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INTRODUCTION GENERALE 

L'origine et la mise en place des cellules germinales primordiales (c.g.p.) des Amphibiens 

ont suscité de nombreux travaux qui ont révélé des différences fondamentales entre Anoures et 

Urodèles, En particulier, les travaux de Bounoure (1927, 1931 et 1934) furent déterminants en 

révélant l'existence d'un plasme germinal chez l'Anoure Rana temporaria.. Ce cytoplasme aux 

affinités tinctoriales particulières, situé au voisinage du pôle végétatif de l'oeuf indivis, se répartit 

ensuite au cours de la segmentation dans un certain nombre de blastomères qui constitueront les 

initiales germinales. De nombreuses recherches descriptives ont conf ï i é  l'existence de ce plasme 

germinal chez d'autres espèces d'Anoures (Revue par Eddy, 1975). Localisé dès le stade 

ovocytaire, il a été observé à tous les stades précoces du développement dans les cellules 

germinales primordiales présomptives qui coloniseront les fu tures crêtes génitales. Des études 

ultrastructurales ont révélé qu'il est constitué par l'association de granules denses avec des 

mitochondries et des ribosomes (Balinsky, 1966 ; Mahowald et Hennen, 197 1 ; Czolowska, 1972 ; 

Kalt, 1973 ; Gipouloux, 1975 ; Ikenishi et Kotani, 1975). Des études expérimentales ont montré 

que le cytoplasme germinal joue un rôle capital dans l'établissement de la lignée germinale des 

Anoures : seules les cellules ayant incorporé du plasme germinal sont capables de se différencier en 

c.g.p. Grâce à la présence de ce déterminant germinal, les c.g.p. présomptives peuvent être 

identifiées avec certitude et précision pendant toute leur existence endodermique, où elles 

prolifèrent, se différencient et migrent vers les crêtes génitales. L'origine endodermique des c.g.p. 

chez les Anoures est donc clairement établie. Comparativement chez les Urodèles, la situation est 

plus confuse. La présence d'un plasme germinal est très improbable. La seule observation de 

structures granulaires assimilables à celles décrites chez les Anoures fut publiée en 1971 par 

Williams et Smith. Elle concernait l'oeuf indivis d'Axolotl, mais cette observation n'a jamais été 

confirmée. Par contre, des granules germinaux ont été décrits à des stades avancés du 

développement. Ikenishi et Nieuwkoop (1978) ont réalisé une étude ultrastructurale des c.g.p. 

d'Ambystoma mexicanum à des stades larvaires (st. 23 à 47 de la table de développement de 

Schreckenberg et Jacobson, 1975) : des structures assimilables au "nuage" ou correspondant aux 

granules germinaux et à leurs dérivés n'apparaissent qu'après le stade 40. Hamasima et Kotani 

(1977) décrivent des structures identiques chez des larves âgées de Triturus pyrrhogaster (stade 

prise de noumture). Chez les Urodèles, l'absence de plasme germinal pendant les phases initiales 

du développement rend donc difficile l'identification de la lignée germinale. Les c.g.p. ne sont 



décelables, sur critères morphologiques, que lorsqu'elles sont déjà en place dans le mésoderme 

intermédiaire au cours des stades du bourgeon caudal. 

Cette absence de marqueur chez les Urodèles explique pourquoi, pendant longtemps, l'origine, la 

localisation et la migration des cellules sont restées imprécises. Des résultats expérimentaux 

attestent pourtant de la présence des c.g.p. dans le mésoderme intermédiaire dès le stade gastrula. 

Nieuwkoop (1947) à la suite de transplantations hétéroplastiques de mésoderme latéral entre 

gastrulas moyennes de Triturus alpestris et Tritum cristatus conclut à l'origine mésodennique des 

c.g.p. Ces résultats sont cependant contestés, en particulier Amanuma (1957) qui estime que 

l'ablation du mésoderme latéral présomptif de la gastrula de Trimnss pyrrhogaster ou d'Hynobius 
nebulosus n'affecte pas le nombre de gonocytes. Smith (1964) chez Ambystoma mexicanum 
démontre cependant grâce à des greffes de mésoderme latéral réalisées au stade gastrula entre les 

génotypes noir et blanc que les c.g.p. sont effectivement d'origine mésodermique et qu'elles sont 

les cellules mères des futurs gamètes. Ces quelques résultats suffisent à montrer la situation 

incertaine à laquelle on était parvenu en raison de la diversité des méthodes, des genres et des 

espèces, des stades utilisés. Une étape capitale est franchie en 1969 quand Nieuwkoop démontre 

expérimentalement que le mésoderme initial dérive exclusivement de l'ectoderme de l'hémisphère 

animal sous l'influence inductrice de l'hémisphère végétatif endodennique. La présence de c.g.p. 

parmi les structures mésodermiques induites conduit Sutasurya et Nieuwkoop (1974) à penser que 

chez les Urodèles, les c.g.p. se forment épigénétiquement à partir d'éléments somatiques 

totipotents de l'hémisphère animal de la blastula. Progressivement, s'imposait donc l'idée que chez 

les Urodèles, la lignée germinale avait une origine et une évolution radicalement différente de celle 

des Anoures qui jusque là avaient été pris comme modèle des Amphibiens en la matière. Entre 

temps, nous avions abordé expérimentalement l'étude de cette lignée avec la perspective d'en suivre 

le comportement chez un seul et même animal, le Pleurodèle. Les résultats rapportés dans ce 

mémoire concernent en premier lieu la localisation des c.g.p. depuis la blastula jusqu'au stade 

neurula. La deuxième partie, consacrée à l'origine de ces cellules, mettra en évidence qu'elles 

résultent bien d'une interaction ecto-endodermique au même titre que le mésoderme. La troisième 

partie aborde les mécanismes mis en jeu dans cette induction. 



MATERIEL ET METHODES 



MATERIEL ET METHODES 

1) Espèce utilisée. 

Toutes nos recherches ont été réalisées sur 1'Amphibien Urodèle Pleurodeles waltlii Michah 

Les embryons opérés proviennent de pontes naturelles obtenues au laboratoire. L'élevage et la 

reproduction de ces animaux ont été décrits par Gallien (1952). 

Le développement relativement lent des embryons permet d'opérer plusieurs jours sur la même 

ponte, pour celà, il suffit en effet de réchauffer ou de refroidir légèrement une partie des germes. 

Les stades ont été déterminés selon la table chronologique du développement établie par Gallien et 

Durocher (1957). 

2) Techniques opératoires. 

Les méthodes et instruments utilisés sont ceux de l'enibryologie expérimentale pour les 

Amphibiens (Hamburger, 1947 ; Rugh, 1948). Du fil de platine de section 0,04 mm a servi à 

confectionner les bistouris et les boucles nécessaires aux opérations ; celles-ci ont été réalisées sous 

loupe binoculaire. 

Le dégangage et l'ablation du chorion sont effectués à l'aide de 2 paires de pinces fines. Les germes 

sont ensuite lavés dans deux bains successifs de solution opératoire stérile. Le milieu opératoire est 

la solution de Holtfketer ou la solution de Steinberg ; ces solutions stérilisées sont additionnées de 

pénicilline ou streptomycine. 

Les embryons sont opérés dans des coupelles remplies de solution opératoire stérile et dont le fond 

est constitué de pâte à modeler ou d'agar agar. 

3 types principaux d'expériences ont été réalisés : 

- ablations et transplantations 

- culture in vitro 

- culture in vivo (implantation dans le blastocoele) 

Les territoires concernés dans chacune de ces techniques variant en fonction des stades, les 

différents schèmas opératoires correspondants seront représentés avec les résultats. 

- Ablations et transplantations 

Le principe de l'intervention réside dans l'ablation élective et unilatérale d'un fragment 

d'ecto-mésoderme. On découpe un lambeau d'ectoderme avec le mésoderme sous-jacent dans la 



région ventro-latérale de la neurula en prenant soin de ne pas léser le blastopore. Le matériel excisé 

se détache parfaitement de l'endoderme sur lequel il repose. La cicatrisation terminée, il est 

transféré dans une autre coupelle remplie de solution d'élevage (Holfreter ou Steinberg stérile diluée 

au 1/10). Les animaux opérés sont ainsi élevés séparèrnent jusqu'au stade 38 où ils sont sacrifiés. 

A ce stade, soit 17 jours environ après la ponte, les c.g.p. sont groupées en îlots plus ou moins 

volumineux s'étirant le long des uretères primaires au niveau des crêtes génitales (Planche 1. Fig. A 
et B). Nous avons choisi ce stade pour 2 raisons : 

- un critère morphologique : le stade 38 est facilement identifiable, il est caractérisé par la 

présence des membres antérieurs en forme de palette échancrée ; 

- un critère histologique : à ce stade, le vitellus est presque complètement résorbé et seuls les 

gonocytes primaires possèdent encore de volumineux granules vitellins. 

On remarque leur grande dimension qui contraste avec celle des cellules avoisinantes, leur noyau 

plurilobé renferme 1 ou 2 nucléoles (Planche 1. Fig. A et B). 

Toutes nos ablations ont été réalisées du côté droit, le côté gauche non touché par l'intervention 

peut être considéré comme élément de comparaison. Seuls les animaux où la régulation des 

temtoires enlevés s'est déroulée normalement ont été élevés et pris en considération. 

Des transplantations ont également été réalisées. La coupelle opératoire contient un fond de pâte à 

modeler qui permettra le creusement des logettes afin d'assurer l'immobilisation complète du germe 

receveur nécessaire à la mise en place du greffon. Après cicatrisation (1 heure environ), l'embryon 

est dégagé de sa logette puis transporté dans une autre coupelle contenant la solution d'élevage. 

- Culture in virro 

L'ébauche embryonnaire destinée à la mise en culture in vitro est prélevée sur le germe. Le 

ffagment ainsi isolé est maintenu 1 à 2 heures dans la coupelle opératoire revêtue d'un fond d'agar. 

La cicatrisation achevée, il est placé dans une salière comportant un fond de gélose (13 % O )  et 

remplie du milieu de Barth et Barth (1959) ou du milieu de Holtfreter opératoire additionné de 

sérum de cheval (5%) et de 50 000 UI de pénicilline pour 100 ml de solution. Les salières sont 

ensuite placées en étuve à la température constante de 20°C. Après 15 jours de culture, nous fixons 

les explants qui se sont différenciés normalement. 



Une variante de cette technique, la culture dite "en sandwich" a été utilisée fréquemment au cours de 

notre expérimentation. Elle consiste en l'insertion de l'ébauche embryonnaire dans un lambeau 

d'épiblaste de manière à constituer une sorte de sandwich. 

- Culture in vivo (implantation dans le blastocoele) 

Contrairement à la culture in vitro, l'expiant embryonnaire isolé est maintenu dans des 

conditions plus proches de son milieu naturel. Ii est introduit dans la cavité blastocoelienne d'une 

jeune gastrula encore entourée par son chorion. Sa maintenance favorisant considérablement le 

développement ultérieur du germe. Les individus opérés sont élevés séparément jusqu'au stade 38 
où ils sont sacrifiés. 

3) Techniques d'observation des résultats 

Nous avons utilisé deux liquides fixateurs ; le liquide de Bouin-Hollande sans acide acétique 

pour les larves dépourvues de vitellus et le liquide de Smith pour les cultures. Après inclusion à la 

paraffine (inclusion mixte gélose-paraffine quand les pièces sont petites), des coupes de 7 pm 

d'épaisseur sont effectuées. Elles sont ensuite colorées à I'hémalun-éosine ou au rouge nucléaire 

picro-indigo-carmin. 



CHAPITRE 1 

LOCALISATION DES C.G.P. AU COURS DES PREMIERS STADES DU 
DEVELOPPEMENT. 

INTRODUCTION 

Humphrey, dès 1925, met en évidence des c.g.p. au-voisinage du canal de Wolff dans le 

mésoderme latéral des bourgeons caudaux d'Hémidactylium et d'Ambystoma maculatum (st. 21 de 

la table de Hanison). Ce même auteur (1927, 1928), à la suite d'ablations et de transplantations, 

confme la localisation de ces cellules dans le mésoderme intermédiaire d'Ambystm maculahun 
et A. jeffersonianum, à des stades relativement avancés du développement (st. 32 à 36 de la table de 

Harrison). Aux stades antérieurs du bourgeon caudal, la richesse généralisée en plaquettes vitellines 

et l'absence de caractères spécifiques ne permettent pas de distinguer les c.g.p. des autres cellules 

embryonnaires. Seules des méthodes expérimentales pouvaient résoudre les problèmes posés. 

Nieuwkoop (1947) réalise un important travail expérimental dont les résultats confirment l'origine 

mésodermique des c.g.p. Cependant, tous ces résultats ne font pas l'unanimité des embryologistes. 

Takamoto (1953) constate l'absence complète des c.g.p. après ablation totale de l'endoderme de la 

neurula âgée de Trituruspyrrhogaster. Amanuma (1957) et Asayama (1950, 1961) à la suite 

d'ablations de mésoderme latéral présomptif chez des gastrulas moyennes, des jeunes neurulas et 

des bourgeons caudaux de Triturus pyrrhogaster et Hynobius nebulosus, parviennent à des 

résultats différents. Ils estiment que les c.g.p. ne sont pas encore déterminées au stade neurula et 

qu'une régulation est possible à partir du mésoderme latéral à un stade aussi avancé que celui du 

bourgeon caudal. Asayarna et Amanuma (1957), après avoir greffé la lèvre dorsale blastoporale 

dans la zone marginale ventrale d'un embryon de Hynobius nebulosus , considèrent que les c.g.p. 

sont induites de novo par l'embryon secondaire induit. Cette interprétation est contestée par 

Capuron (1968) qui montre que, chez le Pleurodèle, les c.g.p. de l'embryon secondaire 

proviennent du stock initial de l'hôte, ces cellules se répartissant entre les crêtes génitales normales 

et surnuméraires. Dans le cadre de ce travail, nous avons tenté de localiser les c.g.p. aux stades les 

plus précoces du développement, en étudiant successivement la neurulation, la gastrulation et la 

segmentation. 



1 - Neurulation 

Chez le Pleurodèle, Houillon (1956) a établi que les gonocytes sont identifiables de manière 

certaine, grâce à des critères histologiques, vers le 12eme jour du développement, ce qui 

correspond au stade 33. En outre, le stock de cellules germinales à ce stade reste constant 

chez un individu donné jusqu'à l'âge de 4 semaines, moment où débute la multiplication. C'est sur 

cette particularité qu'est basé le principe des premières opérations réalisées, toute ablation 

unilatérale d'un temtoire supposé contenir tout ou partie des c.g.p. doit entraîner un déficit du 

nombre de gonocytes du côté correspondant, sous réserve que la numération soit faite avant l'âge 

de 4 semaines et qu'il n'y ait pas de régulation. 

Une étude préalable, réalisée sur 22 individus témoins, nous a permis de constater, qu'en 

dépit de certaines variations individuelles, la moyenne était environ de 100 gonocytes par larve, (m 

= 96,23 f 31,73) répartis de manière comparable entre les crêtes génitales droite et gauche 

(Publication no 1). 

Ces valeurs sont voisines de celles publiées par Houillon (1956). 

Pour pallier les inconvénients de cette démonstration par défaut, nous avons procédé, dans 

un second temps, à la culture des temtoires supposés contenir les c.g.p. 

1-1. Méthode des ablations. 

L'ablation complète, au stade jeune neurula, du mésoderme latéral présomptif chez 

Ambystoma mexicanum, réalisée par Nieuwkoop (1947) entrainait la stérilité totale chez 4 

individus opérés sur 7. La réduction était importante dans les autres cas. Nous avons repris ces 

expériences chez le Pleurodèle. 

La première méthode a consisté en l'ablation unilatérale d'un fragment ecto-mésodermique 

en position ventrale postérieure décrit dans la figure 1. 

Fig. 1 : Ablation d'ecto-mésoderme ventral au stade neurula. 
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Les résultats de nos expériences d'ablations ayant fait l'objet d'un travail antérieur (Mauhid 

et Capuron, 1972, nous nous limiterons à n'en rapporter ici que les conclusions (Publication nO1). 

Les ablations localisées d'ecto-mésoderme entraînent l'absence ou la réduction des gonocytes du 

côté opéré. Au stade de la jeune neurula (st. 15), eues sont localisées au voisinage du blastopore en 

position ventrale et latérale par rapport à ce dernier. Aucun changement ne survient au cours de la 

neurulation. C'est aux environs du stade 22 (jeune bourgeon caudal) que les cellules germinales 

quittent leur position initiale pour atteindre le mésoderme intermédiaire au stade 23/24. Afin de 

confumer ces résultats, nous avons procédé à la mise en culture de ce temtoire. 

1-2. Culture in vitro. 

Le temtoire excisé bilatéralement correspond à l'ensemble du mésoderme latéral 

présomptif déjà invaginé et à celui, en particulier le mésoblaste caudal, encore présent en surface 

autour de la fente blastoporale. Afin de s'assurer de la présence du maximum de c.g.p., l'ablation a 

été étendue à toute la région bordant le blastopore (Fig.2). 

Fig. 2 : Localisation du secteur ecto-mésoderrnique isolé et mis en culture au stade neurula. 

Le territoire excisé comporte du tissu nerveux (extrêmité postérieure des bourrelets neuraux), de 

l'ectoderme et des tissus mésodermiques (mésoderme latéral et caudal, une partie des somites), seul 

le feuillet endodermique en est exclu. Les opérations sont réalisées aux stades 15,17 et 19/20. 

Les explants forment des vésicules limitées par un épithélium épidermique doublé d'une 

somatopleure d'où sont issues des lames mesothéliales. Ces dernières forment un réseau délimitant 

toute une série de cavités. Sur 68 explants différenciés (Tableau l), 53 contiennent des c.g.p. le 

plus souvent groupées en un seul îlot inclus dans le mésenchyme somatopleural ou emballé dans 

une travée mésothéliale (Planche 1, Fig. C). Il existe une grande fluctuation dans le nombre de 



Tableau 3 - Numérations gonocytaues réalisées après ablation de l'ecto-mésoderme 
latéral de jeune neunila (st. 15) chez les larves opérées et les explants 
correspondants. 

Numéro de 
l'expkence 

B16 
B 17 
BI8 
B 19 
B20 
B21 
N 1 
N3 
N4 
N6 
N9 
NI2 
NI5 
S 1 
S 2 
S 3 
S 4 
S 5 
S 6 
S 7 
S 8 
S 9 
S 10 
SI1 

T=24 

(-) explant non analysé. 

Nombre de 

Germe donneur 

O 
O 
O 
O 
O 
1 O 
2 
O 
5 
O 
2 
O 
2 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

c.g.p. 

Explant 
correspondant . 

29 
- 
17 - 
23 - 
59 
62 - 
75 - 
- 
- 
86 
- 
60 

1 64 
9 1 
95 
8 1 

112 
88 
74 
67 

m=73,93k35,73 



gonocytes d'une expérience à l'autre, les moyennes des différents stades (29,8, 50,5 et 66,6) 

varient avec l'âge du donneur. On note cependant une progression sensible en cours de neurulation. 

L'efficacité de l'opération est maximale au stade 19/20, par comparaison avec la moyenne des 

larves non opérées (96,23 f 31,73) on constate un déficit important que l'on peut attribuer à la 

technique opératoire. On peut en effet estimer qu'une partie des c.g.p. se trouve éliminée au cours 

de la mise en culture et de la cicatrisation. 

Pour préciser la localisation mésodermique des c.g.p., dans un certain nombre de cas, nous avons 

essayé de séparer l'ectoderme du mésoderme latéral présomptif. Cette opération n'est pas aisée car 

le feuillet mésodermique est très mince. Le mésoderme latéral isolé est ensuite inséré dans un 

lambeau d'épiderme présomptif. Le "sandwich" ainsi constitué est mis en culture in vitro dans les 

conditions habituelles. 

L'examen histologique de quelques explants (Tableau 2) a révélé la présence effective de c.g.p. au 

sein des dérivés mésodermiques issus de la différenciation du mésoderme prélevé, mésenchyme et 

lames latérales. 

Nous avons également vérifié l'efficacité de l'ablation bilatérale en élevant d'une part, le germe 

donneur pendant 2 semaines et en cultivant le fragment ecto-mésodermique pendant le même temps, 

d'autre part. Les résultats des numérations gonocytaires pratiquées sur l'explant et les crêtes 

génitales de la larve opérée sont rassemblés dans le tableau 3. Dans 19 cas sur 24, l'opération a 

entraîné une stérilité complète des larves. Les explants correspondants mis en culture et qui ont pu 

être analysés renfermaient tous des c.g.p. en nombre variable. Ces résultats confirment nos 

précédentes observations, les c.g.p. sont toutes localisées dans la région ventro-latérale du 

blastopore. L'ablation complète de ce temtoire au début de la neurulation peut entraîner une 

stérilisation complète de la larve sans possibilité de régulation. 

2 - Gastrulation 

Les résultats de Nieuwkoop (1947) et Smith (1964) laissaient supposer qu'au cours de la 

gastrulation, les g.c.p. étaient situées dans le mésoderme ventro-latéral présomptif. Compte tenu 

des résultats rapportés dans le paragraphe précédent, c'est donc dans ce territoire que nous avons 

tenté de les localiser. Nous avons réalisé l'ablation élective de fragments de gastrulas prélevés à 

divers stades, depuis l'apparition de l'encoche blastoporale (st. 8a) jusqu'à sa fermeture au st. 13. 

Les premiers essais de culture ayant échoué, les explants se dissociant en cours de culture, nous 

nous sommes orientés vers la technique de culture en sandwich (Holtfreter, 1933), technique qui 

devait réduire les risques de dissociation. Dans un second temps, après examen des résultats 



obtenus, nous avons mis en oeuvre une autre technique de culture in vivo qui fait appel à 

l'implantation intrablastocoelienne. 

2-1. Explantation in vitro. 

2- 1- 1. Culture "en sandwich" 

' 2- 1 - 1 - 1. Protocole opératoire. 

Un fragment de mésoderme latéral présomptif, représentant le 1/4 de l'ensemble du 

territoire est inséré dans une tranche d'ectoderme prélevée sur un autre germe dont le stade (blastula 

âgée) a été choisi en vertu de ses aptitudes à recouvrir rapidement le fragment. La figure 3 retrace le 

protocole opératoire employé. Les sandwichs ainsi réalisés sont mis en culture selon la technique 

déjà relatée. 

Fig. 3 : Représentation du secteur de mésoderme latéral présomptif prélevé à différents 

stades de la gastrulation (st. 8a à 13) et mis en culture dans un lambeau d'épiblaste isolé sur une 

blastula âgée. 



Tableau 4 - Diff-tions obtenues ap&s culture en sandwich de fragments de xmhkme 
latéral @cvCs au stade 8a (+) Msence 

(-) Absence 

Tableau 5 - Diffénnciations obtenues après culture en sandwich de fragments de méscxkm 
latéral prélevés au stade 10. (+) Msence 

( -) Absence 



4 séries expénnientales ont Cté W s é e s  couvrant 4 stades successifs de la 
gastrulation : 8a, 10,12 a 13. Les rhïitats sait mmeQibIts dans les ~ M ~ u x  4,5,6 et 7. 





Tableau 8 : Différenciations obtenues après culture en sandwich de mésoderme 
latéral prélevé à divers stades de la gastrulation. 
( ) fréquence des structures obtenues. 

Stade de 
Prélèvement 

st 8a 

st 10 

st 12 

st 13 

De manière générale, les explants évoluent en vésicules, de taille variable entourées d'un 

épithélium. Un mésenchyme tapisse le revêtement externe d'origine épidermique, tout en émettant 

de minces travées au travers de la cavité vésiculaire (Planche II, Fig. A à F ). Des tubules 

néphrétiques sont parfois accolés à ces lames mésothéliales. Les c.g.p., quand elles sont présentes, 

constituent un îlot situé soit dans le mésenchyme de l'enveloppe soit au voisinage des structures 

néphrétiques (Planche II. Fig. C, D, E et F). La comparaison des résultats réunis dans le tableau 8 

montre que le mésoderme latéral présomptif est capable d'autodifférenciation dès le stade Sa, mis en 

culture en sandwich, il évolue conformément à ses valeurs présomptives et se différencie dans la 

majofité des cas en mésenchyme, mésothélium et tubules néphrétiques (une exception cependant 

pour la série (ML st. 10). L'autre point important concerne la fréquence d'apparition des c.g.p., 

dans les 2 premières séries (ML 8a et ML 10) les c.g.p. n'apparaîssent qu'exceptionnellement (1 

seul cas dans la série ML 8a). Au contraire, dans les 2 dernières séries (ML12 et ML13), les c.g.p. 

s'observent fréquemment et nous obtenons des taux élevés de différenciation, 75% au stade 12 et 

n 

20 

11 

16 

27 

62,9% au stade 13. Ces résultats plaident en faveur d'une détermination progressive des c.g.p. en 

cours de gastrulation. La culture en sandwich s'étant révélée inefficace aux stades initiaux de la 

gastnilation, il nous a semblé que l'implantation de ce territoire dans le blastocoele d'une gastrula 

fournirait des conditions plus favorables à leur différenciation. 

2-2. Culture in vivo : implantation dans le blastocoele. 

2-2- 1. Protocole opératoire. 

T. Néphr. 

12(60) 

O(0) 

14 (87,5) 

14(51,8) 

La zone marginale ventrale et ventro-latérale de la gastrula, prélevée aux stades Sa, 9 et 10 

Mésen. 

20(100) 

9(82)  

16 (100) 

27(100) 

c.g.p. 

l (5)  

0 (0) 

12 (75) 

17(62,9) 

Méso. 

20(100) 

9(82)  

16 (100) 

27(100) 



est d&oUpa en 4 scctam B la f i p  4. CSiaque fhgmt~it ainsi ûéihit4 est introduit 
elans le blastoeoele d'une je,me gastrula. Zds individus hôtes sont ensuite élevés s6parémcnt 
jusqu'au stade 38 où ils sont -6s. 

ventrale et ventro-latérale et implantés dans le blastacuele d'une gastrula. 

2-2-2. Résultats. 
Quelque soit le type d'cqxkuion daW, le &agmcnt impland se localise gén(5d-t 

dans la r6gion moyenne du tronc en tonnant des excroissances en position plus ou moins ventrale. 
Au sein des dérivés mésodcnniques tels que cellules sanguines et ~nchymateu.~, des 
gonocytes ont et6 dénombras dans 74,7 % des cas (Tableau 9). Les résultats obtenus dans ce type 
d'tpénitioa ont fait l'objet d'une publication (Maufroid et Capumn, 1973) a nous ne relaterons, 
datls ce mémok, que les conclusions essenticlies (Publication n02). 

f Nombre de cas 

stade Sa stade 9 stade 10 Totaux I 

33 3U 33 24 25 14 91 68 
(%) (?a,?) (56) (74,7) 

TaMeau 9 : Diff(5renciation de c.g.p. dans le m é e  liitétal de gastrula après 
implantation intrablastocoche. 



Les cellules germinales surnuméraires des larves opérées se localisent toujours au sein des 

s truc tures issues des lames latérales sous la forme d'îlots bien individualisés, leur association 

constante avec la somatopleure ou la splanchnopleure est conforme à la nature présomptive du 

temtoire dont elles dérivent (Planche 1. Fig. D et E). Ceci montre que les c.g.p. présentes dans un 

secteur se différencient sur le lieu même de son implantation dans le blastocoele et échappent à toute 

influence attractive provenant de l'hôte. Nos résultats démonirent que les c.g.p. sont situées au sein 

du mésoderme latéral présomptif dès l'apparition de l'encoche blastoporale (st 8a). Les c.g.p. sont 

dispersées dans tout le mésoderme latéral, Smith (1964) a fait la même constatation chez l'Axolotl. 

2-3. Conclusion 

L'ensemble de nos résultats relatifs à la gastrula permet de conclure que dès le début de la 
gastmlation, les c.g.p. sont présentes au sein du mésoderme latéral présomptif. Au cours de la 

première moitié de la gastmlation, elles n'auraient pas encore acquis une complète détermination. 

Celle-ci s'établirait progressivement dans le cadre d'interactions tissulaires complémentaires avec 

l'endoderme. La différenciation des c.g.p. dans de fortes proportions lorsque le mésoderme latéral 

est implanté dans le blastocèle où il subit l'influence des tissus environnants plaide en faveur de 

cette hypothèse. 

3 - Segmentation 

La présence des c.g.p. dans le mésoderme latéral présomptif de la jeune gastrula étant 

maintenant clairement établie, on pouvait s'interroger sur leur existence aux stades plus précoces de 

la segmentation. Nos recherches se sont donc poursuivies avec l'étude des stades 5 et 6 (blastula 

jeune et moyenne) où nous avons réalisé l'explantation in vitro de fragments de la zone marginale. 
Si on consulte la littérature, on constate que cette phase du développement a été peu étudiée, 

Holtfreter (1938) a bien effectué des expériences similaires mais sur de jeunes gastrulas. Les 

premiers travaux sont réalisés par Nakamura et Matsuzawa (1967) chez Triturus pyrrhogaster , ces 

auteurs ont analysé la capacité de différenciation de secteurs dorsaux, latéraux et ventraux découpés 

dans la zone marginale de germes arrivés aux stades morula et jeune blastula. La difficulté 

principale que l'on rencontre lorsqu'on étudie cette phase du développement est d'orienter 

correctement l'embryon. En effet, la zone dépigmentée, le croissant gris, qui marque normalement 

la future face dorsale de l'embryon n'est bien visible que chez les Anoures. Chez le Pleurodèle par 

contre, cette zone n'est pas toujours très apparente et souvent elle disparaît au cours de la 

segmentation. Il s'avérait donc nécessaire de marquer au préalable la future face dorsale en posant 

une marque colorée au début de la segmentation. 



Nous avons vérifié l'efficacité de ce marquage en plaçant un fragment d'agar imprégné de rouge 

neutre ou de sulfate de bleu de Nil con= la zone dépigmentée de germes isolés au stade 2 cellules. 

La lecture est effectuée au stade jeune gastrula. Dans 19 cas sur 28 (c'est-à-dire dans 68% des cas), 

la coloration est localisée exactement dans le chordo-mesoblaste présomptif au-dessus de la lèvre 

dorsale du blastopore, dans 8 autres cas (29%), la marque est retrouvée au niveau du territoire 

présomptif des somites, le dernier cas est illisible. Les résultats montrent que chez le Pleurodèle, il 

est possible d'isoler des secteurs dorsaux ou ventraux de la zone marginale dans de bonnes 

conditions, les risques d'erreur étant limités. 

3-1. Etude de la zone marginale prélevée au stade 6. 
3- 1 - 1. Protocole opératoire. 

Les germes choisis parmi ceux qui présentent une symétrie bilatérale bien apparente sont 

marqués au stade 2 blastomères. Une marque colorée est posée à l'emplacement du croissant 

dépigmenté, chaque germe ainsi orienté est élevé jusqu'au stade 6. Nous prélevons sur chaque 

embryon 2 hgments, le premier dans la zone marginale dorsale et le second dans la zone marginale 

ventrale comme le montre la figure 5. Les secteurs excisés sont situés à la limite de la zone 

pigmentée de l'hémisphère animal au contact des blastomères végétatifs plus volumineux. Les 

explants sont ensuite mis en culture en "sandwich" selon la technique habituelle. 

Fig. 5 : Représentation du secteur prélevé dans la zone marginale d'une blastula moyenne 

(stade 6 )  et cultivé en sandwich dans un lambeau d'épiblaste prélevé au stade 7. 





3-1-2. Résultats 

Les explants évoluent en vésicules épidermiques dont l'aspect morphologique diffère en 

fonction de l'origine des tissus prélevés. Les vésicules issues de la culture d'un fragment de la zone 

marginale dorsale (ZMD) présentent souvent un aspect organisé, reflétant une symétrie 

dorso-ventrale prononcée (Planche III. Fig. A). 
Au contraire, un fragment de la zone marginale ventrale (ZMV) mis en culture, ne donne naissance 

qu'à une vésicule de forme arrondie, apparemment dépourvue de structures axiales (Planche III. 
Fig. B). L'examen histologique confirme ces observations, il permet de décrire 2 types 

d'organisation : 

- Le premier concerne les explants issus de la ZMD. Il existe une symétrie très accusée avec 

la présence de structures axiales dorsales très développées. Une chorde surmontée d'un tube neural 

et flanquée de myotomes occupe fréquemment l'un des pôles de la prestation (Planche III. Fig. E et 

F). Les structures neurales sont de type céphalique et des capsules otiques sont parfois observées 

(Planche III. Fig. F). 
- Le second est relatif aux explants issus de la ZMV. Les structures axiales n'apparaissent 

jamais. Les vésicules épidermiques, tapissées par du mésenchyme, possèdent une vaste cavité 

centrale limitée par un mésothélium (Planche III. Fig. C). Nous avons observé des c.g.p. dans 4 

cas sur 16 (Tableau 10) ces cellules forment un îlot isolé dans le mésenchyme ou emprisonné dans 

une travée traversant la cavité centrale (Planche XII. Fig. C et D). Les numérations gonocytaires 

révèlent une grande variabilité (respectivement 11,65,126 et 34 c.g.p.). 

3-2. Etude de la zone marginale prélevée au stade 5 (jeune blastula). 

3-2- 1. Protocole opératoire. 

A ce stade, les fragments de la zone marginale que l'on isole ne renferment que 

quelques cellules volumineuses (Fig. 6). 

C'est le stade le plus jeune que l'on puisse opérer. Les blastomères appartenant à la zone marginale 

contiennent vraisemblablement de l'ectoderme et de l'endoderme présomptif et il faudra en tenir 

compte dans l'interprétation des résultats. Un marquage cellulaire sélectif par la HRP (Horse 

Radish Peroxydase) ou la FLDx (Fluorescein-lysine-dextran) permettrait de connaître la 

descendance des cellules prélevées et de s'assurer ainsi des potentialités réelles de ces cellules. Les 

explants isolés sont mis en culture "en sandwich" selon le même protocole que celui utilisé au stade 
6. 



Tableau 11 - Capacité de diffhciation de 2 meurs de la m e  marghle pnO1wb 
au st. 5 et dtiv5s en "sandwich". 
(+) Présence 
(-1 Absence 
v secmurventrai 
d secteur dorsal 



Fig. 6 : Représentation du secteur prélevé dans la zone marginale d'une blastula jeune 

(stade 5) et cultivé en sandwich dans un lambeau d'épiblaste prélevé au stade 7. 

3-2-2. Résultats 

Les vésicules issues de la culture des secteurs dorsaux et ventraux de la zone marginale 

paraissent identiques (Planche IV. Fig. A et B), néanmoins l'étude histologique révèle des degrés 

d'organisation proches de ceux décrits au stade 6. 

La moitié des prestations issues de la ZMV renferment du mésenchyme et un mésothélium 

(Tableau 11). Ces dérivés mésodermiques sont peu abondants (Planche IV. Fig. C), leur richesse 

en plaquettes vitellines traduit une différenciation incomplète. Les c.g.p. ne sont observées que 

dans 2 cas, elles sont groupées en îlot dans le mésenchyme tapissant l'épithélium épidermique 

(Planche IV. Fig. C et D). Les prestations issues de la ZMD sont plus riches en dérivés 

mésodermiques. Chorde et myotomes occupent souvent toute la vésicule et des structures neurales 

céphaliques accompagnent fréquemment leur différenciation (Planche IV. Fig. E et F). 

Mésenchyme et mésothelium apparaissent dans la majorité des cas ('ïableau 1 1). 

3-3. Discussion 

Les résultats que nous avons obtenus chez le Pleurodèle montrent que la zone marginale 

semble déterminée dès le stade jeune blastula. En effet, l'explantation in vitro, au stade 5, de 



portions de la ZMD et de la ZMV fournit des dérivés mésodermiques variés (Tableau 12). Ces 

dérivés sont plus fréquents et diversifiés au niveau dorsal, chorde et myotomes sont présents dans 

30% des cas et des structures neurales céphaliques accompagnent leur différenciation dans 55% des 

cas. Mésenchyme et mésothélium apparaissent dans les secteurs dorsaux et ventraux selon des 

fréquences voisines. Quelques tubules néphrétiques sont observés dans les secteurs dorsaux. Au 

stade 6, de manière générale, les dérivés mésodermiques issus de la ZMD sont plus fréquents, 

l'évolution n'est pas la même pour les structures fournies par la ZMV où seules les c.g.p. voient 

leur taux de différenciation progresser (de 10 à 25%). 

Tableau 12 - Fréquence des structures obtenues après culture en "sandwich" de 2 secteurs 
de la zone marginale prélevés aux stades 5 et 6. 
ZMV = zone marginale ventrale 
ZMD = zone marginale dorsale 
N = nombre d'expériences. 

Stade 5 

Z M V  

Z M D  

Stade 6 

Z M V  

Z M D  

Ces résultats montrent que la zone marginale est régionalisée dès le stade 5, chorde et myotomes ne 

se différencient qu'au niveau dorsal alors que les c.g.p. n'apparaissent qu'au niveau ventral. On 

peut s'étonner cependant de l'absence des cellules sanguines qui caractérisent normalement la 

différenciation de la ZMV (Nakamura et Matsuzawa, 1967). La comparaison des fréquences des 

N 

20 

(%) 

20 

16 

16 

Ch- 

O 

(0) 

11 

(55) 

O 

(0) 

10 

(6295) 

MYO. 

O 

(0) 

6 

(30) 

O 

(0) 

9 

(56,2) 

T. 
Néphr. 

1 

(5) 

7 

(35) 

O 

(0) 

5 
(3192) 

Mésen. 

10 

(50) 

12 

(60) 

7 

(4397) 

12 

(75) 

Méso. 

10 

(50) 

12 

(60) 

6 

(3795) 

12 

(75) 

Str.Neu. 

O 

(0) 

11 

(55) 

O 

(0) 

1 O 
(6295) 

C.Otiq. 

O 

(0) 

2 

(10) 

O 

(0) 

8 

(50) 

c.g.p. 

2 

(10) 

O 

(0) 

4 

(25) 

O 

(0) 



tissus différenciés à partir des secteurs dorsaux et ventraux de la zone marginale aux stades 5 et 6 

(Fig. 7) indique que les dérivés mésodenniques apparaissent plus fiéquement dans les secteurs 

dorsaux, celà peut signifier que cette zone possède un degré de détamination plus élevé. Nakamura 

et Matsuzawa (1967) ont publié des résultats voisins chez Triturus pyrrhogaster , ils ne signalent 

pas la présence d'éventuelles c.g.p. Ces auteurs ammient que la capacité de différenciation de la 

Chorde 

Myotomes 

Pronéphros 
Mésenchyme 
Mésothélium 

Tissu neural 

St. 5 

Chorde 
M yotomes 

Pronéphros 
Mésenchyme 
Mésothélium 
Tissu neural 

c.g.p. 

St. 6 

Figure 7 - Diagrammes de la fréquence des tissus différenciés dans les explants issus de la 
culture de fragments dorsaux et ventraux de la zone marginale prélevés aux stades 5 et 6 



zone marginale s'acquiert progressivement au cours de la segmentation, amorcée au stade 8 (morula 

âgée) elle s'affirme au stade 9 (jeune blastula). Des travaux ultérieurs (Nakamura et Takasaki, 1970 

Nakamura, Takasaki et Mizohata, 1970) limités à l'étude de la ZMD ont révélé que cette capacité 

débutait plus précocement, d&s le stade 7 chez Trihzncs pyrrhogaster et au stade 6b chez le Xenope. 

Dans ces dernières expériences, le fragment de la ZMD n'est pas enveloppé dans un lambeau 

d'épiderme présomptif. 

L'étude que nous avons réalisée à divers stades de la segmentation et de la gastrulation nous a 

révélé que les c.g.p. n'apparaissent de manière régulière qu'en fin de gastrulation (Tableau 13). 

Tableau 13 - Fréquence en % des dérivés formés après culture en "sandwich" de fragments 
de la zone marginale ventrale et de mésoderme latéral prélevés à divers stades 
de la segmentation et de la gastrulation. 

Mésenchyme 

Mésothélium 

T. Néphr. 

c.g.p. 

Cependant les dérivés mésoderrniques associés généralement à leur différenciation, mésenchyme et 

mésothélium, s'observent dès le stade jeune blastula. Le mésoderme latéral présomptif situé 

initialement dans la zone ventrale de la zone marginale est donc déterminé précocement, seules les 

c.g.p. semblent nécessiter des interactions complémentaires pour acquérir leur détermination 

définitive en fin de gastrulation. L'absence de différenciation des cellules sanguines dans nos 

expériences confirme cette analyse. On peut penser que l'endoderme joue un rôle nécessaire dans 

ces interactions, aussi fera-t-il l'objet de toute notre attention dans la suite de notre travail. 

st. 5 

50 

50 
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1 O 

st. 6 

43,7 
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O 

25 

st. 8a 

100 

100 
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st. 10 

82 

82 

O 

O 

st. 12 

100 

100 

87,5 

7 5 

st. 13 

100 

100 

51,8 

62,9 



CHAPITRE II 

ORIGINE ET FORMATION DES C.G.P.. RECOMBINAISONS 
ECTODERME-ENDODERME. 

INTRODUCTION 

Dès 1936, en associant micromères et cellules vitellines de stade 8, chez Rana fusca 
Vintemberger a mis en évidence une nécessaire intéraction entre l'endoderme et 1' ectoderme pour 

l'édification de la corde et des somites. La présence des blastomères végétatifs permettait aux 

micromères d'exprimer des capacités de développement qu'ils ne pouvaient manifester à l'état 

isolés. Cet auteur suspectait la présence, dans les cellules vitellines d'un facteur indispensable à la 

réalisation du "centre organisateur". Plus récemment Ogi (1967, 1969) a obtenu de la 

différenciation mésodermique en associant des micromères et des macromères d'embryons de 

Triton aux stades de la segmentation. Nieuwkoop (1969) a montré que chez l'Axolotl, les 
structures mésodermiques initiales dérivaient exclusivement de l'ectoderme présomptif sous 

l'influence de la masse végétative vitelline. Des expériences plus précises de Boterenbrood et 

Nieuwkoop (1973) ont révélé que cette capacité inductrice de l'endoderme était régionalisée. 

L'endoderme dorsal induit préférentiellement de la corde, des myotomes et des tubules 

néphrétiques alors que l'endoderme ventral provoque surtout la formation des cellules sanguines et 

des c.g.p.. Cette capacité de l'endoderme à induire des dérivés m6sodermiques, maximale au stade 
blastula, commence à décroître au début de la gastrulation. Des résultats similaires ont été obtenus 

par Nakamura et al (1971) chez le Xenope et par Asashima (1975) chez Triturus alpestris. 
Considérée sous cet aspect, l'induction des c.g.p. n'a été envisagée que par Boterenbrood et 

Nieuwkoop (1973) dont les expériences chez l'Axolotl ne se sont guère poursuivies au-delà du 

stade jeune gastrula. Nous avons repris ce problème chez le Pleurodèle en éprouvant plus 

spécialement les aptitudes de l'endoderme ventral jusqu'au début de la neurulation. Nous avons 

réalisé 2 types de combinaisons : des recombinaisons où l'ectoderme et l'endoderme sont associés 

de manière permanente pendant toute la durée de la culture et des recombinaisons où les 2 feuillets 

sont associés temporairement. Les résultats obtenus avec l'endoderme dorsal nous ont incités à 

étudier le rôle éventuel de la chorde sur la différenciation des c.g.p. 



1 - Recombinaison permanente 

1- 1. Protocole opératoire. 

De l'ectoderme de blastula âgée (st. 7) est associé en culture in vitro avec de l'endodexme 

ventral ou dorsal prélevé sur des germes de stades 6 à 13/14 comme l'indique la figure 8. Afin de 

repérer avec soin la polarité dorso-ventrale des blastulas de stades 6 et 7, nous avons procédé à la 

pose de marques colorées sur des germes présentant au stade 2 blastomères, une zone dépigmentée 

bien marquée. Nous avons vu, dans le chapitre 1, que cette zone correspondait, dans la majorité des 

cas, à la future face dorsale de l'embryon. Chaque secteur endodermique, dorsal ou ventral, est 

ainsi découpé puis réassocié avec un fragment d'épiderme présomptif issu de l'hémisphère animal. 

L'épiderme adhère ainsi à l'endoderme et le recouvre rapidement. Les recombinaisons sont mises 

en culture selon la méthode habituelle et fixées au bout de 15 jours de culture. 

Fig. 8 : Association d'ectoderme de blastula âgée avec de l'endoderme dorsal ou ventral de 

divers stades. 

1-2. Résultats 

Les observations faites sur les coupes histologiques des diverses recombinaisons ont fait 

l'objet de nombreux tableaux de résultats. Seuls, ceux relatifs à 1 'endoderme ventral de stades 7 et 



Tableau 14 - Différenciations obtenues après recombinaison d'ectoderme et d'endoderme 
de stade 7. (-) Absence 

(+) Présence 
(%) Fréquence 

Numéro de 
l'expérience 

1 
2 
3 
4 
5 
6 s 

10 
11 
12 
13 

Total 
(%) 

Tableau 15 - Différenciations obtenues après recombinaison d'ectoderme et d'endoderme 
de stade 8a. (-) Absence 

(+) Présence 
(%) Fréquence 

Chorde 

- 
- 
- 
- 
- 
- - 
- 
- 
- - 
- - 

O 
(0) 

Myo. 

- 
- 
+ - 
- 
- - 
- - 
- 
+ - - 

2 
(15) 

S tr. Neu. 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- - 
- - 

O 
(0) 

T. Néphr. 

- 
- 
+ - 
+ 
+ - 
+ - 
- - 
- 
+ 
5 

(38) 

Mésen. 

+ + + + 
+ 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

13 
(100) 

Mésoth. 

+ + + + + + + 
+ + 
+ + 
+ + 

13 
(1W 

c.g.p. 

55 
50 

10: 
15 
38 
52 

8 
18 
30 
7 
O 

10 
(77) 

m=iO 24 
k 2  .$ 



8a sont rapportés ici (Tableaux 14 et 15). L'ensemble de ces résultats est résumé dans le tableau 16. 

L'association d'endoderme prélevé au stade 5 (jeune blastula) a été tentée mais les blastomères 

volumineux et peu nombreux ne se prêtent pas à la culture. L'épiderme ne peut recouvrir les 

cellules endodermiques qui se dissocient, nous n'avons pu tester les capacités inducmces de cet 

endoderme. 

. . 
Tableau 16 - Fréquence des structures obtenues en fonction de l'âge et de la nature de :.. 1. 

l'endoderme associé à l'ectoderme de stade 7. . 

Série 
expérimentale 

Endoderme 
Ventral 

série 1 (st. 6) 
série 2 (st. 7) 
série 3 (st. 8a) 
série 4 (st. 9) 
série 5 (st. 10111) 
série 6 (st. 13/14) 

Endoderme 
Dorsal 

série 7 (st. 7) 
série 8 (st. 8a) 

Endoderme 
Ventral 8a + 

Chordo 
=mésoderme 8a 

série 9 

1-2- 1. Recombinaisons d'endoderme ventral. 

Les fragments ectodermiques cultivés seuls pendant 15 jours ne présentent aucune 

différenciation mésodermique. La plupart se dissocient en cours de culture ou évoluent en épiderme 

Nombre 
de cas 

29 
13 
22 
16 
15 
12 

20 
14 

18 

O 
O 
O 
O 

O 
O 

80 
100 

100 

S tr. 
Neur. 

O 
O 
O 

O 
O 
O 

100 
100 

100 

O 
15 
32 
O 
O 
O 

90 
100 

100 

T. 
Nép hr. 

20 
3 8 
59 
O 

13 
O 

70 
90 

50 

Mésen. 

48 
100 
100 
87 
67 
42 

100 
100 

100 

Méso. 

45 
100 
100 
62 
20 

O 

100 
100 

100 

c.g.p. 

14 
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44 

33 
O 
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atypique. Les secteurs endodermiques de leur côté ne présentent aucune évolution, ils restent 

indifférenciés. Une grande partie des cellules se désagrègent dans le milieu de culture. 

Les prestations issues de la recombinaison d'ectoderme et d'endoderme ventral se 

différencient, en règle générale, en vésicules transparentes, plus ou moins pigmentées, laissant 

apparaître une cavité et des travées mésenchyrnateuses. Ces vésicules ne semblent pas organisées et 

aucun axe de syméme n'est apparent. 

- Série 1 : Endoderme ventral de stade 6. 
L'examen histologique révèle que les vésicules sont limitées par un épithélium épidermique 

tapissé dans la moitié des cas par du mésenchyme, une cavité coelomique occupe le centre. 

Quelques tubules néphrétiques sont parfois observés (20% des cas). Les c.g.p. sont peu 

fréquentes, 4 cas sur 29 et en petit nombre (respectivement 4, 14, 6 et 28 cellules). Elles 

apparaissent groupées en îlots au sein du mésenchyme. La chorde, les myotomes et les cellules 

sanguines font toujours défaut. En général, l'endoderme forme des amas de cellules indifférenciées 

en voie de dégénérescence. 

- Série 2 : Endoderme ventral de stade 7 (Tableau 14). 

Par rapport à la série précédente, le pourcentage de dérivés mésodermiques induits accuse 

une progression importante. Mésenchyme et mésothélium se rencontrent dans tous les cas, tubules 

néphrétiques et myotomes sont plus rares. Un nombre important de prestations (77%) renferment 

des c.g.p. en nombre variable, les écarts sont considérables (m = 30,54 f 28,82). Ces cellules se 

regroupent en îlots au voisinage d'un tubule néphrétique ou occupent une travée mésenchyrnateuse 

(Planche V. Fig. C, D, E et F). 

- Série 3 : Endoderme ventral de stade 8a (Tableau 15) 

C'est la série expérimentale qui renferme les pourcentages les plus élevés en dérivés 

mésodermiques variés. En particulier, 95% des cas étudiés présentent des c.g.p. en nombre parfois 

important (fréquemment la centaine), les variations numériques sont toujours élevées (m = 77,59 f 

5 1,47). 

- Série 4 : Endoderme ventral de st. 9. 

La fréquence des dérivés mésodermiques induits accuse une régression importante, qui 

affecte notamment les myotomes et les tubules néphrétiques qui n'apparaissent plus. 

Corrélativement, les c.g.p. suivent la même évolution, elles ne sont observées que dans 44% des 

cas. 



- Série 5 : Endoderme ventral de st. 1011 1. 

Les fréquences des structures mésodenniques induites continuent de baisser. Les c .g.p. ne 

sont plus décelées que dans 33% des cas. 

- Série 6 : Endoderme ventral de st. 13/14. 

Cette série expérimentale, réalisée avec de l'endoderme de jeune neurula, se caractérise par 

l'absence de structures mésodermiques typiques. Seul le mésenchyme, en quantité relativement 

faible, persiste dans 42% des cas. Les c.g.p., elles aussi, sont totalement absentes. 

1-2-2. Recombinaisons d'endoderme dorsal (séries 7 et 8) 

Les recombinaisons réalisées avec de l'endoderme dorsal prélevé aux stades 7 et 8a 

évoluent dans la majorité des cas en vésicules dotées d'une symétrie bilatérale apparente. Elles sont 

affectées par des mouvements musculaires spontanés et dans quelques cas, nous avons observé un 

tube cardiaque fonctionnel. L'étude histologique confinne nos observations macroscopiques et 

souligne le haut degré d'organisation des prestations. On constate une fréquence élevée de dérivés 

mésodermiques comprenant une corde flanquée de 2 rangées de myotomes bien développés 

(Planche V. Fig. A et B). Dans tous les cas, un tube neural se différencie en position dorsale tandis 

que ventralement, l'endoderme évolue parfois en un tube digestif plus ou moins typique. Des 

tubules néphrétiques, du mésenchyme et un épithélium coelomique sont fréquemment observés 

(Planche V. Fig. A). Les structures induites accusent au travers de leurs relations topographiques 

une polarité dorso-ventrale et crânio-caudale comparable à celle que l'on trouve chez un embryon 

normal. Les c.g.p., en nombre d'ailleurs limité, n'ont été retrouvées que dans un seul cas de la 

série 7 où de surcroit, la chorde fait défaut. Cette incompatibilité apparente entre c.g.p. et chorde 

pouvait laisser supposer un rôle inhibiteur de cette dernière sur la différenciation des c.g.p. Ceci 

nous a conduit à réaliser des recombinaisons d'ectoderme et d'endoderme ventral en y ajoutant un 

fragment de chordo-mésoderme prélevé au stade 8a. 

1-2-3. Recombinaisons d'endoderme ventral et de chordo-mésoderme (Série 9). 

L'endoderme ventral et le chordo-mésoderme sont prélevés sur de jeunes gastrulas de stade 

8a (Fig. 9). 



Fig. 9 : Association d'ectoderme de blastula âgée avec de l'endoderme ventral et du 

chordo-mésoderme prélevés au stade 8. 

Les recombinaisons donnent naissance à des prestations qui présentent une organisation 

dorso-ventrale très apparente comparable à celle décrite dans les séries 7 et 8 (Planche VI. Fig. E 

etF). On peut détailler un niveau dorsal riche en dérivés mésodermiques dorsaux (chorde et 

myotomes) et en structures neurales céphaliques et un niveau ventrai occupé par seulement par du 

mésenchyme et des lames latérales (Planche VI. Fig. F). On remarque que les fréquences 

d'apparition de ces dérivés mésodermiques sont proches ou identiques de celles observées dans la 

série 8 (Tableau 16). Comme dans cette expérience où l'endoderme dorsal est associé à 

l'ectoderme, les c.g.p. ne sont jamais décelées. 

1-3. Conclusion. 

La recombinaison in vitro d'ectoderme et d'endoderme de Pleurodèle, à différentes 

étapes du développement embryonnaire, provoque l'induction et la différenciation des principaux 

dérivés de type mésodermique. Cette capacité inductrice de l'endoderme est régionalisée dès la fin 

de la segmentation. L'endoderme d'origine dorsale induit des structures mésodermiques de type 

axial comme la corde et de type dorsal comme les somites. La nature et l'organisation des 

prestations obtenues les rendent comparables à celle d'un embryon normal. Dans ce type 

d'association, les c.g.p. n'apparaissent qu'exceptionnellement (1 cas sur 34, encore faut-il signaler 

que dans ce cas particulier, la chorde est absente). 





L'endoderme provenant de la région ventrale manifeste des aptitudes inducmces différentes se 

caractérisant par la formation de structures mésodermiques de type ventral avec différenciation de 

mésenchyme et épithélium coelomique. A ces structures sont associées, d'une manière générale, 

des c.g.p. en quantité importante et groupées en îlots. Les tubules néphrétiques apparaissent dans 

les 2 types d'association. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par Boterenbrood et 

Nieuwkoop (1973) chez l'Axolotl. Ces auteurs ont décrit 2 types de différenciation mésoderrnique : 

- un type dorsal, avec chorde accompagnée de moelle épinière et parfois de cerveau postérieur, 2 
rangées de myotomes. La présence en petit nombre de c.g.p. dans quelques cas et l'absence de 

cellules sanguines. 

- un type ventral, caractérisé par l'absence de chorde et de myotomes organisés, des cellules 

sanguines en quantité variable et des c.g.p. en grand nombre. 

Nous confirmons chez le Pleurodèle la régionalisation précoce de l'endoderme, dès le stade 6 
(Blastula moyenne). Sur 2 points, cependant, nos résultats différent sensiblement de ceux rapportés 

chez l'Axolotl, l'absence de toute différenciation de cellules sanguines dans les recombinaisons de 

type ventral et l'absence de différentiation de c.g.p. en présence de chorde dans les associations de 

type dorsal. Chez le Pleurodèle, en aucun cas, chorde et c.g.p. ne se différencient conjointement ; 

Boterenbrood et Nieuwkoop (1973), Sutasurya et Nieuwkoop (1974) sont moins affirmatifs, ils 

estiment que l'endoderme dorsal aurait une certaine aptitude à induire des c.g.p. Les espèces 

animales utilisées, différentes, la localisation précise et l'étendue du secteur endodermique dorsal 

prélevé, peuvent expliquer, peut-être, cette apparente contradiction. Dans nos expériences, le 

chordo-mésoderme semble jouer un rôle inhibiteur de la différenciation des c.g.p., l'apport de 

chordo-mésoderme présomptif dans la recombinaison ectoderme-endoderme ventral empêche la 

formation des c.g.p. qui sont normalement induites par l'endoderme ventral. Nos résultats 

démontrent que la capacité inductrice de l'endoderme ventral varie selon l'âge de l'explant 

endodennique. La figure 10 illustre cette évolution. 

La variété et la fréquence des dérivés mésodermiques induits augmentent progressivement pendant 

la segmentation, atteignent leur maximum au début de la gastrulation puis déclinent régulièrement 

pour disparaître en début de nemlation. Les c.g.p., qui sont toujours associées aux dérivés 

mésodermiques de type ventral, suivent la même évolution. Boterenbrood et Nieukoop (1973) ont 

montré chez l'Axolotl que le maximum de c.g.p. induites se situait aux stades blastula âgée et jeune 

gastrula, l'analyse n'ayant pas été poursuivie au-delà. Leurs expériences révèlent en outre, que la 

capacité inductrice de l'endoderme commence à diminuer au niveau dorsal au stade 9 (Blastula 

âgée) puis s'étend à la région ventrale au stade 10- (très jeune gastrula). D'autres travaux 

confirment cette évolution, chez le Xénope, Nakamura et al (1971) constatent une régression 

progressive de la capacité inductrice depuis le stade morula jusqu'au stade jeune gastrula où elle 



disparaît. Asashima (1975) étend cette étude dès le stade oeuf insegmenté jusqu'à la jeune larve du 

Triton alpestre. Par la méthode des sandwichs, il teste les aptitudes inductrices de portions variées 

d'endoderme, il conclue que l'endoderme de blastula possède l'activité la plus intense. 

Nous n'avons pas étudié la compétence de l'ectoderme chez le Pleurodèle, dans nos expériences 

celui-ci a toujours été prélevé au stade blastula âgée (st. 7). Des travaux rapportés par Sudarwati 

(1973) chez le Xénope montrent que l'ectoderme est déjà compétent pour former des structures 

mésodermiques au stade jeune blastula et que cette compétence commence à décroître en fin de 

gastrulation. Dans nos expériences, nous avons ainsi isolé de l'ectoderme doté d'une compétence 

maximale pour différencier des structures mésodermiques variées. En conclusion, chez le 

Pleurodèle, les c.g.p. n'apparaissent qu'en présence d'endoderme ventral, lorsque des dérivés 

mésodermiques de type ventral sont induits, les c.g.p. doivent être considérées comme un élément 

caractéristique de la différenciation de ces structures. Ce point étant acquis, nous avons essayé de 

préciser les mécanismes impliqués dans ces interactions de type inducteur et en particulier, nous 

avons recherché qu'elle était la durée de contact nécessaire à la formation des c.g.p. et des dérivés 

mésodermiques associés. 

2 - Recombinaison temporaire 

2- 1. Protocole opératoire. 

De l'ectoderme de blastula âgée (st. 7) est associé en culture avec de l'endoderme ventral 

prélevé sur de jeunes gastrulas (st. 8a). Nous avons choisi ce stade particulier cas nos résultats 

antérieurs ont montré que l'endoderme ventral y manifeste ses capacités inductrices maximales, en 

particulier 95% des recombinaisons réalisées possèdent des c.g.p. en quantité importante. Après 

une durée variant de 4 à 72 h, les 2 feuillets sont séparés, mécaniquement, à l'aide des instruments 

en fil de platine. L'endoderme est soigneusement extirpé de l'ectoderme qui le recouvre plus ou 

moins. L'ectoderme, ainsi traité, est maintenu en culture pendant 15 jours dans le milieu de 

Holtfreter. Les cultures sont ensuite fixées et analysées dans les conditions habituelles. 

2-2. Résultats. 

Nous avons vu précédemment que l'ectoderme isolé et cultivé seul a tendance à se 

dissocier en cours de culture. Dans quelques cas, il peut former des vésicules plus ou moins 

volumineuses. L'examen histologique montre que ces vésicules sont dépourvues de toute structure 

mésodermique, seul un épiderme atypique limite ces prestations. 



Les résultats des associations temporaires entre l'ectoderme et i'endoderme ventral sont résumés 

dans le tableau 17. 

Tableau 17 - Fréquence des tissus différenciés par l'ectoderme après des contacts de durée 
variable avec l'endoderme ventral. 

- Contact limité à 4,6 et 8 heures. 

Durée de contact 

4, 6 et 8 h. 

16h 

24 h 

48 h 

72 h 

15 jours 

Les explants mis au contact de l'endoderme ventral pendant ces courtes périodes évoluent dans la 

majorité des cas en vésicules épidermiques. Les structures mésodermiques et les c.g.p. 

n'apparaissent jamais. 

- Contact limité à 16 heures. 

La différenciation des explants ainsi traités marque une nette évolution. 88% des vésicules sont 

limitées par un épiderme doublé d'un épithélium coelornique épaissi par du mésenchyme (Planche 

VI. Fig. A, B, C et D). Du tissu neuroïde et des mélanophores sont fréquemment observés contre 

l'épiderme. Fait remarquable, nous avons mis en évidence des c.g.p. dans 3 cas, leur nombre est 

peu élevé (respectivement 14, 16 et 2). Ces cellules sont associées aux dérivés mésodermiques, 

groupées en petits îlots au sein du mésenchyme (Planche VI. Fig. A, B, C et D). Des cellules 

sanguines n'ont pu être identifiées avec certitude. 

Différenciations de l'ectoderme 

Mésenchyme 
n (%) 

0 (0) 

15 (88) 

38 (90) 

43 (81) 

8 (53) 

22 (100) 

Mésothélium 

n (%> 

0 (0) 

15 (88) 

31 (74) 

31 (58) 

8 (53) 

22 (100) 

Tubules 
néphrétiques 

n (%) 

0 (0) 

8 (47) 

16 (38) 

20 (38) 

1 (7) 

13 (59) 

c.g.p. 
n (%) 

0 (0) 

3 (17) 

3 (7) 

5 (9) 

4 (27) 

21 (95) 

Total 
Expériences 

24 

17 

42 

5 3 

15 

22 



- Contact limité à 24 heures. 

Les résultats obtenus sont comparables à ceux décrits dans la série précédente. La prolongation du 

contact entre les 2 feuillets n'améliore pas les fréquences des tissus différenciés par l'ectoderme. En 

particulier, nous n'avons décelé de c.g.p. que dans 3 cas sur 42. 

-Contact limité à 48 heures. 

La nature des structures induites reste similaire à celles décrites antérieurement. Les c.g.p. 

n'apparaissent que dans 9% des cas, toujours en petit nombre. 

- Contact étendu à 72 heures. 
Au-delà de 48 heures, il devient très difficile d'extraire le fragment endodermique, celui-ci étant 

pratiquement recouvert par l'ectoderme. Néanmoins, dans 15 cas, nous avons réussi à séparer les 2 

feuillets correctement après 72 heures d'association. Les résultats indiquent une baisse de la 

fréquence des dérivés mésodermiques induits, seule exception, les c.g.p. qui se différencient dans 

27% des cas. 

2-3. Conclusion. 

Ces expériences confirment le rôle inducteur de l'endoderme dans la formation du 

mésoderne et des c.g.p. Les c.g.p. constituent un élément caractéristique de la différenciation du 

mésoderme ventral. Nous confirmons l'origine exclusivement ectodermique de ces cellules. La 

comparaison des résultats, rassemblés dans le tableau 17, montre qu'un temps de contact compris 

entre 8 h et 16 h est nécessaire pour que les interactions entre l'endoderme ventral et l'ectoderme 

conduisent à la formation des dérivés mésodermiques et des c.g.p.. Loin de favoriser la 

différenciation, la prolongation du contact jusqu'à 72 h s'accompagne d'une diminution de la 

fréquence des structures mésodermiques obtenues. Ceci s'explique par le fait que l'extirpation de 

l'endoderme est d'autant plus traumatisante qu'elle est pratiquée tardivement, elle ne peut se faire 

sans léser plus ou moins l'ectoderme qui entoure totalement la masse vitelline interne. Par rapport à 

l'association permanente des 2 tissus pendant 15 jours de culture, la séparation occasionne une 

chute du nombre et de la quantité des structures induites. 

La fréquence des c.g.p. en particulier passe de 95% à 17% des cas. Outre les lésions provoquées 

par l'intervention et évoquées précédemment, les conditions de culture peuvent expliquer ces 

différences. Il est connu qu'un explant ectodermique de petite taille, cultivé seul, a tendance à se 

dissocier et que l'adjonction d'endoderme, riche en vitellus, est un facteur favorisant. La présence 

d'éléments neuroïdes dans les cultures d'ectoderme isolé après contact avec l'endoderme est un 

argument en faveur de cette explication. En utilisant un facteur végétalisant, protéine extraite 

d'embryons de poulet, comme agent inducteur, Kocher-Becker et Tiedemann (1971) ont obtenu 

des c.g.p. à partir d'ectoderme de Triton. Dans ces conditions de culture, comparables aux nôtres, 



les c.g.p. n'ont été obtenues que dans 11 cas sur 125. La durée de contact, comprise enûe 8 et 16 

h, nécessaire à la formation des structures mésodermiques et des c.g.p. correspond parfaitement à 

la phase d'activité inductrice de l'endoderme ventral. Nous avons montré en effet, dans le 

paragraphe précédent, que l'aptitude inductrice de l'endoderme ventral est maximale au début de la 

gastrulation, stade où est prélevé l'endoderme dans nos expériences. Elle décroît ensuite 

progressivement pour dispwAtre en fin de gastrulation soit 24 h plus tard. Les travaux consacrés au 

temps minimal nécessaire à la transmission du stimulus inducteur font apparaître une grande 

diversité de résultats en fonction des structures organotypiques induites et des espèces considérées. 

Dans le cas de l'induction neurale, le temps de traitement de l'ectoderme par les inducteurs 

hétérogènes conditionne la nature des formations nerveuses différenciées (Revue par Saxen et 

Toivonen, 1962). Par ailleurs, 5 minutes de contact suffisent pour acquérir du cerveau antérieur à 

partir d'ectodeme de T r i m  , alors que 4 heures sont nécessaires chez Ambystoma (Johnen, 

1956). Chez le Pleurodèle, Duprat et al (1982) obtiennent 100% d'induction neurale quand 

l'ectoderme est associé à la lèvre dorsale du blastopore pendant 6 heures. L'ectoderme de gastrula 

de Triton, traité par le facteur végétalisant, extrait d'embryons de poulet, différencie soit des 

cellules sanguines et du pronéphros (2-4 h de traitement) soit de la chorde et des somites (4-8 h) ou 

se transforme en endoderme (8-24 h), (Minuth et Grunz, 1980). 



CHAPITRE III 

MECANISMES INTERVENANT DANS L'INDUCTION DES C.G.P. 

INTRODUCTION 

Les expériences que nous venons de décrire montrent clairement qu'un processus de type 
* 

inducteur est nécessaire pour que des c.g.p. associées à des dérivés mésodenniques puissent se 

différencier au sein de l'ectoderme compétent. On peut s'interroger sur la nature et le mode de 

transmission des informations circulant entre les cellules vitellines inductrices et les cellules cibles 

ectodermiques. Si l'on consulte la bibliographie relative à l'induction embryonnaire, on constate 

que la plupart des travaux ont été consacrés à l'étude de l'induction primaire. Les premiers efforts 

ont été orientés vers l'identification de composés inducteurs actifs. Cette phase biochimique a 

permis d'isoler et de caractériser certaines substances actives morphogénétiquement. Nous 

laisserons de côté volontairement tout ce qui touche à la découverte de nombreux facteurs 

neuralisants pour nous limiter à la mise en évidence de facteurs mésodermisants. 

Toivonen (1953) découvre les qualités inductrices mésodermiques de la moelle osseuse de Cobaye 

(induction de chorde, muscle et tubules pronéphrétiques). Yamada (1961: étudiant les propriétés de 

cet inducteur hétérogène isole un facteur actif de nature protéique. Tiedemann et Tiedemann (1959) 

isolent un facteur similaire à partir d'extraits d'embryons de Poulet de 9 jours. Ce facteur de nature 

protéique, p d i é  (Poids Moléculaire 28000 à 30000 daltons) est capable d'endodermiser et de 

mésoderrniser l'ectoderme de gastrula de Triton. C'est ce facteur qualifié de végétalisant qui, 

associé à de l'ectoderme, permettra à Kocher -Becker et Tiedemann (197 1) d'obtenir l'induction de 

quelques c.g.p. isolées au sein de dérivés mésodermiques. Masui (1961) et Ogi (1961) démontrent 

les premiers que l'ectoderme peut être mésodermisé après un traitement au lithium. Plus 

récemment, Kawakami (1976) décrit les capacités inductrices mésodermiques d'un autre inducteur 

hétérogène, extrait de la vessie natatoire de Carpe. Le mode d'action de ces facteurs n'est pas clair 

et il est improbable qu'ils soient impliqués dans le développement normal. D'autres travaux, plus 

prometteurs à nos yeux, ont été réalisés en vue de rechercher des facteurs actifs à partir de 

l'embryon lui-même. Signalons en particulier les études biochimiques publiées par Deuchar (1967) 

et Faulhaber (1970, 1972). Ces auteurs ont réussi à isoler des fractions actives à partir d'embryons 

entiers à différents stades du développement. Ces fractions actives, en l'occurence des protéines et 

des nucléoprotéines induisent en majorité des structures neurales. 



L'étude biochimique de l'induction se poursuit actuellement avec l'école de Tiedemann mais les 

derniers résultats publiés ne concernent que l'isolement de fractions inducmces neuralisantes à 

partir d'embryons de Xénope (Janeczek, John, Born, Tiedemann et Tiedemann (1984). En 

conclusion, le seul facteur mésodermisant, extrait et purifié, est le facteur végétalisant isolé de 

l'embryon de Poulet, L'existence de facteurs diffusibles responsables de l'induction mésodermique 

à l'intérieur même de l'embryon reste ti démontrer. 

En ce qui concerne la transmission du signai inducteur, nous ne disposons pas encore de résultats 

cohérents et satisfaisants. Des mécanismes variés ont été proposés pour expliquer la transmission 

de signaux inducteurs entre cellules embryonnaires. Selon Saxen et Lehtonen (1978), il est 

commode de distinguer 2 types principaux de transmission : 

- un premier type qualifié de "long range" dans lequel il y a transmission de substances par 
diffusion à grande distance. 

- un second type qualifié de "short range" dans lequel les interactions 

cellulaires nécessitent des contacts cellulaires étroits, de cellule à cellule. 

Dans le but de rechercher le mécanisme de transmission du signal inducteur entre l'endoderme 

ventral et l'ectoderme compétent, nous avons utilisé la méthode de culture de tissu avec 

interposition de filtre. Cette technique imaginée par Grobstein dès 1953 pour son étude de la 

différenciation de la glande salivaire a subi depuis quelques améliorations et a été utilisée à de 

nombreuses reprises. 
Citons l'étude de l'induction neurale primaire chez les Amp' .ibiens (Toivonen et al, 1975 ; 

Toivonen et Wartiovaara, 1976 ; Toivonen, Tarin et Saxen, 1976 ; Toivonen, 1979) ; la 

chondrogenèse du bourgeon du membre d'oiseau (Gumpel-Pinot, 1980, 1981) ; l'induction de la 

cornée (Karkinen - Jaakelainen, 1978) ; le développement de la cornée (Hay et Meier, 1976) ; la 

morphogenèse de la dent de souris (Thesleff et al, 1977) ; la mésodermisation de l'ectoderme de la 

gastrula dtAmphibien (Minuth, 1978) ; la formation des tubules rénaux (Wartiovaara, Nordling, 

Lehtonen et Saxen, 1974) ; Saxen et al, 1976, 1978) ; la différenciation chondrogénique des 

cellules de crêtes neurales (Smith et Thorogood, 1983) ; la végétalisation de l'ectoderme de Triton 

(Kawakami, Sasaki, Sato et Osako, 1978). Tout récemment, Grunz et Tacke (1986) ont publié une 

étude de la capacité inductrice de l'endoderme du Xénope. 

Dans tous ces travaux, le tissu inducteur et les cellules cibles sont séparées in vitro par une 

membrane filtrante de porosité connue. Les tissus placés de part et d'autre de la membrane sont 

capables d'émettre des prolongements cellulaires qui peuvent traverser le filtre si le diamètre des 

pores est suffisant. Il sera donc possible de préciser, en fonction de la réponse du tissu cible, s'il y 

a ou non contact de cellule à cellule. 

L'examen des pores du filtre en microscopie électronique permet l'observation d'éventuels 



filopodes. Cette méthode d'interposition de fdtre, qui s'est révélée précieuse dans l'analyse de 

nombreux types d'interactions cellulaires embryonnaires, nous a semblé bien adaptée à l'étude de 

notre modèle d'interactions entre i'ectoderme et l'endoderme. 

1 - Culture transfiltre 
1- 1. Interposition de filtre normal 

1- 1-1. Protocole expérimental 

La technique que nous avons utilisée est inspirée de Saxen (1961) qui l'a mise au point lors 

de ses travaux sur l'induction primaire. Le dispositif choisi est représenté sur la figure 1 1 

mi 

L I L L E  @ 
Fig. 11 : Technique de culture transfiltre utilisée pour étudier les interactions tissulaires : 

l'ectoderme (ec) et l'endoderme ventral (en) sont prélevés sur des germes de stades 7 et 8a. Le 

matériel végétatif est placé contre le filtre Nucléopore (nu) dans la chambre de culture délimitée par 

la bague interne de Téflon (bi). L'ectoderme repose sur le filtre Millipore (mi) scellé à la bague 

externe de Téflon (be). Un cavalier (c) de verre est posé contre l'endoderme. 



2 types de bagues sont découpées dans des tubes de Téflon, les plus petites possèdent un diamètre 

externe de 1,55 mm et un diamètre interne de 0,98 mm alors que les plus grandes ont un diamètre 

externe de 3 mm et un diamètre interne de 1,6 mm. Ces bagues scellées à des fragments de filtre 

Millipore ou Nucléopore constitueront de petites chambres de culture où seront placés les tissus 

ectodermique et endodermique. L'anneau le plus grand est soudé à une pastille de filtre Millipore de 
150 ym d'épaisseur alors que l'autre anneau, plus petit, est scellé à une autre pastille de filtre 

Nucléopore. Nous avons sélectionné 4 types de filtres Nucléopore dont voici les caractéristiques : 

8 2 - pores 0,05 pin, épaisseur 5 Pm, densité des pores 6x10 /cm 

- pores 0,2 pm, épaisseur 10 ym, " 8 2 " 3x10 /cm 

- pores 1 ym, épaisseur 10 ym, " " 2x10 7 /cm 2 

- pores 8 pm, épaisseur 10 ym, " " lx10 5 /cm 2 

Les disques découpés dans les filtres à l'aide de ciseaux de Pascheff- Wolff snt accolés aux 

anneaux de Téflon à l'aide d'une résine acrylique, le Nobécutane. Les chambres de culture sont 

stérilisées 10 minutes dans l'alcool 70°, elles sont ensuite rincées dans 2 bains successifs de milieu 

opératoire de Holtfreter stérile. L'ectoderme présomptif prélevé au stade 7 est déposé dans la bague 

la plus grande, face externe contre le filtre Millipore. La seconde bague est immédiatement placée à 

l'intérieur de la première pour empêcher l'enroulement du fragment ectodermique. L'endoderme 

ventral isolé au stade 8a est ensuite déposé dans la petite chambre contre le filtre Nucléopore. Un 

cavalier de verre est appliqué sur l'endoderme pour assurer un contact rapide et durable des tissus 

placés de part et d'autre du filtre Nucléopore. Les associations ainsi réalisées sont cultivées 15 jours 

dans le milieu de Holtfreter, à l'issue desquels les explants sont examinés selon la méthode 

habituelle. 

1 - 1-2. Résultats 

Nous avons réalisé de nombreuses cultures d'ectoderme seul, à titre de contrôle. Après 15 

jours de culture, les explants ectodermiques ont évolué en majorité en épiderme atypique, dans 

certains cas ils se sont dissociés. L'examen histologique n'a jamais révélé la présence de dérivés 

mésoderrniques. 

4 séries de 24 cultures transfiltre co~~espondant aux 4 types de filtres Nucléopore décrits 

antérieurement ont été réalisées. Dans tous les cas, le fragment ectodermique s'est comporté comme 
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dans les contrôles, aucun dérivé mésodermique, aucune c.g.p. ne se sont différenciés. Le tissu 

inducteur, l'endoderme ventral, ne présente aucun signe de différenciation. Ces résultats semblent 

indiquer que le filtre constitue une barrière empêchant le passage du signal inducteur émis par 

l'endoderme ; quelque soit le type de filtre utilisé, la réponse est identique. Dans ces conditions 

expérimentales, le message inducteur ne peut se transmettre à distance, on peut retenir la nécessité 

d'une transmission par contact direct de tissu à tissu. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

réalisé des cultures transfiltre à l'aide de filtres modifiés. 

1-2. Interposition de Ntre percé 

1-2- 1. Protocole opératoire 

La méthode de culture transfiltre est modifiée en perçant une ouverture au centre du fdtre 

Nucléopore à l'aide d'une aiguille rougie à la flamme. Les dimensions précises de la zone de 

contact ainsi établie entre les 2 feuillets sont mesurées ultérieurement lors de l'examen histologique. 

Nous n' avons utilisé que des filtres Nucléopore de porosité 0,2 pm et 1 Pm, les résultats 

précédents ayant montré que la densité des pores ainsi que leur diamètre n'avaient aucune incidence 

sur la transmission du signal inducteur. 

1-2-2. Résultats 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 18. La lecture de ce tableau fait apparaître en , 

premier lieu la différenciation de dérivés mésodc.miques dans 15 cas sur 38. Ces dénvés sont 

essentiellement composés de mésenchyme (15 cas) souvent accompagné de mésothélium (9 cas). 

Les figures A et B de la Planche VII illustrent l'évolution des tissus situés de part et d'autre du fdtre 

percé. L'ectoderme envahit l'orifice pratiqué dans le filtre Nucléopore ; arrivé au contact de la 

masse vitelline, il donne naissance à une vésicule parfois volumineuse, à paroi épidermique. Au 

voisinage de l'endoderme se différencient du mésenchyme et des lames mésothéliales. L'ectoderme 

éloigné de la zone de contact entre les 2 feuillets reste indifférencié. Le tableau 18 montre que les 

dérivés mésodermiques ne se forment que si la zone de contact entre le tissu induiteu et le tissu 

cible atteint au moins 300 Fm. Des c.g.p. ont été décelées dans 4 cas, peu nombreuses 

(respectivement 7, 11,4 et 26 cellules) elles sont toujours associées aux dérivés mésodenniques 

(Planche VII, Fig. C, D, E et F). L'examen de ces cas montre qu'elles n'apparaissent que si 

l'endoderme pénètre profondèment dans l'ectoderme. La formation des c.g.p. semble liée à 

l'établissement de contacts étroits et durables entre les 2 feuillets. Ces prestations ressemblent à 

celles décrites après recombinaison de l'ectoderme et de l'endoderme ventral (Chapitre II). 

Ces résultats plaident en faveur d'une transmission par contact direct de tissu à tissu du signal 

inducteur. 



1-3, Conclusions 

Les interactions cellulaires morphogénétiques impliquent que des signaux se transmettent de 

cellule à cellule. Dès 1955, Holtfreter suggérait que des molécules inductrices puissent diffuser à 

grande distance vers les cellules cibles. D'autres hypothèses sont basées sur la nécessité de contacts 

cellulaires (Weiss, 1947, 1958) ou l'action morphogénétique d'une mamce extra-cellulaire 

(Grobstein, 1955 ; Bernfield et Wessells, 1971). De nombreuses voies ont été explorées pour 

étudier la transmission de ces signaux inducteurs, la voie biochimique, la plus ancienne, s'efforce 

d'isoler et de caractériser des substances actives mais les résultats publiés sont incertains et 

controversés. En ce qui concerne notre problème, l'induction des c.g.p. et du mésoderme, il n'y a 

aucune preuve de l'existence d'un facteur diffusible émis par l'endoderme ventral et agissant sur 

l'ectoderme compétent : aucune molécule active n'a été extraite de l'endoderme. Nos résultats ne 

plaident pas en faveur de cette hypothèse. Nos cultures transfiltre montrent qu'il n'y a pas diffusion 

de substances actives à travers le filtre interposé. Rappelons que dans nos expériences, les tissus 

étudiés restent en contact permanent de part et d'autre du filtre pendant 15 jours, les filtres utilisés 

aux pores nombreux et parfois volumineux (8 pm) ne pourraient s'opposer à la diffusion 

d'éventuelles substances actives. Cette hypothèse ne pouvant être retenue, nous pensons que le 

signal inducteur doit se transmettre par contact direct de cellule à cellule. La présence de fiiopodes 

traversant les pores du filtre interposé entre :'ectoderme et l'inducteur a été signalée, Kawakarni et 

al (1978) ont observé en microscopie électronique des prolongements cellulaires ectodermiques qui 

commencent à pénétrer dans les pores de diamètre 0,6 pm après 3 heures de contact. Ces auteurs 

estiment que l'émission de tels prolongements cellulaires pourraît être caractéristique des cellules 

mésodermisées. Dans nos expériences transfiltre, nous n'avons jamais observé de prolongements 

cellulaires ectodermiques même après 15 jours de culture, ceci peut s'expliquer puisque l'ectoderme 

restant indifférencié n'est pas mésodermisé. 

La transmission à distance de facteurs diffusibles est communément admise dans 2 modèles 

d'interactions, l'induction neurale initiale (revue par Saxen, 1985) et la végétalisation de 

l'ectoderme de gastrula de Cynops pyrrhogaster par la vessie natatoire de Carpe (Kawakarni et al , 
1978). Récemment, Grunz et Tacke (1986) ont proposé un mécanisme identique pour expliquer la 

formation du mésoderme chez le Xénope. Leurs résultats sont en contradiction avec nos 

précédentes conclusions puisqu'ils corroborent l'idée que des contacts cellulaires étroits ne sont pas 

nécessaires à la mésodermisation de l'ectoderme. Dans leur étude, le fragment ectodermique est 

détaché du filtre après 16 heures de contact transfdtre avec la masse vitelline puis cultivé séparément 

pendant 6 jours supplémentaires. Dans cette situation, l'ectoderme donne naissance, dans la 



majorité des cas à des dérivés mésodenniques variés, principalement de type ventral, 78% des cas 

avec du mésenchyme, 49% avec du mésothélium et 64% avec des cellules sanguines. Les 

structures mésodermiques de type dorsal apparaissent plus rarement, 24% de cas avec myotomes et 

seulement 4% des cas avec chorde. L'étude au microscope électronique à transmission montre qu'il 

n'y a pas de prolongements cellulaires à l'intérieur des pores du filtre (0,4 prn de diamètre). Ces 

résultats semblent donc indiquer que des facteurs diffusibles sont transmis à l'ectoderme cible 

pendant la durée du contact transfiltre, c'est-à-dire, 16 h. Cette durée correspond d'ailleurs à celle 

que nous avions déterminée comme étant nécessaire pour provoquer la mésodermisation de 

l'ectoderme compétent chez le Pleurodèle (Chapitre II). 

Les protocoles opératoires différents peuvent expliquer ces résultats apparemment contradictoires. 

Dans nos expériences, l'endoderme placé contre le filtre correspond uniquement à la partie ventrale 

isolée d'une seule gastrula, Grunz et Tacke prélèvent par contre la totalité de l'endoderme de 5 
blastulas. Ils ne tiennent donc pas compte de la régionalisation de l'endoderme. Ces auteurs 

admettent que les facteurs diffusibles agissent à proximité immédiate de la masse vitelline, ce qui 

laisse supposer qu'il faut une certaine concentration de ces substances pour assurer l'induction. 

Dans nos expériences, si on se place dans cette hypothèse, on peut penser que la quantité 

d'endoderme placée contre le filtre s'avère insuffisante pour produire les facteurs inducteurs. On 

peut s'interroger par ailleurs sur les raisons qui ont amené Grunz et Tacke à prélever autant 

d'endoderme ! Nos résultats obtenus dans des conditions plus conformes à celles qui.se déroulent 

dans un développement naturel plaid~nt donc en faveur de l'existence de contacts cellulaires étroits 

entre les tissus. Ce type d'induction semble être la règle générale pendant l'organogénèse. De 

nombreux modèles d'interactions décrits pendant cette période font intervenir habituellement un 

épithélium et des cellules mésenchymateuses, nous citerons à titre d'exemple les travaux de 

Gumpel-Pinot (1981) sur la chondrogénèse du membre d'oiseau ou ceux de Saxen et Lehtonen 

(1978) relatifs à la formation des tubules rénaux. Dans toutes ces expériences transflitre, on a 

constaté qu'il y avait des corrélations entre le passage du signal inducteur, reconnu par son effet 

morphogénétique et l'établissement ou l'absence de contacts intercellulaires à travers les membranes 

filtrantes. 

La durée relativement longue du contact nécessaire à l'induction des dérivés mésodermiques et des 

c.g.p. que nous avons estimée entre 8 h et 16 h (Chapitre II) peut constituer un argument 

supplémentaire en faveur de notre hypothèse de transmission du signal inducteur par contact. Des 

résultats d'expériences d'association temporaire entre l'ectoderme compétent et le 

chordo-mésoderme présomptif réalisées chez l'Axolotl ont permis à Johnen (1961) de montrer que 

les premières cellules neuralisées sont obtenues après 30 minutes de contact. Cette phase initiale de 

neuralisation est suivie d'une seconde phase dite de régionalisation qui nécessite un contact 



prolongé avec l'inducteur (Toivonen, 1979). Cette phase est caractérisée par l'établissement de 

contacts intercellulaires. De même, pendant l'induction des tubules rénaux, les résultats obtenus par 

Saxen et Lehtonen (1978) montrent la nécessité d'un contact prolongé entre l'inducteur et la cellule 

cible, bien que le contact s'établisse en moins d'l heure, il faut au moins 12 heures pour que les 

cellules induites soient déterminées irréversiblement. 

En conclusion, les résultats que nous avons obtenus chez le Pleurodèle semblent pouvoir s'inscrire 

dans le cadre des interactions de longue durée qui nécessitent des contacts intercellulaires prolongés 

comme dans l'induction rénale. Les interactions de courte durée pouvant s'effectuer par diffusion 

de substances comme dans l'induction initiale neuralisante. 

2 - Rôle de l'endoderme dans la détermination des c.g.p. et du 
mésoderme. 

Les résultats rapportés dans le chapitre II montrent que l'endoderme ventral est à l'origine de 
la formation des c.g.p. La mise en culture en "sandwich" de fragments de mésoderme latéral 

présomptif prélevés au début de la gastrulation (stades 8a et 10) montre que les c.g.p. 

n'apparaissent qu'exceptionnellement respectivement dans 5 et 0% des cas (Tableau 8). 
L'implantation intrablastocoelienne du même secteur, isolé au même stade, permet aux c.g.p. de se 

différencier plus fréquemment, 90,9% au stade 8a et 56% au stade 10 (Tableau 9). On peut penser 

que dans ces conditions, le fragment mésodermique se Wuve placé dans un environnement 

favorable, voisin de celui qu'il occupe dans le développement normal. Les c.g.p. bénéficieraient 

ainsi d'interactions tissulaires prolongées qui assureraient leur détermination définitive et leur 

différenciation, dès le stade 8a ces cellules seraient prédéterminées. Nos expériences précédentes, 

en particulier, les associations ecto-endodenniques qui ont conduit à la différenciation de c.g.p. en 

culture amènent à penser que l'effet de l'endoderme ventro-latéral nécessite d'être prolongé. Pour 

ce faire, nous avons réalisé de nouvelles cultures de mésoderme latéral en y associant de 

l'endoderme prélevé au même stade. 

2- 1. Culture en sandwich de mésoderme latéral associé à l'endoderme ventral 

2- 1- 1. Protocole opératoire. 

Le mode opératoire est voisin de celui décrit dans le chapitre 1. Le fragment de mésoderme 

latéral présomptif est découpé sur des gastrulas de stades 8a, 9 et 10. La portion d'endoderme 

ventral située au contact de la zone marginale est également isolée et associée au secteur 
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2-1-2. Résultats 

Les cultures évoluent en vésicules apparemment dépourvues de toute organisation (Planche 

Vm. Fig. A et B). Les résultats histologiques sont rassemblés dans le tableau 19. 

Tableau 19 - Différenciations obtenues après culture en sandwich de mésoderme latéral 
présomptif et d'endoderme ventral prélevés aux stades 8a, 9 et 10. 

Série opératoire 

M.L. 8a + Endo. V. 8a 

M.L. 9 + Endo. V. 9 

M.L. 10 + Endo. V. 10 

Le tableau fait apparaître une fréquence élevée de différenciations de dérivés mésodexmiques de 

type ventral, mésenchyme et mésothélium s'observent dans tous les cas. La fréquence d'apparition 

des tubules néphrétiques varie d'une série à l'autre, très élevée au stade 8a, elle diminue en cours de 

gastrulation. Les c.g.p. sont présentes dès le stade 8a dans 50% des cas, elles occupent des 

situations traditionnelles au sein des dérivés mésodermiques associés (Planche "m1. Fig. C, D, E et 

F). On observe une très grande fluctuation à l'intérieur de chaque série, ce qui kaduit par des 

moyennes aux écarts types démesurés (Tableau 20). Le fragment endodermique associé dans le 

sandwich reste indifférencié (Planche VIII. Fig. C). Nous avons comparé ces résultats avec ceux 

obtenus dans les séries opératoires sans apport d'endoderme (Tableau 8). On remarque que la 

présence d'endoderme améliore la fréquence d'apparition des tubules néphrétiques et des c.g.p. 

dans des proportions considérables, pour les c.g.p. le taux de différenciation passe de 5 à 50% des 

cas au stade Sa et de O à 70% des cas au stade 10. Les c.g.p. sont parfois regroupées en îlots plus 

volumineux que ceux observés après implantation du même fragment dans le blastocoele d'une 

n 

14 

24 

10 

Mésen. 

14 (100) 

24 (100) 

10 (100) 

Méso. 

14 (100) 

24 (100) 

10 (100) 

T. Néphr. 

13 (93) 

10 (42) 

3 (30) 

Myo. 

O (O) 

O (O) 

O (O) 

c.g.p. 

7 (50) 

20 (83) 

7 (70) 



gastrula hôte (Publication n02). L'association du mésoderme latéral présomptif avec l'endoderme 

ventral limitrophe semble bien favoriser la différenciation des c.g.p. dès le stade 8a, cependant 

l'efficacité de cette influence doit être appréciée et discutée en fonction des aptitudes inductrices de 

l'endoderme ventral. Dans le chapitre II, nous avons montré que l'endoderme ventral jouait un rôle 

essentiel dans la formation du mésoderme et des c.g.p. et que sa capacité inductrice maximale au 

début de la gastnilation (stade Sa) déclinait rapidement aux stades 9 et 1011 1. Dans les associations 

en sandwich dont nous venons de rapporter les résultats, on ne peut donc exclure la possibilité que 

les c.g.p. décelées aient été induites par le fragment d'endoderme inséré contre l'ectoderme. Seul 

un marquage préalable de l'ectoderme permettrait de s'assurer de l'origine exacte de ces cellules. 

Cependant, cette interprétation ne semble pas devoir être retenue . L'examen du tableau 16 laisse 

apparaître que, dès le stade 9, l'endoderme ventral ne possède plus la capacité inductrice requise, 

44% des recombinaisons ecto-endodermiques possèdent seulement des c.g.p. et pourtant, lorsqu'il 

est associé au mésoderme latéral présomptif de stade 9, il se forme des c.g.p. dans 83% des cas. 

Cette capacité est encore plus réduite au stade 10 où les c.g.p. ne sont plus observées que dans 

33% des recombinaisons, mais si on ajoute cet endodenne au mésoderme latéral présomptif de 

stade 10, il se différencie des c.g.p. dans 70% des cas. 

A l'issue de ces travaux, nous pensons donc que l'endoderme ventral doit jouer un rôle important 

dans la détermination effective des c.g.p. Un second type d'expérience réalisé à un stade plus 

avancé a montré que l'influence de l'endoderme se prolonge au-delà de la gastrulation. 

2-2. Greffe de mésoderme latéral sur un bourgeon caudal. 

Nous avons apprécié l'évolution de la détexmination du mésoderme latéral et des c.g.p. en 
greffant ce territoire en position dorsale ou ventrale sur des jeunes bourgeons caudaux. La greffe 

ventrale sur de l'endoderme âgé de stade 22 écarte la possibilité de toute interaction de type 

inducteur avec l'endoderme puisque celui-ci, comme nous l'avons montré, a perdu toutes ses 

aptitudes inductrices. La greffe en position dorsale permet l'évaluation du degré de détermination 

du greffon mésodermique en absence de tout contact avec la masse endodermique. 

2-2- 1. Protocole opératoire 

L'opération consiste à greffer sur le ventre ou sur le dos de jeunes bourgeons caudaux de 

stade 22 un fragment de mésoderme ventro-latéral prélevé sur des gastrulas de stades 8% 9 et 13. 
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La figure 13 illustre le mode opératoire. Les embryons hôtes sont élevés jusqu'au stade 38 où ils 

sont sacrifiés. 

Fig. 13 : Schéma expérimental. Le mésoderme ventro-latéral présomptif prélevé sur les 

stades 8a, 9 et 13 est greffé sur un bourgeon caudal de stade 22. L'implantation est faite soit en 

position ventrale, en arrière du champ cardiaque, soit en position dorsale, au dessus du champ du 

membre antérieur. 

2-2-2. Ré: ultats 

Sont considérées comme négatives, les expériences où les cellules du greffon se sont 

intégrées aux tissus de l'hôte sans laisser de trace ou bien sont restées groupées pour former un 

amas de cellules indifférenciées riches en vitellus. Dans les autres cas, le greffon a fourni des 

prestations variables en fonction du stade duquel il a été prélevé et de son lieu d'implantation 

(Tableau 2 1). 

- greffe ventrale. 

Le mésoderme latéral, provenant de gastrulas de stades 8a et 9 et greffé dans la région 

ventrale de bourgeons caudaux,. révèle une faible capacité de différenciation : cellules sanguines et 

mésenchymateuses constituent les seuls dérivés mésodermiques observés. Corrélativement, on note 

une forte proportion d'expériences négatives. Par contre, les cellules germinales sont présentes 

dans presque tous les cas positifs. Elles sont groupées en îlots bien délimités, situés dans la 



somatopleure (Planche IX, C et D), la splanchnopleure ou encore dans un mésentère ventral reliant 

ces 2 lames. Il n'y a aucune confusion possible avec les c.g.p. de l'hôte dont le nombre et la 

répartition sont normaux. A partir du stade 13, les structures mésodermiques augmentent en 

fréquence et en volume : les cellules sanguines sont toujours présentes sous la forme d'énormes 

amas, les cellules musculaires, plus rares, peu organisées, sont associées à des cellules 

indifférenciées riches en vitellus. Signalons également dans certains cas la présence d'un 

proctodéum qui peut s'aboucher à l'intestin etfou à la peau. 

- greffe dorsale 

Implanté dans la région dorsale de bourgeons caudaux, le mésoderme latéral présomptif de 

stades 8a, 9 et 13 se différencie à la base de la nageoire dorsale, au-dessus du tube nerveux, dans 

une proportion élevée de cas. Les dérivés les plus fréquents sont des hématies, des muscles et des 

tubules néphrétiques. Selon les individus hôtes, chacune de ces structures est isolée ou associée 

aux autres dans des proportions variables. Il s'y adjoint fréquemment un proctodéum entouré d'un 

coelome et s'ouvrant à l'extérieur. Les greffons de stades 8a et 9 ne forment aucune c.g.p. Au stade 

13 où elles sont présentes, elles restent groupées à la base de la nageoire et sont donc bien distinctes 
de celles de l'hôte (Planche IX, A et B). 

2-3. Conclusions 

Les résultats des greffes confment nos précédentes observations. Le mésoderme latéral 

présomptif isolé au stade 8a cultivé isolément en "sandwich" ou greffé dorsalement sur un jeune 

bourgeon caudal ne forme pas de c.g.p., ces cellules ne sont donc pas véritablement déterminées à 

ce stade. 11 faut attendre la fin de la gastrulation (stade 13) pour qu'elles se différencient de manière 

autonome. 

Par contre, si le mésoderme latéral prélevé au même stade ou au stade 9 est cultivé en présence 

d'endoderme ventral ou greffé en position ventrale sur un jeune bourgeon caudal, il se forme des 

c.g.p. Si on tient compte également des résultats des implantations dans le blastocoele de fragments 

de mésoderme latéral prélevé au stade 8a, il semble se confirmer l'idée que les c.g.p. virtuellement 

présentes dans le mésoderme latéral de la jeune gastrula ne sont capables de se différencier qu'après 

un contact prolongé avec l'endoderme (Tableau 22). 



Tableau 22 - Fréquence en % des hématies et des c.g.p. obtenues à partir du 
mésoderme ventro-latéral de la jeune gastrula (st. 8a) en fonction 
de la technique utilisée 

Technique utilisée 

Culture en sandwich 

Implantation blastocoelieme 

Greffe sur bourgeon caudal 

Un processus du même ordre intervient dans la formation des hématies. Le mésoderme 

ventro-latéral qui est aussi à l'origine des cellules sanguines est incapable de leur donner naissance 

quand il est isolé en culture au stade jeune gastrula. Après implantation intrablastocoelienne, ce 

même mésoderme différencie des hématies dans 42% des cas (Publication n02). S'il est greffé sur 

des bourgeons caudaux, les hématies apparaissent dans 71% des cas en position ventrale et 24% en 

position dorsale avec le vieillissement du donneur, la fréquence des cellules sanguines reste élevée 

dans la région ventrale et s'accroît nettement dans la région dorsale (Tableau 21). L'analyse 

comparée de ces résultats (Tableau 22) nous incite à penser que la détermination de ces cellules se 

ferait sous l'influence de l'endoderme ventral au cours de la gastmlation. Cette interprétation 

corrobore celle de Nieuwkoop et Sutasurya (1979) selon lesquels, chez les Urodèles, la formation 

des hématies semble dépendre d'une action secondaire de l'endoderme ventral. Miura et Wilt 

(1969) sont parvenus à la même conclusion dans le cas du Poulet. 

Hématies 

O 

42 

7 1 

24 

3- Interactions cellulaires précoces 

c.g.p. 

O 

90,9 

93 

O 

Les recombinaisons que nous avons réalisées et décrites dans le chapitre II entre l'ectoderme 

présomptif et l'endoderme prélevé à divers stades de la segmentation et de la gastmlation ont révélé 

que la capacité inductrice de l'endoderme était régionalisée. L'endoderme dorsal induit dans 



l'ectoderme des dérivés mésodermiques représentés en majorité par de la chorde, des myotomes et 

des tubules néphrétiques, alors que l'endoderme ventral donne naissance à du mésenchyme, des 

lames latérales, des tubules néphrétiques et aux c.g.p. Rappelons que ces cellules n'apparaissent 

qu'en absence de chorde et que l'introduction de chordo-mésoderme présomptif dans une 

recombinaison entre l'ectoderme et l'endoderme ventrai empêche complétement la formation de ces 

cellules. On peut penser que la ségrégation dorso-ventrale qui affecte la différenciation des dérivés 

mésoderrniques et des c.g.p. s'établit à la suite d'interactions cellulaires se produisant au cours de 

la segmentation. Afin de vérifier cette possibilité, nous avons séparé et mis en culture des 

blastomères issus de germes de stade 3 (8 blastomères). Les opérations ont été pratiquées à ce stade 

précis car c'est le stade le plus précoce où l'on peut repérer et isoler facilement les différents 

blastomères, animaux ou végétatifs, dorsaux ou ventraux, éventuellement impliqués dans ces 

interactions cellulaires. Les travaux réalisés à ce stade précoce du développement sont peu 

nombreux et relativement anciens. Ruud (1925) réussit le premier à isoler et à cultiver les 4 

micromères et les 4 macromères d'un embryon de Triton. Les 4 micromères isolés se différencient 

en microblastules qui ne montrent aucun signe d'organisation. Les 4 macromères par contre 

peuvent édifier un embryon complet. Cet auteur conclue que'les macromères végétatifs renferment 

la totalité du centre organisateur. Vintemberger (1934) obtient des résultats similaires chez Rana 
fusca. Grunz (1977) reprend ces travaux chez le Triton alpestre. Les résultats obtenus l'amènent à 

conclure à une détermination précoce des blastomères animaux et végétatifs, néanmoins, dans 

certains cas, l'auteur n'exclue pas la possibilité d'une régulation partielle. Récemment, Kageura et 

Yamana (1983, 1984, 1986) ont publié une série d'articles consacrés B l'étude du pattern de 

développement et de sa régulation chez l'embryon de Xénope en se référant uniquement à l'aspect 

morphologique des prestations obtenues après isolement et culture des blastomères au cours de la 

segmentation. 

3- 1. Protocole opératoire. 

Les germes de stade 3 (8 cellules) sont soigneusement sélectionnés, seuls, les embryons 

présentant une symétrie dorso-ventrale indiscutable sont opérés. La figure 14 a représente un germe 

vu par le pôle animal, on note que la zone dépigmentée occupe la partie supérieure des 2 

blastomères végétatifs dorsaux : tous les blastomères peuvent donc être orientés et identifiés (Figure 

14b). Les cellules sont séparées mécaniquement avec les instruments en fil de platine. Après 

isolement, elles sont mises en culture in vitro pendant 3 jours dans le milieu de Leibowitz (L15) 

dilué à 50% et additionné de sérum de veau foetal (10%). Les explants sont ensuite transférés dans 

le milieu de Holtfreter et fixés au bout de 15 jours de culture. 
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Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 
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1 (2) 18 (100) 2 (17) O (O) O (0) 8 (18) 
Qiarde 4 (9) 18 (100) 6 (50) O (O) O (O) 19 (43) 

M n  6 (14) 18 (100) 9 (75) 3 (21) 5 (24) 31 (70) 

Tubuies népidtiques O (O) 17 (94) 6 (50) 14 (100) 16 (76) 23 (52) 

M6sothélium 0 (O) 17 (94) 6 (50) 14 (100) 21 (100) 27 (61) 

-hynie 6 (14) 18 (100) 10 (83) 14 (100) 21 (100) 31 (70) 

c.g.p. O (O) O (O) O (O) 11 (78) 10 (48) 3 (7) 

- .  
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Tableau 23 - Différenciations obtenues après culd&b& s au stade 8 
( ) muence des structures produites. 



Dorsal 

Fig. 14 : Embryon de Pleurodèle au stade 8 cellules (stade 3), on remarque la zone 

dépigmentée localisée au niveau des blastomères végétatifs dorsaux. (a) vue du pôle animal, (b) vue 

latérale, le diagramme illustre la nomenclature des différents blastomères. AD, blastomère animal 

dorsal ; AV, blastomère animal ventral ; D, face dorsale ; pa, pôle animal ; pv, pôle végétatif ; V, 

face ventrale ; VD, blastomère végétatif dorsal ; VV, blastomère végétatif ventral. 

3-2. Résultats 

Les observations issues de l'examen histologique des prestations ont procuré de nombreux 

résultats présentés dans le tableau 23. Seules les données relatives à la culture des 4 blastomères 

ventraux et des 2 blastomères végétatifs ventraux sont détaillées (Tableaux 24 et 25). 

- Expérience no 1 (4 blastomères animaux) 

Les blastomères animaux se séparent facilement des blastomères végétatifs. Iis évoluent dans 

la majorité. des cas en vésicules de petite taille, plus ou moins pigmentées (Planche X. Fig, A). 

L'étude microscopique montre que ces vésicules sont limitées par un épithélium d'origine 

épidermique (Planche X. Fig. B). Dans quelques cas, nous avons observé des dérivés 

mésodermiques peu abondants, dans 6 cas, nous avons décelé des myotomes associés à du 

mésenchyme, 4 d'entre-eux possédaient un fragment de chorde. 



- Expérience no 2 (4 blastomères dorsaux) 

Nous séparons la moitié dorsale de l'embryon qui comprend donc les 2 blastomères animaux 

dorsaux associés aux 2 blastomères végétatifs dorsaux. La séparation des blastomères végétatifs 

s'avère parfois délicate car des ponts cytoplasmiques peuvent encore persister entre les blastomères 

végétatifs non totalement divisés. La plupart des explants forment des prestations qui expriment une 

organisation dorso-ventrale très apparente, certaines d'entre elles ressemblent à s'y méprendre à des 

larves témoins non opérées (Planche X. Fig. E). L'examen histologique confirme cette impression. 

Une chorde, des masses somitiques étendues, un tube neural bien développé caractérisent le niveau 

dorsal (Planche X. Fig. F). Le niveau ventral renferme du mésenchyme, quelques tubules 

néphrétiques et une cavité coelomique. L'absence des c.g.p. et des cellules sanguines est complète. 

L'endoderme présomptif contenu dans les blastomères végétatifs contribue à limiter ventralement 

les prestations en formant un épithélium, dans certains cas, il peut se différencier en tube digestif. 

- Expérience n03 (2 blastomères végétatifs dorsaux) 

Par rapport à l'expérience précédente, nous séparons les 2 blastomères végétatifs dorsaux 

des 2 blastomères animaux. Malgré un nombre important d'opérations réalisées, 12 explants 

seulement ont pu être analysés. L'aspect morphologique des prestations diffère sensiblement de 

celui décrit dans l'expérience n02. Les vésicules sont plus réduites et semblent moins organisées. 

L'examen microscopique montre que les tissus sont moins différenciés, les dérivés mésodermiques 

axiaux apparaissent moins fréquemment, 50% de cas avec chorde au lieu de 100% et 75% de cas 

avec myotomes au lieu de 100%. Les structures neurales deviennent rares (17% des cas) malgré la 

présence dans la moitié des cas de chorde. L'absence des blastomères animaux peut expliquer ce 

faible pourcentage, on peut penser que la quantité d'ectoderme présomptif est insuffisante pour 

permettre au chordo-mésoderme potentiellement situé dans les blastomères végétatifs d'exercer son 

activité inductrice neuralisante. 

- Expérience n04 (4 blastomères ventraux) 

Nous cultivons la moitié ventrale de l'embryon, elle donne naissance à une vésicule 

transparente où l'on discerne quelques travées de mésenchyme. L'examen histologique montre que 

les structures mésodermiques axiales sont rares ou absentes, en effet, seules 3 prestations 

renferment quelques myotomes. Par contre, tous les explants possèdent du mésenchyme et des 

tubules néphrétiques. Une vaste cavité limitée par un mésothélium occupe la plus grande partie de la 

vésicule (Planche XI. Fig. A). Nous avons décelé des c.g.p. dans 11 cas sur 14, ces cellules sont 

toujours associées à des dérivés mésodermiques de type ventral. On les rencontre groupées en îlots, 



Tableau 24 - Différenciations obtenues après culture des 4 blastomères ventraux isolés 
au st. 8 cellules. (+) Présence 

(-) Absence 
(%) Fréquence 

.. 
de 

l'expérience 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 

Total 
(%) 

Tableau 25 - Différenciations obtenues après culture des 2 blastèmes végétatifs ventraux 
isolés au st. 8 cellules. (+) Présence 

(-) Absence 
(%) Fréquence 

Chorde 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

O 
(0) 

Myotomes 

- 
- 
- 
- 
+ - 
- 
+ - 
- 
- 
+ - 
- 

3 
(21) 

T. Néphr. 

+ + + + 
+ + + + + + 
+ + + 
+ 

14 
(100) 

Mésen. 

+ + + + 
4- + + 
+ + + + + + + 

14 
(100) 

Méso. 

+ + + + 
+ + + 
+ + 
+ 
+ + + + 

14 
(100) 

c.g.p. 

6 1 
22 
5 8 

120 
8 

99 

4 8 

30 

11 
(78) 

m=36,36 
I 40;99 



parfois volumineux, au voisinage d'un tubule néphrétique ou au sein du mésenchyme (Planche XI. 
Fig. A et B). Le tableau 24 précise leur répartition, la valeur de la moyenne (36,36 4 40,99) ne 

signifie pas grand chose car la variabilité numérique est considérable d'un cas à l'autre. 

- Expérience n05 (2 blastomères végétatifs ventraux) 

Dans cette opération, seuls les 2 blastomères végétatifs ventraux sont mis en culture. Ils 

donnent naissance à des vésicules dont l'aspect tant morphologique que microscopique est 

semblable à celui décrit dans l'expérience n04. Une grande cavité s'observe au centre de la vésicule, 

le mésenchyme est peu abondant et tapisse le bord interne de l'épithélium épidermique (Planche XI. 

Fig. C et D). Comme dans l'expérience précédente, la chorde fait toujours défailt et les myotomes, 

peu développés, n'apparaissent que dans 24% des cas. Seule différence notable, les c.g.p. ne 

s'observent plus que dans 48% des cas, elles sont rassemblés en îlots au sein du mésenchyme 

(Planche XI, Fig. C et D). On retrouve la même variabilité numérique dans les numérations 

gonocytaires (Tableau 25). 

- Expérience n06 (4 blastomères végétatifs) 

Dans cette dernière expérience, nous séparons les 4 blastomères végétatifs, ils se détachent 

parfaitement des 4 blastomères animaux. L'étude morphologique montre que les vésicules obtenues 

ne présentent pas une organisation dorso-ventrale bien établie, elles sont généralement 

volumineuses et semblent renfermer une masse de tissus abondante (Planche X. Fig. C). L'examen 

histologique montre que ces vésicules contiennent effectivement des dérivés mésodermiques variés 

(Planche X. Fig. D). Près de la moitié d'entre-elles (43%) présentent des dérivés mésodermiques 

dorsaux bien différenciés (chorde et myotomes) associés à des tubules néphrétiques et à des dérivés 

mésodermiques ventraux (mésenchyme et mésothélium). La présence de structures neurales bien 

développées est peu fréquente (18% des cas seulement), comme dans l'expérience n03 il n'y a pas 

de correspondance entre la présence de chorde et la différentiation de tissu neural. Les c.g.p. 

n'apparaissent qu'exceptiomellement, dans 3 cas et en petit nombre (respectivement 28,22 et 11 

cellules). L'étude détaillée de ces 3 prestations révèle qu'elles ne sont associées à la présence de 

chorde que dans un seul cas. 

3-3. Discussion 

D'une manière générale, nos résultats peuvent s'interpréter en tenant compte de la carte des 



ébauches présomptives établie classiquement chez les Amphibiens Urodèles (Fig. 15). 

hémisphère 
animal 
ectodermique 

future zone 
mésodermique 

hémisphère 
végétatif 
endodermique 

Fig. 15 : Représentation schématique des 2 plans (1 et 2) de séparation des blastomères au 

stade 8 cellules. La ligne en pointillé délimite le blastocoele présomptif. cgp, emplacement 

présomptif des c. g. p. ; D, face dorsale ; pa, pôle animal ; pv, pôle végétatif; V, face ventrale. 

En superposant cette carte à un germe de stade 3, on peut connaître, à priori, les diverses 

potentialités des blastomères isolés ou associés entre eux. Néanmoins, la nature et la répartition des 

aires présomptives présentes dans les blastomères dépendent de la position des premiers sillons de 

divison. Le ler plan de segmentation ne coïncide pas toujours exactement avec le plan de symétrie 

bilatérale et malgré les précautions prises pour sélectionner les germes, il n'est pas certain que les 

blastomères qualifiés de dorsaux correspondent toujours à la future face dorsale de l'embryon. De 

même, le 3ème plan de segmentation peut varier en latitude d'une ponte à l'autre et même parmi les 

oeufs d'une même ponte, ce qui peut entraîner des résultats différents. 



Il faut savoir enfin que la carte des territoires présomptifs à laquelle nous nous référons pour le 

Pleurodèle est celle établie initialement pour le Triton, il faudra en tenir compte dans l'interprétation 

de nos résultats et dans leur comparaison avec ceux obtenus avec d'autres espèces (Anoures comme 

Urodèles). 

Les blastomères animaux donnent naissance, dans 86% des cas, à des vésicules épidermiques 

dépourvues de dérivés mésodenniques, ils évoluent donc conformément à leur valeur présomptive. 

Par contre dans les autres cas, de la chorde, des myotomes et du mésenchyme se sont différenciés. 

On peut supposer qu'une partie des territoires présomptifs de ces dérivés mésodenniques a été 

incorporée dans les blastomères animaux par suite du léger décalage vers l'équateur du plan de 

segmentation latitudinal. Ces résultats sont comparables à ceux décrits dès 1925 par Ruud chez 

Triturus taeniatus et par Vintemberger en 1935 chez Ranafusca. Gmnz (1977) obtient des résultats 

similaires chez Tri tum alpestris , il observe cependant une proportion plus importante de cas avec 

différenciations neurales ou mésodermiques (30%). Les 4 blastomères végétatifs fournissent en 

quantité variable les principaux dérivés mésodermiques qui s'organisent selon un axe dorso-ventrai 

plus ou moins apparent. La chorde se différencie dans 43% des cas mais ne s'accompagne de 

structures neurales que dans 18% des cas. La faible quantité d'ectoderme présomptif disponible au 

niveau des blastomères végétatifs explique sans doute cette anomalie. Les résultats des expériences 

2 et 3 confirment notre hypothèse, dans l'expérience 3 où seuls les blastomères végétatifs dorsaux 

sont cultivés, il n'y a pas ou peu d'ectoderme présomptif et les fréquences de différenciation de 

chorde et de structures neurales associées sont proches de celles décrites dans l'expérience 6. Au 

contraire, dans l'expérience 2, les 2 blastomères animaux restent accolés aux 2 blastomères 

végétatifs et tous les explants fournissent de la chorde et des structures neurales. Dans ce cas, les 

explants expriment clairement leur polarité dorso-ventrale. Grunz (1977) observe un phénomène 

analogue chez le Triton alpestre, les 4 blastomères végétatifs produisent des différenciations 

chordales dans 85% des cas, mais 54% seulement des explants possèdent une moelle épinière. Les 

structures encéphaliques sont plus rares (1 9% des cas). 

Ces résultats suggèrent à l'auteur que la réalisation d'un embryon presque complet dépend de la 

quantité d'ectoderme présomptif disponible. Il tire la conclusion que les blastomères végétatifs 

comme les blastomères animaux sont déterminés à ce stade, mais il n'exclue pas la possibilité d'une 

régulation partielle, l'auteur fait référence aux travaux de Holtfreter (1936) et Holtfreter H.B. 
(1965) selon lesquels la lèvre dorsale blastoporale isolée pourrait fournir des dérivés ectodermiques 

en plus de la chorde et des myotomes. Une régulation encore plus importante des déficits serait 

encore possible à ce stade du développement, selon Vintemberger (1934) les macromères isolés 

chez Rana fusca seraient capables de former un embryon harmonieusement constitué. Cet embryon 

présenterait des formations (la ventouse par exemple) dont les ébauches sont normalement situées 



au niveau des micromères. Les résultats que nous avons obtenus chez le Pleurodèle plaident plutôt 

en faveur d'une détermination précoce des différents blastomères. Lorsqu'ils sont séparés et 

cultivés isolèment, ils n'expriment généraiement que leurs potentialités. Les blastomères végétatifs 

dorsaux fournissent principalement des dérivés mésodermiques axiaux (chorde) ou dorsaux 

(myotomes) alors que les blastomères végétatifs ventraux donnent naissance à des dérivés 

mésodexmiques ventraux (mésenchyme et mésothélium) associés aux c.g.p. Nous observons que 

les tubules néphrétiques apparaissent dans les 2 cas. Les numérations gonocytaires effectuées dans 

les expériences 4 ,5  et 6 montrent des variations importantes. Si ces cellules étaient déterminées, 

elles devraient se différencier dans les mêmes proportions puisque les dérivés mésodermiques 

associés à leur formation sont toujours présents. Il faut donc admettre que ces cellules ne sont pas 

véritablement déterminées au stade 3 et que des interactions entre les blastomères végétatifs 

ventraux et les blastomères voisins peuvent influencer leur differenciation. 

Ces résultats s'expliquent en partie si on souscrit aux conclusions émises à la fin du chapitre TI. Le 

mésoderme et les c.g.p. ont une origine épigénétique, ils apparaissent comme le résultat 

d'interactions de type inducteur entre l'ectoderme compétent et l'endoderme. Dans l'expérience 4, 

où les blastomères animaux sont conservés, les c.g.p. sont décelées dans 78% des cas, lorsqu'on 

enlève ces blastomères animaux, on ne rencontre plus ces cellules que dans 48% des cas (Exp. 5). 

On peut penser qu'une partie des cellules ectodermiques fournies par les blastomères animaux a pu 

être induite en c.g.p. et en dérivés mésodermiques par l'endoderme ventral localisé dans les 2 

blastomères végétatifs ventraux. Le même raisonnement peut être tenu pour expliquer la diminution 

des fréquences de différenciation des dérivés mésodermiques observés dans l'expérience 6, les 

mêmes dérivés sont développés dans l'expérience 2 (structures dorsales) et dans l'expérience 4 

(structures ventrales) mais en proportions plus élevées. Des corrélations peuvent donc être établies 

entre la quantité d'ectoderme utilisable et la fréquence d'apparition des c.g.p. et des principaux 

dérivés mésodermiques. Sudarwati et Nieuwkoop (1971) ont d'ailleurs démontré, à la suite 

d'expériences de recombinaisons entre l'ectoderme et l'endoderme que la formation du mésoderme 

était proportionnelle à la quantité d'ectoderme disponible. Par contre, la disparition presque 

complète des c.g.p. dans l'expérience 6 ne peut être attribuée au seul manque d'ectoderme 

utilisable, les résultats rapportés dans le chapitre II suggèrent par contre que le chordo-mésoderme 

pourrait jouer un rôle inhibiteur dans la différenciation des c.g.p, On peut penser que dans cette 

expérience, le chordo-mésoderme formé par l'endoderme dorsal exerce une action inhibitrice sur la 

différenciation des c.g.p. normalement induites par l'endoderme ventral. Cette activité inhibitrice ne 

semble pas être l'apanage du seul chordo-mésoderme présomptif ; en effet, Sutasurya et 

Nieuwkoop (1974) estiment que c'est l'ensemble des structures dorsales induites par l'endoderme 

qui pourrait manifester cette action. 



DISCUSSION GENERALE 

Les résultats que nous venons d'exposer démontrent que chez le Pleurodkle, les c.g.p. sont 

localisées précocement dans le feuillet mésodennique. Une étude expérimentale des conditions de 

détermination et de différenciation de ces cellules nous a permis de préciser le rôle et l'importance 

de la stimulation endoblastique. Une hypothèse relative au mode de transmission du signal 

inducteur émis par l'endoderme est proposée, les recombinaisons temporaires effectuées entre 

l'ectoderme et l'endoderme ainsi que les cultures transfiltre réalisées plaident en faveur d'une 

transmission par contact direct de cellule à cellule entre les 2 feuillets réactifs. Nous discuterons 

successivement les conclusions majeures de notre travail. 

- Localisation précoce des c.g.p. 

Chez le Pleurodèle, les c.g.p. ne peuvent être identifiées avec certitude qu'au stade 33, c'est-à-dire . 

à un stade avancé du développement. Seules des méthodes expérimentales permettent de les mettre 

en évidence avant leur mise en place dans les crêtes génitales. La culture en sandwich de petits 

fragments de la zone marginale ventrale (Z.M.V.) prélevés au stade 5 (stade jeune blastula) nous a 

permis de déceler la présence de c.g.p. associées aux dérivés mésodenniques ventraux 

(mésenchyme et mésothélium). La fréquence d'apparition des c.g.p., faible au stade 5 (10% des 

cas) reste peu élevée au stade 6 (25% des cas). La Z.M.V. isolée, située dans la zone de contact 

entre les blastomères animaux et végétatifs, correspond au futur mésoderme ventro-latéral. Il n'est 

pas exclu qu'une partie des blastomères isolés contiennent de l'endoderme présomptif ; comme ce 

tissu est capable d'induire des c.g.p. et du mésoderme, nous ne pouvons certifier que les c.g.p. 

décelées sont effectivement déterminées au stade 5, elles peuvent se former ultérieurement à la 'suite 

d'interactions qui surviendraient pendant la culture. 

Les cultures de mésoderme latéral réalisées au début de la gastrulation ne plaident pas en faveur 

d'une détermination précoce des c.g.p., les prestations analysées ne renferment que des dérivés 

mésodermiques ventraux et les c.g.p. sont absentes. Il faut opérer en fin de gastrulation (st. 12) 
pour obtenir des différenciations fréquentes de ces cellules. Par contre, si on implante dans le 



blastocoele de jeunes gastrulas des fragments de ce même mésoderme latéral présomptif isolé au 

stade 8a, on constate que des c.g.p. se différencient à partir des territoires prélevés (Maufroid et 

Capuron, 1973). Nous pensons que le contact qui s'établit entre le fragment de mésodenne latéral 

et l'endoderme ventral de la gastrula hôte favorise la différenciation des c.g.p. Cette expérience fait 

ressortir le rôle décisif que joue vraisemblablement l'endoderme dans l'acquisition de leur 

détermination définitive. Dès l'apparition de l'encoche blastoporale, les c.g.p. sont potentiellement 

situées dans le mésoderme ventro-latéral (Nieuwkoop, 1946 ; Smith, 1964) mais leur détermination 

irrémédiable nécessite une intéraction complémentaire avec l'endoderme ventral. Les greffes de 

territoire mésodermique en position dorsale ou ventrale de bourgeons caudaux confortent cette 

thèse. Le mésoderme ventro-latéral de jeune gastrula (st. 8a) greffé sur le ventre d'un bourgeon 

caudal différencie des cellules germinales d h s  la presque totalité des cas. Par contre, en position 

dorsaie, les c.g.p. absentes avec le mésoderme de stades 8a et 9 apparaissent avec le mésoderme de 

stade 13 et leur fréquence augmente au fur et à mesure que s'effectue la neurulation (Capuron et 

Maufroid, 1981). Nakamura et Matsuzawa (1967) ont cultivé en sandwich des fragments de la zone 

marginale prélevés à divers stades de la segmentation chez Triturus pyrrhogaster. Ces auteurs ont 

montré que les capacités de différenciation du mésoderme apparaissaient au stade morula âgée puis 

se développaient au stade jeune blastula, ils n'ont pas signalé la présence des c.g.p. S'il y a accord 

sur la localisation précoce des c.g.p. dans le mésoderme latéral de la jeune gastrula, l'origine de ces 

cellules n'est cependant pas clairement établie, 2 hypothèses sont communément retenues : 

- dans la première, les c.g.p. naissent à partir d'éléments prédéterminés au sein du 

mésoderme ventro-caudal 

- dans la seconde, les c.g.p. se forment épigénétiquement à partir de cellules somatiques 

totipotentes. 

- Origine des c.g.p. et du mésoderme 

Les travaux concernant la formation des c.g.p. sont indissociables de ceux relatifs à la formation du 

mésoderme. Nos expériences ont montré que chez le Pleurodèle, la différenciation du mésoderme et 

des c.g.p. résulte d'une interaction entre l'endoderme et l'ectoderme (Maufroid et Capuron, 1977). 

Ceci confme les résultats obtenus précédemment. Ogi (1967, 1969) obtient la différenciation de 

structures mésodermiques en associant des micromères et des macromères d'embryons de Triton 

prélevés aux stades de la morula et de la blastula. Nieuwkoop (1969) réalise des recombinaisons à 

partir de blastulas moyennes et âgées d'Axolotl, les structures mésodermiques qui se forment 

dérivent exclusivement du pôle animal soumis à l'influence inductrice du pôle végétatif 

endodennique. L'origine purement ectodermique des structures induites est attestée par les résultats 



des recombinaisons xénoplastiques et par l'utilisation du marquage radioactif (Nieuwkoop et 

Ubbels, 1972). Cette capacité de l'endoderme à induire des'dérivés mésodermiques est générale, 

Nakamura et al (1971), Sudarwati et Nieuwkoop (1971) l'ont démontrée chez le Xénope. La 

présence de c.g.p. parmi les structures mésodermiques induites amènent Nieuwkoop à considérer 

que chez les Urodèles, les c.g.p. ont une origine épigénétique et qu'elles se forment à partir 

d'éléments somatiques totipotents de l'hémisphère animal. Les c.g.p. peuvent être induites dans 

toute la calotte ectodermique de la blastula (Sutasurya et Nieuwkoop, 1974). 

Nous avons montré que chez le Pleurodèle, la capacité inducmce de l'endoderme est régionalisée et 

qu'elle varie dans le temps. Présente dès le stade 6 (blastula moyenne) l'aptitude à induire des 

c.g.p. augmente en fin de segmentation pour atteindre sa valeur maximale au début de la 

gastrulation (st. 8a). Elle décroit ensbite rapidement pour s'annuler en début de neurulation (st. 

13/14). Chez l'Axolotl, Boterenbrood et Nieuwkoop (1973) n'ont étudié l'évolution de la capacité 

inductrice de l'endoderme le long de l'axe dorso-ventral que pendant les premiers stades du 

développement. Leurs résultats indiquent que le déclin de l'aptitude inductrice commence au stade 9 

(blastula âgée) au niveau dorsal et se poursuit en direction ventrale qu'il n'atteint qu'au stade 10' 

(très jeune gastrula). 

Des travaux réalisés chez l'Axolotl comme chez le Pleurodèle, on peut déduire que la différenciation 
du mésoderme aboutit à 2 types de structures : 

- un type dorsal caractérisé par la formation de chorde, entourée de 2 rangées de myotomes 

bien organisés et par l'absence de cellules sanguines. . , 

- un type ventral caractérisé par l'absence de chorde et par l'apparition en grand nombre des 

c.g.p.. 

Les tubules néphrétiques se forment dans les 2 types. Il faut souligner que dans les recombinaisons 

réalisées avec l'endoderme dorsal chez l'Axolotl, des c.g.p. peuvent se différencier en nombre 

restreint. Dans ce cas, elles sont toujours emprisonnées dans des dérivés du mésoderme 

ventro-caudal. Dans nos expériences chez le Pleurodèle, l'endoderme dorsal n'induit des c.g.p. que 

de manière exceptionnelle. 

Sutasurya et Nieuwkoop (1974), étudiant la capacité de l'hémisphère animal à former du 

mésoderme et des c.g.p., ont montré que les c.g.p. peuvent se former à partir de n'importe quelle 

région de l'hémisphère animal ectodermique de la blastula, la compétence de l'ectoderme croissant 

du pôle animal vers l'équateur. La zone marginale possède donc la capacité la plus élevée pour 

former des c.g.p.. Ces cellules apparaissent bien comme un élément caractéristique des structures 

mésodermiques de type ventral. Dans les conditions normales de développement, la formation des 

c.g.p. est restreinte à la zone marginale ventro-latérale par suite de l'influence inhibimce exercée par 

le chordo-mésoderme au niveau dorsal. 



Nous avons fourni un argument supplémentaire en faveur de l'origine ectodermique des c.g.p. en 

réalisant des associations temporaires entre l'ectoderme et l'endoderme ventral ; après un contact 

d'une durée suffisante, l'extirpation de l'endoderme n'a pu empêcher l'apparition de c.g.p. dont 

l'origine ne peut donc être qu'ectodermique. Nous avons par là même, déterminé la durée minimale 

de contact entre les 2 feuillets (8 h SI 16 h) nécessaire pour que s'effectue l'induction. Ces 

conclusions confirment celies émises par Kotani (1957, 1958) et par Kocher-Becker et Tiedernann 

(197 1) qui dans leurs expériences chez Triturus pyrrhogaster ont établi une origine ectodermique 

des c.g.p.. 

L'ensemble de ces résultats suggèrent que chez les Urodèles, les c.g.p. proviennent de cellules 

ectodermiques totipotentes. Ces cellules se différencient en c.g.p. dans les zones latérales et 

ventrales de l'hémisphère animal sous l'influence inducmce exercée par les cellules vitellines 

ventrales. Dans nos expériences d'association temporaire entre l'ectoderme et l'endoderme, les 

c.g.p. n'apparaissent jamais isolément, elles sont toujours associées à des dérivés du mésoderme 

ventro-latéral. A notre connaissance, ce fait est général, les c.g.p. ne se différencient qu'au sein de 

structures mésodermiques. On peut se demander, dans ces conditions, si elles sont induites 

séparément des cellules mésodermiques où si elles se différencient à partir de cellules déjà 

déterminées comme mésodermiques. On peut envisager 3 éventualités (Dixon, 1981) : les 

différences entre les cellules mésodermiques et les c.g.p. sont préexistantes (l), elles reçoivent des 

signaux inducteurs différents (2) ou elles s'autodifférencient (3). La première hypothèse est peu 

vraisemblable puisque Sutasurya et Nieuwkoop (1974) ont démontré que toutes les cellules de 

l'hémisphère animal étaient capables de former des c.g.p. Dans la seconde hypothèse, comme 

toutes les cellules induites par l'endoderme ventral reçoivent la même information, ii faudrait 

admettre que les signaux reçus par les cellules souches des c.g.p. et des cellules mésodexmiques 

diffèrent quantitativement et non qualitativement. Signalons que Yamada (1950) et Forman et Slack 

(1980) suggèrent des mécanismes du même type pour expliquer la formation de certains dérivés 

mésodenniques. Nieuwkoop et Sutasurya (1979) ont émis une troisième hypothèse selon laquelle 

les c.g.p. constituent l'un des éléments d'autodifférenciation du mésoderme ventro-latéral, encore 

faudrait-il défmir le sens du terme "autodifférenciation". 

En dépit des nombreuses preuves expérimentales accumulées en faveur de l'origine épigénétique 

des c. g.p., Michael(1984) ne rejette pas l'éventualité de l'existence d'éléments prédéterminés au 
sein de l'hémisphère animal. Il conclue de ses résultats que la capacité à induire des c.g.p. n'est pas 

répandue dans toute la calotte animale mais qu'elle est restreinte à la seule zone périphérique. Ces 

résultats sont en contradiction avec ceux obtenus par Sutasurya et Nieuwkoop (1974) chez 

l'Axolotl. Ceci nous amène à envisager l'existence d'un déterminant germinal. Williams et Smith 

(197 1) sont les seuls à avoir décrit des granules germinaux au niveau de la zone marginale de l'oeuf 



fécondé indivis d'Axolotl. Cette observation n'a jamais été confirmée ni étendue aux autres 

Urodèles. Des études ultrastmcturales réalisées chez Trinvus pyrrhogaster par Hamasirna et Kotani 

(1977) et chez APnbystoma mexicanum par Ikenishi et Nieuwkoop (1978) n'ont révélé la présence 

de structures particulières ("nuage matérial") qu'aux stades larvaires. La présence des c.g.p. au sein 

du mésoderme latéral dès le stade jeune gastrula étant démontrée, on pouvait s'interroger sur 

l'existence de déterminants germinaux au sein de certaines cellules de ce tenitoire. Smith, Michael 

et Williams (1983) ont donc examiné cette région au microscope électronique. Rs ont recherché des 

cellules qui posséderaient de nombreuses mitochondties et une morphologie nucléaire spéciale, 

caractéristiques des c.g.p.. Si certaines structures particulières assimilables à des corps denses ont 

été repérées, rien ne permet d'a=mer qu'elles soient issues des granules germinaux décrits chez 

l'oeuf insegmenté. 

En conclusion, il n'existe pas de preuve à l'heure actuelle de l'existence de déterminants germinaux 

responsables de la différenciation des c.g.p. chez les Urodèles. Au contraire, nos résultats 

expérimentaux ainsi que ceux publiés par Nieuwkoop et al confortent la thèse d'une origine 

épigénétique des c.g.p. chez les Urodèles. 

- Transmission du signal inducteur 

Les résultats des cultures transfiltre que nous avons réalisées chez le Pleurodèle plaident en 

faveur d'une transmission par contact direct de cellule à cellule du signal inducteur. Les conditions 

expérimentales permettent la diffusion d'éventuelles substances inductrices mais l'association 

ecto-endodermique dans ces conditions n'a jamais conduit à l'obtention de structures 

mésodermiques et de c.g.p. On peut donc écarter, dans l'interprétation de cette expérience, l'idée de 

la diffusion de substances actives entre les tissus réactifs. 

Nos conclusions s'opposent à celles formulées récemment par Grunz et Tacke (1986), selon 

lesquels des facteurs transmissibles sont responsables de la mésodermisation des cellules 

ectodermiques. Un mécanisme identique a été proposé par Kawakami et al (1978) pour rendre 

compte de l'induction de dérivés mésodenniques dans l'ectoderme de Cynops pyrrhugaster par un 

inducteur hétérogène, la vessie natatoire de Carpe. La diversité des espèces utilisées et les 

conditions de culture différentes peuvent expliquer ces résultats contradictoires. 

La base moléculaire de l'induction mésodermique et des c.g.p. est inconnue. Des facteurs 

inducteurs mésodermiques ont été isolés de sources diverses mais seul le facteur végétalisant extrait 

d'embryons de Poulet de 9 à 13 jours a permis l'induction de c.g.p. au sein de l'ectoderme de 

gastrula de Triton (Kocher-Becker et Tiedemann, 1971). Mis au contact de l'ectoderme de Xénope, 

ce facteur induit une grande variété de tissus mésodermiques (Asashima et Grunz, 1983 ; Grunz, 



1983). Un traitement bref à faible concentration induit préférentiellement des cellules sanguines 

alors qu'un traitement long à forte concentration favorise la différenciation de chorde et de 

myotomes (Grunz, 1983). Ces résultats suggèrent que la formation des différents dérivés 

mésodermiques résulte de la diffusion d'un seul facteur inducteur. Cette conception ne concorde 

pas avec nos résultats. Nous pensons au contraire, en accord avec les idées émises par Smith et al 

(1985) qu'il existe au moins 2 signaux inducteurs : 1 signal responsable de l'induction des 

structures dorsales et 1 signal provoquant la différenciation des structures ventrales et des c.g.p. Ii 
faudrait vérifier l'existence de ces signaux et essayer de les caractériser au niveau moléculaire. Cette 

remarque concerne également les facteurs inducteurs transmissibles par diffusion que Grunz et 

Tacke (1986) pensent avoir mis en évidence à l'issue de leurs cultures transfdtre. Tout récemment, 

Smith (1987) a entrepris l'étude d'un nouveau facteur mésodermisant produit par la culture de 

cellules de la lignée XTC du Xénope. Des fragments ectodermiques cultivés dans un milieu 

conditionné par ces cellules inductrices fournissent des dérivés mésodermiques dorsaux. Une 

analyse biochimique préliminaire a montré que ce facteur était sensible à la trypsine et possédait un 

poids moléculaire proche de 16.000. 

Dans ces situations expérimentales, ces facteurs ont montré qu'ils étaient capables d'induire des 

dérivés mésodermiques, mais on peut se demander si ces facteurs sont aussi présents dans 

l'embryon normal. On peut douter de leur existence tant que des molécules actives n'auront pas été 

isolées. La connaissance des mécanismes impliqués dans l'induction des c.g.p. et du mésoderme 

reste incomplète. En dépit de nombreux travaux réalisés et qu,e nous avons rapportés dans ce 

mémoire, les conclusions restent incertaines et parfois contradictoires, il convient donc de 

rechercher de nouvelles informations concernant la nature et le mode de trhsmission des signaux 

impliqués dans les interactions ecto-endodermiques. Seule la voie biochimique permettrait d'isoler 

et de caractériser au niveau moléculaire les facteurs actifs transmis à l'ectoderme cible ; ce qui pose 

le problème du choix de la technique biochimique à mettre en oeuvre, en effet, les embryons de 

Pleurodèle sont petits et les substances actives sont sans doute présentes à très faible concentration. 

A cet égard, le travail engagé par Smith (1987) paraît être plus prometteur. 

Le mode de transmission doit être précisé et en particulier la nécéssité de contacts intercellulaires, 

nos expériences en ce domaine ne pouvant être considérées comme défuiitives. 

L'emploi de marqueurs sélectifs comme la HRP, le TRITC ou la FL Dx permettrait de vérifier 

certains résultats, en particulier l'origine des tissus induits dans les expériences de recombinaisons 

et de culture en sandwich de fragments de mésoderme latéral en présence d'endoderme. 



PUBLICATION nOl  

- J.P. MAUFROID et A.P. CAPURON, 1972 : Migration des cellules germinales primordiales 
chez 1'Amphibien Urodèle Pleurodeles Waltlii. Michah. Wilhelm Roux' 
Archiv, 170,234-243. 



Wilhelm Roux' Archiv 170, 234-243 (1972) 
0 by Springer-Verlag 1972 

Migration des cellules germinales primordiales 
chez 1'Aniphibien Urodele Pleurodeles waltlii Michah 

J.-P. Maufroid et A. P. Capuron 

Université des Sciences et des Techniques, Lille, France 

Reçu Novembre 30, 1971/Avril 13, 1972 



Migration of the Primordial Germ Cells in Urodele Amphibian 
Pleurodeles waltlii Michah 

Summary. Unilateral removal of ectoderm and subjacent mesoderm practised on Pleuro- 
deles ualtlii, a t  different stages of the neurula and tailbud embryo, causes a more or less 
important reduction of larval gonocytes on the operated side. I t  has thus been possible to 
locate the germ cells a t  the stage of the young neurula (st. 15) in the neighbourhood of the 
blastopore. Between stages 21 and 22, these cells begin a dorsal migration along the pro- 
nephric duct. The absence or reduction of the number of gonocytes, as a consequence of the 
extirpation of an ecto-mesodermal area, leads us to think that the germ ce119 are located 
in the mesoderm and that their removal cannot be compensated by presumptive somatic 
cells. 

Résume'. Des ablations unilatérales d'ectoderme e t  de mésoderme sous-jacent, faites à 
divers stades de la neurula et du bourgeon caudal, chez Pleurodeles waltlii, ont provoqué 
chez la larve un déficit plus ou moins important des gonocytes di1 côté opéré. 11 a été ainsi 
possible de localiser au stade de.la jeiine neurula (st. 15) les cellules germinales au voisinage 
du blastopore. Entre les stades 21 et  22, ces cellules amorcent une migration en direction 
dorsale le long de l'uretère primaire. L'absence ou la réduction du nombre des gonocytes à 
la suite de l'excision d'un territoire ect0:qésodermique donne a penser que les cellules germi- 
nales sont localisées dans le mésoderme et que leur ablation ne peut être compensée par les 
cellules somatiques présomptives. 

Introduction 

Les cellules germinales primordiales des Amphibiens ont suscité de nombreux 
travaux. La difficulté majeure de leur étude provient du fait que ces cellules ne 
sont pas identifiables avant leur mise en place dans les crêtes génitales, ce qui 
correspond à un stade relativement avancé du développement. 

Chez les Anoures, qui ont fait l'objet de la plupart des recherches en ce domaine, 
l'origine et la migration des c.g.p. sont clairement établies. Chez les Urodèles, où 
les travaux sont plus restreints, nous citerons ceux de Humphrey (1925), Nieuw- 
koop (1946). Ce dernier a démontré chez Triturus alpestris, T. cristatus et Am- 
bystoina nzexicanunt, que les c.g.p. sont d'origine mésodermique et qu'elles se 
forment à partir du territoi~e présomptif des lames latérales. Ces résultats ont 
été confirmés par Smith (1964) chez Ambystoma mexicunum grâce à des échanges 
au stade gastrula de mésoderme latéral présomptif entre les génotypes noir et 
blanc. Ce marquage génétique permettait en outre à Smith de démontrer que les 
c.g.p. étaient les cellules mères des futurs gamètes. Sur ce dernier point, l'unani- 
mité n'est pas réalisée et plusieurs auteurs estiment que les c.g.p. ont une différen- 
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ciation épigénétique à partir des tissus somaticlues. Selon Asayama (1950, 1961), 
chez Triturus pyrrhogaster, ces cellules pourraient se former à partir du méso- 
derme latéral à un stade aussi avancé que celui du bourgeon caudal. Pour Ama- 
numa (1957), I'ablation du mésoderme intermédiaire présomptif de la gastrula 
et de la neurula de T .  pyrrhogaster et Hynobius nebuloaus n'affecte pas le nombre 
de gonocytes. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons tenté de localiser les c.g.p. au stade 
neurula et de suivre leur migration en pratiquant à des stades précis des ablations 
localisées. 

>latériel et techniques 
Nous avons utilisé des embryons de Pleurodeles umltlii. Les stades sont déterminés selon 

la table chronologique du d4veloppement de Gallien et Durocher (1957). Le milieu opératoire 
est la solution de Holtfreter stérilisée et  additionée de pénicilline ou streptomycine. Le 
principe de I'intervention réside dans l'ablation élective et  unilatérale d'un fragment d'ecto- 
mésoderme. On découpe un lambeau d'ectoderme avec le mésoderme sous-jacent dans la 
région ventro-latérale en prenant soin de ne pas léser le blastopore. Le matériel excisé se 
détache parfaitement de l'endoderme sur lequel il repose. Divers types d'ablations ont été 
réalisis selon les stades, ils sont représentés schématiquement sur la fig. 1. 

Stade neurula: 
ablation ventrale postérieure: type 9. 
Stades du bourgeon caudal : 
ablation ventrale: type B; 
ablation latéro-ventrale: type C; 
ablation latérale: type D; 
ablation de I'ecto-mésoderme intermédiaire: type E; 
ablation de I'ecto-mésoderme intermédiaire postérieur: type F, type G. 
La mortalité post-opératoire, pratiquement nulle aux stades du bourgeon caudal, atteint 

environ 10'6 chez les neurulas. D'une manière générale et  pour l'ensemble de nos opérations, 
seuls les animaux oii la régulation des territoires enlevés s'est déroulée normalement ont été 
élevés et  pris en considération. L'esame~n,histologique est effectué selon les méthodes clas- 
siques; peu avant la prise de nourriture, les animaux sont fixés au Bouin-Hollande sans acide 
acétique. Après incliision à la paraffine ils sont débités en coupes transversales de 7 p. Celles- 
ci sont colorées à I'héinalun éosine ou au picro-indigo-carmin. 

Appréciation des résultats. Le nombre de gonocytes est évalué dans les crêtes génitales 
droite et  gauche. Seul le côté droit étant affecté par l'intervention, le côté gauche peut être 
considéré comme élément de comparaison. @ns chaque série opératoire on établit ainsi la 
différence d entre les moyennes des nombres de gonocytes du côté opéré (ml)  e t  du côté 
témoin (m,). Pour apprécier sa signification, on calcule l'écart standard de la différence Sd 
d'après la formule 

où 0, et  o, représentent les écarts types de chaque échantillon et n le nombre d'individus 
opérés. Comme ce nombre est inférieur à 30, la distribution de l'écart réduit t = d / S d  suit la 
loi de Student. Pour être considérée comme significative au seuil de probabilité de 95'6, la 
différence d devra être supérieure à t,,,,. S d ,  la valeur de t,,,, étant fourni par la table de 
Student. Cette méthode de calcul est inspirée de Geller (1967). 

Chez le Pleurodèle, Houillon (1956) a établi que les gonocytes sont iclenti- 
fiables de manière certaine, grâce à des critères histologiques, vers le 12ème jour 
du développement, ce qui correspond au stade 33. En outre, le stock de cellules 
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Fig. 1 A-G. Schémas des différents types d'opérations. A Ablation d'ecto-mésoderme ventral 
au stade neurula. B Ablation d'ecto-mésoderme ventral. C Ablation d'ecto-mésoderme latéro- 
ventral. D Ablation d'ecto-mésoderme latéral. E Ablation d'ecto-mésoderme intermédiaire. 

5' et G Ablation d'ecto-mésoderme intermédiaire postérieur. B-G Au stade 
bourgeon caudal 

germinales présent à ce stade reste constant chez un individu donné jusqu'A l'âge 
de 4 semaines, moment où débute la multiplication. C'est sur cette particularité 
qu'est basée le principe de nos expériences qui est le suivant: toute ablation uni- 
latérale d'un territoire supposé contenir tout ou partie des c.g.p. doit entraîner 
un déficit d u  nombre de gonocytes du côté correspondant, sous réserve que la 
numération soit faite avant I'age de 4 semaines et qu'il n'y ait pas de régulation. 

Nous avons choisi de sacrifier les larves au stade 38 soit 17 jours après la 
ponte et ceci pour 2 raisons: 

un critère morphologic~ue: le stade 38 est facilement identifiable; il est carac- 
térisé par la présence des membres antérieurs en forme de palette échancrée. 
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un critère histologique : à ce stade, le vitellus est presque complètement résorbé 
et seuls les gonocytes primordiaux possèdent encore de volumineux granules 
vitellins. 

Pour analyser et discuter nos résultats expérimentaux, il était nécessaire de 
connaître au préalable la répartition des gonocytes entre les crêtes génitales droite 
et gauche des individus normaux. 

I .  Etude des animaux témoins 

A. Répartition des gonocytes 
Cette analyse a été faite sur 22 animaux témoins non opérés provenant de 

différentes pontes échelonnées au cours de l'année. Outre le caractère embryon- 
naire de ces cellules, leur noyau plurilobé présente 1 ou 2 nucléoles. Les c.g.p. 
sont disposées en îlots d'autant plus volumineux que l'on se rapproche du cloaque. 
Le tableau 1 rend compte de la répartitmion des gonocytes entre les crêtes génitales 
droite et gauche. 

B. Discussion 

L'évaluation exacte du nombre de c.g.p. n'est pas toujours aisée, surtout dans 
certains îlots très denses; l'approximation peut être évaluée à 10%. Le nombre 
moyen de 48 gonocytes observé au niveau de chaque crête génitale est proche 
de celui établi par Houillon (1956); par contre, on note des écarts numériques 

Tableau 1. Numération gonocytaire chez les individus témoins 

Numéro Nb de gonocytes Nombre Ecart 
d'ordre total enregistré 

Côté droit Côté gauche 

Moyenne 48 48 96 
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Tableau 2. Résultats et signification des expériences d'ablation réalisées aux stades neurula 
et bourgeon caudal 

- - - 

NumBro Stade Type Xombre Nombre moyen Diffé- Ecart Signifi- 
de d'opéra- d'opéra- de gonocytes rence standard catif : + 
l'erpé- tion tions d = m,-ml de la Non signifi- 
rience Côté Côté différence catif: - 

gauclie droit 
t0.0,. Sd 

mz ml 

importants d'un individu à l'autre, les valeurs extrêmes étant de 32 et 1.50. Ces 
cas restent exceptionnels et la moyenne est voisine de 100. Ajoutons enfin que 
dans la majorité des cas les côtés droit et gauche sont colonisés par un nombre 
de cellules germinales pratiquement identique: chez 17 individus sur 22 l'écart 
enregistré est égal ou inférieur à 12. 

Cette première analyse aboutit à la conclusion que les gonocytes sont en 
nombre voisin dans les crêtes génitales droite e t  gauche mais ce nombre varie 
d'une larve a l'autre. 

I I .  Etude expérimentale. L'analyse quantitative des rérultats est consignée 
dans le tableau 2 

A. Ablations pendant la neurulation 

La neurulation s'étend de la 56ème heure après la ponte jusqu'à la fermeture 
complète du tube neural qui s'effectue vers la 80ème heure (stades 14 a 20). 
Toutes les ablations réalisées appartiennent au type A décrit précédemment 
(Fig. 1 A). 

1. Jeune neurula (st. 15) 

A ce stade l'embryon est âgé de 69 heures, la plaque neurale reste largement 
étalée au niveau céphalique. Au cours de l'opération on distingue nettement le 
feuillet mésodermique; celui-ci, dont l'invagination est récente, poursuit son 
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mouvement d'extension vers la région antérieure. Les gonocytes ont été dé- 
nombrés sur 26 animaux opérés et  élevés jusq'au stade 38. Leurs moyennes 
s'élèvent à 42 du côté témoin et 12 du côté opéré. La différence d est très supérieure 
à l'écart standard de la différence (expérience 1 du tableau 2). Chez 3 individus, 
la crête génitale droite est totalement dépourvue de cellules germinales. Dans les 
cas où le nombre de gonocytes restant se situe entre 10 et 20 (12 cas sur 26), on 
remarque que ces cellules sont pour la plupart groupées en un seul îlot situé en 
position très postérieure. Ceci est en relation, nous semble-t-il, avec la technique 
opératoire. En effet, quand la limite du territoire enlevé est proche du blastopore 
il apparait des anomalies telles que l'hypertrophie, le dédoublement et le déplace- 
ment de l'uretère primaire. 11 s'est donc avéré nécessaire de conserver la zone 
voisine du blastopore, ce qui a dû provoquer le maintien de certaines cellules 
germinales présentes à ce niveau et retrouvées ultérieurement à proximité du 
cloaque. 

2. ~VeuruZa moyenne (st. 17) 
A ce stade l'embryon est âgé de 70 heures et les bourrelets neuraux sont 

soudés dans la région troncale. L'opération est toujours du type A. Sur les 10 ani- 
maux opérés, un seul présente une crête génitale droite stérile. Le déficit ren- 
contré chez les autres animaux semble d'autant plus faible que la moyenne en- 
registrée du côté témoin est exceptionnellement basse. II est néanmoins significatif 
comme le montrent les résultats numériques obtenus (expérience 2 du tableau 2). 

3. Neurula âgée (st. 19-20) 
L'accolement des bourrelets neuraux s'est réalisé dans la région céphalique 

mais leur soudure est incomplète. Ce stade est atteint vers la 75ème heure après 
la ponte. Le tableau 2 (expérience 3) fait apparaître des moyennes de 31 et 14; 
le déficit voisin de 50 % est hautement significatif. 

En conclusion, il apparait que l'ablation d'un territoire ecto-mésodermique 
ventro-latéral aux stades 15, 17 et  19-20 entraîne un déficit significatif des 
gonocytes. On peut donc assurer que la majeure partie des c.g.p. se situent au 
voisinage du blastopore dès la fin de la gastrulation. 

B. Ablations aux stades du bourgeon caudal 
Cette période débute avec la fermeture complète du tube neural et s'achève 

à l'éclosion, soit 12 jours environ après la ponte. Compte tenu de la précédente 
conclusion, il est clair que c'est au cours de cette étape du développement que 
les cellules germinales quittent leur position ventro-latérale pour atteindre les 
crêtes génitales. Les interventions ont donc été réalisées en divers endroits sur 
des stades de plus en plus âgés. 

1. Très jeune bourgeon ca.dal (st. 21) 
AbEation ventrale (type B ) .  Le calcul statistique clonne pour t . Sd une valeur 

de €46. La différence (d = 14) entre les 2 moyennes tracluit l'efficacité réelle de 
l'intervention (expérience 4). 

Les résultats obtenus sont analogues à ceux enregistrés au stade 19-20 pour 
une intervention pratiquement identique. Dans quelques cas, néanmoins, le 

17 Wilhelm Roux' Archiv, Bd. 170 
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déficit est insignifiant: on pouvait supposer que chez les individus correspondants 
les cellules germinales avaient amorcé leur migration. Pour vérifier cette supposi- 
tion nous avons réalisé au même stade des opérations en position plus dorsale. 

Ablation latérale (type D). Aucun des 10 animaux opérés ne présente de déficit 
net. Les moyennes des gonocytes des côtés droit et gauche sont donc très voisines 
(34 e t  31), leur différence est inférieure à l'écart standard qui s'élève à 11.9. 

2. Jeune bourgeon caudal (st. 22) 

Les ébauches du pronephros et des bourgeons branchiaux sont apparues et 
font également saillie. Les ablations ventrale (type B) et latéro-ventrale (type C) 
sont sans effet. Les résultats numériques (expériences 6 et 7 du tableau 2) font 
apparaître une différence dépourvue de toute signification. 

Ablation latérale (type D). Le déficit qui atteint chacun des 15 animaux opérés 
(d = 27) est très supérieur à l'écart standard de la différence. 3 individus présentent 
une crête génitale droite stérile. Dans la plupart des autres cas les gonocytes 
sont groupés en un seul îlot. Des précisions complémentaires pouvaient être 
apportées en restreignant les territoires excisés à la région postérieure de I'em- 
bryon. Les ablations de types F et G ont été réalisées dans cette perspective. 

Ablation d'ecto-nzésodenm intermédiaire (type F ) .  Sous observons du côté 
opéré un déficit appréciable et hautement significatif (d= 15, 1 . Sd =8,7).  Sur 
16 individus, seuls 3 présentent un nombre relativement important de gonocytes 
du côté droit. Dans tous les autres cas, l'opération a entraîné une rétliiction 
sensible du nombre de cellulesgerminales. 

Ablation d'eclo-mésoderme intermédiaire (type G). L'excision très localisée s'ap- 
proche le plus possible du blastopore. Ce type d'opération entraîne encore un 
déficit certain du côté opéré (d = 7, t . Sd = 6 mais il est moins significatif que 
dans le type F précédent. Une partie des gonocytes n'est donc pas affectGe par 
l'intervention, on peut supposer clu'elle a déjà migré en direction dorsale. 

3. Bourgeon caudal moyen (st. 23 et 24) 
Les opérations tle type (: et D n'ont apporté aucun résultat significatif (es- 

périences 11, 12, 13 et 14 du tableau 2). 
Ablation de l'ecto-mé.soderme intermédiaire (type E ) .  Le territoire excisé, limité 

dorsalement par la base des somites, s'étend clu 7ème soinite aux abords du 
blastopore (expérience 15). 20 larves sur 21 opérées présentent une réduction im- 
portante de leur stock de c.g.p. du côté opéré allant jusqu'à la stérilité complète 
dans 3 cas. L'uretère primaire droit fait défaut depuis le niveau antérieur de 
I'intervention jusqu'au cloaque, il subsiste néanmoins dans certaines expériences 
oii l'ablation a été incomplète. Le plus souvent les gonocytes rencontrés occupent 
la base des somites. à l'emplacement normal de l'uretère primaire. On peut assurer 
qu'aux stades 23 et 24 les c.g.p. se situent dans le mésoderme iriterméciiaire, en 
~~osi t ion superficielle, le long (le l'uretère  r rima ire. 

4. Bourgeon cuudccl 6gé (st. 25, 26 et 27) 

Les opérations réalisées sur le bourgeon caudal agé confirme I'esptrience pré- 
cédente. Les ablations ventrale et ventru-latérale sont sans effet sur le stock de 
gonocytes (expErienecs 16. 17, 18). A titre <le contrôle nous avons vérifié I'effi- 
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cacité de l'ablation de I'ecto-mésoderme intermédiaire au stade 26: à la suite de 
3 expériences de ce type nous n'avons retrouvé respectivement que 3, 1 et 5 
cellules du côté droit. 

Les numérations effectuées chez les larves témoins non opérées (tableau 1) 
mettent en évidence une très grande fluctuation du nombre de gonocytes entre 
individus d'un même stade. Des constatations analogues ont été faites chez les 
Amphibiens (Humphrey, 1925), les Oiseaux (Simon, 1960 ; Fargeix et Theilleux, 
1966). Par contre, les moyennes des nombres des cellules germinales situées dans 
les crêtes génitales droites et gauches sont identiques (48). Ceci nous a incité à 
réaliser un nombre relativement élevé d'opérations de chaque type e t  à en ap- 
précier la signification à l'aide de calculs statistiques. 

A des stades caractéristiques, des ablations localisées d'ecto-mésoderme en- 
traînent l'absence ou la réduction des gonocytes du côté opéré. Nous confirmons 
ainsi les résultats antérieurs de l'un de nous (Capuron, 1968) selon lesquels les 
c.g.p. du Pleurodèle ne peuvent dériver secondairement de cellules somatiques 
présomptives et sont ainsi dépourvues de toute capacité de régulation. Smith 
(1964) est parvenu à la même conclusion chez Ambystoma rnezicanum. Asayama 
( 1950, 196 1 ) et Bmanuma ( 1957) estiment, par contre, qu'une telle possibilité 
existe chez Triturus pyrrhogaster et Hynobius nebulosus. Les résultats obtenus 
par les auteurs japonais ont été discutés dans le travail de Smith (1964) et cer- 
taines de nos expériences confirment les arguments avancés par ce dernier. La 
stérilité complète de la crête génitale correspondant au côté opéré est exceptionelle, 
le plus souvent un même type d'ablation se traduit par un déficit plus ou moins 
important. Après ablation ventrale de type B au stade 15, la diminution de la 
moyenne des gonocytes est évidente, cependant la stérilité n'est enregistrée que 
dans 3 cas sur 26. Selon Xmanuma (195T), l'opération identique faite chez 
Hynobizis est sans effet sur le nombre de gonocytes : mais il est clair qu'un éventuel 
déficit ne peut plus être apprécié après le début de leur multiplication. 

Le tableau 3 récapitule le cheminement des cellules germinales du Pleurodèle 
au cours de la neurulation et de I'organogenèse. Au stade de la jeune neurula 
(st. 15), elles sont localisées au voisinage du blastopore en position ventrale et 
latérale par rapport a ce dernier. Une telle situation a été mise en évidence chez 
Ambystoma ~nexicanum (Nieuwkoop, 1946; Smith, 1964). Aucun changement ne 
survient au cours de la neurulation. C'est aux environs du stade 22 (jeune bourgeon 
caudal) que les cellules germinales quittent leur position initiale pour atteindre le 
mésoderme intermédiaire aux stades 23-24. La comparaison des résultats ex- 
primés dans le tableau 3 montrent que cette migration s'effectue de la région 
blastoporale vers le mésoderme intermédiaire le long du trajet de l'uretère pri- 
maire. Une marque colorée posée au niveau du mésoderme latéral présomptif 
d'une gastrula ou d'une jeune neurula suit exactement le même trajet. Cette phase 
du dPplacement peut être considérée comme uniquement passive et s'inscrirait 
ainsi dans l'ensemble des mouvements de convergence clu mésoderme. Dès les 
stades 25 et 26, les cellules, qui jusqu'à présent étaient restées superficielles, se 
déplacent vers l'axe de l'embryon en compagnie de l'uretère primaire. Leur éli- 
mination complète reste possible à condition de gratter le mésoderme inter- 
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Tableau 3. Localisation des c.g.p. du stade 15 au stade 27. f + +=important; ++=moyen; 
+=faible; O=nul. La représentation schématique de cette localisation (O) fait apparaître 
le passage de ces cellules du mésoderme ventral au mésoderme intermédiaire au stade 22 

médiaire en profondeur. Par contre, la transplantation orthotopique de ce méso- 
derme et des c.g.p. qu'il contient est plus difficilement réalisable, ceci expliquerait 
que des femelles adultes, ayant reçu au stade 26 des cellules germinales marquées 
génétiquement, présentent en général un mélange d'ovocytes de type receveur 
et de type donneur (Lacroix et Capuron, 1966). 

La variabilité du nombre de c.g.p. restant après des ablations estimées ef- 
ficaces peut être imputée aux imprécisions de la technique opératoire et à la 
nécessité de ne pas léser le blastopore. Elle laisse supposer, en outre, que ces 
cellules sont assez dispersées au sein du mésoderme et que leur migration s'éche- 
lonne dans le temps. Pour pallier les inconvénients de cette démonstration par 
défaut, nous avons procédé à la culture des territoires supposés contenir les c.g.p., 
les résultats ainsi obtenus seront publiés ultérieurement. 
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EMBRYOLOGIE EXPERIMENTALE. - Mise en évidence expérimentale de 
cellules germinales dans le mésoderme latéral présomptif de la jeune gastrula de 
Pleurodeles waltlii (Amphibien Urodèle). Note (*) de MM. Jean-Pierre Maufroid 
et Alfred Capuron, présentée par M. Louis Gallien. 

Des gonocytes se sont différenciés à partir de territoires prélevés au niveau de la zone marginale 
ventrale et ventro-latérale de la jeune gastrula et implantés isolément dans le blastocèle d'une gastrula 
hôte. Dès le stade où apparaît l'encoche blastoporale, les cellules germinales du Pleurodèle sont donc 
situées dans le mésoderme latéral présomptif. 

L'un de nous a montré dans une Note précédente (') que les cellules germinales 
primordiales (c. g. p.) de Pleurodèle étaient capables de se différencier a partir de 
certains tissus isolés et mis en culture au stade du bourgeon caudal. La même tech- 
nique a permis de localiser avec précision ces cellules au cours de la neurulation 
et des premiers stades de l'organogenèse (non publié). Par contre elle s'est révélée 
inefficace à des stades plus précoces : à quelques exceptions près, des gonocytes 
n'ont pu être décelés dans des cultures in vitro de territoires de gastrula. Il nous a 
semblé que l'implantation de ces territoires dans le blastocèle d'une gastrula fourni- 
rait des conditions plus favorables à leur différenciation et à la mise en évidence 
d'éventuelles cellules germinales. Nos recherches antérieures laissent supposer que 
chez le Pleurodèle ('), comme chez Triturus alpestris, T. cristatus (3) et Ambystoma 
mexicanum (4), ces cellules sont situées précocement dans le feuillet mésodermique, 
c'est donc ce dernier qui a fait l'objet des recherches dont les résultats sont rapportés 
dans le présent travail. 

TECHNIQUE OPÉRATOIRE. - La zone marginale ventrale et ventro-latérale d'une 
gastrula, prélevée aux stades 8 a, 9 et 10 de la table de développement de Gallien et 
Durocher ('), est découpée en 4 secteurs conformément à la figure. Chaque fragment 
ainsi délimité est introduit dans le blastocèle d'une jeune gastrula. Les individus 
hôtes sont ensuite élevés séparément dans la solution de Steinberg additionnée de 
pénicilline jusqu'au stade 38 où ils sont sacrifiés. L'examen histologique est alors 
effectué selon les méthodes classiques : coupes sériées de 7 p d'épaisseur et coloration 
au rouge nucléaire et picro-indigo-carmin. 

Représentation des différents secteurs (a, b, c et d) prélevés au niveau de la zone marginale ventrale 
et ventrolatérale et implantés dans le blastocèle d'une gastrula. * localisation des c. g. p. de l'hôte 
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RÉSULTATS. - Le fragment implanté se localise généralement dans la région 
moyenne du tronc des hôtes qui réagissent en formant des excroissances plus ou 
moins ventrales, parfois spectaculaires. A leur niveau, les lames latérales présentent 
diverses anomalies : dédoublement (pl.,jg. 1), épaississement, formation d'un mésen- 
tère ventral (pl., j g .  4). Fréquemment le tissu mésodermique implanté se différencie 
en cellules mésenchymateuses, en îlot sanguin (pl., Jig. 5) et provoque une digitation 
de l'intestin (pl.,jîg. 5) qui peut entrer en contact avec l'épiderme et s'ouvrir à l'exté- 
rieur. Enfin au sein de ces structures, se situent presque constamment les éléments 
recherchés, c'est-à-dire des gonocytes. Ils forment le plus souvent un amas unique, 
d'importance variable, localisé dans l'un des trois sites suivants : 

- la splanchnopleure, contre l'intestin (pl., jïg. 1 et 2), 
- un mésentère ventral résultant de la fusion des deux lames latérales (pl., 

fig. 4), 
- plus rarement, la somatopleure, sous l'épiderme (pl., Jig. 3). 

En résumé, ces gonocytes constituent un massif toujours entouré par une lame 
latérale, faisant plus ou moins saillie dans le cœlome comme les crêtes génitales, 
normales. Ils ont été dénombrés dans chacune des larves opérées, les résultats sont 
rassemblés dans un tableau. 

DISCUSSION. CONCLUSION. - Nos résultats démontrent que les c. g. p. sont 
situées au sein du mésoderme latéral présomptif de la gastrula et ceci dès l'apparition 
de l'encoche blastoporale (st. 8 a). L'origine mésodermique de ces cellules, mise 
en évidence par Nieuwkoop chez 2 espèces de Triturris (3) et Smith chez l'axolotl (4), 

est ainsi étendue au Pleurodèle ; il est logique de penser que cette origine est commune 
aux Urodèles. 

L'examen du tableau révèle que dans l'ensemble des territoires provenant d'une 
même gastrula il n'existe pas de secteur privilégié : les c. g. p. sont dispersées dans 
tout le mésoderme latéral ; Smith a fait la même constatation chez l'axolotl (4). 
Dans la plupart des cas où les 4 secteurs d'un même donneur ont pu être transplantés 
et analysés, on observe même une répartition disproportionnée entre les moitiés 

Réactions obtenues à l'état larvaire aprés implantation 
dans le blastocèle de gastrula d'un fragment de mésoderme latéral présomptif 

Fig. 1 et 2. - Ilot gonocytaire (g) important dans la paroi péritonéale ventrale du tube digestif (Td), faisant 
saillie dans la cavité cœlomique (c). 

Fig. 3. - Gonocytes situés dans la somatopleure' en l'absence de toute réaction visible extérieurement. 
Fig. 4. - Présence d'un ilot gonocytaire au niveau d'un mésentère ventral résultant de la fusion des 2 lames 

latérales. 
Fig. 5. - Ilot gonocytaire localisé au voisinage d'une.digitation du tube digestif (DTd). Présence d'un 

volumineux ilot sanguin (1s). 

e, épiderme ; Up, uretère primaire. 
Les figures 2, 4 et 5 sont a la même échelle. 
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TABLEAU. - Gonocytes dénombrés chez les larves opérées 

Secteurs 
implantés 

Nod'opé- -- 112 gauche 112 droite Secteurs avec 
ration a b c d  (a  + 6 )  (C + d )  Total îlots sanguins 

STADE 8 a. 

Série III : 
. A ...... 
B ...... 
C . . . . . .  
D ...... 
E ...... 
F ...... 
H...... 

Série IV : 
F ...... 

Série V : 
A ...... 

Série VI : 
A . . . . . .  
E ...... 

Série 1 : 
A . . . . . .  

Série II : 
C ...... 

Série III : 
G...... 

Série V : 
B ...... 

Série VI : . 

Série 1 : 
B ...... 

STADE 10. 

série I : 
G . . . . . .  

Série II : 
A .... 
F . . . . . .  
G . . . . . .  
H . . . . . .  
1 . . . . . .  

Série V : 
C . . . . . .  
D . . . . . .  

- : Opération non réalisée en raison de difficultés techniques ; t : Animaux morts au cours de l'élevage. 
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droites et gauches. Aucune convergence de ces cellules vers les secteurs les plus 
ventraux (b et c) ne se manifeste entre le début et la fin de la gastrulation (st. 8 a à 10). 
Par contre, les nombres totaux de gonocytes obtenus dans les mêmes conditions sont 
sensiblement identiques à ceux enregistrés dans lescrêtes génitalesde larves témoins ('). 

Les cellules germinales surnuméraires des larves opérées se localisent toujours 
au sein des structures issues des lames latérales sous la forme d'îlot bien individualisé ; 
leur association constante avec la somatopleure ou la splanchnopleure est conforme 
à la nature présomptive du territoire dont elles dérivent. Ceci montre que les c. g. p. 
présentes dans un secteur se différencient sur le lieu même de son implantation dans 
le blastocèle et échappent à toute influence attractive provenant de l'hôte. Corréla- 
tivement, nous n'avons constaté aucune anomalie dans le nombre et la répartition 
des gonocytes au niveau des crêtes génitales normales des larves opérées. Il ne se 
manifeste donc aucune interaction entre les c. g. p. apportées expérimentalement 
et celles de l'hôte, et ceci en dépit de leur proximité au moment de l'opération (fig.). 

La même remarque s'impose au sujet des îlots sanguins qui apparaissent fré- 
quemment a partir de la même zone marginale conformément aux expériences de 
culture de Holtfreter ( 6 ) .  Les érythrocytes se différencient in situ sans relation appa- 
rente avec les cellules de l'angioblastème situé dans un voisinage immédiat. Le 
tableau montre en outre que, pour un secteur donné, il n'existe pas d'antagonisme 
entre la formation des cellules germinales et sanguines. 

(*) Séance du 8 janvier 1973. 
(1) A. CAPLJRON, Comptes rendus, 274, Série D, 1972, p. 277-279. 
(2) J.-P. MAUFROID et A. CAPURON, Wilhelm Roux' Archiv, 170, 1972, p. 234-243. 
(3) P. D. Nr~uwroop, Arch. Neerl. Zool., 8, 1946, p. 1-205. 
(4) L. D. SMITH, J. Exp Zool., 156, 1964, p. 229-242. 
(5) L. GALLIEN et M. DUROCHER, Bull. Biol. Fr. et Belg., 91, 1957, p. 97-114. 
( 6 )  J. HOLTFRETER, Wilhelm Roux' Archiv, 138, 1938, p. 522-656. 
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PLANCHE 1 

MISE EN EVIDENCE DES C.G.P. DANS DIVERSES SITUATIONS 
NATURELLES OU EXPERIMENTALES. 

Les flèches indiquent l'emplacement des c.g.p. 

Fig. A et B : Localisation des c.g.p. dans les crêtes génitales d'une larve non opérée fmée 
au st. 38. 

Les c.g.p. sont situées le long des uretères primaires (up), leur noyau au 

contour plurilobé renferme 1 ou 2 nucléoles. Leur cytoplasme contient de 

volumineuses plaquettes vitellines. (A : x 320 ; B : x 730). 

Fig. C : Différenciation de c.g.p. après culture in vitro d'un fragment 

ecto-mésodennique prélevé au stade neurula 

Les c.g.p. sont groupées en lîlot au sein du mésenchyme, on remarque la 

présence de fines granulations dans le cytoplasme. (C : x 730). 

Fig. D et E : Réactions obtenues à l'état larvaire après implantation dans le blastocoele de 
gastrula d'un fragment de mésoderme latéral présomptif. 

Les c.g.p. sont localisées dans l'un des 2 sites suivants : 

- la splanchnopleure, contre l'intestin (Fig. D : x 210), 

- un mésentère ventral résultant de la fusion des 2 lames latérales (Fig. E : 

x 100). 

c, coelome ; ch, chorde ; e, épiderme ; my, myotomes ; td, tube digestif. 





ETUDE HISTOLOGIQUE DES PRESTATIONS E O m  PAR LA CULTURE EN 
SANDWICHDE MESUDERME LATERALPRESOMPTIFPREWEVE A DWiWWTïS 

STADES DE LA GASTRULATION. 

décrites dans les figures A et B des c.g.p. (flèches). Les celiuls se 
regroupent en îlots localisés, soit dans une travée mésenchptense 
(tm), soit contre un tubule néphrétique (ai). (C et E : x 81,25 ; D et F : 
x 325). 





PRESTATIONS FOURMES PAR LA MISE EN CULTURE EN SANDWICH DE 
SECTEURS DE LA ZONE MARGINALE DECOUPES AU STADE BLASTULA 

MOYENNE (STADE 6). 

Fig. A A % : Aspect morphologique des prestations. 

Fig. A : Le secteur issu de la zone mar@n.de dorsde (ZMD) Çvolue en une 

Vcsicule prthntaot talle sym&it dacm-ym-w ds ttpp8tEntc. 

d, face dorsale ; v, Eacc ventraie. 

Fig. B : Le secteur issu de la zone nxqhaic ventraie donne naissance à 
une vésicule ovoide sans o r p h i o n  pârticuiière (A et B : x 15). 

Fig. C, D, E et F : Aspect microscopique des prestations. 

Fig. C : Le fragment prélevC au niveau de la ZMV se di f fhc ie  en une v&icule 
limitée par une enveloppe épidemuque (e), tapis& intérieurement par 
du mésenchyme (m). Un mésodit5lium (me) délimite une vaste cavitc 
centrale. Lcs c.g.p. (flèche) sont groupéCs en un seul îlot enveloppé 
dans une travée de mésenchyme (C : x 8135). 

Fig. D : Vue de détail de la figure C. La flèche indique l'emplacement des 
c.g.p. (D : x 325); 

Fig. E et F : Les explants issus de la aiII) poddcnt un haut de@ d'organisation. 
On reconnniit les s m c m  ~ O T S B I ~ C S  haMtue11es : tulx neural (tn), 
chorde (ch) et myotomes (my). On observe parfois des capsules 
otiques (col Situ& de put et d'autre du tl3be neural (E et F : x 813) .  





PLANCHE IV 

PRESTATIONS FOURMES PAR LA MISE EN CULTURE EW SANDWICH DE 
SECTEURS DE LA ZONE MARGINALE DECOUPES AU STADE JEUNE 

BLASTiULA ( STADE 5). 
Fig. A et B : Aspect morphologique des prestations . 

rig. A : Prestation issue de la culture d'un fragment de la zone marginale 
d&e (ZMD). 

Fig. B : Prestation issue de la culture d'un fragment de la zone marginale 
ventrale o. 
Dans les 2 cas on ne remarque pas de d iRhces  apparentes dans 
l'organisation g6nWe des vésicules obtenues ( A et B : x 15). 

Fig. C, D, E et F : Aspect microscopique des prestationq. 

Fig. C : L a ~ E t l t i s a w & t a c u t n x n d ' ~ 1 1 ~ t d e i a P v r V ~ ~ p  
de saretwrrs xa&mkm@= la pdsencc de phqwtta vitellines 
i n d i q u c ~ M ~ *  . D m  qdqum cas tks c.g.p. 
o a t ~ ~ a u  S i S i a d u ~ h ~ P Q E ~ u e  (Recha) (C:  x 
81,25), 

Fig. D : Vue de détail & l'iîot de c.g.p. décrit dans la figure C (D : x 520). 

Fig. E et F : Les prestations obtenues aprb culture & secteurs dorsaux de la zone 
mwgiaalt! prégentent des dérivds ds-qucs plus varies et 
abondants, On mxmdt me ccltaurc, orgaahdon dorss-veninde daas 
l'cxphmt : une chorde (ch), iin tube nd (tu) et des rnyotomes (my) 
oçcupcnt ia plus greiinde partie de la v0skule.m, r n b n c h p  (E et F : 
x 81,251. 





ETUDE HISTOLQûIQUE DES PRESTATiOMS OBTïWlES APIQES 
RECOMBINAISON PRESûMPTïF (STADE 7) AVEC DE 

L'ENDODERME DORSAL OU VENTRAL PRELEVE AU STADE BLASTULA AGEE 
(STADE 7). 

Recombinaison ectoderme et endoderme dorsal 
Fig. A et B : Aspect g6nW cies prestations obtenues. Les vésicufes mnfmmnt 

p r i d p a i m  des &vds ~~ de type dorsal : une chorde 
(ch) fbmquée de xqaoms (my) ocnipc le niveau dOPSgi. Ch remarque 
la pdsence d' un tube n e i d  (ta) et de n-ux tubules néphtotkpm 
(m). L'endoderme (en) participe frçquemmt ii la constitution de 
l'tllvelappe v e c w .  Cette organisation est comparable à ceîle que 
l'on observe chez un individu nrumal. 
e, épiderme (A et B : x 813) .  

Recombinaison ectoderme et endoderme ventral 

Fig. C, D, E et F : Lorsque l'endoderme ventral est associe à l'ectoderme pn5somptif les 
dCrivds d M q u e s  induits sont de type ventral. On reconnait les 
structures m6sodenniques v e n d e s  typiques, mésenchyme (m) et 
mesothelium (me). Lies c.g.p. se différencient au sein de ces 
stnictirres, elles apparaissent gmap$cs en îiots volumineux, soit dans 
une trav& nizésenchymamsc, soit contre un tubule néphrétique (tn). 
Le9 fltchcs indiquent i'mpkement derr c.g.p. 
e , ~ ( C e t E : x 8 1 , 2 5 ; D e t F : x 3 2 5 ) .  





EiIZTS)E DES PRESTATIONS FOUMiBS PAR LA RECOMBINAISON 'IXIWOJRAfRE 
OtT D m  DE DETEREMS FEüILLETS F M B R Y û N N ~ .  

Recombinaison temporaire entre l'ectoderme présomptif de stade 7 et 
l'endoderme ventral de stade $a. 

Fig.A,B,CetD: Contactlimi~h16h. 
L'ectoderme fournit des ddrivés mCsodermiques ventraux, 
mésenchyme (m) et mésothçlium (me). Dans quelques cas des c.g.p. 
se sont différenciées, ces cellules peu nombreuses s'observent au sein 

du mésenchyme (flèches) (A et C : x 130 ; B et D : x 325). 

Recombinaison définitive entre l'ectoderme présomptif de stade 7 avec 
l'endoderme ventral et le chordo-mésoderme prélevés au stade 8a. 

Fig. E : Aspect mgihdogiquc d'un pmsmhn, on remarque i'organisation 
dmwvcnaalt &s qpircae de la vésbk. 
d,faec-C; v, ~ m ~ e ( E :  x 12). 

Fig. F : Aspect microscopique de la prestation. L'apport de chdo.mésaderme 
présomptif modifie le pattern de différenciation de l'expiant, les c.p. g. 
n'apparaissent plus et les dériv6s mCsodenniqucs les plus abondants 
sont de type dorsal. On mcomait la chorde (ch) et les myotomes (my) 
sunnont6s de structures neurales céphaliques. Du mésenchyme (m) et 
un mésothélium (me) sont obse1~6s au niveau ventral de la prestation. 
CO, capsule otique ; tn, tube neural (F : x 8135). 





ETUDE DES PRESTATIONS OBTENUES APRES CULTURE TRANSFILTRE 
D'ECTODERME P R E S O r n  E T D ' E N m D W  vEPrmu 

E5g.A: Illustration du dispositif mis en place pour étudier les intemaions entre 
l'ectoderme (cc) et l'endoderme (en). Le filtre Nuclbpore (nu) 
interposé entre les feuillets réactifs est percé en son centre. 
L'ectodm envahit l'orifice et entre en contact avec Sendodenne, il se 
développe une vésicule qui d6-e largement de la chambre de 
culture (A : x 10). 

-1 : Coupe &ridienne dans la vésicule représentée dans la figure A. Le 
filtre Nucléopore utilisé (porosité 1pm) est percé d'un orifice. Des 
ddrivés mésodenniques ventraux, mésenchyme (m) et rn6soth6fiurn 

(me) se sont différenciés au contact des 2 feuillets. < .  

- v a  a .- , e, épiderme ; ec, ectoderme ; en, endoderme ; nu, Nucléopore . < ?  .+ 
- , I l  , i . J s ,  (B : x 205). -, q1 - Il,, 

tf F4'@:~ / 3: ~3%". l<:$y3$f$d, -<.? ,. a> . gQ'1e~$?3' : t r r , o  $; - ,  ? - ,  
* -:;,.A . , ' ,?+<?.$> - > . 1 , ~ a PF,, -4 & 

' :,: ,,, . . 3 / 

- ,L Fig. C, D, E et F : Autres prestations obtenues dans les mêmes condi 

-i: structures dtcrites ~ ~ e n t  &s c. g. p. (flk I , ?  . l ?  , 
'Su" ' .  , .  LN au sein des &Y& xnésoddques induits (C et E : x 205 ; D et F : - . 

x520). 
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PLANCHE Vm 

Fig. A et B : Aspect morphologisue des prestations. Les fragments de m é m  
latéral @levés au gastrula (st. 8a) et cultivés en sandwich en 
présence d'endoderme ventral (st. 8a) donnent naissance à des 
vésicules dépomes apparemment de toute organisation (A et B : 
x 15). 

Fig. C, D, E et F: Aspect rnicroscopiqm des prcstathm. Les explants se diff&cncient en 
vésicules &pidermiques (el, tapiss6es intérieurement par du 
mésenchyme (m). Un mCsothtS1ium (me) limite une vaste cavité 
centrale.. t'endoderme (en) reste indiff&encie. Nous avons mis en 
évidence des c. p. g. (flèches), ces cellules groupées en ilats 
apparaissent au sein du mésenchyme (C et E : x 81,25 ; D et F : 
x 3Z). 



.P . 'm- 



EfUDE ~ L O G I Q ü E  DES REZACflONS OBTENUES A L1ETAT LARVAIRE 
APRES TRANSPLANTATION EN PCM:FIION DORSALE OU VENTRALE DE 

FRAGMENTS DE MESODERME LATERAL PRBLEVES AUX STADES DE LA 
GASTRULATION. 

Reactions obtenues après transplantation dorsale de mésoderme lateral 
prhmptif de gastrula âgée (st. 13). 

Flg. A et B : Le greffon s'est drff&e&O a M d e s  (h) et c. g. p. (flikhes). 
ch,chde; my,my-5; m,hibe a e d ( A :  ~ 2 0 5 ;  b:  x225). 

Réactions obtenues apres transplantation ventraie ae mbsoderme iaterai 
prbsomptif de jeune gastrula (st. $a). 

Fig. C et D : Des c. g. p. (flbhes) se sont différenciées au sein du mésenchyme 
entre la s o m o i m p h  et l'épiictmt de l'hôte. 
c, cavité coelomiquc ; td, tube digestif (C et D : x 205). 





PRESTATiONS FOURNIES P M  LA MISE EN CULTURE DE BLASTOMERES 
ISOLES AU STADE 8 CBLUILES. 

Culture des 4 blastom&res animaun. 
Fig. A : Aspect morphologique. Les bl$stom&res animaux évoluent en une 

vtsicule creuse,plurilob&, plus ou moins pigmentée (A : x 12). 

Fig. B : Aspect mimscopique. La vésicule déaite dans la figure A est l i t &  , 

par un épiderme (e), les stniçtures naiesodcrmiques sont absentes. (B : 
x 8135). 

Culture des 4 blastomhres vegétatifs. 
Fig. C : Aspect morphologique. Lm blastomitres donnent naissance à une 

Fig. D : 

vésicule ovoïde, apparemment riche en d&v& dsoderrniques (C : 
x 12). 
Aspect mimscopique. La vésicule obtenue présente une certaine 
organisation. On rcconnait les structures dorsales habituelles : une 
chorde (ch) susmont& d'un tube neural (tn) et Banquée de myotomes 
(my). Les tubules néphr0tiques (tn) sont abondtuits. Le reste de la 
prestation est occupé par du mésenchyme (m) et une cavité 
coelomique (c) @ : x 81,25). 

Culture des 2 blastomères végétatifs dorsaux associés aux 2 blastoméres 
animaux dorsaux. 

Aspect morphologique. La prestation obtenue présente une forte 

Fig. F : 

ressemblance avec une larve normale non opérée. On distingue 
aisément la région céphalique pourvue dyeux bien développés et 
prolong6e par un corps harmonieusement constitué. Seule la région 
ventrale paraît incompl&te (E : x 12). 
Aspect microscopique. L'examen histologique confirme nos 
prtc6dentes observations. Les structures dorsales sont presque 
normales. Chorde (ch), myotomes (my) et un tube neural (tn) 
c e t  le n i v u  dorsal. L'endoderme (en) reste peu diffhncié et 
ne forme j d s  de tube digestif typique. c, cavité coelomiqile ; m, 





PLANCHE )r3[ 

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA MISE EN CIULTüRE DE BLASTOMERES 
ISOLES AU STADE 8 CELLULES (SUITE). 

Culture des 2 blastomères végétatifs ventraux associés aux 2 blastombres 
animaux ventraux. 

Fig. AetB : La cuiture de la moitié ventrale de i'embryan dame naissance B une 
vdsicuie épidermique (e) remplie par des dOriv6s m6soddques 
ventraux, mCsenchyma (m) et mOmthtlium (me). On observe des 
c. g. p. (flèches) gme;roirpaes en un îlot au sein du m&achymc. 
(A:x81,25;B:x315). 

Culture, des 2 blastomères végétatifs ventraux. 

Fig. C et D : Les blasto&res isolés évoluent en une vésicule épidermique (e) du 
même type que celui décrit dans la figure A. Les structures 
m é s ~ q u e s  sont cependant moins abondantes. Une vaste cavitb 
coelomiqw (c) occupe la presque totalid de la vésicule, le mésenchyme 
(m) est mstrtint. Des c. g. p. (flèches) se sont diEféreaciées, fonnânt 
un îlot impmmt dans le dsenchymc (C :'x 8 1 , s  ; D : x 315). 




