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INTRODUCTION 

De nombreuses espèces d'Amphibiens ont contribué aux recherches sur  

la  lignée germinale. BOUNOURE (1934) f u t  l e  premier à montrer chez Rana - 
temporaria que la détermination précoce des cel lules  germinales e s t  sous l a  

ddpendance de matériaux cytoplasmiques, colorables spécifiquement. Selon 

BCXJNOURE (1934 ) ce matériel par t icu l ie r ,  qu' il dénomma "plasme germinal", 

s e  s i tue  initialement au voisinage de l a  région cort icale  du p8le végétatif 

de l'oeuf fécondé, s e  &grège progressivement au cours de l a  segmentation 

pour se restreindre à quelques ce l lu les  localisées dans l e  plancher du 

blastocèle.  Ultérieurement ces ce l lu les  appelées ce l lu les  germinales primor- 

d i a l e s  (c .g .p. ) migrent de l'endoderme vers leur  position dkf i n i t i v e  dans l e s  

c rê tes  géni tales .  

Ce n 'es t  qu'une vingtaine d'années plus tard que l 'existence d'un 

t e l  plasme germinal fu t  étendue à d'autres  espèces d'Anoures : Rana esculenta 

e t  Bufo bufo (BLACKLER, 1958), Rana pipiens (DI BERARDINO, 1961 ; MAHOWAID 

e t  HENNEN, lyi"ï'), Xenopus laevis  (NLEUWKOOP e t  FABER, 1956 ; BIACKIER, 1958 ; 

CZOLOWSKA, 1969 ; WILLIAMS e t  SMITH, 1971), Discoglossus pictus (GIPCKTLCUX, 

1962a), Phrynobatrachus natalensis (BALINSKY, 1966). 

Le rô le  déterminant joué par l e  plasme germinal dans la différen- 

c ia t ion  de l a  l ignée germinale f u t  avancé par BOUNOURE (1939), BOUNOURE, 

AUBRY e t  HUCK (1954 ) : en i r rad iant  l e  pôle végétatif d '  oeufs fécondés de 

R. temporaria avec l a  lumière u l t r av io le t t e ,  on dé t ru i t  l e  plasme germinal 

e t  on rédui t  a i n s i  l e  nombre de ce l lu les  germinales formées aux s tades 

u l té r ieurs .  Des expériences du même ordre (PADOA, 1963 ; LIBRERA, 1964 ; 

SMITH, 1966) ont abouti à des r é su l t a t s  analogues. 

Cette notion de continuité semble se  confirmer par des observations 

B l 'échel le  u l t ras t ruc tura le  ; MAHOWALD e t  HENNEN ( 1 ~ 7 1 )  chez R .  pipiens e t  

KALT (1973) chez Xenopus laevis  ont pu é t a b l i r  des re la t ions  de simili tude 
l 

ent re  cer taines  s t ructures  cytoplasmiques du plasme germinal e t  d e s  cel lules  

sexuelles des c rê tes  génitales.  

L' ensemble des travaux précédemment c i  t é s  e t  plus spécialement ceux 

de BIACKIZR e t  F I S C ~ G ( ~ ~ ~ ~ ) ,  LIBRERA (1964) e t  GIPOULCUX (1962 a, 1962 b )  

démontrent clairement que l e s  c.g.p. des Anoures sont d 'origine endodermique 1 
e t  constituent l e s  ce l lu les  mères des gamètes. 

Chez l e s  Urodèles par contre l a  lignée germinale n'a f a i t  l 'objet  

que de recherches t r è s  fragmentaires. 1 



k s  premiers travaux réa l i sé s  sont 1' oeuvre d 'HUMPHREY (1925) chez 

Hemidactylium e t  Ambystoma maculatum ; ce t  auteur relève l a  présence des 

c .g .p., a!p moyen de méthodes uniquement descriptives,  dans l e  mésoderme des 

lames l a t é ra l e s  au stade du bourgeon caudal ( s t .  25 de l a  table  de HARRISON). 

HUMPKREY (1927, 1928), à l a  su i t e  d 'ablations e t  de transplan- 

ta t ions  vé r i f i e  l a  présence effect ive des c.g.p. dans l e  mésoderme intermé- 

d i a i r e  de Ambystoma maculatwn e t  Ambystoma jeffersonianum ; ces  expérience 

sont réa l i sées  à des stades relativement avancés du développement ( s t .  32 à 

36 de l a  tab le  de HARRISON).  autres travaux purement desc r ip t i f s  permettront 

à NIEWJKOOP (1964) chez Triturus taeniatus e t  à STARK (1955) chez 3 espèces 

de Triturus de mettre en évidence ces c.g.p. mais toujours à des stades 

larvaires .  Aux stades plus précoces, l a  richesse de tous l e s  t i s s u s  en 

granules v i t e l l i n s  ne permet plus de l e s  distinguer des autres  ce l lu l e s  

embryonnaires. La d i f f i c u l t é  majeure provient donc du f a i t  q'ue l e s  c .g.p. 

ne peuvent ê t r e  ident i f iées  qu'après leur  mise en place dans l e s  c rê tes  

génitales,ctest-à-dire à un stade relativement avancé du développement. 

Seules des méthodes expérimentales pouvaient permettre de loca l i ser  ces 

ce l lu les  à des stades plus précoces. 

Des ablations e t  des t r ans fe r t s  de t e r r i t o i r e s  entre espèces diffé-  

rentes (Triturus a lpes t r i s ,  T . c r i s t a tus  e t  Ambystoma mexicanum ) ont permis 

& NIEüWKOOP (1946) de s i t u e r  l e s  c.g.p. au niveau du t e r r i t o i r e  présomptif 

des lames l a t é ra l e s  de l a  neurula e t  de l a  gastrula moyenne. Ces r é s u l t a t s  

ont é t é  confirmés chez Ambystoma mexicanum par SmTH (1964) grgce à des 

échanges de mésoderme l a t é r a l  présomptif entre gastrulas moyennes appartenant 

aux génotypes noi r  e t  blanc ; ce marquage génétique permettait en autre à 

l 'auteur de démontrer que l e s  c.g.p. é ta ien t  à l 'o r ig ine  des fu tu r s  gamètes. 

Curieusement, il apparaft  que l e s  c.g.p. des Urodèles ont une or igine tota-  

lement différente  de ce l l e s  des Anoures e t  des Amniotes : e l l e s  s e  forment 

non pas à p a r t i r  de l'endoderme mais de ce l lu les  localisées dans l e  mésoderme 

l a t é r a l .  Autre or ig ina l i té  des U r d è l e s  , jusqu' à ces dernières années la 

présence d'un plasme germinal n 'avait  jamais é t é  signalée, WILLIAM5 e t  SMITH 

(1971) ont é t é  l e s  premiers à mentionner l 'existence d'un t e l  plasme chez 

Ambystoma mexicanum. Ces par t icu lar i tés  nous ont inci té  à entreprendre une 

étude approfondie de l a  lignée germinale chez un Amphibien Urodèle, 

Pleurodeles w a l t l i i ,  chez lequel peu de travaux ont é t é  r é a l i s é s  en ce 

domaine. Signalons l 'é tude descriptive de HOUILLON (1956) sur des stades 

avancés e t  l 'é tude expérimentale de CAPURON (1967) .qui a montré que l ' e x t i r -  

pation du mésoderme intermédiaire d'un bourgeon caudal âgé en t ra îna i t  une 



s t é r i l i s a t i o n  presque complète des embryons opérés. 

Nous basant sur ce t t e  observation nous avons cherché à loca l i ser  

l e s  c.g.p. du Pleurodèle en procédant à de nombreuses ablations à divers 

stades du bourgeon caudal e t  de l a  neunilation. Parallèlement des t e r r i t o i r e s  

var iés  de ces mêmes stades ont é t é  cul t ivés  i n  v i t r o  pour vé r i f i e r  de manière 

posit ive l a  présence de ces ce l lu les .  La synthèse des r é su l t a t s  obtenus dans 

c e t t e  première par t ie  nous a permis de t r ace r  l e s  voies de migration des 

c.g.p. vers l e s  futures crêtes  géni tales .  

La seconde part ie  a trait  à la période de l a  gastrulat ion où Pes 
d i f f i c u l t é s  techniques nous ont contraint à rechercher de nouveaux protbcoles 

opératoires dont la  mise en oeuvre s ' e s t  révélée propice à l 'analyse de& 

conditions de détermination des ce l lu les  germinales au cours de la  gastru- 

la t ion  ; ce t t e  étude encore à l ' é t a t  préliminaire cons t i tue  l a  3ème e t  

dernière par t ie  de ce mémoire. 

Ce plan respecte l 'ordre des opérations réa l i sées  e t  non l a  

chronologie du développement embryonnaire. 



WTERIEL ET METHODES 

1 - ESPECE UTILISEE 

1 

Nos travaux ont é t é  effectués sur l'urodèle Pleurodeles w a l t l i i  

Michah. dont l 'élevage en aquarium ne présente pas de d i f f i cu l t é s .   é élevage 
e t  l a  reproduction de ces animaux ont é t é  déc r i t s  par GAUIEN (1952). Les 

embryons opérés proviennent de pontes naturel les .  La conservation d'une 

par t ie  des germes à une température voisine de 13" C permet d'opérer plusieurs 

jours sur l a  même ponte. Les stades ont é t é  déterminés selon l a  t a b l e  chrono- 

logique du développement é tab l ie  par GALLIEN e t  DUROCHER (1957). 

II - TECHNIQUES OPERATOIRES 

Les méthodes e t  instruments u t i l i s é s  sont ceux de l'embryologie 

expérimentale pour l e s  Amphibiens (HAMEWRGER, 1947 ; RUGH, 1948 ) . Du f i l  de 

plat ine de section 0,04 mm a serv i  à confectionner les  b is tour i s  e t  l e s  

boucles nécessaires aux opérations ; celles-ci  ont é té  réal isées  sous loupe 

binoculaire. 

Le dégangage e t  l ' ab la t ion  du chorion sont effectués à l 'a ide de 

2 paires de pinces f ines .  k s  germes sont ensuite lavés dans deux bains 

successifs de solution opératoire s t é r i l e .  h milieu opératoire e s t  l a  

solut ion de Holtfreter ou l a  solution de Steinberg ; ces solutions s t é r i l i s é e s  

sont additionnées de pénici l l ine ou streptomycine. 

Les embryons sont opérés dans des coupelles remplies de solut ion 

opératoire s t é r i l e  e t  dont l e  fond e s t  consti tué de $te à modeler ou d'Agar 
1 

Agar. 

3 types principaux d'expériences ont é t é  r éa l i sé s  : 

- ablations e t  transplantations 

- cul ture  i n  v i t r o  

- implantation dans l e  blastocèle.  

Les t e r r i t o i r e s  concernés dans chacune de ces techniques variant en 

fonction des stades, l e s  différents .  schémas opératoires correspondants seront 

représentés avec l e s  r é su l t a t s .  



A - ABIATIONS ET TRANSPLANTATIONS 

LR principe de 1' intervention réside dans l ' ab la t ion  é lec t ive  e t  

uni la té ra le  d'un fragment d' ecto-mésoderme . On découpe un lambeau d'ectoderme 

avec l e  mésoderme sous-jacent dans l a  région ventro-latérale en prenant soin 

de ne pas l é s e r  l e  blastopore. Ie matérielexcisé se  détache parfaitement de 

l'endoderme sur lequel il repose. Ia c ica t r i sa t ion  terminée, il e s t  transféré 

dans une aut re  coupelle remplie de la solution d'élevage ( ~ o l t f r e t e r  ou 

Steinberg s t é r i l e d i l u é e  au 1/10). Les animaux opérés sont a i n s i  élevés sépa- 

rément. De plus, une représentation précise de chaque intervention a é t é  

rendue nécessaire pour d iscuter  e t  confronter par l a  su i t e  l e s  r é su l t a t s  

obtenus. La mortalité post-opératoire, pratiquement nulle aux stades du bour- 

geon caudal, a t t e i n t  environ 10 % chez l e s  neurulas. 

Toutes nos ablations ont é t é  réal isées  unilatéralement du côté 

d r o i t ,  l e  côté gauche non touché par l ' in tervent ion peut ê t r e  considéré comme 

élément de comparaison.  une manière générale e t  pour l'ensemble de nos op&- 

rat ions,  seu ls  l e s  animux où l a  régulation des t e r r i t o i r e s  enlevés s ' e s t  

déroulée normalement ont é t é  élevés e t  pr i s  en considération. 

Des transplantations ont également é t é  réal isées .  La coupelle opé- 

r a t o i r e  contient un fond de pgte à modeler qui permettra l e  creusement de 

loget tes  a f i n  d'assurer 1' immobilisation complète du germe receveur nécessaire 

à la  mise en place du greffon. Après c ica t r i sa t ion  ( 1  h environ),l'embryon 

e s t  dégagé de  s a  iogette puis transporté dans une au t re  coupelle contenant 

l a  solut ion d ' élevage . 

B - CULTURE IN VITRO 

L'ébauche embryonnaire destinée à l a  mise en culture i n  v i t r o  e s t  

prélevée sur l e  germe. 

A u x  stades du bourgeon caudal, ce t te  opération nécessitera l ' u t i l i -  

sa t ion  d'un microscalpel consti tué par un éc la t  de lame de r a so i r  inséré s u r  

une a igu i l l e  montée. Le fragment a i n s i  isolé  e s t  maintenu 1 à 2 heures dans 

la coupelle opératoire revetue d'un fond d' agar . La c ica t r i sa t ion  achevée, 

il e s t  placé dans une sa l i è re  comportant un fond de gélose (13 $0) e t  remplie 

du milieu de BARTH e t  BARTH (1959) additionné de sérum de cheval (5 $ ) e t  de 

50000 U I  de pénici l l ine pour 100 m l  de solution. Les sa l i è re s  sont ensuite 

placées en étuve à l a  température constante de 20' C.  Des germes tdmoins sont 

élevés en &me temps ; dès que l e  stade 38 e s t  a t te int ,nous fixons l e s  cultures 



qui s e  sont différenciées normalement. 

Une variante de c e t t e  technique, l a  culture d i t e  "en sandwich" a 

é t é  u t i l i s é e  au cours de notre expérimentation. El le  consiste en l ' i n s e r t i o n  

de l 'ébaucie embryonnaire dans un lambeau d 'épiblaste  de manière à constituer 

une so r t e  de sandwich. 

C - IMPIANTATION DANS LE BLASTOCEIE 

Contrairement à la culture i n  v i t r  O, 1 ' explant embryonnaire i so lé  

e s t  maintenu dans des conditions plus proches de son milieu naturel.  Il e s t  

introdui t  dans l a  cavité blastocoelienne d 'une Jeune gastrula encore entourée 

par son chorion. Sa maintenance favorisant considérablement l e  développement 

u l t é r i eu r  du germe. 

Les individus opérés sont élevés séparément jusqu'au s tade 38 où 

ils sont sacr i f iés .  

III - TECHNIQUES D'OBSERVATION DES RESULTATS 

LRs f ixat ions histologiques sont toutes  pratiquées au s tade 38. 
Nous avons u t i l i s é  deux liquides f ixatéurs  ; l e  liquide de Bouin-Hollande sans 

acide acétique pour l e s  larves dépourvues de v i t e l lu s  e t  l e  l iquide de Smith 

pour l e s  cultures.  Après inclusion à l a  paraffine (inclusion mixte gélose - 
paraffine quand l e s  pièces sont pe t i t e s ) ,  des coupes de 7 p d'épaisseur sont 

effectuées. El les  sont ensuite colorées à l'hémalun-éosine ou au rouge 

nucléaire picro-indigocarmin. 

I V  - APPRECIATION DES RESULTATS 

IRs r é s u l t a t s  des opérations réa l i sées  se  traduisent d'une manière 

gén4rale par l 'évaluation du nombre de c.g.p. rencontrées chez l e s  embryons 

opérés ou dans l e s  cultures.  Nous avons f a i t  appel aux méthodes de calcul  

s t a t i s t ique  pour apprécier l e s  diverses moyennes obtenues. 

Pour savoir si une différence d observée entre  2 moyennes (ml e t  %)  
e s t ,  ou non, s ignif icat ive,  il su f f i r a  de calculer,  à p a r t i r  des é c a r t s  types 

6 e t  6 a de chaque échantillon, l ' é c a r t  standard de l a  différence, Sd. 



n1 e t  "2 représentent l e s  nombres d' individus des deux échantil lons étudiés. 

Comme l e s  nombres sont infér ieurs  à 30, l a  d is t r ibut ion  de l ' é c a r t  rédui t  

t = d /Sd s u i t  l a  l o i  de Student. Pour ê t r e  considérée comme s igni f ica t ive  

au seu i l  de probabili té de 95 $ l a  différence d devra @ t r e  supérieure à 

t 0,O5. Sd, la valeur de t 0,05 é t an t  fourni par l a  tab le  de Student . 
Une formule simplifiée a é t é  u t i l i s é e  pour a p p ~ é c i e r  l e s  r é su l t a t s  

des ablations uni latérales  réa l i sées  aux stades de l a  neurula e t  du bourgeon 

caudal. Dans ce cas, en e f f e t  l e s  valeurs n e t  9 sont identiques. 1 
Le nombre de gonocytes e s t  évalué dans l e s  c re tes  géni tales  dro i te  

e t  gauche. Seul l e  c8té d r o i t  é t an t  affecté  par l ' intervention, l e  côté 

gauche peut ê t r e  considéré comme élément de comparaison. Dans chaque sé r i e  

opératoire on é t a b l i t  a i n s i  l a  différence d entre  l e s  moyennes des nombres de 

gonocytes du c8té opéré (m ) e t  du côté témoin (5 ) .  Pour apprécier sa signi- 
1 

f ica t ion  on calcule a lo r s  l ' é ca r t  standard de l a  différence Sd d'après l a  

formule 

dans ce cas n représente l e  nombre d'individus opérés. 

Cette méthode de calcul  e s t  inspirée de GELLER (1967). 



C H A P I T R E  I 

REPARTITION ET MIGRATION DES C .G, P. PENDANT 

IA NEURULATION ET IES STADES DU WRGEON CAUDAL 



Chez l e  Pleurodèle, HOUILLON (19%) a é t a b l i  que l e s  gonocytes sont 

ident i f iables  de manière certaine, grgce à des c r i t è re s  histologiques, vers l e  

12ème jour du développement ce qui correspond au stade 33. En outre, l e  stock 

de ce l lu les  germinales présent à ce stade r e s t e  constant chez un individu donné 

jusqu'à l1gge de 4 semaines, moment où débute l a  multiplication. c'est sur 

ce t t e  par t icu lar i té  qut e s t  basé l e  principe des premières ' opérations réal isées  : 

toute ablat ion uni la té ra le  d'un t e r r i t o i r e  supposé contenir tout ou part ie  des 

c.g.p. d o i t  entrafner un d é f i c i t  du nombre de gonocytes du côté correspondant, 

sous réserve que la  numération s o i t  f a i t e  avant llRge de 4 semaines e t  qu ' i l  

n t y  a i t  pas de régulation. Pour pa l l i e r  l e s  inconvénients de ce t t e  démonstra- 

t i o n  par défaut nous avons procédé à l a  cul ture  des t e r r i t o i r e s  supposés 

contenir l e s  c .g .p..  Avant d 'aborder 1' étude expérimentale proprement d i te ,  il 

é t a i t  né cessaire de connaftre au préalable la  local isat ion e t  l a  ré par t i t ion  

des 0.g.p. chez l e s  individus témoins non opérés. 

1 - ETUDE DES A N I W  TEMOINS 

A - LCCALISATION DES C.G.P. 

Ces ce l lu les  sont caractérisées par leur  grande dimension qui con- 

t r a s t e  fortement avec ce l le  des ce l lu les  avoisinantes. Leur noyau au contour 

plurilobé renferme 1 ou 2 nucléoles e t  leur  cytoplasme finement granulaire 

contient de volumineuses plaquettes v i te l l ines .  

Autre c r i t è r e  histologique remarquable, leur  noyau e s t  plus faible- 

ment colorable que l e  noyau des au t res  ce l lu les .  Alors que l e s  noyaux somatiques 

s e  colorent franchement en rouge sang, l e  noyau des ce l lu les  germinales se 

colore plus discrètement en gris bleuté après passage dans l e  rouge nucléaire. 

C'est pour c e t t e  raison que nous avons u t i l i s é  préférentiellement ce  colorant 

nucléaire. 

Au stade 38, moment où sont sac r i f i ées  l e s  larves, s o i t  17 jours 

environ après l a  ponte l e s  gonocytes sont groupés en ?lots  plus ou moins volu- 

mineux s ' é t i r a n t  l e  long des uretères  primaires au niveau des c rê tes  génitales.  

Nous avons choisi  ce stade pour 2 raisons : 

- un c r i t è r e  morphologique : l e  stade 38 e s t  facilement ident i f iable ,  

il e s t  caractér isé  par la présence des membres antérieurs en forme d e  palet te  

hchancrée ; 

- un c r i t è r e  histologique : à ce stade, l e  v i t e l l u s  e s t  presque 

complètement résorbé e t  seuls  l e s  gonocytes primaires possédent encore de 

volumineux granules v i t e l l i n s .  
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Tableau 1 - Numérations gonocytaires chez les individus témoins. 



B - REPARTITION DES C . G e  P. 

Cette analyse a é t é  f a i t e  sur 22 animaux, non opérés, provenant des 

d i f fé rentes  pontes échelonnées au cours de l'année. Les c .g.p., en place au 

niveau des c rê t e s  génitales, ne font que légérernent s a i l l i e  dans l a  cavité 

coelomique, s e  plaçant au bord latéro- interne de l 'uretère,  primaire entre  

celui-ci  e t  l e  mésentère dorsal.  Isolées au niveau l e  plus antér ieur ,  e l l e s  se  

groupent en f l o t s  d'autant plus volwnineux que l 'on se  rapproche du cloaque. 

Le tableau 1 rend compte de la répar t i t ion  des gonocytes entre  l e s  c rê tes  

géni tales  d ro i t e  e t  gauche. 

C - DISCUSSION 

 évaluation exacte du nombre de c.g.p. n 'es t  pas toujours aisée,  

sur tout  dans cer ta ins  f l o t s  t r è s  denses.  approximation peut ê t r e  évaluée à 

10  $. 

Le nombre moyen de gonocytes observés au niveau de chaque crê te  géni- 

t a l e  e s t  proche de celui  é t a b l i  par H O U I L U N  (1956). Cet auteur montrait que l e  

nombre t o t a l  de gonocytes, pour chaque larve, o s c i l l a i t  autour de 100 ; l e s  

l imi tes  extremes étant  de 121 à 60. Nous avons pour notre par t  enregistré des 

é c a r t s  plus importants, 150 à 32. Toutefois ces cas restent  exceptionnels e t  

la moyenne obse rde  (96) e s t  t r è s  voisine. 

Dans l a  majorité des cas, l e s  côtés d r o i t  e t  gauche sont colonisés 

par un nombre pratiquement identique de ce l lu les  germinales. Cette première 

analyse abouti t  à l a  conclusion que l e s  gonocytes sont en nombre voisin dans 

l e s  crgtes  géni tales  d ro i t e  e t  gauche mais ce nombre varie d'une larve à 

1 ' autre .  

II - E'IUDE MPERIM3NTAIE 

A - AU CWRS DE I A  IEURUIATION 

 ablation complète, au stade de la Jeune neurula, du mésoderme la té -  

ral  présomptif chez Ambystonia mexicanum, expérience réal isée par NIEUWKOOP 

(1946), e n t r a h a i t  l a  s t é r i l i t é  to t a l e  chez 4 individus opérés sur 7. La réduc- 

t i o n  é t a i t  importante dans l e s  autres  cas. 11 s 'avérai t  important de v é r i f i e r  

ces  r é s u l t a t s  chez l e  Pleurodéle c 'es t  pourquoi nous avons pratiqué un cer ta in  

nombre d'opérations à di f férents  stades de l a  neurulation 2 techniques 

complémentaires ont é t é  employées : 



- - 

- la première, que l 'on  peut qual i f ie r  d'estimation par défaut, 

consiste en l ' ab la t ion  uni latérale  d 'un fragment ecto-m6sodermique . 
- la seconde méthode s'consisté à l a  mise en cul ture  i n  v i t r o  de frag- 

ments plus importants supposés contenir l'ensemble des c.g.p. Cette méthode 

présente l'avantage de mettre en évidence de manière concrète l e s  éventuelles 

c .g.p. 

1 - Ablations 

Iar neurulation s'étend de la sème heure après la ponte jusqu' à 

la fermeture complète du tube neural qui s 'effectue vers la 80ème heure 

(stades 14 à 20). Toutes l e s  ablations réal isées  appartiennent au type A d é c r i t  

dans l a  figure 1 : ablat ion ventrale postérieure. 

Fig. 1 - Ablation d'ecto-mésoderme ventral  au stade neurula : type A .  

a) Jeune neurula ( s t .  15) 
----------mm- 

A ce stade l'embryon e s t  &gé de 69 heures, l a  plaque 

neurale r e s t e  largement é t a l ée  au niveau céphalique. Au cours de 1' opération 

on distingue nettement l e  f e u i l l e t  dsodermique ; celui-ci  dont 1' invagination 

e s t  récente, poursuit son mouvement d'extension vers la région antérieure.  

Les gonocytes des c rê tes  géni tales  d ro i t e  e t  gauche ont é t é  dénombrés 

sur l e s  larves opérées e t  élevées jusqu'au stade 38. 
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Tableau 3 - Rdsultats e t  s ignif icat ion des expériences d'ablation réal isées aux stades neunila e t  du 

bourgeon caudal. 
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Tableau 4 - Numérations gonocytaires réa l i sées  après 

ablat ions de type A au stade 17. 

.. Nombre de gonocytes 
hdro dtopdre :----------------:--------------- 

r Côté gauche : Côté d r o i t  ) 
: Témoin : Opéré 

(--------------------:----------------:--------------- ) 
( . 1 
( s 29-3 . 27 . 24 ? * 

Tableau 5 - N d r a t i o n s  gonocytaires réa l i sées  après 

ablat ions de type A au stade 19-20. 



Les r é s u l t a t s  de ces numérations consignés dans l e  tableau 2 font 

apparaftre M e  moyenne de 42 gonocytes du côté témoin e t  12 du côté opéré. La 

différence d. e s t  t r è s  supérieure à l ' é c a r t  standard de l a  différence (expérience 

1 du tableau 3 ) .   a ablation entraîne donc un d é f i c i t  important de ce l lu les  

germinales. On constate que chez 3 individus sur 26 (S 30-6, O 16-4, D 2-11) 

l e  d é f i c i t  e s t  t o t a l .  Par contre dans l e s  cas S 30-7, D 2-4 e t  D 2-12, l e s  

opérations n t  ont pas provoqué de différences s ignif icat ives  par rapport au c8té 

témoin e t  un éventuel d é f i c i t  ne peut ê t r e  apprécié. Dans l e s  cas où l e  nombre 

de gonocytes res tan t  se  s i tue  entre 10 e t  20 (l2 cas sur 26),  on remarque que 

ces  ce l lu les  sont pour la  plupart groupées en un seu l  f l o t  s i t u é  en posit ion 

t r è s  postérieure. Ceci e s t  en relat ion,  nous semble-t-il, avec l a  technique 

opératoire. En e f fe t ,  quand l a  l imite  du t e r r i t o i r e  enlevé e s t  proche du blas- 

topore il apparaft des anomalies t e l l e s  que l'hypertrophie, l e  dédoublement e t  

l e  déplacement de l 'u re tè re  primaire. Il s ' e s t  donc avéré nécessaire de conser- 

ver l a  zone voisine du blastopore, ce qui a dû provoquer l e  maintien de certaines 

ce l lu l e s  germinales présentes à ce niveau e t  retrouvées ultérieurement à proxi- 

mité du cloaque. 

b )  ~ e & u l a  moyenne ( s t .  17) --------------- 
A ce stade l'embryon e s t  âgé de 70 heures e t  l e s  bourre- 

l e t s  neuraux sont soudés dans la région troncale.  opération e s t  toujours du 

type A e t  l e s  résu1t;ats sont consignés dans l e  tableau 4. 

Sur l e s  10 animaux opérés, un seul  présente une crê te  géni tale  dro i te  

s t é r i l e .  Le d é f i c i t  rencontré chez l e s  au t res  animaux semble d'autant plus fa ib le  

que l a  moyenne enregistrée du côté témoin e s t  exceptionnellement basse. Il e s t  

néanmoins s ign i f i ca t i f  comme l e  montrent l e s  r é su l t a t s  numériques obtenus 

(expdrience 2 du tableau 3 ) .  

c ) Neurula &gée ( s t  . 19-20) ------------ 
A ce stade l ' e m b ~ ~ o n  s ' e s t  allongé, l'accolement des 

bourrelets neuraux s ' e s t  réa l i sé  dans l a  région céphalique mais leur  soudure 

est incomplète. Ce stade e s t  a t t e i n t  vers  l a  75ème heure après l a  ponte. Les 

r é s u l t a t s  sont rassemblés dans l e  tableau 5. Nous retrouvons du côté opéré, 

l e  d é f i c i t  d é j à  rencontré après l e s  ablat ions effectuées aux stades 15 e t  17. 

Nous pouvons l 'évaluer à environ 50 $, il e s t  hautement s ign i f i ca t i f  (expérience ' 
3 du tableau 3 ) . 

En conclusion, il apparaît  que l ' ab la t ion  d'un t e r r i t o i r e  ecto-dso-  

dermique ventro-latéral  aux stades 15, 17 e t  19-20 entraîne un d é f i c i t  



s ign i f i ca t i f  des gonocytes. On peut donc assurer que l a  majeure pa r t i e  des 

c.g.p. s e  s i t u e .  au voisinage du blastopore dès la  f i n  de l a  gastrulation. 

Afin de confirmer ces r é su l t a t s  nous avons procédé à la  mise en cul ture  de ce 

t e r r i t o i r e .  

2 - Culture i n  v i t r o  

a )  Protocole opératoire .................... 
Le t e r r i t o i r e  excisé b i l a t é ra l  correspond à 1' ensemble 

l 
du mésoderme l a t é r a l  présomptif déjà  invaginé e t  à celui ,  en par t icu l ie r  ~ l e  

1 

mésoblaste caudal, encore présent en surface autour de la  fente blastopoFale. 

Afin de s 'assurer de la  présence de toutes  l e s  c.g.p., l ' ab la t ion  a été volon- 

tairement étendue à toute la région bordant l e  blastopore. La f igure 2 repré- 

sente l e  protocole opératoire choisi. 

l 
Fig. 2 - Représentation du secteur ecto-mésodermique prélevé au s tade  neurula 

1 
l 

e t  m i s  en culture.  . 1 

bm, bourrelets médullaires ; fb, fente blastoporale. 

C e  t e r r i t o i r e  e s t  conforme à ce lu i  d é f i n i  par NIEUWKOOP (1946) l o r s  de ses  

expériences d'ablation complète du mésoderme l a t é r a l  de la jeune neurula. 1 
De nombreux t i s s u s  présomptifs se  trouvent a i n s i  prélevés : du 

t i s s u  nerveux (extrémité postérieure des  bourrelets neuraux), du t i s s u  méso- 

dermique (mésoblaste l a t é r a l  e t  caudal, une par t ie  des somites) e t  de l 'ecto-  1 
derme banal. Seul l e  f e u i l l e t  endcdermique n 'es t  pas touché par l ' intervent ion.  1 



Les opérations sont réa l i sées  aux stades 15, 17 e t  19-20. Les explants sont 
. . 

m i s  en cul ture  suivant la  technique décr i te  précédemment. 

b )  Résultats --------- 
- Aspect macroscopique .................... 
Les fragments ecto-t&sodermiques a ins i  délimités 

évoluent dans l a  majorité des cas en vésicules de t a i l l e  variable. Le pourcen- 

tage de dissociat ion constaté e s t  f a ib l e  puisque sur  l e s  85 opérations effec- 

tuées, aux d i f fé rents  stades de l a  neurulation, 68 prestations ont pu ê t r e  

analysées (ce qui correspond à 80 % environ de réuss i te ) .  Ces vésicules présen- 

t e n t  parfois à l 'une de leurs  extrémités une réaction de type caudal, ce t t e  

présence ne nous étonne pas é tan t  donné l a  provenance des t i s s u s  i so lé s .  De 

nombreux mélanophores se  répart issent  à l eur  surface. Par transparence e t  dans 

l e s  cas l e s  plus favorables il e s t  possible d'observer de f ines  travées de 

nature probablement mésenchymateuse sil lonnant l ' i n t é r i eu r  d'une vaste cavité,  

cel le-ci  occupant a lo r s  l a  presque t o t a l i t é  de l a  culture.  Dans ce dernier  cas, 

un matériel dense se  concentre à l 'un  des pôles. L'importance de c e t t e  cavité 

semble en r e l a t ion  avec l e  degré de différenciat ion de l 'explant ; en e f f e t  

l e s  pe t i t e s  vésicules présentent toujours un aspect compact e t  l'examen histo- 

logique y révèle l a  présence d'un mésenchyme abondant, remplissant toute  l a  

prestation. 

- Aspect microscopique .................... 
 une manière générale, l'enveloppe ectodermique 

de l a  prestat ion e s t  tapissée intérieurement d'une couche de mésenchyme lgche 

s e  creusant d'une cavité que l 'on peut donc assimiler à une cavité coelomique 

(Pl. 1, f i g .  A e t  D ) .  

Au se in  de ce dsenchyrne, s'observent de nombreux éléments ce l lu l a i r e s  

dont la nature n 'es t  pas toujours f a c i l e  à prdciser. 

Des formations nerveuses, plus ou moins bien organisées, sont parfois 

rencontrdes ; e l l e s  sont souvent assocides aux ce l lu les  pigmentaires e t  l eu r  

s i t e  privilégid semble ê t r e  l a  région donnant naissance à la  rdaction de type 

caudal. 

Dans un nombre plus r e s t r e i n t  de cas nous avons ident i f ié  quelques 

ce l lu l e s  musculaires. 
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Tableau 6 - ~umérations gonocytaires réal isées  après  mise en culture de 

t e r r i t o i r e  mésodermique l a t é r a l  présomptif prélevé à di f férents  

stades de l a  neurulation. 
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Des ce l lu les  germinales ont é t é  mises en évidence dans l a  majorité 

des prestations 'obtenues, néanmoins e l l e s  n t  ont pu ê t r e  dénombrées avec c e r t i -  

tude que dans 53 cas sur 68. ïe tableau 6 rend compte de leur  répar t i t ion .  

Dans l e s  au t res  cas, un v i t e l l u s  t rop  abondant masquait l e s  d i f fé rents  t i s s u s  

e t  il é t a i t  t r è s  d i f f i c i l e  de l e s  distinguer des autres  éléments ce l lu l a i r e s  

présents ; n'ont donc é t é  pr ises  en considération que l e s  'cellules présentant 

toutes  les caractér is t iques histologiques communes aux c.g.p. e t  déf in ies  

précédemment. 

De l'ensemble des observations réa l i sées  se  dégagent deux types 

principaux de répar t i t ion  : 

- dans l e  premier type, l e  moins fréquent, l e s  gonocytes sont 

répartis au se in  &me du mésenchyme, isolés  ou rassemblés en pe t i t s  î l o t s  

(Pl. 1, f i g .  B) . Il n'a pas é t é  possible de dé f in i r  des re la t ions  topographiques 

précises l e s  l i an t  aux s t ructures  nerveuses ou mésodermiques présentes. Ces 

ce l lu les  n'occupent pas un emplacement pr ivi légié  au se in  de l a  vésicule.  

- dans l e  second type, il concerne l a  majorité des prestations,  

1es.gonocytes sont groupés en un seul  ? lot ,  souvent volumineux fa isant  s a i l l i e  

dans l a  cavi té  coelomique (Pl.  1, f ig .  A e t  D) . L' Tlot e s t  r e l i é ,  plus ou moins 

étroitement, au t i s s u  dsenchymateux doublant l'enveloppe ectodermique 

(Pl. 1, f i g .  C, E e t  F ) .  Il e s t  souvent inclus dans l 'une des travées sil lonnant 

c e t t e  cavi té .   association constante de ces ce l lu les  avec des éléments d 'or i -  

gine mésodermique suggère 1 ' origine dsodermique des c .g . p. . 
Nous constatons à la  lec ture  du tableau 6, que l e s  valeurs rencon- 

t r é e s  varient considérablement d'un individu à l ' au t r e  e t  ceci quelque s o i t  l e  

s tade où a é t é  prélevé l e  t e r r i t o i r e  supposé contenir les c .g .p. .Ces fluctua- 

t i o n s  sont comparables à ce l l e s  enregistrées après numération des individus 

témoins non opérés (tableau 1 ) .  

Par contre l e s  moyennes, 45 au st. 15, 64 au st. 17 e t  59 au st. 19-20 

sont sensiblement d i f fé rentes  ; l e  d é f i c i t  e s t  important comparé à la moyenne 

des  témoins (96). Cet éca r t  peut s'expliquer par l a  technique opératoire 

u t i l i s é e .  En e f f e t  après excision du t e r r i t o i r e ,  l e  fragment prélevé e s t  

conservé en milieu opératoire pour que s 'effectue l a  c i ca t r i sa t ion  ; durant 

c e t t e  période l e  fragment se  rep l ie  sur  lui-même, devient sphérique e t  une 

pa r t i e  des ce l lu les  s'élimine par l a  même. Outre l e  f a i t  que toutes l e s  c.g.p. 

n'ont peut g t r e  pas é t é  prélevées au cours de l 'excision, il e s t  logique de 

penser que de nombreuses c.g.p. s e  sont retrouvées dans l e  milieu. A t i t r e  de 

vér i f ica t ion  nous avons élevé un cer ta in  nombre de germes donneurs d'explants 

jusqu'au st. 38, où ils ont é t é  sac r i f i é s .  Cette étude n ' a  pu ê t r e  réa l i sée  
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Tableau 7 - ~umérations gonocytaires réal isées  

après ablation b i l a t é ra l e  de l 'ecto- 

mésoderme latéroventral  au stade 

neurula ( s t .  15 e t  17). 
' -  : dissociation ou différenciation 

insuff isante  de 1 ' explant . 
il1 : i l l i s i b l e .  
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que sur un nombre peu élevé d'individus ; en e f f e t  il s ' e s t  avéré que l ' ab la t ion  

provoquait des perturbations qui affectaient  gravement la su i t e  du développe- 

ment. La. c ica t r i sa t ion  des animux opérés r e s t a i t  incompléte, l 'ecto-  

derme ne recouvrant que partiellement l a  région endodermique mise à nu aprés 

ablation. 

Seules 13 larves ont pu e t r e  étudiées ; celles-di présentaient de 

nombreuses anomalies affectant  l a  région postérieure de l'animal. Outre un 

raccourcissement sensible de ce t t e  région, on no ta i t  l 'ouverture fréquente de 

l ' i n t e s t i n  sur l e  flanc, une réduction parfois importante de l a  cavi té  cqelo- 

mique avoisinante e t  des dédoublements de l 'u re tè re  primaire. Les rdsu l td t s  

des nudra t ions  des c.g.p. rencontrées dans l e s  c rê tes  &ni ta les  sont raisemblés 

dans l e  tableau 7. 
Sur 13 cas, 8 se  sont révélés totalement s t é r i l e s  é t  4 partiellement. 

Ces r é su l t a t s  semblent s i g n i f i c a t i f s  .  ablation b i l a t é ra l e  de 1' ecto-mésoderme 

latéro-ventral  entraîne l a  s t é r i l i t é  dans l a  majorité des cas ou une réduction 

considérable du nombre de c.g.p. chez l e s  individus opérés. Nous confirmons 

a i n s i  l e s  travaux de NIEUWKOOP (1946). Aucune régulation n'apparaît chez l e s  

individus opérés. Les explants correspondants, m i s  en cul ture  in v i t r o ,  renfer- 

ment effectivement des c .g.p. (tableau 7) .  
A la  lumière de ces r é su l t a t s  nous pouvons affirmer que la  majorité 

des  c.g.p. s e  trouve répar t ie  dans l e  mdsoderm l a t é r a l  présomptif bordant l e  

blastopore. k s  opérations réa l i sées ,  tan tô t  par ablat ion yni la té ra le  ou 

b i l a t é ra l e ,  t an t& en cul ture  i n  v i t r o  indiquent que ces ce l lu les  ne migrent 

pas au cours de l a  neurulation. 

B - AUX STADES DU BOURGl?ON CAUDAL 

Cette période débute avec la  fermeture complète du tube neural e t  

s'achève à l 'éclosion, s o i t  12 Jours environ après l a  ponte. Compte tenu de l a  

précédente conclusion; il e s t ' c l a i r  que c ' e s t  au cours de ce t t e  étape du 

développement que l e s  ce l lu l e s  germinales qui t ten t  leur  posit ion ventro- 

l a t é r a l e  pour at te indre l e s  c rê tes  génitales.  Les interventions ont donc étd 

r éa l i sées  en divers endroi ts  sur des stades de plus en plus âgés. Comme l o r s  

de l t6tude'de l a  neurulation l a  technique de cul ture  i n  v i t r o  sera u t i l i s é e  

pour compléter l e s  r é s u l t a t s  des ablat ions effectudes. 

1 - Ablations 

Divers types d'ablations ont é t é  r éa l i sé s  selon l e s  stades, 

ils sont représentés schématiquement sur la f ig .  3 .  



Fig. 3 - Schémas des différents types d'opérations réalisés aux stades 
a 

du bourgeon caudal. 

B, ablation d'ecto-mésoderme ventral ; C, ablation d'ecto-dsoderme 

latdro-ventral ; D, ablation d'ecto-mésoderme latéral ; E, ablation 

d'ecto-dsoderme intermédiaire ; F et G, ablation d'ecto-mdsoderme 

intermédiaire postérieur. 
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Tableau 8 - N d r a t i o n s  gonocytaires réa l i sées  après 

ablat ions de type B au stade 21. 
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Tableau 9 - ~ u d r a t i o n s  gonocytaires réa l i sées  aprés 

ablat ions de type D au stade 22. 



a )  Très jeune bourgeon caudal ( s t .  21) .......................... 
Les ablations sont du type B e t  D conformément à l a  

f igure 3 .  

- Ablation ventrale (type B) ................. 
Les r é su l t a t s  consignés dans l e  tableau 8 font  appa- 

r a î t r e  un ddf i c i t  important dans l a  plupart des cas.  IR calcul  s t a t i s t i q u e  

précédemment u t i l i s é  donne pour t O,O5. Sd une valeur de 8,6. L a  différence d 

en t re  l e s  2 moyennes s 'élevant à 14 e s t  s igni f ica t ive .  Les résu l t a t s  obtenus 

sont  analogues à ceux enregis trés  au stade 19-20 pour une intervention p ra t i -  

quement identique. Dans quelques cas, néanmoins, l e  d é f i c i t  e s t  ins igni f ian t  ; 

on pouvait supposer que chez l e s  individus correspondants les ,  ce l lu l e s  germi- 

nales avaient amorcé leur  migration. P a i r  v é r i f i e r  ce t t e  supposition nous 

avons r éa l i sé  au même stade des opérations en posit ion plus dorsale. 

- Ablation l a t é ra l e  (type D )  ................. 
Aucun des 10 animaux opérés ne présente de d é f i c i t  

ne t .  Les moyennes des gonocytes des côtes d ro i t  e t  gauche sont donc t r è s  

voisines (34 e t  31), leur différence e s t  infér ieure à l ' é c a r t  standard qui 

s'blève à 11,g. 

b) Jeune bourgeon caudal ( s t .  22)  ..................... 
Les ébauches du pronéphros e t  des bourgeons branchiaux 

sont apparues e t  font également s a i l l i e .  Les ablat ions ventrales (type B) e t  

latéro-ventrales (type C) sont sans e f f e t .  Les r é s u l t a t s  numériques (expériences 

6 e t  7 du tableau 3 )  font  apparaître une diff6rence dépourvue de toute  

s ignif icat ion.  

- Ablation l a t é ra l e  (type D) .................. 
Les rbsu l t a t s  rassemblés dans l e  tableau 9 traduisent 

un d é f i c i t  général e t  important du cstd opéré. 3 individus sur 15 présentent un 

c6td d r o i t  totalement dépourvu de gonocytes. Dans 10  cas sur 15, l e  nombre de 

gonocytes décelds e s t  infér ieur  à 16 e t  la plupart de ceux-ci s e  retrouvent 

groupés en un seul  f l o t .  Le dd f i c i t  qui a t t e i n t  chacun des 15 animaux opérés 

(d = 27) e s t  t r è s  supérieur à l ' é c a r t  standard de la  différence (expérience 8 

du tableau 3 ) . 
Des précisions complémentaires pouvaient ê t r e  apportées en r e s t r e i -  

gnant l e s  t e r r i t o i r e s  excisés à l a  région postérieure de l'embryon. Les abla- 

t i o n s  de types F e t  G ont été réa l i sées  dans ce t t e  perspective. 
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Tableau 10 - Numérations gonocytaires réa l i sées  après 

ablations de type F au stade 22. 
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Tableau 11 - Numérations gonocytaires réal isées  après .. - 
ablations du type G au stade 22. 
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Tableau 12 - N d r a t i o n s  gonocytaires r éa l i s ée s  après 

ab la t ions  de type E au  stade 23-24. 



- Ablation d'ecto-mésoderme i n t e r d d i a i r e  (type F ) ....................................... 
Nous observons du côté opéré (tableau 10)  un d é f i c i t  

appréciable . e t  hautement s ign i f i ca t i f ,  (d : 18, t 0,05. Sd = 8,7). Sur 16 indi- 

vidus, seu ls  5 présentent un nombre relativement important de gonocytes au 

niveau de la crê te  géni tale  dro i te .  Dans tous  l e s  autres  cas,  1' opération a 

donc e n t r a b é  une réduction sensible du nombre de celluleg germinales. 

- Ablation d ' ecto-mésoderme intermédiaire (t$pe G ) ....................................... 
 excision e s t  t r è s  localisde e t  s'approche le! plus 

l 
possible du blastopore. Les r é s u l t a t s  sont consignés dans l e  tableau 11. , 

1 

Ce type d'opération entrafne encore un d é f i c i t  cer ta in  du cÔtd o&ré 

mais celui-ci  e s t  beaucoup moins s i g n i f i c a t i f  que dans l e  type F précédent 

(d = 7, t 0,05. Sd = 6 ). Une pa r t i e  des gonocytes n 'es t  donc pas a f fec tée  

par l ' intervention. La comparaison avec l'expérience précédente montre que ce 

l o t  de ce l lu les  a d é j à  migré en direct ion dorsale.  

c ) Bourgeon caudal moyen ( s t  . 23 e t  24 ) --------------------- 
Les opdrations de .type C e t  D n'ont apporté aucun rdsul ta t  

s ign i f i ca t i f  (expériences 11, 12, 13 e t  14 du tableau 3 ) .  

- Ablation de l'ecto-mésoderme intermédiaire (type E )  .......................................... 
Ie t e r r i t o i r e  excisé, l imité  dorsalement par l a  base 

des somites, s 'étend du 7ème somite aux abords du blastopore. b s  r é s u l t a t s  sont 

d s u d s  dans l e  tableau 12. 

Chez toutes  l e s  h r v e s  (S 29-10 e t  S 29-11 exceptées), l e  nombre de 

prdsents e s t  t r è s  rédui t  ; la crê te  gdnitale droi te  e s t  même s t d r i ï e  dans 3 cas. 

Le ddf i c i t  constaté est  s ign i f i ca t i f  (expérience 15 du tableau 3 ) .   uretère 
primaire d r o i t  f a i t  défaut depuis l e  niveau antér ieur  de 1 ' intervention jusqu'au 

cloaque, il subsis te  néanmoins dans cer taines  expériences (07-32, 8. 5-31, 
8, 5 3 2  ) où l ' ab la t ion  a é t é  incomplète. Le plus souvent l e s  gonocytes rencon- 

tds  occupent l a  base des somites, à l'emplacement normal de l ' u r e t é r e  primaire. 

On peut assurer qu'aux stades 23 e t  24 l e s  c .g.p. s e  s i tuent  dans le dsoderme 

intermédiaire, en posit ion superf iciel le ,  l e  long de l ' u re t è re  primaire. 



d )  Bourgeon caudal âgé ( s t .  25, 26 e t  27) ------------------- 
Les opérations réa l i sées  sur l e  bourgeon caudal âgé con- 

fi-pmnt 1 ' expérience précédente. Les ablat ions ventro-latdrales e t  la té ra les  

sont sans e f f e t  sur l e  stpck de gonocytes (expériences 16, 17 e t  18 du tableau 

3 ) .  A t i t r e  de contrôle, nous avons vé r i f i é  l ' e f f icac i tk  de l ' ab la t ion  de 

l'ecto-mésoderme intermédiaire au stade 26 : à l a  su i t e  de 3 expbriences de 

ce type nous n'avons retrouvé respectivement que 3, 1 e t  5 ce l lu les  du côté 

d r o i t .  i 
Les r é s u l t a t s  obtenus nous montrent q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  d'obtenir 

une élimination complète des c.g.p. au moyen d'ablations. La technique de 

culture i n  v i t r o  s ' é tan t  révélée sa t i s f a i san te  l o r s  de l 'é tude de la neurula- 

t ion,  a é t é  u t i l i s é e  aux stades plus âgés du bourgeon caudal; 

2 - Culture i n  v i t r o  

a )  Protocole opératoire .................... 
L'embryon e s t  découpé en plusieurs secteurs qu i  diffèrent  

selon l e  stade envisagé. h s  figures 4 e t  5 présentent les  d i f f é ren t s  t e r r i -  

t o i r e s  a i n s i  i so lés  e t  m i s  en culture selon la technique employée pour l 'étude 

des stades précédents. Les secteurs successivement délimités n'ont pas é t é  

chois is  au hasard, ils tiennent rigoureusement compte de l 'analyse des r é su l t a t s  

rapportés antérieurement. I l  s ' a g i t  de déterminer avec l e  plus de précision 

possible l e  t r a j e t  emprunté par l e s  c .g .p. pour at te indre l e s  fu tures  crêtes  

géni tales .  

b)  Résultats --------- 
- Stade 21  . . . . . . . . 
Les 3 secteurs i so lés  correspondent à l 'extrémité 

postérieure de l'embryon (Fig. 4); Les secteurs 1 e t  2, l e s  plus p e t i t s  e t  

renfermant une masse de v i te l lus  importante sont l e s  plus sensibles à l a  

dissociat ion ; cela  ne nous surprend pas car  nous savons que l 'endoblaste 

prélevé seù l  e t  même à ce stade s e  différencie  de maniére t r è s  imparfaite. 

 épiderme en place ne s u f f i t  pas à assurer  une c i ca t r i sa t ion  convenable de 

l 'explant . Nous ne prendrons en considération que l e s  cas où l e s  3 secteurs 

i ssus  d'un seul  e t  même individu s e  sont effectivement différenciés .  Les 

prestations obtenues sont conformes à leur  valeur présomptive. 



Fig. 4 - Représentation des d i f fé rents  secteurs découpés aux stades 21 e t  22 

e t  m i s  en culture.  

ab = bc ; c l ,  cloaque ; pr, pronéphros . 

Le secteur 1 : l e  plus ventral ,  évolue en une vésicule plurilobée 

généralement de pe t i t e  t a i l l e  (Pl. II, f i g .  A ) .  ia présence d'un appendice 

caudal n 'es t  pas constante. U n  épithélium de nature ectodermique ou endoder- 

mique ( l a  d is t inc t ion  e s t  parfois malaisée) recouvre un mésenchyme abondant. 

A u  s e i n  de ce t i s s u  s'observent quelques rares  f ib res  musculaires sans organi- 

s a t ion  bien précise. Le t i s s u  nervewc,quand il e s t  bien développé,se rencontre 

toujours au voisinage de l a  réaction caudale, mais l e  plus souvent il se  

r edu i t  à quelques amas ce l lu l a i r e s  peu étendus. Nous n'avons pas rencontré de 

s t ruc tures  tubulaires  pouvant ê t r e  comparées à des portions d 'uretère primaire . 
~ 'endob las t e  prélevé ne se  différencie  jamais en une s t ruc ture  typique 

in tes t ina le ,  t ou t  au plus contribue-tLil  à l a  formation de l'enveloppe 

vésiculaire .  

Des c.g.p.  ont 6td mises en  évidence dans toutes  l e s  prestations 

étudiees.  Le tableau 13 précise leur  répart i t ion.  E l l e s  sont généralement 

groupées en 2 î l o t s  d '  importance inégale au niveau du mésenchyme.  a absence 
de s t ruc tures  axiales  ne na is  permet pas de préciser leur  loca l i sa t ion  dans l 

la vdsicuïe. 
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Tableau 13 - Numérations gonocytaires réa l i sées  

après mise en culture des d i f fé rents  

secteurs prélevés au stade du t r è s  

jeune bourgeon caudal (st . 21).  

- - - 

22 . ( Moyenne : 28 , 2 :  1 
( . .  1 

Tableau 14 - Numérations gonocytaires réa l i sées  

après mise en culture des d i f fé rents  

secteurs prélevés au stade du jeune 

bourgeon caudal ( s t  . 22 ). 



Le secteur 2 : celui-ci  évolue en une vésicule présentant une symétrie 

I b i l a t é ra l e  t r è s  apparente. La prestation bilobée, parfois quadrilobée, se  carac- 

t é r i s e  en e f f e t  par l'émission d'un appendice caudal souvent t r è s  développé 

(Pl .  II, f ig .  B e t  C). 

 e examen histologique révèle un niveau d 'organisation proche de celui  
. 43- --- - h .  

rencontré chez des témoins ; tube nerveux e t  corde en posit ion axiale ,  myotomes 

e t  mésenchyme sur 1;s bords latéraux. Des s t ructures  tubulaires paires  ,corres- 

pondant vraisemblablement à l a  différenciat ion des uretères primaires, sont 

parfois distinguées. 1 
1 Des c.g.p. ont é t é  décelées mais seulement dans 9 cas e t  en nombre 

beaucoup plus r e s t r e in t  que dans l e  secteur 1. El l e s  se s i tuent  toujours 'dans 

l e  t i s s u  dsenchymateux bordant ventralement l a  base des myotomes. 

Le secteur 3 : il évolue de manière semblable. On note toutefo is  un 

degré d'organisation plus élevé. Une nageoire dorsale ,bien formée, souligne l a  

symétrie b i l a t é ra l e  présente (Pl. II, f i g  . D ) . Une constriction délimite 

2 lobes ventraux parfaitement dessinés. Les uretères  primaires apparaissent 

distinctement sous l e s  somites. Un mésentère délimite 2 cavi tés  coelomiques 

reposant sur  un épithélium d'origine endodermique. La cul ture  de ce secteur 

dorsa l  ne révèle pas l a  présence de c.g.p. 

En conclusion, la comparaison des r é s u l t a t s  obtenus après mise en ~ 
cul ture  des secteurs 1, 2 e t  3 nous permet de souligner l e s  points suivants : 1 

l 

- l a  majorité des c.g.p. e s t  s i tuée  dans l e  mésoderme interrné- 

d i a i r e  au voisinage du biastopore (secteur 1) .  Seule une pe t i t e  pa r t i e  d 'entre  

e l l e s  a amorcée sa  migration vers l e  secteur intermédiaire (secteur 2 ) .  

- l e s  numérations réa l i sées  indiquent un d é f i c i t  relativement 

important par rapport aux valeurs estimées chez l e s  témoins. Ces é c a r t s  t r a -  l 
duisent sans doute des pertes de matériel pendant l a  c ica t r i sa t ion  des explants. 

- Stade 22 . . . . . . . . 
Le protocole opératoire res te  l e  même ; signalons 1 

tou tefo is  que l'allongement des embryons a e n t r a b é  de légères modif icat ions 

de l a  t a i l l e  des explants. Les prestat ions,  obtenues après mise en cul ture  des 

d i f fdrents  secteurs sont comparables aux précédentes.  organisation des vési- 

cu les  e s t  t r è s  proche de c e l l e  décr i te  ci-dessus e t  ne & r i t e  pas d ' ê t r e  

précisée. Seule l a  loca l i sa t ion  des c.g.p. décelées dans l e s  d i f fé rents  secteurs 

ret iendra notre at tent ion.  Le tableau 14 rapporte ce t te  répar t i t ion .  

& secteur intermédiaire .(secteur 2 )  s e  montre l e  plus r iche en 



c.g.p..Les 11 cas étudiés renferment tous des c.g.p..le secteur vent ra l  (sec- 

t eu r  1 )  contient toujours une proportion importante de ce l lu l e s  germinales. Le 

secteur dorsa l .  (secteur 3 ) e s t  même colonisé dans 5 cas, ce qui ne s ' é t a i t  pas 

observé au stade 21. La comparaison des r é s u l t a t s  obtenus aux stades 21 e t  22 

e s t  t r è s  intéressante. E l l e  révèle de profonds--changements dans l a  r épa r t i t i on  
% 

des c.g.p.. Le stock important de c.g.p. local isé  dans l e  skctewn vent ra l  au 

st . 21 (en moyenne 49 g . ) s ' e s t  considérablement rédui t  au st . 22 où l a  moyenne 

n 'es t  plus que de 22 ) . Ce d é f i c i t  conséquent t r adu i t  l a  migration d'une grande 

par t ie  des gonocytes vers l e  secteur intermédiaire. Les valeurs rencontrées 

dans ce secteur au stade 22 démontrent de manière i r ré fu table  l a  progress'ion 

en d i rec t ion  dorsale des éléments germinaux, quelques-uns d'entre eux atteignent 

même l e  secteur l e  plus dorsal.  

Nous confirmons a ins i  l e s  conclusions émises après 'les diverses  abla- 

t ions  réa l i sées  à des stades analogues. La migration des c .g.p. s 'effectue 

effectivement entre l e s  stades 21 e t  22. 

- Stade 24 . . . . . . . . 
1 

Compte tenu des r é su l t a t s  précédents e t  de l ' a l lon-  

gement continu du germe, nous avons modifié sensiblement l e  protocole opdratoi~ 

Le choix des secteurs a é t é  effectué de manière à couvrir l a  t o t a l i t é  de l a  

rdgion éventuellement colonisée par l e s  gonocytes. 3 secteurs ont a i n s i  é t é  

dé f in i s  conformément à l a  figure 5. 

Le secteur ventral  (secteur V )  se  présente comme l'homologue des 

secteurs 1 e t  2 .  Le secteur dorsal  postérieur (secteur D 1 )  correspond à peu 

près au secteur 3 .  Un nouveau secteur plus antér ieur  (secteur D 2 ) compléte 

notre choix. Les prestations obtenues d i f fè rent  peu de c e l l e s  analysées pré- 

cédemment. 

Le secteur caudal C évolue en une portion de queue typique 

(Pl .  II, f i g *  E ) .  

h s  secteurs dorsaux D 1 e t  D 2 se  différencient  en vésicules carac- 

t é r i s é e s  par une s y d t r i e  b i l a t é ra l e  qui s'exprime notamment par une nageoire 

dorsale t r è s  apparente (Pl. II, f ig .  G e t  H ) .  



Fig. 5 - Représentation des d i f fé rents  secteurs découpés aux stades 24 e t  26 

e t  mis en culture.  

ab = bc = ad  /4 ; c l ,  cloaque ; pr, pronéphros. 

 e examen histologique montre une organisation t r è s  proche de c e l l e  

observée chez des larves non opérées : un tube nerveux, une chorde e t  des 

somites en position dorsale ; l a  région ventrale é t an t  occupée par des s t ruo-  1 
t u r e s  d ' origine dsodermique, lames l a t é ra l e s  e t  cavi tés  coelomiques (Pl. III, 1 
f ig .  A,  B e t  c ) .  2 canaux, plus ou moins bien développés, correspo*dant aux 1 
ure tères  p r i m i r e s  s'observent dans l a  plupart des cas étudiés (Pl. III, f i g .  B ) I  
L'endoderme part ic ipe à l'enveloppe vésiculaire ; comme dans l e s  exemples pré- 1 
cédents , i l  ne se  différencie  jamais en i n t e s t i n  typique (Pl. III, f i g .  A, B e t  

c l .  
Des ce l lu l e s  germinales primordiales ont é t é  mises en évidence, plus 1 

particulièrement dans l e  secteur D 1. El l e s  sont généralement groupées en I 
2 f l o t s  d'importance variable ,  local isés  sous l e s  somitas (Pl. III, f i g .  A, 1 
É e t  c ) .  Lorsque l e s  uretères  sont présents, l e s .  c .g.p. s e  répart issent  à l eur  

voisinage immédiat (Pl.  III, f i g .  A e t  B)-. 



( 
( St .  24 : D 2  : D l  : V 

1 
: Total ) 

1 

Tableau 15 - Numdrations gonocytaires réa l i sées  après 
mise en culture des différents  secteurs 
prélevés au s tade du bourgeon caudal 
moyen ( s t  . 24 ). 

( . 1 
( St .  26 : V : D 1 : D 2 : Total ) 

28 : ! Moyenne 13 5 .  46 1 

Tableau 16 - Numérations gonocytaires réa l i sées  après 
mise en cul ture  des d i f fé rents  secteurs 
prdlevés au s tade du bourgeon caudal Sgé 
( s t .  26). 



Le secteur ventral  constitué originellement e t  en  majeure par t ie  

d'endoblaste Qvoiue en une vésicule plurilobée dont l 'aspect  rappelle énormément 

l e s  prestations obtenues après cul ture  des secteurs ventraux (secteurs 1 )  

déf inis  aux stades 2 1  e t  22 (Pl. II, f i g .  F) .  Seule modification, l'absence 

de réaction caudale, ce qui e s t  tou t  à f a i t  normal vu. l a  nature des t i s sus  . _. . 
%- --- -- >a * 

prélevés. Des gonocytes y ont é t é  dénombrés, ils se  local isent  préférent ieï ïe-  

ment au se in  des nombreuses travées mésenchymateuses qui si l lonnent la  presta- 

t i o n  (Pl. III, f i g .  D e t  E ) .  

Le tableau 15 rend compte de l a  r épa r t i t i on  des c.g.p. décelées dans 

l e s  d i f fé rents  secteurs m i s  en cul ture .  

Le secteur D 1 renferme l e  plus grand nombre de c .g.p. (m = 20) suivi  

de peu par l e  secteur ventral  (secteur V, m = 17).  Le secteur D 2 e s t  peu 

colonisé (8 cas pos i t i f s  sur l e s  19 étudiés).  Le nombre de c.g.p. rencontrées 

semble fa ib le ,  ce t te  remarque r e jo in t  nos précédentes constatations. Le d é f i c i t  

observé ( l a  moyenne chez l e s  individus témoins non opérés s ' é l eva i t  à %) 
résu l te  probablement des conditions inhérentes à l 'opération. Les valeurs 

rapportées dans l e  tableau 15  confirment la colonisation du mésoderme intermé- 

d i a i r e .  

- Stade 26 . . . . . . . . 
Le protocole opératoire r e s t e  l e  même, l e s  presta- 

t i ons  obtenues après mise en cul ture  des secteurs D 1, D 2 e t  V ressemblent à 

ce l l e s  décr i tes  précédemment. Les r é s u l t a t s  des numérations sont rassemblés 

dans l e  tableau 16. Le secteur vent ra l  révèle un nombre moyen de c .g. p. proche 

de ce lu i  rencontré au stade 24, l e  léger d é f i c i t  observé n'étant pass igni f ica t i f .  

De même la différence constatée entre  l e s  moyennes des secteurs  D 1 
l 

(20 au st .  24 e t  28 au st. 26) ne t r adu i t  pas une progression en d i rec t ion  dor- 1 
s a l e  des c.g.p. (d = 8, t 0,05. Sd = 9,32),la différence constatée e s t  

inférieure à l ' é c a r t  standard de l a  différence, e l l e  n 'es t  pas s ignif icat ive.  

Le secteur D 2, par contre, voit  son degré d 'a t t rac t ion  s'affirmer . 1 
Si  la moyenne enregistrée r e s t e  f a ib l e  (m = 5) ,  il e s t  mintenant colonisé 

dans 10 cas sur 14. Au stade 26, l e  mésoderme intermédiaire renferme effect i -  

vement des c.g.p. 

En conclusion, tous ces r é s u l t a t s  confirment e t  précisent l e s  cons- 

t a t a t ions  que nous avions émises après l e s  ablations uni latérales  réa l i sdes  

aux divers stades du bourgeon caudal. Les numérations effectuées montrent de 1 
manière c l a i r e  l e  déplacement progressif des c .g .p. vers l e s  crêtes  géni tales  
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Tableau 17 - Localisation des c.g.p. du stade 15 au stade 27 ; +++ : important ; ++ : moyen ; 
' 

+ : fa ib le  ; O : nul. La représentation schématique de ce t te  local isat ion ( )  f a i t  

apparaitre l e  passage de ces ce l lu les  du mésoderme ventral  au mésoderme interrnédibire 

au stade 22. 



au se in  du mésoderme intermédiaire. Cette migration débute à l a  f i n  du stade 

21 e t  ne se  termine qu'au stade 26. A ce stade l e s  ce l lu les  semblent en place 

au niveau des futures c rê tes  génitales.  Le tableau 17 représente l e  chemin 

parcouru par l e s  éléments germinaux au cours de l a  neurulation e t  des stades 

du bourgeon caudal. , - . - . . 6 4 - - - - . a  a 



C H A P I T R E  II 

LûGALISATIOM DES C .G. P. AU CWRS DE IA GASTRUIATION 



Big. 6 - A e t  B : Carte des ébauches presomptives chez l e  Triton (d'après 

VOGT, 1929 e t  PASTEEIS, 1942). 

Ect, ectoblaste ; Ch, chordo-mésoblaste ; k, mésoblaste caudal ; 

Som, somites ; 11, lames l a t é ra l e s  ; End, endoblaste. 

C e t  D : Représentation des 2 types de secteurs i so lds  e t  m i s  



germinales 
Nous avons montré dans l e  l e r  chapitre que les ce l lu les  primordiales 

de  leuro ode le é taient  capables de se  différencier  à par t i r  de cer tains  t i s sus  

i so lé s  e t  m i s  en culture aux stades de l a  neurula e t  du bourgeon caudal. Cette 

technique s ' é t an t  révélée efficace pour local iser  avec précision ces ce l lu les  

au cours des premiers stades de llorganogenèse, nous l'avons u t i l i s é e  pour 

Btudier leur répar t i t ion  pendant l a  gastrulation. Ces m ê m e s  r é s u l t a t s  la i ssent  

supposer que l e s  c.g.p. sont s i tuées précocement dans l e  f e u i l l e t  mésodermique, 

c ' e s t  donc ce dernier qui a f a i t  l 'ob je t  de l a  s u i t e  de notre t r ava i l .  

1 - EXPLANTATION I N  VITRO 

A - CUL= I N  VITRO GLOBAIE 

1 - Protocole opératoire 

Nous avons r éa l i sé  l 'ablat ion é lec t ive  de fragments de gas- 

t r u l a s  prélevés aux stades 8 a, 9 e t  10  ; stades caractér is t iques de ce t t e  

période charnière du développement embryonnaire. Les  t e r r i t o i r e s  i so lés  sont 

m i s  en culture en sa l i è re  suivant la technique r e l a t ée  au début de ce mémoire. 

Deux protocoles opératoires ont é t é  su iv i s  : 

- Dans un premier temps, nous nous somes contentés de découper, 

comme 1' indique l a  figure 6 c ,  un quar t ie r  relativement important s i tué  au 

voisinage du pôle végétatif du germe. Ce fragment renferme a ins i  l a  t o t a l i t é  

de la couronne du mésoderme intermédiaire présomptif. A l ' i s sue  de 2 incisions 

successives nous éliminons l e s  secteurs limitrophes ectodermiques puis ' l a  masse 

v i t e l l i n e  e s t  détachée de 1 ' explant. 

Le t e r r i t o i r e  a i n s i  isolé  a f fec te  l a  forme d'un quar t ie r  comportant 

l e s  t e r r i t o i r e s  présomptifs du m6soblaste l a t é r a l  somitique e t  caudal e t  de 

l 'endoblaste ventral .  Ces t e r r i t o i r e s  sont supposés correspondre à ceux déf in is  

par VOGT (1929) e t  PASTEELS (1942) l o r s  de l 'établissement de l a  ca r t e  des l 

t e r r i t o i r e s  présomptifs chez l e s  Urodèles (Fig. 6 a et b) .  l 

- Dans un second temps, nous nous sommes efforcés d'éliminer ~ 
l e  plus possible l a  masse v i t e l l i n e  de façon à ne conserver que la  seule 

couronne de mésoblaste l a t é r a l  présomptif (Fig. 6 d ) .  Il fau t  s ignaler  qu'au 

s tade 8 a, stade marqué par l 'appari t ion de l'encoche de la lèvre dorsale du 

blastopore, la séparation endoblaste e t  d s o b l a s t e  n 'es t  pas aisée,  ces deux 

f e u i l l e t s  adhèrent fortement l 'un  à l ' au t r e  e t  l eu r  délimitation précise à 

la surface du germe e s t  d i f f i c i l e .  



( f . . 
S t . 8 a  : S t . 9  

) 
S t .  10 : Tota 1 

Séries opératoires --------------:--------------:--------------:-------------- 1 
N :  f :  + :  N :  f :  + :  N :  f :  + :  N :  # :  + )  

i : Série I g : 1 : : 4 :  3 :  O :  5 :  3 : 2 3 :  g :  4 )  
( . . : : 
( . . . : ) 
( : Série K :15: 9 :  1 :  1 :  . : 1 6 :  9 :  1 )  . 
( . . : . . : 1 . : 2 3 : 1 0 :  1 )  . : 1 

: % r i e V  4 :  2 :  l i 2 3 i l O j  . : 2 7 : 1 2 :  1 )  
. : 1 

. : 1 
( . . . . : 1 
( : Série W 10 : 3 : : 5 :  2 :  1 :  1 :  1 :  : 1 6 :  6 :  1 )  
( . : ) 
( : ) 
( Totaux :134 : 64 : 17 ) 

Tableau 18 - Culture i n  v i t ro  globale. 

N : Nombrz d'opérations. 
# : Nombre d ' explants différenciés.  
+ : Nombre de cas où l e s  c.g.p. sont présentes. 



2 - Résultats 

Le tableau 18 exprime l e s  r é su l t a t s  enregistrés.  Près de la  

moitié des explants se  sont différenciés,  64 prestations ont pu ê t r e  étudiées 

sur  l e s  134 opérations réal isées .  Les autres  fragments m i s  en  culture,se 

dissociant rapidement, n t  ont pu ê t r e  analysés. 

: a )  Aspect macroscopique .................... 
Les prestations obtenues affectent  la forme de vésicules 

ovoydes, plus ou moins allongées e t  de t a i l l e  t r è s  variable selon l e s  sé r i e s  

opératoires effectuées . Ia planche N représente l e s  d i f fé rents  types observés. 
à 

Ces vésicules présentent parfois l 'une de leurs extrémités une 

réact ion que nous avons qual i f iée  de type caudal (Pl. N, f i g .  F).  

Par transparence il nous a é t é  permis, dans de nombreux cas, de 

discerner des travées sil lonnant une vaste cavité occupant l e  centre de l a  

v6;icule (Pl.  IV, f ig .  B, D, E e t  F) .  Une Rasse plus compacte se  condense à 1 
l 

l 'un des pôles. Parfois une ébauche de membre se  différencie  (Pl. IV, f ig .  A). ' 

La vésicule est t r è s  souvent recouverte de quelques rnélanophores notamment au 

voisinage de la réaction de type caudal (Pl.  IV, f i g .  F) .  

b)  Aspect microscopique 
-me----------------- I 

Deux degrés d ' organisation peuvent g t r e  d é c r i t s  l i é s  

au niveau de différenciat ion de 1' explant : 

- Le premier caractér ise  l e s  vésicules de pe t i t e  t a i l l e  ; la 

richesse en granules v i t e l l i n s  a f fec te  tous l e s  t i s s u s  représentés. Un mésen- 

chyme abondant renfermant un nombre important de types ce l lu la i res  occupe la 

t o t a l i t é  de la  vésicule. La surcharge v i t e l l i ne  i n t e r d i t  toute détermination 

des éléments présents. De plus l e  comportement aberrant de cer taines  ce l lu les  

t r a d u i t  une d i  f fdrenciat i  on incomplète ou anormale de 1 ' explant. Parfois 

quelques tubules pronéphrétiques peuvent ê t r e  discernés au se in  de c e t  enche- I 
vêtrement. La pigmentation e s t  toujours t r è s  prononcée. 

- Xe second, l e  plus intéressant,  s'applique aux vésicules de 

grande t a i l l e .  Les vésicules sont revêtues par un épithélium dont l 'o r ig ine  

e s t  parfois d i f f i c i l e  à préciser,  le plus souvent ectodermique, parfois  I 
dsodermique ou endodermique. Une grande cavité s e  creuse au se in  de ce t te  1 
vésicule traversée par de f ines  t ravées mésenchymateuses où se  différencient  

des  tubules pronéphrétiques (Pl. V, f i g .  D e t  E ) ,  ces travées convergent vers 

la paroi épidermique. Un mésenchyme lsche borde c e t t e  cavité tapissant de ce f a i  1 
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Tableau 19 - Gonocytes dénombrés chez l e s  cultures.  



l'enveloppe vésiculaire (Pl. V, f ig. A ) .  On y rencontre de nombreux éléments 

ce l lu l a i r e s  e t  en par t icu l ie r  des celluZes pigmentaires e t  des grains de 

pigment sowent  abondants au niveau des réactions de type caudal. D e  plus 

des ce l lu les  dont l 'aspect  rappelle l e s  ce l lu les  ganglionnaires y sont  parfois 

décelées. 

Des ce l lu les  germinales primordiales ont é t é  miSes en évidence dans 

un p e t i t  nombre de cas, 17 sur  64 comme l ' indique l e  tableau 18. Mis à par t  

2 cas i so lés  (G 5 = 45 e t  G 13 = 74), l e s  valeurs relevées sont généralement 

faibles .  Le tableau 19 montre que l a  moyenne des gonocytes dénombrés ne s 'é lève 

qu'à 16, nous somes bien l o i n  des ch i f f res  rencontrés l o r s  des numérations 

réa l i sées  chez l e s  individus témoins ( l a  moyenne a t t e igna i t  96). 
Il faut souligner que l e s  valeurs l e s  plus s ignif icat ives  ont é t é  

relevées après examen des prestations l e s  plus volumineuses, c ' e s t  l e  cas 

notamment de l a  sé r i e  G. QI peut estimer que l a  différenciat ion complète des 

c.g.p. e s t  l i é e  au degré de différenciat ion de la t o t a l i t é  de l 'explant .  

Ces c.g.p., isolées  ou regroupées en p e t i t s  î l o t s  de quelques unités,  

s'observent fréquemment au voisinage des s t ructures  tubulaires pronéphrétiques 

(Pl. V, f i g .  D e t  E ) .  On peut voir  dans ce t t e  association privilégiée un signe 

d 'a t t rac t ion  de l a  par t  des tubules pronéphrétiques. Dans d'autres cas,  l e s  

c.g.p. s e  répart issent  au se in  même des travées dsenchymateuses (P l .  V, 

f i g .  B e t  F)  ou, quand les ? lo ts  sont importants, dans l e  mésenchyme entourant 

la  cavité (Pl.  V, f i g .  A e t  C ) .  Notons une f o i s  encore l 'associat ion constante 

des c.g.p. avec des éléments d 'origine mésodermique. 

D'une manière générale l e s  fragments cul t ivés  se  sont diffdrenciés  

conformément à leur  valeur présomptive. Il r e s t e  toutefois  à expliquer l a  

présence de dlanophores e t  d 'éléments neurordes , on peut invoquer une act ion 

neuralisante du milieu (BARTH, 1941 ; HOLTFRETER, 1944 , 1945) mais l e  problème 

devra ê t r e  approfondi. 

A la  lecture du tableau 19 nous constatons que, m i s  à par t  la s é r i e  

Q, peu de r é su l t a t s  s i g n i f i c a t i f s  ont é t é  rencontrés ; c e t t e  sé r i e  remrquable 

par l'ampleur de ses  prestations semble ê t r e  l 'exception. La qual i té  de l a  

ponte e s t - e l l e  en cause ? Il e s t  reconnu en e f f e t  que certaines pontes se  

prêtent mieux à cer ta ins  types d'expérimentation. Dans l e  cas présent, il 

semble que ce t t e  technique de cul ture  i n  v i t r o  présente certaines insuf f i -  

sances ; toutes  l e s  conditions ne semblent pas réunies pour assurer une d i f fé -  

renciat ion normale e t  constante des fragments prélevés. Il n'en demeure pas 

moins que des c.g.p. ont é t é  décelées e t  il é t a i t  intéressant  de l imi t e r  l a  

t a i l l e  des secteurs pour mieux cerner leur  répar t i t ion  au se in  de la couronne 



Fig. 7 - Représentation des d i f fé rents  secteurs  (a, b, c e t  d )  e t  (el f e t  g)  

prélevés au niveau de la  zone marginale ventrale e t  ventro-latérale 

e t  insérés dans un sac d'ectoblaste prélevé sur une b las tu la  âgée. 



klheureusement toutes  nos ten ta t ives  ont échoué, l e s  explants se  

dissociant 'en cours de culture.  La t a i l l e  du fragment semble const i tuér  un 

facteur  l imitant pour ce type de cul ture  i n  v i t ro .  Afin de surmonter ces 

d i f f i c u l t é s  nous nous sommes orientés vers la technique de culture en 

sandwich (HOLTFRETER, 1933 ), technique qui clevait pensions-nous réduire l e s  

risques de dissociation. 

B - CULTURE EN SANûWICH 

1 - Protocole opératoire 

La couronne de mésoderme l a t é r a l  présomptif, isolée comme 

précédemment, e s t  d"6coupée en 3 ou 4 secteurs de t a i l l e  identique. Chaque 

secteur  a i n s i  déf in i  e s t  inseré dans une tranche d'ectoblaste prélevée sur  un 

au t re  germe dont l e  stade (blastula âgée) a 6th choisi  en vertu de ses  aptitude5 

à recouvrir rapidement l e  fragment. Dans l e s  2 dernières sér ies  expérimentales, 

nous a joutons de l 'endoblaste (présumé fournir  de 1' i n t e s t i n  postér ieur)  

prélevé sur des germes de stade équivalent. ïa figure 7 retrace l e  protocole 

opératoire employ6. Les sandwichs a i n s i  consti tués sont m i s  en cul ture  selon 

la technique dé jà  re la tée .  

2 - Résultats 

De manière générale, l e s  explants s e  sont comportés de façon 

beaucoup plus sa t i s fa i sante  ; l a  fréquence de dissociation s 'é tant  fortement 

rédui te  (tableau 20).  enveloppe ectodermique semble donc jouer un rôle  

protecteur e t  favoriser la différenciat ion des t i s s u s  m i s  en cul ture .  

Les prestations obtenues ressemblent à ce l les  décr i tes  précédemment. 

Les vésicules sont toutefo is  plus pe t i t e s  e t  leur  pigmentation e s t  plus accusde 

L'examen histologique ne révèle pas de différences fondamentales, il faut  
- signaler  cependant l a  présence ,en cer ta ins  points du mésenchyme remplissant 

la vésicule, d'amas ce l lu l a i r e s  assimilables à des s t ructures  nerveuses peu 

organisées, souvent associées à des ce l lu les  pigmentaires. 

A première vue, ces formations, d '  importance d ' a i l l eu r s  t r è s  inégale, 

ne peuvent manquer de surprendre é tan t  donné la  nature présomptive des t i s s u s  

en présence. 2 poss ib i l i tés  peuvent- ê t r e  considérées : 

- au stade blastula  ggée il n'existe,  chez l e  Pleurodèle, 

aucun point de repère précis (absence de croissant dé pigmenté ) permettant de 

déterminer l e  fu tur  plan de symétrie de l'embryon. 

On peut concevoir qu'une part ie  du champ cordo-mésodermique 
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Tableau 20 - Culture i n  v i t r o  en sandwich. 
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b : avec endoblaste. 

N : Nombre d ' opérations. 
f : Nombre d ' explants différenciés . 
+ : Nombre de cas où l e s  c.g.p. sont présentes. 



puisse ê t r e  prélevée en &me temps que l 'ectoblaste  destiné à la formation des 

sandwichs. .ks ce l lu les  nerveuses e t  pigmentaires présentes dans nos cultures 

résu l te ra ien t  d ' une interact ion inductrice entre ces 2 t i s sus .  Dans une t e l l e  

hypothèse l e  cordo-mésoblaste , que 1' on sait déterminé, devrai t  s e  différencier  

en corde dont nous n'avons jamais trouvé trace.  

- la seconde interprétat ion a é t é  env i sade  au paragraphe 

précédent e t  met en cause des phénomènes d'auto-neuralisation en l ia i son  avec 

des conditions de culture défavorables. 

a) Culture sans endoblaste ....................... 
Des c.g.p. ont é t é  décelées, mais l e  tableau 20 a qui 

rassemble l e s  r é su l t a t s  obtenus ne révèle que quelques cas s ign i f i ca t i f s .  Sur 

l e s  114 opérations réal isées  aux d i f fé rents  stades de la gastrulation, 75 
prestations ont pu ê t r e  analysées mais seulement 9 d'entre  e l l e s  renfermaient 

des c.g.p. parfaitement reconnaissables. Le tableau 2 1  a rassemble l e s  résul- 

tats des numérations, e l l e s  sont généralement fa ib les  (m = 17). Dans 6 cas sur 

9 e l l e s  sont inférieures à 10. Deux cas font  exception ( N  14 = 42, U 22 = 67), 

ils appartiennent à 2 sé r i e s  expérimentales différentes .  Dans 3 s é r i e s  (0, P 

e t  R )  il n'a é t é  relevé aucune c.g.p. Tous l e s  r é su l t a t s  montrent une grande 

va r i ab i l i t é  numérique d'une s é r i e  à l ' au t r e .  Les gonocytes m i s  en évidence 

n t  occupent pas de secteur pr ivi légié .  

b)  Culture avec endoblaste ....................... 
Aprés analyse des r é su l t a t s  enregistrés au cours des 

6 premières sé r i e s  opératoires ( N  à U), nous nous sommes demandés si l 'apport 

d ' endoblaste ne favoriserai t  pas la différenciat ion des éléments germinaux. 

NIEUWKOOP (1946)) à l a  s u i t e  de ses  nombreux travaux expérimentaux, soulignait  

en e f f e t  l ' influence prépondérante jouée par l 'endoblaste dorso-caudal ; 

selon ce t  auteur l e s  c.g.p. reçoivent une induction stimulatrice qui émane 

de c e t t e  portion endodermique. 

~ ' endob las t e  e s t  prélevé dans la région qui, au cours du déroulement 

normal de la  gastrulation, e s t  susceptible d'exercer ce t t e  a c t i v i t é .  k s  frag- 

ments endodermiques sont donc prélevés dans la zone limitrophe de la  future 

lhvre ventrale.  L' examen des cultures montre que 1' endoblaste associé au 

mésoderme présomptif ne se  différencie  jamais en tube d iges t i f .  Le v i t e l lu s  

ne s e  résorbe que partiellement, emprisonné au se in  de l 'une des travées 

dsenchymateuses qui si l lonnent l a  cavité vésiculaire.  

2 s é r i e s  sont a i n s i  réa l i sées  (tableau 20 b) : dans la s é r i e  V, 
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8 prestations sur 17 renferment effectivement des c .g.p. en nombre rédui t ,  

mais l e s  r é su l t a t s  é t a i en t  encourageants. Ia seconde sé r i e  W, r éa l i sée  dans 

l e s  mêmes conditions, ne confirme pas la précédente. Sur l e s  23 cas étudiés, 

1 seul  renferme des c.g.p. (W 1 avec 33 c.g.p.). Cette s é r i e  é t a i t  pourtant 

remarquable car  1 explant seulement s ' é t a i t  dissocié en cours de cul ture .  

ex apport d'endoblaste ne semble pas modifier considérablement nos r é su l t a t s ,  

l e s  valeurs numériques reportées dans l e  tableau 21  (a e t  b )  sont voisines 

e t  l e s  moyennes t r è s  proches l'une de l ' au t r e .  

C - DISCUSSION 

La comparaison des r é su l t a t s  obtenus après mise en  cul ture  i n  v i t r o  

globale ou en sandwich révèle de prof ondes similitudes. Dans l e s  2 cas, l e  

t e r r i t o i r e  mésodermique i so lé ,  quand il s e  différencie  évolue conformément à 

sa valeur présomptive. Il e s t  donc déterminé dès l e  stade 8 a pour fournir l e s  

s t ruc tures  correspondantes : tubules proné phré tiques, éléments var iés  du mésen- 

chyme e t  parfois des parois coelomiques.  évolution de l'endoderme constitue 

un cas par t icu l ie r .  

Des c.g.p. ont pu ê t r e  mises en évidence e t  ce malgré l e  nombre 

r e s t r e i n t  de cas réellement s ign i f i ca t i f s .  Leur association constante avec 

l e s  s t ructures  précitées prouve leur  origine mésodermique. Nous devons s ignaler  

l'absence complète de ce l lu les  sanguines dans l e s  prestations obtenues. 

En conclusion, l e s  techniques de culture i n  v i t r o  u t i l i s é e s  pour 

déceler des c.g.p. dans l e  mésoderme l a t é r a l  présomptif à d i f f é ren t s  stades 

de la  gastrulat ion ne nous ont pas apporté tous l e s  r é su l t a t s  espérés.  Le 

milieu physiologique u t i l i s é  qui s ' é t a i t  avéré efficace aux stades de la neu- 

ru la t ion  e t  du bourgeon caudal semble beaucoup moins favorable à la différen- 

c i a t ion  d'explants i so lés  à des stades plus jeunes. Les r é su l t a t s  res ten t  

a léa to i res ,  variant considérablement d'une sé r i e  à l ' au t re .  

S i  l e s  phénomènes de dissociat ion ont pu ê t r e  l imités par l ' i n se r t ion  

du secteur rnésoblastique dans une enveloppe ectoblastique ; ce t t e  technique 

n'améliore pas, sauf exception, la fréquence de différenciat ion des c .g.p. . 
El le  nous a permis néanmoins de cul t iver  de plus p e t i t s  fragements ce qui 

Qtai t  indispensable pour préciser l a  local isat ion des c .g.p. . l 'apport  d'endo- 

b las te  caudal présomptif ne semble pas modifier considérablement la différen- 

c i a t ion  des c.g.p. ; celui-ci  é t a i t  d ' a i l l eu r s  en par t ie  présent dans l e s  

premières sé r i e s  expérimentales, en bordure du vaste secteur cu l t ivé  i n  v i t r o  

( sér ies  B, G e t  1 du tableau 18).  



Fig. 8 - Représentation des d i f f é ren t s  secteurs (a, b, c e t  d )  e t  (el f e t  g) 

prélevés au niveau de l a  zone mrginale  ventrale e t  ventro-latérale 

e t  implantés dans l e  blastocèle d'une gastrula.  local isat ion des 

c.g.p. de l 'hôte.  



Nous nous sommes a lo r s  efforcés de rechercher une technique qui permettrait  
. . 

une meilleure différenciat ion des c.g.p..Nous savons que la gastrulat ion 

constitue une étape capi tale  dans l e  développement embryonnaire, l e s  t e r r i t o i r e s  

endoblastiques e t  rnésoblastiques , primitivement s i tués  en surface, vont pénétrer 

progressivement à l ' i n t é r i eu r  du germe. Le mésoderme présomptif des lames 

la té ra les ,  t e r r i t o i r e  supposé contenir l e s  c .g.p., va donc ê t r e  soumis à de 

multiples influences émanant des t i s sus  environnants. Il nous a donc semblé 

que l ' implantation de ce t e r r i t o i r e  dans l e  blastocèle d'une jeune gastrula 

("Einsteckmethoden de par son origine, WNGOLD e t  SPEMNN, 1 9 7 )  fou rn i r a i t  

l e s  conditions l e s  plus favorables pour la mise en évidence d'éventuelles 

II - EXPIANTATION I N  VIVO : IMPLANTATION DANS LE BLASTOCEIE 

A - PROTOCOLE OPERATOIRE 

2 types d '  opérations ont é t é  r éa l i sé s  aux stades 8 a, 9 e t  10. 

Dans l e  premier type, la zone marginale ventrale e t  ventro-latérale 

~ e s t  découpée en 4 secteurs équivalents a ,  b, c e t  d (Fig. 8 a ) .  

~ Dans l e  second type, la zone présomptive du mésoderme l a t é r a l  n 'es t  

segmentée qu'en 3 secteurs e,  f e t  g (Fig. 8 b)  . 
Ces d i f fé rents  secteurs correspondent à ceux ddf in is  dans l e  para- 

graphe précédent r e l a t i f  à l a  cul ture  i n  v i t r o  en sandwich. Chaque fragment 

a i n s i  délimité e s t  introdui t  dans l e  blastocèle d'une jeune gastrula corne 

l ' indique l a  Fig. 8. 

B - RESULTATS 

Les individus receveurs a ins i  t r a i t é s  s e  développent dans de  t r è s  

bonnes conditions. Le secteur dsodermique greffé  ne perturbe pas l'embryo- 

genèse de l 'hôte ,  l a  gastrulat ion e t  l a  neurulation se  déroulent normalement. 

Quelque s o i t  l e  type d '  opération r éa l i sé ,  l e  fragment implanté se  

loca l i se  généralement dans l a  région moyenne du tronc en forniant des  excrois- 

sances en  posit ion plus ou moins ventrale. Néanmoins nous avons observé 

quelques cas de réactions affectant  la région céphalique. dé emplacement des 

rbactions t r adu i t  en fait  l e  l i e u  d'implantation du fragment lors  de son 

introduction dans l e  blastocèle.  La planche V I  i l l u s t r e  l e s  principales 

prestat ions obtenues. 
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L' importance de ces formations varie considérablement d 'un individu 

à l 'autre e t  ne semble pas l ï6e à l a  nature du secteur isolé. L'examen histo- 

logique révèle qu'au niveau de ces réactions l e s  lames latérales présentent . 

diverses anomalies : dédoublement, épaississement, formation d'un mésentère 

ventral. Fréquemment,le.fragment mésodermique implanté se  différencie en ' 

éléments mésenchymateux. Contrairement aux expériences rëalisées précédemment 

(culture in v i t ro )  nous constatons l'absence de structures tubulaires d tor ig in  

pronéphrétique. Par contre, des f lo t s  sanguins volumineux apparaissent 

souvent au voisinage de la réaction ( P .  1 fig.  E) .  Ces f l o t s  n'inté- 

ressent pas de secteur précis (tableaux 22 e t  23).  intestin émet parfbis des 

digitations plus ou moins spectaculaires qui peuvent entrer en contact avec 

l'dpiderme e t  s'ouvrir à l 'extérieur (P l .  V I I ,  f ig .  E) .  

Enfin au niveau des structures mésodermiques se situent presque 

constamment l e s  éléments que nous recherchions, c'est-à-dire les  c .g .p. . 
Elles forment l e  plus souvent un amas unique d'importance variable localisé 

dans l 'un des 3 s i t e s  suivants : 

- l a  splanchnopleure, contre 1' intes t in  ; c 'es t  l e  cas l e  plus 

fréquent, l ' f l o t  faisant s a i l l i e  dans l a  cavité coelomique (P l .  V I I ,  f ig .  A 

e t  B). 

- un mésentère ventral, résultant de la fusion des 2 lames latérales 

(Pl. V I I ,  f ig.  D) .  

- plus rarement, la somatopleure, socs l'épiderme (P l .  VII, f ig.  C). 

Cette localisation avec l a  somatopleure ou l a  splanchnopleure e s t  

conforme à l a  nature présompytive du te r r i to i re  dont e l l e s  dérivent. Ces résul- 

tats démontrent clairement l 'origine mésodermique de ces cellules. 

L'efficacité de 1' intervention n'est pas nécessairement l i é e  à une 

réaction spectaculaire de l 'hôte. Dans de nombreux cas, seul un examen histo- 

logique a t tent i f  a permis de localiser l ' î l o t  gonocytaire surnuméraire qui 

e s t  a lors  enveloppé dans l a  somtopleure ou la splanchnopleure de l 'hôte. 

Nos résultats  démontrent donc que les  c.g.p. sont situées au sein du mésoderme 

l a t é r a l  présomptif de l a  gastrula e t  ceci dès l e  stade 8 a .  

La répart i t ion des c.g.p. au sein du mésoderme la téra l  présomptif 

semble indgale,clest ce qu'exprime l e  tableau 22 où sont rassemblds l es  résul- 

tats. ïes valeurs rencontrées varient dnormément d'un secteur à l 'autre.  Dans 

la plupart des cas où l e s  4 secteurs d'un même donneur ont pu ê t re  transplanté: 

e t  analysés on observe même une répartition disproportionnée entre Les moitiés 

droite e t  gauche. 

Signalons l e s  cas extrêmes où aucune c.g.p. n'a pu ê t re  décelée dans 
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Tableau 23 - Gono.cgtes dénombrés chez les larves opérées. 

- : opération non réalisée en raison de difficultés 
techniques. 



l a  moitié droite (Série V I ,  Bc e t  Bd ; série II, Hc e t  Hd par exemple). 

Les résultats  enregistrés après implantation des 3 secteurs e, f 

e t  g confirment ces f a i t s ,  l e s  c.g.p. sont dispersées dans l'ensemble du 

mésoderme la té ra l  (tableau 23). Aucune convergence de ces cellules vers l es  

secteurs l e s  plus ventraux (b e t  c ) ne se manifeste entre l e  début e t  la f i n  

de la gastrulation ( s t .  8 a à 10). Dans 27 cas, on a pu transplanter avec 

succès l a  to ta l i t é  du mésoderme la té ra l  présomptif d 'une même gastrula. La 

moyenne des totaux des c .g ,p. dénombrées dans ces 27 opérations s'élève à 93. 
Cette valeur es t  sensiblement identique à cel le  enregistrée dans l e s  crêtes 

génitales des larves témoins (96, tableau 1 ) .  Ces chiffres,très voisins 

l 'un de ltautre,indiquent que l a  quasi to ta l i td  des c.g.p. de la jeune gastrula 

ont é té  affectées par l 'intervention e t  qu'elles se si tuent  effectivement 

dans ce mdsoderme la téra l .  

Les cellules germinales surnuméraires des larves o f ides  se loca- 

l i sen t  toujours au sein des structures issues des lames latérales sous l a  

forme d ' f l o t  bien individualisé ; leur association constante avec la somto- 

pleure ou l a  splanchnopleure es t  conforme à l a  nature présomptive du te r r i to i re  

dont e l l e s  dérivent. Ceci montre que les  c.g.p.,présentes dans un secteur,se 

différencient sur l e  l i eu  même de son implantation dans l e  blastocèle e t  

échappent à toute influence a t t rac t ive  provenant de 1' hôte. Corrélativement 

nous n'avons constaté aucune anomalie dans l e  nombre e t  l a  répart i t ion des 

gonocytes au niveau des crêtes génitales normales des larves opérées. Il ne 

se manifeste donc aucune interaction entre l es  c.g.p. apportées expérimenta- 

lement e t  celles de l 'hôte, e t  ceci en dépit de leur proximité au moment de 

l'opération (Fig. 8 ) .  



C H A P I T R E  III 

E ~ E  PRELI~NAIRE SUR IES CONDITIONS DE DETERMINATION 

DES C . G . P. AUX STADES GASTBUIA ET NEURUIA 



k s  di f férentes  techniques opératoires u t i l i s é e s  pour 1' étude 

expérimentcile de l a  gastrulat ion ont apporté l a  preuve que l e s  c .g .p. s e  

local isent  dans l e  mésoderme l a t é r a l  présomptif. Les d i f f i cu l t é s  rencontrées 

pour l e s  mettre en évidence nous ont permis d'aborder l e s  problèmes r e l a t i f s  

B l eur  détermination e t  à l eur  différenciation. 

Ces recherches ne constituent qu'une étape préliminaire à une étude 

plus complète qui devra ê t r e  réa l i sée  uîtérieurement . 
Nos résu l ta t s ,  comme cewt de la  plupart des au t res  auteurs,  sont en 

faveur d'une détermination précoce des c .g.p. chez l e s  Amphibiens. Chez l e  

Pleurodèle, nous avons obtenu la différenciat ion de ces ce l lu les  après  cul ture  

i n  v i t r o  de mésoderme l a t é r a l  de l a  jeune gastrula  ( s t .  8 a )  ; mais seulement 

dans un nombre t r è s  l imité  de cas par rapport à l a  quantité de ten ta t ives  

entreprises .  Comme nous l'avons dé jà  souligné, c e t  échec pa r t i e l  peut ê t r e  

imputé à une déficience du milieu de culture.  b i s  à l a  s u i t e  des nombreux 

travaux de NIEUWKOOP en ce domaine (1946)~ une aut re  hypothèse peut ê t r e  

avancée. Selon l u i ,  chez l e s  Urodèles, l e s  c.g.p. exis tent  bien au s e i n  du 

mésoderme l a t é r a l  mis dans un é t a t  prédéterminé e t  leur  différenciat ion ne 

peut intervenir que sous 1' influence d'une act ion inductrice émanant de 1' endo- 

derme dorso-caudal qui vient en contact avec la  région germinale des  lames 

l a t é ra l e s  au cours de l ' invagination gastruléenne. 

La technique d '  implantation dans l e  blastocèle ne peut fourn i r  aucune 

indicat ion u t i l e  en ce domine puisqu'en dé f in i t ive  l e  fragment implanté e s t  

amené à se différencier  au contact de l'endoderme comme l e  montrent l e s  coupes 

histologiques (Pl. VII, f i g .  A e t  B).  Afin de mettre en évidence c e t t e  éven- 

t u e l l e  act ion s t imulatr ice de 1' endoblaste, suggérée par NIEUWKOOP, nous avons 

imaginé de transplanter l e  t e r r i t o i r e  des lames l a t é ra l e s  dans la région 

dorsale de bourgeons caudaux. 

k s  greffons, que nous savons contenir des c.g.p., sont prélevés 

sur de jeunes gastrulas  donc avant tout  contact avec l'endoderme. Outre l e  

f a i t  que l e s  individus receveurs sont nettement plus âgés que l e s  t i s s u s  

greffés ,  l e  s i t e  chois i  présente l'avantage de ne présenter aucune r e l a t ion  

d i r ec te  avec l a  masse endoblastique de l 'hôte .  Il échappe donc à p r i o r i  à 

tou te  act ion pouvant émaner de l 'endoblaste . 
Dans un premier temps, il é t a i t  nécessaire de s 'assurer de la Capa- 

oit6 de différenciat ion d'éléments germinaux sur un t e l  l i eu ,  c ' e s t  pourquoi 

nous avons r éa l i sé  des transplantations de mésoderme l a t é r a l  présomptif 

prélevé unilatéralement sur de jeunes neurulas. Les cultures effectuées précé- 

demment nous ayant révélé leur  détermination ef fec t ive  à ce stade. 



les germes donneurs sont choisis p a r m i  des individus ayant a t t e in t  

l e  stade gastrula ( s t .  8 a e t  9 )  e t  l e  stade neurula (s t .  15 à 18). h s  germes 

receveurs, plus âgés,sont parvenus au stade du bourgeon caudal (st . 24 e t  26). 

La figure 9 représente l e  protocole expérimental suivi.  

--Fig. 9 - Représentation des différents secteurs prélevés aux divers stades 
de la gastrulation e t  de l a  neurulation e t  transplantés sur des 
boirrgeons caudaux en position dorsale. Le fragment découpé dans l a  zone 
marginale ventro-latérale de l a  jeune gastrula e s t  divisé en 2 secteurs 
un dorsal (d)  e t  un ventral (v).  

Un pe t i t  volet ectodermique es t  découpé sur l e  receveur, juste en 

a r r iè re  de l a  tê te ,  ce t te  incision découvre l e  tube nerveux sur lequel sera 

appliqué l e  greffon. Ia cicatrisation e s t  rapide e t  dans la majorité des cas 

l 'intervention ne laisse pas de traces, l e  t e r r i t o i r e  transplanté s ' intégrant 

parfaitement aux t i s sus  de l 'hôte. 
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II - RESULTATS 

A - -TRANSPIA NTATION DE TERRITOIRE ECTO-MESODERMIQUE DE NEURULA 

2 sé r i e s  expérimentales ont é t é  effectuées e t  l e s  r é s u l t a t s  rassem- 

b lés  dans l e  tableau 24.  examen histologique r é a l i s é  chez l e s  individus 

opérés révèle la présence au niveau de la réaction, de nombreux éléments 

d 'origine mésodermique. Ces formations s e  local isent  en posit ion dorsale au 

dessus même du tube nerveux, celui-ci  présente parfois des excroissances I 
vraisemblablement causées par l 'opération. La planche V I 1 1  (f ig.  A, B, C: e t  D )  

I 

i l l u s t r e  l e s  s t ructures  rencontrées. I 

Ie tableau 24 rend compte de l a  fréquence des formations observées : 

hématies, lames l a t é ra l e s  (Pl.  V I I I ,  f i g .  A,  C e t  D )  e t  muscles (Pl. V I I I ,  

f i g .  C )  sont conformes à la nature du t e r r i t o i r e  greffé .  Nous avons décelé 

des c .g.p. dans 10 cas sur 18 ; cel les-ci  s e  répart issent  en f l o t s  d'importance 

inégale s e  local isant  dans le  mésenchyme (Pl. V I I I ,  f i g .  B)  ou sur l e  bord 

d'une lame l a t é r a l e  (Pl.  VIII, f i g .  A, C e t  D ) .  

On peut s'étonner de constater la  présence, dans l a  première s é r i e  

expérimentale, d'une s t ructure de type .digest i f  dont nous n'avons jamais ' 

trouvé d'homologue dans l e s  autres  types d'expériences e t  en par t icu l ie r  dans 

l e s  cultures de neurula. Cette différenciat ion peut surprendre car? au  stade 

neurula l e  f e u i l l e t  ecto-mésodermique se détache parfaitement de la masse 

endoblastique, sur laquelle il repose. La simple observation histologique ne 

permet pas d ' iden t i f i e r  avec cer t i tude ces s t ructures  e t  l 'on  peut estimer 

qu 'e l les  correspondent au cloaque dérivé du t e r r i t o i r e  du proctodeum, conf or- 

rnément au schéma de la région caudale du Triton proposé par CWANG (1947 ) e t  

représenté sur l a  f igure 10,  absence de c e t t e  formation, remarquée dans la 

seconde sé r i e  expérimentale, s e r a i t  imputable au choix des germes u t i l i s é s .  

h s  2 sé r i e s  opératoires sont réa l i sées  sur  des embryons de stades d i f f é ren t s ,  

de  ce f a i t ,  on peut supposer que 1 ' ébauche présomptive du proc t odeum 

puisse échapper à l ' ab la t ion .  

La différenciat ion des c.g.p. n ' e s t  pas l i é e  à la présence de ces 

formations de type d iges t i f  ca r  dans 4 cas des éléments germinaux ont  é t é  

observés en absence de toute  s t ructure correspondante. Ces r é s u l t a t s  confirment 

ceux obtenus après culture i n  v i t ro  de l a  région ecto-dsodermique entourant 

le blastopore ; au stade neurula, l e s  c.g.p. sont effectivement déterminées 

et capables d 'autodifférenciation après implantation hétérotopique sur des 

individus plus $&S. 



Fig. 10 - Schéma de l a  région caudale de l a  neurula de Triton, l e s  a i res  

présomptives sont représentées H 3 stades successifs du développement. 

lp,  lame latérale ; pr, prootodeum ; t a i l  epid., épiderme caudal ; 

tai l  mes., mésenchyme caudal ; t a i l  n., neuroderme caudal. 

Les chiffres (6 à 17) indiquent l 'ordre des somites (d'après CHüANG, 

1947 1. 
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Tableau 25 - G=ffe de mésoderme l a t e r a l  présomptif de s s t r u l e  sur du 

bourgeon caudal en posit ion dorsale. 

? s t ructure  digestive atypique 

présence 0 absence 

Tableau 26 - Greffe de mésoderme lateral présomptif de gast rula  sur du 

bourgeon caulal  en posi t ion dorsale. 

? s t ructure  digestive atypique. 

d,  dorsal  ; v, ventral .  

presence 0 absence 



LRs valeurs exprimées dans l e  tableau 24 sont relativement basses 

e t  varient considérablement d 'un individu à 1 'autre.  Les écar t s  enregis trés  

(3 à 40) s'expliquent aisément, ils traduisent l e s  l imi tes  propres à ce type 

d '  opération. L'ablation uni la té ra le ,  r éa l i sée  sur l a  jeune neurula, respecte 

l e  bord de l a  fente  blastoporale . On ne peut assurer que toutes l e s  c .g .p. 

s i tuées  dans l e  f e u i l l e t  dsodermique a i e n t  été prdïevées e t  transplantées 

sur l e  germe receveur. 

B - TRANSPIANTATION DE TEFtRITOIRE: MESBIERMIQUE DE GASTRUIA 1 
I 

2 sé r i e s  expérimentales ont é t é  réal isées .  Dans la seconde sé r i e  

nous avons partagé l e  fragment, init ialement découpé dans l e  mésoderme l a t é r a l  

présomptif, en 2 secteurs : l 'un  dorsal  (d) e t  l ' a u t r e  ventral  (v)  conformé- 

ment à la figure 9. Ce nouveau protocole opératoire pouvant se révé ler  précieux 

pour compléter l e s  travaux précédemment effectués pour mettre en évidence l e s  

c.g.p. au cours de l a  gastrulation. Les t e r r i t o i r e s  a i n s i  délimités e t  i so lés  

sont greffés  en posit ion dorsale sur  l e s  bourgeons caudaux. 

Les tableaux 25 e t  26 rassemblent l e s  r é s u l t a t s  obtenus. En plus 

des s t ructures  d é j à  décr i tes  précéderment, hématies, lames l a t é ra l e s  e t  élément! 

musculaires, nous notons l a  présence de tubules pronéphrétiques qui  caractd- 

r i s e n t  la différenciat ion du secteur transplanté.  Nous n'avons jamais observé 

de s t ructure typique qui puisse ê t r e  assimilée à une portion du tube d iges t i f .  

Des c.g.p. ont é t é  décelées dans la seconde sé r i e  expérimentale mais uniquement 

à p a r t i r  des secteurs ventraux. Cette remarque e s t  importante car  malgré l e  

p e t i t  nombre de cas étudiés, 'il apparaft bien que l e s  c.g.p. se d is t r ibuent  

prdf érentiellement dans l a  bordure ventrale du mésoderme l a t é r a l  présomptif. 

LRs gonocytes rencontrés, s e  local isent  près d'une lame la t é ra l e  (Pl.  V I I I ,  

f ig .  E e t  F). 

fie tableau 26 nous montre que dans 3 cas sur 4, l e s  c .g .p. ne sont 

associées à aucune fopmation de type d iges t i f .  Dans l e  4ème cas (opération 1 

du tableau 26) c e t t e  poss ib i l i té  ne peut ê t r e  écartée e t  un doute persis te .  

h s  r é s u l t a t s  obtenus font  apparaftre que : 

/ 
- dans la première s é r i e  (tableau 25), l'absence t o t a l e  de 

c.g.p. s'accompagne d'une richesse en éldments musculaires ( 9  cas sur 9). Les 

lames l a t é r a l e s  font pratiquement défaut (1 cas sur 9). 

- dans la seconde s é r i e  (tableau 26),  où des c .g.p. sont 

observées, l e s  formations musculaires sont moins fréquentes (3 cas  sur 8). 
LRs lames l a t é ra l e s  sont plus nombreuses (6 cas sur 8). 



La comparaison de ces 2 séries opératoires semble révéler que l e s  

fragments transplantés ne sont pas semblables. Dans l a  lère série, la majeure 

partie du secteur isolé correspond vraisemblablement au te r r i to i re  présomptif 

des somites. 11 se trouve a ins i  dépourvu de tout élément germinal. 

Ces résultats  s.oulignent l es  d i f f icul tés  rencontrées, au stade jeune 

gastrula, pour délimiter avec précision ce secteur privilégié e t  ce d'autant 

plus que des variations parfois considérables peuvent affecter la pigmentation 

des germes, à 1' intérieur d'une même ponte. 

Nous retiendrons de cet te  étude préliminaire que des c.g.p., Y l e -  

vées au sein du mésoderme ïatdraï  présomptif, au stade gastrula, sont cahbles  

d'autodifférenciation. Le l ieu  d' implantation exclut toute influence stihula- 

t r i c e  émanant de la masse endoblastique. Nous infirmons a ins i  les  conclusions 

émises par NIEUWKOOP, e t  cela d'autant plus que les  gonocytes primordiaux sont 

greffés sur un individu de stade nettement plus âgé chez qui l a  migration des 

c.g.p. es t  achevée. 

Ces résul ta ts  confirment par l à  &me ceux obtenus e t  re la tés  après 

l e s  cultures in  v i t ro  e t  l e s  implantations dans l e  blastocèle, l e s  c.g.p. 

sont déterminées dès l 'apparition de l a  lèvre dorsale du blastopore au stade 

8 a. L'éventualité d'une action inductrice de la part de l'endoblaste dorso- 

caudal semble peu probable. 



D I S C U S S I O N  GEMERALE ET CONCLUSION 



b s  r é s u l t a t s  que nous avons exposés démontrent clairement, chez l e  

Pleurodèle, 1' origine précoce des ce l lu l e s  germinales dans l e  f e u i l l e t  méso- 

dermique e t  l eu r  migration en d i rec t ion  dorsale au sein de ce même f e u i l l e t  

vers l e s  crêtes  génitales.  Nous discuterons l e s  conditions dans lesquel les  

nous sommes parvenus à ce.s 2 conclusions majeures de notre t r a v a i l .  

- LOCALISATION AU STADE GASTRULA 

Les seules données expérimentales que nous possédions sur la loca- 

l i s a t i o n  précoce des c .g .p. au se in  du f e u i l l e t  rnésodermique des Urodèled nous 
i 

é ta i en t  apportées par NIE[JWKOOP (1946) chez Triturus a lpes t r i s  e t  T. c r i s t a tus  

e t  SMITH (1964) chez Ambystom mexicanwn, à l a  s u i t e  d'opérations r éa l i sées  au 

cours de l a  gastrulat ion au stade de la fente blastoporale en anse de panier. 

Chez l e  Pleurodèle, en l'absence de tout  marqueur génétique approprié, il é t a i t  

i n u t i l e  d 'effectuer  des transplantations orthotopes.de mésoderme ï a t d r a l  pré- 
a 

somptif sur l e s  jeunes gastrulas.  Nous avions songé l e  remplacer par de l 'ecto-  

derme banal prélevé sur un autre  germe mais l e s  quelques ten ta t ives  réa l i sées  

s e  sont v i t e  révélées inf'ructueuses, l e  germe prdsentant rapidement des  signes 

d ' exogastrulat ion. D ' aut re  par t ,  en admettant que 1ë développement embryonnaire 

s e  poursuive normalement, il aura i t  f a l l u  apprécier un d é f i c i t .  L e s  d i f fé rentes  

ablat ions entreprises  au cours de la neurulation e t  du bourgeon caudal nous ont 

montré que l ' i n t e rp ré t a t ion  des r é s u l t a t s  présentait  quelques incert i tudes e t  

ce l a  malgré l ' u t i l i s a t i o n  du calcul  s t a t i s t ique .  Les numérations effectuées 

sur des individus témoins ont m i s  en évidence une t r è s  grande f luctuat ion du 

nombre de c.g.p. entre  individus de même stade. Des constatations analogues 

ont d ' a i l l eu r s  é t é  f a i t e s  par iiüMPHREX ( 1 9 5 )  chez des espèces voisines : 

Triturus viridescens (20 à 60), Ambystom maculatwn (50 à 100) e t  Hemidactylium 

(120 à 200). De même, chez l e s  Oiseaux FARGEIX e t  T H E I m  (1966) ont constaté 

qu'un embryon pouvait renfermer 2 f o i s  plus de c .g .p. qu'un aut re  également 

développé. Une aut re  poss ib i l i té  s ' o f f r a i t  à l'expérimentateur ; gre f fe r  un 

t e r r i t o i r e  préalablement marqué (à la thymidine trit iée par exemple ) , opération , , 
pouvant s 'effectuer au stade blastula.  k i s  l e s  interventions rba ï i sées  par 

C A m O N  (1967) s ' é t a i en t  révélées ineff icaces ; l e s  c.g.p. ne présentant aucune 1 
t r ace  de marquage, en raison vraisemblablement de l'absence de mitoses entre  ~ 
l e  moment de 1' in jec t ion  du produit marqué e t  l e  prélévernent du greffon. ' 

b s  techniques d'ablations e t  de transplantations s e  révélant peu 

compatibles avec la survie prolongée du germe opéré, nous nous somes orientés 

vers  l a  cul ture  i n  v i t r o  de fragments embryonnaires. Cette technique a v a i t  



I permis à HOLTFRE~ER dès 1929 d'étudier après 5 ou 6 jours de culture l e s  capa- 

I c i t d s  d 'autodifférenciation des ébauches présomptives de la gastrula d 'Amphi- 

biens. Le milieu u t i l i s é  par ce t  auteur, une solution de s e l s  minéraux, permet 

la  différenciat ion des explants grgce aux réserves v i t e l l i n e s  contenues dans 

1 l e s  t i s s u s  cul t ivés .  Les r.ésultats obtenus après adjonction de sérum de cheval, 
remarquables pour l 'étude de l a  neurulation e t  des stades du bourgeon caudal, 

s e  sont révélés inefficaces aux stades plus précoces. Le petit nombre de cas 

pos i t i f s  enregistrés,  avec présence de c.g.p., r e s t a i t  insuff isant  pour préciser 

la répar t i t ion  des gonocytes primordiaux au se in  du mésoderme l a t é r a l  présomptif. 

Corrélativement la  t a i l l e  importante des fragments cultivés l i m i t a i t  la  pArt6e 

I de nos conclusions. Le fractionnement de la zone mésodermique présomptive en 

3 ou 4 secteurs s ' e s t  heurtée à une d i f f i c u l t é  supplémentaire : l a  dissociat ion 

des explants après quelques jours. La technique de culture e n  sandwich atténue 

la  dissociat ion mais n'améliore pas, sauf exception, l e  degré de différencia- 

l t i o n  des c .g.p. Il n'en demeure pas moins que des c .g.p, ont  é t é  mises en 

Bvidence par cul ture  i n  v i t r o  mais dans des conditions t rop  a l éa to i r e s  pour en 

t i r e r  des conclusions u t i l e s .  

Toutes l e s  d i f f i c u l t é s  rencontrées au cours de c e t t e  étude mettent 

e n  r e l i e f  l e  rô l e  fondamental joué par Le milieu où e s t  placé l 'explant .  Oq 

peut se  demander s i  l e  milieu physiologique adopté (solution sal ine enrichie 

de sérum de cheval) e s t  adapté à une différenciat ion convenable des c.g.p. 

Nous avons donc recherché une aut re  technique capable d'améliorer nos résu l ta t s .  

N a i s  avons u t i l i s é  la technique d'implantation dans l e  blastocèle, encore 

appelée "~instechmethode" . Cette technique d'explantation i n  vivo v i s e  à placer 

l 'explant dans l e s  conditions - l e s  plus favorables à sa diff6renciat ion ; l e  

fragment embryonnaire, introdui t  dans l a  cavité blastocoelienne, retrouve de 

ce fai t  un milieu plus proche des conditions naturel les .  Les r é s u l t a t s  obtenus 

par c e t t e  méthode démontrent clairement l 'o r ig ine  mésodermique des ce l lu l e s  

germinales primordiales chez l e  Pleurodèle. Les c.g.p. sont déterminées dès 

l ' appar i t ion  de l'encobhe de l a  lèvre dorsale du blastopore ( s t .  8 a). c ' e s t  1 
à ce jour l e  stade l e  plus précoce où des c.g.p. ont é té  mises en évidence. 

Ces c.g.p. sont dispersées dans toute  la couronne de mésoderme l a t é r a l  pré- 

somptif. SMITH (1964) a fai t  l a  &me constatation chez l 'Axolotl. Certains 

de nos r é s u l t a t s  suggèrent mgme une répar t i t ion  plus loca l i sée là  la  l imi te  des 

f e u i l l e t s  ectodermique e t  mésodermique, 

Ce t e r r i t o i r e  transplanté en posit ion ventrale, sur l e  f lanc  d'un 

bourgeon caudal ( s t .  24 e t  26) différencie  effectivement des  c.g.p. (CAPURON, 1 
non publié ) . Autre preuve de ce t t e  détermination précoce, la même opération 



mais réa l i sée  en posit ion dorsale, à la  surface du tube nerveux, confirme l e s  1 
r é s u l t a t s  précédents. L' origine mésodermique de ces cel lules ,  mise en évidence 

par NIEUWKOOP .(1946) chez 2 espèces de Witurus e t  SMITH (1964) chez l 'Axolotl 

e s t  a i n s i  étendue au Pleurodéle. Il e s t  logique de penser que c e t t e  origine 

e s t  commune aux Urodèles; 

- DETERMINATION DES EEMENTS GERMINAUX 

A l a  s u i t e  de ses  nombreux travaux, NiEWKOOP (1946 ) soulignaif la  

necessité d 'une influence stimulatrice de l'endoderme dorso-caudal, au cburs 

de la gastrulat ion,  pour assurer une différenciat ion normle  des 

primordiaux. Dans ce t t e  perspective nous avons effectué au  stade jeune gastrula 

diverses sé r i e s  expérimentales dans lesquelles de l 'endoblaste présomptif é t a i t  

associé au secteur mésodermique initialement i so lé  e t  m i s  en cul ture .  Cet 

apport endoblastique n'a pas favorisé l a  différenciat ion des éléments germinaux 

L'act ivi té  s t imulatr ice de 1' endoderme, jugée indispensable par NiEüWKOOP, n'a 

pu g t r e  confirmée par nos travaux u l tdr ieurs  r e l a t i f s  aux conditions de déter- 

mination des c.g.p. pendant la  gastrulat ion.  

Nos résu l ta t s ,  r e l a t é s  dans le chapitre III, bien que p a r t i e l s  . 

montrent en e f f e t  que des c.g.p. sont capables de se  différencier  en dépi t  de 

l'absence de tout  contact avec l'endoderme. Les c .g.p. sont déterminées quand 

apparaissent l e s  premiers signes de l a  gastrulation. Au stade neurula nous 

confirmons ce t t e  détermination précoce. Nos conclusions rejoignent ce l l e s  

émises par KOTANI (1958) e t  AWNUMA (1958) ; dans leurs  expériences, l ' ex t i r -  

pation de l'endoderme caudal au stade jeune neurula n 'affecte  pas la différen- 

c i a t ion  des c.g.p. 

- EVOIIJTION DES TERRITOIRES ISOLES 

Les techniques d'explantation i n  v i t r o  e t  i n  vivo u t i l i s é e s  au cours 

de l 'é tude de la gastrulat ion nous ont permis de suivre l 'évolut ion de cer tains  

t e r r i t o i r e s  présomptifs e t  de comparer leurs  prestations à ce l les  prévues par 

l e s  car tes  é t ab l i e s  par VCGT ( 1 9 5 ,  1 9 9 )  e t  PASTEELS (1942 ). Dans l a  plupart 

des cas, l e s  fragments embryonnaires i so lé s  Bvoluent confordment B la  nature 1 
du t e r r i t o i r e  dont e l l e s  dérivent.  Nous confirmons par la même l e s  nombreux 1 
travaux de HOLTrmETER (1938 a, b).  ïa zone marginale ventrale e t  latéro-ventrale}- 

du mésoderme presomptif de l a  jeune gastrula  fournit  normalement du pronéphros, 1 
des érythrocytes e t  des parois coelomiques. Cependant des tubules pronéphré- 1 



la région latéro-ventrale. Les secteurs de ce t t e  zone, i so lé s  e t  cul t ivés ,  

peuvent donner des t i s s u s  aussi  var iés  que des somites, s t ructures  neurales e t  

Bpidermiques dont l a  différenciat ion histologique ne correspond pas exactement 

à l eu r  valeur présomptive, Les explants expriment des potent ia l i tés  plus impor- 

tan tes  que s'ils avaient é t é  l a i s s é s  en place dans l e  germe nornnrl. 

Il faut  remarquer dans nos expériences que l e  t e r r i t o i r e  présomptif 

de l'angioblastème ne s e  différencie  pleinement qu'après implantation dans l e  

blastocèle.  Les capacités d 'autodifférenciation de ce t e r r i t o i r e ,  remarquées 

par HOLTFRETER (1938 a, b )  e t  YAMADA (1940) ne s e  sont pas vér i f iées  dand nos 

conditions expérimentales. De même l'endoderme apporté dans cer taines  cul tures  

en sandwich e t  que HOLTFRETER (1938 a ,  b )  considère comme déterminé dès l e  

stade de la  jeune gastrula  ne s ' e s t  jamais différencié  en s t ructures  digest ives  

typiques.  autres auteurs, t e l s  que MLINSKY (1938, 1947 e t  1948), NAKAivURA 

e t  TAHARA (1953 e t  1954), OKADA (1953 à 1960) e t  TAKATA (1960) ont également 

abordé l 'étude de l a  détermination précoce de l'endoderme. La comparaison des 

nombreux ré su l t a t s  publiés par ces auteurs révèle quelques divergences au su je t  

du moment où s 'effectue l a  détermination ef fec t ive  des différentes  pa r t i e s  de 

l'endoderme. La part ic ipat ion du mésoderme dans la détermination de c e t  endo- 

derme e s t  discutée. Une r e l a t ive  incerti tude persis te  toujours sur la na tGe  

des t i s s u s  i so lé s  e t  ceci  concerne plus particulièrement l 'étude entreprise  

sur l a  t r è s  jeune gastrula.   observation sous la  loupe binoculaire du pôle 

végétatif  d'un germe de stade 8 a rend compte des d i f f i c u l t é s  qui se  posent à 

l'expérimentateur, il n'apparaît  pas de l imite  rigoureuse entre  l a  zone méso- 

dermique l a t é r a l e  présomptive e t  l e s  t i s s u s  voisins (ectoblaste e t  masse 

enloblastique). Il n'y a pas de ségrégation brutale  entre  ces f e u i l l e t s  e t  l a  

qua l i té  présomptive d'un t e r r i t o i r e  peut toujours être m i s e  en doute. 

Autre exemple s i g n i f i c a t i f ,  l a  présence d'éléments neuroXdes a é t é  

souvent remarquée dans l e s  prestations obtenues après cul ture  i n  v i t r o  de 

fragments embryonnaires de gastrula .  On peut penser que des conditions défa- 

vorables de culture,  imputables au milieu, puissent provoquer une autoneurali- 

sa t ion  des explants. En e f f e t  BARTH (1941) a f f i rmai t  que l'ectoderme présomptif 

d'Ambystom punctatum é t a i t  capable de d i f fé renc ier  des formations nerveuses 

dans la  solution de HOLTFRETER. Pour HOLTFRETER (1944 ) ce seraient  l e s  sub- 

stances l ibérées  par la cytolyse qui induiraient la  neumilati on de 1 ' ectoderme. 

Plus récemnent BARTH (1965) a montré que de l'épiderme présomptif 

de la gastrula  de Rana pipiens cul t ivé dans une solut ion sa l ine  é t a i t  capable 

de se  d i  f fdrencier en ce l lu les  nerveuses e t  pigmentaires. L' induction nerveuse 

s e r a i t  provoquée par l e s  ions présents dans l e  milieu. Ces d i f fé rentes  observa- 

t i o n s  jus t i f i en t  entièrement l e s  précautions pr i ses  pour in te rpré ter  nos r é s u l t a t  

- 



- MIGRATION VERS LES FU'IVRES CRETES CENITAIES 

Ies 0.g.p. décelées au se in  du mésoderme l a t é r a l  présomptif de la 

jeune gastrula  -vont se  déplacer pour coloniser l e s  futures cretes  géni tales .  

Cette migration ne débute qu'à la  f in de l a  neurulation, au cours du stade 21. 

Toutes' l e s  opdrations réa l i sées  antérieurement, depuis la  formation de la pla- 

que neurale jusqu' à la  soudure complète des bourrelets neuraux, signalent leur  

présence au voisinage du blastopore en position ventrale e t  l a t é ra l e  par rap- 

port  à ce dernier.  Cet emplacement correspond au t e r r i t o i r e  dans l e q u e l l e s  

c.g.p. ont é t é  mises en évidence e t  qui, après invagination en cours de gastru- 

la t ion ,  s e  retrouve s i tué  en posit ion ventro-latérale au stade jeune neurhla 
1 

( s t .  15). 1 I 

 ablation d'ecto-mésoderme de type A s e  t r adu i t  par un d é f i c i t  plus 

ou moins important du côté opéré. La s t é r i l i t é  t o t a l e  du gerrrîe ne peut ê t r e  

obtenue qu'à l ' i s sue  d'une ablat ion complète de toute  la région blastoporale. 

Une t e l l e  s i tua t ion  a é t é  mise en évidence chez Ambystoma mexicanum par 

MarWKOOP (1946) e t  SMITH (1964). 

Aucun changement ne survient au cours de l a  neurulation. Au stade 21 

une par t ie  des c .g.p. qu i t t e  leur  posit ion i n i t i a l e .  Il n ' e s t  pas exclu de 

penser que ce t t e  amorce de migration es€ f ac i l i t ée ,  sinon déclenchée, par . 

l'abouchement de l ' u re t è re  primaire au cloaque. Le développement du canal de 

Wolff s'achève en e f f e t  à la  f i n  de l a  neurulation (HOUIL;LON, 19%). Cette 

migration en direct ion dorsale s'amplifie au stade 22 (ablations de type D, 

F e t  G) .  ~ ' e x ~ l a n t a t i o n  i n  v i t r o  de fragments embryonnaires aux s tades 2 1  e t  

22 e s t  s igni f ica t ive  ; l e s  r é s u l t a t s  obtenus révèlent parfaitement la progres- 

s ion  des c .g .p .  l e  long du tri je t  de l ' u re t è re  primaire. Une marque colorée 

posée au niveau du mésoderme l a t é r a l  prdsomptif d'une gastrula  ou d'une jeune 

neurula s u i t  exactement l e  même parcours. Cette phase du déplacement peut ê t r e  

considérée comme uniquement passive e t  s ' i n s c r i r a i t  a ins i  dans l'ensemble des 

mouvements de convergence du mésoderme. 

Aux stades 23 e t  24, une grande par t ie  des gonocytes a a t t e i n t  l e  

mésoderme intermédiaire. Les interventions réa l i sées  en posit ion ventro-latérale 

sont demeurées sans e f f e t .  C'est à c e t t e  période que m e n t  réa l i sées  l e s  pre- 

mières investigations cytologiques qui permirent à INMPHEiFi (1925) de repérer 

l e s  c.g.p. chez des larves dtAmbystom mexicanum ( s t .  25 de la tab le  de 

HARRISSON). NIEUWKOOP (1964 ) e t  STARK (1955 ) formulent l e s  mêmes constatations 

SW? des espèces voisines. 

Dès l e s  stades 2 5  e t  26, l e s  ce l lu les  qui jusqu'à présent é t a i e n t  

r e s t ées  superf ic ie l les  se  déplacent vers l 'axe de l'embryon en compagnie de 

l ' u re t è re  primaire. Leur élimination r e s t e  possible à condition de g r a t t e r  l e  



mésoderme intermédiaire en profondeur. HUMPHRFY (1P7,  1 9 8 )  a pratiqué cette 

opération sur des lames d '  Ambystoma mexicanwn ( s t  . 32 à 36 de l a  table de 

HARRISSON), 1' intervention entrarnait l a  s t é r i l i t é  presque complète des 

embryons opérés. Par contre l a  transplantation orthotopique de ce mésoderme e t  

des c .g .p. qu' il contien% es t  plus difficilement réalisable, ceci expliquerait 

que des femelles adultes, ayant reçu au stade 26 des cellules germinales pri-  

mordiales marqudes génétiquement, pré sentent en général un mélange d ' ovocytes 

de type receveur e t  de type donneur (IACROM e t  CAFURON, 1966). 
I 

En r6sum6, chez l e  Pleurodèle, à des stades caractéristiques, l'abla- 
l 

t i on  localisée de l'ectodsoderme entrarne l'absence de gonocytes chez ltembryor 

opéré. En conséquence, l e s  c.g.p. ne peuvent dériver secondairement de cellules 

somatiques présomptives e t  sont a ins i  dépourvues de toute capacité de régulatioc 

Ces conclusions ne font pas l'unanimité e t  certains auteurs estiment que les  

c.g.p. ont une différenciation épigénétique à par t i r  des t i s sus  somatiques. 

ASAYAMA (1939, 1950, 1961) juge que l 'ablation unilatérale du mésoderme 

intermédiaire, pratiqude chez Triturus pyrrhogaster au stade 31 (table d '  OKADA 

e t  ICHIHAWA Y+7 n'entrabe pas la s t é r i l i t é  de l a  larve du côté opéré. Complétant 

son expérimentation par des transplantations orthotopes e t  hétérotopes de 

mésoderme intermédiaire, il en conclut que les  cel lules germinales pourraient 

se former à par t i r  du mdsoderme la té ra l  à un stade aussi avancé que l e  bourgeon 

caudal. Pour AWNUMA (1957 ) l 'ablation du mésoderme intermédiaire présomptif 

de l a  gastrula (pratiquée unilatéralement) e t  de l a  neurula (réalisée bilaté- 

ralement ) de Triturus pyrrhogaster e t  Hynobius nebulosus n' affecte pas l e  

nombre de gonocytes. KOTAM (1957 ) prétend même que de l'ectoderme- prélevé sur 
du mésoderme 

l a  gastrula de Triturus pyrrh&aster e t  transplanté à l'emplacement intermé- 

d ia i re  présomptif d'une autre gastrula e s t  capable de se différencier en 

cel lules germinales. 

ASAYAW e t  AMANUMA (1957) analysant l 'origine possible des c.g.p. 

rencontrées dans l e s  crêtes génitales d'embryons secondaires induits par la 

greffe de lèvres dorsales penchent pour une induction de novo des c.g,p. à 

par t i r  des cel lules somatiques de l'embryon hôte. Les memes opérations réalisées 

chez l e  Pleurodèle par CAPURON (1968) tendent à infirmer ces conclusions. Selon 

cet  auteur - les numérations gonocy-taires effectuées prouvent que l e s  c .g .p. de 

l'embryon secondaire proviennent en f a i t  du l o t  i n i t i a l  de c .g .p. de l'embryon 

hate, ces cellules se partageant entre l e s  crêtes génitales normales e t  surnu- 

mbraires. Les résul ta ts  obtenus par ces différents  auteurs japonais ne sont pas 

exempts de critiques : leurs interprétations supposent en e f f e t  une élimination 

complète des c.g.p. des individus opérés, opération qui ne peut ê t re  garantie 

par l e s  méthodes ut i l i sées ,   a absence de marquage limite gravement la portée 



de leurs  applications. Au contraire  l e s  données expérimentales rapportées par 

SMïTH (1964), LACROIX e t  CAFURON ( 1 s 6 )  e t  nous-mêmes montrent que l e s  c.g.p. 

des Urodèles ne peuvent dér iver  secondairement des ce l lu les  somatiques e t  sont 

a i n s i  dépourvues de toute capacité de régulation. Corrélativement on peut 

assurer que ces ce l lu les  sont à 1' origine des fu turs  gamètes. 

La technique de culture i n  v i t ro ,  u t i l i s é e  parallèlement aux technique 

d'ablations,  confirme nos précédents résu l ta t s .  E l l e  nous a permis de loca l i ser  

de manière concrète l e s  ce l lu les  germinales au cours de l eu r  progression vers 

l e s  futures  crêtes  géni tales .  Les d i f fé rents  secteurs i so lé s  aux s tades u "i 
bourgeon caudal ont évolué conformément à l eur  l i e u  d'origine.  Cependant : 
l'endoderme s ' e s t  révélé incapable de se  différencier  en épithélium in te s t ina l .  

Cette observation surprend car 0KAL)A (1953 à 1960)et CHIBON (1969), par des 

techniques variées, ont montré qu' aux stades du bourgeon caudal l a  détermination 

de l'endoderme é t a i t  réa l i sée .  

S i  nous avons pu apporter quelques données expérimentales en faveur 

de l 'o r ig ine  mésodermique précoce des gonocytes e t  sur l e u r  migration vers l e s  

futures  c rê tes  génitales,  il n'en demeure pas moins qu'un grand nombre de faits 

r e s t en t  à préciser.  2 points principaux devront ê t r e  abordés successivement : 

- dans un premier temps, il faudra mettre en évidence la présence d'un 

déterminant germinal analogue au plasme germinal observé chez l e s  Anoures e t  

montrer que celui-ci  se  d is t r ibue  effectivement dans l e s  c.g.p. Ce qui nous 

permettra d '  étendre au Pleurodèle la notion de continuité de l a  l ignée germi- 

nale .  Cette ségrégation précoce conduirait l e s  gonocytes primordiaux à un é t a t  

de pré-détermination, l eu r  dé termination n' intervenant, sous 1' influence sti- 

mulatrice de l'endoderme dorso-caudal, que pendant l a  gastrulation. 

- dans un deuxième temps, il sera nécessaire de poursuivre l 'étude 

des  conditions de détermination e t  de différenciat ion des c.g.p. pendant l e s  

phases i n i t i a l e s  du développement embryonnaire a f i n  de préciser  l'importance 

de la  stimulation endoblastique . 
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PLANCHE 1 

l Etude histologique des prestations fournies par l a  mise en culture 

I des secteurs ecto-mésodermiques prélevés au stade neurula. 

Fig. A e t  D - Aspect général des prestations obtenues. 

h s  secteurs i so lé s  se  sont différenciés  en vésicules l imitées par 

une mince enveloppe ectodermique (e) ,  doublées intérieurement par 

du mésenchyme (m). 

Les c.g.p. ( f lèche)  sont groupées en un seul  î l o t ,  fa i sant  s a i l l i e  

dans l a  cavité coelomique (c) .  

Fig. B - I l l u s t r a t ion  du premier type de rdpar t i t ion  des c.g.p. 

Les gonocytes (fléche) s e  répartissent au se in  &me du mésenchyme 

(m) . e, enveloppe ectodermique. 

Fig.  C, E e t  F - I l l u s t r a t i o n  du second type de r épa r t i t i on  des c.g.p. 

L' f l o t  gonocytaire (f léche ) e s t  enve loppd dans un f i n  épithélium 

(pointes ) r e l i é  plus ou moins étroitement au t i s s u  rnésenchymateux 

(m) bordant l'enveloppe ectodermique (e) .  Les c.g.p. sont s i tuées  

dans l a  cavité coelomique (c ) . On remarque que dans la  f i g  . E l e  

mdsenchyrne se  trouve r édu i t  à un simple épithélium. 





PLANCHE II 

Prestations fournies par l a  mise en culture des divers secteurs 

prélevés aux différents  stades du bourgeon caudal. 

- Stades 2 1  e t  22 

Fig. A - Secteur 1 : formation d'une vésicule plurilobée. 

Fig. B e t  C - Secteurs 2 : formation d'une vésicule bilobde ou quadrilobée. 

Ce type de prestat ion e s t  caractér isé  par l'émission d'un appen- 

dice caudal (ac)  t r è s  développé. 

Fig. D - Secteur 3 : formation d'une vésicule bilobée avec une nageoire 

dorsale (nd). 

- Stades 24 e t  26 

Fig. E - Secteur C : formation d'une queue. 

Fig. F - Secteur V : formation d'une vésicule plurilobde à paroi transparente. 

Fig. G - Secteur D 1 : formation d'une prestat ion analogue à ce l le  décr i te  

sur l a  f ig .  D. 

Fig. H - Secteur D 2 : formation d'une vésicule quadrilobée avec une nageoire 

dorsale (nd) e t  une constriction ventrale (cv ) délimitant 2 lobes 

ventraux bien f o r d s .  

Toutes l e s  figures sont à la msme échelle. 
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PIAKHE III 

Etude histologique des prestations obtenues après mise en cul ture  des 

d i f fdrents  secteurs prélevés au stade 24 du bourgeon caudal. 

Fig. A, B e t  C - Coupes transversales du secteur D 1 représenté Planche II, 

f ig .  G. On reconnaît l e s  s t ructures  dorsales habituelles : système 

nerveux (sn), corde ( c )  e t  myotomes (my) . ïa région ventrale ne 

renferme que du t i s s u  mésenchymateux (m). On remarque l a  présence 

de gonocytes (g ) à 1' angle inf éro- interne des myotomes . Lorsque 

l e s  uretères  primaires (up) sont présents, l e s  c .g .p.  se  répar- 

t i s s e n t  à leur  voisinage i d d i a t .  On note l'absence de tube 

d iges t i f .  

4 Fig. D - Coupe dans l a  vésicule plurilobée représentde Planche II, f ig .  F. 

k s  gonocytes (g)  se  local isent  au sein des travdes mésenchyma- 

teuses (m), On remarque la présence d'une vaste cavité au centre 

i de l a  prestation. 

Fig. E - Vue de d é t a i l  de la  f i g .  D.  Les gonocytes (g) sont ident i f iab les  

par l eu r  dimension plus grande que l e s  ce l lu les  somatiques 

voisines e t  par leur  noyau à contour plurilobé renferrmnt 1 ou 2 

nuol6oles e t  par leur  cytoplasme riche en  plaquettes v i t e l l i n e s .  

rn, mdsenchyme. 





PLANCHE IV 

Prestations fournies par l a  mise en culture de secteurs prélevés 
1 

i au stade gastrula.  

i 
Fig. A à F - Les  diverses f igures  i l l u s t r e n t  l e s  principaux types de pres- 

t a t ion  rencontrés. Le secteur dsodermique isolé  évolue, en 

en une vésicule ovoïde, plus ou moins allongée. La paroi, transpa- 

rente, révèle l a  présence de travées mésenchymateuses (tm) s i l lon-  

nant une vaste cavi té ,  au centre de la prestation. 

On observe parfois quelques par t icu lar i tés  : 

Fig. A - Une ébauche de membre (em) s ' e s t  différenciée à l a  surface de l a  

prestation. 

Fig. F - La vésicule e s t  recouverte de mélanophores (m) e t  présente à l 'une 

de ses  extrémités une réact ion de type caudal ( r c ) .  

Toutes l e s  f igures  sont à l a  &me échelle.  





Etude histologique des prestations fournies par l a  mise en culture 

de secteurs prélevés au stade gastrula .  

h s  diverses f igures  correspondent aux coupes réa l i sées  dans l e s  vdsicules 

représentées sur la  Planche I V .  

Les fléches ( -) indiquent l'emplacement des c .g.p. 

Fig. A - Les gonocytes se  répar t i ssent  dans l e  mésenchyme (mes) bordant 

l'enveloppe de l a  vésicule (e ) . 

Fig. B - Les gonocytes sont groupés dans une travée mésenchymteuse (tm) 

r e l i é e  au mdsenchyme (mes) tapissant  intérieurement l a  paroi de 

l a  prestation (e ) . 

Fig. C - Vue de d é t a i l  de l a  f igure A .  Cette f igure i l l u s t r e  parfaitement 

2 caractér is t iques communes aux c .g .p. : un cytoplasme finement 

granulaire e t  renfermant de volwnineuses plaquettes v i t e l l i nes  

(Pointes). On remrque l a  prdsence de dlanophores ( m l )  entre 

l e s  c.g.p. 

Fig. D e t  E - Les c.g.p. s e  local isent  contre l e s  tubules pronéphrétiques 

( tp> 

Fig. F - Outre leur présence dans l'une des travées mdsenchpteuses (tm), 

des c .g.p. sont également prdsentes dans la cavité de la vésicule. 





PLANCHE VI 

Réactions obtenues à l ' é t a t  larvaire  après implantation dans l e  

blastocèle de gastrula d'un fragment de mésoderme l a t é r a l  présomptif. 

1i 

Cette planche i l l u s t r e  l e s  principaux types de réactions observés. 
(-1 

Les fléches indiquent l'emplacement des réactions.  

Fig. A - Réaction spectaculaire au niveau céphalique. 

Fig. B - Réaction au niveau troncal.  

Fig. C - Un appendice caudal (ac) s ' e s t  différencié  à l 'extrémité de la 

réaction. 

Fig.  D e t  E - Vues ventrales des larves opérées. Le tube d iges t i f  émet 

une d ig i t a t ion  vers l a  réaction. 

Toutes l e s  f igures  sont à l a  même échelle. 





Etude histologique des réactions obtenues à l ' é t a t  la rva i re  après implan- 

t a t i o n  dans l e  blastocèle de gastrula d'un fragment de mésoderme l a t é r a l  présomptif. 

Les fléches ( -) indiquent l'emplacement des c .g .p. 

l 

Fig. A e t .  B - I l o t  gonocytaire important dans l a  paroi péritonéale ventrale 

du tube d iges t i f  (T'cl), f a i sant  s a i l l i e  dans l a  cavité coelomique ( c ) .  

Fig. C - Gonocytes s i tués  dans la somatopleure en l'absence de toute réac- 

t i on  v is ib le  extérieurement. 

Fig. D - Présence d'un î l o t  gonocytaire au niveau d'un mésentère ventral  

résu l tan t  de la  fusion des 2 lames la té ra les .  

Fig. E - I l o t  gonocytaire local isé  au voisinage d'une d ig i t a t ion  du tube 

digest i f  (D Td ) . Prdsence d 'un volumineux î l o t  sanguin (1s ) . 

1 e, épiderme ; Up, uretère primaire. 





Etude histologique des réactions obtenues à l ' é t a t  larvaire  après 

transplantation en posit ion dorsale de d i f fé rents  secteurs pré levés aux stades 

de la gastrulat ion e t  de l a  neurulation. 

Les figures i l l u s t r e n t  l e s  coupes transversales effectuées au niveau des 

1 réactions dorsales.  
Les fléches ( I) ) indiquent 1' emplacement des c .g .p. 

Réactions obtenues après transplantation d ' ecto-m6 soderme de jeune neurula. 

Fig. A -  flot gonocytaire e s t  observé sur l e  bord d'une lame l a t é ra l e  

(1.1). On remarque la présence d'une cavité coelomique (cc) au 
l 
1 . dessus du tube nerveux (tn).  

1 Fig. B - Les c .g.p. s e  &part issent  dans l e  mésenchyme ( m ) .  On note l 'ab- 

sence de toute cavité,  

Fig. C - Le greffon s ' e s t  différencié  en c .$.p., lame l a t é ra l e  (11) e t  en 

somites surnuméraires ( s s )  . 
Fig . D - Vue de d é t a i l  de l a  f i g  . C . L' î l o t  gonocytaire, bien individualisé,  

se  s i t u e  entre  . la  cav&té coelomique (cc),  l imitée par une lame 

l a t é ra l e  (11 ), e t  l e s  somites surnuméraires ( ss  ) . 
nd, nageoire dorsale ; s, somites. 

Réactions obtenues après transplantation de mésoderme l a t é r a l  présomptif de jeune 

I gastrula.  

Fig. E e t  F - Des c.g.p. s e  sont différenciées au contact d'une lame l a t é ra l e .  

l nd, nageoire dorsale ; Il,, lame la té ra le  ; t n ,  tube nerveux ; 

s, somites ; c, corde. 

Les figures A, B, C, E e t  F sont  à la même échelle. 




