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c u r r e n t  is passed  t h r o u g h  t he  e lec t ro ly te  b e t w e e n  the  P t  
e lec t rode  a n d  a c a r b o n  rod.  T he  p o t e n t i a l  d i f ference ha s  to  
be 1 to  1.5 V. The  i m m e r s e d  t ip  of t h e  p l a t i n u m  wire  is 
d isso lved  ( the  process  is s lower  t h a n  w i t h  t u n g s t e n )  un t i l  
in t h e  e n d  the  c o n t a c t  w i t h  t he  n i t r i t e  so lu t ion  is s u d d e n l y  
b roken ,  r e su l t i ng  in a v e r y  f ine t a p e r e d  po in t .  T h e  t a p e r i n g  
of t h e  p o i n t  d e p e n d s  on  t h e  surface  t e n s i o n  of t he  e lectro-  
lyte .  The  p o i n t  becomes  s h o r t  a n d  penci l - l ike  a t  h i g h  
surface  tens ion ,  bu t ,  w h e n  surface  t ens ion  lower ing  agen t s  
are  added ,  i t  t a p e r s  more  gradua l ly .  

Af te r  e lec t ropol i sh ing ,  t he  e lec t rode  is r insed  in water ,  
alcohol,  and  dried.  

( 
8 

1 
b 

F 
21- ~ 

/ J  f j  
f J  
/ J  

d 

Fig. 1. (a) Platinum wire with electropolished point, soldered to a 
thicker copperwire, (b) a pyrex capillary with a hook on one end is 
fixed, (e) by heating the element a thin film of glass is drawn around 
the platinum, (d) when a tip of suitable size is not yet fused to the 
glass, the rest of the capillary is broken off, (e) in the vicinity of the 

tip the glass layer is very thin. 

T h i n  wal led  p y r e x  t u b e  of a b o u t  3 m m  d i a m e t e r  is 
h e a t e d  over  a gas f lame a n d  d r a w n  to  capi l lar ies  of less 
t h a n  1/8 m m  d iame te r .  U n d e r  a d i s sec t ing  microscope,  a 
s h o r t  l e n g t h  of t he  cap i l l a ry  is slid o v e r  t he  p l a t i n u m  wire 
a n d  f ixed to  t h e  m e t a l  a t  t h e  u p p e r  end  b y  m e l t i n g  w i t h  a 
m i c r o b u r n e r .  A t  t h e  o t h e r  end,  t he  cap i l l a ry  is b e n t  to  a 
hook  (Figure  1 b). 

I n  o rde r  to  o b t a i n  a t h i n  a n d  t i g h t  i n s u l a t i n g  layer ,  t h e  
glass is now h e a t e d  a n d  d r a w n  o u t  ove r  t he  e lec t rode  in 
t h e  fol lowing way :  The  e lec t rode  is c l amped  in a holder ,  
wh ich  can  be  m o v e d  up  a n d  down  w i t h  a r ack  a n d  p in ion  
(Figure  2d),  a n d  a sma l l  w e i g h t  (Figure  2c) is h o o k e d  on. 
An  electr ic  h e a t i n g  f i l amen t  (Figure  2a)  (made  of 0.3 m m  
n i c h r o m e  wire) is p u t  a r o u n d  t he  u p p e r  end  of t he  elec- 
t r ode  a n d  hea t ed ,  u n d e r  v i sua l  con t ro l  w i t h  a d i s sec t ing  
microscope,  to  a b r i g h t  red. The  h e a t i n g  c u r r e n t  is d r a w n  
f rom a 6.3 V t r a n s f o r m e r  (Figure  2e), w h i c h  is fed f rom 
the  m a i n s  ove r  a v a r i a c  (F igure  2f) b y  wh ich  t h e  h e a t i n g  
c u r r e n t  c a n  be  r egu la ted .  W h e n  t h e  p y r e x  glass sof tens ,  
t h e  cap i l l a ry  is d r a w n  o u t  b y  t he  weigh t ,  t h e  glass f o rming  
a t h i n  l aye r  a r o u n d  t h e  e lec t rode  (Figure  lc ) .  B y  ra i s ing  
t h e  e lec t rode  w i t h  t h e  r a c k  a n d  p in ion  suppor t ,  one  can  
d r a w  a t h i n  l aye r  of glass ove r  t he  whole  l e n g t h  of t he  
e lectrode.  I n  t h e  v i c in i t y  of t he  t ip,  t he  h e a t i n g  c u r r e n t  is 
d i m i n i s h e d  to  slow down  t h e  process  so t h a t  one  is able  to  
s top  h e a t i n g  j u s t  w h e n  a t ip  of su i t ab l e  size is no t  ye t  
b o n d e d  to  t h e  glass (Figure  i d). A s h a r p  pul l  a t  t h e  hook  
of t he  cap i l l a ry  b r e a k s  t h e  glass j u s t  a r o u n d  t h e  t ip ,  where  
i t  fo rms  a v e r y  t h i n  layer .  T h e  t i p  reg ion  is now br ie f ly  
h e a t e d  to  ensu re  a good a n d  s m o o t h  b o n d  b e t w e e n  t h e  
glass a n d  t h e  p l a t i n u m .  T h e  re su l t  (F igure  I e) is a n  elec- 
t r o d e  w i t h  a v e r y  f ine t i p  a n d  a s m o o t h  a n d  s t u r d y  b u t  
t h i n  insu la t ion .  

Fig. 2. Set-up for insulating the electrode. (a / heating filament, 
(b) electrode, (e) weight, (d) rack and pinion support, (e) heating 

transformer 6.a V, (f) Variac. 

Zusammen/assung. Es  wird  eine M e t h o d e  beschr i eben ,  
die es e rmdgt i ch t ,  g las isot ier te  P l a t i n e l e k t r o d e n  m i t  be-  
l iebig fe iner  Spi tze  herzus teI len .  C .M.  BALLINTIJN 

Zoological Laboratory o/ the University o/ Groningen 
(Netherlands), April 25, 1961. 

Technique  d' inc lus ion et d ' u l t r a m i c r o t o m i e ,  des -  
t in6e it l '6tude du d 6 v e l o p p e m e n t  des  organe l l e s  

clans une cel lule  i so l6e  1 

Introduction. L'~ tude ,  p a r  coupes  u l t r a -minces ,  des  
mod i f i ca t ions  s t ruc tu re l l e s  qu i  se d d r o u l e n t  d a n s  les 
cel lules au  cours  de  leur  d d v e l o p p e m e n t ,  pose ce r t a in s  
probt~mes  de local isa t ion .  On p e u t  c o m p a r e r  ces pro-  
b lames  ~ ceux  que  r encon t re ,  en embryolog ie ,  l '~ tude  de la 
gen~se d ' o rganes  et  de sys t~mes  d 'o rganes .  Dans  l ' u n  e t  

l ' a u t r e  cas, une  d d m o n s t r a t i o n  sa t i s f a i san te  du  cours  du  
d d v e l o p p e m e n t  imp l ique  deux  ndcessi tds:  d ' u n e  p a r t  u n  
contr61e prdcis du  s t ade  6volu t i f  au  m o m e n t  de la f ixa t ion ,  
d ' a u t r e  p a r t  la conna i s s ance  e x a c t e  de l ' o r i e n t a t i o n  de  
l ' o b j e t  e t  du  p lan  de coupe.  Le n o m b r e  *lev6 d ' o b j e t s  qu i  

1 Travail effectu6 dans le cadre d'une recherche faite en collaboration 
avee les Instituts d'Histologie et de Biophysique, grace/~ une sub- 
vention de *Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur Ftirderung 
wissenschaftlieher Arbeitsgemeinschatten in der Sehweiz*. 
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d o i v e n t  6 t r e  e x a m i n 6 s  e t  c o m p a r 6 s ,  s i  l ' on  v e u t  r e c o n -  
s t i t u e r  v a l a b t e m e n t  les  f a i t s ,  n 6 c e s s i t e  u n e  t e c h n i q u e  
r a p i d e  e t  fac i le .  P o u r  a u t a n t  l ' i n t 6 g r i t d  p a r f a i t e  d e s  s t r u c -  
t u r e s  6 t u d i 6 e s  n e  d o i t  p a s  6 t r e  c o m p r o m i s e .  

Ces  e x i g e a n c e s  n ' a v a i e n t  p a s  e n c o r e ,  ~ n o t r e  c o n n a i s -  
s a n c e ,  t r o u v 6  de  s o l u t i o n  d a n s  le d o m a i n e  de  l ' u l t r a m i c r o -  
t o m i e .  L e s  d e s c r i p t i o n s  f a i t e s  6 t a i e n t  b a s 6 e s  j u s q u ' i c i  p o u r  
la  p l u p a r t  s u r  d e s  c o u p e s  o r i e n t 6 e s  a u  h a s a r d .  

U n e  t e c h n i q u e  a 6t6  m i s e  a u  p o i n t ,  q u i  p e r m e t  d e  f a i r e  
d e s  c o u p e s  d a n s  u n  p l a n  d f f i n i  d ' u n e  ce l lu le ,  i sol6e  5. u n  
s t a d e  p r6c i s  d e  s o n  cyc le .  N o u s  l ' a v o n s  a p p l i q u 6 e  ~t l ' 6 t u d e  
d u  d 6 v e l o p p e m e n t  d e s  o r g a n e l l e s  c y t o p l a s m i q u e s  c h e z  
P a r a m e c i u m  bursaria,  ce l lu le  de  100 ~ 130 y. de  l o n g u e u r .  
L e s  c o u p e s  6 t a i e n t  f a i t e s  s e l o n  u n  p l a n  6 q u a t o r i a l .  L a  
c o m p a r a i s o n  de  c o u p e s  s6r i6es  p e r m e t  la  r e c o n s t i t u t i o n  
d a n s  l ' e s p a c e  d e s  s t r u c t u r e s  o b s e r v 6 e s .  
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Fig. 1. M6thode d'orientation, lors de l'inciusion d 'une celhtle isol6e (voir texte). 
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Fig. 2. Paramecium bursaria. Reconstitution d'apr~s les coupes orient6es. Les traits 6pats horizontaux et les sch6ntas 1, 5, 7, 8 et 9 
repr6sentent les zones eoup6es. Celles-ci sont en r6alit6 constitu6es chacune de nembreuses coupes s6ri6es; settle tree portion d 'une coupe 
de chaque zone est reproduite ici. I1 ressort avec 6vidence de ces figures que l '6bauche de la nouvelle bouehe se forme ~ l 'cxt6rieur de 
l 'ancienne, et que c'est ~ partir  de sa portion ant6rieure que d6bute son invagination, ab:  ancienne bouehe; enb:  6bauche de la nouvetle 
bouehe; ma:  maeronueleus; mi: tnicro-nucleus; v: vestibule, r6gion pelliculaire entottrant l 'ancienne bol~ehe, l.e contour de chaque micro- 

graphic est repr6sent6 en traits fins sur le sch6ma correspondant. 
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La  r eche rche  d ' u n  p o i n t  pr6cis d ' u n e  cellule d a n s  le 
microscope  6 tec t ron ique  impose  a u x  coupes  une  longue  
expos i t i on  au  fa isceau d '61ectrons.  L a  s u b l i m a t i o n  du  
mat6r ie l  d ' i nc lu s ion  p e u t  alors  e n t r a i n e r  des d 6 p l a c e m e n t s  
d a n s  les s t r u c t u r e s  fines,  d 6 p l a c e m e n t s  qu i  se t r a d u i s e n t  
p a r  une  for te  d i m i n u t i o n  de la r6solut ion.  C 'es t  en  fa i r  ce 
qu i  se p r o d u i t  avec  les ob je t s  inclus  au  m 6 t h a c r y l a t e .  
P o u r  6v i t e r  ce ph6nom~ne ,  nous  e m p l o y o n s  le Ves topa l  W 
(polyester)  ~, r e c o m m a n d 6  p a r  RYTER e t  KELLENBERGER ~, 
d o n t  la s t ab i l i t6  dans  le fa isceau 61ectronique es t  par fa i te ,  
en  ce sens que  la s u b l i m a t i o n  n ' e n t r a l n e  a u c u n e  d i m i n u t i o n  
de vo lume ,  e t  m a i n t i e n t  p a r  c o n s 6 q u e n t  les s t r u c t u r e s  
inclues  d a n s  leur  pos i t ion .  

Mdthode. (a) Isolement et fixation. Des cellules s o n t  isoMes 
u n  s t ade  pr6cis e t  plac6es d a n s  le l iquide  f i xa t eu r  d a n s  des  

t u b e s  de ver re  ~ fo'nd rond  de 4 m m  de ~ in t6 r i eu r  e t  de 
10 m m  de h a u t e u r  (Figure  1 A). L a  m 6 t h o d e  e t  le m o m e n t  
de  l ' i so lement ,  de m6me  que  te cho ix  du  f ixa teur ,  son t  
p rop re s  b. c h a q u e  recherche .  Darts  le cas  pr6sen t ,  nous  
o b s e r v o n s  une  cellule isol6e jusqu 'A l ' i n s t a n t  de sa  divis ion.  
S a c h a n t  que  te t e m p s  de ,g6n6ra t ion~  es t  de 12 h, on  p e u t  
ensu i te  la f ixer  au  m o m e n t  voulu .  L ' a s p e c t  de la cellule, 
d a n s  les 40 min  qui  p r6c~den t  la  d iv is ion,  p e r m e t  de 
d 6 t e r m i n e r  le s t ade  avec  encore  plus  de  pr6cis ion p o u r  
ce t t e  b r~ve  p6riode.  C o m m e  f i x a t e u r  nous  a v o n s  employ6  
l 'OsO 4 ~ l~g d a n s  u n  t a m p o n  au  v 6 r o n a l - a c 6 t a t e  de N a  
(selon Michaelis)  au  p H  6. 

(b) Prd-inclusion et orientation dans l'agar. Apr~s la 
f ixa t ion ,  les cellules son t  plac6es,  au m o y e n  d ' u n e  p i p e t t e  
de d i am~t r e  appropr i6 ,  d a n s  une  g o u t t e  d ' a g a r  l iquide  
(2% d a n s  le t a m p o n  c o r r e s p o n d a n t  au  f ixa teur )  ~ 45°C, 
sur  une  l ame  p o r t e - o b j e t  t e n u e  p ra t e  su r  une  p l a t i n e  
c h a u f f a n t e  (Figure  1 B). Avec  une  fine aiguil le de verre ,  e t  
sous u n  microscope  g ross i s san t  10 ~ 20 fois, on  o r i en te  la 
cellule d a n s  le p l an  d6sir6, en  p r e n a n t  c o m m e  f u t u r  p lan  
de  coupe  le p l an  de  la l ame  p o r t e - o b j e t  (Figure  1C). Pu i s  
on  laisse re f ro id i r  l ' a g a r  que lques  m i n u t e s  d a n s  une  
c h a m b r e  h u m i d e  (boi te  de Petr i ) .  En f in .  l ' a g a r  es t  d6coup6 
t o u t  a u t o u r  de la cellule (p rendre  u n  p e t i t  scalpel) en  u n  
bloc car t6  de 2 m m  de c6t6 e t  de 1 m m  de h a u t e u r  
(Figure  1 D, D') .  Ce bloc p e r m e t  de m a n i p u l e r  f ac i l emen t  
la cellule sans  r i sque r  de  l ' a b i m e r  ou de  la perdre .  

Lo r sque  nous  t r a v a i l l o n s  su r  des  cel lules p lus  pe t i t e s  
(Flagell6s de 20-30  a) qu i  son t  difficiles ~ t r o u v e r  darts le 
bloc de Ves topa l  lors de la ta i l le  de la p y r a m i d e ,  nous  
p la~ons  d a n s  l ' a g a r  u n  p e t i t  m o r c e a u  de feuille d ' a l u -  
m i n i u m  pli6 en  poin te ,  de tel le sor te  que  la p o i n t e  d6signe 
la celtule. Ce f r a g m e n t  d ' a l u m i n i u m  a en  o u t r e  l ' a v a n t a g e  
de  r e n d r e  le b loc  d ' a g a r  b ien  v is ib le  p e n d a n t  t o u t e s  les 
op6ra t ions  d ' inc lus ion .  

(c) Inclusion et orientation dans le Vestopal. Nous  a v o n s  
16g~rement modif i6  le m o d e  d ' i nc lus ion  au  V e s t o p a l  W, 
que  nous  e m p l o y o n s  d6sormais  de  la fa~on s u i v a n t e :  
Apr~s  u n  b a i n  de  2 h darts  l ' a c 6 t a t e  d ' u r a n y l e  (0 ,5% d a n s  
le t a m p o n )  p o u r  a u g m e n t e r  le c o n t r a s t e ,  su i t  une  des- 
h y d r a t a t i o n  progress ive  darts la s6rie des  ac6 tones  de 30 
100%,  qui  se t e r m i n e  p a r  u n  deux i~me  b a i n  d ' a c 6 t o n e  
sec, de 0,5 ~ 1 ml  au  m a x i m u m .  On a j o u t e  alors  t o u t e s  les 
demi -heu re s  une  g o u t t e  de Ves topa l  \V (avec 1% d ' in i -  
t i a t e u r  e t  1% d ' a c t i v a t e u r ) .  I1 c o n v i e n t  de  b ien  m61anger  
et  d ' 6 t imine r  l ' e x c 6 d e n t  de  l iquide,  p o u r  m a i n t e n i r  te 
v o l u m e  ini t ial .  Apr~s 10 ~ 12 ad jonc t ions ,  le l iquide  es t  
6pals. On vide  alors  le r6cipient ,  en  p r e n a n t  soin que  le 
bloc d ' a g a r  res te  co116 au fond  (Figure  1E).  Apr~s ad-  
j o n c t i o n  d ' u n  n o u v e a u  ml  de Ves topa l ,  on  laisse le r6ci- 
p i e n t  o u v e r t  p e n d a n t  une  n u i t  b. la t e m p 6 r a t u r e  o rd ina i re .  
Le l e n d e m a i n ,  le V e s t o p a l  es t  encore  r enouve l6  p o u r  
que lques  heures .  

On  place ensu i t e  les blocs, au m o y e n  d ' u n e  fine spa tu le ,  
au  fond  d ' u n e  capsu le  de g61atine ( inut i le  de s6cher  les 
capsu les  de  g61atine), avec  une  g o u t t e  s e u l e m e n t  de Ves to-  
pa l  (Figure  1 F), On o r i en te  alors,  sous le microscope,  le 
bloc au  fond de la capsule,  a f in  que  l ' axe  de la cellule soi t  
paral l~le  ~t celui de la capsule  (Figure  1G, G') .  Si la 
cellule est  b ien  or ient~e  d a n s  l ' agar ,  cela ne p r6sen te  pas  
de  diff icul t6.  P o u r  6v i t e r  que  le bloc ne  se d6place  apr~s  
coup  d a n s  la capsule ,  nous  la issons po lym6r i se r  p e n d a n t  
5 ~ 6 h ~. 65°C a v a n t  de r empl i r  c o m p l ~ t e m e n t  les capsules  
de Ves topa l  et  d ' a c h e v e r  la po lym6r i s a t i on  p e n d a n t  36 
X 4 8 h .  

(d) Ultramicrotomie. Le bloc de  Ves topa l  6 t a n t  plac6 
b ien  a x i a l e m e n t  d a n s  le p o r t e - o b j e t  du  m i c r o t o m e  
(Figure  1 H),  les coupes  p a s s e r o n t  e x a c t e m e n t  d a n s  le p lan  
d6sir6. On  fera  des s6ries de coupes  a u x  n i v e a u x  in t6res-  
s a n t s  de la cellule (,zones,~ 1, 5, 7 etc.  de la F igure  2), en 
61iminant  pa r  des coupes  6paisses les zones inut i les .  

Rdsultat. La  F igure  2 m o n t r e  les r6su l t a t s  o b t e n u s  sur  
P.  bursaria. Les ,zones~  ind iqu6es  ( t ra i t s  h o r i z o n t a u x  
6pals) son t  e l les-m~mes compos6es  de coupes  s6ri6es. Nous  
ne  m o n t r o n s  ici q u ' u n e  p o r t i o n  d ' u n e  seule coupe  de 
c h a q u e  s6rie. 

B ien  que  les r6su l t a t s  d6tai l l6s fassen t  l ' ob j e t  de pub l i -  
ca t ions  h venir ,  d i sons  d ' emb l6e  que  la m 6 t h o d e  d6cr i te  
s ' e s t  r6v6Me tr~s  f ruc tueuse  e t a  pe rmis  d6j~t d ' u t i l e s  raises 
au  po in t .  Peu  a v a n t  la d ivis ion,  l ' 6 b a u c h e  de la  nouve l le  
b o u c h e  (enb) se forme sur  la pa ro i  ves t ibu la i re ,  ~ l 'ex-  
t6 r ieur  de l ' a n c i e n n e  bouche .  Elle a p p a r a i t  sous forme de 
t ro is  r u b a n s  ca rac t6 r i s t iques ,  Ainsi  que  l ' a v a i t  d6j ~ m o n t r 6  
la microscopie  ~t c o n t r a s t e  de phase  (EHRE'r e t  POWERS4), 
ces r u b a n s  s o n t  compos6s  de r a n g s  de  c in6tosomes[  Ce t te  
r6gion es t  donc  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  f avo rab l e  ~ l ' 6 tude  de  
l ' a p p a r i t i o n  de ces organel les  e t  des cils qu 'e l les  suppor t e -  
fon t .  P o u r  sa  pa r t ,  le m a c r o n u c l e u s  sub i t  des c h a n g e m e n t s  
n o t a b l e s :  les nucl6oles e t  la c o m p o s a n t e  c h r o m a t i n i e n n e  
v a r i e n t  d a n s  leur  s t r u c t u r e  e t  leur  d isposi t ion.  C e p e n d a n t ,  
ces t r a n s f o r m a t i o n s  son t  un i fo rmes  e t  s imu l t an6es  darts  
l ' e n s e m b l e  du  noyau ,  c o n t r a i r e m e n t  h ce que  l 'on  obse rve  
chez  d ' a u t r e s  Cili6s. Enf in ,  m e n t i o n n o n s  que  les t r i cho-  
cys tes  se d 6 v e l o p p e n t  h p a r t i r  de corpuscu les  pa r t i cu l i e r s  
au  sein du  cy top la sme ,  e t  ne se d iv i s en t  pas,  c o m m e  on l ' a  
a d m i s  l o n g t e m p s  5 

Summary .  (1) Con t ro l  of cell o r i e n t a t i o n  a n d  knowledge  
of t he  p l ane  of sec t ion ing  are i nd i spensab le  (bu t  genera l ly  
ignored)  r e q u i r e m e n t s  for s tud ies  of t he  d e v e l o p m e n t  of 
cel lular  cons t i t uen t s .  (2) A s imp le  t e c h n i q u e  t h a t  mee t s  
these  r e q u i r e m e n t s  for t he  e lec t ron  microscope  is given.  
(3) As app l ied  to Paramecium,  i t  is s h o w n  t h a t  t he  c i l ia ry  
complexes  of t h e  new gul le t  deve lop  ou t s ide  of t h e  old one, 
a n d  t h a t  i n v a g i n a t i o n  beg ins  a t  t he  a n t e r i o r  end  of t he  
gul le t  anlage.  
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