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INTRODUCTION GENERALE

L'origine et 1a 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
Urodeles. En particulier, les travaux de Bounoure (1927, 1931 et 1934) furent déterminants en
révélant l'existence d'un plasme germinal chez I'Anoure Rana temporaria.. Ce cytoplasme aux
affinités tinctoriales particuliéres, situé au voisinage du pble végétatif de l'oeuf indivis, se répartit
ensuite au cours de la segmentation dans un certain nombre de blastomeéres qui constitueront les
initiales germinales. De nombreuses recherches descriptives ont confirmé l'existence de ce plasme
germinal chez d'autres espéces d'Anoures (Revue par Eddy, 1975). Localisé dés le stade
ovocytaire, il a €té observé a tous les stades précoces du développement dans les cellules
germinales primordiales présomptives qui coloniseront les futures crétes 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, 1971 ; Czolowska, 1972 ;
Kalt, 1973 ; Gipouloux, 1975 ; Ikenishi et Kotani, 1975). Des études expérimentales ont montré
que le cytoplasme germinal joue un réle capital dans 1'établissement de la lignée germinale des
Anoures : seules les cellules ayant incorporé du plasme germinal sont capables de se différencier en
c.g.p. Grice a la présence de ce déterminant germinal, les c.g.p. présomptives peuvent étre
identifiées avec certitude et précision pendant toute leur existence endodermique, ou elles
proliférent, se différencient et migrent vers les crétes génitales. L'origine endodermique des c.g.p.
chez les Anoures est donc clairement établie. Comparativement chez les Urodeles, la situation est
plus confuse. La présence d'un plasme germinal est trés improbable. La seule observation de
structures granulaires assimilables & celles décrites chez les Anoures fut publiée en 1971 par
Williams et Smith. Elle concernait 'oeuf indivis d'Axolotl, mais cette observation n'a jamais été
confirmée. Par contre, des granules germinaux ont été décrits & des stades avancés du
développement. Ikenishi et Nieuwkoop (1978) ont réalisé une étude ultrastructurale des c.g.p.
d'Ambystoma mexicanum 3 des stades larvaires (st. 23 2 47 de la table de développement de
Schreckenberg et Jacobson, 1975) : des structures assimilables au "nuage" ou correspondant aux
granules germinaux et 3 leurs dérivés n'apparaissent qu'aprés le stade 40. Hamasima et Kotani
(1977) décrivent des structures identiques chez des larves dgées de Triturus pyrrhogaster (stade
prise de nolurriture). Chez les Urodeles, 1'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 criteres morphologiques, que lorsqu'elles sont déja en place dans le mésoderme
intermédiaire au cours des stades du bourgeon caudal.

Cette absence de marqueur chez les Urodeles explique pourquoi, pendant longtemps, 1'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 dés le stade gastrula.
Nieuwkoop (1947) a la suite de transplantations hétéroplastiques de mésoderme latéral entre
gastrulas moyennes de Triturus alpestris et Triturus cristatus conclut a I'origine mésodermique des
c.g.p. Ces résultats sont cependant contestés, en particulier Amanuma (1957) qui estime que
I'ablation du mésoderme latéral présomptif de la gastrula de Triturus pyrrhogaster ou d'Hynobius
nebulosus n'affecte pas le nombre de gonocytes. Smith (1964) chez Ambystoma mexicanum
démontre cependant grice a 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 meres des futurs gametes. Ces quelques résultats suffisent 3 montrer la situation
incertaine a laquelle on était parvenu en raison de la diversité des méthodes, des genres et des
especes, des stades utilisés. Une étape capitale est franchie en 1969 quand Nieuwkoop démontre
expérimentalement que le mésoderme initial dérive exclusivement de 'ectoderme de I'hémisphére
animal sous l'influence inductrice de I'hémisphere végétatif endodermique. La présence de c.g.p.
parmi les structures mésodermiques induites conduit Sutasurya et Nieuwkoop (1974) & penser que
chez les Urodeles, les c.g.p. se forment épigénétiquement 2 partir d'éléments somatiques
totipotents de I'hémisphére animal de la blastula. Progressivement, s'imposait donc l'idée que chez
les Urodéles, la lignée germinale avait une origine et une évolution radicalement différente de celle
des Anoures qui jusque 13 avaient été pris comme modele des Amphibiens en la matiére. Entre
temps, nous avions abordé expérimentalement I'étude de cette lignée avec la perspective d'en suivre
le comportement chez un seul et méme animal, le Pleurodéle. Les résultats rapportés dans ce
mémoire concernent en premier lieu la localisation des c.g.p. depuis la blastula jusqu'au stade
neurula. La deuxi¢me partie, consacrée a l'origine de ces cellules, mettra en évidence qu'elles
résultent bien d'une interaction ecto-endodermique au méme titre que le mésoderme. La troisiéme
partie aborde les mécanismes mis en jeu dans cette induction.




MATERIEL ET METHODES




MATERIEL ET METHODES

1) Espece utilisée.

Toutes nos recherches ont été réalisées sur 1'Amphibien Urodéle 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 méme
ponte, pour cela, il suffit en effet de réchauffer ou de refroidir 1égérement 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 1'embryologie expérimentale pour les
Amphibiens (Hamburger, 1947 ; Rugh, 1948). Du fil de platine de section 0,04 mm a servi a
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 a 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 Holtfreter 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 pate & 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 schémas 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 I'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 séparément jusqu'au stade 38 ot ils sont sacrifiés.
A ce stade, soit 17 jours environ apres la ponte, les c.g.p. sont groupées en ilots plus ou moins
volumineux s'étirant le long des uretéres primaires au niveau des crétes génitales (Planche 1. Fig. A
et B). Nous avons choisi ce stade pour 2 raisons :

- un critere morphologique : le stade 38 est facilement identifiable, il est caractérisé par la
présence des membres antérieurs en forme de palette échancrée ;

- un critére histologique : a ce stade, le vitellus est presque complétement résorbé et seuls les:
gonocytes primaires possédent 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 I. Fig. A et B).

Toutes nos ablations ont été réalisées du coté droit, le coté gauche non touché par l'intervention
peut €tre considéré comme élément de comparaison. Seuls les animaux ol la régulation des
territoires enlevés s'est déroulée normalement ont ét€ élevés et pris en considération.

Des transplantations ont également €té réalisées. La coupelle opératoire contient un fond de péte a
modeler qui permettra le creusement des logettes afin d'assurer I'immobilisation compléte du germe
receveur nécessaire a la mise en place du greffon. Aprés cicatrisation (1 heure environ), 'embryon
est dégagé de sa logette puis transporté dans une autre coupelle contenant la solution d'élevage.

- Culture in vitro

L'ébauche embryonnaire destinée a la mise en culture in vitro est prélevée sur le germe. Le
fragment ainsi isolé est maintenu 1 a 2 heures dans la coupelle opératoire revétue d'un fond d'agar.

La cicatrisation achevée, il est placé dans une saliere 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 saliéres sont
ensuite placées en étuve a la température constante de 20°C. Apres 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 I'ébauche embryonnaire dans un lambeau
d'épiblaste de maniére 2 constituer une sorte de sandwich.

- Culture in vivo (implantation dans le blastocoele)

Contrairement 2 la culture in vitro, l'explant embryonnaire isolé est maintenu dans des
conditions plus proches de son milieu naturel. 11 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
ou 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. Aprés inclusion 2 la
paraffine (inclusion mixte gélose-paraffine quand les piéces sont petites), des coupes de 7 pm
d'épaisseur sont effectuées. Elles sont ensuite colorées a 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, dés 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 Harrison). Ce méme auteur (1927, 1928),  la suite d'ablations et de transplantations,
confirme la localisation de ces cellules dans le mésoderme intermédiaire d'Ambystoma maculatum
et A. jeffersonianum, & des stades relativement avancés du développement (st. 32 4 36 de la table de
Harrison). Aux stades antérieurs du bourgeon caudal, la richesse généralisée en plaquettes vitellines
et 'absence de caracteres spécifiques ne permettent pas de distinguer les c.g.p. des autres cellules
embryonnaires. Seules des méthodes expérimentales pouvaient résoudre les problémes posés.
Nieuwkoop (1947) réalise un important travail expérimental dont les résultats confirment 1'origine
mésodermique des c.g.p. Cependant, tous ces résultats ne font pas I'unanimité des embryologistes.
Takamoto (1953) constate I'absence compléte des c.g.p. apres ablation totale de I'endoderme de la
neurula 4gée de Triturus pyrrhogaster. Amanuma (1957) et Asayama (1950, 1961) a 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 i des
résultats différents. Ils estiment que les c.g.p. ne sont pas encore déterminées au stade neurula et
qu'une régulation est possible & partir du mésoderme latéral A un stade aussi avancé que celui du
bourgeon caudal. Asayama et Amanuma (1957), aprés avoir greffé la lévre dorsale blastoporale
dans la zone marginale ventrale d'un embryon de Hynobius nebulosus , considérent 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 Pleurodele, les c.g.p. de l'embryon secondaire
proviennent du stock initial de I'hdte, ces cellules se répartissant entre les crétes génitales normales
et surnum€raires. 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 Pleurodele, Houillon (1956) a établi que les gonocytes sont identifiables de maniere
certaine, grice A des critéres histologiques, vers le 12¢me jour du développement, ce qui
correspond au stade 33. En outre, le stock de cellules germinales présent a ce stade reste constant
chez un individu donné jusqu'a 'dge de 4 semaines, moment ol débute la multiplication. C'est sur
cette particularité qu'est basé le principe des premieres opérations réalisées, toute ablation
unilatérale d'un territoire supposé contenir tout ou partie des c.g.p. doit entrainer un déficit du
nombre de gonocytes du cdté correspondant, sous réserve que la numération soit faite avant I'dge
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 + 31,73) répartis de maniére comparable entre les crétes génitales droite et gauche
(Publication n°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, a la culture des territoires supposés contenir les c.g.p.

1-1. Méthode des ablations.

L'ablation compléte, 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 Pleurodéle.

La premicre méthode a consisté en '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.




Stades Nombre Explants Cas avec Moyenne
- Prélevement Opérations Différenciés c.g.p. C.g.p-
st 15 35 30 20 29,80 * 28,99
st 17 28 20 16 50,50 + 28,59
st 19/20 2% 18 17 66,61 + 30,96
Totaux 85 68 53

Tableau 1 - Différenciation de c.g.p. dans les cultures de mésoderme latéral présomptif
prélevé au cours de la neurulation.

Numéro de Nombre de
I'expérience c.g.p.

1 '

- 6

3 17

4 46

5 16

6 36

7 22

8 20
T=8 M=21%13

Tableau 2 - Numérations gonocytaires réalisées apres culture en sandwich de
mésoderme latéral prélevé sur des jeunes neurulas (st. 15) et inséré dans un
lambeau d'épiblaste.




Les résultats de nos expériences d'ablations ayant fait I'objet d'un travail antérieur (Maufroid
et Capuron, 1972, nous nous limiterons a n'en rapporter ici que les conclusions (Publication n°1).
Les ablations localisées d'ecto-mésoderme entrainent l'absence ou la réduction des gonocytes du
cOté opéré. 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. 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
confirmer ces résultats, nous avons procédé i la mise en culture de ce territoire.

1-2. Culture in vitro.
Le territoire excisé bilatéralement correspond 2 l'ensemble du mésoderme latéral
présomptif déja invaginé et A 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., I'ablation a

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

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

Le territoire excisé comporte du tissu nerveux (extrémité postérieure des bourrelets neuraux), de
I'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'oil sont issues des lames mesothéliales. Ces derniéres forment un réseau délimitant
toute une série de cavités. Sur 68 explants différenciés (Tableau 1), S3 contiennent des c.g.p. le
plus souvent groupées en un seul flot inclus dans le mésenchyme somatopleural ou emballé dans
une travée mésothéliale (Planche I, Fig. C). 1l existe une grande fluctuation dans le nombre de




Numéro de Nombre de c.g.p.
l'expérience | Germe donneur| Explant
correspondant
B17 0 -
B18 0 17
B19 0 i
B20 0 23
B21 10 R
N1 2 59
N3 0 62
N4 5 -
N6 0 75
N9 2 -
N12 0 -
N15 2 -
S1 0 86
S2 0 R
S3 0 60
S4 0 164
S3 0 91
S6 0 95
S7 0 81
S8 0 112
S9 0 88
S10 0 74
S11 0 67
T=24 m=73,93435,73

Tableau 3 - Numérations gonocytaires réalisées apres ablation de 'ecto-mésoderme
latéral de jeune neurula (st. 15) chez les larves opérées et les explants
correspondants. .

(-) explant non analysé.




gonocytes d'une expérience 2 l'autre, les moyennes des différents stades (29,8, 50,5 et 66,6)
varient avec I'dge du donneur. On note cependant une progression sensible en cours de neurulation.
L'efficacité de I'opération est maximale au stade 19/20, par comparaison avec la moyenne des
larves non opérées (96,23 = 31,73) on constate un déficit important que 1'on peut attribuer a 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 I'ectoderme du mésoderme latéral présomptif. Cette opération n'est pas aisée car
le feunillet mésodermique est trés 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 rév€l€ 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 vérifi€ l'efficacité de I'ablation bilatérale en €levant d'une part, le germe
donneur pendant 2 semaines et en cultivant le fragment ecto-mésodermique pendant le méme temps,
d'autre part. Les résultats des numérations gonocytaires pratiquées sur l'explant et les crétes
génitales de la larve opérée sont rassemblés dans le tableau 3. Dans 19 cas sur 24, l'opération a
entrainé une stérilité complete des larves. Les explants correspondants mis en culture et qui ont pu
€tre 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 compléte de ce territoire au début de la neurulation peut entrainer une
stérilisation compléte 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 'ablation élective de fragments de gastrulas prélevés a
divers stades, depuis 'apparition de 1'encoche blastoporale (st. 8a) jusqu'a sa fermeture au st. 13.

" Les premiers essais de culture ayant €choué, 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, aprés examen des résultats
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obtenus, nous avons mis en oeuvre une autre technique de culture in vivo qui fait appel a
I'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 'ensemble du
territoire est inséré dans une tranche d'ectoderme prélevée sur un autre germe dont le stade (blastula
dgée) a été choisi en vertu de ses aptitudes a recouvrir rapidement le fragment. La figure 3 retrace le
protocole opératoire employ€. Les sandwichs ainsi réalisés sont mis en culture selon la technique
déja relatée.

St.8a

St.13

By

"lls

St.7

Fig. 3 : Représentation du secteur de mésoderrme latéral présomptif prélevé a différents
stades de la gastrulation (st. 8a a 13) et mis en culture dans un lambeau d'épiblaste isolé sur une
blastula dgée.




E,E?g o Méso. Mésen. | T. Néphr.| c.g.p

1 + + - 0

2 + + + 0

3 + + - 0

4 + + + 2

5 - - - 0

6 - + - 0

7 + + - 0

8 + + + 0

9 + + - 0

10 + + + 0
11 + + - 0
12 + + + 0
13 + + + 0
14 + + + 0
15 + + + 0
16 + + - 0
17 + + + 0
18 + +° + 0
19 + + + 0
20 + + - 0
T= 20 20 20 12 1

(%) (100) (100) (60) 5

Tableau 4 - Différenciations obtenues aprés culture en sandwich de fragments de mésoderme
latéral prélevés au stade 8a. (+) Présence

(-) Absence
Exp.
ML 10 | Méso. Mésen. | T. Néphr.| c.g.p.
1 + - - 0
p + + - 0
3 + + - 0
4 - - - 0
5 + - - 0
6 + - - 0
A - - - 0
8 + - - 0
9 + + - 0
10 - + + - 0
11 + + - 0
T=11 9 9 0 0
(%) (82) (82) ) 0)

Tableau 5 - Différenciations obtenues apres culture en sandwich de fragments de mésoderme
latéral prélevés au stade 10. (+) Présence
(-) Absence



2-1-1-2. Résultats

4 séries expérimentales ont été réalisées couvrant 4 stades successifs de la

gastrulation : 8a, 10, 12 et 13. Les résultats sont rassemblés dans les tableaux 4, 5, 6 et 7.

Exp.
ML 12 Méso. Mésen. | T. Néphr.| c.g.p.
1 15
2 ;1 o 5 40
3 % + & 26
4 5 3 + 6
5 & * § 0
9 + + + 55
10 b4 + & b
12 & + + 33
13 * t &t 0
15 * . . g
& - +
16 & » % 49
T=16 16 16 14 12
(%) (100) (100) (87,5) (75)
m=26,27
+ 24,71

Tableau 6 - Différenciations obtenues apres culture en sandwich de fragments de mésoderme
latéral prélevés au stade 12. (+) Présence

(-) Absence




Exp. Méso. Mésen. | T. Néphr.| c.g.p.
ML 13
1 + + - 0
2 + + - 11
3 + + - 20
4 + - 9
3 + + - 0
6 + + + 17
7 + + + 11
8 - + - 0
9 + + - 16
10 + + - 0
11 + + + 16
12 + + - 3
13 + + + 48
14 + + + 18
] + + + 4
16 + + + 0
17 + + - 37
18 + -+ - 22
19 + + - 0
20 + + + 1l
21 + + + 0
22 + + + 0
23 + + + 0
24 + + + 13
25 + + + 12
26 + + + °
27 + + - 0
=27 27 27 14 17
(%) (100) (100) (51,8) (62,9)
m=10+12

Tableau 7 - Différenciations obtenues aprés culture en sandwich de fragmen
de mésoderme latéral prélevés au stade 13. (+) Présence

(-) Absence
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Stade de n | Mésen. Méso. |T. Néphr.| c.g.p.
Prélévement
st 8a 20 20(100)] 20(100)| 12 (60) 1(5)
st 10 11 9 (82) 9 (82) 0(0) 00
st 12 16| 16 (100)] 16 (100)] 14 (87,5 12(75)
st 13 27| 27 (100)| 27(100)| 14 (51,8} 17 (62,9)

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

De maniére générale, les explants évoluent en vésicules, de taille variable entourées d'un
épithélium. Un mésenchyme tapisse le revétement externe d'origine épidermique, tout en émettant
de minces travées au travers de la cavité vésiculaire (Planche II, Fig. A &4 F ). Des tubules
néphrétiques sont parfois accolés a ces lames mésothéliales. Les c.g.p., quand elles sont présentes,
constituent un flot 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 dés le stade 8a, mis en
culture en sandwich, il évolue conformément a ses valeurs présomptives et se différencie dans la
majorité 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 premiéres séries (ML 8a et ML 10) les c.g.p. n'apparaissent qu'exceptionnellement (1
seul cas dans la série ML 8a). Au contraire, dans les 2 derniéres séries (ML12 et ML13), les c.g.p.
s'observent fréquemment et nous obtenons des taux élevés de différenciation, 75% au stade 12 et
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
gastrulation, il nous a semblé que l'implantation de ce territoire dans le blastocoele d'une gastrula
fournirait des conditions plus favorables a leur différenciation.
2-2. Culture in vivo : implantation dans le blastocoele.
2-2-1. Protocole opératoire.
La zone marginale ventrale et ventro-latérale de la gastrula, prélevée aux stades 8a, 9 et 10




est découpée en 4 secteurs conformément a la figure 4. Chaque fragment ainsi délimité est introduit
dans le blastocoele d'une jeune gastrula. Les individus hotes sont ensuite élevés séparément
jusqu'au stade 38 ot ils sont sacrifiés.

St.8a St.8a St.10

Fig. 4 : Représentation des différents secteurs prélevés au niveau de la zone marginale
ventrale et ventro-latérale et implantés dans le blastocoele d'une gastrula.

2-2-2. Résultats.

Quelque soit le type d'opération réalisé, le fragment implanté se localise généralement
dans la région moyenne du tronc en formant des excroissances en position plus ou moins ventrale.
Au sein des dérivés mésodermiques tels que cellules sanguines et mésenchymateuses, des
gonocytes ont été dénombrés dans 74,7 % des cas (Tableau 9). Les résultats obtenus dans ce type
d'opération ont fait I'objet d'une publication (Maufroid et Capuron, 1973) et nous ne relaterons,
dans ce mémoire, que les conclusions essentielles (Publication n°2).

Nombre de cas
stade 8a stade 9 stade 10 Totaux
Exp. avec Exp. avec Exp. avec - EXp. avec
c.8-p. c.g.p. c.g.p. C.g.p.
a3 30 33 24 25 14 91 68
(%) (90,9) (72,7) (56) (74,7

Tableau 9 : Différenciation de c.g.p. dans le mésoderme latéral de gastrula apres
implantation intrablastocoelienne.



Les cellules germinales surnuméraires des larves opérées se localisent toujours au sein des
structures issues des lames latérales sous la forme d'flots bien individualisés, leur association
constante avec la somatopleure ou la splanchnopleure est conforme a la nature présomptive du
territoire dont elles dérivent (Planche I. Fig. D et E). Ceci montre que les c.g.p. présentes dans un
secteur se différencient sur le lieu méme de son implantation dans le blastocoele et échappent a toute
influence attractive provenant de I'hote. Nos résultats démontrent que les c.g.p. sont situées au sein
du mésoderme latéral présomptif dés l'apparition de I'encoche blastoporale (st 8a). Les c.g.p. sont
dispersées dans tout le mésoderme latéral, Smith (1964) a fait la méme constatation chez 1'Axolotl.

2-3. Conclusion

L'ensemble de nos résultats relatifs a la gastrula permet de conclure que dés le début de la
gastrulation, les c.g.p. sont présentes au sein du mésoderme latéral présomptif. Au cours de la
premiere moitié de la gastrulation, elles n'auraient pas encore acquis une compléte 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 blastocele ot il subit l'influence des tissus environnants plaide en faveur de
cette hypothése.

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 I'étude des stades 5 et 6 (blastula
jeune et moyenne) oll 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 1'on rencontre lorsqu'on étudie cette phase du développement est d'orienter.
correctement I'embryon. En effet, la zone dépigmentée, le croissant gris, qui marque normalement
la future face dorsale de 'embryon n'est bien visible que chez les Anoures. Chez le Pleurodele par
contre, cette zone n'est pas toujours trés apparente et souvent elle disparait 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 plagant un fragment d'agar imprégné de rouge
neutre ou de sulfate de bleu de Nil contre 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-a-dire dans 68% des cas),
la coloration est localisée exactement dans le chordo-mésoblaste présomptif au-dessus de la lévre
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 Pleurodtle, 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 blastoméres. Une marque colorée est posée a 1'emplacement du croissant
dépigmenté, chaque germe ainsi orienté est €levé jusqu'au stade 6. Nous prélevons sur chaque
embryon 2 fragments, 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 2 la limite de la zone
pigmentée de I'hémisphére animal au contact des blastoméres 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.
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Tableau 10 - Capacité de différenciation de 2 secteurs de la zone marginale prélevés

()

au st. 6 et cultivés en "sandwich".

(+) Présence
(-) Absence
v secteur ventral
d secteur dorsal




3-1-2. Résultats

Les explants évoluent en vésicules épidermiques dont l'aspect morphologique diffeére 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'a 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 conceme les explants issus de la ZMD. Il existe une symétrie trés accusée avec
la présence de structures axiales dorsales trés développées. Une chorde surmontée d'un tube neural
et flanquée de myotomes occupe fréquemment l'un des pdles de la prestation (Planche ITI. 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, possédent une vaste cavité
centrale limitée par un mésoth€lium (Planche III. Fig. C). Nous avons observé des c.g.p. dans 4
cas sur 16 (Tableau 1~0) ces cellules forment un flot isolé dans le mésenchyme ou emprisonné dans
une travée traversant la cavité centrale (Planche HI. Fig. C et D). Les numérations gonocytaires
révelent 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).
Cest le stade le plus jeune que 'on puisse opérer. Les blastoméres appartenant 2 la zone marginale
contiennent vraisemblablement de l'ectoderme et de '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 connaitre 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 méme protocole que celui utilisé au stade
6.
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Tableau 11 - Capacité de différenciation de 2 secteurs de la zone marginale prélevés
au st. 5 et cultivés en "sandwich".

(+) Présence
(-) Absence
v secteur ventral
d secteur dorsal
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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 I'étude histologique révele 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 incompléte. Les c.g.p. ne sont observées que
dans 2 cas, elles sont groupées en ilot dans le mésenchyme tapissant 1'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 (Tableau 11).

3-3. Discussion

Les résultats que nous avons obtenus chez le Pleurodéle montrent que 1a zone ma‘rgina1¢
semble déterminée dés le stade jeune blastula. En effet, l'explantation invitro, austade 5, de




portions de la ZMD et de la ZMV foumit 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 maniére générale, les dérivés mésodermiques issus de la ZMD sont plus fréquents,
I'évolution n'est pas la méme pour les structures fournies par la ZMV ol seules les c.g.p. voient
leur taux de différenciation progresser (de 10 & 25%).

T.

Stade 5 N | Ch. | Myo. | Néphr. | Mésen. | Méso. | Str.Neu. | C.Otig. | c.g.p.

ZMV | 20 0 0 1 10 | 10 0 0 2
(%)| (©O) (1)} 3) (50) S0 | O ()] (10)

zMD | 20 | 11 6 7 12 | 12 11 2 0

(35) (30) | (35) | 6O) | (60) | (55) (10) ©

Stade 6

ZMV 16 0 0 0 7 6 0 0 4
) ©0) )] 43,7 1 (37,5 (O ) (25)

ZMD | 16 10 9 5 12 12 10 8 0

(62,5) | (56,2) | (3L,2) | (75) | (75) (62,5) (50) )

Tableau 12 - Fréquence des structures obtenues aprés 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.

Ces résultats montrent que la zone marginale est régionalisée des 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




tissus différenciés a partir des secteurs dorsaux et ventraux de la zone marginale aux stades 5 et 6
(Fig. 7) indique que les dérivés mésodermiques apparaissent plus fréquemment dans les secteurs
dorsaux, cela peut signifier que cette zone posséde un degré de détermination plus élevé. Nakamura
et Matsuzawa (1967) ont publié des résultats voisins chez Triturus pyrrhogaster , ils ne signalent
pas la présence d'éventuellesc.g.p. Cesauteurs affirment que la capacité de différenciation de la

St. 5 St. 6
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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

agée) elle s'affirme au stade 9 (jeune blastula). Des travaux ultérieurs (Nakamura et Takasaki, 1970
Nakamura, Takasaki et Mizohata, 1970) limités a I'étude de la ZMD ont révélé que cette capacité
débutait plus précocement, des le stade 7 chez Triturus pyrrhogaster et au stade 6b chez le Xenope.
Dans ces derniéres expériences, le fragment de la ZMD n'est pas enveloppé dans un lambeau
d'épiderme présomptif. )

L'étude que nous avons réalisée a divers stades de la segmentation et de la gastrulation nous a
révélé que les c.g.p. n'apparaissent de maniére réguliére qu'en fin de gastrulation (Tableau 13).

st. 5 st. 6 st. 8a st. 10 st. 12 st. 13
Mésenchyme 50 43,7 100 82 100 100
Meésothélium 50 37,5 100 82 100 100
T. Néphr. 5 0 60 0 87,5 51,8
c.g.p. 10 25 5 0 75 62,9

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

Cependant les dérivés mésodermiques associés généralement 2 leur différenciation, mésenchyme et

mésothélium, s'observent deés 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 1'endoderme jbue un role nécessaire dans
ces interactions, aussi fera-t-il 'objet de toute notre attention dans la suite de notre travail.
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CHAPITRE I

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

INTRODUCTION

Des 1936, en associant micromeres et cellules vitellines de stade 8, chez Rana fusca
Vintemberger a mis en évidence une nécessaire intéraction entre I'endoderme et 1' ectoderme pour
T'édification de la corde et des somites. La présence des blastomeres végétatifs permettait aux
micromeres d'exprimer des capacités de développement qu'ils ne pouvaient manifester A 1'état
isolés. Cet auteur suspectait la présence, dans les cellules vitellines d'un facteur indispensable 2 la
réalisation du "centre organisateur”. Plus récemment Ogi (1967, 1969) a obtenu de la
différenciation mésodermique en associant des micromeres et des macromeres d'embryons de
Triton aux stades de la segmentation. Nieuwkoop (1969) a montré que chez I'Axolotl, les
structures mésodermiques initiales dérivaient exclusivement de 1'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 I'endoderme ventral provoque surtout la formation des cellules sanguines et
des c.g.p.. Cette capacité de I'endoderme a induire des dérivés mésodermiques, maximale au stade
blastula, commence a décroitre 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 1'Axolotl ne se sont guére poursuivies au-deld du
stade jeune gastrula. Nous avons repris ce probléme chez le Pleurodéle 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 ou 'ectoderme et I'endoderme sont associés
de maniére permanente pendant toute la durée de la culture et des recombinaisons ol les 2 feuillets
sont associ€s temporairement. Les résultats obtenus avec 1'endoderme dorsal nous ont incités i
étudier le role éventuel de la chorde sur la différenciation des c.g.p.
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1 - Recombinaison permanente

1-1. Protocole opératoire.

De I'ectoderme de blastula dgée (st. 7) est associé en culture in vitro avec de I'endodermne
‘ ventral ou dorsal prélevé sur des germes de stades 6 & 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 i la
‘ pose de marques colorées sur des germes présentant au stade 2 blastoméres, une zone dépigmentée
l bien marquée. Nous avons vu, dans le chapitre I, que cette zone correspondait, dans la majorité des
cas, & la future face dorsale de I'embryon. Chaque secteur endodermique, dorsal ou ventral, est
ainsi découpé puis réassocié avec un fragment d'épiderme présomptif issu de I'hémisphére animal.
L'épiderme adhére ainsi a I'endoderme et le recouvre rapidement. Les recombinaisons sont mises

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

St6 a Sti13A4 St.7

Fig. 8 : Association d'ectoderme de blastula 4gée avec de 1'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 4 1 'endoderme ventral de stades 7 et




Numérode | cporde |Str. New.| Myo. |T.Néphr.| Mésen. | Mésoth.| c.g.p.
I'expérience
1 - - - - + + 55
2 - - - - + + 30
3 - - + + + + 27
4 - - - - + + 105
5 - - - + + + 15
o - - - + + + 38
7 - - - - + + 52
3 - - - + + + 8
- - - - + +
10 - - - - + + 18
11 - - + - + + 30
12 - - - - + + 7
13 - - - + + + 0
Total 0 0 2 5 13 13 10
(%) (0) ) (15) (38) (100) (100) an
m=30,34
£ 23,83

Tableau 14 - Différenciations obtenues aprés recombinaison d'ectoderme et d'endoderme
de stade 7. (-) Absence
(+) Présence
(%) Fréquence

Numéro Chorde | Str. Neu.
de l'expérience
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Tableau 15 - Différenciations obtenues apres recombinaison d'ectoderme et d'endoderme
de stade 8a. (-) Absence
(+) Présence
(%) Fréquence
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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 blastomeres
volumineux et peu nombreux ne se prétent pas 2 la culture. L'épiderme ne peut recouvrir les
cellules endodermiques qui se dissocient, nous n'avons pu tester les capacités inductrices de cet

endoderme.
Série Nombre Str. T. ) )
expérimentale de cas Chorde Neur. Myo. Néphr. Mésen. | Méso. | c.g.p.
| Endoderme

Ventral
série 1 (st. 6) 29 0 0 0 20 48 45 14
série 2 (st. 7) 13 0 0 15 38 100 100 77
série 3 (st. 8a) 22 0 0 32 59 100 100 95
série 4 (st. 9) 16 0 0 0 0 87 62 44
série 5 (st. 10/11) 15 0 0 0 - 13 67 20 33
série 6 (st. 13/14) 12 0 0 0 0 4?2 0 0
Endoderme

Dorsal
série 7 (st. 7) 20 80 100 90 70 100 100 5
série 8 (st. 8a) 14 100 - 100 100 90 100 100 0
Endoderme

Ventral 8a +
Chordo
-mésoderme 8a

série 9 18 100 100 100 50 100 100 0

Tableau 16 - Fréquence des structures obtenues en fonction de 1'dge et de la nature de W ‘

I'endoderme associé a l'ectoderme de stade 7.

Les fragments ectodermiques cultivés seuls pendant 15 jours ne présentent aucune

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

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




26

atypique. Les secteurs endodermiques de leur c6té ne présentent aucune évolution, ils restent
indifférenciés. Une grande partie des cellules se désagrégent dans le milieu de culture.

Les prestations issues de la recombinaison d'ectoderme et d'endoderme ventral se
différencient, en régle générale, en vésicules transparentes, plus ou moins pigmentées, laissant
apparaitre une cavité et des travées mésenchymateuses. Ces vésicules ne semblent pas organisées et
aucun axe de symétrie n'est apparent.

- Série 1 : Endoderme ventral de stade 6.

L'examen histologique révele que les vésicules sont limitées par un épithélium épidermique
tapissé€ dans la moiti€ 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 ilots 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 a 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 * 28,82). Ces cellules se
regroupent en ilots au voisinage d'un tubule néphrétique ou occupent une travée mésenchyrriatcuse
(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 vari€s. En particulier, 95% des cas étudiés présentent des c.g.p. en nombre parfois

important (fréquemment la centaine), les variations numériques sont toujours €levées (m = 77,59
51,47).

- 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 méme évolution, elles ne sont observées que dans 44% des
cas.




- Série 5 : Endoderme ventral de st. 10/11.
Les fréquences des structures mésodermiques induites continuent de baisser. Les ¢.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 I'endoderme de jeune neurula, se caractérise par
'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 confirme 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, I'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 crinio-caudale comparable i celle que I'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 ou de surcroit, la chorde fait défaut. Cette incompatibilité apparente entre c.g.p. et chorde
pouvait laisser supposer un role inhibiteur de cette derniére sur la différenciation des c.g.p. Ceci
nous a conduit a 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). '




St.8a St.7

Fig. 9 : Association d'ectoderme de blastula dgée avec de l'endoderme ventral et du
chordo-mésoderme prélevés au stade 8. -

Les recombinaisons donnent naissance a des prestations qui présentent une organisation
dorso-ventrale trés apparente comparable 2 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 ventral 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 ou l'endoderme dorsal est associé 2
l'ectoderme, les c.g.p. ne sont jamais décelées.

1-3. Conclusion.

La recombinaison in vitro d'ectoderme et d'endoderme de Pleurodele, A 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 des 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 a 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).
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Fig. 10 : Fréquences des structures mésodermiques induites apres recombinaisons
d'endoderme ventral prélevé a divers stades du développement (st. 6 & 13/14)

avec de I'épiderme présomptif de stade 7.




L'endoderme provenant de la région ventrale manifeste des aptitudes inductrices 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 maniére générale,
des ¢.g.p. en quantité importante et groupées en ilots. Les tubules néphrétiques apparaissent dans
les 2 types d'association. Ces résultats sont comparables A ceux obtenus par Boterenbrood et
Nieuwkoop (1973) chez I'Axolotl. Ces auteurs ont décrit 2 types de différenciation mésodermique :
- un type dorsal, avec chorde accompagnée de moelle épiniére et parfois de cerveau postérieur, 2
rangées de myotomes. La présence en petit nombre de c.g.p. dans quelques cas et I'absence de
cellules sanguines. ’

- un type ventral, caractérisé par 1'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 Pleurodele la régionalisation précoce de I'endoderme, dés le stade 6
(Blastula moyenne). Sur 2 points, cependant, nos résultats différent sensiblement de ceux rapportés
chez I'Axolotl, I'absence de toute différenciation de cellules sanguines dans les recombinaisons de
type ventral et I'absence de différentiation de c.g.p. en présence de chorde dans les associations de
type dorsal. Chez le Pleurodtle, 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 2 induire des c.g.p. Les espéces
animales utilisées, différentes, la localisation précise et I'étendue du secteur endodermique dorsal
prélevé, peuvent expliquer, peut-étre, cette apparente contradiction. Dans nos expériences, le
chordo-mésoderme semble jouer un rdle inhibiteur de la différenciation des c.g.p., l'apport de
chordo-mésoderme présomptif dans la recombinaison ectoderme-endoderme ventral empéche la
formation des c.g.p. qui sont normalement induites par I'endoderme ventral. Nos résultats
démontrent que la capacité inductrice de l'endoderme ventral varie selon l'dge de l'explant
endodermique. 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 réguliérement
pour disparaitre en début de neurulation. Les c.g.p., qui sont toujours associées aux dérivés
mésodermiques de type ventral, snivent la méme évolution. Boterenbrood et Nieukoop (1973) ont
montré chez I'’Axolotl que le maximum de c.g.p. induites se situait aux stades blastula 4gée et jeune
gastrula, I'analyse n'ayant pas été poursuivie au-deld. Leurs expériences révélent en outre, que la
capacité inductrice de 'endoderme commence A diminuer au niveau dorsal au stade 9 (Blastula
agée) puis s'étend 2 la région ventrale au stade 10~ (trés 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 ou elle




disparait. Asashima (1975) étend cette étude dés le stade oeuf insegmenté jusqu'a la jeune larve du
Triton alpestre. Par la méthode des sandwichs, il teste les aptitudes inductrices de portions variées
d'endoderme, il conclue que I'endoderme de blastula posséde 1'activité la plus intense.

Nous n'avons pas €étudi€¢ la compétence de I'ectoderme chez le Pleurodéle, dans nos expériences
celui-ci a toujours €té prélevé au stade blastula agée (st. 7). Des travaux rapportés par Sudarwati
(1973) chez le Xénope montrent que l'ectoderme est déja compétent pour former des structures
mésodermiques au stade jeune blastula et que cette compétence commence 3 décroitre en fin de
gastrulation. Dans nos expériences, nous avons ainsi isolé de 1'ectoderme doté d'une compétence
maximale pour différencier des structures mésodermiques variées. En conclusion, chez le
Pleurodgtle, les c.g.p. n'apparaissent qu'en présence d'endoderme ventral, lorsque des dérivés
mésodermiques de type ventral sont induits, les ¢.g.p. doivent étre 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 2 la formation des c.g.p. et des dérivés
mésodermiques associés.

2 - Recombinaison temporaire

2-1. Protocole opératoire.

De l'ectoderme de blastula agée (st. 7) est associé en culture avec de I'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 possédent des c.g.p. en quantité importante. Apres
une durée variant de 4 a 72 h, les 2 feuillets sont séparés, mécaniquement, & 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 a 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 'endoderme ventral sont résumés

dans le tableau 17.

Différenciations de l'ectoderme
Tubules
Durée de contact | Mésenchyme | Mésothélium | néphrétiques| c.g.p. Total
n (%) n (%) n (%) n (%) Expériences

4,6¢et 8 h. 0 © 0 O 0 (O 0 O 24
16 h 15 (88) |15 (88) 8 @7 3 a7 17

24h 38 (90) |31 (74) 16 (38) 3 42

48 h 43 (81 |31 (58) 20 (39) 5 09 53

72h 8 (53) 8 (53) 1 (D 4 2D 15

15 jours 22 (100) {22 (100) 13 (59) 21 (95 22

Tableau 17 - Fréquence des tissus différenciés par l'ectoderme apres des contacts de durée

variable avec 'endoderme ventral.

- Contact limité a 4, 6 et 8 heures.

Les explants mis au contact de I'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 a 16 heures.

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

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

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

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

peu €levé (respectivement 14, 16 et 2). Ces cellules sont associées aux dérivés mésodermiques,
groupées en petits flots au sein du mésenchyme (Planche VI. Fig. A, B, C et D). Des cellules
sanguines n'ont pu étre identifiées avec certitude.




- Contact limité a 24 heures.

Les résultats obtenus sont comparables & ceux décrits dans la série précédente. La prolongation du
contact entre les 2 feuillets n'améliore pas les fréquences des tissus différenciés par I'ectoderme. En
particulier, nous n'avons décelé de c.g.p. que dans 3 cas sur 42.

-Contact limité a 48 heures.

La nature des structures induites reste similaire & celles décrites antérieurement. Les c.g.p.
n'apparaissent que dans 9% des cas, toujours en petit nombre.

- Contact étendu a 72 heures.

Au-dela de 48 heures, il devient trés difficile d'extraire le fragment endodermique, celui-ci étant
pratiquement recouvert par l'ectoderme. Néanmoins, dans 15 cas, nous avons réussi a séparer les 2
feuillets correctement aprés 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 role inducteur de I'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 I'endoderme ventral et 'ectoderme
conduisent a la formation des dérivés mésodermiques et des c.g.p.. Loin de favoriser la
différenciation, la prolongation du contact jusqu'a 72 h s'accompagne d'une diminution de la
fréquence des structures mésodermiques obtenues. Ceci s'explique par le fait que I'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 2
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% a 17% des cas. QOutre les 1ésions 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 2 se
dissocier et que 1'adjonction d'endoderme, riche en vitellus, est un facteur favorisant. La présence
d'éléments neuroides dans les cultures d'ectoderme isolé aprés contact avec '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. a partir d'ectoderme de Triton. Dans ces conditions de culture, comparables aux notres,




les c.g.p. n'ont ét€ obtenues que dans 11 cas sur 125. La durée de contact, comprise entre 8 et 16
h, nécessaire 2 la formation des structures mésodermiques et des c.g.p. correspond parfaitement 2
la phase d'activité inductrice de I'endoderme ventral. Nous avons montré en effet, dans le
paragraphe précédent, que I'aptitude inductrice de I'endoderme ventral est maximale au début de la
gastrulation, stade ou est prélevé l'endoderme dans nos expériences. Elle décroit ensuite

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

temps minimal nécessaire A la transmission du stimulus inducteur font apparaitre une grande
diversité de résultats en fonction des structures organotypiques induites et des espéces considérées.
Dans le cas de l'induction neurale, le temps de traitement de I'ectoderme par les inducteurs
hétérogeénes 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 A
partir d'ectoderme de Triturus , alors que 4 heures sont nécessaires chez Ambystoma (Johnen,
1956). Chez le Pleurodele, Duprat et al (1982) obtiennent 100% d'induction neurale quand
l'ectoderme est associ€ a la Ievre 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 1a chorde et des somites (4-8 h) ou
se transforme en endoderme (8-24 h), Minuth et Grunz, 1980).




CHAPITRE 11

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 a des dérivés mésodermiques 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 I'on consulte la bibliographie relative a 1'induction embryonnaire, on constate
que la plupart des travaux ont été consacrés a I'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 c6té volontairement tout ce qui touche 4 la découverte de nombreux facteurs
neuralisants pour nous limiter 4 la mise en évidence de facteurs mésodermisants.
Toivonen (1953) découvre les qualités inductrices mésodermiques de 1a moelle osseuse de Cobaye
(induction de chorde, muscle et tubules pronéphrétiques). Yamada (1961 étudiant les propriétés de
cet inducteur hétérogéne isole un facteur actif de nature protéique. Tiedemann et Tiedemann (1959)
isolent un facteur similaire a partir d'extraits d'embryons de Poulet de 9 jours. Ce facteur de nature
protéique, purifi¢ (Poids Moléculaire 28000 & 30000 daltons) est capable d'endodermiser et de
meésodermiser l'ectoderme de gastrula de Triton. C'est ce facteur qualifié de végétalisant qui,
associé a de 1'ectoderme, permettra & Kocher -Becker et Tiedemann (1971) d'obtenir I'induction de
quelques c.g.p. isolées au sein de dérivés mésodermiques. Masui (1961) et Ogi (1961) démontrent
les premiers que l'ectoderme peut étre mésodermisé aprés un traitement au lithium. Plus
récemment, Kawakami (1976) décrit les capacités inductrices mésodermiques d'un autre inducteur
hétérogene, 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 & nos yeux, ont été réalisés en vue de rechercher des facteurs actifs a partir de
I'embryon lui-méme. Signalons en particulier les études biochimiques publiées par Deuchar (1967)
et Faulhaber (1970, 1972). Ces auteurs ont réussi a isoler des fractions actives a partir d'embryons
entiers a différents stades du développement. Ces fractions actives, en I'occurence des protéines et
des nucléoprotéines induisent en majorité des structures neurales.




L'étude biochimique de l'induction se poursuit actuellement avec 1'école de Tiedemann mais les
derniers résultats publiés ne concernent que l'isolement de fractions inductrices neuralisantes 2
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
I'embryon de Poulet. L'existence de facteurs diffusibles responsables de l'induction mésodermique
a l'intérieur méme de I'embryon reste & démontrer.
En ce qui concerne la transmission du signal 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 a grande distance.

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

cellulaires nécessitent des contacts cellulaires étroits, de cellule A cellule. |
Dans le but de rechercher le mécanisme de transmission du signal inducteur entre 1'endoderme
ventral et l'ectoderme compétent, nous avons utilisé la méthode de culture de tissu avec
interposition de filtre. Cette technique imaginée par Grobstein dés 1953 pour son étude de la
différenciation de la glande salivaire a subi depuis quelques améliorations et a été utilisée i 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
chondrogenese du bourgeon du membre d'oiseau (Gumpel-Pinot, 1980, 1981) ; l'induction de la
cornée (Karkinen - Jidskelainen, 1978) ; le développement de la cornée (Hay et Meier; 1976) ; la
morphogenése de la dent de souris (Thesleff et al, 1977) ; la mésodermisation de l'ectoderme de la
gastrula d'’Amphibien (Minuth, 1978) ; la formation des tubules rénaux (Wartiovaara, Nordling,
Lehtonen et Saxen, 1974) ; Saxen et al, 1976, 1978) ; la différenciation chondrogénique des
cellules de crétes neurales (Smith et Thorogood, 1983) ; la végétalisation de 1'ectoderme de Triton
(Kawakami, Sasaki, Sato et Osako, 1978). Tout récemment, Grunz et Tacke (1986) ont publi€ une
étude de la capacité inductrice de '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 diamétre 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 a cellule.
L'examen des pores du filtre en microscopie électronique permet l'observation d'éventuels




filopodes. Cette méthode d'interposition de filtre, qui s'est révélée précieuse dans I'analyse de
nombreux types d'interactions cellulaires embryonnaires, nous a semblé bien adaptée 2 1'étude de
notre modele d'interactions entre I'ectoderme et I'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 1'a mise au point lors
de ses travaux sur I'induction primaire. Le dispositif choisi est représenté sur la figure 11

ec
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Fig. 11 : Technique de culture transfiltre utilisée pour étudier les interactions tissulaires :
l'ectoderme (ec) et '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) scell€ a la bague
externe de Téflon (be). Un cavalier (c) de verre est posé contre I'endoderme.




2 types de bagues sont découpées dans des tubes de Téflon, les plus petites possédent un diamétre
externe de 1,55 mm et un diameétre interne de 0,98 mm alors que les plus grandes ont un diamétre
externe de 3 mm et un diametre interne de 1,6 mm. Ces bagues scellées a des fragments de filtre
Millipore ou Nucléopore constitueront de petites chambres de culture ou seront placés les tissus
ectodermique et endodermique. L'anneau le plus grand est soudé a une pastille de filtre Millipore de
150 um d'épaisseur alors que l'autre anneau, plus petit, est scellé A une autre pastille de filtre
Nucléopore. Nous avons sélectionné 4 types de filtres Nucléopore dont voici les caractéristiques :

- pores 0,05 um, €paisseur 5 pum, densité des pores 6x108/cm?

- pores (0,2 pm, épaisseur 10 um, " " 3x108/cm?
- poresl pum, épaisseur 10 um, " " 2x107 fem?
- pores8 um, épaisseur 10 um, " " 1x10%/cm?2

Les disques découpés dans les filtres a l'aide de ciseaux de Pascheff- Wolff snt accolés aux
anneaux de Téflon a 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
l'intérieur de la premi¢re pour empécher I'enroulement du fragment ectodermique. L'endoderme
ventral isol€ au stade 8a est ensuite déposé dans la petite chambre contre le filtre Nucléopore. Un
cavalier de verre est appliqué sur I'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, a l'issue desquels les explants sont examinés selon la méthode
habituelle. |

1-1-2. Résultats

Nous avons réalisé de nombreuses cultures d'ectoderme seul, A titre de contrdle. Aprés 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 révél€ la présence de dérivés
mésodermiques.

4 séries de 24 cultures transfiltre correspondant aux 4 types de filtres Nucléopore décrits
antérieurement ont été réalisées. Dans tous les cas, le fragment ectodermique s'est comporté comme




Série Diametre de Nombre Ectoderme Différenciations obtenues
opératoire | l'orifice pratiqué | d'expériences| indifférencié
dans le filtre Mésen. | Mésoth. CLD:
x+ 50 um
Filtre 0,2 um 150 um 1 1
250 pm 2 2
300 um 9 7 2 1 @
350 um 2 2
400 pum 2 2
Filtre 1 um 200 pm 4 4
250 um 1 1
300 pm 6 2 4 2 1 4)
350 pm 6 1 5 5 1 (26)
400 pm 4 1 3 1
500 pm 1 1 1 1 (11)
Total 38 23 15 9 4

Tableau 18 - Différenciations obtenues apres culture transfiltre d'ectoderme associé a de I'endoderme
ventral, le filtre interposé entre les 2 tissus est percé d'un orifice dont le diamétre varie
de 150 um a 500 um. Le chiffre ( ) indique le nombre de c.g.p. décelées dans l'explant
ectodermique.
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dans les contrdles, aucun dérivé mésodermique, aucune c.g.p. ne se sont différenciés. Le tissu
inducteur, I'endoderme ventral, ne présente aucun signe de différenciation. Ces résultats semblent
indiquer que le filtre constitue une barri¢re empéchant le passage du signal inducteur émis par
I'endoderme ; quelque soit le type de filtre utilisé, la réponse est identique. Dans ces conditions
expérimentales, le message inducteur ne peut se transmettre 2 distance, on peut retenir la nécessité
d'une transmission par contact direct de tissu a tissu. Afin de vérifier cette hypoth&se, nous avons
réalisé des cultures transfiltre a l'aide de filtres modifiés.

1-2. Interposition de filtre percé
1-2-1. Protocole opératoire

La méthode de culture transfiltre est modifi€e en pergant une ouverture au centre du filtre
Nucléopore a l'aide d'une aiguille rougie a la flamme. Les dimensions précises de la zone de
contact ainsi établie entre les 2 feuillets sont mesurées ultérieurement lors de 'examen histologique.
Nous n' avons utilis€ que des filtres Nucléopore de porosité 0,2 um et 1 um, les résultats
précédents ayant montré que la densité des pores ainsi que leur diamétre 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 apparaitre en
premier lieu la différenciation de dérivés mésode miques dans 15 cas sur 38. Ces dérivés sont
essentiellement composés de mésenchyme (15 cas) souvent accompagné de mésothélium (9 cas).
Les figures A et B de la Planche VII illustrent I'évolution des tissus situés de part et d'autre du filtre
percé. L'ectoderme envahit l'orifice pratiqué dans le filtre Nucléopore ; arrivé au contact de la
masse vitelline, il donne naissance a une vésicule parfois volumineuse, a paroi épidermique. Au
voisinage de I'endoderme se différencient du mésenchyme et des lames mésothéliales. L'ectoderme
€loigné 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 induétg:m‘_ ét le tissu
cible atteint au moins 300 um. Des c.g.p. ont été décelées dans 4 cas, peh nombreuses
(respectivement 7, 11, 4 et 26 cellules) elles sont toujours associées aux dérivés mésodermiques
(Planche VII, Fig. C, D, E et F). L'examen de ces cas montre qu'elles n'apparaissent que si
I'endoderme pénétre prbfondément dans l'ectoderme. La formation des c.g.p. semble liée a
I'établissement de contacts étroits et durables entre les 2 feuillets. Ces prestations ressemblent a
celles décrites apres recombinaison de I'ectoderme et de I'endoderme ventral (Chapitre II).

Ces résultats plaident en faveur d'une transmission par contact direct de tissu a tissu du signal
inducteur.
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1-3. Conclusions

Les interactions cellulaires morphogénétiques impliquent que des signaux se transmettent de
cellule a cellule. Dés 1955, Holtfreter suggérait que des molécules inductrices puissent diffuser &
grande distance vers les cellules cibles. D'autres hypothéses sont basées sur la nécessité de contacts
cellulaires (Weiss, 1947, 1958) ou l'action morphogénétique d'une matrice 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 probléme, l'induction des c.g.p. et du mésoderme, il n'y a
aucune preuve de I'existence d'un facteur diffusible émis par I'endoderme ventral et agissant sur
l'ectoderme compétent : aucune molécule active n'a ét€ extraite de I'endoderme. Nos résultats ne
plaident pas en faveur de cette hypothése. Nos cultures transfiltre montrent qu'il n'y a pas diffusion
de substances actives a travers le filtre interposé. Rappelons que dans nos expériences, les tissus
€tudiés restent en contact permanent de part et d'autre du filtre pendant 15 jours, les filtres utilisés
aux pores nombreux et parfois volumineux (8 pum) ne pourraient s'opposer a la diffusion
d'éventuelles substances actives. Cette hypothése ne pouvant tre retenue, nous pensons que le
signal inducteur doit se transmettre par contact direct de cellule a cellule. La présence de filopodes
traversant les pores du filtre interposé entre “'ectoderme et l'inducteur a été signalée, Kawakami et
al (1978) ont observé en microscopie électronique des prolongements cellulaires ectodermiques qui
commencent a pénétrer dans les pores de diametre 0,6 um aprés 3 heures de contact. Ces auteurs
estiment que 1'émission de tels prolongements cellulaires pourrait étre caractéristique des cellules
mésodermisées. Dans nos expériences transfiltre, nous n'avons jamais observé de prolongements
cellulaires ectodermiques méme aprés 15 jours de culture, ceci peut s'expliquer puisque 'ectoderme
restant indifférencié n'est pas mésodermisé.

La transmission & distance de facteurs diffusibles est communément admise dans 2 modgles
d'interactions, l'induction neurale initiale (revue par Saxen, 1985) et la végétalisation de
I'ectoderme de gastrula de Cynops pyrrhogaster par la vessie natatoire de Carpe (Kawakami 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 I'idée que des contacts cellulaires étroits ne sont pas
nécessaires a la mésodermisation de l'ectoderme. Dans leur étude, le fragment ectodermique est
détaché du filtre apres 16 heures de contact transfiltre avec la masse vitelline puis cultivé séparément
pendant 6 jours supplémentaires. Dans cette situation, l'ectoderme donne naissance, dans la




majorité des cas a des dérivés mésodermiques 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 €lectronique 2 transmission montre qu'il
n'y a pas de prolongements cellulaires 2 l'intérieur des pores du filtre (0,4 um de diameétre). Ces
résultats semblent donc indiquer que des facteurs diffusibles sont transmis a l'ectoderme cible
pendant la durée du contact transfiltre, c'est-a-dire, 16 h. Cette durée correspond d'ailleurs a celle
que nous avions déterminée comme étant nécessaire pour provoquer la mésodermisation de
I'ectoderme compétent chez le Pleurodeéle (Chapitre II).

Les protocoles opératoires différents peuvent expliquer ces résultats apparemment contradictoires.
Dans nos expériences, 'endoderme placé contre le filtre correspond uniquement 2 la partie ventrale
isolée d'une seule gastrula, Grunz et Tacke prélévent par contre la totalité de I'endoderme de 5
blastulas. Ils ne tiennent donc pas compte de la régionalisation de l'endoderme. Ces auteurs
admettent que les facteurs diffusibles agissent & 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 hypothése, on peut penser que la quantité
d'endoderme placée contre le filtre s'avére insuffisante pour produire les facteurs inducteurs. On
peut s'interroger par ailleurs sur les raisons qui ont amené Grunz et Tacke & prélever autant
d'endoderme ! Nos résultats obtenus dans des conditions plus conformes a celles qui se déroulent
dans un développement naturel plaident donc en faveur de 1'existence de contacts cellulaires étroits
entre les tissus. Ce type d'induction semble étre la regle générale pendant I'organogénése. De
nombreux modeles d'interactions décrits pendant cette période font intervenir habituellement un
épithélium et des cellules mésenchymateuses, nous citerons 2 titre d'exemple les travaux de
Gumpel-Pinot (1981) sur la chondrogénése du membre d'oiseau ou ceux de Saxen et Lehtonen
(1978) relatifs 2 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 I'établissement ou 'absence de contacts intercellulaires a travers les membranes
filtrantes.

La durée relativement longue du contact nécessaire a 1'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 hypothe¢se 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 I'Axolotl ont permis & Johnen (1961) de montrer que
les premiéres cellules neuralisées sont obtenues apres 30 minutes de contact. Cette phase initiale de
neuralisation est suivie d'une seconde phase dite de régionalisation qui nécessite un contact
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prolongé avec l'inducteur (Toivonen, 1979). Cette phase est caractérisée par 1'établissement de
contacts intercellulaires. De méme, pendant l'induction des tubules rénaux, les résultats obtenus par
Saxen et Lehtonen (1978) montrent la nécessité d'un contact prolongé entre I'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 Pleurodéle 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 - Role de l'endoderme dans la détermination des c.g.p. et du
mésoderme.

Les résultats rapportés dans le chapitre II montrent que I'endoderme ventral est i 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 méme secteur, isolé au méme 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 trouve 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, des le stade 8a ces cellules seraient prédéterminées. Nos expériences précédentes,
en particulier, les associations ecto-endodermiques qui ont conduit & la différenciation de c.g.p. en
culture amenent a penser que l'effet de 'endoderme ventro-latéral nécessite d'étre prolongé. Pour
ce faire, nous avons réalis€ de nouvelles cultures de mésoderme latéral en y associant de
I'endoderme prélevé au méme stade.

2-1. Culture en sandwich de mésoderme latéral associé a 1'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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mésodermique dans le sandwich ectodermique comme l'indique la figure 12. Les explants ainsi
constitués sont mis en culture pendant 15 jours selon les conditions habituelles.

Fig. 12 : Représentation des secteurs de mésoderme latéral présomptif et d'endoderme
ventral isolés aux stades 8a, 9 et 10 et cultivés en sandwich dans un lambeau d'épiblaste prélevé
sur une blastula dgée (stade 7).



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

M.L.9 + Endo. V. 9

M.L. 10 + Endo. V. 10

Numéro de Nombre | Numéro de Nombre | Numéro de Nombre
I'expérience | de c.g.p. I'expérience | de c.g.p.| l'expérience | de c.g.p.
1 0 1 51 1 8
2 0 2 0 2 0
3 4 3 0 3 3
4 10 4 34 4 10
5 0 5 80 5 0
6 0 6 31 6 75
7 0 7 70 7 16
8 0 8 18 8 16
9 30 9 30 9 0
10 29 10 43 10 18
11 2 11 0
12 29 12 50
13 31 13 3
14 0 14 26

15 16
16 128
17 30
18 9
19 41
20 0

21 7

22 77
23 58
24 73

moyenne = 9,69 + 13,43

moyenne = 36,46 = 31,85

moyenne = 14,63 + 22,34

Tableau 20 - Numérations gonocytaires réalisées aprés culture en sandwich de

mésoderme latéral présomptif et d'endoderme ventral prélevés aux
stades 8a, 9 et 10.




2-1-2. Résultats
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Les cultures évoluent en vésicules apparemment dépourvues de toute organisation (Planche
VIIL Fig. A et B). Les résultats histologiques sont rassemblés dans le tableau 19.

Série opératoire‘ n Mésen. | Méso. Myo. | T. Néphr| c.g.p.
M.L. 8a + Endo. V. 8a 14 |1 14(100) | 14(100)] 0 (O 13093) | 7 (50)
M.L. 9 + Endo. V.9 24 | 24(100) | 24(100)] 0 (0) 10 (42) | 20 (83)
M.L. 10 + Endo. V. 10 10 | 10(100) | 10(100)| 0 (O 3 (30) 7 (70)

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

Le tableau fait apparaitre une fréquence élevée de différenciations de dérivés mésodermiques de
type ventral, mésenchyme et mésothélium s'observent dans tous les cas. La fréquence d'apparition
des tubules néphrétiques varie d'une série a l'autre, tres €levée au stade 8a, elle diminue en cours de
gastrulation. Les c.g.p. sont présentes dés le stade 8a dans 50% des cas, elles ~occupent des
situations traditionnelles au sein des dérivés mésodermiques associés (Planche VﬁI Flg C,D,Eet
F). On observe une trés grande fluctuation a l'intérieur de chaque série, ce qui se traduit 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 & 50% des
cas au stade 8a et de 0 a 70% des cas au stade 10. Les c.g.p. sont parfois regroupées en ilots plus
volumineux que ceux observés apres implantation du méme fragment dans le blastocoele d'une
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gastrula hote (Publication n°2). L'association du mésoderme latéral présomptif avec I'endoderme
ventral limitrophe semble bien favoriser la différenciation des c.g.p. dés le stade 8a, cependant
l'efficacité de cette influence doit étre appréciée et discutée en fonction des aptitudes inductrices de
I'endoderme ventral. Dans le chapitre II, nous avons montré que 'endoderme ventral jouait un role
essentiel dans la formation du mésoderme et des c. g.p. et que sa capacité inductrice maximale au
début de la gastrulation (stade 8a) déclinait rapidement aux stades 9 et 10/11. 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 1'origine exacte de ces cellules.
Cependant, cette interprétation ne semble pas devoir étre retenue . L'examen du tableau 16 laisse
apparaitre que, des le stade 9, I'endoderme ventral ne posséde plus la capacité inductrice requise,
44% des recombinaisons ecto-endodermiques possédent 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 ol les c.g.p. ne sont plus observées que dans
33% des recombinaisons, mais si on ajoute cet endoderme au mésoderme latéral présomptif de
stade 10, il se différencie des c.g.p. dans 70% des cas.

A Tl'issue de ces travaux, nous pensons donc que l'endoderme ventral doit jouer un rle important
dans la détermination effective des c.g.p. Un second type d'expérience réalisé€ & un stade plus
avancé a montré que l'influence de 1'endoderme se prolonge du-dela de la gastrulation.

2-2. Greffe de mésoderme latéral sur un bourgeon caudal.

Nous avons appréci€ I'évolution de la détermination 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 I'endoderme dgé de stade 22 écarte la possibilité de toute interaction de type
inducteur avec I'endoderme puisque celui-ci, comme nous 'avons montré, a perdu toutes ses
aptitudes inductrices. La greffe en position dorsale permet 1'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 a 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 8a, 9 et 13.




Age Exp. Fréquence des tissus différenciés
Position | Nombre :
greffon positives | c.g.p. | Hématies| Mésen. | Myo. | T. Néphr.| Proctod
14 13 10 8 0 0 0
b 26 lgao0) |03 | ay | 61 | © ©0) )
Stade 8a
D 36 25 0 6 13 14 19 3
% (100) ()] 24) (52) (56) (76) (12)
v 28 21 18 15 15 0 0 2
% (100) 86) | (71) (71) @ ) )
Stade 9
12 0 9 12 8 10 3
D 13 oo | © 25 |00y | 67 (83) (25)
6 5 5 6 3 3 6
A" 6
: % (100) (83) (83) (100) (50) (50) (100)
Stade 13
14 6 14 13 10 12 12
D 14 g
% (100) 42) (100) 93) an (86) (86)

Tableau 21 - Fréquence des tissus différenciés par le mésoderme ventro-latéral en fonction
de son stade de prélevement et de son lieu d'implantation.

V - greffe en position ventrale
D - greffe en position dorsale
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La figure 13 illustre le mode opératoire. Les embryons hotes sont élevés jusqu'au stade 38 ou 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 arriére du champ cardiaque, soit en position dorsale, au dessus du champ du
membre antérieur. -

2-2-2. Ré:altats

Sont considérées comme négatives, les expériences ou les cellules du greffon se sont
intégrées aux tissus de I'hdte 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 21).

- greffe ventrale. ‘

Le mésoderme latéral, provenant de gastrulas de stades 8a et 9 et greffé dans la région
ventrale de bourgeons caudaux, . révele 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 ilots bien délimités, situés dans la




somatopleure (Planche IX, C et D), la splanchnopleure ou encore dans un mésentére ventral reliant
ces 2 lames. 11 n’y'a aucune confusion possible avec les c.g.p. de I'h6te 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 a des cellules
indifférenciées riches en vitellus. Signalons €galement dans certains cas la présence d'un
proctodéum qui peut s'aboucher a l'intestin et/ou a la peau.

- greffe dorsale

Implanté dans la région dorsale de bourgeons caudaux, le mésoderme latéral présomptif de
stades 8a, 9 et 13 se différencie a 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 hétes, 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 a l'extérieur. Les greffons de stades 8a et 9 ne forment aucune c.g.p. Au stade
13 ou elles sont présentes, elles restent groupées a la base de la nageoire et sont donc bien distinctes
* de celles de 1'h6te (Planche IX, A et B).

2-3. Conclusions

Les résultats des greffes confirment nos précédentes observations. Le mésoderme latéral
présomptif isol€ 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 a
ce stade. Il faut attendre la fin de la gastrulation (stade 13) pour qu'elles se différencient de manidre
autonome.
Par contre, si le mésoderme latéral prélevé au méme 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'aprés
un contact prolongé avec 'endoderme (Tableau 22).




47

Technique utilisée Hématies c.g.p-
Culture en sandwich 0 0
Implantation blastocoelienne 42 90,9
Ventre 71 93
Greffe sur bourgeon caudal
Dos 24 0

Tableau 22 - Fréquence en % des hématies et des c.g.p. obtenues & partir du
mésoderme ventro-latéral de la jeune gastrula (st. 8a) en fonction
de la technique utilisée

Un processus du méme ordre intervient dans la formation des hématies. Le mésoderme
ventro-latéral qui est aussi & l'origine des cellules sanguines est incapable de leur donner naissance
quand il est isolé en culture au stade jeune gastrula. Aprés implantation intrablastocoelienne, ce
méme mésoderme différencie des hématies dans 42% des cas (Publication n°2). 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'accroit nettement dans la région dorsale (Tableau 21). L'analyse
comparée de ces résultats (Tableau 22) nous incite & penser que la détermination de ces cellules se
ferait sous l'influence de l'endoderme ventral au cours de la gastrulation. Cette interprétation
corrobore celle de Nieuwkoop et Sutasurya (1979) selon lesquels, chez les Urodéles, la formation
des hématies semble dépendre d'une action secondaire de I'endoderme ventral. Miura et Wilt
(1969) sont parvenus a la méme conclusion dans le cas du Poulet.

3- Interactions cellulaires précoces
Les recombinaisons que nous avons réalisées et décrites dans le chapitre II entre 'ectoderme

présomptif et I'endoderme prélevé a divers stades de la segmentation et de la gastrulation ont révélé
que la capacité inductrice de l'endoderme était régionalisée. L'endoderme dorsal induit dans
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I'ectoderme des dérivés mésodermiques représentés en majorité par de la chorde, des myotomes et
des tubules néphrétiques, alors que I'endoderme ventral donne naissance 4 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 I'ectoderme et 'endoderme ventral empéche complétement la formation de ces
cellules. On peut penser que la ségrégation dorso-ventrale qui affecte la différenciation des dérivés
mésodermiques et des c.g.p. s'établit a 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
blastomeres issus de germes de stade 3 (8 blastomeres). Les opérations ont été pratiquées a ce stade
précis car c'est le stade le plus précoce ou l'on peut repérer et isoler facilement les différents
blastoméres, animaux ou végétatifs, dorsaux ou ventraux, éventuellement impliqués dans ces
interactions cellulaires. Les travaux réalisés a ce stade précoce du développement sont peu
nombreux et relativement anciens. Ruud (1925) réussit le premier a isoler et a cultiver les 4
micromeres et les 4 macromeres d'un embryon de Triton. Les 4 micromeéres isolés se différencient
en microblastules qui ne montrent aucun signe d'organisation. Les 4 macromeres par contre
peuvent édifier un embryon complet. Cet auteur conclue que les macromeres 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 1'aménent 2
conclure a une détermination précoce des blastomeéres animaux et végétatifs, néanmoins, dans
certains cas, 'auteur n'exclue pas la possibilité€ d'une régulation partielle. Récemment, Kageura et
Yamana (1983, 1984, 1986) ont publié une série d'articles consacrés a 'étude du pattern de
développement et de sa régulation chez I'embryon de Xénope en se référant uniquement a 1'aspect
morphologique des prestations obtenues apres isolement et culture des blastomeéres 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 pdle animal, on note que la zone dépigmentée occupe la partie supérieure des 2
blastomeres végétatifs dorsaux : tous les blastomeéres peuvent donc étre orientés et identifiés (Figure
14b). Les cellules sont séparées mécaniquement avec les instruments en fil de platine. Apres
isolement, elles sont mises en culture in vitro pendant 3 jours dans le milieu de Leibowitz (L15)
dilué a 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.




Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6
bt bl koL e
4 bl. Animaux | 4 bl. Dorsaux 3;“;;‘:5’::"'3 4 bl.ventraux 3;;{‘“3?:;’:: 4 bl.VégétatifsJ

Nombre de cas 4 18 12 14 21 4
Explants avec
différentigtion neurale g o 18 (100) 2 L6 380 o410 0) 8 (18
Chorde 4 9 18 (100) 6 SO | O 10 © | 19 43)
Myotomes 6 (14) 18 (100) OGRSy} L3RI S A2 T3 (10)
Tubules néphrétiques 0 (O 17  (94) 6 (50) {14 (100) | 16 (76) | 23 (52)
Meésothélium 0 (0 17  (94) 6 (50) |14 (100) | 21 (100) | 27 (61)
Mésenchyme 6 (14) |18 (100) | 10 (83) |14 (100) | 21 (100) | 31 (70)
C.g.p- 0 (© 0 ©) 0 O |11 (@8 |10 48| 3 @)

Tableau 23 - Différenciations obtenues apreés culture de blastomeres isolés au stade 8 cellules
( ) fréquence des structures produites.
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Ventral Dorsal

Fig. 14 : Embryon de Pleurodtle au stade 8 cellules (stade 3), on remarque la zone
dépigmentée localisée au niveau des blastomeres végétatifs dorsaux. (a) vue du pdle animal, (b) vue
latérale, le diagramme illustre la nomenclature des différents blastomeres. AD, blastomére animal
dorsal ; AV, blastomeére animal ventral ; D, face dorsale ; pa, pole animal ; pv, pole végétatif ; V,
face ventrale ; VD, blastomeére végétatif dorsal ; VV, blastomere végétatif ventral.

3-2. Résultats

Les observations issues de 1'examen histologique des prestations ont procuré de nombreux
résultats présentés dans le tableau 23. Seules les données relatives 2 la culture des 4 blastoméres
ventraux et des 2 blastomeres végétatifs ventraux sont détaillées (Tableaux 24 et 25).

- Expérience n°1 (4 blastoméres animaux)

Les blastomeres animaux se séparent facilement des blastomeéres végétatifs. Ils 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 a du
mésenchyme, 4 d'entre-eux possédaient un fragment de chorde.
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- Expérience n° 2 (4 blastomeéres dorsaux)

Nous séparons la moitié dorsale de 'embryon qui comprend donc les 2 blastoméres animaux
dorsaux associés aux 2 blastomeres végétatifs dorsaux. La séparation des blastomeéres végétatifs
s'avere parfois délicate car des ponts cytoplasmiques peuvent encore persister entre les blastoméres
végétatifs non totalement divisés. La plupart des explants forment des prestations qui expriment une
organisation dorso-ventrale trés apparente, certaines d'entre elles ressemblent & s'y méprendre a 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 compléte.
L'endoderme présomptif contenu dans les blastomeéres végétatifs contribue a limiter ventralement
les prestations en formant un €pithélium, dans certains cas, il peut se différencier en tube digestif.

- Expérience n°3 (2 blastomeres végétatifs dorsaux)

Par rapport a I'expérience précédente, nous séparons les 2 blastoméres végétatifs dorsaux
des 2 blastomeres animaux. Malgré un nombre important d'opérations réalisées, 12 explants
seulement ont pu étre analysés. L'aspect morphologique des prestations différe sensiblement de
celui décrit dans l'expérience n°2. Les vésicules sont plus réduites et semblent moins organisées.
L'examen microscopique montre que les tissus sont moins différenciés, les dérivés mésodérmiques
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 moiti€ des cas de chorde. L'absence des blastomeéres 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 blastomeéres végétatifs d'exercer son
activité inductrice neuralisante.

- Expérience n°4 (4 blastomeéres ventraux)

Nous cultivons la moiti€¢ ventrale de I'embryon, elle donne naissance & une vésicule
transparente ou I'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 possédent 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 a des dérivés mésodermiques de type ventral. On les rencontre groupées en ilots,




%‘%’gﬁ%&& Chorde Myotomes | T. Néphr. | Mésen. Méso. c.g.p.
1 - - + + + 2
9 - - + + + (7)
3 - - + + + 6
1 - - + + + 22
3 - + + + + 58
5 - - + + + 120
7 - - + + + 8
8 - + + + + %
9 - - + + + 9
10 - - + + + 0
11 - - + + + 98
12 - + + + +
13 - - + + + 8
11 - - + + + 30
Total 0 3 14 14 14 11
(%) © (21) (100) (100) (100) (78)
: m=36,36
+ 40;99
Tableau 24 - Différenciations obtenues apres culture des 4 blastoméres ventraux isolés
au st. 8 cellules. (+) Présence
(-) Absence
(%) Fréquence
Numérode | cporde Myotomes | T. Néphr. Mésen. Méso. c.g.p.
I'expérience
1 - + + + + 50
2 - + + + + 0
3 - - + + + 0
4 - - + + + 10 -
5 - - + + + 93
¢ : i ¥ H ¥ Bt
3 - + + + + 8
9 - - + + + 0
10 - - - + + Q
11 - - + + + 0
I N N S N !
14 - + + + + 0
3 : : ¥ M H 0
%7 - - + + + 8
U i : I i I
LLE %O - + ’ I i 5(1)
21 - - - + + 12
Total 0 5 16 21 21 10
(%) 0 (24) (76) (100) (100) (48)
m = 22,86
+ 33,86

Tableau 25 - Différenciations obtenues apres culture des 2 blastemes végétatifs ventraux
isolés au st. 8 cellules. (+) Présence

(-) Absence

(%) Fréquence
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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 = 40,99) ne
signifie pas grand chose car la variabilité numérique est considérable d'un cas a 'autre.

- Expérience n°5 (2 blastomeres végétatifs ventraux)

Dans cette opération, seuls les 2 blastomeres végétatifs ventraux sont mis en culture. Ils
donnent naissance a des vésicules dont l'aspect tant morphologique que microscopique est
semblable a celui décrit dans I'expérience n°4. Une grande cavité s'observe au centre de la vésicule,
le mésenchyme est peu abondant et tapisse le bord interne de 'épithélium épidermique (Planche XI.
Fig. C et D). Comme dans I'expérience précédente, la chorde fait toujours défaut 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 lots au sein du mésenchyme
(Planche XI, Fig. C et D). On retrouve la méme variabilité numérique dans les numérations
~ gonocytaires (Tableau 25).

- Expérience n°6 (4 blastomeres végétatifs)

Dans cette derniére expérience, nous séparons les 4 blastomeres végétatifs, ils se détachent
parfaitement des 4 blastoméres 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). Prés de la moitié d'entre-elles (43%) présentent des dérivés mésodermiques
dorsaux bien différenciés (chorde et myotomes) associés a des tubules néphrétiques et & 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 n°3 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'exceptionnellement, dans 3 cas et en petit nombre (respectivement 28, 22 et 11
cellules). L'étude détaillée de ces 3 prestations révele qu'elles ne sont associées 2 la présence de
chorde que dans un seul cas.

3-3. Discussion
D'une maniére générale, nos résultats peuvent s'interpréter en tenant compte de la carte des
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€bauches présomptives établie classiquement chez les Amphibiens Urodéles (Fig. 15).

hémispheére
animal
 ectodermique

future zone
mésodermique
 hémisphére
végétatif
endodermique

Fig. 15 : Représentation schématique des 2 plans (1 et 2) de séparation des blastomeéres au
stade 8 cellules. La ligne en pointillé délimite le blastocoele présomptif. cgp, emplacement
présomptif des c. g. p. ; D, face dorsale ; pa, pdle animal ; pv, pdle végétatif ; V, face ventrale.

En superposant cette carte & un germe de stade 3, on peut connaitre, a priori, les diverses
potentialités des blastomeres isolés ou associés entre eux. Néanmoins, la nature et la répartition des
aires présomptives présentes dans les blastomeres dépendent de la position des premiers sillons de

- divison. Le ler plan de segmentation ne coincide pas toujours exactement avec lg plan de symétrie

bilatérale et malgré les précautions prises pour sélectionner les germes, il n'est pas certain que les
blastomeres qualifiés de dorsaux correspondent toujours 2 la future face dorsale de I'embryon. De
méme, le 3¢me plan de segmentation peut varier en latitude d'une ponte i l'autre et méme parmi les
oeufs d'une méme ponte, ce qui peut entrainer des résultats différents.




53

11 faut savoir enfin que la carte des territoires présomptifs a laquelle nous nous référons pour le
Pleurodéle 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 especes (Anoures comme
Urodgles). '

Les blastomeéres animaux donnent naissance, dans 86% des cas, 4 des vésicules €pidermiques
dépourvues de dérivés mésodermiques, ils évoluent donc conformément a 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 mésodermiques a été
incorporée dans les blastoméres animaux par suite du léger décalage vers 'équateur du plan de
segmentation latitudinal. Ces résultats sont comparables a ceux décrits dés 1925 par Ruud chez
Triturus taeniatus et par Vintemberger en 1935 chez Rana fusca. Grunz (1977) obtient des résultats
similaires chez Triturus alpestris , il observe cependant une proportion plus importante de cas avec
différenciations neurales ou mésodermiques (30%). Les 4 blastomeéres végétatifs fournissent en
quantité variable les principaux dérivés mésodermiques qui s'organisent selon un axe dorso-ventral
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 blastomeres végétatifs explique sans doute cette anomalie. Les résultats des expériences
2 et 3 confirment notre hypothese, dans l'expérience 3 ou seuls les blastoméres 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 1'expérience 6. Au
contraire, dans l'expérience 2, les 2 blastomeéres animaux restent accolés aux 2 blastomeéres
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 phénoméne
analogue chez le Triton alpestre, les 4 blastomeéres végétatifs produisent des différenciations
chordales dans 85% des cas, mais 54% seulement des explants possédent une moelle épinigre. Les
structures encéphaliques sont plus rares (19% des cas).

Ces résultats suggérent a 'auteur que la réalisation d'un embryon presque complet dépend de la
quantité d'ectoderme présomptif disponible. Il tire la conclusion que les blastomeres végétatifs
comme les blastomeres animaux sont déterminés a ce stade, mais il n'exclue pas la possibilité d'une
régulation partielle, I'auteur fait référence aux travaux de Holtfreter (1936) et Holtfreter H.B.
(1965) selon lesquels la lévre 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 a ce stade du développement, selon Vintemberger (1934) les macromeres 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
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au niveau des micromeres. Les résultats que nous avons obtenus chez le Pleurodéle plaident plutot
en faveur d'une détermination précoce des différents blastomeres. Lorsqu'ils sont séparés et
cultivés isolément, ils n'expriment généralement que leurs potentialités. Les blastomeres végétatifs
dorsaux fournissent principalement des dérivés mésodermiques axiaux (chorde) ou dorsaux
(myotomes) alors que les blastomeres végétatifs ventraux donnent naissance a des dérivés
mésodermiques ventraux (mésenchyme et mésothélium) associé€s 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 mémes proportions puisque les dérivés mésodermiques
associés a 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 blastomeéres végétatifs
ventraux et les blastomeéres voisins peuvent influencer leur différenciation.

Ces résultats s'expliquent en partie si on souscrit aux conclusions émises 2 1a fin du chapitre IL. 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 'endoderme. Dans I'expérience 4,
ou les blastoméres animaux sont conservés, les c.g.p. sont décelées dans 78% des cas, lorsqu'on
enleéve ces blastomeéres 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 blastomeéres animaux a pu
etre induite en c.g.p. et en dérivés mésodermiques par l'endoderme ventral localisé dans les 2
blastomeéres végétatifs ventraux. Le méme raisonnement peut &tre tenu pour expliquer la diminution
des fréquences de différenciation des dérivés mésodermiques observés dans l'expérience 6, les
mémes 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 étre 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, a la suite
d'expériences de recombinaisons entre I'ectoderme et 'endoderme que la formation du mésoderme
€tait proportionnelle 3 la quantité d'ectoderme disponible. Par contre, la disparition presque
compléte des c.g.p. dans l'expérience 6 ne peut étre attribuée au seul manque d'ectoderme
utilisable, les résultats rapportés dans le chapitre II suggérent par contre qué le chordo-mésoderme
pourrait jouer un rdle inhibiteur dans la différenciation des c.g.p. On peut penser que dans cette
expérience, le chordo-mésoderme formé par I'endoderme dorsal exerce une action inhibitrice sur la
différenciation des c.g.p. normalement induites par 'endoderme ventral. Cette activité inhibitrice ne
semble pas étre 1'apanage du seul chordo-mésoderme présomptif ; en effet, Sutasurya et
Nieuwkoop (1974) estiment que c'est I'ensemble des structures dorsales induites par l'endoderme
qui pourrait manifester cette action.
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DISCUSSION GENERALE

Les résultats que nous venons d'exposer démontrent que chez le Pleurodele, les c.g.p. sont
localisées précocement dans le feuillet mésodermique. Une étude expérimentale des conditions de
détermination et de différenciation de ces cellules nous a permis de préciser le role et l'importance
de la stimulation endoblastique. Une hypothése relative au mode de transmission du signal
inducteur émis par l'endoderme est proposée, les recombinaisons temporaires effectuées entre
l'ectoderme et 1'endoderme ainsi que les cultures transfiltre réalisées plaident en faveur d'une
transmission par contact direct de cellule a cellule entre les 2 feuillets réactifs. Nous discuterons
successivement les conclusions majeures de notre travail.

- Localisation précoce des c.g.p.

Chez le Pleurodéle, les c.g.p. ne peuvent étre identifiées avec certitude qu'au stade 33, c'est-a-dire . .
a un stade avancé du développement. Seules des méthodes expérimentales permettent de les mettre
en ¢vidence avant leur mise en place dans les crétes 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 mésodermiques ventraux
(mésenchyme et mésothélium). La fréquence d'apparition des c.g.p., faible au stade 5 (10% des
cas) reste peu €levée au stade 6 (25% des cas). La Z.M.V. isolée, située dans la zone de contact
entre les blastomeres animaux et végétatifs, correspond au futur mésoderme ventro-latéral. 1 n'est
pas exclu qu'une partie des blastomeres isolés contiennent de I'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 2 1a ‘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
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blastocoele de jeunes gastrulas des fragments de ce méme mésoderme latéral présomptif isolé au
stade 8a, on constate que des c.g.p. se différencient & partir des territoires prélevés (Maufroid et
Capuron, 1973). Nous pensons que le contact qui s'établit entre le fragment de mésoderme latéral
et 'endoderme ventral de la gastrula hdte favorise la différenciation des c.g.p. Cette expérience fait
ressortir le réle décisif que joue vraisemblablement I'endoderme dans l'acquisition de leur
détermination définitive. Dés I'apparition de I'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 ave¢ l'endoderme ventral. Les greffes de
territoire mésodermique en position dorsale ou ventrale de bourgeons caudaux confortent cette
thése. Le mésoderme ventro-latéral de jeune gastrula (st. 8a) greffé sur le ventre d'un bourgeon
caudal différencie des cellules germinales dans la presque totalité des cas. Par contre, en position
dorsale, 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 2 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 a divers stades de la segmentation chez Triturus pyrrhogaster. Ces auteurs ont
montré que les capacités de différenciation du mésoderme apparaissaient au stade morula dgée 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 hypotheses sont communément retenues :

- dans la premiere, les c.g.p. naissent & partir d'éléments prédéterminés au sein du

mésoderme ventro-caudal

- dans la seconde, les c.g.p. se forment épigénétiquement 2 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 3 la formation du
mésoderme. Nos expériences ont montré que chez le Pleurodéle, la différenciation du mésoderme et
des c.g.p. résulte d'une interaction entre l'endoderme et l'ectoderme (Maufroid et Capuron, 1977).
Ceci confirme les résultats obtenus précédemment. Ogi (1967, 1969) obtient la différénciation de
structures mésodermiques en associant des micromeres et des macromeéres d'embryons de Triton
prélevés aux stades de la morula et de la blastula. Nieuwkoop (1969) réalise des recombinaisons a
partir de blastulas moyennes et dgées d'Axolotl, les structures mésodermiques qui se forment
dérivent exclusivement du pdle animal soumis & l'influence inductrice du pdle végétatif
endodermique. L'origine purement ectodermique des structures induites est attestée par les résultats
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des recombinaisons xénoplastiques et par l'utilisation du marquage radioactif (Nieuwkoop et
Ubbels, 1972). Cette capacité de l'endoderme 2 induire des dérivés mésodermiques est générale,
Nakamura et al (1971), Sudarwati et Nieuwkoop (1971) I'ont démontrée chez le Xénope. La
présence de c.g.p. parmi les structures mésodermiques induites aménent Nieuwkoop'a considérer
que chez les Urodéles, les c.g.p. ont une origine épigénétique et qu'elles se forment a partir
d'éléments somatiques totipotents de I'hémispheére animal. Les c.g.p. peuvent €tre induites dans
toute la calotte ectodermique de la blastula (Sutasurya et Nieuwkoop, 1974).

Nous avons montré que chez le Pleurodele, la capacité inductrice de I'endoderme est régionalisée et
qu'elle varie dans le temps. Présente dés le stade 6 (blastula moyenne) 1'aptitude a induire des
c.g.p. augmente en fin de segmentation pour atteindre sa valeur maximale au début de la
gastrulation (st. 8a). Elle décroit ensuite rapidement pour s'annuler en début de neurulation (st.
13/14). Chez I'Axolotl, Boterenbrood et Nieuwkoop (1973) n'ont étudi€ I'évolution de la capacité
inductrice de I'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 agée) au niveau dorsal et se poursuit en direction ventrale qu'il n'atteint qu'au stade 10~
(treés jeune gastrula).

Des travaux réalisés chez I'Axolotl comme chez le Pleurodéle, on peut déduire que la différenciation
du mésoderme aboutit & 2 types de structures :

- un type dorsal caractérisé par la formation de chorde, entourée de 2 rangées de myotomes
bien organisés et par I'absence de cellules sanguines.

- un type ventral caractérisé par l'absence de chorde et par I'apparition en grand nombre des

C.g.p.. o
Les tubules néphrétiques se forment dans les 2 types. Il faut souligner que dans les recombinaisons
réalisées avec l'endoderme dorsal chez I'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 Pleurodele, I'endoderme dorsal n'induit des c.g.p. que
de manie¢re exceptionnelle.
Sutasurya et Nieuwkoop (1974), étudiant la capacité de I'hémisphére animal a former du
mésoderme et des c.g.p., ont montré que les c.g.p. péuvent se former a partir de n'importe quelle
région de I'hémisphére animal ectodermique de la blastula, la compétence de I'ectoderme croissant
du pdle animal vers 1'équateur. La zone marginale posséde 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 a la zone marginale ventro-latérale par suite de I'influence inhibitrice exercée par
le chordo-mésoderme au niveau dorsal.
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Nous avons fourni un argument supplémentaire en faveur de l'origine ectodermique des c.g.p. en
réalisant des associations temporaires entre 1'ectoderme et I'endoderme ventral ; aprés un contact
d'une durée suffisante, 'extirpation de I'endoderme n'a pu empécher I'apparition de c.g.p. dont
l'origine ne peut donc étre qu'ectodermique. Nous avons par 12 méme, déterminé la durée minimale
de contact entre les 2 feuillets (8 h & 16 h) nécessaire pour que s'effectue l'induction. Ces
conclusions confirment celles émises par Kotani (1957, 1958) et par Kocher-Becker et Tiedemann
(1971) qui dans leurs expériences chez Triturus pyrrhogaster ont établi une origine ectodermique
des c.g.p..

L'ensemble de ces résultats suggerent que chez les Urodeles, les c.g.p. proviennent de cellules
ectodermiques totipotentes. Ces cellules se différencient en c.g.p. dans les zones latérales et
ventrales de I'hémisphére animal sous I'influence inductrice exercée par les cellules vitellines
ventrales. Dans nos expériences d'association temporaire entre 1'ectoderme et l'endoderme, les
C.g.p. n'apparaissent jamais isolément, elles sont toujours associées a 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 ou si elles se différencient a partir de cellules déja
déterminées comme mésodermiques. On peut envisager 3 éventualités (Dixon, 1981) : les
différences entre les cellules mésodermiques et les c.g.p. sont préexistantes (1), elles recoivent des
signaux inducteurs différents (2) ou elles s'autodifférencient (3). La premiére hypothése est peu
vraisemblable puisque Sutasurya et Nieuwkoop (1974) ont démontré que toutes les cellules de
I'hémisphére animal étaient capables de former des c.g.p. Dans la seconde hypothése, comme
toutes les cellules induites par l'endoderme ventral regoivent la méme information, il faudrait
admetire que les signaux regus par les cellules souches des c.g.p. et des cellules mésodermiques
différent quantitativement et non qualitativement. Signalons que Yamada (1950) et Forman et Slack
(1980) suggerent des mécanismes du méme type pour expliquer la formation de certains dérivés
mésodermiques. Nieuwkoop et Sutasurya (1979) ont émis une troisi¢me hypotheése selon laquelle
les c.g.p. constituent l'un des éléments d'autodifférenciation du mésoderme ventro-latéral, encore
faudrait-il définir le sens du terme "autodifférenciation".

En dépit des nombreuses preuves expérimentzﬂes accumulées en faveur de l'origine épigénétique
des c.g.p., Michael (1984) ne rejette pas I'éventualité de l'existence d'éléments prédéterminés au
sein de I'hémisphére animal. Il conclue de ses résultats que la capacité a induire des c.g.p. n'est pas
répandue dans toute la calotte animale mais qu'elle est restreinte a la seule zone périphérique. Ces
résultats sont en contradiction avec ceux obtenus par Sutasurya et Nieuwkoop (1974) chez
I'Axolotl. Ceci nous amene a envisager l'existence d'un déterminant germinal. Williams et Smith
(1971) sont les seuls a avoir décrit des granules germinaux au niveau de la zone marginale de I'oeuf
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fécondé indivis d'Axolotl. Cette observation n'a jamais été confirmée ni étendue aux autres
Urodeles. Des études ultrastructurales réalisées chez Triturus pyrrhogaster par Hamasima et Kotani
(1977) et chez Ambystoma mexicanum par Ikenishi et Nieuwkoop (1978) n'ont révél€ la présence
de structures particuliéres ("nuage matérial") qu'aux stades larvaires. La présence des c.g.p. au sein
du mésoderme latéral dés le stade jeune gastrula étant démontrée, on pouvait s'interroger sur
'existence de déterminants germinaux au sein de certaines cellules de ce territoire. Smith, Michael
et Williams (1983) ont donc examiné cette région au microscope électronique. IIs ont recherché des
cellules qui posséderaient de nombreuses mitochondries et une morphologie nucléaire spéciale,
caractéristiques des c.g.p.. Si certaines structures particuliéres assimilables a des corps denses ont
été repérées, rien ne permet d'affirmer qu'elles soient issues des granules germinaux décrits chez
I'oeuf insegmenté.

En conclusion, il n'existe pas de preuve a I'heure actuelle de 1'existence de déterminants germinaux
responsables de la différenciation des c.g.p. chez les Urodeles. Au contraire, nos résultats
expérimentaux ainsi que ceux publiés par Nieuwkoop et al confortent la thése d'une origine
épigénétique des c.g.p. chez les Urodéles.

- Transmission du signal inducteur

Les résultats des cultures transfiltre que nous avons réalisées chez le Pleurodéle plaident en
faveur d'une transmission par contact direct de cellule i cellule du signal inducteur. Les conditions
expérimentales permettent la diffusion d'éventuelles substances inductrices mais I'association
ecto-endodermique dans ces conditions n'a jamais conduit A 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 a 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 mésodermiques dans l'ectoderme de Cynops pyrrhogaster par un
inducteur hétérogene, la vessie natatbire de Carpe. La diversité des especes 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 a 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 'ectoderme de Xénope,
ce facteur induit une grande variété de tissus mésodermiques (Asashima et Grunz, 1983 ; Grunz,
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1983). Un traitement bref a faible concentration induit préférentiellement des cellules sanguines
alors qu'un traitement long a forte concentration favorise la différenciation de chorde et de
myotomes (Grunz, 1983). Ces résultats suggeérent 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. Il
faudrait vérifier '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 a 1'issue de leurs cultures transfiltre. Tout récemment,
Smith (1987) a éntrepris 1'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 a 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
I'embryon normal. On peut douter de leur existence tant que des molécules actives n'auront pas été
isolées. La connaissance des mécanismes impliqués dans I'induction des c.g.p. et du mésoderme
reste incomplete. En dépit de nombreux travaux réalisés et que 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 transmission 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 A 'ectoderme cible ; ce qui pose
le probléme du choix de la technique biochimique a mettre en ocuvre, en effet, les embryons de
Pleurodele sont petits et les substances actives sont sans doute présentes & trés faible concentration.
A cet égard, le travail engagé par Smith (1987) parait €tre plus prometteur.

Le mode de transmission doit étre précisé et en particulier la nécéssité de contacts intercellulaires,
nos expériences en ce domaine ne pouvant étre considérées comme définitives.

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.
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Migration of the Primordial Germ Cells in Urodele Amphibian
Pleurodeles waltlis Michah

Summary. Unilateral removal of ectoderm and subjacent mesoderm practised on Pleuro-
deles waltlii, at different stages of the neurula and tailbud embryo, causes a more or less
important reduction of larval gonocytes on the operated side. It has thus been possible to
locate the germ cells at 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-
nepkric 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 cells are located
in the mesoderm and that their removal cannot be compensated by presumptive somatic
cells.

Résumé. Des ablations unilatérales d’ectoderme et de mésoderme sous-jacent, faites 3
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 du c6té opéré. Il a été ainsi
possible de localiser au stade de.la jeune 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 I'uretére primaire. L’absence ou la réduction du nombre des gonocytes a
la suite de I'excision d’un territoire ecto-mésodermique donne & penser que les cellules germi-
nales sont localisées dans le mésoderme et que leur ablation ne peut étre compensée par les
cellules somatiques présomptives.

Introduetion

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 crétes génitales, ce qui
correspond 4 un stade relativement avancé du développement.

Chez les Anoures, qui ont fait ’objet de la plupart des recherches en ce domaine,
Porigine et la migration des c.g.p. sont clairement établies. Chez les Urodéles, ou
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-
bystoma mexicanum, que les c.g.p. sont d’origine mésodermique et qu’elles se
forment 2 partir du territoire présomptif des lames latérales. Ces résultats ont
été confirmés par Smith (1964) chez Ambystoma mexicanum grace & des échanges
au stade gastrula de mésoderme latéral présomptif entre les génotypes noir et
blanc. Ce marquage génétique permettait en outre & Smith de démontrer que les
c.g.p. étaient les cellules meéres des futurs gamétes. Sur ce dernier point, 'unani-
mité n’est pas réalisée et plusieurs auteurs estiment que les c.g.p. ont une différen-
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ciation épigénétique & partir des tissus somatiques. Selon Asayama (1950, 1961),
chez Triturus pyrrhogaster, ces cellules pourraient se former & partir du méso-
derme latéral & un stade aussi avaneé que celui du bourgeon caudal. Pour Ama-
numa (1957), Pablation du mésoderme intermédiaire présomptif de la gastrula
et de la neurula de 7. pyrrhogaster et Hynobius nebulosus 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 & des stades précis des ablations
localisées.

Matériel et techniques

Nous avouns utilisé des embryons de Pleurodeles waltlii. Les stades sont déterminés selon
la table chronologique du diveloppement 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 I'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
réalisés selon les stades, ils sont représentés schématiquement sur la fig. 1.

Stade neurula:

ablation ventrale postérieure: type A.

Stades du bourgeon caudal:

ablation ventrale: type B;

ablation latéro-ventrale: type C;

ablation latérale: type D;

ablation de P'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% chez les neurulas. D’une maniére générale et pour 'ensemble de nos opérations,
seuls les animaux ol la régulation des territoires enlevés s’est déroulée normalement ont été
élevés et pris en considération. L’examen histologique est effectué selon les méthodes clas-
siques; peu avant la prise de nourriture, les animaux sont fixés au Bouin-Hollande sans acide
acétique. Aprés inclusion a la paraffine ils sont débités en coupes transversales de 7 w. Celles-
ci sont colorées & I’hémalun éosine ou au picro-indige-carmin.

Appréciation des résultats. Le nombre de gonocytes est évalué dans les crétes génitales
droite et gauche. Seul le coté droit étant affecté par l'intervention, le c¢dté gauche peut étre
considéré comme élément de comparaison. Dans chaque série opératoire on établit ainsi la
différence d entre les moyennes des nombres de gonocytes du cdté opéré (m,) et du cOté
témoin (m,). Pour apprécier sa signification, on calcule I'écart standard de la différence Sd

d’apreés la formule -
8d =]/ o't ot
n—1

ou 0, et o, Teprésentent les écarts types de chaque échantillon et n le nombre d’individus
opérés. Comme ce nombre est inférieur a 30, la distribution de ’écart réduit ¢ =d/Sd suit la
loi de Student. Pour étre considérée comme significative au seuil de probabilité de 95%, la
différence d devra étre supérieure d f 4. Sd, la valeur de {; 45 étant fourni par la table de
Student. Cette méthode de calcul est inspirée de Geller (1967).

Résultats

Chez le Pleurodéle, Houillon (1956) a établi que les gonocytes sont identi-
fiables de maniére certaine, griace & des critéres histologiques, vers le 12éme jour
du développement, ce qui correspond au stade 33. En outre, le stock de cellules
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E F G
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.
F et G Ablation d’ecto-mésoderme intermédiaire postérieur. B—G Au stade
bourgeon caudal

germinales présent & ce stade reste constant chez un individu donné jusqu’a U'age
de 4 semaines, moment ot 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 entrainer
un déficit du nombre de gonocytes du cdté correspondant, sous réserve que la
numération soit faite avant 'dge 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 aprés la
ponte et ceci pour 2 raisons:

un critére morphologique: 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 critére histologique: & ce stade, le vitellus est presque complétement résorbé
et seuls les gonocytes primordiaux possédent encore de volumineux granules
vitellins. ‘

Pour analyser et discuter nos résultats expérimentaux, il était nécessaire de
connaitre au préalable la répartition des gonocytes entre les crétes génitales droite
et gauche des individus normaux.

1. Etude des animauzx 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 caractére embryon-
naire de ces cellules, leur noyau plurilobé présente 1 ou 2 nucléoles. Les c.g.p.
sont disposées en ilots d’autant plus volumineux que I’on se rapproche du cloaque.
Le tableau 1 rend compte de la répartition des gonoeytes entre les crétes génitales
droite et gauche.

B. Discussion

L’évaluation exacte du nombre de c.g.p. n’est pas toujours aisée, surtout dans
certains ilots trés denses; 'approximation peut étre évaluée & 10%. Le nombre
moyen de 48 gonocytes observé au niveau de chaque créte 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 - NP total enregistré
Coté droit Coté gauche

Ti1 75 75 150 0

T2 72 57 129 15
T3 49 - - - 39 ‘ 108 10
T4 42 48 90 6
T6 49 49 98 0
T7 .58 46 104 12
T8 48 45 93 3
T9 28 17 45 11
T 10 27 36 63 9
T 12 64 47 111 17
T13 42 48 90 6
T 14 64 64 128 0
T15 49 57 106 8
T 16 55 58 113 3
T 17 42 60 102 18
T 18 10 22 32 12
T 19 69 64 133 5
T 20 69 80 149 11
T 21 40 26 66 14
T 22 18 33 51 15
T 23 34 26 60 8
T 24 52 44 96 8

Moyenne 48 48 96
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Tableau 2. Résultats et signification des expériences d’ablation réalisées aux stades neurula
et bourgeon caudal

Numéro Stade Type  Nombre Nombre moyen. Diffé- Ecart Signifi-
de d’opéra- d’opéra- de gonocytes rence standard catif: +
Vexpé- tion tions ———  d=my—m, dela Non signifi-
rience Cote  Coté différence catif: —
gauche droit ¢ -Sd
- m, 0.05

1 15 A 26 42 12 30 7 +

2 17 A 10 33 23 10 9,4 +

3 19/20 A 11 31 14 17 6,8 =+

4 21 . B 14 32 18 14 8,6 +

5 21 D 10 34 31 3 11,9 -

6 22 B 14 51 50 1 18,8 —

7 22 C 8 41 37 4 14,1 -

8 22 D 15 37 10 27 7,5 +

9 22 F 16 31 13 18 8,7 +
10 22 G 22 32 25 7 6 +
11 23 C 12 40 43 3 21,7 —
12 23 D 11 36 28 8 9,7 —
13 24 C 11 44 43 1 15,1 —
14 24 D 9 48 43 5 15,1 —
15 23et24 E 21 39 8 31 6 +
16 25 C 10 40 41 1 15,7 —
17 25 D 13 35 42 7 21,6 —
18 27 D 10 51 48 3 17,8 —

importants d'un individu a Pautre, les valeurs extrémes étant de 32 et 150. Ces
cas restent exceptionnels et la moyenne est voisine de 100. Ajoutons enfin que
dans la majorité des cas les c6tés droit et gauche sont colonisés par un nombre
de cellules germinales pratiquement identique: chez 17 individus sur 22 Pécart
enregistré est égal ou inférieur & 12.

Cette premiere analyse aboutit & la conclusion que les gonocytes sont en
nombre voisin dans les crétes génitales droite et gauche mais ce nombre varie
d’une larve a l'autre.

I1. Eitude expérimentale. L’ analyse quantitative des résultats est consignée
dans le tableau 2

A. Ablations pendant la neurulation
La neurulation s’étend de la 56éme heure aprés la ponte jusqu’a la fermeture
compléte du tube neural qui s’effectue vers la 80éme 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 Uembryon est 4gé de 69 heures, la plague neurale reste largement
étalée au niveau céphalique. Au cours de 'opération on distingue nettement le
feuillet mésodermique; celui-ci, dont Pinvagination 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'élévent 4 42 du c6té témoin et 12 du cdté opéré. La différence d est trés supérieure
a I’écart standard de la différence (expérience 1 du tableau 2). Chez 3 individus,
la créte génitale droite est totalement dépourvue de cellules germinales. Dans les
cas olt 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 ilot situé en
position trés 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 ’hypertrophie, le dédoublement et le déplace-
ment de 'uretére primaire. Il s’est donc avéré nécessaire de conserver la zone
voisine du blastopore, ce qui a di provoquer le maintien de certaines cellules
germinales présentes & ce niveau et retrouvées ultérieurement & proximité du
cloaque.

2. Neurula moyenne (st. 17)

A ce stade 'embryon est 4gé 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 créte génitale droite stérile. Le déficit ren-
contré chez les autres animaux semble d’autant plus faible que la moyenne en-
registrée du c6té témoin est exceptionnellement basse. Il est néanmoins significatif
comme le montrent les résultats numériques obtenus (expérience 2 du tableau 2).

3. Neurula dgée (st. 19—20)

L’accolement des bourrelets neuraux s’est réalisé dans la région céphalique
mais leur soudure est incompléte. Ce stade est atteint vers la 75éme heure aprés
la ponte. Le tableau 2 (expérience 3) fait apparaitre des moyennes de 31 et 14;
le déficit voisin de 50% est hautement significatif.

En conclusion, il apparait que 'ablation d’un territoire ecto-mésodermique
ventro-latéral aux stades 15, 17 et 19-—20 entraine un déficit significatif des
gonocytes. On peut donc assurer que la majeure partie des c.g.p. se situent au
voisinage du blastopore des la fin de la gastrulation.

B. Ablations aux stades du bourgeon caudal

Cette période débute avec la fermeture compléte du tube neural et s’achéve
4 I’éclosion, soit 12 jours environ aprés 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
crétes génitales. Les interventions ont donc été réalisées en divers endroits sur
des stades de plus en plus agés.

1. Trés jeune bourgeon caudal (st. 21)

Ablation ventrale (type B). Le caleul statistique donne pour ¢ - Sd une valeur
de 8,6. La différence (d =14) entre les 2 moyennes traduit V'efficacité réelle de
Vintervention (expérience 4).

Les résultats obtenus sont analogues & 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 méme 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 cotés droit et gauche sont done trés voisines
(34 et 31), leur différence est inférieure a l’écart standard qui s’éléve & 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
apparaitre une différence dépourvue de toute signification.

Ablation latérale (type D). Le déficit qui atteint chacun des 15 animaux opérés
{(d = 27) est trés supérieur & I’écart standard de la différence. 3 individus présentent
une créte génitale droite stérile. Dans la plupart des autres cas les gonocytes
sont groupés en un seul ilot. Des précisions complémentaires pouvaient étre
apportées en restreignant les territoires excisés & la région postérieure de 'em-
bryon. Les ablations de types F et G ont été réalisées dans cette perspective.

Ablation d’ecto-mésoderme intermédiaire (type F). Nous observons du coté
opéré un déficit appréciable et hautement significatif (d= 18, { . Sd =8,7). Sur
16 individus, seuls 3 présentent un nombre relativement important de gonocytes
du cbté droit. Dans tous les autres cas, l'opération a entrainé une réduction
sensible du nombre de cellulesgerminales.

Ablation d’ecto-mésoderme intermédiaire (type G). L’excision trés localisée s’ap-
proche le plus possible du blastopore. Ce type d’opération entraine encore un
déficit certain du coté 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 affectée par
Pintervention, on peut supposer qu’elle a déja migré en direction dorsale.

3. Bourgeon caudal moyen (st. 23 et 24)

Les opérations de type C et D n’ont apporté aucun résultat significatif (ex-
périences 11, 12, 13 et 14 du tableau 2).

Ablation de Pecto-mésoderme intermédiaire (type E). Le territoire excisé, limité
dorsalement par la base des somites, s’étend du 7éme somite aux abords du
blastopore (expérience 15). 20 larves sur 21 opérées présentent une réduction im-
portante de leur stock de c.g.p. du c6té opéré allant jusqu’a la stérilité compléte
dans 3 cas. L'uretére primaire droit fait défaut depuis le niveau antérieur de
I'intervention jusqu’au cloaque, il subsiste néanmoins dans certaines expériences
oit 'ablation a été incompléte. Le plus souvent les gonocytes rencontrés occupent
la base des somites, & I'emplacement normal de 'uretére primaire. On peut assurer
qu’aux stades 23 et 24 les c.g.p. se situent dans le mésoderme intermédiaire, en
position superficielle, le long de 'uretére primaire.

4. Bourgeon caudal dgé (st. 25, 26 et 27)

Les opérations réalisées sur le bourgeon caudal 4gé confirme Uexpérience pré-
cédente. Les ablations ventrale et ventro-latérale sont sans effet sur le stock de
gonocytes (expériences 16, 17, 18). A titre de contrdle nous avons vérifié Ieffi-
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cacité de I’ablation de I'ecto-mésoderme intermédiaire au stade 26: & la suite de
3 expériences de ce type nous n’avons retrouvé respectivement que 3, 1 et 5
cellules du c6té droit.

Discussion

Les numérations effectuées chez les larves témoins non opérées (tableau 1)
mettent en évidence une trés grande fluctuation du nombre de gonocytes entre
individus d’'un méme 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 crétes génitales droites et gauches sont identiques (48). Ceci nous a incité a
réaliser un nombre relativement élevé d’opérations de chaque type et 4 en ap-
précier la signification & 'aide de calculs statistiques.

A des stades caractéristiques, des ablations localisées d’ecto- mesoderme en-
trainent ’absence ou la réduction des gonocytes du cété opéré. Nous confirmons
ainsi les résultats antérieurs de 'un de nous (Capuron, 1968) selon lesquels les
¢.g.p- du Pleurodéle ne peuvent dériver secondairement de cellules somatiques
présomptives et sont ainsi dépourvues de toute capacité de régulation. Smith
(1964) est parvenu a la méme conclusion chez Ambystoma mexicanum. Asayama
(1950, 1961) et Amanuma (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 compléte de la créte génitale correspondant au coté opéré est exceptionelle,
le plus souvent un méme type d’ablation se traduit par un déficit plus ou moins
important. Aprés ablation ventrale de type A 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 Amanuma (1957), l'opération identique faite chez
Hynobius est sans effet sur le nombre de gonocytes; mais il est clair qu'un éventuel
déficit ne peut plus étre apprécié aprés le début de leur multiplication.

Le tableau 3 récapitule le cheminement des cellules germinales du Pleurodéle
au cours de la neurulation et de 'organogenése. Au stade de la jeune neurula
(st. 15), elles sont localisées au voisinage du blastopore en position ventrale et
latérale par rapport & ce dernier. Une telle situation a été mise en évidence chez
Ambystoma mexicanum (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 I'uretére pri-
maire. Une marque colorée posée au niveau du mésoderme latéral présomptif
d’une gastrula ou d’une jeune neurula suit exactement le méme trajet. Cette phase
du déplacement peut étre considérée comme uniquement passive et s’inscrirait
ainsi dans I’ensemble des mouvements de convergence du mésoderme. Des les
stades 25 et 26, les cellules, qui jusqu’a présent étaient restées superficielles, se
déplacent vers 'axe de 'embryon en compagnie de I'uretére primaire. Leur éli-
mination compléte reste possible & condition de gratter le mésoderme inter-
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Tableau 3. Localisation des c.g.p. du stade 15 au stade 27. 4+ 4 =important; + +=moyen;
+ =faible; O=nul. La représentation schématique de cette localisation (mmms)fait apparaitre
le passage de ces cellules du mésoderme ventral au mésoderme intermédiaire au stade 22

Neurula Bourgeon caudal
st. 16 st. 17 st.19-20| st 2t st.22 st 23-24 [st2526et27

Mésoderme - . - e 0
ventral

Mésoderme 0 ) 0

latéro-ventral

Mésoderme 0 oo 0 0
latérai \

Mésoderme . [
intermédiaire

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 recu 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 aprés des ablations estimées ef-
ficaces peut étre imputée aux imprécisions de la technique opératoire et & 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 a 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 Urodéle). Note (*) de MM. Jean-Pierre Maufroid
et Alfred Capuron, présentée par M. Louis Gallien.

Des gonocytes se sont différenciés 4 partir de territoires prélevés au niveau de'la zone marginale
ventrale et ventro-latérale de la jeune gastrula et implantés isolément dans le blastocéle d’une gastrula
héte. Dés le stade ou apparait I’encoche blastoporale, les cellules germinales du Pleurodéle 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 Pleurodéle étaient capables de se différencier a partir de
certains tissus isolés et mis en culture au stade du bourgeon caudal. La méme tech-
nique a permis de localiser avec précision ces cellules au cours de la neurulation
et des premiers stades de ’organogenése (non publié). Par contre elle s’est révélée
inefficace & des stades plus précoces : & quelques exceptions pres, des gonocytes

‘n’ont pu étre décelés dans des cultures in vitro de territoires de gastrula. Il nous a
semblé que 'implantation de ces territoires dans le blastocele d’une gastrula fourni-
rait des conditions plus favorables a leur différenciation et 4 la mise en évidence
d’éventuelles cellules germinales. Nos recherches antérieures laissent supposer que
chez le Pleurodéle (), comme chez Triturus alpestris, T. cristatus (°) et Ambystoma
mexicanum (*), ces cellules sont situées précocement dans le feuillet mésodermique,
c’est donc ce dernier qui a fait I'objet des recherches dont les résultats sont rapportés
dans le présent travail.

TECHNIQUE OPERATOIRE. -—— La zone marginale ventrale et ventro-latérale d’une
gastrula, prélevée aux stades 8 ¢, 9 et 10 de la table de développement de Gallien et
Durocher (*), est découpée en 4 secteurs conformément 4 la figure. Chaque fragment
ainsi délimité est introduit dans le blastocéle d’une jeune gastrula. Les individus
hétes sont ensuite élevés séparément dans la solution de Steinberg additionnée de
pénicilline jusqu’au stade 38 ou 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.

St.8a St.10

Représentation des différents secteurs (q, b, ¢ et d) prélevés au niveau de la zone marginale ventrale
et ventrolatérale et implantés dans le blastoctle d’une gastrula. 3k localisation des c. g. p. de I'hote
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RESULTATS. — Le fragment implanté se localise généralement dans la région
moyenne du tronc des hétes qui réagissent en formant des excroissances pius ou
moins ventrales, parfois spectaculaires. A leur niveau, les lames latérales présentent
diverses anomalies : dédoublement (pl., fig. 1), épaississement, formation d’un mésen-
tere ventral (pl., fig. 4). Fréquemment le tissu mésodermique implanté se différencie
en cellules mésenchymateuses, en ilot sanguin (pl., fig. 5) et provoque une digitation
de Pintestin (pl., fig. 5) qui peut entrer en contact avec ’épiderme et s’ouvrir a I'exté-
rieur. Enfin au sein de ces structures, se situent presque constamment les éléments
recherchés, c’est-a-dire des gonocytes. IIs forment le plus souvent un amas unique,
d’importance variable, localisé dans I’un des trois sites suivants :

— la splanchnopleure, contre l'intestin (pl., fig. 1 et 2),
— un mésentere ventral résultant de la fusion des deux lames latérales (pl.,

fig. 4,

— plus rarement, la somatopleure, sous l’épidermé (pl, fig. 3).

En résumé, ces gonocytes constituent un massif toujours entouré par une lame
latérale, faisant plus ou moins saillie dans le ccelome comme les crétes 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 dés ’apparition
de I’encoche blastoporale. (st. 8 ). L’origine mésodermique de ces cellules, mise
en évidence par Nieuwkoop chez 2 espéces de Triturus (°) et Smith chez I’axolotl (%),
est ainsi étendue au Pleurodéle ; il est logique de penser que cette origine est commune
aux Urodeles.

L’examen du tableau révele que dans ’ensemble des territoires provenant d’une
méme gastrula il n’existe pas de secteur privilégié : les c. g. p. sont dispersées dans
tout le mésoderme latéral ; Smith a fait la méme constatation chez I’axolotl (*).
Dans la plupart des cas ou les 4 secteurs d’un méme donneur ont pu étre transplantés
et analysés, on observe méme une répartition disproportionnée entre les moitiés

EXPLICATION DE LA PLANCHE

Réactions obtenues a 1’état larvaire aprés implantation
dans le blastocéle de gastrula d’un fragment de mésoderme latéral présomptif

Fig. 1 et 2. — Ilot gonocytairs (g) important dans la paroi péritonéale ventrale du tube digestif (Td), faisant
saillie dans la cavité ceelomique (c).

Fig. 3. — Gonocytes situés dans la somatopleure en I'absence de toute réaction visible extérieurement.

Fig. 4. — Présence d’un flot gonocytaire au niveau d’un mésentére 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 (Is). ’

e, épiderme ; Up, uretére primaire.
Les figures 2, 4 et 5 sont 4 la méme échelle.
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TABLEAU. — Gonocytes dénombrés chez les larves opérées
Secteurs
implantés
No ¢’opé- e — 1/2 gauche 1/2 droite Secteurs avec
ration a b ¢ d (@a+ b (c+d) Total ilots sanguins
STADE 8 a.
Série 111 :
A ..., 37 17 8 24 54 32 86 ¢
B...... 27 44 —_— — 71 — —
C...... 25 60 21 66 85 87 172
D...... 44 23 — — 67 — — a
E...... 0 61 8 28 .61 36 97 a d
F...... 35 40 40 49 75 89 164 a b d
H...... 13 2 —_ - 15 — — a
Série IV
F...... 5 45 29 19 50 48 98 a b ¢
Série V
A...... 30 18 —_ —_ 48 _— — a b
Série VI
A...... + 53 54 0 — 54 — ¢
E...... 0 20 —_ — 20 - —_ —
STADE 9
Série I
AL, 36 10 6 20 46 26 72
C...... 0 12 24 9 12 33 . 45 a c
D...... 0 45 —_ —_ 45 — — a
E...... 27 48 ¥ 0 75 -~ — a b
F...... 12 20 — —_ 32 —_ —
Série 11 :
C...... — — 2 22 —_ 24 — ¢
Série I11 :
G...... 38 28 —_ — 66 — b
Série V :
B...... —_— — 0 0 — 0 —
Série VI :
B...... 10 68 0 0 78 0 78 a b
C...... 0 40 9 63 40 72 112 c
Série I
B...... 0 17 5 40 17 45 62 c d
StaDE 10.
Série I : -
G...... 34 0 14 18 34 32 66 a b
Série 11
A...... 48 + O 13 — 13 — a c d
F...... ¥ 0o 0 0 — 0 — b ¢
G...... 0 13 15 65 13 80 93 a
H...... 5 38 0 0 43 0 43 a
I ...... 0 + 0 12 — 12 —_
Série V
C...... 0 0 0 0 0 0 0 b
D...... 0 12 60 4 12 64 76 c

— : Opération non réalisée en raison de difficultés techniques ; ¥ : Animaux morts au cours de I’élevage.
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droites et gauches. Aucune convergence de ces cellules vers les secteurs les plus
ventraux (b et ¢) ne se manifeste entre le début et la fin de la gastrulation (st. 8 ¢ a 10).
Par contre, les nombres totaux de gonocytes obtenus dans les mémes conditions sont
sensiblement identiques a ceux enregistrés dans les crétes génitales de larves témoins (2).

Les cellules germinales surnuméraires des larves opérées se localisent toujours
au sein des structures issues des lames latérales sous la forme d’ilot bien individualisé ;
leur association constante avec la somatopleure ou la splanchnopleure est conforme
a la nature présomptive du territoire dont elles dérivent. Ceci montre que les c. g. p.
présentes dans un secteur se différencient sur le lieu méme de son implantation dans
le blastocele et échappent a toute influence attractive provenant de I’héte. Corréla-
tivement, nous n’avons constaté aucune anomalie dans le nombre et la répartition
des gonocytes au niveau des crétes génitales normales des larves opérées. Il ne se
manifeste donc aucune interaction entre les c. g. p. apportées expérimentalement
et celles de I’héte, et ceci en dépit de leur proximité au moment de ’opération (fig.).

La méme remarque s’impose au sujet des ilots sanguins qui apparaissent fré-
quemment & partir de l]a méme zone marginale conformément aux expériences de
culture de Holtfreter (°). Les érythrocytes se différencient in situ sans relation appa-
rente avec les cellules de I’angioblastéme 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.

(Y) A. Caruron, Comptes rendus, 274, Série D, 1972, p. 277-279.

(2) J.-P. MaurroiD et A. CAPURON, Wilhelm Roux’ Archiv, 170, 1972, p. 234-243.
(3) P. D. Nieuwxoop, Arch. Neerl. Zool., 8, 1946, p. 1-205.

(9 L. D. SmrtH, 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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Université des Sciences et Techniques,
B. P. n° 36, 59650 Villeneuve-d’ Ascq.
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Fig. AetB:

Fig.C:

Fig. DetE:

PLANCHE I

MISE EN EVIDENCE DES C.G.P. DANS DIVERSES SITUATIONS
NATURELLES OU EXPERIMENTALES.

Les fléches indiquent I'emplacement des c.g.p.

Localisation des c.g.p. dans les crétes génitales d'une larve non opérée fixée
au st. 38.

Les c.g.p. sont situées le long des uretéres 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).

Différenciation de c.g.p. apres culture in vitro d'un fragment

ecto-mésodermique prélevé au stade neurula.

Les c.g.p. sont groupées en lilot au sein du mésenchyme, on remarque la
présence de fines granulations dans le cytoplasme. (C : x 730).

Réactions obtenues i 1'état larvaire aprés implantation dans le blastocoele de
gastrula d'un fragment de mésoderme latéral présomptif.

Les c.g.p. sont localisées dans I'un des 2 sites suivants :

- la splanchnopleure, contre l'intestin (Fig. D : x 210),

- un mésentere ventral résultant de la fusion des 2 lames latérales (Fig. E :

x 100).

¢, coelome ; ch, chorde ; e, épiderme ; my, myotomes ; td, tube digestif.
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PLANCHE II

ETUDE HISTOLOGIQUE DES PRESTATIONS FOURNIES PAR LA CULTURE EN
SANDWICH DE MESODERME LATERAL PRESOMPTIF PRELEVE A DIFFERENTS

Fig. AetB:

Pig. C.D,EetF:

STADES DE LA GASTRULATION.

Aspect général des prestations issues de la culture de mésoderme latéral
isolé au stade 8a ( jeune gastrula).

Les explants se sont différenciés en vésicules limitées par une mince
enveloppe épidermique (e), doublée intérieurement par du mésen-
chyme (m).

Un mésothélium (me) entoure une vaste cavité coelomique. (A et B :

x 81,25).

Aspect des prestations lorsque le mésoderme latéral est découpé au
stade 12 (gastrula agée).

Les vésicules renferment en plus des structures mésodermiques
décrites dans les figures A et B des c.g.p. (fléches). Les cellules se
regroupent en ilots localisés, soit dans une travée mésenchymateuse
(tm), soit contre un tubule néphrétique (tn). (CetE:x81,25;DetF:
x 325).




BU

LILLE



PLANCHE III

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA MISE EN CULTURE EN SANDWICH DE
SECTEURS DE LA ZONE MARGINALE DECOUPES AU STADE BLASTULA

Fig. Aet B :

Fig. A :

Fig. B

MOYENNE (STADE 6).

Aspect morphologique des prestations.

Le secteur issu de la zone marginale dorsale (ZMD) évolue en une
vésicule présentant une symétrie dorso-ventrale trés apparente.
d, face dorsale ; v, face ventrale.

Le secteur issu de la zone marginale ventrale (ZMV) donne naissance a
une vésicule ovoide sans organisation particuliere (A et B : x 15).

Fig. C, D, E et F : Aspect microscopique des prestations.

Fig. C:

Fig.D :

Fig EatF:

Le fragment prélevé au niveau de la ZMYV se différencie en une vésicule
limitée par une enveloppe épidermique (e), tapissée intérieurement par
du mésenchyme (m). Un mésothélium (me) délimite une vaste cavité
centrale. Les c.g.p. (fleche) sont groupées en un seul ilot enveloppé
dans une travée de mésenchyme (C : x 81,25).

Vue de détail de la figure C. La fleche indique 'emplacement des
c.g.p- (D 1 x 325).

Les explants issus de la ZMD posseédent un haut degré d'organisation.
On reconnait les structures dorsales habituelles : tube neural (tn),
chorde (ch) et myotomes (my). On observe parfois des capsules
otiques (co) situées de part et d'autre du tube neural (E et F : x 81,25).






PLANCHE IV

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA MISE EN CULTURE EN SANDWICH DE
SECTEURS DE LA ZONE MARGINALE DECOUPES AU STADE JEUNE
BLASTULA ( STADE 5).
Fig. A et B : Aspect morphologique des prestations .

Fig. A : Prestation issue de la culture d'un fragment de la zone marginale
dorsale (ZMD).

Fig. B : Prestation issue de la culture d'un fragment de la zone marginale
ventrale (ZMV).

Dans les 2 cas on ne remarque pas de différences apparentes dans
l'organisation générale des vésicules obtenues ( A et B : x 15).

Fig. C, D, E et F : Aspect microscopique des prestations.

Fig.C: La vésicule issue de la culture d'un fragment de la ZMV renferme peu
de structures mésodermiques, la présence de plaquettes vitellines
indique une différenciation incompléte. Dans quelques cas des c.g.p.
ont été observées au sein du mésenchyme périphérique (fleche) (C : x

81,25).
Fig.D: Vue de détail de 1'ilot de c.g.p. décrit dans la figure C (D : x 520).
Fig. EetF: Les prestations obtenues apres culture de secteurs dorsaux de la zone

marginale présentent des dérivés mésodermiques plus variés et
abondants. On reconnait une certaine organisation dorso-ventrale dans
'explant : une chorde (ch), un tube neural (tn) et des myotomes (my)
occupent la plus grande partie de la vésicule.m, mésenchyme (E et F :
x 81,25).
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PLANCHE V

ETUDE HISTOLOGIQUE DES PRESTATIONS OBTENUES APRES
RECOMBINAISON DECTODERME PRESOMPTIF (STADE 7) AVEC DE
L'ENDODERME DORSAL OU VENTRAL PRELEVE AU STADE BLASTULA AGEE

(STADE 7). '

Recombinaison ectoderme et endoderme dorsal

Fig. AetB: Aspect général des prestations obtenues. Les vésicules renferment
principalement des dérivés mésodermiques de type dorsal : une chorde
(ch) flanquée de myotomes (my) occupe le niveau dorsal. On remarque
la présence d' un tube neural (tn) et de nombreux tubules néphrétiques
(tn). L'endoderme (en) participe fréquemment 2 la constitution de
I'enveloppe vésiculaire. Cette organisation est comparable a celle que
I'on observe chez un individu normal.
e, épiderme (A et B : x 81,25).

Recombinaison ectoderme et endoderme ventral

Fig. C,D, EetF: Lorsque l'endoderme ventral est associé a l'ectoderme présomptif les
dérivés mésodermiques induits sont de type ventral. On reconnait les
structures mésodermiques ventrales typiques, mésenchyme (m) et
mésothélium (me). Les c.g.p. se différencient au sein de ces
structures, elles apparaissent groupées en ilots volumineux, soit dans
une travée mésenchymateuse, soit contre un tubule néphrétique (tn).
Les fleches indiquent 1'emplacement des c.g.p.

e, épiderme (CetE : x 81,25 ; D et F : x 325).
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PLANCHE VI

ETUDE DES PRESTATIONS FOURNIES PAR LA RECOMBINAISON TEMPORAIRE

OU DEFINITIVE DE DIFFERENTS FEUILLETS EMBRYONNAIRES.

Recombinaison temporaire entre l'ectoderme présomptif de stade 7 et
I'endoderme ventral de stade 8a.

Fig. A, B,CetD: Contact limité 2 16 h.

L'ectoderme fournit des dérivés mésodermiques ventraux,
mésenchyme (m) et mésothélium (me). Dans quelques cas des c.g.p.
se sont différenciées, ces cellules peu nombreuses s'observent au sein
du mésenchyme (fleches) (A et C:x 130; Bet D: x 325).

Recombinaison définitive entre 1'ectoderme présomptif de stade 7 avec
I'endoderme ventral et le chordo-mésoderme prélevés au stade 8a.

Fig. E:

Fig. B

Aspect morphologique d'un prestation, on remarque 1'organisation
dorso-ventrale trés apparente de la vésicule.
d, face dorsale ; v, face ventrale (E : x 12).

Aspect microscopique de la prestation. L'apport de chordo-mésoderme
présomptif modifie le pattern de différenciation de I'explant, les c.p. g.
n'apparaissent plus et les dérivés mésodermiques les plus abondants
sont de type dorsal. On reconnait la chorde (ch) et les myotomes (my)
surmont€s de structures neurales céphaliques. Du mésenchyme (m) et
un mésothélium (me) sont observés au niveau ventral de la prestation.
co, capsule otique ; tn, tube neural (F : x 81,25).
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PLANCHE VI

ETUDE DES PRESTATIONS OBTENUES APRES CULTURE TRANSFILTRE
D'ECTODERME PRESOMPTIF ET D’ENDODERME VENTRAL

Fig. A:

Fig. B :

Fig. C,D,EetF:

Ilustration du dispositif mis en place pour étudier les interactions entre
l'ectoderme (ec) et I'endoderme (en). Le filtre Nucléopore (nu)
interposé entre les feuillets réactifs est percé en son centre.
L'ectoderme envahit l'orifice et entre en contact avec 'endoderme, il se
développe une vésicule qui déborde largement de la chambre de
culture (A : x 10).

Coupe méridienne dans la vésicule représentée dans la figure A. Le
filtre Nucléopore utilisé (porosité 1um) est percé d'un orifice. Des
dérivés mésodermiques ventraux, mésenchyme (m) et mésothélium
(me) se sont différenciés au contact des 2 feuillets.

e, épiderme ; ec, ectoderme ; en, endoderme ; nu, Nucléopore
(B : x 205).

Autres prestations obtenues dans les mémes conditions ; en plus des
structures décrites précédemment des c. g. p. (fleches) sont observées
au sein des dérivés mésodermiques induits (CetE:x205;DetF:
x520). 4






PLANCHE VIII

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA CULTURE EN SANDWICH DE MESODERME
LATERAL EN PRESENCE DENDODERME VENTRAL.

Fig. AetB: Aspect morphologique des prestations. Les fragments de mésoderme
latéral prélevés au stade gastrula (st. 8a) et cultivés en sandwich en
présence d'endoderme ventral (st. 8a) donnent naissance A des

vésicules dépourvues apparemment de toute organisation (A et B :
x 15).

Fig. C,D, EetF: Aspect microscopique des prestations. Les- explants se différencient en
vésicules épidermiques (e), tapissées intérieurement par du
mésenchyme (m). Un mésothélium (me) limite une vaste cavité
centrale. L'endoderme (en) reste indifférenci€. Nous avons mis en
évidence des c. p. g. (fleches), ces cellules groupées en ildts
apparg.isscnt au sein du mésenchyme (CetE : x 81,25 ; D et F:
X 325}
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PLANCHE IX

ETUDE HISTOLOGIQUE DES REACTIONS OBTENUES A L'ETAT LARVAIRE
APRES TRANSPLANTATION EN POSITION DORSALE OU VENTRALE DE
FRAGMENTS DE MESODERME LATERAL PRELEVES AUX STADES DE LA
GASTRULATION.

Réactions obtenues aprés transplantation dorsale de mésoderme latéral
présomptif de gastrula agée (st. 13).

Fig. AetB: Le greffon s'est différencié en hématies (h) et en c. g. p. (fleches).
ch, chorde ; my, myotomes ; tn, tube neural (A : x 205 ; b : x 225).

Réactions obtenues apres trzinsplantation ventrale de mésoderme latéral
présomptif de jeune gastrula (st. 8a).

Fig.CetD: Des c. g. p. (fleches) se sont différenciées au sein du mésenchyme
entre la somatopleure et 1'épiderme de 1'héte.
¢, cavité coelomique ; td, tube digestif (C et D : x 205).
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PLANCHE X

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA MISE EN CULTURE DE BLASTOMERES

ISOLES AU STADE 8 CELLULES.

Culture des 4 blastomeéres animaux.

Fig. A:

Fig. B :

Aspect morphologique. Les blastomeéres animaux évoluent en une
vésicule creuse,plurilobée, plus ou moins pigmentée (A : x 12).

Aspect microscopique. La vésicule décrite dans la figure A est limitée
par un épiderme (e), les structures mésodermiques sont absentes. (B :
x.81.25).

Culture des 4 blastomeres végétatifs.

Fig. C

Fig.D:

Aspect morphologique. Les blastoméres donnent naissance a une
vésicule ovoide, apparemment riche en dérivés mésodermiques (C :
- il 51

Aspect microscopique. La vésicule obtenue présente une certaine
organisation. On reconnait les structures dorsales habituelles : une
chorde (ch) surmontée d'un tube neural (tn) et flanquée de myotomes
(my). Les tubules néphrétiques (tn) sont abondants. Le reste de la
prestation est occupé par du mésenchyme (m) et une cavité
coelomique (c) (D : x 81,25).

Culture des 2 blastomeéres végétatifs dorsaux associés aux 2 blastomeres
animaux dorsaux.

Fig. E:

Fig. F:

Aspect morphologique. La prestation obtenue présente une forte
ressemblance avec une larve normale non opérée. On distingue
aisément la région céphalique pourvue d'yeux bien développés et
prolongée par un corps harmonieusement constitué. Seule la région
ventrale parait incompleéte (E : x 12).

Aspect microscopique. L'examen histologique confirme nos
précédentes observations. Les structures dorsales sont presque
normales. Chorde (ch), myotomes (my) et un tube neural (tn)
caractérisent le niveau dorsal. L'endoderme (en) reste peu différenci€ et
ne forme jamais de tube digestif typique. c, cavité coelomique ; m,
mésenchyme (F : x 81,25).
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PLANCHE XI

PRESTATIONS FOURNIES PAR LA MISE EN CULTURE DE BLASTOMERES
ISOLES AU STADE 8 CELLULES (SUITE).

Culture des 2 blastomeres végétatifs ventraux associés aux 2 blastomeéres
animaux ventraux.

Fig. AetB: La culture de la moitié ventrale de I'embryon donne naissance a une
vésicule épidermique (e) remplie par des dérivés mésodermiques
ventraux, mésenchyme (m) et mésothélium (me). On observe des
C. 8. p. (fleches) groupées en un ilot au sein du mésenchyme.
(A:x81,25;B:x315).

Culture des 2 blastomeéres végétatifs ventraux.

Fig. CetD: Les blastomeres isolés évoluent en une vésicule épidermique (e) du
méme type que celui décrit dans la figure A. Les structures
mésodermiques sont cependant moins abondantes. Une vaste cavité
coelomique (c) occupe la presque totalité de la vésicule, le mésenchyme
(m) est restreint. Des c. g. p. (fleches) se sont différenciées, formant

- un ilot important dans le mésenchyme (C :'x 81,25 ; D : x 315).






