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Chez les  ve r tébrés  tétrapodes, la  morphogenèse des membres débute 

p a r  la p ro l i f é ra t i on  et l 'accumulat ion de ce l lu les  sornatoplecrales sous I 'ectodernie de 

s i tes  prédéterminés. Les bourgeons a ins i  formés ont donc deux composants fondainen- 

taux : un noyau mésodermique et une enveloppe ectodermique. Dans l a  p lupar t  des cas,  

ce t tedern iè re  s 'épa iss i t  distalement, dans l ' axe  antéro-postér ieur du bourgeon, forniant 

une s t ruc tu re  p a r t i c u l i è r e  : la  c rê te  apicale (Apica l  Ectodermal Ridge).  

L 'accès aux embryons d'amphibiens, de rep t i l es  ou d'oiseaux ne posant 

pas de problème majeur,de nombreuses études expérimentales ont été réa l i sées  et ont 

montré  l ' importance des in teract ions en t re  ces  deux constituants dans l a  mise en p lace 

des membres de représentants  de ces t r o i s  c lasses. P a r  coritre, chez les  Mammifères, 

l e  développement i n  u te ro  rend  les observat ions d i f f i c i l e s  e l  sur tout  s'oppose à I'expé- 

r imentat ion m ic ro -ch i ru rg ica le  qui s'est montrée t r è s  féconde poclr ana lyser  les inté- 

ract ions ecto-m~sodermiques chez les  au t res  ve r tébrés .  Les recher-ches menées 

jusqu' ic i  (Ml  LA  i R E  et MULNARD, 1968 ; DEUCHAR, 1976 ; AGNI S H  et KOCHHAR , 
1977) n'ont pas encore permis  d 'appréc ie r  l e s  é \~entue l les  pa r t i cu l a r i t és  du développe- 

ment des membres dans cet te  c lasse. Néanmoins, une technique récente (AYDELOTTE 

et KOCHHAR, 1972) modif iée p a r  NEUBERT et RAUTENBERG en 1976 permet d 'obtenir  

i n  v i t r o  l e  développement des éléments squelett iques dc; membre de sour i s .  Le nombre 

des pièces d i f férenc iées au niveau de chaque segment, l eu rs  posi t ions respect ives et leurs  

propor t ions permettent de comparer aisément les squelettes obtenus aux membres normaux. 

No t re  propos est de rappo r t e r  i c i  les  démarches effectuées pour  s'assu- 

r e r  de l a  f i ab i l i t é  de cet te  technique &tarit entendu que les perspect ives expérimentales 

l iées à une démonstrat ion de la  f i dé l i té  de ce  développement i n  v i t r o  sont noinbr-euses 

et  at t rayantes : 

- S ' a s s u r e r  de la  f i ab i l i t é  d'une technique, c 'es t  en c e r n e r  les  l imi tes,  

en corinaitre les  inconvénients. Dans no t re  étude su r  la  rnorphogei-ièse du membre de 

sour is ,  c 'es t  é tud ier  les  capacités de développement d'ébauches d'âges d i f férents  dans 

un  système de cu l t u re  standardisé et appréc ie r  la  reproduct iv i té  des résu l ta ts  obtenus. 

- Démontrer la  f i dé l i té  d 'un  te l  développement, c'est p rouve r  qu'une 

per turbat ion de l a  morphogenèse agit de façon s im i l a i r e  su r  les membres, qu ' i l s  soient 

éiaborés i n  u te ro  ou i n  v i t r o  . Nous avons donc provoqcié a r t i f i c i e l  lement des nial for-  

mations au moyen d'un agent tératogène : la  cytosine arabinoslde (1-H-D arabinofurano- 

sylcytosine),  Ce  p rodu i t .  analogue de l a  cy t id ine,  inhibe les  ADN polymérases et blcque 

l a  rep l i ca t ion  de I 'ADN.  I I est donc par t icu l ièrement  toxique pour  les  ce1 Iules en p ro -  

l i fé ra t ion.  Son act ion tératogène a été mise en évidence pour  l a  p rem iè re  fo is  chez ie  

r a t  et l e  poulet  (I<ARNOFSKY et LACON, 1966 1 CHAUBE et MURPWY, 1965 ; CHAUBE 

et col.,  1968). Admin is t ré  au moment de I 'organogenèse du membre chez la  sour-is, 

i I provoque des ancmal i es  squelett iques importantes et repr-oductibles (KOCHHAR et 

col . ,  1978). Le développement i n  v i t r o  des ébauches de niembrîs d 'embryons prélevés, 



sous anesthésie, s u r  des femelles gestantes préalablement t ra i tées a été étudié a ins i  

que ce lu i  des embryons de la  même por tée res tes  in u te ro .  Une comparaison des 

presta t ions obtenues avec ou sans agent tératogène, L u t e r 0  ou in v i t r o  apporte des 

éléments de réponse au  problème soulevé. 

P a r  a i l  l eu rs ,  les nombreux t ravaux effectués chez les amphibiens, les 

r ep t i l e s  et p lus  par t icu l ièrement  les  oiseaux, ont montré  que la  const ruct ion du membre 

est  l e  f r u i t  d ' in teract ions locales mult ip les.  A ins i ,  l es  rappor ts  ent re  la  c r ê t e  apicale 

et  l e  mésoderme sous-jacent semblent d i r i g e r  l a  d i f férenc ia t ion proximo-distale du 

membre : l ' exc is ion  de l a  cape apicale (SAUNDERS, 1948) a r r ê t e  son développement, 

la  gref fe d'une A .E .R.  supplémentaire entraîne sa dupl icat ion (ZW ILL ING,  1956 a ; 

GOET 1 NCK, 1964 ; SAUNDERS et co l  1 .  , 1976), et seul le  mésoderme du bourgeon 

peut assure r  l e  maint ien de la  c rê te  (ZW ILL1 NG et HANSBOROUGH, 1956 ; ZW ILL ING,  

1964). Une zone mésodermique local isée en pos i t ion marginale pos té r ieu re  (Zone of 

Po la r i z i ng  Ac t i v i t y )  d i r i g e r a i t  quant à el l e  l a  d i f férenc ia t ion antéro-postér ieure de 

l 'ébauche. Dans l e  bourgeon a i a i r e  d'oiseau, la  p a r t i e  de la  c r ê t e  apicale s i tuée anté- 

r ieurement,  c 'est-à-dire du côté préax ia l  es t  peu épaisse, a l o r s  que sa p a r t i e  post- 

axiale coi f fant  l a  Z .P .A .  est nettement épaissie.  L ' i nvers ion  dc l ' o r ien ta t ion  antéro- 

postér ieure de 1'A.E.R. seule entraîne l'épaississement de la p a r t i e  de la  cape d 'o r ig ine  

préax ia le ,  tandis que la  pa r t i e  postaxiale s 'aminci t  (ZW ILLING, 1956 b).  Cette obser- 

vat ion permet d 'env isager  l 'existence d'un gradient morphogéri&tique dont l e  foyer  se 

t rouve dans le  mésoderme marginal  postaxial  (SAUNDERS et GASSEL I NG, 1968). En 

effet ,  gref fée sous 1'A.E.R. préax ia !e ,  cet te  zone déclenche en p remie r  l i eu  une 

res t ruc tu ra t ion  de l a  cape qui s 'épa iss i t ,  pu i s  une morphogenèse surnuméraii-e d'élé- 

ments d 'a i l e  dont la  pa r t i e  postér ieure se s i tue p r è s  du gref fon et la  p a r t i e  antér ieure 

en regard  des segments préaxiaux normaux (BALCUNS et co l . ,  1970 ; MAC CABE et 

co l . ,  1973 ; T ICKLE  et co l . ,  1975). L' iniplantation d'une zone de mésoderme postaxial  

de bourgeon de sou r i s  ( T  ICKLE  et col . ,  1976) ou de tiamster (MAC C A B E  

et PARKER,  1976) conduit aux mêmes dupl icat ions de l ' a i l e  de poulet ,  la issant envi- 

sager chez ces rongeurs  I 'existence de p rop r i é t és  morphogènes t r ès  comparables à 

ce1 les des oiseaux. 

P o u r  l e  bourgeon d 'a i le  d 'o iseau, MAC CABE et PARI<ER en 1975 ont 

montré  p a r  cu l t u re  de fragmentsecto-mésodcrmiques, que l e  mésoderme de l a  zone 

d 'act iv i té  po lar isante élaborai t  un  facteur d i f fus ib le  nécessaire au maint ien de la  c rê te  

apicale. Nous avons donc envisagé d ' i o i e r  ce r ta ins  fragments de bourgeon de membre 

de sour i s  a f i n  de p r é c i s e r ,  d 'après leu r  comportement i n  v i t ro ,  quel les  jn te rac t ions  



prés ident  aux re la t ions ec to - -sc )dermiques .  Pou r  le  cho ix  des fragments nous nous 

sommes fondés s u r  les t ravaux de M 1 L A I  HE (1  976) su r  l a  rudimentation des rayons I 

et V de I'autopode de cer ta ins  mammifères dont les rongeurs .  Cet auteur r e l i e  ce  

processus de réduct ion à des vagues de dégénérescence affectant la c rê te  ap ica le  et  

l e  mésoderme ~ é r i p h é r i q u e  sous-jacerit dans I.es zones d'où émergent ces rayons.  O r  

l e  p rem ie r  do ig t ,  l e  p lus  cour t ,  est issu d'une zone du bourgeon per turbée p a r  deux 

foyers  de nécrose successi fs dont un  t r ès  précoce. Le  cinquième doigt qui dCrive d'une 

zone affectée p lus tardivement dans son évolution a une t a i l l e  in termédia i re .  La seule 

zone qui ne so i t  pas at te inte à un moment ou un  au t re  p a r  un foyer  nécrot ique se s i tue 

juste en a r r i è r e  de l 'axe proximo-distal  du bourgeon et donne naissance aux doigts les  

p l us  développés. C 'est  donc à l 'étude des deux zones d is ta les du bourgeon qui  ont les  

potent ia l  ; tés les  p lus d i i fe ren tes  que rnous nous sotrirries attachés. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

,,' . 
r i .  



1 - T E C H N I Q U E S  D I E L E V A G E  

Toutes nos investigatioris ont été rnenées s u r  des s o u r i s  de l a  souche 

SWISS. Les animaux sont élevés à env i ron  18 O C,  sous lumière a r t i f i c i e l l e  de 

8 heures à 2 0  heures.  1 l s  disposent à volonté d'al iment composé complet et d'eau. 

Les accouplements sont réa l i sés  en introduisant un mâle dans les  cages o ù  séjour~nent 

s i x  femelles. Toutes les t r o i s  heures les  femel les sont examinées. La découvei-te d'un 

bouchon vaginal , cons idé ré  comme ind ice d'accouplernent , détermine l e  jou r  O du calen- 

d r i e r  de gestation. 

I 1 - T E C H N I  Q U E S  O P E R A T O I R E S  

Les feniel! es présumées gravides sont opérées au 10, 1 1 ème ou 1 2ème 

jou r .  Les prélèvements de bourgeons de membres, leur  mise en cu l t u re ,  s'effectuent 

dans une sa l le  s t é r i l i sée  aux rayons u l t rav io le ts .  

A - PRELEVEMENT DES CORPdES U T E R I N E S  

Deux techniques ont ét6 u t i l i sées  : 

1 )  Prélèvement b i l a t é ra l  avec sac r i f i ce  de la  mère  
----" 

Lorsque tous les embryons de la por tée sont dest inés à l a  mise en cul-  

tu re ,  l a  mère  est  tu6e p a r  d is locat ion ce rv ica le ,  on prat ique une inc is ion  c i r c u l a i r e  

sous la  ce in tu re  scapula i re  de manière à r e tou rne r  la  peau comme ut1 doigt  de gant et 

la raba t t re  jusqu'au niveau de l a  ce in tu re  pelv ienne. La pa ro i  muscula i re  abdominale 

est a ins i  mise à nu en l imi tant au maximciin les  contacts avec l e  pelage de l 'animai. 

On badigeonne cet te  paro i  à l 'éthanol 96O avant de l ' ouv r i r  et de p r é l e v e r  les deux 

cornes u té r ines  qui  sont immergées immédiatement dans une solcition sa1 ine isotonique 

s té r i l e  : 

NaCI 8 g 
KCI  4 g 
NaHC03 3,5 g 
Glucose 10 g 
Eau  b id is t i l l ée  1 I  
Rouge de Phénol 1,2 m l  

2) Prélèvement un i la té ra l  sous anesthésie 

Quand, pour  une por tée  donnée, l e  développement in v i t r o  doi t  ê t r e  

r igoureusement comparé au développement i n  u te ro  (c'est-à-dire à I 'occasion de chacune 



de nos expér iences de tératogenèse), i l  faut p ré l eve r  cine pa r t i e  des embryons tout 

en permettant aux aut res ind iv idus de continuer à se développer normalement.La sou r i s  

t r a i t ée  subit une anesthésie au nembutal (pentobarbital sodique d i lué  dans une so iu t ion 

de NaCl à 9O/,, , in jecté  p a r  vo ie  in t rapér i tonéale  à ra ison  de 80  mg/kg). La peau 

du vent re  est rasée, soigneusement nettoyée à l 'éthanol 96, avant d 'ê t re  incisée s u r  

une longueur d 'env i ron 2 cm. Les bords  de la p la ie  sont écar tés et la  cav i té  abdominale 

ouver te .  Deux I igaturesposéessur  l a  corne u té r ine  d ro i te ,  l 'une haute au niveau de 

I 'oviducte,  I ' au t re  basse,après l e  de rn i e r  s i te  de nidat ion,  préviennent les  hémorragies 

l o r s  de la  résect ion de la  corne.  Après  immersion de l 'o rgane pré levé,  l e  p lan muscu- 

l a i r e  abdominal pu is  l a  peau sont suturés avec du f i l  de nylon ( les  animaux opérés 

rongent les  aut res types de f i  1). L'animal est i so l é  dans un local  b ien chauffé jusqu'à 

son réve i l .  

8 - ISOLEMENT D E S  EMBRYONS 

Les cornes u té r ines  sont nettoyées p a r  agi tat ion dans la  solut io i i  sa l ine 

o ù  e l les  ont été immergées au moment du prélèvement. Chaque s i te  de nidat ion est 

i so l é  et t rans fé ré  dans un second ba in  de lavage o ù  les  foetus sont dégagés de l e u r s  

annexes. I I s  sont t ranspor tés 2 la pipette dans une dern i  è re  coupelle de solut ion sa1 irie 

s t é r i l e  où  i l s  sont opérés.  

C - - D I  SSEC? 1 ON D E S  BOURGEONS DE MEMBRES E T  MI  SE EN CULTIJFIE 

1) Bourgeons de membres ent iers  

Pou r  chaque embryon, les deux bourgeons de rnembres an té r i eu r s  ou  

pos té r ieu rs  ont été prélevés, l  'un complètement i ço l  é des t issus environnants, I ' au t re  

assoc ié  aux somites et à une pa r t i e  du tube neura l  adjacent selon le  schéma numéro 1 .  

Les explants sont m i s  en cu l tu re  se lon le  système de TROWELL (TROWELL, 

1954) modi f ié  p a r  AYDELOTTE et KOCHHAR en 1972 et NEUBERT et co l  .en1974 . Quatre 

c a r r é s  de f i l t r e  M i l l i po re  (3  mm x 3 mm, épaisseur 2 0 0 p  , poros i té  : 8p 1 sont disposés 

à la  sur face d'une g r i l l e  d ' ac i e r  inoxydable. L'ensemble est p lacé dans une borte de 

P é t r i  ( 3  cm de diamètre) qui r eço i t  l e  mi l ieu.  Le  niveau du mi l i eu  doit ê t r e  a justé  de 

manière à moui l le r  l es  f i l t r e s  M i l l i po re  sans pour  autant les immerger.  Déposés au  

cen t re  desfil tres, leç  bourgeons se  développent à I ' i n te r face  gaz-liquide. 

Le m i l i eu  se compose de 75 % dc B.G. J. fabr iqué au labora to i re  ( B  I GGERC 

et co l .  , 1961) enr ich i  en acide ascorbique ( 0 , 9  mM)., en glutamine (1,3 mM), en ant ib io-  

t iques (Pén ic i l l i ne  5 0  U I / m l ,  Streptomycine 5 0  r(/ml) et de 25 % d'une solut ion sa l ine  



I Dissection des bourgeons de membres 

contenant 1 2 0  mM de NaCI, 5,6 mM de KCl  et 6 mM de CaCIZ (NEUBERT et SAUTENBERG: 

1 976). 

La press ion osmotique f inale est vois ine de 360 m. osmol. Un pH  t rès  

basique (8,8) est mesuré au moment de la préparat ion du mil ieu. Les bo î t es  de cu l ture 

sont incubées à 37' C dans une atmosphère saturée en vapeur d'eau, enr ich ie en CO 2 ' 
Les condit ions ut i l isées contribuent à ramener le p l i  à 8 en Urie douzaine d'heures. Des 

mesures récentes nous ont montré qu'une teneur en CO ajustée avec p réc is ion  à 5 70 
2 

permet d 'obtenir  un pH vois in  de 7 , 6 .  Le mi l ieu est renouvelé tous les deux ou t r o i s  

jours selon la ta i l l e  des explants. 



2 )  - Fragments distùux de b o u r g e ~  

Deux régior is d is ta les comprenant l ' A .  E .Fi. et le  mésoderme sous j z e n t  

ont été disséquées s u r  les  bourgeons. La p remiè re ,  p réax ia le  se s i tue à la naissance 

du bourgeon ou de la  palet te autopodiale lo rsqu 'e l le  apparart. La seconde postaxiaie se 

s i tue juste à l ' a r r i è r e  de l 'axe proximo-distal  du jeune bourgeon, ou en face du fu tu r  

espace in te rd ig i ta l  i I  I-I'd et du fu tu r  rayon I V  de la palet te.  Les t r è s  jeunes bourgeons 

sont simplement d iv i sés  en deux moit iés antér ieure et postéi- ieure. 

Ces fragments sont mis  en cu l tu re  pendant 36 heures au fond des pu i t s  

de plaques Microtest  ( S t e r i l  in) contenant O, 1 ml d 'un mi l i eu  composé de 75 70 de TC 199 

modi f ié  et de 25 (%O de sérum foetal de veau. 



La modif ication apportée à la formule or ig ina le  du T C  199 a pour but 

d'augmenter sa press ior i  osmotiqcie et ,  dans un souci de standardisat ion de nos tech- 

niques, d 'approcher l e  plus poss ib le  la  cemposit ion du B .G.  J. (dans ies condit ions 

indiquées pl t is haut,' le  B.G.J. entraîne la  nior-t t r ès  rapide des explants distaux). 

La formule u t i l i sée  est donc l a  suivante : 

................. TC 199 (sels de Hank)(Eurobio). 99 ml 
NaCI .......................................... 5 0  mg 
Acide ascorbique.. ............................. 15 mg 
Glucose ...................................... 0 , 4  g 

.... Solut ion concentrée des vitamines dci B.G.J.. 1 ml 
Ant ib iot iques : Pén ic i l l i ne . .  ................... 5 0  U l /m l  

................ : Streptomycine..  5 0  6 /ml 

La p ress ion  osmoticlue est de 350 ,  tandls que l e  pH in i t i a l  de 7,7 

s'équi! i b r e  à 7,25 dans des condit ions d' incubat ion identiques à ce1 ies ut i l i sées pour  

la cu l tu re  de bourgeons ent iers.  

D - COND 1 T 1 GNS D'ADM I N 1 STFIAT I O N  DE LA CY TOS I NE A 8 A B  I NOS 1 DE 

2 0  heures avant le  prélèvement un i la téra l  des embryons, la  fenlelle 

supposée gravide reço i t  pa r  in ject ion intrapér i tonéale 25 mg/kg de cytosine orabinoside. 

Ce produi t  est dissous dans une solut ion de KaCI  à 9 O/,, . 

1 1  1 - T E C H N  I QCJES H I  S T O L O G  I Q U E S  

Qu ' i l  s'agisse de bourgeons témoins, de membres témoins ou d'explents 

en f in  de cu l ture,  tous les échanti l lons u t i l i sés  ont été f ixés au Bouin Hollande avec 

acide acétique (un lavage dans une solut ion sal ine isotonique est nécessaire avant la  

f ixat ion des fragments distaux cu l t ivés en présence de sérum foetal de veau). Les 

durées de f ixat ion var ient  en fonction de la t a i l l e  des pièces. 

Après  lavage à l 'eau, les p ièces de dimensions importantes sont déshy- 

dratées dans des alcools de degré cro issant .  Lorsqu' i l  s 'agi t  de pe t i t s  fragments distaux, 

une pré inc lus ion dans de la gélose à 1 % co lorée à I ' é ry th ros ine  ( 1  O/,,) précède la 

déshydratation qui s 'opère a l o r s  s u r  des bâtonnets de gélose contenant t r o i s  oci quatre 

pièces ( ces dern iè res  resteront co iorées a l o r s  que la gélose deviendra opaiescente au 

cours des étapes suivantes). 

Deux bains d'alcool  Sutyl ique préparent 11imprégr7ation par- la paraff ine. 

Les blocs d ' inc lus ion sont débités en coupes de 6p d'épaisseur.  Les lames sont colo- 

rées à I'hérnalun-éosine. 





bourgeons de membres témoins. Nous avons cho i s i  le  protoco le  déc r i t  p a r  T A M A R I N  

et BOY DE en 1976. 

Les enibryons sont f ixés dans deux bains de Glutaraldéhyde à 3 70 dans 

un  tampon cacodylate 0 , 2  hl (24 heures à 4' C l .  I I s  sont ensuite r i ncés  p lus ieurs  fo is  

dans la  solut ion tampon et postf ixés vingt heures  dans l 'ac ide osmique à 3 70 dans l e  

tampon cacodylate 0 , 2  M. Un  lavage à l 'eau d i s t i l l ée  précède une déshydratat ion 

jusqu'à l 'éthanol absolu. Les foetus passent directement dans un appare i l  à point  c r i -  

t ique. Les échant i l ions,  sont métal l isés à l 'o r -pa l  iadiurn dans un évaporateur sous 

vide et observés au microscope Stéréoscan (Cambridge, E i l ) .  



P R E M I E R E  P A R T I E  

M O R P H O G E N E S E  N O R M A L E  D U  M E M B R E  D E  S O U R I S  



Dans ce chapi t re ,  nous avons essayé de rassembler  des ir i formations 

d ' o r i g i nes  d i f férentes re la t i ves  à l 'organogenèse du membre de sour i s  en les insérar i i  

dans la table de développement proposée p a r  THE ILER en 1972 (P I .  I e t  I I ) .  

Stade 14- -- Stade 15 : Le développement du membre an té r ieu r  de sour i s  

commence au cou rs  du necivi ème jou r  de gestation p a r  I 'appar i t ion d 'un épaississement 

a l  longé s u r  le  f lanc de l 'embryon au niveau des somites 7 à 12. Ce jeune bourgeon est 

recouver t  d 'un épithél ium un i s t r a t i f i é  d 'épaisseur uni forme (JURAND, 1365) (P I .  1 I 1 , 
F i g .  1 ). 

Stade 16 : Avec la  p ro l i f é ra t i on  du mésoblaste se modèle rapidement un  

bourgeon p lus  haut, b ien ind iv idua l isé.  Au  début du d i x i  +me j ou r  1 ' e v b r y ~ n  mesure 

approxitnativemenl 3,5 mm et on compte en t re  3 0  et  36 pa i r es  de somites. Des modif i -  

cat ions interviennent dans la  s t r uc tu re  de l 'ébauche : un  épaississetnent de I 'épiblaste 

s u r  le  cô té  vent ra l  du b o r d  l i b r e  du bourgeon annonce la  for-mation de la  c rê te  apicale 

tandis que le  res te  de l 'enveloppe ectodermiqcie acquier t  i lne couche de ce l lu les  p e r i -  

dermiques (JURAND, 1965) (P I .  I I 1, F i g .  2 1. Le bout-yeon de membre pos té r ieu r  est 

à peine décelable. 

Stade 17 : L'embryon de stade 17 (10 ,5  jours)  présente 35 à 39 pa i r es  

de somites et peut mesurer  jusqu'à 4,9 mni. Le bourgeon de membre an té r ieu r  s 'es t  

aplat i  se lon I 'axe dorso-ventral  . 1 I  acquier t  une légère d issymétr ie  ant6r-O-postérieure. 

La c r ê t e  apicale ectodermique s ' ind iv idua l ise à l 'apex du bourgeon. L'ébauche posté- 

r i e u r e  n 'es t  encore qu'un mamelon. 

Stade 18 : Au  stade 18 ( 1  1 jours) ,  la  longueur de l 'embryon est compr ise -- 
entre  5 e t  6 mm, on dénombre de 4 0  à 44 pa i r es  de somites. Le bourgeon an té r ieu r ,  

observé p a r  sa face dorsa le ,  montre  une d issymétr ie  nette, i l  a la  forme d'un cône dont 

la pointe est  tournée ve rs  la queue de I 'embryon. Son b o r d  poçtaxial  est réyu l  i e r  a l o r s  

que la base du f u tu r  autopode s ' i n s c r i t  nettement s u r  son b o r d  p réax ia l .  Pou r  M IL-A i RE 

(1976) c 'es t  à p a r t i r  de ce stade que la  c r ê t e  apicale acqLi ier t  sa vé r i tab le  conf igurat ion,  

e l le  a a l o r s  la forme d'une len t i l l e  sa i l lante  su r  l e  b o r d  l i b r e  du bourgeon (PI .  I I I ,  

F i g .  3 1. Paradoxalement cet auteur  note l ' appar i t i on  de foyers  nécrot iques importants 

tant au niveau de la  cape apicale qu 'au niveau du mésoderme p réax ia l  de l a  jeune pa le t te  

( foyer  p réax ia l  p r ima i re ) .  Deux foyers  dégénérat i fs affectent l a  c rê te  : l e  p lus étendu 

se s i tue s u r  toute l a  pa r t i e  p réax ia le  de cet te  s t r uc tu re  et ne d i spa ra i t r a  que l o r s  de 

la  poussée des doigts , le  second, t r è s  ponctuel ,  touchant I 'ex t rémi té  postaxiale de la  

cape, d isparaî t  rapidement. 



N 
R 

v 
cl? 

...... :.. ..:...... .., 
:: ::>:.,>.:. 
- :  CO * <  ci.:.:.:,:...:: .......... .: .... _.__ .J .... ; 

.:*..* 
m 

a 
n 

C .  @ 
O a ,  U 
a,- C 
a m  a, 
k 2  : 
O 0  y 
a .; 
C a  c 
-3 2 %a, 

cx u +- ,a 
w c m 
a, 

t 5 (0 p 
n'a, al 
O >  X - ; > m 
'a, 0 
O O 

3: i--J 



cn 
QI 
'J) 
3 
u 
C .- 
Cr: 
(O 

K .  
O CJ 
ûj - 
Cr: 2 
L 
I L  

2 4 
L  
a 
O 

'a, L 
'a, 
c 

' a  
VI 
'a: 
-0 



Le bourgeon pos té r ieu r  a l 'aspect ~t les  caractér is t iques du bourgeoi l  

an té r ieu r  au stade précédent.  

Stade 19 : L'embryon de stade 13 ( 1  1 , 5  j ou rs )  a p lus de 45 pa i r es  de 

çomites et mesure de 6 à 7 mm. L'ébauche de membre an té r ieu r  coniprend une pa le t te  

placée à l 'ex t rémi té  d 'un cour t  pédoncule. Le bo rd  p réax ia l  de la  palel te apparaît légè- 

rement a f fa issé (P I .  III, F i g .  4, 5 , 6 ) .  Si le foyer  p réax ia l  p r ima i re  a pratiquement dis- 

p a r u  du mésoderme, la  cape apicale res te  t r ès  at te inte p a r  la  nécrose : seule une 

pe t i te  zone située jciste en a r r i è r e  de l 'axe proximo-distal  du bourgeon res te  saine. 

C 'est  en face de cette zone que l e  mésoblaste de la pa le t te  manifeste les p remie rs  s ignes 

d'une organisat ion présquelett iclue rad iée.  

Le bourcjeon postérieur(R.III,Fig.7;PI . IV ,F i g .  112 lamorphologiedi, hourger 

an té r ieu r  de stade 18. Sa c rê te  apicale subit également des phénomènes de déyénéres- 

cence étendus mais l e  foyer  p réax ia l  p r i m a i r e  qui apparai t  tardivement, n 'est  pas 

encore vraiment ins ta l lé .  

Stade 2 0  : Au douzième jou r  du dévelcppernent !es embryons peuvent 

a t te indre 9 mrn. Les sornites ne sont p lus v is ib les  dans l a  p a r t i e  céphalique du t ronc .  

C 'es t  au cou rs  de cette pér iode de développernent que vont se manifester les tout p re - -  

m i e r s  s ignes d'élaborat ion des doigts au niveau de la  pa le t te  antér ieure.  Cette s t ruc -  

tu re ,  encore ronde chez les  jeunes stades 2 0  ( P l .  I , F i g .  6 ) ,  acquiert  rapidement 

une forme hexagoriale. Le "pédoncule" s u r  lequel e l l e  s 'a l tache res te  néanmoins c o u r t .  

Avec l e  début de la  poussée des b o u r g e o ~ s  diai tdux antér ieurs ,  s'an:orce 

une seconde vague de dégenérescence. Un  foyer  marginal  préax ia !  s'attaque à une 

épaisse couche de mésoblaste pér iphér ique depuis l e  p rem ie r  bourgeon d ig i ta l  jusqu'au 

mi l i eu  du trois ième. Un  foyer  marginal  postaxial  af fecte le  mésoblaste in terd ig i ta l  du  

quatr ième espace et ce lu i  du blastème qui const i tuera l e  cinquième rayon. Co r ré l a t i -  

vement, on note l 'amincissement général de la  c rê te  apicale annonçant sa régress ion  

imminente (P I .  I V ,  F i g .  2 1. La pot-t ion située en face des t ro is ième espace in te rd ig i ta l  

et  quatr ième bourgeon d ig i ta l  est la  seule à n 'avo i r  subi akicun phénomène de dégéné- 

rescence au cours  de l 'ex is tence de la cape apicale.  

L'aspect des bourgeons pos té r ieu rs  de stade 2 0  est comparable à ce l u i  

des bourgeons an té r ieu rs  de stade 19. Les zones de nécrose couvrent l 'essent ie l  de l a  

c r ê t e  ap ica le  et on t rouve encore le  fc>yer préax ia l  p r i m a i r e  dans l e  mésoderme. On 

observe de p lus,  l 'appar i t ion p récoce  du foyer  marginal  postaxial  à l 'opposé de l a  

pa le t te .  



A 12,5 jocirs, les bcurgeons pos té r ieu rs  ont une pa le t te  hexagonale 

affectée p a r  les  deux foyers  nécrot iq i ies de la  deuxième vague de dégénérescence. 

Signalons cependant que l e  foyer  marg ina l  p r i m a i r e  n 'e t te in t  pas l e  t ro is ième rayon 

d ig i ta l  et que l e  foyer  marginal postaxial  apparu précocement au stade précédent est  

encore t r è s  ac t i f  (P I .  I  1 ,  Fig. 6). 

Stade 21 : Au t re iz ième jour  de gestation, l 'embryon mesure de 9 à i 1 mm. 

Les ébauches de doigts commencent à émerger de la  palet te an té r ieu re  qui subit une 

ro ta t ion p a r  r-apport au p lan de symétr ie  du c o r p s  : jusqu'alor-s pa ra l l è l e  au f lanc de 

I'ernbryon son b o r d  p réax ia l  se rapproche du p lan  de syrnétrie tandis quc son b o r d  post- 

axiat s 'en éloigne. 

La poussée des doigts est l i ée  à cine t ro is ième vague de  nécrose : dans 

l e  mésoderme de chaque espace in te rd ig i ta l  apparaissent successivement deux foyers  

de dégénérescence. Le p remie r  touche les ce1 Iules super f ic ie l  les sous-épiblastiques, 

le second se s i tue p lus  profondément, au niveai) des futures phalanges proximales. l rne 

extension en profondeur  de la zone super f i c ie l l e  entraîne la  convergence des deux foyers  

et des in f lex ions épiblastiques assureront  ul tér ieurement la  séparat ion des doigts. 

Des phénomènes identiques affectent avec url léger. r e t a r d  I'autopode 

pos té r ieu r .  

Stade 22 : A u  quatorzième jour  du développement embryonnaire,  l e s  

doigts sont ind iv idua l isés au niveac; de l a  pal ette antér ieure,  mais les  o r t e i  lç  ne sont 

pas tmcore l i b res .  A la  f i n  de ce stade, l e  squelette car t i lag ineux est  formé (P I .  1 V, 

F i g .  3 ). P o u r  le membre an té r ieu r ,  la ce in ture,  I 'hurnérus, l e  rad ius,  l e  cubi tus,  

les métacarpiens et la  p remiè re  phalange des doigts l  I , I  I  1 , I V  et  V sont ident i f iables 

(PI .  I , F i g .  8 1. Un p remie r  point  d 'oss i f ica t ion est décelable au mi l i eu  de l 'humérus. 

Le membre pos té r ieu r  montre ce in ture,  fémur, t ib ia ,  pérone, p lus les  deux osselets 

pr inc ipaux du  basipode : cdlcaneum et ast ragale .  Quatre métatarsiens sont présents dans 

les rayons 1 1 ,  I I  1 ,  I V ,  V .  La p rem iè re  phalange des doigts 1 1 ,  I  1 1 ,  I V  apparajt (P I .  1 1 ,  

F i g .  8). 

Stade 23 : Le quinzième jour  de développement se ca rac té r i se  p a r  I ' in -  

d iv idua l isat ion des o r t e i l s .  La d ispos i t ion rad iée  des doigts et des o r t e i l s  pers is te .  

Les segments squelett iques car t i lag ineux déjà en place s 'a l longent.  L'autopode antérieur- 

montre un basipode complet. Le squelette de I 'acropode est  complet dans les t r o i s  rayons 

médians ( P i .  1 , F i g .  9 ) .  Au  niveau du membre pos té r ieu r  se const i tue le  basipode 

déf in i t i f  mais les  o r t e i l s  I I , I I I  , 1 V ,  V ne comptent que deux phalanges, l ' o r t e i l  1 

une phalange ( P l .  I  I , F i g .  9 ) .  Les zones d 'oss i f ica t ion s'étendent, on les  t rouve au 

niveau des ce in tures,  de's sty lopodes et du zeugopode antér ieur .  



Stade 24 : L e  foetus de 16 j ou r s  a un  acitopode où  les doigts 1 1 ,  I 1 1 ,  

I V,  V sont para l  lè les et commencent à fusionner (MACOhlNACH 1 E , 1979) au niveau 

de leu r  pa r t i e  prox imale.  Les or-tei ls restent iso lés à ce stade. 

Les squelettes sont complets tant au niveau dii basipode que de I ' ac ro -  

pode ( P l .  1 et P l .  1 ! , F i g .  10 ) .  Les zones d 'oss i f ica t ion restent  cantonnées au niveau 

de la ce in ture,  du stylopode et du zeugopode mais e l les  s'étendent v e r s  les extr-émités 

de ces segments. 

Stade 25 : Au 17e j ou r ,  les o r t e i l s  fusionnent à leu r  tou r  mais il n ' y  

a p lus de changement no to i re  dans la  const i tut icn dci squelette. La sui te de l 'évo lu t ion 

se résume au remplacement du car t i l age  pa r  de l ' o s  et à la croissance du membre 

(PI.1 e t P I . I I , F i g . l l ) .  

I I - D E V E L O P P E M E N T  I N  V I T R O  

A - CONS 1 DERAT l ONS GENERALES 

Avant d 'exposer  l e  détai I des résu l ta ts  obtenus, i l  nous apparaît iri;por- 

tant de f i xe r  d'emblée les l imi tes  de la technique u t i l i sée .  

1) Not ion de cro issance 

Si la  méthode de cu l tu re  en in ter face permet une appréciat ion convena- 

b l e  de la  mise en place proximo-distale et antéro-postér ieure du"squelette"dlun rnernbre, 

nous n'avons pas cherché à évaluer la  croissance rée l l e  des bourgeons que t-icus ne 

pouvons pas appréc ie r  morphologiquement en ra i son  de leu r  étalctnent su r  l e  support .  

L'aspect morphologique de f i n  de cu l tu re  doit donc ê t r e  p r i s  en considérat ion avec 

prudence. 

2) Condi t ions expérimenta& 

La d i f férenc ia t ion car t i lag ineuse dans un bourgeon rie s'opèi-e qiie dans 

des condi t ions expérimentales t r è s  s t r i c tes .  L'une des sé r i es  exploitées en fourn i t  un  

exemple remarquable (Tableau I ). L o r s  de cette mise en cu l tu re ,  les sept embryons 

p ré levés  au stade 18 ont permis  de const i tuer  sept boîtes renfermant chacune leci q i ~ a t r e  

bourgeons d'un merne donneur.  Après  s i x  jou rs  de cu l tu re ,  dans deux bo i tes ,  tous les  

bourgeons ont développé un  squelette harmonieux, tandis que dans les c inq  aut res,  

aucun bourgeon n 'a  é laboré le moindre nodule car t i lag ineux.  

De façon générale nous avons constaté que lebourgeons  placés dans 

une même boîte se développent de manière s im i l a i r e .  Comment expl iquer ce  cornporte- 

ment s ingu l ie r  ? Le mélange B.G. J.-solut ion sa l ine est fabr iqué avant sa r épa r t i t i on  



T A B L E A U  1 : R E S U L T A T S  D ' U N E  CULTUIiE  DE BOURGEONS DE MEiiiBRES D'EMBRYOIVS 

D E  S T A D E  1 8 A C i E S . C H A Q U E  B O I T E  ( A  à G )  C O N T I E N T  L E S  QUATRE 

BOURGEONS D ' UN MEME DONNEUR. 

-- - 

Nature e t  nombre des é l é m ~ n t s  c a r t i l a g i n e u x  d i f f é r e n c i é s  
............................................ ----------- Numéro de l'expiant 

' iion i d e n t i f i é  : Elkments ax iaux :Ceinture: Sty lopode : ~ e u ~ o ~ o d e  : Basipcde : Métapode 

: !Yourgeons  4 5  A 1 - - - - - - .  _ . -  
: a n t a r i e u r s  4 5  B 1 - - . _ .  _ - . - .  - .  
: i- s o m i t e s  4 5  C I - - . - -  - . .- . - .  . 
: + sys tème  45 D 1 - - . - .  - . -  - .  - .  
: nerveux  "45 E 1 - + : + :  + : + +  + :  

45 F 1 - - . - .  - - - . - .  - .  
. . "45 G 1 - . +  : -t : + : ++ : + - i - + :  - t + - t :  

- --------.- 
- - - - -. -.- Bourgeons 4 5  A 3 : - 

- - - - - -- - a n t é r i e u r s  4 5  B 3 : 
- - - - - - 4 5 C 3  : - 

4 5 D 3  - - - - - - - 
- - "45 E 3 - - . + .  + .  ++ . 

- - - - - 4 5 F 3  - - 
*45 G 3 - + . + .  + .  ++ . fi-+ . +++ 

- -. -- . 
Bourgeons 4 5  A 2 

' p o s t é r i e u r s  4 5  B 2 
+ s o m i t e s  4 5  C 2 
+ sys tème 4 5  D 2 

ne rveux  "45 E 2 
4 5  F 2 

"45 G 2 

: Bourgeons 4 5  A 4 - - . _ .  - - .  - 
: p o s t é r i e u r s  4 5  B 4 - - . _ .  _ .- . - .  - 

4 5  C 4 - - - : - . - -  
4 5  D 4 - - - . - - .  - .  

*45 E 4 - + : +  + : + + :  - :  - 
4 5  F 4 -- - . - -  - - - - .  - .  

*45 G 4 + - : + :  + + :  - :  - .  
- 



dans les boîtes,  les condi t ions d ' incubat ion sont les rilêrries. Les paramètres de cu l tu re  

paraissent essentiel lement d i f f é re r  p a r  l a  quant i té de mi l ieu u t i l i sée  pour  mcui l  l e r  la 

g r i l l e  et les f i l t r e s  supports.  

L 'excès de B. G. J. entraîne l a  format ion d 'un ménisque I iquide au-dessus 

des explantç. Nous avons donc voulu savo i r  s i  cette immersion invo lonta i re  était pr-6- 

judic iable.  Douze embryons de stade 2 0  âgés ont été u t i l i sés  à cet te  f in .  Les ébauches 

de membres de s ix  d 'ent re  eux cnt été cu! t iv&selon la  technique de TROhELL tandis 

qcie ce l les  des s i x  aut res étaient dél ibérément immergées dans l e  m i l i eu .  Chaque jour ,  

une f ixat ion opérée su r  quatre explants provenant d'un même embryon a permis  de su iv re  

l 'évolut ion des bourgeons dans chacun des deux systèmes, soi t  en co lo ra t ion  au bleu de 

toluidine (Tableau 1 l ) ,  soi t  er: coupe h is to loç ique.  Qu ' i l  s 'agisse d 'un membre antér ieur  

ou d'cin membre pos té r ieu r  , l ' immers ion ne perrnet d'obtenir- que les  élémerits ca r t i l a -  

gineux proximaux représentant des ce in tures souvent atrophiées quel le  que so i t  la durée 

de cu l tu re  (P! . I V ,  F i g .  4 1.  Les tests  histologiques montrent que seul I 'ectoderme sembie 

pouvoi r  évoluer eri subissant une l ié ra t in isat ion importante. Sous cet  ectoderme se creuse 

rapidement une vaste cav i té  dont l 'essent ie l  est occupé p a r  des ce l lu les  à noyaux t r ès  

pe t i t s  et t r ès  co lo rés  (P I .  I V  , F i g ,  5 1. A l 'opposé de ces résu l ta ts ,  lo rsqu 'un bourgeon 

antér ieur  est p lacé  en interface, l a  d i f férenc ia t ion car t i lag ineuse s 'opère progress ive-  

ment depuis les  61 éments proximaux (ce in ture dès le  p remie r  jou r )  jusqu'aux éléments 

les  p lus distaux (phalanges au 4ème jocir.). Les rnembres obtenus sont harmonieux ( P l .  I V  , 
F i g .  6 1. B i e n  que ie  bourgeon pos té r ieu r  so i t  tout aussi  capable de " fabr iquer"  son 

squelette, in v i t r o ,  i l  faut constater que sa réa l i sa t ion  est moins poussée, riotarninent 

au niveau des segments in termédia i res (stylopode at rophié  et zeugopode absent). Les 

coupes histologiques montrent que I 'ectoderme se kéra t in i se  égzlerxrt mais que l e  bourgeor 

acquiert  à p a r t i r  de conderisations mésodermiques, des pièces squelett iques où  les chon- 

drocytes sont noyés dans une substance fondamentale abondante ( P l .  I V ,  F i g .  7 ). Autour 

de ces axes ne  se d i f férenc ie  n i  s t r uc tu re  muscula i re ,  n i  s t r uc tu re  nerveuse ; mais nous 

re t rouvons des zones de ce1 lu1 es à pe t i t s  noyaux décr i  tes antér ieurement , local isées 

préférent ie l lement au niveau des stylopodes et zeugopodes, ent re  l a  ou les pièces c a r t i -  

lagineuses et l 'épiderme co l lé  au f i l t r e  support .  Ce type ce l l u l a i r e ,  d'autant p lus abon- 

dant que l e  sé jour  i n  v i t r o  est long, pou r ra i t  représenter  une populat ion de ce l lu les  

s'engageant v e r s  la dégénér-escence. 

Le  tableau I I nous apprend de p l us  que même lorsque l e  niveau de mi l ieu 

sernble c o r r e c t ,  i l  peut se p rodu i r e  une immersion accidentel le qu i  inhibe complètement 

l e  développement des bourgeons concernés. C 'est  le  cas de la bo i te  d 'explants f ixés après 

t r o i s  jou rs  de cu l ture .  La presta t ion réa l i sée  p a r  ces membres est  t r è s  en dessous de ce  

que l ' on  pouvai t  en espére r  au vu  de l 'évo lu t ion des aut res ébauches de la  sé r ie .  D 'au t re  

part , leur aspect histoiogique rappel le  tout à fa i t  ce lu i  des bourgeons cu l t ivés en immersior 



TABLEAU II : COMPARAISON DES RESiILTATS OBTENUS APRES CULTURE EN IDiTERFACE OU 

EN IMMERSION DE BOURGEONS DE T6Eh?BRES D'EMERYONS DE STADE 20. 

- - 

Nature e t  Nombre des 

Nature des exp lan ts  
Durée de c u l t u r e  ' Nombre ' éléments c a r t i i a g i n r u x  d i f f é r e n c i é s  

t 

d l  e x p l a n t s  ' ............................... -' ( j o u r s )  ' 

- 1 c . S ' Z  . B ' M ' A  

Bourgeons a n t é r i e u r s  en  
i n t e r f a c e  

1 : Bourgeons p o s t é r i e u r s  en 1 : + :  
: i n t e r f a c e  *_i-------------L--_______Li ---- A ----- A---.& ---- -L---ffffff-L A - .  

2 1 :  + '  + '  

. immergés ---------_-_______------------------------------------- 

.-------------t----------t--------L---A----+----A---: 

6 - 1 : : + :  

: Bourgeons p o s t é r i e u r s  1 1 : + :  
: immergés 



A la  lumière de ces résu l ta ts ,  i l  nous est apparu p ré fé rab le  de ne pas ten i r  compte des 

boÎtes où  ne  survenai t  aucune d i f férer ic ia t ion cart i lagineuse quand, dans la même sé r i e ,  

et pour  des stades équivalents, ce r t a i ns  bourgeons parvenaient à se développer. 

3 )  C r i t è r e s  d'anal yçe 

l  I  pa ra î t  enf in souhaitable de p r é c i s e r  que le cho ix  des c r i t è r e s  qui sanc- 

tionnent la  qual i té  de nos résu l ta ts  n 'est  pas simple et que nous avons arb i t ra i rement  

l im i té  no t re  analyse à deux paramètres : 

a - L ' ident i f ica t ion du segment squelett ique le  p lus  d is ta l  d i f féren- 

c i é  p a r  un bourgeon mis  en cu l t u re  à un stade donné ; 

b - L ' i n t ég r i t é  des s t r i ~ c t u r e s  prox imales p a r  rappor t  à ce niveau. 

A ins i  un mernbre se ra  d i t  harmonieux s i  aucune discont inui té n 'apparaî t  ent re  les ni-- 

veaux extrêmes observés. 

B - R L S U L T A T S  

Stade 16 : A  ce stade,le bourgeon de membre an té r ieu r  est bieri individua- 

l i s é  a l o r s  que ce lu i  du membre pos té r ieu r  se socilève à peine. AprCs sept jours  de 

cu l tu re  (Tableau 1 i 1) les membres ar i tér ieurs  se sont b ien développés, on note un c l lon-  

gement général de ces bourgeons mais surtout une d i f férenc ia t ion étonnante des c a r t i -  

lages qui const i tuent  l 'essent ie l  de I 'explant.  Les éléments du squelette sont i-econriais- 

sables b ien  que soudés les uns aux aut res.  L'angle formé par- l e  coude est t t - 5 ~  marqcié 

mais le  développement s ' a r r ê t e  au reugopode. Quand I 'explnnt comporte init ialement, 

ou t re  l e  bourgeon de membre, du matér ie l  somitique et nerveux,  l a  diffét-enciation fa i t  

appara i t re  des ver tèbres  ou des cStes et aussi  des élements de membre distaux cons- 

t i tuant un autopode rud iment iare  (P I .  V , F i g .  1 ). Quel qcie so i t  le  niveau at te int ,  les  

squelettes sont harmonieux et deux j ou r s  de cu l tu re  c;upplé!qentaires n 'amél iorent pas c ~ s  

résu l ta ts .  E n  ce qui concerne les boc!rgeons de pattes pos té r ieu rs ,  seul un explant a 

formé un nodule al longé correspondant au stylopode et dans ce  cas on notera que cet 

explant comportai t  le  bourgeon, les soniites adjacents et du système nerveux(P1. V ,  Fig. ' 

De même les nodules non ident i f iés  apparaissent p lus fi-équemment en présence de 

matér ie l  ax ia l ,  mais n'occcipent pas de place p réc ise  dans les explantS. 

Stade 17 - :Les résu l ta ts  obtenus après sept et neuf j ou r s  de cu l ture  con- 

f i rment (Tableau 1 V) en pa r t i e  les observat ions fa i tes s u r  des stades 16 : i l  y a al  lon- 

gement des ébauches et d i f férenc ia t ion de car t i l age .  Le bourgeon an té r ieu r  de stade 17 

peut donner un membre où  ce in ture,  stylopode et zeugopodr sont soudés. Le basipode 

et l e  métapode sont présents,  iso lés et mieux représentés qu'au stade précédent : deux 

explants montrent t r o i s  métacarpiens al longés et pa ra l lè les  (P I .  V , F i y .  2 ) .  Le 

matér ie l  ax ia l ,  dans cet te  sé r ie ,  ne semble avo i r  d ' inf luence que su r  la  di f fé-  

renc ia t ion  de côtes et de ver tèbres.  Le bourgeon pos té r ieu r  de stade 17 apparaît p lus  













Stade 2 0  : Le  dévelcppement i n  v i t r o  des bol~rcjeoric, a n t é r i e u r s  de jeur?es 

stades 2 0  condu i t  à des  mernbres dont I ' ex t ré rn i té  d i s ta le  est  b i e n  org,inisée (Tableau V I  1 )  

Si l e  bas ipode r e s t e  incomplet dans tous l e s  cas ,  on note que l e  niétapode comporte j u s -  

qu 'à  c i n q  éléments. On t r ouve  a l o r s  en face  des t r o i s  métacarp iens ax iaux,  t r o i s  phd- 

langes rep résen tan t  l a  p a r t i e  basa le  d 'un  acropode à t r o i s  d o i g t s  (PI. V ,  Fi g. 6). Dans c e s  

exp lants  i l  faut d é p l o r e r  l a  mauvaise d i f f é renc ia t i on  i n te rméd ia i re  : sty lopode et  zeu-  

gopode sont r é d u i t s  à l ' é ta t  de nodules quand i l s  ex is tent .  On consta te  para l lè lement  

l ' ex i s tence  de nombreux éléments c a r t i l a g i n e u x  de g r c s s e  t a i l l e  non ident i f iab les  loca- 

l i s é s  p ré fé ren t i e l l emen t  du cô té  p r o x i m a l  ( P I .  V , F i g .  6 ). 

Les  bourqeons de membres p o s t é r i e u r s  évoluent de  façon comparable : 

développement d i s ta l  poussé ( jusqu 'à  c i n q  méta tars iens  et ébauche de  deux et t r o i s  

do ig ts ) ,  dé f i c ience  t r è s  i ixportar i te dans l e s  segmerits i inteririédiair-es, p r o l i f é r ~ a i i o n  cité- 

Iéments non  iden t i f i és  prox imaux s o u ~ e n t  t r è s  volurnineux ( P I .  V , F i g .  i 4  ). 

L'al longenient de l a  d u r é e  de  c u l t u r e  n 'amé l io re  pas  l es  r é s u l t a t s  et  l a  

p résence  de  ma té r ie l  çomit ique et ne rveux  s e  mani feste simplement p 2 r  l ' é l abo ra t i on  

de côtes  e t  de  v e r t è b r e s .  

Des  stades 2 0  âgés ont é t6  u t i l i s é s  a f i n  de p r é c i s e r  l a  v i t eçse  d 'é lnbora--  

t i on  des c a r t i l a g e s  c t  éventuel lement I  ' o r d r e  d 'appar i t i on  des t l i v e r s  éléments du sqcie- 

l e t te  (Tab leau  V I  1 1 ) .  Les r é s u l t a t s  glcbaux quant à l a  qua l i t 6  de l a  p r e s t a t i o n  rga l i sée  

ne d i f f è r e n t  guère  de ceux obtenus avec l e s  bourgeons p l u s  jet ines : I 'autopode de membre 

antér ieur-  mon t re  u n  inktacarpe l e  p i u s  souvent complet et Id precnière phalange d 'au 

moins  t r o i s  do ig ts .  Exept ior inei lement,  inous avons obse rvé  t r o i s  do ig ts  composés de 

deux pha langes (P I .  V , F i g . 7  1. Le  bourgeon pos té r ieu r  dorii2e des  r é s u l t a i s  i r i f&r iet , rs ,  

dans la mescire o ù  l e  méta tarse ne compor te  que rarement  les  c i n q  éIénieiits cons t i t u t i f s .  

D e  même l e  nombre tota l  de phalanges est p l u s  rédu i t .  Le  d6veloppeinent i n te rméd ia i re  

r e s t e  l i m i t é  e t  on  constate des fus ions  impor tantes  au niveaci des  membres p o s t é r i e u r s .  

Si dans l e  cas  d u  bourgeon a n t é r i e u r ,  l a  d u r é e  de c u l t u r e  ne semble pas  in f luencer  l e  

nombre d'el &ment5 d is taux d i f f é renc iés ,  l e  nornbre de mé ta ta rs iens  et  de phalanges ob- 

s e r v é  a u  n i veau  de I 'autopode postér iec i r  p a r a i t  l i é  au terrips p a s s é  i n  viti 'o. I I faut c!n 

minimum de deux j o u r s  p o u r  obterii r la  d i f f é renc ia t i on  des pr3eniier.s e: u n  minimiim de 

qua t re  j o u r s  p o u r  ob ten i r  la  d i f f é r e n c i d t ; ~ ~  des secondes. Le  bas ipode est  t r è s  inéga- 

lement déve loppé ( P I .  V ,  F i g .  15).  

S tade 21 : Avec l e s  ébauches de  stade 21, appara î t  l e  développement op- 

t imal  de I 'autopode.  Si ,  ap rès  hu i t  j o u r s  de c u l t u r e  (Tab leau I X) l e  bar,ipode est  rud i -  

menta i re ,  l e  métapode est complet et I 'acr-opode se compose de c i n q  do ig ts .  Les  t r o i s  

médians ont  chacun t r o i s  phalanges, l e  do ig t  ex te rne  deux,  tand is  que l e  do i  gt i n te rne  









n ' cn  contient qu'une (P I .  'd , F i g .  8 ) .  L'autopode pos té r ieu r  montre e l l  général quztre 

doigts dotés de decix phalanges, le  cinquième n 'en comportani qu'une, se s i tue dci côt5 

interne (P I .  V , F i g .  16 ) . Les éléments car t i lag ineux des segments interrnédis i res 

sont t r è s  peu développés. La ce in ture para î t  énorme et on t rouve à cSté d 'e l l e  bon 

nombre de riodules non ident i f iables.  

C - CONCLUS 1 ON 

Dans les bourgeons de membres o ù  aucune d i f férenc ia t ion ri 'est v is ib le ,  

on constate après quelqcies jou rs  de cu l tu re ,  1 'appar i t ion de t issu car t i lag ineux cons- 

t i tuant des pièces squelett iques. Dans les me i l l eu rs  cas, l 'o rganisat ion,  la morphologie 

et les  propoi.t ions de ces pièces sont t r è s  proches de ce1 les  des éléments du squelette 

normal : nous assistons à une vér i tab le  morphogenèse squelett ique in v i t r o .  

Comme dans l'ébauche de membre i n  utero, la  d i f férenc ia t ion cart i lagirteuse 

s'effectue dans le  sens proximo-distal  (Tableau I I ) .  P l us  le  bourgeon ni is en cu l tu re  est 

âgé, me i l l eu re  est sa morphogenèse d is ta le ,  tant d 'un point de vue quant i tat i f  (nombre 

de phalanges) que d 'un  point de vue qua1 i t a t i f  (morphologie des osselets de I 'autopode). 

Ce résu l ta t  r esso r t  Sgalenierit des t ravaux de KOCI-itiAR et AYOELOTTE en 1974 et de 

AGN 1 S H  et KOCHHAR en 1977. Si I'autopode at te int  un degré dlC:laboration t r è s  élevé 

avec des bourgeons âgés, i l  en va tout autrement pour  les segnîents in termédia i res.  

Dès le stade 2 0 ,  se manifeste l ' incapac i té  pour  les ébauches de d i f fé renc ie r  les éléc~ents 

du stylopode et du zeuçopode. Cette observat ion n 'appdraî t  par; dans l e  t rava i i  de KOCI-tI-1/'\ 

et AYDELOTTE (1974) oi i  les  bourgeons de cont rô le  les p l us  âgés ont quarante-huit pa i res  

de somi tes (stade 19 âgé) mais AGN I SH et KOCHHAR (1 977) montrent une image de bour-  

geon mis  en cu l tu re  au douzionie j ou r  de gestation, où rad ius et cub i tus  sont rnal d i f fé-  

renc ies.  La technique u t i l i sée  ne permet donc pas aux bourgeons les  p l us  âgés d'élabo- 

r e r  un squelette harmoniecix. P o u r  les stades p l us  Jeunes, la Fréquence d 'appar i t ion de 

squelettes organisés est  assez constante et se s i tue aux env i rons de 5 0  70 des cas dans 

l'ébauche an té r ieu re  (seuls les stades 17 s '&car ien t  de ce ch i f f re ) .  U n  sajour de  si?: ou 

sept jou rs  i n  v i t r o  suf f i t  pour  obten i r  une bonne organisat ion comme I 'ont  aussi obscrvé 

AYDELOTTE et KOCHHAR (1972) , KOCHHAR et AYDEI-OTTE (19741, NEUBERT et 

col1 . ( 1  974), NEUBERT et RAUTENBERG (19761, AGNI SH et KOCHHAR (197'7) ; cine 

du r&  de cu l tu re  p lus  longue (neuf jours)  n 'amél iore  pas sensiblement l a  qual i té de la  

presta t ion.  

En f i n  l e  développement de t r è s  jeunes bourgeons peut ê t r e  considérable- 

ment amél ioré  p a r  l 'adjonct ion de matér ie l  ax ia l  adjacent (Tableau I I I )  comme I 'ont  

également montré  AGN I SH et KOCHHAR en 1977 p a r  cu l tu re  de bourgeons associés à 

hui t  ou d ix  somites. 



- 3 0  b i s  - 

Dans ce t rava i  1 ,  l e s  auteurs montrent l a  par t i c ipa t ion  ef fect ive des cel- 

l u l esson i i t i q i ~es  à t 'é labora t io r idu  çtylopode. Chez l a s o u r i s ,  I ' i n te rven t iondes  sornites 

i n  s i t u  a été montrée p a r  MI  LA 1 R E  (1  976) et HOUREN (1 976) au niveau du menibre po;té- 

r i e u r  où  des coulées ce l lu la i res  prennent p a r t  à la genèse des jeunes bourgeons. Le r ô l e  

du mésoderme somitique dans la morphogenèse du membre a, p a r  a i ! l eu rs ,  4té mis en 

évidence chez d 'aut res ver tébrés.  

Chez les bat rac iens,  AMAN0  (1 9601, F I NhIEGAN (1 963), BOURGEOI S 

et HOUBEN (1975) ont montré que des ce l lu les  sornitiques par t ic ipent  à l ' éd i f i ca t ion  du 

membre d'urodèles te ls que l 'axo lo t l  et le  pleurodèle.  

Chez les  rep t i l es ,  l 'ensemble des travaux effectuhs p a r  RAYNAUD et 

ses co l  laborateurs  (RAYNAUD, 1376) démontre I ' importance des somites, il ex is te  en 

effet une co r ré l a t i on  ent re  le  nombre de proloncjements sornitiques colonisateurs du tsocir- 

geon et l ' i n t ég r i t é  dci membre f ina l ,  une a l téra t ion de l a  "foqction sornitique" en t rdk t i n t  

la  r u d i m e n t ~ t i o n  des ébauches de pattes. Chez les o iseaux ,  out re  l e  r ô l e  inducteur p r c -  

coce des somites (K I ENY , 1969, 1970, 1971 ) des études récentes ont prouvé que les  

ce l lu les  somit iques sont à l ' o r i g i ne  de la  scapula (CHEVALL 1 ER, 1977) et de l a  rnuscci- 

l a tu re  de I'dTle (CHEVALLIER et co l  & ,  1977, 1978 ; Ct iR  I ST  et c o l l . ,  1977). Le r ô l e  

des somites dans la morphogenèse des meml~res  de ver tébrés  est donc indéniable mais 

il demeure d i f f i c i l e  d 'envisdger u n  mode d'act ion comrnun : r ô l e  indi ictel i r ,  " fonct ion sorni- 

t ique", par t ic ipat ion à l 'é laborat ion de i a  musculature, par t ic ipat ior i  à l 'é laborat ion du 

squelette seront la  base probable de nombreux travaux u l t é r i ed r s .  

l 1 convient enf in de s ignaler  l 'ef fet  bénéfique de la  moi t ié  vent ra le  du  

tube neura l  s u r  la chondrogenèse ~ L J  rnésoderme de jeunes bourgeons de pdttes postér,ieurec 

chez l a  sour i s  ( M I L A I R E  et MULNARD, 1968). Cette act ion peut s ' ê t r e  manifestée égafe- 

ment dans nos cu l tu res  de bourgeons associés à du maté r ie l  axial .  



D E U X I E M E  P A R T I E  

E T U D E  DE L A  M O R P H O G E N E S E  D E  M E M B R E S  D E  



Rappelons, avant d 'exposer l e  déta i l  des rgscil tats,  que chaque saur-iç 

grav ide reço i t  I  'acjent tér-atogène vingt heur-es avant d ' ê t r e  opérée : une corne  utéri:;e 

est  pré levée,  les mer-ribres des embryons qu 'e l le  cont ient  sont mis  en cultui-e tandis 

que les aut res embryons Svoluent i n  s i tu  jusqu'au quinzième jour  de gestation (Tableciu 

XI.  

D E V E L O P P E M E N T  I N  U T E R G  ---- 

A - IN l -RODUCTION -- 
La cytosine arabinoside administrée à des feinel les grdvides pendant l a  

phase c r i t i que  du développement des membres condriit à des anomalies t r ès  d ive rses .  

Out re  [in cas de f i s su re  palat ine (P I .  V I  , F i g .  1 1, l 'examen de I 'aspect externe des 

embryons soumis à l ' ac t ion  de cet agent tératogène nous conduit à recenser  des mal- 

format ions "fondamentales" te l les  la  micromel ie (membre cour t ) ,  I ' ec t rodac ty l ie  (nom- 

b r e  de doigts incomplet), i 'âdacty l  i e  (absence de doigts) ,  la pol  ydcictyl ie (doicjts sur'vu- 

n iéra i res) ,  la  syndactyl ie (doigts fusionnés!, mais auss i  d i ve rses  combinaisons de ces 

anomalies (Pi. V I  , F i g .  2 à 6 ). Cer ta ins  membres ont une morphologie normcle tandis 

que d'aut rec,, p lus  r a res ,  ne sont at te ints que de malfor~mat io i is t r è s  d iscrètes.  Du  

tableau X I ,  i l  r esço r t  que l e  membre an té r ieu r  est preférent ie l lement touché p a r  des 

phénomènes de fusion (syndactyl ie),de rédciction so i t  de longueur totale (micrcrnélie) 

so i t  du nombre de ses do ig ts  (adactyl ie,  ectrodactyl  ie) .  La réponse des membres pos- 

t é r i e u r s  est beaucoup p l us  corriplexe, c a r ,  out re  les régress ions  dé jh  observées, on 

t rouve,  au niveau du p ied p l u s i e ~ i r s  cas de po lydacty l ie ,  d 'hyper t rophie  du doigt 1 I 

(P I .  V I  , F i g .  7 ) et de vés icu l isat ion postaxiale (P I .  V !  , F i g .  8 ) qdi s'opposent à 

la  not ion de rudimentai ion évoquée p l us  haut. Ajoutons que ces phenornènes sont tous 

apparus à I 'ex t rémi té  de membres micromèles.  

Lo in  de s imp l i f i e r  l ' i den t i f i ca t ion  et l e  classement de ces nialformations, 

l 'examen du squelette câ r t i l ag i n rux  cksfoetus sac r i f i é s  ai l  quinzième jou r  nous apprend 

que I 'ac t ion de la  cytosine arabinoside se t radui t  so i t  p a r  une modif icat ion de la  forme, 

de la  longueur,du nombre des éléments squelett iques, sc i t  p a r  une a l téra t ion de l eu r  

d i f férenc ia t ion.  Dans ce cas le  b leu de toluidine se f i xe  nial, les  contours des p ièces 

af fectées ne sont pas nets.  

B - RESUI-TATS 

Le tableau X I  I rassemble les  résu l ta ts  obtenus er) fonction des c i nq  

paramètres qui nous ont p a r u  les p lus  s igni f icat iFs : l 'aspect externe des tncrribres, 

la qua1 i t é  de d i f férenc ia t ion car t i lag ineuse,  la longueur des segments proxirnavx, l e  



TABLEAU X : TABLEAU RECAPITULATIF DES OPERATIONS EFFECTUEES SUR DES SOURIS 

TRAITEES A LA CYTOSINE ARABINOSIDE (25 mg/kg par  i n j e c t i o n  

in t r a -pé r i t onéa l e  20 heures  avant  l ' o p é r a t i o n ) .  

:Nombre de témoins t rouvés  i n  u t e r o  'Nombre de f o e t u s  p ré levés  pour :Nombre e t  s t a d e  de développement: 
: NO de manipulat ion . . au 15e jour  de développement :la mise en c u l t u r e  de bourgeons: des f o e t u s  prélevés 

de membre :-------------:----------------------- 

2 4 3 : 1 S t .  17  
: 1 s t .  1 7 â g é  
: 1 S t . 1 8  

1 3 S t .  17  âgés 

: 3 S t .  18 

6 4 3 : 3 St. 19 

7 5 5 : 5 S t .  19  âgés 

: (Mort de  l a  mère) : 

1 O O 1 2  11 S t .  18 

(Mort de  la  mère) : . . 1 S t . 1 9  

: ( M o r t d e l a m è r e )  : 



TABLEAU X I  : ANOMALIES EXTERNES TOUCHANT L E S  MEMBRES D E S  EMBRYONS T R A I T E S  A LA 

C Y T O S I N E  A R A B I N O S I D E  AYANT EVOLUE I N  UTERO. 

8 Type de ' Ectrodactylie* Oolydactylie : Micromélie + Hypertrophie :Vésiculisation : ' '  Normal ! Micromélie [ Adactylie ! Ectrodactylie Polydactylie ' Syndactylie ' 
: membre : : . - : .r syndactylie :+ syndactylie r anomalies distales : préaxiale : postaxiale : 

.------.-----.------.-------.----------.----------.------.----------.---------.----------.------------.----------. : Membre : 
20 : 12 : 1 : 18 6 5 6 30 10 : 5 



nombre des osselets du basipode et l e  nombre des rayons de I'autopode. Le Tableau 

X I  1 I permet de comparer les  ef fets de la  cytosine arabinoside in jectée à d ive rs  stades 

de la  mise en p lace des bourgeons. 

1) Lorsque I ' in ject ion se fai t  au-cours du neuvième jour  de gestation, 

(manipulation 1) c'est-à-dire pendant l a  mise en place du bourgeon an té r ieur  (St.  13 à 

141, on décèle des anomalies squelett iques mineures qui n'ont aucune répercussion su r  

l 'aspect externe des membres an té r ieurs  (PI  .VI 1, F ig .  2 ou pos té r ieurs  (PI  .V I 1 I , 
F i g .  2 ). Le car t i l age  paraî t  normalement di f férencié.  La t a i l l e  de tous les segments est 

légèrement rédui te  mais leu rs  propor t ions ne semblent pas affectées. I I n ' y  a pas de 

soudure au niveau desart iculat ions mais le  rad ius  (4 cas s u r  6 )  et l e  t ib ia  (2 cas s u r  6 )  

subissent une to rs ion  d isc rè te  ve rs  l ' i n t é r i eu r .  Les éléments de I'autopode sont pa r -  

faitement d i f férenc iés même lorsque l e  rayon no  1 manque (au niveau de deux membres pos- 

té r ieurs ) .  

2) S i  I ' in ject ion est prat iquée au moment où l e  bourgeon antér ieur  commence 

à c r o î t r e  et o ù  le  bourgeon pos té r ieur  se met en place (St.  15 et 16) les  membres obtenus 

i n  u te ro  l o r s  d'une p remière  expér ience (manipulation 2) sont tous de pe t i te  ta i l le,  t'au- 

topode an té r ieur  a un aspect normal mais deux ou t r o i s  rayons distaux manquent à I'au- 

topode postér ieur .  La d i f férenc ia t ion squelett ique cart i lagineuse est normale au niveau 

du membre antér ieur  (PI. V I 1, F ig .  3 1, mais l imitée dans les  membres postér ieurs  

PI. V I  I I , F i g .  3). Cette micrornélie est due à un raccourcissemeni t r è s  marqué des seg- 

ments proximaux (stylopode et zeugopode). Enf in ,  i l existe des fusions au niveau du  

coude (2 cas s u r  8). E n  outre,  I 'autopode an té r ieur  en apparence complet, rnontre un  

squelette où  l e  basipode est rédui t  e t  o ù  l e  rayon  1 est absent dans t r o i s  cas su r  hui t .  

Le membre postér ieur  ne contient aucun squelette organisé, chaque segment 

y est représenté p a r  un nodule mal di f férencié.  

Une seconde expérience (manipulation 3) donne des résu l ta ts  peu compa- 

rab les : I'aspect externe des membres an té r ieurs  paraît  normal, l es  membres pos té r ieurs  

sont p lus  cour ts  que chez les témoins de quinze jours.  Les autopodes antér ieurs  e t  pos- 

t é r i eu rs  paraissent complets. O r  l 'examen de détai l  des squelettes,lorsque leurs  été- 

ments sont apparents,révèle une t r è s  mauvaise d i f férenc ia t ion car t i lag ineuse (PI. V I  ! ,  

F ig .  4 et PI. V I  I I ,F ig .  4). De  p lus ,  au niveau du membre an té r ieur ,  on observe une 

réduct ion de l a  longueur du zeugopode, une absence totale de basipode, une réduct ion 

du nombre des rayons distaux. Le squelette du membre pos té r ieur  est p lus  affecté : sty- 

lopode et zeugopode sont cour ts  lo rsqu ' i  I s  existent ,' les éléments les p l us  distaux de 

I 'autopode tou jours  absents. 



TABLEAU XII 

LEGENDE : N : Normal 

M : Médiocre 

n : n u l l e  

R : Réduit 

I 

* Le nombre de  rr iétacarpiens est c o r r e c t  b ien  que c e  membre p résen te  

un do ig t  supplémentaire ccntenant une phalange.  

** Ce  membre présente 5 métacarp iens pou r  4 do ig ts .  

Eiuméro de l a  
manipulacion 

M no 1 

M no 2 

l 
t 

M no 3 

M no 4 

M no 5 

M no 6 

M no 7 

M no 8 

Stade à l ' opé ra t i on  
des foetus prélevés 

15-16 

17,17-18,18 

8 

18 

19 

## 

19-20 

20 

Stade approximat i f  
. à l ' i n j e c t i o n  

13-14 

15-1 6 

V 

16 

17  

J8 

1 7  âgé 

18 

Aspect externe des membres D i f f é renc ia t i on   arti il agi ne use du sque le t te  

Nombre de foetüs restés 
i n  u tero  dans chaque ant. ou post. + 

manipulation 

3 

4 

5 

7 

7 

4 

5 

6 
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3) Si les  embryons subissent l e  traitement lorsque le  bourgeon postér ie i i r  

est bien v is ib le  (S t .  161, les membres au 15e jour (manipulation 41, tous m i c r ~ m è l e s ~  

montrent également des anomalies distales : syndactyl ie pour  les membres an té r ieurs  , 

(9 cas su r  14) et ect rodacty l ie  pour  les membres postér ieurs  (1 1 cas s i i r  14) sont les  

p lus  fréquentes. Dans l es  deux types de membres on t rouve aussi un exemple de po l  ydac- 

t y l ie ,  mais les  pattes postér ieures sont les  seules à présenter  une hyper t rophie du doigt 

1 1 (7 cas), a ins i  qu'une vés icu l  isat ion postaxiale (5 cas). La d i f férenc ia t ion c a r t i  lagi- 

neuse est normale au se in  des membres an té r ieurs  . Le raccourcissement observé est dû à 

une réduct ion importante de l a  ta i l l e  du zeugopode,par a i l l eu rs  toujours soudé au sty lo- 

pode,ainsi qu'à une réduct ion d isc rè te  de c e  dern ie r  segment (PI .VI 1 ,  F i g .  5 ). Le  

basipode est tou jours  incomplet et les autopodes où  i l  manque des rayons distaux sont 

les  p lus nombreux. 

C 'est  dans la  pa r t i e  distale des pattes postér ieures que s 'est  élaboré l e  "car 

t i lage le  p lus colorable".  B ien  que médiocre, la  d i f férenc ia t ion du squelette (PI.  V I  I I , 
F i g .  5 ) permet d 'exp l iquer  l a  micromél ie p a r  l e  raccourcissement du stylopode et du 

zeugopode, et de conf i rmer  la  tendance à I 'ec t rodacty l ie  p a r  la pe r t e  générale du rayon 

I associée à ce1 l e  du rayon  V quand se manifeste le  phénomène de vésicui  isat ion post- 

axiale.  Le squelette du doigt I I hyper t rophié para î t  normal. 

4) Quand l a  cytosine arabinoside agit s u r  des bourgeons de foetus parvenus 

au stade 17, (Manipulation 5) l 'aspect externe des membres antér ieurs  au quinziètne jour  

de gestation apparai t  normal dans l a  ma jo r i té  des cas, les  quelques anomalies d is ta les 

observées traduisent une tendance à la réduct ion du nombre de doigts (P I  .V I I , Fig. 6 1. 
La d i f férenc ia t ion squelett ique cart i lagineuse ne s'est pas opérée normalement dans 

I'autopode ; ie  basipode notamment est tou jours  absent. A l'examen de détai l  on remarque 

que le  zeugopode est p l us  cour t  que chez les  témoins : l a  zone d 'oss i f icat ion trouvée 

normalement au mi l ieu  de ce segment est décal lée v e r s  son extrémité distale.  Proxima- 

lement à cette zone d 'oss i f icat ion la  patte est normale : on ne note aucune a l térat ion de 

l ' a r t i cu la t ion  en t re  l e  stylopode et l e  zeugopode. Le nombre des rayons distaux lo rsqu ' i l s  

existent,  est souvent rédu i t .  

Les membres pos té r ieurs  sont tous mici-omèles, i l s  possèdent des autopodes 

at teints de po lydacty l ie  (9 cas s u r  14) dont t r o i s  avec syndactyl ie. I I s  ne contiennent pas 

de car t i lage normal en dehors du stylopode. La micromél ie  qui les  affecte est due à une 

réduct ion de l a  longueur du stylopode et du zeugopode. Le t ib ia,  dans cer ta ins  cas, subit 

une tors ion v e r s  l ' i n té r ieur .  L'examen de I'autopode ne révè le jamais l a  présence de 

rayons squelett iques surnuméra i res.  Au  con t ra i re ,  ceux qui sont observables sont mal 

d i f férenc iés et en nombre rédu i t  (P I .V l  I 1 ,  F i g .  6). 



La manipulation 6 effectuée s u r  des embryons de stade équivalent conduit 

à des membres parfaitement normaux tant du point de vue de l a  morphologie, que du 

point de vue de la  const i tut ion squelett ique (PI.  V I  1 ,  F i g .  ? et PI .VI  I I , F i g .  7). 

Tout se passe comme s i  l a  sour is  n 'ava i t  pas reçu  l'agent tératogène. 

5) S i  les  foetus sont un peu p lus âgés au moment de l ' i n jec t ion  (St.  17 âgé) 

(Manipulation 7 )  on vo i t  que les malformations produi tes sont confinées au niveau de 

I'autopode sous forme d'ectrodactyl ie.  Les membres antér ieurs  (P I .  V I  1, F i g .  8 ) 

contiennent du car t i l age  b ien élaboré. La long i~eur  des d i f férents  segments est co r rec te  

mais le nombre des éléments du basipode est toujours rédui t  : les osselets proximaux 

sont présents,  mais ceux de la rangée d is ta le  disparaissent.  Les rayons distaux sont 

en nombre res t re in t  et la  longueur des métacarpiens est in fé r ieure  à ce l le  des témoins. 

Au niveau des membres pos té r ieurs  (P I  .VI I I ,F ig .  81, la d i f férenc ia t ion du car t i l age  

apparaît moins poussée à p a r t i r  de l 'ex t rémi té  d is ta le  du zeugopode : deux membres s u r  

les d ix  étudiés montrent p a r  a i l l eu rs  une réduct ion de la  ta i l l e  de ce segment. Le basi-  

pode, comporte un nombre d'éléments complet, mais le  rayon d is ta l  I fa i t  défaut dans l a  

plupart  des cas.  

6 )  Lorsque les bourgeons sont t ra i tés  au stade 18, (Manipulation 8), les  

membres an té r ieurs  obtenus apparaissent tous dépourvus de doigts (P I  . V I  1 ,  F ig .  9 1. 
Leurs car t i l ages ,  quand i l s  existent sont b ien di f férenciés,  l e  stylopode est normal mais 

l e  zeugopode est légèrement raccourc i .  L'étude du squelette révè le  de p lus que I'en- 

semble de I'autopode, et non seulement I 'acropode, disparaît  (huit pattes possèdent quel- 

ques nodules car t i lag ineux distaux, mais i l  est impossible de les ident i f ie r ) .  Les membres 

postér ieurs  sont cour ts ,  i l ne leur  r es te  qu'un nombre incomplet de doigts souvent 

fusionnés ( P I  . V I  I I ,F ig .9) .  Le ca r t i l age  n'est b ien d i f férenc ié  qu'au niveau du sty lo- 

pode qui apparai t  de longueur cor rec te .  L e  zeugopode est cour t ,  l e  nombre des osselets 

du basipode est rédui t  et. i l  n 'existe pas de car t i l age  dans le  métapode et I'acropode. 

C) CONCLUSI ON 

De ces résu l ta ts ,  i l  r e s s o r t  que pour  des traitements supposés équivalents 

à des stades identiques, nous n'avons pas obtenu toujours les mêmes réponses. Cer ta ins  

foetus ont des membres morphologiquement normaux pourvus d'un squelette peu ou pas 

a l téré,  a l o r s  que dans une aut re  sér ie ,  comparable quant aux condit ions expérimentales, 

les  malformations sont t r è s  importantes (Manipulations 2 et 3, Manipulations 5 et 6). 

In jectée avant la  phase de cro issance du bourgeon, la  cytosine arabinoside . 

a des ef fets bénins, l es  membres touchés sont en quelque sor te  "miniatur isés",  mais 

in jecté a l o r s  que le  bourgeon émerge du f lanc du foetus, ce produi t  devient hautement 

tératogène. Si l e  bourgeon est encore jeune quand i l  subit l e  t rai tement,  tous les élements 



du squelette élaboré seront rédu i ts  et déformés. Avec l e  v iei l l issement du bourgeon, 

on observe l a  d is ta l isat ion des anomalies, l e  stylopode d'abord, le  stylopode et le  

zeugopode ensuite,çeront p réservés  au détriment de I'autopode qui  est l e  dern ie r  à ê t r e  

atteint (Tableau X I  i 1 ) .  Nous remarquons cependant que les membres touchés dans l e ~ r s  

segments in termédia i res peuvent é laborer  des autopodes normaux. Tout se passe comme 

s i  I 'agent tératogène agissai t  s u r  les  ce l lu les au début de l eu r  d i f férenc ia t ion pendant 

leu r  phase de mult ip l icat ion, les  ce l lu les non déterrninées, à l ' o r ig ine  des s t ruc tu res  

distales,  restant saines ou se montrant aptes à compenser les  ef fets de l a  cytosine a ra -  

binoside. 

Cette hypothèse a été formulée dans les t ravaux de KOCHHAR (1978) où l 'on 

re t rouve les  mêmes descr ip t ions de malformations consécutives à I ' in ject ion de I 'agent 

tératogène. Selon cet auteur,  l e  niveau at teint  dépend de l 'âge de l 'embryon l o r s  du t r a i -  

tement, l a  fréquence d'appari t ion des anomalies est fonction de l a  dose administrée. Mais 

i l  ne signale pas l 'existence éventuel le  d'une intensi f icat ion des malformations d'un ni-  

veau donné l iée aux paramètres d' in ject ion. Nos observations montrent pourtant c la i  r e -  

ment une phase qui pou r ra i t  ê t r e  in termédia i re  dans une échelle d ' in tens i té  de l 'ac t ion 

tératogène : de nombreux membres contiennent un car t i lage mal d i f férenc ié  au niveau 

des segments touchés. Cette mauvaise di f férenciat ion ressemble étonnamment à ce1 l e  

obtenue p a r  MERKER et col1 . (1 978) après cu l tu re  de bourgeons de membres de sou r i s  

en présence de 4-Methylum-belliferyl-(3-D-xylopyranoside et une étude détai l lée de l a  

chondrogenèse en présence de cytosine arabinoside appor tera i t  sans doute des informa- 

t ions intéressantes. 

On remarquera enf in que pour  des degrés de développement équivalents au 

moment de I ' in ject ion, l e  bourgeon de membre pos té r ieur  para î t  beaucoup p lus sensible : 

la  d i f férenc ia t ion car t i lag ineuse y est p lus fréquemment anormale, les  malformations 

d is ta les p l us  complexes, te l les  ces  vésicules que MANSON et co l .  (1977) ont également 

observées i n  u tero et i n  v i t r o  après administrat ion de 4 0  mg/kg de cytosine arabinoside. 



I I - D E V E L O P P E M E N T  I N V I T R O  

A - I NTRODUCT I O N  

Avant d'exposer l e  détai l  de ces résu l ta ts ,  i l  convient d 'apporter quelques 

préc is ions à propos des circonstances expérimentales. L'une des onze sour is  t ra i tées  

n 'a  pas supporté l 'anesthésie et deux autres sont mortes au cours des heures qui ont 

su iv i  l ' in tervent ion.  Dans le  p remier  cas (Manipulation IO ) ,  tous les foetus ont é té  récu- 

pérés  et l eu rs  bourgeons de membres mis en cu l ture.  Dans l e  second cas (Manipulations 

9-1 1) les  embryons contenus dans la  corne utér ine pré levée ont été exploités. Mais  dans 

ces t r o i s  sé r ies ,  les témoins i n  u tero manquent. 

Dans p lus ieurs  de nos manipulations, les  stades de développement a t te in ts  

p a r  les  foetus provenant d'une même sour is  ne sorit pas identiques (Tableau X) (La cyto- 

s ine arabinoside n'est peut ê t r e  pas étrangère à ce "déphasage"). Ces di f férences n'ont 

pu  ê t r e  perçues au niveau des ind iv idus de la  portée la issés i n  u tero mais il faut soul i -  

gner que l e  degré de développement des embryons en f i n  d 'expér ience est t r ès  homogène. 

I I nous a donc pa ru  intéressant d 'étudier les  résu l ta ts  des cu l tures i n  v i t r o  en fonct ion 

du stade des bourgeons au moment de leur  prélèvement, c 'est-à-dire en regroupant des 

échanti l Ions d 'or ig ines d i f férentes,  avant de les examiner en fonction de leur  apparte- 

nance à l 'une ou l 'aut re  des sé r i es .  

Signalons enf in que vingt échanti l lons cu l t i vés  ont été dé t ru i t s  p a r  conta- 

mination et hu i t  perdus parce qu ' i l s  se sont décollés du support. 

B - RESULTATS D E S  CULTURES EN FONCTION D U  STADE D E S  BOIJRGEONS 

AUMOMENT DESPRELEVEMENTS 

1) Stade 15 et Stade 16 

Compte tenu des résu l ta ts  obtenus en cu l tu re  de t r ès  jeunes bourgeons non 

t ra i tés ,  pour  les  membres an té r ieurs ,  nous avons u t i l i s é  des explants comportant du 

matér ie l  somitique et nerveux. P o u r  les membres pos té r ieurs ,  nous avons mis en cu l tu re  

toute l a  pa r t i e  postér ieure du corps ,  sans séparer  les deux ébauches, en éliminant sim- 

plement l a  queue. 

- Stade 15 -------- 
Après d i x  jou rs  de cu l tu re  (Tableau X I V )  ,aucune des ébauches de niembre 

an té r ieur  n 'a  d i f férenc ié  de car t i l age  mais la  zone pos té r ieure  exploitée contient c i n q  

nodules non ident i f iés.  



TABLEAU X I V  : DEVELOPPEMENT IN V I T R O  DE BOURGEONS DE STADE 15 PREALABLEMENT T R A I T E S  A LA 
C Y T O S I N E  A R A B I N O S I D E .  

Nombre d'explants 
Nature des explants mis en culture 

TABLEAU XV : DEVELOPPEMENT I N  V I T R O  DE BOURGEONS DE STADE 16 PREALABLEMENT T R A I T E S  A LA 
C Y T O S I N E  A R A B I N O S I D E .  

Nombre d'explants 
Mature des explants 

mis en culture 

Zone p o s t é r i e u r e  



- Stade 16 ------- - 
Le développement de ces bourgeons (Tableau XV) se l im i te  à I'élabo- 

ra t ion de quelques nodules non ident i f iés : un à t r o i s  pour les  membres antér ieurs  (PI .  I X , 
F i g .  1 1, s i x  et sept pou r  les  zones postér ieures (PI .  I X  , F i g .  2 ). 

2) Stade 17 

- Jeunes stades 17 --------------- 
Les bourgeons ne di f férencient de car t i lage que s ' i l s  sont accompagnés de 

matér iel  ax ia l  (Tableau X V I ) .  Dans ces cas favorables,  on trouve des nodules non iden- 

t i f iables a ins i  que des rudiments de ver tèbres  mais l a  fréquence avec laquelle se di f fé-  

rencient ces éléments est  t r è s  faible : deux s u r  hui t  pour  les ébauches antér ieures 

(P I .  I X  , F i g .  3 1, un s u r  d ix  pour  les ébauches postér ieures (PI .  I X  , F i g .  4 1. 
- Stades 17 âgés ------------- 
L'évolut ion de ces bourgeons i n  v i t r o  peut conduire à des explants qui 

contiennent du car t i l age  b ien di f férencié,  pa r f o i s  même organisé (Tableau XV 1 1 1. 
- Les bourgeons antér ieurs,  après s i x  jours  de cu l ture,  contiennent toujours 

du car t i lage même s ' i l  ne s 'agi t  que de nodules non identif iables. L 'explant,  la issé sept 

jours,  montre une ébauche de squelette prox imal  où l 'on reconnaît ce in tu re  et stylopode . 
L'adjonction de matér iel  somitique et nerveux permet un développement équivalent (P I .  I X, 

F i g .  5 1. U n  membre montre cependant une ce in ture,  un stylopode prolongés p a r  un zeu- 

gopode rudimentaire et t r o i s  nodules distaux mal di f férenciés (par  conséquent non iden- 

t i f iables) (P I .  I X  , F i g .  6 ). 

- Les bourgeons postér ieurs  isolés,  mis  en cu l ture,  n 'é laborent que des 

nodules non ident i f iables.  Associé à du matér ie l  axial  on t rouve en p lus  quelques ver -  

tèbres (PI.  I X  , F ig .  7 ), un explant atteint l e  niveau autopode avec un zeugopode rédui t  

(P I .  l x ,  F i g .  8 ). 

L 'é laborat ion d'un squelette organisé reste p lus r a r e  au se in  des bourgeons 

postér ieurs  (un cas su r  hu i t )  qu'au sein des bourgeons antér ieurs  ( t r o i s  cas sur  hu i t )  et 

semble conditionnée p a r  l a  présence de mésoderme somitique et de système nerveux. 

3)  Stade 18 

Les bourgeons antér ieurs  iso lés,  élaborent un squelette organisé dans l a  

p lupar t  des cas (Tableau XV I 1 I ). On y reconnaît  facilement la scapula s u r  laque1 le  se 

soude un humérus ayant pa r f o i s  subit une t o r s i on  importante ve rs  l ' ex té r ieur .  Le zeugo- 

pode, vest ig ial  , est soudé au stylopode, conférant à cette pa r t i e  du squelette une forme 

de Y . L 'ext rémi té  du membre est allongée et  comporte une palet te d is ta le  dont l e  contour 

ne montre aucune indentation pouvant r évé le r  l 'appar i t ion imminente de doigts. El le  

contient dans t r o i s  cas s u r  dix-sept des nodules mal di f férenciés (PI .  I X , F ig .  9 ). 

Dans un seul cas, des éléments f igurant deux rayons digitaux prolongent un zeugopode 
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plus développé (P I .  I X  , F ig .  10 ). 

La descr ip t ion des bourgeons an té r ieurs  de stade 18 cu l t i vés  en présence 

de matér ie l  axial  cor respondra i t  en tous points à ce l le  qui vient d 'ê t re  formulée dans l e  

paragraphe précédent (PI .  I X , F i g .  1 1 1. I I faut cependant s i  ynaler que deux explants 

présentent une d i f férenc ia t ion du zeugopode p lus importante, de même qu'une ébauche 

de squelette élaboré au niveau de I'autopode (-Tableau X V I  I I )  (PI .  I X  , F i g .  12 ). 

Ces bourgeons pos té r ieurs  de stade 18 ont un développement plus modeste 

(Tableau XV I I 1) : la  p lupar t  (neuf s u r  dix-neuf) ne di f férencient que de gros nodules 

car t i lag ineux dont la  forme ne permet pas l ' ident i f icat ion (PI .  I X , F i g .  13 ). Lorsque 

l 'o rganisat ion du squelette apparaît, seule la  ce in ture et le  stylopode sont présents,  l e  

zeugopode n 'ex is te  dans t r o i s  cas que sous forme de pet i ts  nodules. Comme pour l e  bour- 

geon an té r ieur ,  l 'ébauche postér ieure montre une palette d is ta le  a r rond ie  ne contenant 

pas de car t i l age  (sauf dans l e  cas évoqué p lus haut). Signalons enf in que deux explants 

possèdent une cav i té  creusée à l ' i n t é r i eu r  de I'autopode, juste sous l 'épiderme et dé- 

cal lée p a r  rappor t  à l 'axe proximo-distal (PI .  I X  , F i g .  14 ). I I  est impossible de p ré -  

c i s e r  s i  ce "vide" se si tue en pos i t ion p réax ia le  ou postaxiale. 

Lorsque les bourgeons pos té r ieurs  sont associés aux somites adjacents et 

à du tube neura l  (Tableau X V I  I I )  l e  ca r t i l age  élaboré est abondant même s i  I ' ident i f i -  

cat ion est pa r f o i s  impossible (hui t  cas s u r  dix-neuf). Quand un squelette se forme, on 

constate qu ' i l  est composé de ver tèbres,  d'une ce in ture souvent rudimentaire,  d'un 

stylopode cour t  et massi f  et p lus rarement d'un Zeugopode rédui t ,  i n tégré  au stylopode 

(P I .  I X , F i g .  15 1. La palette d is ta le  est présente mais dépourvue de car t i lage sauf 

dans un cas où  l 'on dist ingue, en vue externe, l 'amorce d'une d ig i ta t ion et l a  présence 

d'un &tatarsien su r  lequel s 'ar t icu lent  deux phalanges (PI.  I X ,  F i g .  16 1. 
De nouveau, nous pouvons constater que le  bourgeon an té r ieur  fourn i t  une 

mei l leure prestat ion que l e  bourgeon pos té r ieur ,  mais aussi, que l 'adjonct ion de tnatériel 

axial  aux explants, a deux conséquences : les développements nuls ou l imi tés à des nodu- 

les non ident i f iés  diminuent,le squelette est mieux élaboré et davantage d'explants at tei-  

gnent les  niveaux les p lus distaux. 

4) Stade 19 

- Jeunes stades 19 (Tableau X I  X) - - - - - - - - - - - - - - 
Les éléments car t i lag ineux d i f férenc iés p a r  les bourgeons antér ieurs  

iso lés sont b ien  indiv idual isés dans l a  p lupar t  des cas. I I s  constituent un squelette où  

ceinture,  stylopode et zeugopode sont présents  (hui t  cas s u r  douze). Ce dern ie r  segment 

para î t  normal dans quat re explants (P I .  I X , F i g .  17 ) a l o r s  qu ' i l  est rédu i t  dans les  

aut res (PI.  I X  , F i g .  18 1. Des nodules de pet i te  tai4Ie occupent l a  palet te distale de 

s i x  membres, mais parmi  eux, un seul ressemble vraiment à un métacarpien (PI.  I X , 
F i g .  19 ). 





Le développement squelett ique des bourgeons antér ieurs  associés aux 

somites adjacents et à du  système nerveux est assez semblable : ce in tures et  stylopodes 

paraissent mieux élaborés que l e  zeugopode tou jours  rud imenta i re  sauf dans un cas o ù  

i l  est d ' a i l l eu r s  pro longé p a r  un métacarpien b i en  reconnaissable (PI.  I  X , F i g .  2 0 ) .  Des 

nodules distaux non ident i f iab les complètent c i nq  de ces squelettes. 

Les bourgeons pos té r ieu rs  qui ont d i f fé renc ié  du  car t i l age  sont peu nombreux 

(c inq su r  d ix)  (PI .  I X , F i g .  21 1. Les squelettes organisés sont r a r e s  (deux cas s u r  les  

c inq)  mais harmonieux : le  niveau autopode est  at te int  dans les  deux membres et l es  seg- 

ments proximaux sont normaux. L 'un de ces deux échanti l  Ions possède une vésicule à I 'ex- 

t rémi té  de sa palet te d is ta le .  

Les bourgeons pos té r ieu rs  cu l t i vés  en présence de matér ie l  ax ia l  ont doriné 

du car t i l age  dans sept cas  su r  douze, su r  les sept explants quat re  ne contiennent que des 

nodules non ident i f iés.  Les  t r o i s  dern iè res  p reç ta t  ions comportent un développement st  r i c -  

tement l im i té  aux ver tèbres  et  deux squelettes harmonieux montrent une ébauche d'auto- 

pode (PI .  I X , F i g .  22 ). 

Les  bourgeons an té r ieu rs  de stade 19 préalablement t r a i t és  à l a  cytosine 

arabinoside, ont un développement i n  v i t r o  qui ,incontestablement ,reste t r è s  supér ieur  à 

ce lu i  des bourgeons pos té r ieu rs .  I I semble q u ' i l s  se  " l ibèrent t '  de l ' in f luence des t i ssus  

axiaux, les presta t ions réa l i sées  en présence OU en absence de mésoderme sornitique et 

de t i ssu  nerveux étant sensiblement les  mêmes (excepté au niveau de l 'é laborat ion des 

ver tèbres ou des côtes). 

- Stades 19 âgés (Tableau XX) 

Les résu l ta ts  obtenus avec les bourgeons an té r ieu rs  iso lés sont t r è s  

homogènes : l es  c inq  explants montrent un  squelette harnionieux où  ce in ture,  stylopode 

et zeugopode sont tout à fa i t  normaux. L'autopode est formé d'une palet te contenant de 

deux à s i x  nodules non ident i f iab les de pet i te  ta i l l e .  

Associés à d u  matér ie l  ax ia l ,  les bourgeons an té r ieu rs  ont un  développement 

s imi l a i r e  (sauf dans un cas  où  l a  palet te d is ta le  r es te  vide) (P I .  I X , Fi y. 23 1. 
Les bourgeons pos té r ieu rs  mis  en cu l t u re  ont tous élaboré du  car t i l age ,  

mais un seul des éléments observés ressemble à une pièce squelett ique appartenant au  

bassin. 

Les  résu l ta ts  obtenus avec les  bourgeons pos té r ieu rs  cu l t i vés  en présence 

de matér ie l  ax ia l  ne sont guère me i l l eu rs  : les explants contiennent tou jours  des éléments 

car t i lag ineux non idznt i f iab les d 'après leu r  forme, excepté dans deux cas où, parmi  eux, 

des ve r tèbres  sont reconnaissables (PI .  I X , F i g .  24 ). 

La lec tu re  du tableau X X  met de nouveau en évidence, la méd ioc r i té  d u  dé- 

veloppement des membres pos té r ieu rs .  Les autopodes an té r ieu rs  semblent incapables 
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d 'é labore r  u n  squelette organisé.  E n  out re ,  les somites et le  systeme nerveux adjacents 

aux bourgeons n' inf luencent pas le  développement du membre. 

5) Stade 2 0  (Tableau X X I )  

Les bourgeons an té r ieu rs  i so lés  ont un développement harmonieux, les 

d i f fé ren ts  segments squelett iques sont représentés avec des p ropor t ions  normales. 

Au  niveau de I'autopode, on t rouve un maximum de t r o i s  métacarpiens al longés (quatre 

cas su r  s i x )  et une phalange d is ta le  en pos i t ion médiane (c inq cas  s u r  s i x ) .  Le basipode 

est mal indiv idual isé.  

La p a r t i e  prox imale des membres antér ieurs  obtenus p a r  cu l tu re  de bour-  

geons associés au matér ie l  axial  se compose d'une ce in ture,  d'un stylopode et d 'un 

zeugopode b ien  d i f férenc iés,  aux p ropor t ions  harmonieuses. Le basipode, lo rsqu ' i  1 

apparai t  ( t r o i s  cas s u r  s ix)  n 'es t  formé que d 'un  ou deux nodules. L e  métapode montre 

au p lus t r o i s  axes car t i lag ineux d is t inc ts  (P I .  l X  , F i g .  25). De I 'acropode, il ne sub- 

s i s te  qu'une phalange médiane dans t r o i s  des quatre explants ayant at te int  ce  niveau, 

a l o r s  que le  de rn i e r  en possède deux a r t i cu l és  s u r  un métacarpien la rge  (probablement 

i s su  d'une fusion) ( P l .  I X , F i g .  26 1. 
Parmi  les  s i x  bourgeons pos té r ieu rs  exploi tés,  nous n'avons t rouvé qu'un 

seul explant o ù  le  ca r t i l age  ne so i t  pas ident i f iable.  Deux aut res membres contiennent 

des éléments proximaux normaux et un zeugopode rédu i t  ; I'autopode manque. CI; 
(/('y- 

Le squelette des t r o i s  de rn i e r s  membres est harmonieux, les d i f férent  0 -- 
segments sont représentés,  même au niveau de IJautopode, où l ' on  note cependant une 

réduct ion du nombre des rayons distaux (deux métatarsiens et une phalange dans les  

deux me i l l eu r s  cas) (P I .  I X  , F i g .  27 ) .  

Les bourgeons pos té r ieu rs  associés au matér ie l  ax ia l  ont un développenrent 

analogue à ce lu i  &bourgeons iso lés (PI .  I X  , F ig .28  1. S u r  les s i x  explants obtenus, 

quatre ont élaboré un  squelette harmonieux avec des osselets appartenant à I'autopode. 

S i  le  basipode n'est  pas toujours indiv idual isé,  on t rouve, en revanche, deux ou t r o i s  

métatarsiens et une phalange terminale.  

A l 'examen des résu l ta ts  de cet te  s é r i e  expérimentale, on est avant tout 

f rappé p a r  l 'étonnante homogénéité des presta t ions,  qu ' i l  s 'agisse de membres an té r ieu rs  

ou pos té r i eu r s  : seul I 'autopode est  incomplet , son squelette montrant i nvariablement 

une réduct ion du nombre des rayons distaux et une réduct ion du nombre des éléments 

de I 'acropode . 
6) Conclusion 

Les deux points qui  nous para issent  les p lus  in téressants  à I'exarnen de 

ces résu l ta ts  sont : a) 1 'étude des presta t ions "moy.ennes" obtenus à par t i rdes d i f férents  

stades c 'est-à-dire l e  niveau d is ta l  at te int  l e  p lus fréquemment (ou, à défaut les  éléments 





- 51 - 
car t i lag ineux non ident i f iés) ; 

b) l 'étude des cas o ù  l e  développement est nettement supér ieur  à 

l a  moyenne. . 

a) U n  tableau récapi tu la t i f  (no X X I  1) nous pet-mettra de mieux aborder 

l e  premier  po in t .  

P o u r  les bourgeons antér ieurs ,  le  développement at te int  un  niveau d'autant 

p l us  distal  que l e  stade de prélèvement est  âgé.  Mais l 'adjonct ion de maté r ie l  axial  aux 

explants permet d 'obten i r  de mei l leures presta t ions pour  les stades équivalents pourvu  

qu ' i  1s soient an té r ieu rs  au  stade 19. 

P o u r  les bourgeons pos té r ieu rs  il faut attendre l e  stade 2 0  pour  obten i r  

brusquement des squelettes organisés.  La présence de somites et de système nerveux 

n'amél iore pas  sensiblement la  qual i té des résu l ta ts .  

b )  Le p rem ie r  exemple du manque d'homogénéité dans les résu l ta ts  se s i tue 

dans l'étude des p res ta t ions  obtenues à p a r t i r  de bourgeons de stade 17 âgés. Dans c e  

groupe, cticp<ewlatts, l ' un  antér ieur ,  I 'aut r e  pos té r ieu r  ont at te int  l e  n iveau autopode. 

Pa rm i  les stades 18 l a  p res ta t ion  de t r o i s  bourgeons an té r ieu rs  et deux pos té r ieu rs  

dépasse la moyenne. Enf in ,  on t rouve deux membres an té r ieu rs  et quat re  pos té r ieu rs  

" t rop  bien" organisés pa rm i  les stades 19. 

Le  Tableau X X I  1 1 récapi tu le  ces  observat ions en indiquant l e  numéro de 

l 'échant i l lon a i ns i  que sa provenance. 

Deux commentai r e s  s'imposent : a) ces développements par t icu l ièrement  

intéressants ne  sont pas dus au hasard et  sont à rapprocher  des résu l ta ts  semblables 

récapi tu lés dans l e  tableau X i  l ; 

b)  ces observat ions mettent en re l i e f  l ' in té-  

r ê t  d'une analyse complémentaire des presta t ions obtenues en fonction de l ' o r ig ine  des 

bourgeons. 

C - R E S U L T A T S  DES CULTURES EN F O N C T I O N  CE L ' O R I G I N E  DES B O U R G E O E  

1) Manipulation 1 

Cet te  p remiè re  sé r i e  regroupe des bourgeons de stades 15 et 16. S i  l e  

stade le  p lus âgé élabore l e  nombre de nodules l e  p l us  important, i l  faut no te r  qu ' i l  

n 'ex is te  aucune organisat ion squelett ique i ssue  de l 'ensemble des cu l tu res  de jeunes 

bourgeons t r a i t é s  (Tableau X X I  V) (PI .  I X , F l g .  1 et 2 ) .  L'étude histologique des 

bourgeons an té r i eu r s  témoins de cette s é r i e  montre une c rê te  apicale l a rge  et épaisse 

s u r  un mésoderme di f fus o ù  la pycnose est fa ib le  (PI.  X , F i g .  1 ). Les bourgeons 

pos té r ieu rs  n 'ont  pas encore dlA.E.R. , l e  mésoderme apparaft sain. 

2) Manipulation 2 

Les  ébauches de membres des t r o i s  embryons de cet te  s é r i e  ont eu un com- 

portement p l us  complexe : les bourgeons an té r ieu rs  ont donné des presta t ions d i f férentes 

l es  unes des au t res  (PI .  I X , F i g .  3 et 5 1, a l o r s  que les  bourgeons pos té r ieu rs  (PI .  I X , 
F i g .  4 et 7 ) ont tous é laboré des nodules non ident i f iables (Tableau XXV).  On constate . . 
cependant que l 'assoc ia t ion des bourgeons avec du matér ie l  ax ia l  a tou jours  conduit à l a  

m ise  en   lace de ver tèbres .  



TABLEAU XXII : NIVEAU DE DEVELOPPEMENT LE PLUS FRZQUEMMENT ATTEINT EN 
FONCTION DU STADE ET DE LA NATURE DES EXPLANTS. 

- - - -  

:Stade 15 : Stade 16 Stade 17 : Stade 17âgé : Stade 18 : Stade 19 : Stade 19âgé Stade 20 : 
: Bourgeon a l i t é r i e u r  : : O : NI : 314 : Z : 8/17 : A : 7/12 : A : 515 : A : 616 : 

: Sourgeon a n t é r i e u r  : 

: ûourgeon p o s t é r i e u r  : : O : NI : 214 : NI : 9/19 : NI : 3/12 : N I  : 415 : A : 316 : 

: Bourgeon p o s t é r i e u r  : 
: +somites +S.nerveux : NI : 112 : NI : 215 : N I  : 116 : NI : 114 : NI : 8/19 : NI : 4/12: NI : 515 : A : 416 : 

Légende NI : non i d e n t i f i é  

S : sty lopode 

Z : zeugopode 

A : autopode 

TABLEAU XXIII 

: St. 17 âgé : B.anterieur 64-13b [~anipulation 31 Embryon no 13 : 

: B.postérieur 64-16d I~ani~ulation 31 Embryon no 16 : 

St. 18 B.antérieur 64-14a 
64-14b Mani. ulation 3 Ernbrl on no 
64-115 Manipulation 3 Embryon no 

__----__--______--_--------------------------------------- 
Manipulation 10 Embryon no 7 
Manipulation 10 Embryon no 7 

B.postérieur 65-7c 
65-7d 

: St. 19 : B .antérieur 67-4a 6 Embryon no 4 : 
67-4b Manipulation 6 Embryon no 4 : 

: B .postérieur 67-4c I~fiani~ulation 6 Embryon no 4 / : 
67-4d I~ani~ulation 6 Embryon no 41 : e -. -- 
65-2c i~anipulation 10 Embryon n02] : '' ' 

' / 

65-2d I~arii~ulation 10 Embryon no 2 1 : 





Le développement i n  v i t rc i  des bourgeons de cet te  sé r i e  est donc extrêmemenl 

rédui t .  Le témoin t r a i t é  en h is to log ie  montre des bourgeons an té r ieu rs  dont 1'A.E.R. 

hyper t rophiée mais non saillante à l ' e x té r i eu r ,  est décalléee s u r  la face ventrale de 

l 'ébauche. Le mésoderme d is ta l  est  pycnotique (PI .  X , F i g .  2 ) .  Les bourgeons poçté- 

r i e u r s  de cette sé r i e  n'ont p u  ê t r e  exploi tés.  - 

3)  M a n i p u I a t i o d ( T a b l e a u  X X V  I ) 

Les bourgeons de membre an té r ieu r  iso lés n 'é laborent que des nodules non 

ident i f iés  dont l e  seul point  commun est d ' ê t r e  de grosse t a i l l e  (c inq cas s u r  s ix) .  Un  

des explants présente une organisat ion squelett ique atteignant I'autopode, mais les segmer 

proximaux sont larges et forterrient soudés les  uns aux aut res.  

Ou t re  la format ion de ver tèbres ,  les bourgeons an té r ieu rs  associés à du  

matér ie l  axial  peuvent donner des membres au squelette organisé qui comporte des élé- 

ments d'autopode ( t r o i s  cas  s u r  sept) ce de rn i e r  res te  cependant t r è s  rudimentaire et 

cont raste  avec les  pièces car t i lag ineuses massives des aut res segments(P1. I X,Fig.Eet 12) 

Le développement des bourgeons pos té r ieu rs  i so lés  est nu l  dans c inq  cas  

s u r  sept. Les nodules formés dans ies  deux de rn i e r s  explants ne sont pas ident i f iables 

( P I . I X ,  F i g .  13 ). 

Un seul des bourgeons pos té r ieu rs  associés à du matér ie l  axial  a fou rn i  

une p res ta t ion  intéressante où  l ' on  observe en p lus des ver tèbres ,  une ceinture,  un 

axe stylopode-zeugopode massi f  et une ébauche d'autopode (PI .  I  X ,  F i g .  8 ). Les 

au t res  bourgeons ne se sont pas développés correctement.  Les bourgeons de cette s é r i e  

semblent donc avo i r  réag i  selon une lo i  du tout ou r i e n  : c inq  d 'en t re  eux présentent cin 

squelette massi f ,  presque complet a l o r s  que les vingt- deux aut res sont restés à l 'é ta t  

ind i f férenc ié .  L ' A .  E. R .  des bourgeons témoins est  normale, on ne décèle qu'une pycnose 

t r è s  d i sc rè te  dans le mésoderme (P I .  X, F i g .  3 ) .  

4) Manipulation 4 (Tableau X X V I  1) 

Les membres an té r ieu rs  formés à p a r t i r  de bourgeons i so lés  ont iine cein-- 

t u re  et un humérus normaux, mais le  zeugopode est extrêmement rédui t .  La palet te 

d is ta le  ne montre pas d 'organisat ion squelett ique nette. Dans un  des deux explants, 

e l l e  contient un nodule mal d i f férenc ié .  

Associés à du  matér ie l  ax ia l ,  les bourgeons an té r ieu rs  évoluent en membres 

qui présentent les  mêmes carac té r i s t iques  : Ic  développement normal s ' a r r ê t e  au s ty lo-  

pode. Les pièces p lus d is ta les sont cour tes,  l eu r  ca r t i l age  est  mal d i f fé renc ié  (PI .  l x ,  
Fig. 1 1  1. 

Les bourgeons pos té r ieu rs  iso lés ont un développement t r è s  l imi té  : on  y 

t rouve  dans deux cas p lus ieurs  nodules de t a i l l e  moyenne et dans un cas  une ce in ture 

prolongée d'une ébauche de fémur. Ce  de rn i e r  explant présente une vés icu le  d is ta le .  







Les bourgeons pos té r ieu rs  de cette sé r i e  qui ont été pré levés avec l es  

somites et le système nerveux adjacents, ont tous donné des ver tèbres.  On trocive d a m  

deux explants,  une ébauche de squelette prox imal  dont la  ce in ture est t r ès  atrophiée. Le 

de rn i e r  membre obtenu cont ient  de gros nodules c a r t  i lagineux mal heureusement non 

ident i f iables.  

Le développement squelett ique des membres an té r ieu rs  de cette s é r i e  para î t  

donc t r ès  rédui t  au-delà du stylopode. Quant aux membres pos té r ieu rs ,  l 'aspect r ud i -  

mentaire de leu r  squelette p rox ima l  r e n d  compte de per turbat ions importantes au c o u r s  

de leu r  évolution i n  v i t ro .  

L IA.E .R. des bourgeons an té r ieu rs  présente un aspect pa r t i cu l i e r  : e l l e  

est hypertrophiée, et montre de p lus une base i r r é g u l  i è r e  d'aspect glandulaire (P I .  X , 
F i g .  4 ) .  Tout l e  mésoderme marginal  et d is ta l  est pycnotique. La par t ie  préax ia le  

de 1'A.E.R. des deux bourgeons pos té r ieu rs  o f f r e  les mêmes pa r t i cu l a r i t és  mais l e  

mésoderme post-axial de l 'une des deux ébauches est at te int  d'une pycnose te l le  qu 'e l le  

l e  dé t ru i t  presque complètement et que 1'A.E .R. d isparaî t  en face de cette zone (P I .  X, 

F i g .  5). 

5) Manipcilation 5 (Tableau X X V I  1 1 )  

Les bourgeons an té r ieu rs  iso lés ont développé, dans t r o i s  cas s u r  quat re ,  

un squelette élaboré : on y d is t ingue la  ce in ture,  l e  stylopode, un zeugopode cour t  et  

massi f .  Deux explants possèdent également t r o i s  nodules distaux de pet i te  ta i l l e  (P I .  1 X , 
F i g .  18 ). 

Les squelettes é laborés p a r  les  bourgeons an té r ieu rs  associés à du maté- 

r i e l  ax ia l  possèdent les mêmes carac té r i s t iques  sauf dans un explant où  le  zeugopode 

manque. 

Le développement des bourgeons pos té r ieu rs  se l imi te  à l 'é laborat ion de 

nodules non ident i f iés  (PI .  I X  , F i g .  21 1. Associés à du  niésoderme somitique et du 

tube neura l ,  ces mêmes bourgeons donnent au mieux quelques ver tèbres.  

Les bourgeons pos té r i eu r s  montrent donc, dans cette sé r i e  l eu r  incapaci té 

à se développer noi-malement , a l o r s  que les  bourgeons an ié r i eu r s  élaborent des s t r uc -  

t u res  prox imales.  LIA.E .R. des témoins an té r ieu rs  est épaisse et ventrale.  Sa base 

est  i r r égu l i è re .  Le mésoderme est lâche, la  pycnose touche la pa r t i e  d is ta le  des bour -  

geons (PI .  X , F i g .  6 1. L IA .E  .R. des ébauches pos té r ieu res  est hypertrophiée, ven- 

t r a l e  et non sai l lante.  Une pycnose d i f fuse affecte tout l e  mésoderme sauf sous l a  c r ê t e  

apicale où  son intensi té augmente. 

6 )  Manipulation 6 (Tableau X X I  X) 

Les bourgeons an té r ieu rs  iso lés ou associés à du  matér ie l  ax ia l  donnent 

de bonnes presta t ions : toute l a  p a r t i e  prox imale du squelette est harmonieuse. Seul  

I 'autopode présente un nombre d'éléments rédu i t ,  mais les  métacarpiens obtenus (b ien  

que larges à leu r  base) sont parfai tement reconnaissables (PI .  1 X , F i g .  19 et 2 0  ). 



TABLEAU X X V I I I  : D E V E L O P P E M E N T  I N  V I T R O  DE BOURGEONS D E  MEMBRES I S S U S .  D E  L A  S O U R I S  n o  5. 

Nombre dlexplants 
Nature des explants mis en culture 

B o u r g e o n  a n t é r i e u r  

T A B L E A U  X X I X  : D E V E L O P P E M E N T  I N  V I T R O  D E  BOURGEONS D E  MEMBRES I S S U S  D E  L A  S O U R I S  n o  6. 



Le bourgeon pos té r ieu r  i so lé  s 'es t  développé de façon co r rec te  jusqu'au 

niveau du  basipode, sa  palet te autopodiale ne  contient aucun nodule. 

Le bourgeon pos té r ieu r  associé aux somites et au système nerveux adja- . 

cents a donné un membre pourvu  d 'un métatarsien de pet i te  ta i l l e  à I ' ex t rémi té  d 'un sque- 

let te b i en  organisé ( P l  :l X , F i g .  22 ) .  

Les bourgeons de cet te  sé r i e  ont donc fourn i  de bonnes presta t ions.  L'as- 

pect histologique des bourgeons à la  mise en cu l t u re  est tout à fa i t  normal.  

7 )  Manipulat ion 7 ( 'Tableau XXX)  

L'examen d u  développement des bourgeons an té r ieu rs  de cette sé r i e ,  qu ' i l s  

soient iso les ou associés à du matér ie l  ax ia l ,  conduit aux mêmes observat ions : toute 

la  p a r t i e  prox imale du  membre jusqu'au zeugopode est normale mais la  pa le t te  autopodiale 

ne cont ient  qu'un nombre var iab le  de pet i ts  nodules non ident i f iables (P l .  l X  , F i g .  23 1. 
On ne peut guère qua1 i f i e r  de membres les explants pos té r ieu rs  exp lo i t& : i l s  ne mon- 

t rent  que des nodules ca r t i l ag ineux  non ident i f iab les,  p a r f c i s  quelques ver tèbres  (P I .  I X , 
F i g .  241, et exceptionnellement une pièce ressemblant à une ceinture.  

Ces résu l ta ts  contrastent donc avec ceux de la  manipulation préchdente dans 

la mesure où  I'autopode an té r ieu r  et le membre pos té r i eu r  dans son ensemble n'ont pas 

élaboré de squelette organisé.  

Les bourgeons an té r ieu rs  témoins ont une A .E .R.  épaisse qui  r es te  Iégè- 

rement sai l lante.  Dans le  mésoderme on peut d is t inguer  deux zones : la  p rem iè re  p rox i -  

male semble in t  acte. On y t rouve une précondensation car t i lag ineuse,  la  seconde si tuée 

au niveau de la  fu ture pa le t te  autopodiale cont ient  un mésoderme lâche t r è s  pycnot ique 

en pé r i phé r i e  (PI.  X , F i g .  7 1. LIA.E.R. des ébauches postér ieures est  la rge,  aplat ie 

et non sai l lante,  sa pos i t i on  est t r è s  vent ra le  à l ' ex t rémi té  post-axiale des bourgeons. 

Une pycnose abondante est  disséminée dans l e  mésoderme d is ta l  (PI .  X , F i g .  8 1. 
8) Manipulat ion 8 ( Tableau X X X I )  

I I  n 'es t  pas  nécessai re  de d issoc ie r  les résu l ta ts  de cette s é r i e  en fonc- 

t ion de l a  nature des bourgeons mis  en cu l tu re  : qu ' i l s  soient antérieursou pos té r ieu rs ,  

iso lés ou associés à d u  matér ie l  ax ia l ,  ces expiants ont é laboré un squelette harmonieux 

où  seul I 'autopode présente des anomalies. Les éléments qui l e  composent sont par fa i -  

tement ident i f iables ma is  en nombre rédui t  ( P l .  I  X , F i g .  25 à 28). 

L1A .E  .R.  an té r ieu re  a une forme de len t i l l e ,  mais e l le  fa i t  s a i l l i e  à I'in- 

té r ieu r  de I 'explant.  L e  mésoderme distal  est pycnotique. Les bourgeons pos té r i eu r s  ont 

une A.E.R. épaisse et  un  mésoderme d is ta l  t r è s  abimé. 

9) Manipulation 9 (Tableau X X X I  1) 

Un seul explant de cet te  s é r i e  a é laboré des pièces squelettiques,en 

l ' occur rence  des ver tèbres .  



TABLEAU XXX : DEVELOPPEMENT I N  V I T R O  D E S  BOURGEONS DE MEMBRES I S S U S  DE LA S O U R I S  n o  7. 

Nombre d'explants 
Nature des explants 

mis en culture 

TABLEAU XXXI  : DEVELOPPEMEN'T I N  V I T R O  D E S  B W R G E O N S  DE MEMBRES I S S U S  DE LA S O U R I S  n o  8. 



C'es t  une absence presque totale de la chondrogenèse que nous constatons 

c a r  aucun nodule car t i lag ineux n'est  v i s i b l e  dans dix-neuf des v ingt 'hembres"  obtenus. 

L IA.E.R.  des bourgeons an té r ieu rs  témoins est  la rge,  non sai l lante.  E l l e  

se t rouve en pos i t ion vent ra le  et sa base est i r i -égu l ière .  La pycnose abonde dans l e  

mésoderme s i tué juste sous l a  c rê te .  Les bourgeons pos té r ieu rs  ont une A.E .R. l a rge  

et épaisse. La mo i t ié  d is ta le  de leu r  mésoderme est pycnotique. 

10)  Manipulation 10 (Tableau X X X  I I 1) 

Les bourgeons an té r ieu rs  isolés,  donnerit un squelette é laboré où le  niveau 

zeugopode est a t te in t .  Mais ce  segment est t ronqué et on ne t rouve que rarement des 

éléments p l us  distaux. I I  s 'ag i t  a l o r s  de nodules non ident i f iables (PI .  I X , F i g .  9 ). 

La fréquence d 'appar i t ion de ces mêmes nodules au niveau de I'autopode 

c ro î t  s i  l e s  bourgeons sont cu l t i vés  en présence de matér ie l  ax ia l ,  mais les deux compo- 

sants du  zeugopode restent g rê les  et peu développés. 

Le bourgeon pos té r ieu r  donne beaucoup p lus rarement une bonne presta t ion.  

Le zeugopode, quand i l  est ind iv idua l isé,  est su iv i  d'un nodule d is ta l  non ident i f iable 

(deux cas) .  Sinon i l  est à pe ine d i f fé renc ié  (deux cas).  

Le niveau zeugopode est p l us  fréquemment at te int  p a r  les bourgeons posté- 

r i e u r s  associés à du  matér ie l  axial  . Ses  composants restent cependant rudimei-itaires 

et  soudés au stylopode (PI. I X  , F i g .  15 ). Un  seul explant présente une ébauche d'orga- 

n isat ion d is ta le  o ù  l 'on dist ingue un métatarsien.et deux phalanges au se in  d'une pa le t te  

indentée (P I .  I X  , F i g .  16 ). 

Dans cette sé r i e ,  les segments les p lus  distaux des membres obtenus sont 

donc les p lus mal représentés.  Le témoin histologique n'a p u  ê t r e  exploi té.  

11) Manipulation 1 1  (Tableau X X X I V )  

Les résu l ta ts  obtenus à p a r t i r  de bourgeons an té r ieu rs  i so lés  ou associés 

à du maté r ie l  ax ia l ,  montrent que dans l a  p lupar t  des cas, l e  membre n 'a  pu  d i f fé renc ie r  

qu'une ce in tu re  et un st j / lopode normaux, les  zeugopodes observés sont des p lus r ud i -  

mentaires sauf dans deux explants où  p lus ieurs  nodules non ident i f iab les s i tués dans 

la  pa le t te  autopodiale les accompagnent (Pl. XX  I I , Fig.4b).  

Le developpement des bourgeons pos té r ieu rs  est quasiment nul  , aucun 

élément squelett ique élaboré au t re  que des ver tèbres  n ' a  été découvert  dans les explants 

de cet te  s é r i e  (P I .XX I  I ,F ig .4d) .  

I I  convient de s ignaler  enf in  que les  deux explants pos té r ieu rs  contenant 

des c a r t i  lages proviennent de I 'embryon dont les deux bourgeons an té r ieu rs  ont é!aboré 

un squelet te harmonieux avec ébauche d'acitopode . 
Le témoin r é s e r v é  à l 'h is to log ie  montre des bourgeons an té r ieu rs  dorit 

1'A.E.R. est épaisse et dont l e  mésoderme marginal  d is ta l  est at te int  p a r  de la  pycrtose. 



TABLEAU X X X I I  : DEVELOPPEMENT I N .  V I T R O  D E S  BOURGEONS DE MEMBRES I S S U S  DE LA S O U R I S  n o  9 .  

Nombre dlexplants 
Nature des explants mis en culture 

TABLEAU X X X I I I  : DEVELOPPEMENT I N  V I T R O  D E S  BOURGEONS DE MEMBRES I S S U S  DE LA S O U R I S  nOIO.  





Les ébauches pos té r ieu res  ont des A. E. R.  épaisses également, mais la  pycnose s'étend 

à tout le  bourgeon. 

12) Conclusion 

L ' i n té rê t  essent ie l  des résu l ta ts  regroupés en fonction de l ' o r ig ine  des 

bourgeons rés i de  dans l eu r  gandr homogénéité. Des bourgeons de stades vo is ins  au 

prélèvement ne montrent pas de d i f férences fondamentales après l e u r  évolut ion i n  v i t r o .  

Dans ce sens, i l  existe un para l  lé l isme é t r o i t  avec ce qui se passe i n  u tero,  puisque 

les sujets d'une même por tée  présentent également les mêmes caractér is t iques.  

L'étude histologique nous permet de montrer  les  co r ré l a t i ons  é t ro i tes  qui 

existent en t re  l 'aspect des composants du  bourc;eon et son deveni r .  Les  sé r ies  o ù  A.E.R. 

et mésoderme para issent  normaux ont conduit à des presta t ions de bonne qua1 i té .  Par. 

cont re  lorsque ta cytosine arabinoside a provoqué des dégénérescences marqciées dans 

l'ébauche, la p res ta t ion  des bourgeons a t o i ~ j o u r s  été déficiente. 

Des obser\/at ions s im i l a i r es  ont été fa i tes p a r  KOCHHAR et co l .  en 

1978. Ces chercheurs  estiment que i ' i n tens i té  de l a  dégénérescence qui  touche unique- 

ment l e  mésoderme est fonct ion de l a  dose administrée et que le  bourgeon commence à 

" récupérer"  12 à 24 heures après l ' in jec t ion.  L'aspect h is to log iq~ ie  anormal de cer ta ines 

A.  E .R . caractér iser-ai t  une phase de reconst ruct ion du bourgeon. 

I I nous res te  à étudier dans une de rn i è re  pa r t i e  jusqu'à quel point  l e  

développement in v i t r o  est  "f idèle". 

E n  d 'aut res termes, i l  res te  à f a i r e  la  p a r t  en t re  les per turbat ions dues 

à la  technique de cu l tu re  et  ce l les  indui tes expérimentalement p a r  in jec t ion de cytosine 

arabinoside. 
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I - E T U D E  D E S  S E R  I E S  C O M P O R T A N T  LIES M E M B R E S  T R A I T E S  

A L A  C Y T O S I N E  A R A B I N O S I D E  D E V E L O P P E S  I N  U U r E R O O  

(Manipulations 1 à 8) 

Dans c e  chapi t re ,  pour  un stade de prélèvement déf in i ,  nous comparerons 

les membres obtenus i n  v i t r o  à p a r t i r  d 'un bourgeon apres traitement à l a  cytosine 

arabinoside à un membre obtenu i n  v i t r o  sans trai tement.  D 'aut re  pa r t ,  l es  membres 

issus des bourgeons t r a i t és  seront comparés aux membres dévelcppés i n  citero chez les 

embryons jumeaux après  in jec t ion de I 'agent tératogène. 

A - La rnanipul at ion r i0 1 , concerne de t r è s  jeunes bourgeons (Tableau X). 

Nous n'avons tenu compte que des ébauches de stade 16, ne disposant pas ae témoin 

i n  v i t r o  non t r a i t é  de stade 15. 

L'examen de l a  p lanchex  I montre  des membres issus de bourgeons t r a i t és  

pu i s  mis en cu l tu re  n'ayant é laboré aucun élément squelett ique ident i f iable.  Pour tant ,  

qu ' i l  s 'agisse de membres an té r ieu rs  ou de membres pos té r ieu rs ,  les témoins i n  i ~ t e r o ,  

se sont b ien développés, et les  témûins i n  v i t r o  de stade équivalent ont un squelette 

rud imenta i re  mais organisi.. Dans ces condi t ions,  i l  est  d i f f i c i l e  d 'éva luer  le  r ô l e  exact 

de l 'agent tératogène dans I 'échec des cu l t u res  exploitées. 

€3 - Dans la  mari ipulaticn n o  2, t r o i s  stades de développement d i f fé ren ts  

étaient présents  au mornent de l a  mise en cu l t u re  : 17, 17 âgé, et 18 (Tableaa X). 

Les p lanchesXl  I,XI I  ! ,XI  V,  mettent par t icu l ièrement  en r e l i e f  les ef fets de 

la  cytosine arabinoside. Les presta t ions réa l i sées  i n  v i t r o  après t ra i tement sont t rSs  

in fé r ieu res  à ce l les  des témoins non t ra i tés .  D ' au t re  p a r t ,  tous les  éléments squelettiques 

des témoins i n  u te r c  sont rédu i t s  et déformés, par t icu l ièrement  au niveau des membres 

postér ieurs .  O r  seul l e  membre antér ieur  de stade 1'7 âgé présente après développerrient 

i n  v i t r o  une organisat ion prox imale rudimentaire,  les aut res ébauches ne montrent que 

des nodules non ident i f iab les et des ver tèbres.  

C - La cytos ine arabinoside in jec tée au cours  de la  manipulat ion no 3 

effectuée s u r  des embryons de stades 17 âgés et 18 (Tableau X) a ,  i n  u te ro ,  un ef fet  

modéré s u r  les  membres antér ieurs .  Mais son act ion est ,  p lus  accentuée s u r  les 

membres pos té r ieu rs .  

Les planches X V  ,XV I montrent que les presta t io l is  obtenues in v i t r o  après 

t ra i tement,  comportent les anomalies observées i n  u te ro  : aux stades concernés l e  



développement des bourgeons an té r ieu rs  t r a i t es  est  légèrement i n f é r i eu r  à ce lu i  des 

bourgeons non t r a i t és  tandis que le  "développement" des bourgeons pos té r ieu rs  t ra i tés  

est  l o in  de ressembler  à ce lu i  des témoins non t ra i tés .  

D - Les invest igat ions menées s u r  les embryons de la  manipulation no 4 

(Tableau X) conduisent aux mêmes conclusions. l n  u te ro  (PI.XVII) ,  l a  cytosine arabino- 

s ide  per tu rbe  l ' é labora t ion  du zeugopode et de I'autopode antér ieurs .  I n  v i t r o ,  l a  cein- 

t u r e  et le stylopode sont p résen ts  mais l e  zeugopode est  t r ès  rédui t .  Quant à I'autopode 

i l  n 'existe pas. Les bourgeons non t r a i t és  de ce stade sont pourtant capables de p rodu i re  

ces  deux segments distaux. Le membre pos té r ieu r  (PI.wII) est beaucoup p lus  sensible à 

l ' ac t ion  de l 'agent tératogène. Les déf ic iences observées après développement ir; u te ro  

existent dans l es  membres obtenus i n  v i t r o  : I'autopode notamment n 'é labore aucun élément 

squelett ique. 

E - A l ' i ssue  de la  manipulation no  5 (Tableau X), les  membres an té r ieu rs  

obtenus i n  v i t r o  ou  i n  u te ro  présentent des anomalies d is ta les .  Mais ces  dern iè res  appa- 

ra issent  p lus accusées dans les explants cu l t i vés  i n  v i t r o  . Le zeugopode (P I .  XV I I  I ) et 

I 'autopode y sont t r ès  rédu i t s  a l o r s  que même déformés i l s  existent dans les membres cjui 

se  sont développés i n  u te ro  ou dans les témoins i n  v i t r o  non t ra i tés .  Dans les membres 

pos té r ieu rs ,  é laborés i n  u te ro ,  la  d i f férenc ia t ion des éléments sc~uelet t iques est mau- 

vaise et I 'autopode est anormal.  Corré la t ivement  on n 'observe aucun squelette organisé 

dans les explants obtenus i n  v i t r o  (P l .  X V I  I 1). 

4 c e  stade de développernent , le  bourgeon postér ieur  non t r a i t é  peut 

cependant é l abo re r  un squelet te harmonieux i n  v i t r o .  

F - La manFpulation no  6 a conduit i n  u te ro  à des développements de membres 

tout à fa i t  normaux aussi n 'es t - i l  pas étonnant de t r ouve r  dans les cu l t u res  de bourgeons 

t r a i t és  des squelettes tout à fa i t  comparables à ceux des membres i ssus  de bourgeons 

non t ra i tés  (P I .  X IX) .  

G - Les membres élaborés -- i n  u te ro  à p a r t i r  des embryons de la  nianipu- 

la t ion 7 montrent des anomalies de I'autopode an té r ieu r  assez importantes (PI .XX ). 

I n  v i t r o ,  les explants t r a i t és  correspondants ont une palet te autopodiale ne contenant 

que des nodules non ident i f iables.  O r ,  les témoins non t ra i tés  peuvent d i f fé renc ie r  un 

squelette é laboré à ce niveau. I I semble donc qu'un para l lé l isme é t r o i t  ex is te  en t re  les 

squelettes é laborés i n  v i t r o  et i n  u tero.  



Le cas  des membres pos té r ieu rs  t r a i t és  est p a r t i c u l i e r  : l a  d i f férenc ia t ion 

car t i lag ineuse i n  u t e r o n ' y  semble normale qu'au niveau du stylopode. Pour tant ,  l es  

pièces p l u s  d is la les  ont une forme et des p r ~ p o r t i o n s  peu a l térées ; seul I 'autopode a 

un nombre de rayons rédui t  (PI  .XX ) .  I n  v i t r o ,  la d i f férenc ia t ion des explants t r a i t &  

(de même or ig ine )  est t r ès  rédui te,  b ien  in fé r ieu re  à ce l le  des explants non t ra i tés .  

H - A l'examen de la  plancheXXl ,on est immédiatement f rappé pa r  l a  qua! i t é  

des p res ta t ions  obtenues avec des bourgeons an té r ieu rs  t r a i t és  pu is  m i s  en cu l tu re .  

A l o r s  que les  membres des embryons la issés i n  u te roon t  un autopode déf ic ient ,  le  sque-- 

lette é laboré p a r  les  bourgeons t r a i t és  contiennent un autopode proport ionnel lement mieux 

représenté dont les  éléments sont cependant moins nombreux que ceux des témoins non 

t ra i tés .  

La d i f férenc ia t ion prox imale et in termédia i re  est me i l l eu re  que dans les  

témoins nori t r a i t és  et  concorde avec les  résu l ta ts  obtenus in u te ro .  

Les résu l ta ts  obtenus avec les  bourgeons pos té r ieu rs  t r a i t és  (PI . X X I  ) sont 

également d 'excel lente qual i té.  I I s  sont d'autant p lussurprenantsque les membres t r a i t és  

mais développés i n  u te ro  n'ont que des pièces squelett iques in termédia i res de d i f féren-  

c ia t ion  médiocre.  

I I - E T U D E  D E S  S E R  I E S  O U  M A N Q U E N T  L E S  T E M O I  NS T R A  l T E S  

D E V E L O P P E S  I N U T E R O  (Manipulations 9, 10 ,  11)  

I I r es te ,  en dern ie r  l i eu ,  à examiner I cs  développements i n  v i t r o d e s  bbour- 

geons de membres provenant des manipulations o ù  les témoins i n  u te ro  n'ont pu  ê t r e  

exploi tés (Tableau XI.  Nous les avons comparés au développement de bourgeons de même 

stade non t r a i t és  en nous. repor tant  toutefois aux presta t ions réa l i sees  -- i n  u te ro  p a r  

desébauchesdestade équivalent mais appartenant à des sér ies  expérimentales d i f férentes.  

A - La  f igu re  1 de ladamhe XXll (Manipulation 9)  met en évidence la mauvaise 

d i f férenc ia t ion des bourgeoris t r a i t és  qu ' i  l s  soient an té r ieu rs  ou  pos té r ieu rs .  Néanmoins 

les p res ta t ions  obtenues sont en tous po in ts  comparables à ce l les  des bourgeons de stade 

équivalent issus de l a  manipulation no 2 (P1.XI 1). 

B - La f igu re  2 de la  planche X X I  I permet d 'observer  dessquelet tes obtenus 

à p a r t i r  de bourgeons de stade 18 t r a i t é s  (Manipulation 10 )  et non t ra i tés .  Dans l es  

explants soumis à l a  cytosine arabinoside, on t rouve une d i f fé renc ia t ion  prox imale no r -  

male, mais on note aussi  la  rudimentat ion du zeugopode et l 'absence d'autopode, résu l ta ts  



comparables, pour  les  membres an té r ieu rs  à ceux des stades équivalents des mani- 

pulat ions 3 et 4 (P I  .ml, XV II). Mais de te ls  squelettes élaborés aci n iveau des ébauches 

pos té r ieu res  dépassent de lo in  l e  degré  de développement a t te in t  p a r  les  bourgeons 

pos té r ieu rs  des mêmes manipulations 3 et 4. 

Le seul embryon de stade 19 de la  manipulation 10 a développé i n  v i t r o  

des membres an té r ieu rs  dont l e  zeuyopode parai't presque normal mais dcnt I 'autopode 

fai t  défaut (P I  .XXII ,F ig .  3 ) . La d i f férenc ia t ion intei-médiai redésmembres pos té r ieu rs  

est moins poussée mais  I'autopode contient un nodule nori ident i f iable.  On peut comparer 

le développement de ces explants au développement des bourgeons de stade 18 de l a  

même sé r i e ,  la  p res ta t ion  réa l i sée  p a r  l e  bourgeon pos té r ieu r  se situant égalemerit en 

marge des résu l ta ts  obtenus avec des bourgeons de même stade t ra i tés  et mis en cu l t u re  

(PI.X?/I  e tX? / I  I ,Tableau X X I  1). 

C - Les bourgeons an té r ieu rs  de la manipulation no 1 1  t r a i t és  et mis  en 

cu l tu re  présentent des anomalies d is ta les : I'autopode se rédu i t  à quelques nodules non 

ident i f iab les (P I  . M I  ,F ig .  4 1.  Ce développement in fé r ieu r  à ce lu i  de bourgeons non 

t r a i t és  évoque ce lu i  des ébauches de la  s é r i e  n o  7 (P I .  XX 1. De même, les  presta t ions 

t r ès  rédui tes  des bourgeons pos té r i eu r s  peuvent ê t r e  compar6es à ce l les  des meiribres 

pos té r ieu rs  de cet te  même sér ie .  

1 1  1 - C O N C L U S I O N  

Dans l a  ma jo r i té  des cas, il ex is te  un para l  lé l isme é t ro i t  en t re  les anoina- 

l i es  du  squelet te observées après développement i n  u te ro  ou i n  v i t r o .  La f i dé l i té  de 

cet te  technique pa ra i t  donc démontrée en ce  qui concerne la  d i f férenc ia t ion des éléments 

car t i lag ineux;  i l  faut r e ten i r  que, excepté pour  la  manipulation 8, les élémeiits mal 

co lo rés  in u te ro ,  n'apparaissent jamais i n  v i t r o .  En f i n  i l  faut r eg re t t e r  que les anoma- 

l i e s  de l a  morphologie des autopodes n'apparaissent pas i n  v i t r o  , nous pensons pa r t i -  

cul ièrement aux membres at te ints de po lydacty l ie  pour  lesqciels une étude de détai l  se ra i t  

t r ès  intéressante.  

T r o i s  manipulations présentent néanmoins des résu l ta ts  qui mettent I 'obser-  

vateur dans l 'embarras : 

- la manipulation 1 où  les  cu l tu res  de bourgeons t r a i t és  de stades 15 et  16 

n'ont pas donné de squelette mais pou r  laquel l e  des facteurs  cornme l e  jeurie âge des 

explants et  l eu r  nombre rédui t  peuvent const i tuer  i n  v i t r o  des obstacles p l us  sé r ieux  

que l 'admin is t ra t ion de cytosine arabinoside. 



- la manipulation 8 o ù  les  presta t ions réa l isées i n  v i t r o  p a r  les bourgeons 

t r a i t és  de stade 2 0  sont supér ieures à ce l les  des témoins in u te ro ,  résc~ l ta ts  que nous 

ne pouvons expl  i quer  . 
- la  manipulation 10 o ù  des bourgeons pos té r ieu rs  t r a i t és  de stades 18 

e t  19 élaborent des squelettes " t rop  bien" organisés dont l 'aspect rappel le ,  toutes 

p ropor t ions  gardées, le développement i n  u te ro  des ébauches pos té r ieu res  de la mani- 

pu la t ion 7 (Stade 19 âgé à l 'opérat ion) (PI .XX 1. L'hypothèse d'une parenté ent re  sé r i es  

10 et 7 devient plausible s i  l 'on cons idère les  développements assez semblables des 

membres an té r ieu rs  mais l a  d i f férence d'âge en t re  les embryons provenant de ces deux 

manipulations l im i te  considérablement l a  comparaison. 



Q U A T R I E M E  P A R T I E  

C U L T U R E  D E  F R A G M E N T S  D I S T A U X  

D E  B O U R G E O N S  D E  M E M B R E S  



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

Les t ravaux  de MAC CABE et PARKER (1 975) ont i nsp i r é  cet te  p a ~ t i e  

de not re  t r ava i l .  Ir1 v i t r o ,  un  facteur  d i i fus ib le  produi t  p a r  la  Z . P . A .  permet l e  

maintien de la crê te  ap ica le  : conformément aux observat ions de 1-ICKLE 

et co l .  (1976) et MAC C A B E  et PARKER (1976) nous avons admis I 'existence d'une zone 

d 'ac t i v i té  po lar isante dans l a  pa r t i e  pcstaxiale du bourgeon de membre de sou r i s  saris, 

toutefois, en connaître les  l  imi tes exactes. Deux zones d is ta les du bourgeon ont donc 

été cho is ies .  La p remiè re ,  en pos i t ion préax ia le ,  t r è s  éloignée de l 'hypothétique Z.P.A.  

est  affectée précocement p a r  des phénomènes de dégénérescence. i a  seconde si tuée à 

I 'apex du bourgeon, vo is ine  de la Z .P .A .  présumée, res te  saine au cou rs  du développe- 

ment du membre. Toutes deux comportent in i t ia lement l a  c rê te  apicale associée à une 

quantité p l us  ou moins importante de mésoderme. E n  ef fet ,  l 'épaisseur théor ique des 

fragments (p.  7) n 'a pu  ê t r e  obtenue régul ièrement à chaque dissect ion.  Nous n'avons 

cependant pas écarté les  fragments non conformes au standard f i xé  : toutes les p ièces 

ont été mises en cu l tu re  et c lassées en t r o i s  groupes de faible,  "bonne" ou f o r t e  épais- 

seur  l o r s  de l 'exp lo i ta t ion des résu l ta ts .  Ces de rn i e r s  Font état de l 'existence de la  

c rê te  apicale,  et de sa morphologie après 36 heures de cu l tu re  : 1'A.E.R. peut avo i r  

gardé son aspect ca rac té r i s t ique  de lent i l le ,  ou s ' ê t r e  aplat ie et ne p lus  const i tuer  qu'un 

simple épaississement ectodermique. 

I I - R E S U L T A T S  

A - ASPECT GENERAL D E S  CULTURES 

L'examen histologique des explants , quel l es  que soient leu r  o r i g i ne  et 

l eu r s  dimensions in i t i a les  permet d 'observer  deux comportements d is t inc ts  en cu l tu re .  

Cer ta ines p ièces adhèrent fortement au substrat  p a r  toute l a  sur face du mésoderme que 

l a  dissect ion a dénudé (PI. X X I  I 1 ,  F i g .  11, e l l es  ont l a  forme d'un dôme dont l a  pa ro i  

est  constituée d'ectoderrne et le  cen t re  de mésoderme. LIA.E .R. , lo rsqu 'e l le  a subsisté,  

se  trouve en général à I 'apex de ce  dôme. Les au t res  pièces forment des vésicules oi;, 

l 'ectoderme enveloppe l es  ce1 Iules mésodermiques (P I .  XX  I I i , F i g .  2). Seules quelques 

zones où la  c i ca t r i sa t ion  est  imparfai te semblent assu re r  la  f ixa t ion au substrat .  Dans 

ces  cas, l a  c rê te  apicale n'occupe pas une pos i t ion p réc i se  et i l  est pa r f o i s  d i f f i c i l e  

de d is t inguer  une A.E.R. af fa issée d'une zone de c ica t r i sa t ion  ectodermique. 



6 - ASPECT DES CONST I T U A N T S  

1 )  L 'ectoderme et 1 'A.E.R. ----- 

L 'ectoderme ne subit aucune modif icat ion noto i re  : i l  r e s t e  composé d'une 

assise basale et d'une couche pér idermique de ce l lu les  aplat ies (PI.  X X I  I 1 ,  F i g .  3). On ' 

n ' y  dist ingue pas de pycnose mais on y t rouve fréquemment des ce l lu les  en  mitose 

(P I .  X X I  I I , F i g .  2). Au  niveau de la c rê te  ap ica le  existe une pycnose t r è s  d isc rè te  que 

cotoient t r ès  souvent des ce1 Iu les en d iv i s ion  (P I .  XX  I I I , F i g .  3). On n 'observe pas  

d'accentuation de la  déçénêrescence lorsque I ' A .  E .R . s'aminci t .  

2 )  La lame basale 

Cette s t r uc tu re  n ' o f f r e  pas de ca rac tè re  pa r t i cu l i e r  après 36 heures de 

cu l tu re .  E l l e  r es te  nette, longeant la  face in terne de l 'ectoderme. 

3 )  Le mésoderme 

Les aspects que présentent ce  Feuillet sont mult ip les de p a r  la  densi té des 

ce l lu les  et de p a r  l e u r  état. 

a) A i ' i n t é r i eu r  d 'un explant donné voisinent des zones de ce l lu les  

t r è s  se r rées  dont on ne dist ingue que les  noyaux, et des zones où  le  cytoplasme émet 

de longs f i  lopodes dans de vastes espaces in te rce l  lci laires. 

5 )  Le phénomène de pycnose touche par t icu l ièrement  les  ce1 Iu les  

mésodermiques. Les explantsparfaitement sains sont r a r e s ,  l a  p lupar t  montre  une dégé- 

nérescence pa r f o i s  t r è s  avancée. Les déb r i s  ce1 l u l a i r es  peuvent ê t r e  disséminés pa rm i  le* 

ce l lu les  saines (PI .  X X I  l 1 ,  F i g .  7 )  ou regroupés so i t  au niveau du s inusmarg ina l  

(P I .  X X I  I 1 ,  F i g .  1 et  4) so i t  dans de grandes cav i tés  ménagées au hasard  à l ' i n t é r i eu r  

des explants (PI .  XX  l I I , F i g .  5, 6, 7). Except ionnel  lement, on observe à ce niveau des 

ce1 Iu les de ta i l l e  importante qui semblent con ten i r  des produi ts  de dégénérescence 

(P I .  X X  I 1 I , F i g .  8). L-orsqu' i  l y a f ixa t ion au subst ra t ,  la  pycnose la  p l u s  intense s 'ob- 

se rve  à l a  base des explants, cont re  l e  support .  La présence de popuiat ions ce l l u l a i r es  

mésodermiques t r è s  abimées n'empêche n i  l a  s u r v i e  de I fA .E .R . ,  n i  la  p ro l i f é ra t i on  

par fo is  intense d 'au t res  ce1 Iu les mésodermiques. 

4) Le s inus marginal  

On ne le  t rouve jamais dans les  cu l tu res  de fragments de stades 16 et  

17. A p a r t i r  du stade 18, l o r squ ' i l  subsiste,  i l  est  en général logé assez profondément 

dans l e  mésoderme (P I .  X X I  1 1 ,  F i g .  1 ,  4). E n  p l us  des ery throb lastes,  i l  contient 

souvent de nombreux débr i s  ce1 lu la i res .  On note que les explants dont l e  mésoderme est  

en t r è s  mauvais état, n'ont p lus  de sinus març ina l  mais une grande cav i té  o ù  vois inent 

des groupes de ce l lu les  sanguines a l térées et de nombreux débr i s  ce l l u l a i r es .  



TABLEAU XXXV : CULTURE DE FRAGMENTS DiSTAUX DE BOURGEONS DE 

STADE 16 (3G heures) 

A.E.R. 
Nature des explants Nombres de cultures :---------------T--------: 

'Absente :Mince :Normale 
...................... ..................... -------- ------ -------- 
: Bourgeon Antérieur 

20 : 19 0 1 
1 /2  nréaxiale . ' *  

I : Bourgeon Antérieur : 
20 : 6 5 9 

1 /2   ost taxi ale 

TABLEAU XXXVI : CULTURE DE FRAGMENTS DISTAUX DE BOURGEONS DE 

STADE 17 (36 heures) 

A.E.R. 
:Nombre de : --------------------.---- 'Nature des explants :Epaisseur . . cultures : 

Absente :Mince :Normale : 
'Bourgeon Antérieur :Faible : 1 i l :  O 0  

2 2 O O 
---------- ---------- -------- ------ -------- . . 

'Zone 1 'For te 3 1 2 O 
.................... ---------- ---------- -------- ------ -------- 
:Bourgeon Antérieur :Faible 1 i l .  I o .  : O :  

---------- ----------- -------- ----- ----.---- 
'Moyenne 4 2 O 2  
- --------- -- -------- ---- ---- ------ ---.----- 

'Zone 2 'Forte 1 I o :  1 0  



TABLEAU X X X V I I  : CULTURE DE FRAGMENTS DISTAUX DE BOURGEONS DE STADE 18 

(36 heu re s )  

: Nombre de : A . E . R .  
Nature des  exp lan t s :  Epa i s seu r  --___---__----- 

: c u l t u r e s  : 
: : Absente Mince Normale 

:Bourgeon Antér ieur  : F a i b l e  3 3 O O 

: Moyenne : 8 7 O 1 

:Zone 1 : F o r t e  1 O 1 O 

3 2 O 'Bourgeon Antér ieur  : F a i b l e  1 

'Zone 2 

-___---_--- ----------- ------------- ------------- ---II------- 
: Moyenne : 7 3 3 1 

F o r t e  2 O 1 1 

:Bourgeon P o s t é r i e u r  : F a i b l e  3 3 O 0 .-----------.-----------'---------------.----------.--:------------- 
: Moyenne : 4 3 1 O 
:-----------:-----------.-------------:------------:--------.---- 
: F o r t e  5 4 O 1 

:Bourgeon P o s t é r i e u r  : F a i b l e  1 1 
-------__-- ----------_ _-------_-__- ------------ ------------- 

10 7 1 1 Moyenne 2 
---- - ------ -- - ----- - ---- ---- --------- ------- ----- ------------ 

'Zone 2 F o r t e  1 1 O O 



C - E-TUDE D E  L.A SLJl-iV I  E DE L A  C R E T E  AP I CALE 

1) Fragments distaux de bourgeons de stade 16 

A ce  stade, ce sont les moit iés préax ia le  ou  postaxiale de bourgeons 

an té r ieu rs  que nous avons mises en cu l tu re .  D 'après  le tableau XXXV,  on voi t  que l e  

maintien de l 'épaississement épiblastique n 'est  assuré  fréquemment que dans les ex- 

plants postaxiaux : p r è s  de la moi t ié  d 'ent re  eux possède une A.E.R. d 'épaisseur 

normale à l ' i ssue  de la cu l tu re .  

2) Fragments distaux de bourgeons an té r ieu rs  de stade 17 

B ien  que l e  nombre des explants de ce stade so i t  peu élevé, le tzbleau 

XXXV I  permet de constater une me i l l eu re  su r v i e  de l ' A .  E .R. de l a  zone 2. Deux des 

t r o i s  A.E .R .  observées ont un aspect normal,  a l o r s  que les  deux 'krê tes"  t rouvées au 

niveau des explants préax iaux sont minces. 

3)  Fragments distaux de bourgeons de stade 18 

a) Bourgeons an té r ieu rs  (Tableau X X X V  I 1) 

I c i  encore,  la  zone 2 assure une me i l l eu re  conservat ion de l a  

c rê te  apicale.  Globalement, quel le que so i t  I ' épa i sse i~ r  in i t i a le  de I 'explant on re t rouve  

une t race  de 1'A.E .R. danç sept cas  s u r  douze. La zone 1 ne permet une te l le  observa- 

t ion que dans deux cas s u r  douze. 

b) Bourgeons postSr ieurs  (Tableau X X X V I  I 

A ce  stade, i l  ne semble pas y avo i r  de d i f férence en t re  les zones 

1 et 2 du bourgeon pos té r ieu r ,  l a  Fréquence de su rv i e  de 1'A.E.R. est fa ib le  danç Ipç 

deux types de fragments. 

4) Fragments distaux de bourgeons de stade 19 

a) Bourgeons an té r ieu rs  (Tableau XXXV I I I ) 

Si l ' on  note une me i l l eu re  presta t ion des explants postaxiaux p a r  

rappor t  aux explants préax iaux,  i l  faut constater  que le  nombre total  de c rê tes  apicales 

d 'o r ig ine  postax ia le  découvertes a p r i s  36 heures de cu l tu re  représente l e  t i e r s  du  

nombre des explants pré levés.  O r ,  au stade 18, p lus de la  mo i t ié  des zones 2 mises en 

cu l tu res  contenaient encore des t races  d ' A .  E . R .  à l ' i ssue de l 'expér ience. 

b) Bourgeons pos té r ieu rs  (Tableau XXXV I I 1) 

L'homogénéité des résu l ta ts  obtenus avec les  bourgeons pos té r ieu rs  

de stade 18 a d isparu  : la  zone postax ia le  permet l a  su r v i e  de 1'A.E.R. dans t rente et 

un  cas s u r  trente-sept a l o r s  que la  zone p réax ia le  ne l ' assure  que dans d i x  cas s u r  

trente-sept . 
5) Fragments distaux de bouryeons de stade 7 5 âgés 

a) Bourgeons an té r ieu rs  (Tableau X X X I X )  

L'examen des résu l ta ts  conduit à des conclusions dé jà  t i rées  dans 



l e  paragraphe précédent : me i l l eu re  su r v i e  des A.E.R.  postaxiales p a r  i-apport aux 

A .E .R .  p réax ia les  de même stade mais presta t ions des zones 2 de stade 19 âgé infé- 

r i e u r e s  à ce l les  des mêmes zones postaxiales de stade 18. 

b) Bourgeons postérieui-s (Tableaiu XXXIX)  

T r è s  peu de c rê tes  apicales d 'o r ig ine  p réax ia le  ont subsisté.  Les 

A .E .R.  d 'o r ig ine  postaxiale sont re t rouvées p lus  facilet-nent mais i l  semble que l a  f ré -  

quence de l eu r  su r v i e  so i t  un peu moins élevée qu'au stade 19. 

6 )  - Fragments distaux -- de bourgeons de stade 2 0  

a) Bourgeons an té r ieu rs  (Tableau XXXX) 

Encore  une fo is ,  les su rv ies  d lA.E.R.  les p l us  nombreuses sont 

obtenues avec les cu l tu res  de zones postaxiales.  Mais,  un nouvel élément apparaît dans 

cet te  s é r i e  : notis remarquons en effet la  r a r e t é  des c rê tes  encore normales,  observat ion 

qui  est en accord  avec la  descr ip t ion  de processus invo lu t i fs  touchant à ce stade I 'A .E  .R 

i n  u tero.  

b)  Bourgeons pos té r ieu rs  (Tableau XXXX) 

La su rv i e  des A .E .R.  de zones postaxiales est mieux assui-ée que 

ce l l e  des A . E  .R. de zones p réax ia les .  Néanmoins la  fréquence globale de maint ien 

obtenue pour  les  zones 2 de bourgeons pos té r ieu rs  de stade 2 0  est i n fé r ieu re  5 c e l l e  

obtenue au stade précédent pou r  des Fragments identiques. 

I I I - C O N C L U S I O N  - D I S C U S S I  O N  

La cu l tu re  de fragments distaux de bourgeons de membres est un ou t i l  

p réc ieux  dans l 'étude des in téract ions ecto-mésodermiques au cou rs  du développernent 

embryonnaire. Mais a f in  de d iscu te r  le  déta i l  des résu l ta ts ,  i l  nous paraf t  souhaitable de 

f a i r e  état des données re la t i ves  aux rappor ts  en t re  l a  c r ê l e  apicale et l e  mésoderme sous. 

jacent. Deux grandes théor ies  tentent d 'exp l iquer  la  morphogenèse du membre de v e r -  

t éb ré  : la  p remiè re  assigne à la  c rê te  apicale un r ô l e  essentiel lement biomécanique d'en- 

veloppe du mésoderme qui se ra i t  à l u i  seul responsable de la  d i f férenc ia t ion proximo-dis-- 

ta le .  La seconde fa i t  i n t e r ven i r  un  jeu d ' in téract ions réc iproques complexes en t re  1'A.E.I 

et l e  mésoblaste. Nous essaierons donc, dans ce chapi t re ,  de s i tue r  no t re  t r ava i l  p a r  

rappor t  à ces courants de pensée que nous aurons au préa lab le  exposés. 

A - ROLE B I OMECAN I QUE DE LA CRETE A P I C A L E  

Selon AMPR I NO et CAMOSSO (1  958), AMPR I NO et AMBROS I ( 1  9731, 

la  p ro l i f é ra t i on  dans les deux nappes épidermiques respectivement dorsa le  et ven t ra le  



TABLEAU X X X V I I I  : CULTURE DE FRAGMENTS DISTAUX DE BOURGEONS DE STADE 1 9  

(36 h e u r e s )  

: Nombre de  : A . E . R .  
Na tu re  d e s  e x p l a n t s :  E p a i ç s e u r  _____-____--___-___---------------------. 

: c u l t u r e s  : 
Absente  : :: Mince Norniale 

:Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  1 1 O O 

: Moyenne : 28 23 3 2  

:Zone 1 : F o r t e  8 7 O 1 

O O O 'Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  O 

28 1 9  5 Moyenne 1 4 

:Zone 2 F o r t e  9  6 2 1 

:Bourgeon P o s t é r i e u r  : F a i b l e  1 : ' O  1 O 

: Moyenne : 26 1 9  4 3 
:-----------:----------- 

:Zone 1 : F o r t e  : 10 8 1 1 

'Bourgeon P o s t é r i e u r  : F a i b l e  : 5 1 3 1 

2  2  4 7 Moyenne : 11 

'Zone 2 : F o r t e  1 O 1 5 4 



TABLEAU XXXIX : CULTURE DE FRAGMENTS DISTAUX DE BOURGEONS DE STADE 19 AGES 

(36 h e u r e s )  

-- 

: Nombre de  : A . E . R .  
Na tu re  d e s  e x p l a n t s :  E p a i s s e u r  ____--__--______--_-------------------- 

: c u l t u r e s  : 
Absente : : Mince : Normale 

:Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  2 O 1 1 

: Moyenne : 20 19 O 1 

:Zone 1 : F o r t e  O 

'Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  : 1 

'Zone 2 

----------- ---- --- ---- - ------- - ----- _-------_--- ------II---_ 

Moyenne , 11 6 3 2 

F o r t e  10 7 2 1 

:Bourgeon P o s t é r i e u r  : F a i b l e  3 1 1 1 
.-.-----------:-----------.-------------:----------.--.------------ 
: Moyenne : 13 11 2 O :-----------.-----------.-------------.---*---------.----------.-- 
: F o r t e  6 5 O 1 

:Bourgeon P o s t é r i e u r  F a i b l e  : 2 O O 2 
----------- ----------- ------------- ------------ ------------. 

13 4 4 : Moyenne : 5 
----------- ----------- ------------- ------------ -----------_. . : 'Zone 2 : F o r t e  6 1 2 3 - 



TABLEAU XXXX : CULTURE DE FRAGYENTS DISTAUX DE BOURGEONS DE STADE 20 

(36 h e u r e s )  

: Nombre de  : A.E.R. : N a t u r e  d e s  e x p l a n t s :  E p a i s s e u r  ........................................ 
: c u l t u r e s  : 

Absente  : Mince : Norrna 1 e : \ ___--____----------- ----------- ----------- ------------- -----____--_ ______----_-F 

:Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  3 

: Moyenne : 10 7 3 O 

:Zone 1 : F o r t e  5 4 O 1 

'Bourgeon A n t é r i e u r  : F a i b l e  5 3 2 O 

7 5 2 Moyenne : O 

'Zone 2 F o r t e  6 1 4 1 

:Bourgeon P o s t E r i e u r  : F a i b l e  7 4 3 O 

: Moyenne : 4 4 O O 
:-----------. ._-_--__--_-.-------_-_---.--_1------1--._----__-__-__ 

:Zone 1 : F o r t e  6 4 2 O 
.--------------------'--------------------------:-------------.------------:------------- 
:Bourgeon P o s t é r i e u r  F a i b l e  : 6 

6 Moyenne : 4 
----------- ----------- ------------- ------------ ------------- 

'Zone 2 : F o r t e  6 O 2 4 



qui recouvrent  le  membre sera i t  accompagnée d'(.in gi issement des ce l iu les  v e r s  l 'apex 

du bourgeori. Dans l a  zone 00 ces nappes se rencont rent ,  les ce l lu les  s 'acci imuleraient 

et  const i tueraient l a  c rê te  apicale. 

L'accroissement du "revêtement épi thél ia l  dans son ensemble o f f r e  au mé- 

senchyme p r o l  i f é r a ~ t  un compartiment qui s 'acc ro î t  et s 'a l  longe progressivement".  

K I E N Y  et PAUTOU (1976) ont montré également qu ' i l  existe "un glissernent de I 'ectoderme 

en d i rec t ion  d is ta le ,  ce qui  indique que la  ma jo r i té  des ce l lu les  ectodermiques et en par -  

t i cu l  i e r  ce1 les de la  c rê te  apicale ectodermique sont engendrées proximalement et t rans- 

por tées en pos i t ion d is ta le  pa r  un mouvement p rop re  de I 'ectoderme p a r  rappor t  au 

mésoderme". 

Chez les mammifères, M I LA  I R E  (1 973) observe, associée à des d iv is ions 

ce l l u l a i r es  au se in  de la  c rê te ,  une importante migrat ion des ce l lu les  pér idermiques ve rs  

I 'exti-éni i té d is ta le  du  bourgeon. Dans les  expériences de cu l tu re  i n  v i t r o ,  qu 'e l les  aient 

été menées chez le  poulet ,  ou chez la sou r i s ,  on constate que I 'ectoderme p r o l i f è r e  act i -  

vement et qu ' i l  peut s 'étendre préférent ie l lement v e r s  les bords l i b r e s  de I1expIant.Ceci 

dev ra i t  d iminuer les  migrat ions en d i rec t ion  d is ta le  responsables i n  s i t u  de la format ion 

de la c rê te  apicale.  O r ,  l o i n  de s'amenciiser, 1 'A.E.R. pers is te  i n  v i t r o  et cec i  dans 

des condi t ions b ien  p réc ises  (MAC CABE et PARKER,  1975). Signalons en ou t re  que 

d 'aut res fa i t s  semblent min imiser  l 'aspect biomécanique des in téract ions ecto-mésoder- 

miques : l ' appar i t i on  d'une c rê te  apicale su rnuméra i re  en pos i t ion dorsa le  chez l e  mutant 

Eudiplopodia (FRASER et ABBOTT ,  1971 a, b) ,  la réorganisat ion de cet te  c rê te  à 1 ' 3 ~ -  

casion de per turbat ions expérimentales (SEARLS et ZW ILLING, 1964 ; ERR I C K  et 

SAUNDERS, 1974, 1976). 

8 - I NTERACT I O N S  REC I PROQUES E N T R E  A..E .R. E T  ViESODERME 

L'existence de rappor ts  é t r o i t s  en t re  c rê te  apicale et mésoderme pa ra f i  

mieux expl iquer l e  développement du membre. Encore  faut- i l  p réc i se r  l a  nature des 

in téract ions ecto-m6soderrniques dans la  cro issance proxirno-distale d u  bourgeon, et 

la  nature de ces in téract ions dans l 'établissement de l 'o r ienta t ion antéro-postér ieure 

de ce bourgeon. 

1) In téract ions ecto-mésodermiques et croissance pr-oximo-distale 

ZW I LL ING et HANSBOROUGH (1956) ont supposé l 'ex is tence d'une subs- 

tance élaborée p a r  le  mésoderme, responsable du maintien de la  c rê te  ap ica le  ( ILes 

t ravaux u l t é r i eu r s  de SAUNDERS et GASSEL I NG (1 963) et de ZW ILL I N G  ! 1974) semblent 

con f i rmer  cet te  hypothèse). 



E n  re tou r  1 'A.E.R. semble indu i re  la mise en place proximo-distale 

des a i r es  présomptives des segments du fu tu r  membre ; en d 'aut res termes, 1'A.E .R. 

aura i t  la capaci té d ' i ndu i re  des rég ions spécif iques 2 d i f fé ren ts  stades. Cette conception, 

née des p rem ie r s  t ravaux mér i te  d ' ê t r e  nuancée. RUE3 I N et SAUNDERS, en 1972, ovt  

conc lu  de l eu r s  expér iences que le  signal émanant de 1'A.E .R.  étai t  constant et ne 

v a r i a i t  pas en fonction de l 'âge de la  c rê te .  STARK et SEARLS(1973) ont montré que 

toutes les a i r e s  présomptives sont présentes dans l e  bourgeon dès les p lus jeunes stades. 

L.e modèle de développement proposé p a r  ces auteurs s t ipu le  que 1'A.E.R. maintient l e  

mésoblaste sous-jacent dans un état d ' immatur i té favorable à sa cro issance ; dès qu 'e l les  

qui t tent  la  zone d' inf luence de l a  c rê te  ( 4 0 0  à 5 0 0 ) ~  les  ce1 Iu les entrent en d i f féren-  

c ia t ion .  Se lon SUMMERBEL-L, LEWIS  et WOLPERT (19731, l e  signal émis p a r  1 'A.E.R. 

ag i ra i t  en maintenant à I 'b ta t  ind i f férenc ié  ies  ce l iu les  d'une Lone mésodermique d'eri- 

v i r o n  3 0 0 , ~  d 'épaisseur s i tuée juste sous 1'A.E .R. (P rog ress  Zone). Les ce l lu les  de 

cet te  zone seraient ca rac té r i sées  p a r  un état in terne appelé va leur  de pos i t ion qui évolue 

avec le  temps et qui est con t rô l é  p a r  le  nombre de d iv is ions que chaque ce l lu le  effectue. 

L 'épa isseur  de la  "Progress  Zone' '  se ra i t  constante. Le nombre de ce l lu les  augmentant, 

cer ta ines ce1 Iules sortent de l a  zone proxinia!ement. Leu r  va leur  de pos i t ion se ra i t  a l o r s  

f ixée et deviendrai t  une in format ion de posi t ion.  E n  d 'au t res  termes, les ce l lu les  sera ient  

déterminées lorsqu 'e l  les qui t tent  la zone mésodermique apicale.  L 'exc is ion de 1'A.E .R. 

dé t ru i t  cet te zone et seules les ce1 Iules qui l 'ont  qui t tée peuvent évoluer conformén~ent 

à leu r  déterni ination. Cet te  théor ie  intéressante qui exclut  toute régulat ion importante ca r  

le  deveni r  des ce l lu les  du  bourgeon est f i xé  dSs leu r  s o r t i e  de la  P rog ress  Zone,ne s'ac-. 

cor-de cependant pas avec l 'étude expérimentalc menée p a r  K I E N Y  et PAiJTOU (1976, 

1977). Cel  le-c i  montre en  ef fet  que le  bourgeon a l a i r e  d 'o iseau peut, sous cer ta ines 

condi t ions,  cornpenser un  excès ou une déf ic ience de matér ie l  présonlpti f  : des ce1 Iu les  

supposées déterminées peuvent donc se détourner de la  vo ie  qui l eu r  étai t  assignée in i -  

t ialement. 

I I  n 'existe que peu d ' in format ions s u r  la  nature dii signal émis p a r  l a  

c r ê t e  apicale.  Les t ravaux menés i n  v i t r o  p a r  GLOBUS et VETHAMANY-GLOBUS en  -- 
1976 prouvent que l 'A .  E . R . empêche ou re ta rde  la  d i f férenc ia t ion ~ a r t  i !agineuse dans 

des ce1 l u ies  mésodermiques pendant 48 heures a l o r s  qu'un ectoderme banal permet l e u r  

chondrogenèse rapide dans les  mêmes condi t ions.  On peut rapprocher  de ces observa- 

t i ons  fa i tes chez l 'oiseau, des résu l ta ts  obtenus p a r  M I LA  I R E  et MULNARD (1968) chez 

l a  sour i s .  Des cu l tu res  de bourgeons en t ie rs  donnent des ' ivésicules épi thél ia les tou jours  

séparéesdescar t i lages les  p l us  proches p a r  une couche de mésenchyme non chondr i f ié" .  



Ces auteurs montrent dans le  même t rava i l  l ' i n te rven t ion  indispensable de I 'ép ib laste  

dans l a  p ro l i f é ra t i on  pu is  dans la  chondrogerièse du mésoblaste et la  t ransmiss ion de cette 

" inf luence" épiblastique p a r  un facteur chimique d i f fus ib le .  Toutefois, ces expér iences 

qui établissent l ' impor tance du rô l e  de l 'ép ib laste  ne permettent pas d 'ass igner  un r ô l e  

p réc i s  et pa r t i cu l i e r  à la c r ê t e  apicale. 

2) - Interact ions ecto-mésodermiques et acquis i t ion de I 'o r ier i ta t ion aritéro- 

pos té r ieu re  

SAUNDERS et GASSEL 1 NG ( 1  968) ont découvert l ' importance d'une zone 

mésodermique postax ia le  dans l e  cont rô le  du  développement antkro-postér ieur du membre 

an té r ieu r  d'oiseau. Cette zone baptisée en 1970 "Zone d 'ac t i v i té  po lar isante"  (Z .P  .A.)  

pa r  BALCCINS et  co l . ,  déclenche des dupl icat ions d is ta les de l ' a i l e  s i  on ' la  gref fe  du 

côté an té r ieu r  d ' un  jeune bourgeon, résu l ta ts  comparables à ceux obtenus en inversant 

de 180°  l 'axe antéro-postér ieur de l 'ex t rémi té  du bourgeon (AMPR INO,  1968 ; SAUNDER 

et GASSELING, 1968). SUMMERBELL (1 974) a proposé que cette Z . P . A .  pouvait in f lu-  

encer 1'A.E.R. et  T ICKLE et co l .  (1975) ont expl ique l 'ac t ion du gref fon p a r  la d i f fus ion 

d'une substance morphogène produi te  au niveau de la Z . P . A .  Les t ravaux p l us  récents  

de MAC CABE et PARKER (1975 et 19'76) et de CALANDRA et MAC CABE (1978) tendent 

effectivement à démontrer l 'existence d'une substance produi te  p a r  les ce1 Iu les dci b o r d  

pos té r ieu r  du bourgeon, cet te  substance qui  assure  le  maintien de 1'A.E.R. d i f fuse v e r s  

I'avant.1-e gradient ainsi  c r é é  déterminera i t  l 'asymétr ie  antéro-postér ieure de la c rê te  

et donc de I 'a i le .  Mais comment un te l  fac teur  morphogène ag i ra i t - i l  su r  1'A.E .R. ? 

Pou r  SAUNCERS et GASSEL I N G  ( 1  968) l e  mésoderme de la  Z. P. A. n 'a  aucune in f lu-  

ence s u r  la c rê te  apicale el  le-meme, son act ion s 'exercera i t  p a r  l ' i n te rméd ia i re  des 

ce1 Iu les mésodermiques adjacentes. Dans ces  condi t ions,  i l  est tentant d 'a f f i r i ne r  que 

le  fac teur  issu de la Z .P .A .  et le  facteur de maint ien de l a  c rê te  apicale ne font qu'un. 

Mais  r i e n  ne permet d 'a f f i rmer  que l ' ac t i v i té  po lar isante et  l ' a c t i v i t é  

de maint ien de 1'A.E.R. sont identiques puisque les ce l lu les  de la Z .P .A .  n 'ont  appa- 

remment aucune act ion d i r ec te  su r  1'A.E.R. et que p a r  a i l l eu r s ,  deux mutants (diplopodia 

et ta lp id)  ont une c r ê t e  apicale t r ès  haute dans l a  rég ion antér ieure du bourgeon,donc 

une ac t i v i te  mésodermique de maint ien importante,mais pas d 'ac t i v i té  po lar isante détec- 

table i n  v ivo p a r  l a  technique des transplantat ions (MAC CABE et ABBOTT ,  1974 ; 

MAC CABE et col . ,  1975). Ces observat ions nous amènent donc à supposer sans p l us  de 

p réc i s i on  l 'existence d'une co r ré l a t i on  en t re  la  quant i té de substance morphogène issue 

de la  Z .P. A. et la  quant i té de facteur de maint ien produi te  p a r  le  mésoderme marginal .  

3 )  Comment - s i t u e r  not re  t r ava i l  p a r  rappor t  à ces données ? 

a) Nous disposons de deux types d'explants. Tous deux comportent 

un fragment d tA .E.R.  qui r ecouv re  un peu de mésoderme marginal  mais, la  distance qui 





i n  s i tu  sépare ces  explants d'une hypothétique Z .P. A .  est d i f férente et d 'aut rc  p a r t ,  -. 

à p a r t i r  des stades 18 pour  l e  bo~i rgeor i  an té r ieu r  et 19 pour  le  bourgeon pos té r ieu r ,  la 

zone p réax ia le  est  affectée p a r  des phénomènes de dégénérescence. 

b) L 'appar i t i on  du foyer  préax ia l  p r ima i re ,  tant au niveau du  

bourgeon an te r i eu r  qu'au niveau du bourgeon pos té r ieu r  ne semble a v o i r  aucune incidence 

s u r  les pourcentages globaux de su rv i e  dc 1 'A.E .R.  dans la  zone 1 . Les explants dont 

le  mésoderme est  sain sont t r è s  r a res ,  même les zones 2 init ialement indemnes de pycnose 

sont touchées p a r  une importante dégénérescence mésodermique. O r  l a  su r v i e  d 'A .  E. R .  

s u r  un mésoderme t r ès  abimé n'est pas r a r e  (PI .  X X I  I 1 ,  F i g .  5-6-7) et s'oppose aux 

observat ions de MAC CABE et PARKER (1 975) pou r  qui l a  mor t  ce1 lrulaire détectée p a r  la  

préserice de macrophages dans le  mésoderme surviertt à la  sui te de l a  d ispar i t i on  de 

1'A.E.R. Peut-on envisager l 'é laborat ion du facteur  de maint ien p a r  des ce l lu les  dont 

une grande ma jo r i t é   rése enterait des signes de dégénér-escence consécut i fs à la  mise en 

cu l tu re  ? Quelques ce l lu les  peuvent-el les assure r  l a  fabr icat ion de ce  facteur  en quan- 

t i t é  suff isante ? S inon peut- i l  y avo i r  conservat ion dans les  explants iso lés d'une subs- 

tance élaborée i n  u tero ? E n  vue dlappor.ter une réponse à ces  questions nous avons 

tenté une manipulation complémentaire : les A.E.R.  des zones 1 et 2 ont été séparées du 

mésocierme sous-jacent p a r  act ion de la t rypsir ie et mises en cu l tu re  selon un protoco le  

identique à ce lu i  u t i l i sé  pou r  les  fragments en t ie rs .  L 'observat ion de ces cu l tu res  en 

évolution nous a montré un ectoderme co l l é  au substrat  apparemmerit en t r è s  bon état, 

mais faute d 'expér ience peut-être, I-IOUS n'avons p u  r e p é r e r  la  c rê te  apicale.  Ln récu-  

pérat  ion de ces expl ants pou r  cine exploi tat ion histologique conventionnel le ne pouvant 

ê t r e  envisagée, c 'es t  à Urie inc lus ion en rés ine  pou r  microscopie électroniclue que POUS 

avons fa i t  appel, sous estimant les d i f f i cu l tés  de la  confection de coupes semi-fines 

sér iées à cet te  échelle. A l 'heure actuel l e ,  nous ne pouvons donc appor ter  aucune in- 

formation quant à la su r v i e  de 1 'A.E.R. en absence de mésoderme, donc de facteur de 

maintien. 

c)  I n  v i t r o ,  les deux types d'explants se comportei i t  différemment 

(Tableau X X X X I ) .  L 'un d 'eux (Zone 1 )  se révè le  moins apte à assure r  l e  maintien de 

1'A.E.R.. O r  cet  explant est  l e  p lus  éloigné de 11hypoth6tique Z .P .A .  Ce p remie r  

résu l ta t  est en accord  avec les  t ravaux de MAC C A B €  et PARKER en 1975 et peut s ' in -  

t e rp ré te r  selon l e  schéma proposé chez les  oiseaux : un facteur d i f fus ib le  se propage 

v e r s  l 'ex t rémi té  préax ia le  du bourgeon. La concentrat ion de ce  facteur qui  "st imule" 

l ' ac t i v i té  de maint ien de la c r ê t e  apicale p a r  l e  mésoderme, diminue progressivement 

dans la pa r t i e  p réax ia le  du bourgeon. Un  explant p ré levé  dans une zone in termédia i re  

(Zone 2 )  "contient" p l i l s  de substance morphogène et a p lus de chance d 'ass i i re r  i n  v i t r o  



la  s u r v i e  de 1 'A.E.R. 

à) A u  stade 18 pou r  le bourgeon antér ieur  et au stade 19 pour. 

le bourgeon pos té r ieu r  la concent ra t ion du facteur morphogSne semble t r ès  irnportante 

c a r  I ' ac t i v i té  de maintien de la c rê te  apicale est optimale dans l a  zone 2 (Tableau X X X X I )  

La r i~orpholog ie  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 18 est t r è s  comparable à ce l le  d 'un 

bourgeon pos té r ie i i r  de stade 19. Deux expl icat ions semblent donc possibles.  A ce  stade 

de développement : 

- l 'ac t i v i té  de la Z .P. A. est maximum ; 

- 1 'étendue de la Z .P. A.  est tel le que no t re  prélèvement postaxial  com- 

po r t e  des ce l lu les  de cette zone qui st imuleraient i n  v i t r o  l e  mésoderme marginal  respon- 

sable de la su r v i e  de l ' A .  E. R .  L'examen du tableau XXXi '  nous montre que la mise en 

cu l t u re  de la mo i t ié  postaxiale d 'un botlr-geon antér ieur  de stade 16 (doric d' l in explant 

compcrtant iJnc grande p a r t i e  de l a  Z. P. A .  présumée se t radu i t  p a r  une t r ès  bonne 

s u r v i e  de 1'A.E . R .  Si l ' on  se  r epo r t e  au t r ava i l  de MAC C A B E  et co l .  de 1973, on cons- 

tate que le bourgeon d 'a i le  d 'o iseau présente une Z .P .A .  dont I ' a c t i v i i é  augmente p ro -  

gressivement pou r  at te indre un  maximum au stade 23, pu i s  diminue et d isparaî t  au stade 

29. O r  l 'aspect d u  bourgeon a l a i r e  de stade 23 est tout à f a i t  comparable à ce lu i  des 

bourgeons de s o u r i s  aux stades évoqués p lus haut. De p lus ,  l ' a i r e  de t-,épartition de cette 

zone s 'étend à ce  moment p r é c i s  v e r s  l 'ex t rémi té  d is ta le  du  bourgeon. Le fai t  que nous 

n'ayons pas observé de d i f férences nettes dans les résu l ta ts  obtenus avec des fragments 

de fa ib le ,  moyenne ou for te  épaisseur pou r ra i t  s 'exp l iquer  p a r  la  fa ib le épaisseur de 

la Z.P.A.  et p a r  sa posi t ion t r è s  marginale.  Pou r  f ragmentaires qu ' i l s  soient,nos r é -  

su l ta ts  cadrent donc avec l es  observat ions fa i tes chez le  poulet .  Cliez le  hamster (MAC 

CABE,  1976) l a  Z .P. A .  de bourgeons de 9,5 et 1 O jou rs  semble p lus  étendue, s i  l a  

g re f fe  de mésoderme marginal  postaxial  au niveau du b o r d  antériecir d 'un bourgeon a l a i r e  

hôte provoque des dupl icat ions nettes dans p lus de 5 0  70 des cas, l ' i nser t ion  de méso-- 

derme distal  ou  de mésoderme de la  rég ion  moyenrie dorsa le  provoqce el  le aussi quelques 

morphogenèses surnuméra i res de qua1 i t i i  i n fé r ieu re .  I I est  donc poss ib le  que l ' a i r e  de 

répa r t i t i on  de l a  Z.P.A.  v a r i e  légèrement d'une espèce à l ' au t re .  



C O N C L U S  l O N  G E N E R A L E  

L'ensemble de ces résu l ta ts  m-ontre donc que la  morphogenèse du membre 

de mammifère p lacenta i re  est abordable dans cer ta ines condi t ions expérimentales. B i en  

sû r ,  le système de développement des bourgeons ent iers  ne permet pas encore les  mani- 

pulat ions sophist iquées réa l isées dans d 'au t res  c lasses de ver tébrés mais nous pensons 

avo i r  prouvé sa f i ab i l i t é  et sa f i dé l i té .  Néanmoins, ce r ta ins  indicés nous laissent suppo- 

se r  une "s té r i l i sa t ion t '  rap ide de l a  zone apicale du bourgeon l o r s  de sa mise en cu l tu re ,  

le  développernent obtenu i n  v i t r o  se ra i t  la  s imple réa l i sa t ion  d'un programme é laboré 

in  u te ro  , les ce l lu les  dé jà  déterminées par t i c ipan t  e c i l e s  à la  mise en p lace des squelette 

observés. 

No t re  but immgdiat est de savo i r  s i  le complexe A. E. R .-mésoderme distal  

est capable de f onc t i onne r j n  v i t r o ,  en assurant un développement spéci f ique. Des tests t c  

l 'exc is ion et l a  t ransplantat ion d tA .E .R .  ou de Z .P. A . ,  l ' induct ion des anornalies provo- 

quées p a r  la  cytosine arabinoside s u r  des bourgeons sains à la  mise en c i i l t u re ,  n w s  

paraissent convenir  à la  réa l i sa t ion  de ce programme. 

Les invest igat ions menées s u r  les  fragments distaux de bourgeon n'ont 

po r t é  que s u r  le  maint ien de la  c re te  apicale associée à du mésoderme sous-jaceni d ' o r i -  

gine et déjà de nombreuses questions sont posées. Une expérimentation basée s u r  des 

recombinaisons en t re  ces  deux s t ruc tu r~es  devra i t  appor ter  dans cin prern ier  temps les  

éléments de réponse au problème du  repérage de la  Z .  P. A.  dans le temps et dans I 'es-  

pace. Ul tér ieurement  , peut-être pourrons-nous obten i r  des informat ions s u r  son fonc- 

tionnement. 

Les résu l ta ts  obtenus permettent également d 'envisager une étude b io-  

chimique : la chondrogenèse normale ou per turbée expérimentalement p o u ~ r a i  t const i tuer  

la base de ce t r ava i l .  Ou t re  l 'aspect fondamental de cette recherche s u r  l a  morphogenèse 

du membre, i l  nous para î t  enf in indispenseble d ' é l a r g i r  l 'étude en t repr i se  avec l a  cyto- 

sine arabinoside : en ef fet  nous ignorons encore son mode d'act ion,  comme ce lu i  de la 

p lupar t  des aut res agents tératogènes. Des informat ions recue i l  1 ies  à ce propos ouvr i -  

ra ient  sans doute des perspect ives nouvel les dans ce  secteur par t i cu l  i e r  de la recherche 

appl iquée . 
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PLANCHE 1 1 i : Di-v~loppement d u  membre de sour i s  In  u tero.  

F i g .  1 : T r è s  jeune bourgeon de membre an té r ieu r  de srade 15. L 'ec- 
toderme &pais ne comporte n i  cellule.; pér idermiques n i  c r ê t e  
apicale.  

F i g .  2 : P a r t i e  d is ta le  d 'un bourgeon de membre antér ieur  de stade 16. 
Appar i t i on  d'un épai ss i  ssemerit ectoderniiqu2 vent r-O-marginal 
( et de quelques ce1 Iu les pér idermiques ( -p ). 

F i g .  3 : P a r t i e  d is ta le  d'un bocirgeon an té r ieu r  de stade 18. La crSte 
apicale présente sa ferme caractér ist iqcie de !en t i l l e  ( 
Les ce l iu les  pér idermiques aplat ies sont nombreuses. La  
lame basale séparant l 'ectoderme du mésoderme sous-jacent 
(!&) est nette. 

F ig.  4 : Bourgeon a i l tér ieur  de stade 19 observé au microscope à 
balayage p a r  sa face vcn t ra lc .  Noter. la  d issymétr ie  antéro- 
posrér ieure : (Kg: P a r t i c  pr.éaxiale). La crS.te apicale est 
v i s ib !e  d'une extrémité à l ' au t re  de la  palette, 

F i g .  5 : P a r t i e  p réax ia le  d'un bourgeon an té r ieu r  de stade 19 observé 
au microscope à balayage. La c rê te  apicale est haute et la rge.  
Les noyaux des ce1 lu les  pér idermiques font sai I l  i e  à la  sur face 
de I  'ectoderrne . 

F i g .  6 : Bourgeon an té r ieu r  de stade 19. No te r  I 'appar i t io i i  des p r e -  
mi è res  condensation p r é c a r t i  lagineuses dans la  pa r t i e  p ro -  
ximale du bourgeon ( ). 

F i g .  7 : P a r t i e  d is ta le  d 'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19. Le 
sinus marginal  ( se s i tue sous l a  c rê te  apicale.  

N.B. La face dorsa le  des bourgeons des F i g .  1 , 2, 3, 6, 7 
se t rouve v e r s  le  haut de la  planche. 





PLANCHE I V F i g .  1 , 2, 3 - Développement du membre de sour i s  
i n  u tero.  

Fig.  1 : Par t ie  d is ta le  d'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19 âgé observé 
au microscope à balayage. L 'ectoderme (=y) présente une 
crête  apicale épaisse (3) - et des ce l lu les  pér idermiques 
aont les  l imi tes sont matér ia l isées p a r  de nombreuses micro-  

). Ddns le mésoderme et sous l ' A  . c i r c u l e  le  
contenant des ce1 Iules sanguines ( 1. 

F i g ,  2 : Pa r t i e  d is ta le  d' l in boiirgeon antér ieur  de stade 2 0 .  La c rê te  
apicale ( s 'es t  nettement amincie. 

F i g .  3 : Par t ie  prox imale d 'un  bourgeon pos té r ieu r  de stade 22. Coupe 
au niveau du fémur- montrant la  d i f férenc ia t ion cart i lagineuse. 

PL.A.NCI-1E I V  F i g .  4, 5, 6,  7 - Développement de bourgeons de membre 
de sour i s  i n  v i t r o .  

F i g .  4 : Bourgeon antér ieur  m is  en cu l tu re  aci stade 2 0  et maintenu 
immergé pendant 5 j o i ~ r s .  Seule une ce in ture atrophiée 
(s : scapula) s 'est  d i f férenc iée.  

F is.  5 : Coupe histologique effectuée daris un bourgeon an t6 r ieu r  après 
6 jou rs  de cu l tu re  en immersion. L 'épiderme ) est kéra-  
t in isé mais le  mSsoderme ne d i f férenc ie  aucun car t i l age .  

F i g .  6 : Bourgeon antér ieur  m i s  en cu l tu re  au stade 2 0  selon le  système 
de TROWELL. Ap rès  4 jours ,  les d i f fé ren ts  élérnents du 
squelette car t i lag ineux sont ~ r é s e n t s  (s : scapula, h : humerus, 
c : cub i tus ,  m : métacarpiens). 

F i g .  7 : Coupe histologique effectuée dans un bourgeon antér ieur  après 
6 jou rs  de cu l tu re  en interface. Le car t i l age  est b ien di f fé-  
renc ié ,  même dans l a  pa r t i e  d is ta le  du membre, I 'ectoderme 
se kéra t in i se  ( -+) tandis que le  mésoderme i n t e r ca l l é  ent re  
les p ièces squelett iques et l 'ectoderme c o l l é  au f i l t r e  m i l l i -  
pore (non kérat in isé)  en t re  en dégénérescence ( ). 





PLANCHE V : Développement i n  v i t r o  de bourgeons de mernbres de sour is .  

F i g .  1 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon antér ieur  de stade 16 
(Cultcire de 7 jours). 

F i g .  2 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon antér ieur  de stade 17 
(Cu l tu re  de 9 jours) .  

F i g .  3 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade.18 
(Cu l tu re  de 7 jours) .  

F i g .  4 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon antér ieur  de stade 19 
(Cu l tu re  de 6 jours) .  

Fis.  5 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon an té r ieu r  de stade 19 âgé 
(Cu l tu re  de 9 jours) .  

F i g .  6 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 2 0  
(Cu l tu re  de 6 jours) .  

r - r ig .  7 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon antér ieur  de  stade 2 0  âgé 
(Cu l tu re  de 7 jours) .  

F i g .  8 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon antér ieur  de stade 21 
(Cu l tu re  de 8 jours) .  

F i g .  9 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 16 
(Cu l tu re  de 7 jours) .  

F i g .  10 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 17 
(Cu l tu re  de 9 jocirs). 

F i g .  11 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon pos té r ieu r  de stade 18 
(Cu l tu re  de 6 jours) .  

F i g .  12 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon pos té r ieu r  de stade 19 
(Cu l tu re  de 6 jours) .  

F i g .  13 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'on bourgeon pos té r ieu r  de stade 19 âgé 
(Cu l tu re  de 9 jours!. 

F i g .  14 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 2 0  
(Cu l tu re  de 9 jours) .  

F i g .  15 : Membre obtenu à p a r t i r  d 'un  bourgeon p o s t 6 r i e ~ i r  de stade 2 0  âgé 
(Cu l tu re  de 7 jours) .  

F i g .  16 : Menibre obtenu à p a r t i r  d ' un  bourgeon pos té r ieu r  de stade 21 
(Ccil ture dc 8 jours) .  
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PLANCI-iE V I  : Développement i n  u te ro  de membres de sour i s  t r a i t és  
à l a  cytosine arabinoside. 

F i g .  1 : Embryon au 15e jou r  du développement atteint de micromél ie ,  
et d 'une f i ssure  palat ine.  

F i g .  2 : Membre an té r ieu r  gauche at te int  de micromél ie  et d 'ec t ro-  - 

dacty l ie .  

F i g .  3 : Membre pos té r ieu r  d ro i t  at te int  de mici-omélie, d 'cctrodac- 
t y l i e  et de syndactyl ie.  

F i g .  4 : Mernbre antér ieur  d ro i t  at te int  de micromél ie  et d 'adactyl ie.  

F i g .  5 : Membre pos té r ieu r  d ro i t  at te int  de po lydacty l ie  et de syn- 
dacty l ie .  

F i g .  6 : Membre antér ieur  d ro i t  at te int  de micrornélie et de syndac- 
ty l ie .  

F i g .  7 : Piiembre pos té r ieu r  gauche micromele montrant une hyper-  
t roph ie  du doigt I 1 .  

Fig. 8 : Membre pos té r ie i i r  gauche micromèle montrant une hyper t ro -  
phie du doigt I I et une vés icu l isat ion postaxiale. 

F i g .  9 : Embryon témoin au 15e j ou r  de développement. 

N.B. Toutes les f igures de cette planche sont à l a  même 
échelle. 





PLANCt-iE V I I  : Sqciei e t tes  c a r t i  l agir ieux de membres a n t é r i e u r s  d 'embryor is  
t r a i t e s  à l a  cy tos i r ie  arab inos ide.  

F i g .  1 : Sque le t te  d 'un membre a n t é r i e u r  gauche témoin a u  15e j o u r  
de développemerit. 

F i g .  2 : Sque le t te  d 'un membre a n t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  u t e r o  ap rès  
t ra i tement  aux stades 13-14 (Manipulat ion 1). Le  sque le t te  
s 'es t  légèrement r a c c o u r c i  ma is  les  p r o p o r t i o n s  des d i f fé -  
ren ts  segments sont harmonieuses.  

F i g ,  3 : Sque le t te  d 'un membre a n t é r i e u r  d r o i t  obtenu i r i  c i tero ap rès  
t ra i tement  aux s tades 15-1 6 (Manipulat ion 2) .  Le  membre es t  

"miniatur isé".  

F i g .  4 : Sque le t te  d 'un  membre a n t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  ~ i t e r o  ap rès  
t ra i tement  aux s tades 15-1 6 (Manipulat ion 3). Les  c a r t i l a g e s  
d is taux sont mal d i f f é r e n c i é s  b i e n  que l a  morpho log ie  de I 'au- 
topode s o i t  normale .  

F i g .  5 : Squele t te  ci'un membre a n t é r i e u r  d r o i t  obtenu i ~ i  u t e r o  ap rès  
t ra i tement  au stade 16 (Manipulat ion 4). N o t e r  que l a  syndac- 

n 'a f fec te  pas l e  squelet te de I 'acropode ma is  ce lu i  
du métapode o ù  l ' on  obse rve  u n  métacarp ien l a rge  à l a  base 
des deux do ig ts  fus ionnés.  

F i g .  6 : Sque le t te  d 'un  membre a n t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  u t e r o  a p r è s  
t ra i ternent  au stade 17 (Manipulat ion 5). On observe  l a  fus ion 
p rox in ia le  de deux métacarp iens donnant une p ièce  squelet-  
t ique en forme de Y ( 1. 

F i g .  7 : Sque le t te  d 'un membre a n t é r i e u r  gauche obtenu i n  u t e r o  ap rès  
t ra i tement  au stade 17 (Manipulat ion G )  . C e  membre es t  tout 
à fa i t  normal .  

F i g .  8 : Sque le t te  d 'un membre a n t é r i e u r  gauche obtenu in  u t e r o  ap rès  
t ra i tement  au s tade 17 âgé (Manipulat ion 7).  On no te  l a  d ispa- 
r i t i o n  complète d 'un  do ig t .  

F i g .  9 : Sque le t te  d 'un  mi?mbre a n t é r i e u r  gauche obtenu i n  u t e r o  ap rès  
t ra i tement  au stade 18 (Manipulat ion 8). L 'autopode a d i spa ru .  

N.B. Toutes  l e s  f i g u r e s  de ce t te  p lanche sont à l a  même 
échel le.  





PLANCHE V I  I I : Squele t tes  ca r t i l ag ineux  de membres poç tGr ieu rs  
d 'embryons t r a i t é s  à l a  cy tos ine arab inos ide.  

F i g .  1 : Squelet'te d 'un  membre p o s t é r i e u r  gauche témoin a u  15e 
jour  de développement. 

F i g .  2 : Sque le t te  d 'un  membre p o s t é r i e u r  gauche obtenu i n  u t e r o  
ap rès  t ra i tement  aux stades 13-14 (Manipulat ion 1 ) .  Les  p r o -  . 
p o r t i o n s  de ce sque le t te  sont rédu i tes  ma is  l e  c a r t i l a g e  est  
b ien  d i f f é r e n c i é .  

F i g .  3 : "Squelet te"  d ' u n  membre p o s t é r i e u r  gauche obtenu i n  u t e r o  
après  t ra i tement  aux stades 15-1 6 (Manipulat ion 2). L e  membre 
est peu  développé et  l e  c a r t i l a g e  t r è s  mal d i f f é renc ié .  

F i g .  4 : Squelet te d 'un  membre p o s t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  citero ap rès  
t ra i tement  aux s tades  15-1 6 (Manipulat ion 3 ) .  La  morphologie 
de I 'autopode es t  no rma le  mais  l e  c a r t i l a s e  s ' y  es t  à pe ine 
d i f f é renc ié .  

F i y .  5 : "Squelet te"  d 'un  membre p o s t é r i e u r  gaucheobtenu i n  u t e r o  
après  t ra i tement  a u  stade 16 (Manipulat ion 4). Le  phénomène 
de vés i cu l i sa t i on  pos tax ia le  touche c e  membre dont l e  sque- 
let te es t  des p l u s  rud imenta i re .  

F i g .  6 : Squelet te d 'un  membre p o s t é r i e u r  gauche obtenu -- i n  u t e r o  
ap rès  t ra i tement  au stade 17 (Manipulat ion 5). N o t e r  I 'abs- 
cence de c a r t i l a g e  daas I 'autopode a t te in t  de po lydac ty l i e .  

F i g .  7 : Squelet te d 'un  membre p o s t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  -- u t e r o  
ap rès  t ra i tement  a u  stade 17 (Manipulat ion 6) .  C e  squelet te 
pa ra î t  normal  . 

F i g .  8 : Sque le t te  d 'un  membre p o s t é r i e u r  gauche obtenu i n  u t e r o  
après  t ra i tement  a u  stade 1'7 âgé (Manipulat ion 7 ) .  On 
observe  des anomal ies  d i s ta les .  

F i g .  9 : Squelet te d 'un  membre p o s t é r i e u r  d r o i t  obtenu i n  u t e r o  
après  t ra i tement  a u  stade 18 (Manipulat ion 8). U n  autopode 
rud imen ta i re  e x i s t e  mais  i l  es t  dépourvu de c a r t i l a g e .  

N.B. Toutes  l es  f i g u r e s  de ce t te  p lanche sont à l a  même 
échel le.  





PLANCHE 1 X : Squele t tes  ca r t i l ag ineux  obtenus i n  v i t r o  à p a r t i r  de 
bourgeons t r a i t é s  à l a  cy tos ine a rab inos ide  2 0  heures  
avant l a  rnise en c u l t u r e .  

F i g .  1-2 : M i s e  en c u l t u r e  au stade 16 ( t ra i tement  au stade 14) 
1 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  1 
2 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  1 

F i g .  3-4 : M i s e  en c u l t u r e  au stade 17 ( t ra i tement  a u  stade 15) 
3 Membre a n t é r i e u r  - Manipulat ion 2 
4 Membre pos tS r ieu r  - Manipu la t ion  2 

F i g .  5 à 8 : M i s e  en c u l t u r e  au stade 17 âgé ( t ra i tement  au stade 15 âgé) 
5 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  2 
6 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  3 
7 Mernbr-e p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  2 
8 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  3 

F i g .  9 à 16 : M i s e  en c u l t u r e  au stade 18 ( t ra i tement  au stade 16) 
9 Membre a n t é r i e u r  - Manipulat ion 10 

10 Mernbre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  3 
1 1  Membre a n t é r i e u r  -- Manipu la t ion  4 
12 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  3 
13 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  3 
14 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  10. N o t e r  l a  pré-  

sence d 'une vés i cu le  d i s ta le .  
15 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  10 
16 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  10. Deux phalanges 

s 'a r t i cc i len t  s u r  un même méta ta rs ien .  

F i g .  17 à 22 : Mise en c u l t u r e  au stade 19 ( t ra i tement  a u  stade 17) 
17 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  10 
18 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  5 
19 Membre antér ieur .  - Manipu la t ion  6 
2 0  Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  6 
21 Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  5 
22 Membre p o s t é r i e u r  - Man ipu la t i on  6 

F i g .  23-24 : Mise  en c u l t u r e  au stade 19 âgé ( t ra i tement  au stade 17 âgé) 
23 Membre a n t é r i e u r  - Manipu la t ion  7 
24  Membre p o s t é r i e u r  - Manipu la t ion  7 

F i g .  25 à 2 8  : Mise en c u l t u r e  au stade 2 0  ( t ra i tement  au stade 18) 
25-26 Membres a n t é r i e u r s  - Manipu la t ion  8 
27-28 Membres p o s t é r i e u r s  - Manipu la t ion  8 

Légende - c e i n t u r e  

= stylopode 

D zeugopode 

I) autopode 





PLANCHE X : Aspects histologiques des bourgeons de membres t ra i tés  
à l a  cytosine arabinoside. 

Au cou rs  de chaque manipulation ( 2 0  heures après l ' in jec t ion 
de 25 mg/kg de cytosine arabinoside) un des embryons pré levés 
a été f i x é  pour  étude en coupes histologiques. 

F i g .  1 : Coupe t ransversa le  d'un bourgeon an té r ieu r  de s t a d e ' l 6  i s s u .  
de la  manipulation 1 . L 'A .€  .R. est hypertrophiée, l e  méso- 
derme est atteint d'une pycnose di f fuse. 

F i g .  2 : Coupe t ransversa le  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 17 âgé 
i ssu de la  manipulation 2. L ' A . E  .R. hyper t rophiée recouvre 
un mésoderme d is ta l  t r ès  pycnotique. 

Fi y .  3 : Coupe t ransversa le  d'un boul-geon an té r ieu r  de stade 18 issu 
de la  manipulation 3. Seule la  présence d'une legère pycnose 
dans le  mésoderme t radui t  l 'e f fe t  de l 'agent tératogène. 

F i g .  4 : Coupe t ransversa le  d 'un bourgeon antérieur- de stade 18 i ssu  
de la manipulation 4. La base de 1'A.E.R. présente un aspect 
glandulaire.  Le mésoderme est touché p a r  une pycnose im- 
portante.  

F i g .  5 : Coupe t ransversa le  d'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 18 
issu de la manipulation 4. L ' A  .E. R.  a presque d isparu,  une 
vaste cav i té  se c reuse  dans l e  mésoderme d is ta l .  

F i g .  6 : Coupe t ransversa le  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 19 
issu de l a  manipulation 5. L_'A.E .R. est hyper t rophiée et  
le mésoderme d is ta l  montre des t races de dégéilérescence 
importante. 

F i g .  7 : Coupe t ransversa le  d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 19 
âgé i s su  de la manipulat ion 7 .  L IA.E.R est assez épaisse. 
Le mésoderme pér iphér ique  est atteint de pycnose dans la 
rég ion d is ta le  du bourgeon. 

F i g .  8 : Coupe t ransversa le  d 'un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19 
âgé i s su  de la manipulat ion 7. La base de 1'A.E.R. est  
i r r égu l i è re ,  le  mésoderme d is ta l  contient de nombreux 
débr i s  ce l l u l a i r es .  

N.B. Toutes les  f i gu res  de cette planche sont à l a  même 
échelle. 





PLANCHES X I  à X X I  

Ces planches permettent de comparer,  pou r  un stade de p ré -  
lèvement dé f in i  : 

- un membre obtenu i n  v i t r o  sans traitement 
- un membre obtenu i n  v i t r o  après traitement à la  cytosine 

- 

arabinoside 
- un rnembre obtenu i n  u te ro  chez l ' un  des embryons ju- 

meaux après le  même trai tement.  

a) membre an té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  sans trai tement 
b) membre an té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  après  traitement 
c)  membre an té r ieu r  obtenu -- i n  utero après  l e  même traitement 
d) membre pos té r ieu r  obtenu in  v i t r o  sans traitement 
e) membre pos té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  après  traitement 
f) membre pos té r ieu r  obtenu i n  u te ro  après  le même traitement 

Légende ce in tu re  

a st ylopode 

a zeugopode 

autopode 

zone d 'oss i f ica t ion 

N.B. Toutes les  f i gu res  de ces planches sont .à la  même 
échelle. 



PLANCHE X I  

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 16. 

Les bourgeons t r a i t és  sont i ssus  de la  manipulation 1 . 



Manipula lion I 



PI-ANCHE X I  I 

Squelettes obtenr~s à p a r t i r  de bourgeons de stade 17. 

Les bourgeons t r a i t és  sont issus de la  manipulation 2. 



Manipulation 2 



PLANCHE X l l l 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bocirgeons non t ra i tés  de stade 17 

(a - d j  et  de bourgeons t r a i t és  de stade 17 âge issus de la 

manipulation 2.  



Manipulation 2 



PLANCHE X I V  

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 18. 

1-es bouraeons t ra i tés  sorit issus de la  manipulation 2. 



Manipulation 2 





Manipulation 3 



PLANCHE XV I 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 18. 

Les bourgeons t r a i t és  sont i ssus  de l a  manipulation 3 .  



Manipulation 3 



PLANCHE XV I I 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 18. 

Les bourgeons t ra i tés  sont issus de l a  manipulation 4. 



Manipulation 4 



PLANCHE XV 1 I 1 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 19. 

Les bourgeons t r a i t és  sont issus de la  manipulation 5. 





PLANCHE XI X 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 19. 

Les bourgeons t r a i t és  sont issus de la  manipulation 6. 



Manipulation 6 



PLANCHE XX 

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 19 âgés. 

Les bourgeons t r a i t és  sont issus de l a  manipulation 7. 





PLANCHE X X I  

Squelettes obtenus à p a r t i r  de bourgeons de stade 2 0 .  

Les bourgeons t ra i tés  sont issus de l a  manipulation 8. 





PLANCHE X X  I I : Comparaison du développement i n  v i t r o  de bourçeons 
non t r a i t és  et de bourgeons t ra i tés  de même stade 
( les  témoins i n  u te ro  manquent). 

a) membre an té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  sans traitement 

b) membre an té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  après traitement 

c )  membre pos té r ieu r  obtenu i n  v i t r o  sans traitement 

d) membre pos té r ieu r  obtenu i r i  v i t r o  après traitement 

F i g .  1 : Manipulation 9 - Stade 17 à la  mise en cu l ture .  

F i g .  2 : Manipulation 10 - Stade 18 à l a  mise en cu l ture .  

F i g .  3 : Manipulation 10 - Stade 19 à la mise en cu l ture .  

F i g .  4 : Manipulation 1 1  - Stade 19 à la  mise en cu l ture .  

N.B. Légende identique à ce l l e  des planches X I  à X X I .  





PLANCHE X X I  I I : Aspects histologiques des cu l tu res  de fragments 
distaux de bourgeons. 

F i g .  1 : Zone 2 pré levée s u r  un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19. 
L'explant s 'est  f i xé  au subst ra t .  Le s inus marginal ( 1 
est s i tué  en profondeur et cont ient  de nombreux débr i s  
ce l lu la i res .  

F i g .  2 : Zone 2 pré levée su r  un bourgeon an té r ieu r  de stade 17 
où  l ' on  dist ingue une mitose (+). L 'explant n 'adhère 
pas au  sibstrai et l 'ectoderme entoure un  mésoderme 
sa in  où la  pycnose est t r è s  r a r e .  

F i g .  3 : Mo i t ié  postaxiale d 'un bourgeon an té r ieu r  de stade 16. 
Au niveau de I IA .E  .R. coexistent mitose (e) et 
t races  de dégénérescence (EEZIl. L'ectoderme est formé 
d'une couche de ce l lu les  t;asaies et d'une couche de 
ce l lu les  pér idermiques. 

F i g .  4 : Zone 1 pré levée s u r  un bourgeon an té r ieu r  de stade 19. 
Des débr i s  ce1 lu la i  r e s  s'accumulent dans le  sinus marginal  

).Le reste  du mésoderme est peu at te int  pa r  la  
pycnose mais I 'A .  E. R . est peu épaisse. 

F i g .  5 : Zone 2 pré levée ç u r  un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19. 
Les p rodu i t s  de dégénéi-escence ce1 l u l a i r e  s'accumulent 
dans une cav i té  pér iphér ique qui borde l ' A .  E.R .( ) .  No te r  
la d i f férence de densité ent re  le  mésoderme r?iarginai et 
le  mésoderme cen t ra l .  

F i g .  6 : Zone 2 pré levée su r  un  bourgeon pos té r ieu r  de stade 19. 
Une t ravée mésodermique t r ave rse  la cav i té  où se sont 
accumuIés les débr i s  ce l l u l a i r es  ( ) et semble soute- 
n i r  une A.E.R.  de faible épaisseur.  

F i g .  7 : Zone 2 pré levée su r  un bourgeon postériectr- de stade 19. 
L 'A .  k .K .  est complètement iso lee du mésoderme sous- 
jacent pa r  une cav i té  où  se sont accumulés des débr-is 
ce l lu la i res .  D 'au t res  débr i s  sont disséminés parmi  les 
ce l lu les  saines. 

F i g .  8 : Zone 1 pré levée su r  un bourgeon pos té r ieu r  de stade 19. 
Une t r è s  grosse ce l lu le  semble contenir- des produi ts  
de dégénérescence ( ) .  






