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Emb. ~47% 1~ day. Ecto- and mesoderm from the pro-axial border of 
the wing and hind-limb anlage (St. ~3~/,) grafted to the distal third 
of the same limb buds (of. inset). Digits (arrows) developed from the 

graft. 

U n d e r  t h e  cond i t i ons  of t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s ,  t he  
f o r m a t i o n  of t e r m i n a l  p a r t s  of t he  l imb  f rom m e s e n c h y m a l  
t e r r i t o r i e s  wh ich  do n o t  give rise to  f ingers  in t he  n o r m a l  
d e v e l o p m e n t  shou ld  d e p e n d  on  inf luences  exe r t ed  b y  t h e  
d i s t a l  m e s o d e r m a l  d i s t r i c t s  of t he  hos t  l imb  b u d  u p o n  t h e  
g ra f t ed  p re -ax ia l  m e s e n c h y m e ,  as p rev ious ly  sugges ted  b y  
o t h e r  e x p e r i m e n t s  (AMPRINO a n d  CAMOSSO3). 

Rdsumd. De nouvel les  d o n n f e s  exp6 r imen ta l e s  s e m b l e n t  
c o n f i r m e r  l ' h y p o t h ~ s e  que  chez  i ' e m b r y o n  de  p o u l e t  le 
d 6 v e l o p p e m e n t  des ex t r~mi t~s  p o u t  s ' e f f ec tue r  ind6pen-  
d a m m e n t  de  l ' i n f luence  i nduc t r i ce  de l ' 6pa i s s i s sement  

ap ica l  de  l ' e c tode rme .  R.  AMPRINO a n d  M. CAMOSSO 

Is t i tu to  di A n a t o m i a  umana ,  Universi ta  di B a r i  (I taly) ,  
A u g u s t  t ,  7960. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

L ' e n r e g i s t r e m e n t  m i c r o p h o t o ~ r a p h i q u e  
des  c o u r a n t s  d 'eau  a u t o u r  d 'un ci l i~ 

L ' o b s e r v a t i o n  des c o u r a n t s  d ' e a u  p rovoqu6s  p a r  les cils 
des infusoi res  cili6s est  d ' u n e  i m p o r t a n c e  r e m a r q u a b l e  
d a n s  les 6 tudes  du  f o n c t i o n n e m e n t  de l ' appare i l  ci l iaire et  
de la c in6 t ique  g6n6rale  du  m o u v e m e n t  a ins i  que  dans  
les r eche rches  sur  l ' a b s o r p t i o n  des pa r t i cu les  a l imenta i res .  

I1 n ' e x i s t e  ~ p re sen t  q u ' u n e  m 6 t h o d e  & a n a l y s e  de ces 
c o u r a n t s  - l ' o b s e r v a t i o n  i m m 6 d i a t e  e t  le dessin  ~ m a i n  du  
m o u v e m e n t  des  pa r t i cu le s  su spendues  d a n s  le mil ieu li- 
qu ide  agit~ p a r  le cili6. Ce t te  t e c h n i q u e  ~ ta i t  employ6e  p a r  
p lus ieurs  che rcheurs ,  le plus  s o u v e n t  d a n s  le cas  des  pa ra -  
m 6 c i e s i n t r o d u i t e s  d a n s  une  suspens ion  de t ' encre  de Chine  L 

C 'es t  la m ~ t h o d e  d ' e n r e g i s t r e m e n t  m a c r o p h o t o g r a p h i q u e  
des  t r a j e c t o i r e s  des  pa ram6c ies  mSmes  'z, qu i  inspi re  a cher -  
che f  u n  proc~d6 m i c r o p h o t o g r a p h i q u e  d o n n a n t  l ' image  
e x a c t e  des  c o u r a n t s  d ' e a u  dus  au  b a t t e m e n t  cil iaire.  
L ' id~e  essent ie l le  se r6du i t  au fa i t  q u ' u n e  pa r t i cu le  b ien  
6clair6e se d 6 p l a ~ a n t  d a n s  l ' espace  obscure  p e u t  m a r q u e r  
la t r ace  de  son  t r a j e t  su r  la pelt icule p h o t o g r a p h i q u e  pen-  
d a n t  u n e  expos i t i on  assez longue.  

P o u r  o b t e n i r  le c h a m p  s o m b r e  on a employ6  un  con-  
d e n s a t e u r  con ique  ~ fond  noi r  roll6 5~ la face inf6r ieure  du  
p o r t e - o b j e t  p a r  l 'hu i le  de c~dre. Le mi ro i r  du  microscope  
~ta i t  ~clair6 p a r  une  l ampe  tr~s for te  (15000 L u x  sur  le 
miroir) .  Les pa r t i cu le s  s u s p e n d u e s  qui  fon t  m a r q u e r  les 
m i c r o c o u r a n t s  d ' e a u  d o i v e n t  b ien  r6fl6chir  la lumi~re  e t  
conse rve r  les d i m e n s i o n s  assez homog~nes  de que lques  
mic rons  de d iam~t re .  Ce son t  les 6muls ions  des graisses  
en g6n6ral  e t  le la i t  en par t icu l ie r ,  qu i  r 6 p o n d e n t  b ien  a u x  
cond i t i ons  donn6es.  Le la i t  o rd ina i r e  qu i  est  nocif  p o u r  
les pro tozoai res ,  di lu6 1 :10  es t  d6j~ c o n v e n a b l e  darts  le 
cas de P a r a m e c i u m  caudatum et  de Stentor coeruleus em-  
ploy~s d a n s  ce t t e  6rude.  Les poses ~ t a i en t  pr ises  sur  les 
pel l icules  Agfa  I s o p a n - I S S  de sens ibi l i t6  21 ° D I N  (100 
ASA),  l ' expos i t ion  v a r i a n t  de 1-3 sec. L ' a g r a n d i s s e m e n t  
280 × ( l 'objec t i f  40 × ) d o n n a i t  les mei l leurs  r6su l ta t s .  

Les  cils d ' u n e  pa ram6c ie  arr~t6e c o n t r e  u n e  f ibre  de  
c o t o n  ne  eessen t  p a s  de  t r a v a i l l e r  e t  its p r o d u i s e n t  u n  
g r a n d  t o u r b i l l o n  le long du  corps,  los ells a n t f r i e u r s  ame-  
n a n t  t ' eau  du  d e v a n t  de I ' an ima l  (Fig. 1). Les pa r t i cu l e s  
d '6muls ion ,  qu i  se t r o u v e n t  t o u t  pros  de la surface  cili6e 
de la pa r am6c ie  p r 6 s e n t e n t  s o u v e n t  u n  m o u v e m e n t  s inu-  
soidal  d o n t  le t r a j e t  co r r e spond  p a r  son a l lure  au m6 ta -  
c h r o n i s m e  du m o u v e m e n t  ci l iaire (Fig. 2). Q u a n t  a u x  ba t -  
t e m e n t s  des  cils d a n s  la r6gion p6r i s tomale  de la pa ra -  
m6cie,  la m 6 t h o d e  d ' e n r e g i s t r e m e n t  m i c r o p h o t o g r a o p i q u e  
m e t  n e t t e m e n t  en  6v idence  leur  r61e et  la man i6 re  d ' ag i r  
d a n s  l ' a t t r a c t i o n  e t  l ' a b s o r p t i o n  de la n o u r r i t u r e  (Fig. 3). 
P o u r  a r r i v e r  ~ des r6su l t a t s  i r r6prochab les  on  p e u t  faire 
passe r  les pa ram6c ies  48 h a v a n t  l ' e n r e g i s t r e m e n t  p a r  
une  so lu t ion  de 5 m M  d ' h y d r a t e  de chlorale ,  qu i  d 6 t r u i t  
les ells l ocomoteu r s  sans  t o u c h e r  les cils p6r i s tomaux* .  
D a n s  le cas de Stentor coeruleus les cou ran t s  a l imen ta i r e s  
p e u v e n t  6ga l emen t  ~tre enregis t r6s  en d6pi t  du fa i t  que  
l ' a n i m a l  m6me,  qu i  se t i e n t  d e b o u t  au-dessous  du  n i v e a u  
p h o t o g r a p h i 6 ,  res te  invis ib le  (Fig. 4). 

L ' e n r e g i s t r e m e n t  des  c o u r a n t s  d ' eau  a u t o u r  d ' u n  cili6 
qu i  se d6ptace  es t  b e a u c o u p  plus  difficile que  d a n s  le cas  
d ' u n  cili6 immobi le .  P e n d a n t  tes que lques  secondes  n6ces-  
sa i res  p o u r  p h o t o g r a p h i e r  les couran t s ,  l ' a n i m a l  c h a n g e  
c o n s i d 6 r a b l e m e n t  sa pos i t ion ,  donc  le p r o p r e  m o u v e m e n t  
de  t o u t  son  corps  efface c o m p t ~ t e m e n t  l ' image  d61icate 
des  t r a j e t s  su ivis  p a r  les pa r t i cu le s  de l '6muls ion .  L ' i m m o -  
b i l i sa t ion  de  la pa ram6c ie  o b t e n u e  p a r  des  c h a n g e m e n t s  
de la viscosi t6  du  mi l ieu  ne d o n n e  a u c u n  r6su t t a t ,  6 t a n t  
donn6  que  les s u b s t a n c e s  colloides i n t r o d u i t e s  d i s p e r s e n t  
la lumi~re, d 6 t r u i s a n t  l ' e f fe t  du  c h a m p  noir .  I1 ne  res te  
qu'5~ r a l en t i r  la locomot ion  en  t r a v a i l l a n t  d a n s  une  c h a m -  
bre  froide (t = + 2°C) e t / t  en reg i s t r e r  d a n s  ces c o n d i t i o n s  

x H. S. J~N~c . s ,  Behavior o[ the Lower Organisms (Colmnbia Uni- 
versity Press, New York 1931), p. 1. 

2 S. DRVL, Bull. Acad. pol. Sci., S. Sol. Biol. fi, .1~9 (1958). 
a A. GREBECKI et L. KU~NICKI, hnmobilisation o/Paramecia in the 

Chloralhydrate Solutions, sous presse. 
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Fig. 1 
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Fig. 3 

les m o u v e m e n t s  d ' eau  e n t o u r a n t  la pa t t i e  ant6r ieure  de  
l ' an ima l  qu i  ent re  dans  Ie c h a m p  d 'observa t ion ,  ou les 
couran t s  laiss6s en  arri6re pa r  une  param6cie  qu i  est  en 
t ra in  de sor t i r  du  cadre. 

Les premi6res observat ions  ind iquen t  que  la m6thode 
d ' en reg i s t r emen t  mic rophotograph ique  est 6ga lement  uti-  
l isable dans le cas d 'au t res  ~tres unicellulaires munies  de 
cils ou de flagelles. E n  compara ison  avec  la m6thode  clas- 
s ique du dessin, elle 61imine l ' influence d 'une  impression 
subjec t ive  du chercheur ,  elle pe rme t  d ' ana lyse r  tou te  
l ' image compliqu6e s imul t an6ment  dans tous  ses d6tails, 
et  enfin elle semble  remplacer  une i l lus t ra t ion par  des 
documents  q u ' o n  peu t  obteni r  en hombre  voulu.  

Fig. 4 

S u m m a r y .  The m o v e m e n t  of a l iquid med ium around a 
p ro tozoan  cell evoked  by  cilia was regis tered microphoto-  
graphical ly .  Br igh t  i l lumina ted  part icles  of emulsion or  
suspension, pho tographed  in the  dark  field dur ing  a long 
exposure  t ime,  m a r k  a course of the  wate r  micros t reams.  

A. GREBECKI 

In s t i t u t  N e n c k i  de la Biologie expdrimentate,  Varsovie ( Po-  
logne), le Ier octobre 1960. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Further Simplification 
of a Supernatant Flow System for Tissue Culture 

This paper  concerns a fur ther  s impli f icat ion of flow 
systems for au toma t i c  un i form provis ion of small  vo lumes  
of supe rna t an t  to tissues in cu l ture  prev ious ly  descr ibed 
f rom this  l abora to ry  1,2. The  sys tem is i l lus t ra ted in the  
Figure.  

The  supe rna t an t  flows f rom a 15 mlcapac i ty  Buchner  
funnel  wi th  m e d i u m  poros i tyf r i t t ed  disc into the  cul ture  
chambe r  B and thence  to  the  col lect ion bot t le  C. The  ra te  
of supe rna t an t  f low is regula ted  au toma t i ca l l y  by  the  
una ided  passage of air  t h rough  the  dialysing m e m b r a n e  
D. The  piece of dialysing m e m b r a n e  is held  in an a i r t igh t  
fashion over  the  end of a length  of P y r e x  Nr.  23¢100 
glass tub ing  by  a segment  of la tex  tub ing  (1/4" 1. D.,  1/xe" 
wall).  (The ra te  of f low can be al tered by  using glass t ub ing  
of d i f ferent  d iameters  or  membranes  of d i f ferent  porosi ty) .  
The  open end of the  glass tub ing  is inser ted in to  t he  upper  
end of the  Buchne r  funnel  t h rough  a red rubber ,  s leevetype,  
se rum stopper.  The  f l i t ted  disc p reven t s  the  regurg i ta t ion  
of  air  in to  the  reservoir  f rom the  cul ture  c h a m b e r  and thus  
helps smoo th  the  f low of superna tan t .  W h e n  the  flow 
sys tem and c h a m b e r  is first  pu t  in to  t he  incubator ,  the  
expans ion  of a i r  in the  Buchner  funnel  forces 3 or  4 ml  of 
s u p e r n a t a n t  t h rough  ins tead of the  usual  dai ly  1-2 ml. 

1 A. W. B. CUNNINGHAM and B. D. ESTBORN, Chamber and Flow 
System /or Quantitative Tissue Culture, Laboratory Investigation, 
March-April (1958), p. 156. 
A.W.B.CuNNXNGHAM and W.E. HERBST, A Simplified Quantitative 
Tissue Culture Flow System, Laboratory Investigation, May-June 
(1960), p. 384. 
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