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genized l igh t ly  b y  means  of a glass rod  and  pressed  
t h r o u g h  an  80 m e s h  s ta in less  s teel  gr id  t h a t  h a d  b e e n  
f i t t ed  to  t he  b o t t o m  of a s ta in less  s teel  homogenizer .  T h e  
t i ssue  pu lp  was col lected in  a cen t r i fuge  t u b e  c o n t a i n i n g  
5 ml  med ium.  The  egg shells were al lowed to se t t le  to  t h e  
b o t t o m  of t h e  cen t r i fuge  tube ,  the  suspens ion  c o n t a i n i n g  
t he  cells a n d  t issues  was collected,  cen t r i fuged  a t  800 
r p m  for  3 min,  w a s h e d  th ree  t i m e s  and  t h e n  seeded e i t h e r  
in  L e i g h t o n  t u b e s  or in  P o r t e r  flasks. Var ious  v e r t e b r a t e  
a n d  i n v e r t e b r a t e  t i ssue  cu l tu re  med ia  were t e s t ed  e i t he r  
a lone or in  combina t ions .  

Good resul t s  were o b t a i n e d  in  TRAGER'S modif ied  insec t  
t issue cu l tu re  m e d i u m  ~, where  in  a d d i t i o n  to t he  a l t e red  

sa l t  co mp o s i t i o n  t h e  yeas t  e x t r a c t  was s u b s t i t u t e d  b y  t h e  
v i t a m i n s  of EAGLE'S m e d i u m  *. MORGAN'S 199 v e r t e b r a t e  
t i ssue  cu l tu re  m e d i u m  4 a lone  also suppo r t s  cell prol i fera-  
t ion,  b u t  t h e  cells are n o t  h e a l t h y  looking an d  r e semble  
m o s t l y  f i l amen tous  forms.  However ,  t h i s  med ium,  in 
c o m b i n a t i o n  w i th  TRAGER'S modif ied  m e d i u m  or  w i t h  t he  
m e d i u m  f o r m u l a t e d  b y  KITAMURA 5 for  t h e  cu l t i v a t i o n  of 
o v a r i a n  t issues f rom Culex pipiens var .  molestus, gave  t he  
m o s t  s a t i s f ac to ry  resu l t s  so far.  I n  these  media ,  enr iched  
w i t h  2% ch ick  e m b r y o  ex t r ac t ,  new t r a n s p a r e n t  cells 
were seen to  a p p e a r  on  t h e  t h i r d  or f o u r t h  day.  B y  t he  
f i f th  or s i x t h  d a y  whole  microscopic  f ields were seen to  be  
covered  w i t h  new cells a n d  m a n y  mi to t i c  f igures could be  
d e m o n s t r a t e d .  F igure  1 shows a 10-day-old  cu l tu re  g rown 
in  L e i g h t o n  tube ,  a n d  F igu re  2 is t h e  same a f t e r  be ing  
s t a ined  w i t h  Giemsa.  T h e  m e d i u m  was changed  usua l ly  
once in 4 days.  Cul tures  were  m a i n t a i n e d  in good condi-  
t i on  for  ove r  3 weeks 6,7. 

P r e l i m i n a r y  resu l t s  o b t a i n e d  f rom virological  s tud ies  in  
these  cells ind ica te  t h a t  t h e y  s u p p o r t  t h e  p ro l i fe ra t ion  of 
W N  virus .  

Rdsumd. Des t i ssus  et  cellules d ' e m b r y o s  d'A edes aegypti 
o n t  6t6 cul t iv6s  duns  des mi l i eux  de cu l tu re  p o u r  t issus  des 
insec tes  c o n t e n a n t  aussi  le mil ieu MORGAN 199 p o u r  
cel lules-ver tSbres .  On p e u t  observer ,  au  c o m m e n c e m e n t  
du  t rois i~me jour ,  des cellules t r a n s p a r e n t e s  nouvel les  et  
fo rmes  mi to t iques .  Les  cu l tu res  son t  rest6es en  b o n  ~ ta t  
p e n d a n t  plus  de t ro is  semaines .  
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Fig. 2. Mitotic figures in 10-day-old culture ( • 400). 
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Facteurs influenqant la fertilit6 des males de 
Xenopus laevis D. (Batracien anoure) 

A t o u t e  saison,  il es t  possible  de p r o v o q u e r  le d6veloppe-  
m e n t  des carac t6res  sexuels  secondaires  chez  Xenopus 
laevis p a r  l ' i n j ec t ion  d ' h o r m o n e  gonado t rope  chor ionique ,  
t e l  le G o n a d o t r o p i n e  chor ion ique  (CIBA), le P r e g n y l  
(Organon)  ou le P h y s e x  (Leo). Ces p rodu i t s ,  r iches  en  
h o r m o n e  lu t6 in i san te  (LH) p r o v o q u e n t  chez le ma le  la 
f o r m a t i o n  des callosit6s nup t i a l e s  e t  leur  p i g m e n t a t i o n ,  
a ins i  que  l ' amplexus .  Chez la  femelle, l ' h o r m o n e  i n d u i t  la 
p o n t e  (un surdosage  p e u t  m6me p r o v o q u e r  la p o n t e  
d'oeufs i m m a t u r e s  (ORTOLANI e t  VANDERHAEGHE1). 
Toutefois ,  les r6su l t a t s  de ces c ro i sement s  son t  m a u v a i s  
en  au tomne .  

L a  f igure i l lus t re  ce d6clin saisonnier .  Elle a 6t6 6tabl ie  
sur  la  base  de 410 c ro i sement s  effectu6s avec  des a n i m a u x  
d'&ge et  d 'o r ig ine  tr~s divers ,  p e n d a n t  la  p6riode de ju in  
1962 ~ n o v e m b r e  1965. N6anmoins ,  malgr6  l 'effet  saison- 
nier ,  on o b t i e n t  encore  u n  fa ib le  p o u r c e n t a g e  de f6conda-  
t i on  en  <~mauvaise p6riode~ (16%), p a r  cont re  en ~bonne  
p6riode~ le p o u rcen t ag e  de f6conda t ion  n ' e s t  pus aussi  
61ev6 que  possible  (37% seu lement ) .  C o m m e  la t e m p 6 r a -  
t u r e  de no t re  salle d ' a q u a r i u m s  est  m a i n t e n u e  c o n s t a n t e  

22-23~ ce d6clin d 'o r ig ine  a p p a r e m m e n t  p h o t o -  

x G. ORTOLANI et F. VANDERHAEGIfE, Rev. suisse Zool. 72, 652 
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p6riodique ne p e u t  p a s s e  mani fes te r  au m a x i m u m  dans  
les condi t ions  artificielles du laboratoire.  

L 'exp6r ience  su ivan te  nous a mont r6  qu' i l  es t  possible 
d ' ac t ive r  la spermatogen6se  pr imaire  chez les males  par  
un t r a i t e m e n t  ~ l ' A n t e x  (Leo) fiche en FSH,  en p4riode 
de faible act ivi t6  des gonades.  Chez les femelles, Dr. 
A. S. C. CURTIS (Univers i ty  College, London)  ob t i en t  
r6guli6rement des pontes  de bonne  quali t6 en a l t e rnan t  
les inject ions de F S H  et  L H  (Communica t ion  personnel le  

A. DROIN). La  m6me exp6rience a permis  de m e t t r e  en 
6vidence l 'e f fe t  de la longueur  de l '6clairage journalier .  

Matdr i e l  et mdthodes.  H o r m o n e :  A n t e x  (Leo). 5 injec- 
t ions de 20 U.I .  chacune.  Condit ions lumineuses:  (a) 
Dur6e moyenne  de l '6clairage de la salle & a q u a r i u m :  
10/24 h. (b) Jou r  prolong6:  Eclairage 12/24 h au n6on, 
contr616 par  une minuter ie ,  en chambre  the rmos ta t i s4e  
~O0~  

Les  mdles :  30 X e n o p u s  m~les p r o v e n a n t  de deux 
familles diff6rentes fu ren t  r6part is  en 4 groupes de t ra i te-  
m e n t :  Groupe I :  Groupe t6moin,  sans aucun t r a i t e m e n t  
(isol4 3 jours a v a n t  le croisement) .  Groupe II  : t ra i t6  pen-  
d a n t  3 semaines  par  un 6clairage 12/24 h. Groupe I I I :  5 
inject ions de 20 U.I .  A n t e x  au cours de 3 semaines  (sans 
lumi6re suppl6mentaire) .  Groupe IV:  t r a i t e m e n t  avec 5 
inject ions de 20 U.I.  An tex  et  t r a i t e m e n t  s imul tan6 par  
la lumi6re 12/24 h au cours de 3 semaines.  Au d6but  du 
t r a i t e m e n t  (27 octobre  1965) aucun des males ne pr6sen- 
t a i t  de p igmen ta t i on  ni callosit6s nupt ia les  sous les bras. 

L e s / e m e l l e s :  IsoI6e 3 jours a v a n t  le croisement ,  aucune 
femelle ne rut  trait6e. Les 30 femelles p rovenan t ,  comme 
les males, de deux  families diff4rentes, fu ren t  crois4es 
a u t a n t  que possible en hombre  6gal avec les m52es de 
chaque  famille e t  de chaque  mode de t r a i t emen t .  Le 
c ro isement  fn t  effectu6 selon not re  mode  hab i tue t :  7 h 
apr6s une premibre in ject ion de 50 U.I.  g chaque sexe, les 
femelles regoivent  250 U.I.  et  Ies males 100 U.I.  de 
Physex  (Leo). 

Rdsul ta ts .  Le nombre  d 'ceufs pondus ,  le n o mb re  
d'ceufs f6cond6s et  le pourcen tage  des ceufs f6cond6s dans  
chaque  cro isement  sont  pr6sent6s dans  le Tableau.  
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R6sultats de 30 croisernents de Xenopus apr~s traitement des mgdes 
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Antex 
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Pondus F6cond6s 

Ia 466 110 
Ib 2800 10 
Ic 2 000 360 
Id 2400 310 
Ie 1650 825 
If 7 000 230 

Total 10316 1 845 

IIIa 2500 2250 
IIIb 6400 2 750 
IIIc 1600 1040 
IIId 6450 2710 
IIIe 2100 1680 
IIIf 3 dO0 3230 

Tot aI 22 450 13 660 

% Pondus Fdcond6s 
f6cond6 

24% IIa 900 620 
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18% I Ic 3 500 1300 
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180/0 Total 13 300 3 8dO 
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Observations et conclusions. F6condi t6  des 6 males  n o n  
t ra i t6s :  (Groupe I) 18% des 10316 ceufs p o n d u s  on t  6t6 
I6cond6s. L ' i n j e c t i o n  de 150 U.I .  de P h y s e x  (LH) a pro-  
voqu6  la p i g m e n t a t i o n  sur  les b ras  a ins i  que l ' amplexus ,  
ma i s  le n o m b r e  de spe rma tozo ides  lib6r6s a 6t6 insuf f i sant .  

Pho top6r iod ic i t6 :  P a r  une  p r o l onga t i on  de l '6clai rage 
j ou rna l i e r  (de 2 h envi ron) ,  la f6condit6 a 6t6 a u g m e n t 6 e  
de 1 0 - 1 1 %  dans  les groupes  I I  e t  IV,  sans  ou avec  
An tex .  Cet te  a u g m e n t a t i o n  es t  s t a t i s t i q u e m e n t  s ignif ica-  
t ive  e t  p o u r r a i t  i nd ique r  que le d6clin sa i sonnie r  de la  
f6condi t6  a une  or igine pho top6r iod ique .  I1 es t  i n t ~ r e s san t  
de n o t e r  que l ' expos i t i on  ~ u n  6clairage prolong6 s t imule  
les carac t~res  sexuels  secondaires ,  a v a n t  que les gonades  
n ' a i e n t  p r o d u i t  s u f f i s a m m e n t  de sperme (cf. g roupe  I I ) .  

A c t i o n  de l ' A n t e x :  I n d @ e n d a m m e n t  de l 'e f fe t  du j o u r  
long, le t r a i t e m e n t  avec  l ' A n t e x  r iche en  F S H  a b e a u c o u p  
am61ior6 la  I6condi t6  des males.  L ' e f fe t  fo l l i cu lo -s t imulan t  
de ce t t e  h o r m o n e  s ' e s t  expr im6 d6jA 3 semaines  apr~s la 
p remie re  in ject ion.  Au cours  du  t r a i t e m e n t  les carac t~res  
sexuels  secondaires  se son t  t r~s f o r t e m e n t  d6velopp6s.  La  
dose m i n i m u m  n6cessaire  pou r  une  a c t i v a t i o n  suf f i san te  
de la gam6togen~se  es t  encore 5. d6 terminer .  

La  qual i t6  des oeufs: Si l ' on  suppose  que les males  du  
g roupe  I V  o n t  fourn i  s u f f i s a m m e n t  de spe rma tozo ides  
p o u r  I6conder  t o u s l e s  oeufs capab les  de d6ve loppemen t ,  
les femelles on t  p o n d u  71% d'ceufs f6condables,  29% des 
ceufs 6 t an t s  h y p e r m a t u r e s .  Cet te  va l eu r  cor respond  aux  
obse rva t ions  de K. MIKAMO ( com m un i ca t i on  person-  
ne l l@ Aussi, p a r m i  les ceufs non  d6velopp6s a u c u n  ne 
p r6sen t a i t  le faux-c l ivage  (ORTOLANI et  VANDERHA]EGHE 1). 

Summary, U n d e r  t h e  cond i t ions  p reva i l ing  a t  t he  
S t a t i on  de Zoologic exp6 r imen ta l e  (Un ive r s i ty  of Geneva) ,  
t he  fe r t i l i ty  of males  of Xenopus laevis decreases  eve ry  
yea r  in  t he  a u t u m n  (Figure).  ' L o n g - d a y '  t r e a t m e n t  sig- 
n i f i can t ly  increases  t he  fe r t i l i ty  and  leads  to t he  conclu-  
sion t h a t  t he  decrease  is due to  pho tope r iod ic  inf luences.  
T r e a t m e n t  w i t h  A n t e x  (Leo) (i.e. a fol l ic le-r ipening hor-  
mone)  for 3 weeks  h igh ly  a c t i v a t e s  spe rmatogenes i s  a t  a 
t ime  w h e n  t he  gonads  n o r m a l l y  r e m a i n  inact ive .  
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t~ber ein Zwischenprodukt bei der Darstellung 
yon Rhodamin B-Isothiocyanat 

Zur  M a r k i e r u n g  v o n  A n t i k 6 r p e r n  be i  i m m u n c h e m i s c h e n  
U n t e r s u c h u n g e n  werden  in de r  H a u p t s a c h e  F luoresce in-  
i so th iocyana t ,  R h o d a m i n  B - I s o t h i o c y a n a t  (i), R o s a m i n -  
i so th iocyana t ,  D i m e t h y l a m i n o n a p h t h a l i n s u l f o c h l o r i d  u n d  
Hydroxypyren t r i su l fos~ iure  v e r w a n d t .  I wird  n a c h  e iner  
Vorsch r i f t  y o n  RINGS et  al.~ auf  fo lgendem Wege  ge- 
w o n n e n :  Ni t rophtha ls~ iure  wi rd  m i t  m - D i i i t hy l amino -  
p h e n o l  zu N i t r o r h o d a m i n  (II) kondens ie r t ,  aus  d e m  m a n  
d u t c h  k a t a l y t i s c h e  H y d r i e r u n g  A m i n o r h o d a m i n  erh/i l t .  
Le tz t e res  1/isst s ich m i t  T h i ophos gen  zu I umse tzen .  E i n e  
ande re  Da r s t e l l ungsm6g l i chke i t  fiir I I  i s t  fo lgende:  M a n  
se tz t  Ni t ro f luoresce in  ~ n a c h  de r  Vorsch r i f t  yon  BOREK 3 
m i t  P h o s p h o r p e n t a c h l o r i d  in  P h o s p h o r o x y c h l o r i d  (als 
F l iessmi t te l )  zu 3 ,6 -Dich lo rn i t ro f luo ran  (III)  urn. I I I  
k a n n  ana log  * m i t  DiS . thy laminhydroch lo r id  u n d  N a t r i u m -  
a c e t a t  in  D i m e t h y l f o r m a m i d  bei  200-220 ~ im B o m b e n -  
r o h r  in  I I  u m g e w a n d e l t  werden.  Die wei tere  V e r a r b e i t u n g  
erfolgt  d a n n  wie bei  ~. Die Me thode  h a t  den  Vorte i l ,  dass  
sich aus  e inem A u s g a n g s p r o d u k t ,  n / iml ich Ni t ro f luores -  
cein, das  le ich t  in  gr6sserer  Menge herges te l l t  we rden  
k a n n ,  ve r sch iedene  f luoreszierende Fa rbs to f f e  (FITC,  
R h o d a m i n  B-ITC,  T e t r a m e t h y l r h o d a m i n - I T C )  gewinnen  
lassen.  

Arbeitsvorschri[t. 3 g D i ~ t h y l a m i n h y d r o c h l o r i d ,  3 g 
N a t r i u m a c e t a t ,  2 g Dich lorn i t ro f luoresce in  u n d  6 ml  
D i m e t h y l f o r m a m i d  werden  m i t e i n a n d e r  v e r m i s c h t  u n d  
im B o m b e n r o h r  24 h auf  200-220~ erh i tz t .  N a c h  d e m  
E r k a l t e n  u n d  0 l i n e n  wi rd  das  R o h r  m i t  wenig Chloroform 

ausgespti l t .  Die L 6 s u n g s m i t t e l  werden  im V a k u u m  ent -  
fernt .  Der  feste Rf i cks t and  wi rd  zweimal  m i t  je 15 ml  
Chloroform ex t r ah ie r t .  I ) abe i  b le iben  die ano rgan i schen  
S u b s t a n z e n  ungel6st .  Der  F a r b s t o f f  k a n n  mi t  B e n z i n  
(Kp. 60-80 ~ aus  der  Ch loroforml6sung  ausgef/~llt werden.  
Fal ls  er in  51iger F o r m  ausf~illt, empf i eh l t  es sich, die 
L6sung  vor  d e m  F~illen mi t  e twas  T ie rkoh le  zu b e h a n d e l n .  
Die U m k r i s t a l l i s a t i o n  erfolgt  aus  i -Propanol .  

Summary. The  syn thes i s  of n i t r o r h o d a m i n  v ia  n i t ro -  
f luorescein  and  3 ,6 -d ich lo ron i t ro f luoran  is descr ibed.  
N i t r o r h o d a m i n  is an  i n t e r m e d i a t e  for  t he  p r e p a r a t i o n  of 
r h o d a m i n  B - i s o t h i o c y a n a t e  a n d  t e t r a m e t h y l r h o d a m i n -  
i so th iocyana te .  S t a r t i n g  f rom ni t rof luoresce in ,  b o t h  F I T C  
and  r h o d a m i n - I T C  can  be  p repared .  
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