la viscositd de l'ceuf 
entier ont 6t6 mis en 6vidence par  l ' examen de la stra- 
tification des inclusions cytoplasmiques dans les ceufs 
centrifug6s. Le sulfocyanure diminue ta viscositd des 
ceufs vierges 9, ~7. I1 exerce un effet cytolytique sur les 
oeufs fdcondds. L'ion potassium renforce tes effets du 
sulfocyanure% 

RANZI et ses collaborateurs 5s ont 6tudi6 l 'action de 
difffrents agents animalisants sur ta viscositd des pro- 
t6ines. Les agents animalisants 6tudids diminuent in 
vitro la viscosit6 des protdines fibreuses et augmentent 
celle des protdines globulaires. L'dtude des protdines 
extraites des embryons d'oursins animalis6s montre 
que ces effets s 'exercent dgalement in vivo et qu'ils 
sont proportionnels anx effets morphogdndtiques. Les 
protdines fibrillaires extraites des embryons traitds par 
le sulfocyanure sont moins rdsistantes aux effets du 
chlorure de lithium ainsi qu 'k la digestion enzymatique 
par la trypsine et la papaine. La viscosit6 et la bird- 
fringence de flux de l 'actomyosine du lapin sont dimi- 
nudes par  le sulfocyanure. Ces phdnom~nes s'accom- 
pagnent de la perte de la structure fibrillaire mise en 
6vidence au microscope dlectronique. Avec l 'actomyo- 
sine, on note une augmentat ion des groupes hydroxyles 
et des groupes dormant la diazor6action. Les propridt6s 
immunologiques sont dgalement changdes. L'interprd- 
tation de ces r6sultats a conduit RANZI tt at tr ibuer un 
r61e essentiel aux diffdrences de stabilit6 des protdines 
au tours de la ddtermination embryonnaire.  I1 se pro- 
duirait au cours de l 'animalisation une destruction des 
structures protdiques. Ce phdnomfine serait inhibd par 
les agents vdgdtativisants qui stabilisent les structures 
prot6iques. 

Les agents animalisants que nous 6tudierons mainte- 
nant  (ions mftalliques et ddrivds polycycliques) pr6sen- 
tent  tous une affinitd marqu6e pour les protdines. Les 
groupes sulfhydriles et imidazoles fixent les ions zinc. 
Les ddriv6s polycycliques se fixent aux groupes ba- 
siques par  leurs gVoupes sulfoniques ou carboxyliques. 
Des liaisons de type van der Waals entre groupes non 
polaires entrent 6galement en jeu dans l'association de 
ces ddrivds avec les protdines. Ces liaisons contribuent 
d'ailleurs, selon leur nombre, t~ accroltre la stabilit6 
des complexes formds. 

I1 y a plusieurs indications qui permet tent  de penser 
que les groupes sulfhydriles n ' interviennent pas direc- 
tement  dans le ddterminisme de l 'animalisation: t'acti- 

57 S. ABRUZZESE SGARLATA, Ric. sci. Mcm. 17, 473 (1947). 
,58 R. AROSIO~ P. CITTERIO, S. RANZI e t  L. TosI~ Rendicont i  82, 

145 (1949). - S. RANzI et  P. CITTERIO, Pubbl .  Staz.  zool. Napoli  25, 
201 (1954). - S. RANZI, Ann.  Biol.  33, 523 (1957). 
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vit6 animalisante des ions m6talliques n'est pas paral- 
t&le ~ leur affinit6 pour ces groupes ~s. On trouve parrot 
les agents animalisants des substances r6ductrices 
(acide thiolnalique) 9 ou oxydantes (acide o-iodosoben- 
zoique) 3~ Le blocage syst6matique des groupes sulf- 
hydriles par diff~rents oxydants ne provoque pas l'ani- 
malisation n. Enfin les d6riv6s polycycliques fortement 
animalisants ne pr6sentent pas d'affinit6 particuli~re 
pour les groupes sulfhydfiles aa. Ces observations ne 
favorisent done pas l'idde d'une intervention directe 
des groupes sulfhydfiles au cours de l'animalisation. 

Examinons maintenant les groupes pr6sentant une 
affinit6 pour ces deux types de substances animali- 
santes. Les groupes imidazoles des prot6ines fixent les 
ions zinc et Ies d6riv~s polycycliques acides. L'addi- 
tivit6 des effets de ces agents peut s'expliquer en con- 
sid6rant que l'animalisation d6pend du blocage d'un 
hombre suffisant de ces groupes imidazoles. Nous 
avons montr6 que les ions zinc, comme les colorants 
acides animalisants, se fixent par ordre de pr6f6rence 
dans les r6gions les plus vdg6tatives de l 'embryon. En 
raison de l'affinit6 de ces substances pour les prot6ines, 
on peut done conclure que les r6gions animales et v6g6- 
tatives sont form6es de protdines de natures diff6rentes. 
Nous rappelerons bri6vement que selon Ies concep- 
tions actuetles, les propfi6t~s biologiques des prot6ines 
et notamment leur affinit6 pour diff6rentes substances, 
d6pendent de leur configuration, c'est-h-dire du mode 
d'arrangement de leurs chalnes peptidiques. C'est de 
la configuration de la mol6cule prot6ique que d6pend 
la rdpartition des groupes (exogroupes) situ~s ~ la sur- 
face de la mol6cule. La nature basique de ces exo- 
groupes d6terminerait l'affinit6 des prot6ines pour les 
colorants acides. Les diff6rences d'affinit6 constat~es 
entre les protdines des r6gions animales et v6g6tatives 
s'expliqueraient par leurs diff6rences de structure et 
plus particuli~rement de configuration. I1 est ainsi pos- 
sible de concevoir une interpr6tation g6n6rale des effets 
des agents animalisants et vdg6tativisants fond6e sur 
leur aptitude ~ changer la structure des prot6ines. 
Cette action peut s'exercer directement ou indirecte- 
ment. Dans le premier cas, elle porte sur les mol6cules 
prot~iques d~j/t formdes. Les recherches de RANZI et 
de ses collaborateurs montrant  que la plupart des 
agents actifs modifient profond6ment les propri6tds 
des prot6ines fibrillaires et globulaires nous donnent 
un exemple de cette action directe sur la structure des 
prot~ines. Dans le second cas, l 'action s'exerce indirec- 
tement en intervenant aux cours de la synth~se des 
prot6ines. Des travaux r6cents ~, il ressort que c'est 
au cours de leur synth~se que ies mol6cules prot6iques 
acqui&rent leur configuration caract6ristique. L'intro- 
duction dans le milieu cetlulaire de diff6rentes subs- 
tances (ions, macromol6cules, agents r6ducteurs) en 
changeant les caractdristiques de ce milieu interf6rerait 
avec les m6canismes responsables de la configuration 

59 F. HAUROWITZ, J. cell. comp. Physiol. t7, suppl. 1, 1 (1956). 

des prot6ines. Des ph6nom~nes de competition peuvent 
dgalement intervenir au cours de la synth~se des 
chalnes peptidiques et infiuer sur l ' incorporation des 
acides aminds. Ces hypotheses pourraient d'ailleurs 
~tre 6tudi6es et pr6cis6es sur d 'autres syst~mes synth6- 
tisant les protdines et moins complexes que les em- 
bryons, 

Nous devons 6galement considdrer que des agents 
morphog~nes tr~s actifs, tels que les ions zinc et les 
d6riv6s polycycliques, sont d'une mani~re g6n6rale, 
et aux concentrations utilisdes, ~trangers au m6tabo- 
lisme normal, On peut done concevoir que ces subs- 
tances exercent leurs effets grace ~ leur affinit6 pour 
des agents morphog~nes normalement pr6sents dans 
l 'embryon et dont le r61e est de cont~61er la diff~ren- 
elation des structures prot~iques. La fixation d'ions 
zinc ou de d6riv6s polycycliques acides interf6rerait 
avec cette activit6 de contr61e. 

En conclusion, l'animalisation peut 8tre consid6r6e 
comme repr6sentant l'expression la plus compl~te de 
l'activit6 morphog6n6tique lorsque celle-ci est lib6rde 
de l'influence des facteurs d'inhibition ou de modula- 
tion intervenant au cours du d6veloppement normal. 

Summary 
This paper deals with the problem of embryonic differ- 

entiation in Echinoderms. In sea urchin eggs, the balance 
between animal (ectoderm) and vegetaive (mesentoderm) 
trends may be shifted by operative treatments or chemical 
agents. Animalization is the enlargement of the animal 
germ layers at the expense of vegetative germ layers. The 
reverse effect is vegetalization. 

In this paper, the problem of animalization is examined. 
The different chemical treatments for animalization and 
the modality of their action are reviewed. Animalization 
may be induced by treatment with thiocyanate or iodide, 
proteolytic enzymes, o-iodosobenzoic acid and thiomalic 
acid and also various antimetabolites. 

Two new methods inducing the animalization are stu- 
died. They are based on the action of heavy metal salts and 
polycyclic chemicals. The animalization is very strong and 
regularly obtained in whole eggs treated with zinc ions. At 
lower concentration, the zinc ions induce the development 
of embryos with radial symetry. The activity of zinc is 
compared with the activity of other heavy metals. Some 
polycyclic compounds with sulfonic or carboxylic groups 
are very active. These agents exert some animalizing or 
radializing effects depending upon the concentration. 
The activity of these compounds is studied in relation to 
their structure. The distribution of zinc and organic com- 
pounds in the embryos is studied. Both present an affinity 
for the more vegetative parts. The action of lithium chlo- 
ride on animalizing effects of these agents is examined and 
the summation of the effects of zinc ions and polysulfonic 
compounds (bleu Evans) is demonstrated. The affinity- of 
these agents for proteins and the nature of possible inter- 
actions are discussed. 

The effects of animalizing agents on respiration and 
structure of whole eggs are reviewed and also their in- 
fluence on the viscosity of proteins extracted from sea 
urchin embryos and various organisms. 

It is concluded that the animalizing agents interfere 
with the synthetic process of specific proteins during the 
embryonic development by inducing a change in the con- 
figuration of protein molecules. 


