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ABSTRACT: The use of pluteus-larvae in experimental ecology. The pluteus of sea urchins 
(Paracentrotus lividus and Arbacia lixula) are planktonic organisms easily reared in the 
laboratory for experimental purposes. After a short summary of methods, the stages of devel- 
opment are outlined. These include an endotrophic phase, an exotrophic phase and a period of 
regression. Requirements for experimental use are described, and some applications are then 
shown. The latter include estimates of toxicity (copper, bactericidal solutions), and measures 
of food value (cultures of unicellular algae). Some prospects of using these pluteus in ex- 
perimental ecology are also discussed. 

I N T R O D U C T I O N  

d annees, WILSON (1951) montrai t  l 'existence d'une difference I1 y a une quinzaine ' ' 
d 'ordre biologique entre deux eaux de mer, l 'une prElev& en Mer Celtique, l 'autre aux 
environs de Plymouth. I1 utilisait pour cette d&nonstration des larves de l 'oursin 
Echinus esculentus dont les p lut&s se dEveloppaient bien dans la premiere eau et real 
dans la seconde. Au cours d'une sEri¢ de t ravaux WILSON & ARMSTRONG (1952--1961) 
essayaient ensuite de retrouver et de pr&iser ce phEnom~ne. Depuis 1957 nous avons 
Egalement abordE ce probl~me des differences biologiques entre eaux de mer employant  
comme test biologique les plutEus de deux oursins communs en MEditerran&, Paracen- 
trotus lividus et Arbacia lixula, et nous avons EtE amen& ~t &udier en detail le dEvelopp- 
ement <~in vitro~, de ces plutEus (Bot3GIS 1964a). 

Nous avons ainsi obtenu une connaissance assez approfondie de la croissance des 
plutEus qui permet de les utiliser en laboratoire comme organismes-tests pour tenter 
d'Elucider certains probl~mes d '&ologie expErimentale. Nous rejoignons ainsi une des 
preoccupations expos& il y a une dizaine d 'ann&s dans un autre symposium de 
biologie marine: mettre fi la disposition des &ologistes marins des organismes planc- 
toniques pouvant  &re Elev& ~dn vitro,~ et accessibles ~t l 'expErimentation (RA~ 1958). 

M f l T H O D E  

La f&ondation est toujours faite en eau de mer naturelle prise ~ l 'entr& de la 
fade. Dans nos experiences les actions Eventuelles des substances essay&s s'exercent 
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donc exclusivement sur le d6veloppement et la croissance et non sur les processus de 
la f&ondation.  

Les oeufs sont ensuite r6partis dans des erlens plac& en thermostat, dans 100 ou 
200 cc d'eau de met k raison le plus souvent de 10 ~t 30 oeufs par  cc. Pour suivre le 
d6veloppement des plut6us, des fractions de 5 ~ 10 cc sont pr61ev6~s et filtr&s sur filtres 
millipores de 25 mm de diam~tre. Apr~s lavage ~ l 'eau distill& et s6chage k 60 ° les ill- 
tres sont mont6s dans l 'huile de c6dre qui, les &laircissant, rend visible le squelette des 
plut6us; les mesures sont fakes au microscope sur les baguettes composant ce squelette 
(PREsSOIR 1959). Nous mesurons la baguette somatique qui t radui t  te d6veloppement 
du corps m~me du plut6us et la baguette postorale qui sous-tend le bras postoral et 
permet d 'appr&ier  le d6veloppement des bras. Pour simplifier, les mesures sont 
exprim&s ici en divisions du microm~tre (une division = 10,1 f0. 

ETAPES DE LA CROISSANCE 

Les larves d'oursins 6voluent rapidement, en moins de 48 h ~t 25 °, en plut6us 
quatre bras (deux bras postoraux prolongeant les baguettes somatiques et deux bras 

! t t t f anterolateraux) elabores grace^ aux reserves de l 'oeuf: c'est ce que nous avons appel6 
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Fig. I :  Repr6sentation sch6matique du d6veloppement des plut&s de Paracentrotus lividus. 
En abscisses temps en heures (~t 25 °) et en ordonn&s division du microm~tre (1 division = 

10,1 E¢); bs = baguette somatique; bpo = baguette postorale 

l a p  h a s e e n d o t r o p h e. Le plut6us dolt ensuite, pour poursuivre son d6veloppement, 
trouver dans le milieu externe sa nourriture: c'est la p h a s e  e x o t r o p h e .  Si la 
nourriture manque la larve soumise au jefine ne meurt  pas, mais ses bras vont diminuer, 
se r&orber, jusqu" "a disparakre presque compI~tement: c'est la r 6 g r e s s i o n .  Sur la 
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! t ) t  • v ! figure 1 nous avons represente 1 evolutmn de ptuteus nourris et de pluteus soumis au 
jefine en indiquant les phases pr&ddentes. Ces courbes correspondent dvidemment 
des points moyens: les mesures r&lles montrent une certaine dispersion que nous allons 
examiner de plus pros. 

VARIABILITE ET VALIDITE DES MESURES 

Pour pouvoir utiliser comme test des diff&ences dans la croissance des plutdus, 
plusieurs conditions sont n&essaires. (1) L'&hantillon mesurd dolt &re assez rdduit, 
pour des raisons pratiques, mais repr&entatif du lot &udi& (2) Des lots diff&ents 
dlev& dans les m~mes conditions doivent donner des r&ultats aussi concordants que 
possible; de l '&art  entre ces lots d@endra en bonne part la pr&ision des essais effect- 

^ I - ) f - u& par la m&hode. (3) Pour une meme ser,e d experiences une seule femelle et un seul 
m~le sont utilis&, mais d'une s&ie ~t une autre, femelle et mille different: il existe lb. 
une source de variation qu'il faut dgalement appr&ier. 

Nous allons aborder ces diff&ents points en distinguant successivement les 
baguettes somatiques et les baguettes postorales. Nos donn&s concernent les plutdus 
de Paracentrotus lividus, esp'ce que nous avons utilisde le plus souvent. 

B a g u e t t e s  s o m a t i q u e s  

La mesure des baguettes somatiques donne des courbes de frdquence montrant une 
distribution sensiblement normale; au bout de 45 h 5. 250 le coefficient de variation 
(C = s/~) se situe g~n&alement de 0,05 ~t 0,08 et pour une longueur moyenne (~) de 
25, par exemple, la d&iation standard (s) varie de 1,25 ~t 2. 

La d&ermination de l'intervalle de confiance de 95 % en fonction de l'&hantillon 
mesur~ est donn& par le tableau suivant pour ~ = 25, C = 0,07, s = 1,75. 

&hantillon mesurd (n) 30 60 90 120 150 
erreur standard (sT) 0,32 0,23 0,18 0,16 0,14 
intervalle ( + t0,05 • s7) 0,65 0,46 0,36 0,32 0,28 

Ainsi au delft de 90 mesures la precision' ' " n'est guere' augment& pour une depense 
suppldmentaire de temps assez grande: 30 mesures de la baguette somatique et de la 
baguette postorale n&essitent environ 15 minutes. Nous utilisons habituellement des 
&hantillons de 60 ou 90 individus. Pour une premiere orientation, ou dans le cas de 
diff&ences importantes, un &hantillon de 30 individus peut m~me suffire. 

En croissance exotrophe et en rdgression la variation des baguettes somatiques 
n'est pas sensiblement affect&. 

La comparaison de lots diff&ents dlev& dans les m~mes conditions et provenant 
d'une m&ne ponte fait apparaJtre quelques diff&ences. Voici les longueurs moyennes 
des baguettes somatiques avec intervalles de confiance de 95 % calcul&s pour 10 lots 
identiques (expErience 109, 45 h ~t 25% n = 60). 



62 P. BOUGIS 

moyennes (g) 26,03 26,18 26,12 26,43 26,37 25,85 25,90 25,37 26,23 26,65 
+ to,os 's7 26,52 26,75 26,61 26,82 26,81 26,28 26,38 25,93 26,71 27,23 

~ - - t o , o s " s 7  25,54 25,61 25,63 26,04 25,93 25,42 25,42 24,81 25,75 26,07 

L'analyse de variance donne les r&ultats suivants: 

Origine des variations Somme des carr& Degr& de libert~ Variance 

entre lots 69 9 7,66 
r&iduelle 2154 590 3,68 

Totale 2223 599 

On obtient donc F = 7,66/3,68 = 2,09. 

Les tables donnant  F = 2,45, pour 9 et 590 degr& de libert6, avec un risque de 
1 °/0, la diff&ence n'est donc pas significative. I1 faudra cependant veiller ~ s'entourer 
de toutes les pr&autions assurant la plus grande homog~n6it6 entre les diff&ents lots. 
De fagon pratique il sera donc bon d'utiliser dans les exp&iences au moins deux lots 
identiques pour chaque traitement, si possible davantage, et d'effectuer une analyse de 
variance pour &udier les r&ultats. Ce n'est que dans les cas off les diff&ences sont 
importantes que l 'on pourra se satisfaire, entre un lot ' " et un temom lot tralte," ' d'une 
simple comparaison des moyennes et des intervalles de confiance. 

Enfin d'une femelle k une autre (f&ond&s par un m~me m~tle) des diff&ences 
notables existent, toutes autres conditions dgales par  ailleurs. Voici un exemple 
(exp&ience 112, 45 h ~ 25 °, n = 60): 

Femelles A B C D E 
moyenne (g) 25,68 25,22 26,45 27,30 26,70 

+ to,o5 • s~ 26,16 25,56 27,03 27,82 27,10 
- -  to,o~ • s7 25,20 24,88 25,87 26,78 26,30 

L'analyse de variance donne les r&ultats suivants: 

Origine des variations Somme des carr& Degr& de libert6 Variance 

entre femelles 164 4 41,00 
r&iduelle 973 295 3,29 

Totale 1137 299 

On obtient F = 41,00/3,29 -~ 12,46. 

Avec un risque de 1 °/0 F, pour 4 et 295 degr& de libertd, est ~gal ~. 3,38. La 
diff&ence entre les femelles est donc significative. 

I1 est par  consequent' necessaire' ' d'utiliser pour une sene' " d'experlences' " une seule 
femelle (et un seul m~tle) et d ' introduire dans chaque s&ie des lots de contr61e servant 
de tdmoins. 
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B a g u e t t e s  p o s t o r a l e s  

Comme pour les baguettes somatiques la mesure des baguettes postorales donne 
des courbes de frdquence sensiblement normales avec un coefficient de variation de 
0,06 fi 0,08. Pour certaines femelles ce dernier peut &re sup&ieur et atteindre 0,10 ce 
qui s'accompagne souvent d'une asymeme' " de distribution du c6t~ des valeurs inf&i- 
eures k la moyenne. Dans les cas off cette asym&rie serait trop marqu& il y aurait lieu 
de v&ifier les r&ultats par de nouvelles exp&iences. 

Avec la r4gression le coefficient de variation augraente consid&ablement atteig- 
nant 0,20 ft. 0,40. En phase exotrophe il augmente aussi frdquemment: le tube digestif 
ne devient pas fonctionnel avant 40 h ~t 250 et un temps de latence existe entre 
l'ingestion et l'utilisation, provoquant ainsi un ddbut de rdgression avec accroissement 
de la variation. 

Par ailleurs ce que nous avons indiqud pour les baguettes somatiques est valable 
dans ses grandes lignes pour les baguettes postorales. 

A P P L I C A T I O N S  

L'utilisation des plutdus comme organismes-test peut se faire soit en phase endo- 
trophe soit en phase exotrophe: en phase endotrophe il s'agit surtout de modifications 
de croissance dues ~t des substances pdn&rant dans la larve et freinant ou accdl&ant 
son d&eloppement; en phase exotrophe la longueur des bras rdpondant rapidement 
~. la pr&ence ou l'absence de nourriture il s'agira plus sp&ialement d'essayer des sub- 
stances ou des souches nutritives. Nous allons examiner trois exemples d'utilisation. 

E f f e t  t o x i q u e  d u  c u i v r e  ~t f a i b l e  d o s e  

Nous avons montrd (BouGis 1959-1965) que le cuivre additionn~ ~t l'eau de mer 
des doses tr~s faibles, de l'ordre de la dizaine de /,g au litre, avait une action 

retardatrice sur le d&eloppement de la baguette somatique des plut&s. Cette action 
est bien illustrde par la figure 2. Le freinage de la croissance de la baguette somatique 
augmente de 0 ~. 20 #g par litre de fa~on proportionnelle et en appelant 1 la longueur 
de la baguette somatique on a: 

1 = l o - - k x  

06 lo est la valeur de 1 chez les t~moins, x la concentration de cuivre en pg/1 et k un 
coefficient de l'ordre de 0,26 (+_ 0,03). Cette relation permet d'envisager th~oriquement 
un dosage biologique du cuivre. A la diff&ence de la baguette somatique, la baguette 
postorale n'est pas affect~ par le cuivre et sa croissance est m~me am~lior~e (figure 2), 

! t • ! • ! - ! les bras beneficlant des matenaux de reserve du plut~us lalsses libres par le d~veloppe- 
ment moindre des baguettes somatiques et du corps du plut~us. Avec 30 ~g au litre 
l'effet commence ~t porter sur les bras et 50 /~g par litre peut &re consid~rd comme 
une dose l&ale. 
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Fig. 2: Croissance des plutdus de Paracentrotus lividus dlevds dans de l'eau de mer additionnde 
de 0,10 et 20 ~g/1 de cuivre (teneur initiale: 0,4 ~¢g/l); A, baguette somatique; B, baguette 
postorale. En abscisses temps en heures (~ 25 °) et en ordonndes divisions du microm~tre (1 divi- 

sion = IO,1 ,~). F~condation du 18 novembre 1964 
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Fig. 3: D~termination du seuil toxique de la chloramine: en trait continu: lot t~moin; en trait 
discontinu: tot exp~riment~. En abscisses hombre d'individus et en ordonndes divisions du mi- 
crom~tre. ExpEriences du 26 octobre, 3 novembre et 24 novembre 1965 (3 femetles diff~rentes). 

Temperature .... 250 C 
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D E t e r m i n a t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  b a c t e r i c i d e  n o n  t o x i q u e  

L'usage des bactericides pour les ~levages de larves marines se rEpand de plus en 
plus, la r~duction du taux bact~rien ~tant une des conditions du succ6s de ceux-ci. 
Dans tes essais de nutrition d'organismes sur milieu synthEtique les bactericides sont 
~galement nEcessaires. 

Les doses fi employer, aussi actives que possible vis ~ vis des bact~ries, ne doivent 
Evidemment pas perturber le d~veloppement des larves ~tudiEes: il faut rester en 
dessous du seuil toxique. Les plutEus permettent de d~terminer facilement de fa~on 
precise o~1 se situe ce seuil. Ce ne sont eependant que des experiences comparables 
ultErieures qui feront ^ si ces ^ connaitre seuils sont les memes pour les Iarves d'autres 
groupes ou embranchements. 

Voici k titre d'exemple les r~sultats obtenus pour la chloramine (Tolu6ne sulfonE 
chloramide, sel de sodium) (figure 3). La dose de 1 mg/1 exerce une action toxique nette 
et freine notablement la croissance des baguettes somatiques, les baguettes postorales 
~tant normales. La comparaison du lot expErimentE et du lot t~moin donne t = 18,02, 
c'est ~l dire que la difference est hautement significative (t0,0i = 2,6). Avec 500/zg/1, 
t = 5,66, et pour 250/~g/1 t = 0,23. Le seuil d'action de ta chlorarnine se situe done 
entre 250 et 500/~g/1. 

D E t e r m i n a t i o n  d e  l a  v a l e u r  n u t r i t i v e  d ' u n e  s o u c h e  d ' a l g u e  

La seconde condition de succ~s des Elevages de larves marines, en dehors de la 
r~duction du taux bact~rien, est la mise ~ leur disposition d'une nourriture satisfaisante. 
Pour les larves ~. alimentation v~g~tale nous avons ainsi un nombre de plus en plus 
important de souches d'algues dont la valeur nutritive varie d'ailleurs dans des pro- 
portions assez grandes. II serait intEressant, bien que cette valeur nutritive varie 
suivant les groupes, d 'avoir fi son sujet des informations objectives quantitatives. Les 
bras des plut~us qui r~pondent fid~lement, en phase exotrophe, aux conditions de 
nutrition permettent une telle d~termination. Voici, fi titre pr~liminaire, un exemple 

' serle d experiences cours. emprunte ~ une ' " ' ' " en 
La souche Erudite, Dunalietla marina, est ajoutEe aux plut~us 45 h apr~s la 

0 P fEcondation (25).  Les baguettes postorales sont mesurees au bout de 100 heures. 
De la premiere sErie d'essais peut se d~duire la relation suivante: 

I = lo + 0 , 0 1 5 x  

1 = longueur des baguettes postorales au bout de 100 heures; Io = longueur sans addi- 
tion de Dunaliella, x = n o m b r e  de Dunaliella par plutEus, ajoutEes ~t 45 h. Dans ces 
conditions expErimentales une cellule de Dunaliella marina Equivaut done fi une 
longueur de bras de plutEus de 0,15 # (1 division du microm~tre = 10,1 /~). 11 faut 
remarquer que l'effet ainsi mesurE correspond pour le plut~us k un effet similaire sur 
les deux bras postoraux et un effet du m~me ordre, sinon Equivalent, sur les bras 
antErolatEraux. 
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P E R S P E C T I V E S  

La disposition d 'un  organisme-test comme le plutdus d 'oursin est susceptible 
~videmment de nombreuses autres applications en ~cologie exp~rimentale: nous en 
ment ionnerons  quelques-unes pour  lesquelles nous avons des donn~es pr~liminaires 
ou simplement des pro jets d'exp~riences. 

Nous avons vu que les plut~us sont capables de r~agir k l ' addi t ion ~ l 'eau de mer 
d 'une  dizaine de microgrammes de cuivre au litre. En eau de met  pure, comme celle 
pr~levde en rade de Villefranche, la teneur  naturel le  est de l 'ordre du microgramme. 
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Fig. 4: Evolution de la longueur des baguettes postorales de plut~us r~gress~s d'Arbacia lixula 
• ~ 0 " P " " en foncuon du temps (a 25 )dans  dlfferentes eaux: A, eau prise devant la Stauon au bord de 

3 la c6te le 26-VIII-63 (Chlorophylle a = 0,64 mg/m ); ]3, eau prise au fond de la rade le 
8 ¢ 26-VIII-63 (Chlorophylle a = 0,48 mg/m ); C, eau prise a l'entree de la rade le 26-VIII-63 

(Chlorophylle a = 0,13 mg/m3). A', B', C' = mimes eaux filtrees sur filtre millipore H A 
(mailles de 0,45/z). En abscisses: temps en jours; en ordonn~es divisions du microm~tre (1 divi- 

sion = 10,1 /z). Les intervalles de confiance (~ + to,05 • s~) sont figures 

Dans  le port  m~me de Villefranche, par  contre, la teneur at teint  ou d~passe 10 micro- 
grammes d'apr~s les mesures faites au di~thyldi thiocarbamate (S. D. D. C.). Dans une 
experience pr~liminaire nous avons voulu  vdrifier si cette dose pouvai t  ~tre retrouv~e 
par  le dosage biologique au plut~us. Or  ce dernier essai n ' a  donn~ aucune difference 
par  rappor t  aux tdmoins, ce qui semblerait  indiquer  que le cuivre present est masqu~ 
pour  les plut~us, peut-~tre par  des substances complexantes:  c'est lh un  ordre de 
recherches fi poursuivre.  
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Nous avons publi~ une note pr~liminaire (BOuG,s 1964b) sur l'estimation de ce 
que nous avons appel~ le phytoplancton efficace, c'est ~ dire la fraction du phyto- 
plancton utilisable pour l'alimentation du zooplancton. 

Nous utilisons comme test la r~g~n~ration de plut~us r~gress& d'Arbacia lixuIa, 
plus commodes pour celk que ceux de Paracentrotus lividus. Nous avions ainsi trouv~ 
en fin juin 1963 une difference considerable entre une eau tout ~ fait littorale, prise 
devant la Station, et une eau provenante de l'entr~e de la fade, celle-ci &ant plus 
pauvre. La figure 4 donne un second exemple de ce ph~nom~ne pour des eaux du 

t t t . !  26 aofit dont ia teneur en phytoplancton a ete apprec~ee par P. N~VAL en mesurant 
la chlorophytle <,a,~ retenue sur fihre de papier, ~t mailles de 1' ordre de 10 #. La 
r~g~n~ration des bras observ& n'est pas proportionnelle ~t cette teneur et, filtr&s sur 
millipore H A (mailles de 0,45 F*), les trois eaux deviennent ~quivalentes et peu 
nutritives. Evidemment cette estimation du phytoplancton efficace n'est pas univers- 
elle, mais est li& strictement, dans l '&at actuel de nos connaissances, au test utilis& 

Enfin pour de futures experiences de comp&ition entre diff~rents organismes 
ptanctoniques concernant une nourriture donn&, les plut~us, avec ce que nous connaiss- 
ons d~j~t de leurs exigences, repr~senteront un ~l~ment int~ressant. 

Mais bien d'autres utilisations peuvent encore &re envisag&s tirant parti d'une 
part de la connaissance am~lior~e de la croissance des plutdus et d'autre part de Ia 
possibilitY, offerte par la f&ondation artificielle des pontes d'oursins, de disposer de 
grandes quantit& d'individus semblables. 

RI~SUMI~2 

1. Utilis& pour l'&ude des differences biologiques entre eaux de mer, les plut~us 
d'oursins (Paracentrotus lividus, Arbacia lixula) ont &~ &udi~s en d&ail et con- 
stituent des organismes planctoniques pouvant &re ~lev& <,in vitro,, et accessibles 
~t l'exp~rimentation. 

2. Apr& un bref rappel des m&hodes les diff~rentes phases du d~veloppement sont 
t • ! r • preclsees: phase endotrophe, phase exotrophe et regression. 

3. Les conditions d'utilisation exp~rimentale des plut~us sont &udi&s. Des applications 
sont ensuite donn&s: d&ermination de la toxicit~ de substances (cuivre, solution 
bactericide) et &aluation de la valeur nutritive de cultures d'algues. Enfin sont 
&oqu&s quelques perspectives permises par les plut~us en &ologie exp~rimentale. 
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