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INTRODUCTION 

L'innervation des organes de Vertébrés consiste en l'établissement de 

relations étroites entre des cellules nerveuses, motrices et sensorielles, et des cellules 

spécialisées non nerveuses. Parmi ces organes, le membre a fait l'objet de nombreux 

travaux et un intérêt particulier a été apporté à l'établissement des synapses 

neuromusculaires. 

Cet établissement est l'une des dernières étapes d'une série d'événements se 

déroulant au cours de la vie embryonnaire, mais aussi post-embryonnaire. Ces 

événements débutent par les naissances indépendantes des nerfs et des muscles et 

s'achèvent par le regroupement des corps cellulaires de neurones moteurs en amas 

bien localisés au sein du système nerveux central, chaque neurone étant connecté, par 

son axone dont l'extrêmité est ramifiée, à un ensemble de fibres musculaires aux 

fonctions nettement définies. 

Dans l'établissement de ces relations privilégiées, les aspects relatifs aux 

interactions à longue et moyenne distances demeurent encore mal compris, malgré 

les nombreux travaux effectués principalement sur les membres d'oiseaux et de 

Mamrnreres. 

Chez les Vertébrés Tétrapodes, les mouvements coordonnés des membres 

témoignent de relations hautement spécifiques entre motoneurones et muscles cibles. 

La mise en place de l'innervation du membre pose plusieurs problèmes dont celui de 

l'établissement des chemins empruntés par les axones moteurs et les dendrites 

sensorielles en croissance et celui de la reconnaissance ultime de la cellule cible. Ce 

sont ces aspects qui ont fait l'objet de notre travail, à un niveau cellulaire étape 

préalable à toute étude à un niveau moléculaire. 

Chez les Amphibiens Anoures et chez les Oiseaux, les expériences sur le 

bourgeon de membre en croissance sont beaucoup plus aisées que chez les 



MammiRres, c'est pourquoi, la chinugie embryonnaire qui consiste à perturber les 

relations spatiales entre le système nerveux et le membre a permis l'acquisition de 

nombreuses données. Ces perturbations s'adressent le plus souvent à la cible qui subit 

des ablations (Prestige, 1967 ; Stirling et Summerbell, 1977 ; Oppenheim et al, 1978 ; 

Lamb, 1980), des rotations (Stirling et Summerbell, 1981, 1985 ; Laing, 1984), des 

délétions (Stirling et Sumrnerbell, 1977), des excédents (Stephens et al, 1985), le 

remplacement de muscles fléchisseurs par des extenseurs (Lance-Jones, 1986 ; 

Wigston, 1986) enfin des duplications (Morris, 1978 ; Lamb, 1978b ; Hollyday, 

1981). Parfois, les opérations altèrent les dispositions du centre nerveux médullaire 

par délétions de segments médullaires (Lance-Jones et Landmesser, 1980a), par 

inversion cranio-caudale de la moelle qui innerve le membre (Lance-Jones et 

Landrnesser, 1980b) ou remplacement de cette dernière par un segment médullaire 

ectopique (Butler et al, 1986). Les résultats se divisent en deux ensembles. Dans 

certains cas, les axones retrouvent leurs cibles correctes, même en position 

ectopique. Dans d'autres cas, des axones peuvent établir des synapses inappropriées. 

Cette variété de résultats démontre la complexité des interactions neuromusculaires à 

longue distance. 

Consécutifs aux problèmes de l'établissement des relations spécifiques entre 

les neurones et leurs cibles, d'autres aspects ont aussi fait l'objet de nombreux 

travaux, Ce sont les aspects de la mort neuronale et de l'élimination synaptique 

étudiés chez les Oiseaux, les MammiGres et les Anoures (revues de Landrnesser, 

1980 ; Purves et Lichtrnan, 1980 ; Bennett, 1983 ; Clarke, 1985 ; Betz, 1987) qui 

permettent d'aborder les problèmes de compétition dont la résolution faciliterait la 

compréhension de l'établissement des synapses neuromusculaires qui peuvent ne pas 

être hautement spécifiques comme nous l'avons mentionné ci-dessus. 

Les Urodèles ont curieusement fait l'objet de peu d'études dans ce domaine de 

l'innervation du membre (Weiss, 1937 ; Grimm, 1971 ; Cass et al., 1973 ; Bennett et 

Raftos, 1979 ; Stephens et al, 1982, 1984, 1985). Pourtant, les Urodèles ont un 

avantage que n'ont pas les Anoures et les Oiseaux. Leur innervation peut être étudiée 

au cours de la vie embryonnaire et par la morphonèse régénératrice. 

L'étude qui nous a été confiée consiste à rechercher comment se réalise 



l'innervation des membres simples et multiples 6sultant d'opérations effectuées tant 

chez la larve que chez l'embryon. Il nous a fallu préalablement établir les patrons des 

nerfs et des muscles du membre ainsi que la localisation de pools de motoneurones 

correspondant aux principaux muscles du membre. Puis, nous avons recherché la 

période d'innervation du membre et l'évolution quantitative des nerfs au cours de la 

croissance. Enfin, nous avons réalisé une étude expérimentale de l'innervation du 

membre par le biais de la régénération et de la production de membres à formations 

surnuméraires aussi bien après la période d'innervation du membre c'est-à-dire chez 

la larve âgée qu'avant, c'est-à-dire chez l'embryon ou la très jeune larve. 



MATERIEL ET METHODES 



MATERDEL ET METWODES 

1. MATERIEL 

Le travail présenté dans ce mémoire a été effectué sur le triton Pleurodeles 

waltl élevé au laboratoire. Les stades embryonnaires et larvaires; auxquels nous 

ferons référence correspondent à ceux de la table de développement établie par 

Gallien & Durocher (1957). 

II. METWODES 

A - Méthodes d'élevage 
L'élevage est fait dans des pots individuels. Les animaux sont maintenus dans 

l'eau du robinet à la température de la pièce soit 23tS°C. Les jeunes larves sont 

noumes de plutei d'Artemia salina et les plus âgées de larves de chironomes. L'eau 

d'élevage est renouvelée une fois par semaine. 

B - Techniques opératoires 

1) greffes de blastème de régénération : (Fig 1 et 2) 

a - Anesthésie 

Les animaux sont anesthésiés dans une solution de MS222 à 1 pour 1000. 

b - Am~utation et obtention de blastèmes de régénération : 

Les opérations sont effectuées sous observation à la loupe binoculaire à des 

grossissements de 10 à 20, à l'aide de pinces et de ciseaux de Pascheff. 

L'amputation du membre antérieur (Fig. la, b) est réalisée au niveau du bras 

distal ou du poignet de larves d'une longueur de 4 à 5 cm. Un blastème de 

régénération se forme et se développe. Quand il atteint le stade palette, il fait l'objet 

de transplantations. 

c- Trans~lantations (Fie. 1 c) 

Des autogreffes et parfois des homogreffes de blastèmes de régénération sont 



Fig. 1 - Procédure expérimentale de transplantations contralatérales de blastèmes de 

régénération réalisant une inversion des axes a-p du blastème de régénération et du moignon 

porte-greffe. 

3 : amputation du membre gauche ; h : formation d'un blastème de régénération ; ç : ablation 

du membre droit et greffe du blastème gauche sur le moignon droit ; : fin de l'opération. 
a : antérieur ; bl : blastème de régénération ; cl : clou d'argent; D : membre droit ; G : 

membre gauche ; p : postérieur. 

effectuées sur des moignons d'amputation et le maintien des greffons est réalisé à 

l'aide de deux petits clous d'argent (Fig.ld) qui seront ôtés deux jours plus tard. Des 

échanges de blastèmes de régénération permettent de réaliser soit une inversion des 

axes antéro-postérieur (a-p) du greffon et du membre porte-greffe (Fig. l), soit une 

inversion dorso-ventrale (d-v). Des homogreffes ipsilatérales de blastèmes de 

régénération de bras distal sur le poignet du membre antérieur réalisent uniquement 

une discontinuité proximo-distale (pr-di) (Fig.2). 

2) Transplantations contralatérales de champ de membres 

embryonnaires 

Les opérations sont effectuées sur des bourgeons caudaux au stade 26/27 

(Fig. 3). Après anesthésie, un transfert contralatéral du champ du membre est réalisé 

avec une inversion de Saxe a-p, dans une solution d'Holtfreter opératoire contenant 

un antibiotique. Les embryons sont maintenus dans cette solution pendant 1 heure 



I d?Ioltfmter d'elevage pendant 48 h. Après cette période, les embry01ls sont remis 
dans i'eau d'6levage. 
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3) Traiteme . . tate de retinol de. larves dont le membre droit 

a été amputé. 

Le traitement des tritons en régénération par les dérivés de la vitamine A 

permet dans certains cas de produire des membres doubles. La technique utilisée dans 

ce travail est celle de Lheureux et al (1986). La voici brièvement rapportée. 

On effectue une amputation du bras proximal de larves de stade 36. Les 

animaux sont alors traités à l'abri de la lumière sous une boîte en carton par le 

palmitate de rétinol dissous dans l'eau d'élevage à une dose de 75 unités 

internationales par ml, soit 48 mg dissous dans 200 ml d'eau courante.Trois fois par 

semaine, les larves sont exposées une heure à la lumière du jour pendant leur repas, 

après quoi, le milieu est renouvelé et les larves retournent à l'obscurité. Après 11 

jours de traitement, la régénération se poursuit dans les conditions normales 

d'élevage. 

C - Techniques histologiques 

1) Microscovie photoniaue 

a - Histologie pour analyses structurales 

Les membres antérieurs témoins et expérimentaux sont fixés pendant 48 h 

dans une solution de Bouin acétique puis subissent une décalcification préalable à 

l'inclusion. Après leur inclusion dans la paraffine, les membres sont débités en 

coupes transversales de 7 pm d'épaisseur puis colorés selon l'une des trois techniques 

suivantes : 

--a 
Cette technique est utilisée pour l'étude de la répartition des muscles et des 

nerfs des membres. 

- coloration à l'hématoxvline et éosine 

Cette technique est utilisée pour la coloration des neurones médullaires. 

- coloration de Bodian 

Cette technique de coloration des nerfs a été adaptée au membre de 

pleurodèle. Les coupes déparaffinées, collodionnées, hydratées, sont traitées dans 

l'étuve à 60" par une solution de nitrate d'argent à 20% pendant 1 h 30, puis après un 

lavage à l'eau distillée pendant 1 min., par une solution de protéinate d'argent à 0,2% 



pendant 22 h. 

Après réduction par une solution d'hydroquinone à 1% et de sulfite de 

sodium anhydre à 10% pendant 5 min., on procède au virage au noir par une solution 

de chlorure d'or à 0,5% pendant 10 min., puis on fait la déshydratation des coupes et 

le montage au Xam. 

b) Méthodes de comptage des fibres nerveuses : 

Les coupes sont observées au microscope photonique et les dessins sont 

réalisés à la chambre claire. Le comptage des fibres nerveuses est effectué à l'aide 

d'un oculaire réticulé de 100 carrés de 0,5 mm de côté. L'aire de la coupe sur 

laquelle les comptages sont réalisés, est mesurée à l'aide d'un planimètre, afin 

d'établir le nombre de fibres nerveuses par unité de surface. 

2) Microsco~ie électronique 

Des bourgeons de membres de pleurodele aux stades 36 (cône), 38 (palette 

échancrée), 41 (deux doigts), 43 (trois doigts) et 45 (quatre doigts) sont fixés au 

glutaraldehyde à 2,5% dans du tampon cacodylate de sodium 0,l M(pH 7,3) pendant 

3 h et lavés dans le même tampon pendant une nuit. La post-fixation est faite par une 

solution de tétraoxyde d'osmium à 1 % dans du tampon cacodylate 0,l M pendant 1 h 

30 et la deshydratation est faite par passage dans des alcools à degrés croissants. Une 

imprégnation des pièces par une solution d'acétate d'uranyle à 2% dans l'alcool 50" 

s'intercale entre l'alcool 50" et 70". Elle s'effectue à l'obscurité pendant 20 min. 

Avant l'inclusion dans le spurr, les pièces sont imprégnées à l'oxyde de propylène 

pendant 1 h. Des coupes semi-fines et ultrafines sont réalisées à l'ultramicrotome 

OMUlI Reichert, les premières sont colorées au bleu d'azur B et les secondes sont 

contrastées par une double coloration à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb 

(Reynolds 1963). Les observations sont faites au microscope électronique Jéol 

120CX. 

D - Technique histochimique 
Cette technique permet de localiser les corps cellulaires des motoneurones 

innervant les muscles du membre de triton par marquage rétrograde à la peroxydase 

du raifort. Elle a été appliquée sur des animaux témoins et expérimentaux dont la 

taille est égale ou supérieure à 50 mm. 
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Première partie 

L'INNERVATION DU MEMBRE ANTERXEUR DE 
PLEURODELE. 

SA VARIATION AU COURS DE LA CROISSANCE. 

Le membre de triton est un ensemble de tissus innervés soit par des neurones 

moteurs localisés dans les cornes ventrales de la moelle épinière soit par des neurones 

sensoriels localisés dans les ganglions spinaux. Notre étude est surtout axée sur 

l'innervation motrice des principaux muscles du membre mais lorsque nous serons 

amenés à décrire les nerfs, nous les considérerons de façon globale ignorant les taux 

respectifs de fibres motrices et sensorielles qui composent chacun d'eux. 

1 - INNERVATION DU MEMBRE ANTERIEUR DE PLEURODELE 

Avant d'entreprendre l'étude de l'innervation du membre, nous avons établi 

le patron des muscles du membre. L'étude de l'innervation a consisté à établir le 

patron des nerfs du membre et à localiser les motoneurones des principaux muscles 

du membre.Le patron des nerfs et des muscles du membre antérieur de pleurodèle est 

établi à partir de coupes sériées de membres, colorées à l'Azan et au Bodian. Le 

squelette du membre avait fait l'objet d'une étude ancienne de Wiedersheim (1883). 

La nomenclature des muscles et des nerfs repose sur les descriptions concernant la 

salamandre (Francis, 1934) et l'axolotl (Pian, 1957a ; Grim et Carlson, 1974). 

A - Patron des muscles : 

1) Musculature du bras (Fig. 5 A et C). 

La musculature du bras de pleurodèle se compose de deux principaux 

groupes de muscles : le complexe musculaire dorsal anconaeus (triceps), extenseur 



de ravant-bras sur le bras et le muscle ventral hurnero-antebrachialis (biceps), l 
fléchisseur de l'avant-bras sur le bras. A ces deux muscles s'adjoignent d'autres l 
muscles de moindre développement. 1 

a) le com~lexe musculaire anconaeus ; 

Il est constitué de quatre muscles : 

- le muscle anconaeus humeralis lateralis, le plus important se situe vers 

l'épaule, puis devient dorso-postérieur lorsqu'on se dirige vers le coude. 

- le muscle anconaeus scapularis medialis, dorsal, côtoie le précédent. 

- le muscle anconaeus coracoïdeus cucularis, se situe à proximité du premier 

mais occupe une position ventro-postérieure. 

- le muscle anconaeus humeralis medialis, antérieur par rapport au muscle 

anconaeus coracoïdeus, se situe dans la moitié distale du bras. 

b) Le muscle humero-antebrachialis ; 

Il occupe une position antéro-ventrale et se prolonge jusqu'au radius. 

Les muscles de moindre développement sont au nombre de deux : 

- le muscle coracobrachialis longus, ventral, est développé dans la moitié 

proximale. 

- le muscle coracoradiâlis proprius, ventral, s'insère entre le muscle 

humero-antebrachialis et le muscle coracobrachialis longus. 

2) Musculature de l'avant-bras 

Elle se compose de deux grands groupes de muscles, des muscles dorsaux, 

extenseurs de la main et des muscles ventraux fléchisseurs de la main. 

a) Les muscles extenseurs ; 

Ils sont au nombre de quatre. Leur distinction est peu aisée par voie de 

dissection mais l'étude histologique (PIIC) permet de distinguer : 

- le muscle extensor antibrachis et carpi radialis, antérieur 

- le muscle extensor antibrachis et carpi radialis, postérieur 

- le muscle extensor digitorum communis, superficiel qui recouvre les 2 

autres. 

- le muscle extensor antibrachis radialis, plus petit situé entre les deux 

premiers et recouvert lui aussi par le muscle extensor digitorum communis. 



Fig. 5 - Musculature du membre antérieur gauche de Pleurod5le 
A - Membre antérieur gauche en vue dorsale. 
B - Avant bras gauche en vue dorsale, le muscle extensor digitorwn cornmunis ayant été 

enlevé. 
C - Membre antérieur gauche en vue ventrale. 
D - Avant bras gauche en vue ventrale, le muscle palmaris superficialis 

ayant été enlevé. 
macc 
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: muscle anconaew coracoideus cucullaris 
: muscle abducteur digiti 1 
: muscle anconaew humeralis laterdis 
: muscle ancormeus humeralis medialis 
: muscle anconaeus scapularir medurlis 
: muscle corarobrachialis longus 
: muscle coraco-radiulis propriur 
: muscle extensor antibrachis et carpi radialis 
: muscle mensor antibrachis et carpi ulmris 
: muscle atensor antibrachis radialis 
: muscle extensores breves digitom 
: muscle extensor digitonun cornmunis 
: muscle frexor antibrachis et carpi radialis 
: muscleflexor carpi ulrzaris 
: muscle flexores breves supeflcialis 
: muscle flexores breves profondus 
: muscle palmaris profondus 1 
: muscle palmaris profondus II 
: muscle palmaris profondus III 
: muscle pronator quadracus 
: muscle palmaris supeficialis 
: muscle ulnocarpalis 



b) Les muscles fléchisseurs : 

Les principaux muscles fléchisseurs sont au nombre de trois : 

- le muscleflemr antibrachis et carpi radialis, antérieur 

- le muscle fzexor carpi ulnaris, posrérieur 

- le muscle palmaris supeflcialis 

Au niveau de l'avant-bras, se mettent en place d'autres muscles fléchisseurs 

plus profonds : 

- le muscle ulnocarpalis 

- le muscle pronator quadram 

- le muscle palmaris profondus Z, ZZ et ZZZ 
2 - Musculature de la main 

Elle se compose de muscles dorsaux et de muscles ventraux dont la 

conîraction assure l'extension ou la flexion des doigts. 

a - Dorsalement on observe : 

- le muscle abductor digiti Z 
- le muscle extensores breves digitorum au niveau des doigts. 

b - Ventralement on observe : 

- les musclesfZerores breves supelficialis, situés superficiellement au niveau 

des doigts 

- les muscles flexores breves profondus, situés aussi au niveau des doigts 

mais sont plus profonds que les précédents. 

B - Patron de nerfs (Fig. 6) 

Les coupes sériées de membres colorées à l'azan ou par la technique de 

Bodian ont permis d'établir la répartition des nerfs dans le membre antérieur de 

pleurodèle. La nomenclature a été établie à partir d'études faites chez la salamandre 

(Francis, 1934) et chez l'axolotl (Piatî, 1957a). Quatre nerfs spinaux contribuent à la 

formation du plexus brachial, les nerfs spinaux 2 et 3 qui s'associent pour former le 

nerf extenseur et les nerfs spinaux 4 et 5 qui s'associent pour former le nerf brachial. 

1 - Patron des nerfs du bras : 

Les deux principaux nerfs du bras de pleurodèle sont le nerf brachial et le 

nerf extenseur. Le nerf brachial, dorsal au niveau de l'épaule, se dirige très vite vers 



la face ventrale en contournant l'humérus par son bord postérieur et se divise en deux 

branches qui se côtoient jusqu'au coude tout en migrant vers le côté antérieur. Le 

nerf extenseur est aussi dorso-postérieur au niveau de l'épaule puis s'enfonce à 

travers le muscle anconaeus et se divise en deux branches inégales : le nerf extenseur 

cranial le plus important et le nerf extenseur caudal. Ces deux nerfs vont gagner le 

bord antérieur et se placer entre I'huménis et le muscle anconaeur scapularis medialis 

dans la moitié distde du bras. 

Fig. 6 - Répartition des nerfs du membre antérieur gauche de Plelimdèle. Vue dorsale. 

n. br. : nerf cutaneus brachii inferir laterdis 
n. cut. br. i. 1. : nerf cutmw brachii in$erior lateralis 
n. d. m. i. : nerf dorsuiis mw intennedius 
n. d. m. r. : nerf domalis manus radidis 
n. d. m. u. : nerf dors& mantls ul& 
n. ex. cd. : nerf extensorius c W i s  
n. ex. cr. : nerf mensonus cranuzlis 
n. io. : nerf interossew 
n. sp. 2 : deuxième nerf spinal 
n. sp. 3 : troisième nerf spinal 
n. sp. 4 : quatrième nerf spinal 
n. sp. 5 : cinqui&me nerf spinal 



l 

2 - Patron des nerfs de l'avant-bras et de la main 

Le nerf extenseur cranial se divise en deux nerfs de même diamètre. Le nerf 

dorsalis manus radialis qui innerve le bord postérieur ventral de l'avant-bras et de la 

main et le nerf dorsalis manus intermedius qui migre progressivement sous les 

muscles extenseurs pour occuper une position intermédiaire entre le radius et l'ulna 

sous le muscle extensor antibrachis et carpi ulnaris. 

Le nerf extenseur caudal, postérieur au précédent, demeure indivis et 

postérieur. Il constitue le nerf dorsalis manus ulnaris. 

Dans l'avant-bras proximal, la branche la plus antérieure du nerf brachial se 

divise en deux parties : le nerf cutaneus brachis inferior lateralis et le nerf ulnaire. 

Le premier garde une position ventro-antérieure sous le muscle huméro 

antebrachialis au niveau du coude et sous le muscle_flexor carpi radialis dans 

l'avant-bras, L'autre branche du nerf brachial va constituer le nerf ulnaire qui migre 

de la même façon que le nerf interosseux et se place entre les muscles flexores 

palmaris superjicialis et pronator quadratus au milieu de l'avant-bras (P1.I.D). Les 

positions des nerfs dans l'avant-bras sont maintenues dans la main. Ces nerfs se 

ramifient de façon à innerver tous les doigts. 

C - Localisation des motoneurones des principaux muscles du 
membre 

La localisation des motoneurones dans la moelle épinière a été beaucoup 

étudiée par des méthodes histologiques et physiologiques. La plupart de ces études 

ont été faites chez les Marnmiferes (Romanes 1951,1964) et surtout chez les Oiseaux 

(Landrnesser, 1978a, b ; Hollyday, 1980). Chez les Amphibiens, divers auteurs ont 

étudié l'organisation des motoneurones innervant les muscles des membres : Cruce 

(1974) chez la grenouille, Lamb (1976), chez le xénope, Carey (1982), et Stephens et 

Holder (1985), chez l'axolotl. Toutes ces études ont montré que les motoneurones 

innervant les muscles du membre se trouvent en position bien définie dans la moelle 

épinière. Mais, à la différence du poulet et de la grenouille où les motoneurones sont 

organisés en groupes bien individualisés, les neurones moteurs des Urodèles ont une 

répartition plus diffuse dans la région de la moelle épinière responsable de 

l'innervation du membre. 



Nous avons examiné la structure de la moelle épinière du pleurodèle à partir 

d'une étude histologique, et nous nous sommes proposés de déterminer la position des 

neurones innervant les principaux muscles du membre antérieur normal de 

pleurodèle par la technique de marquage à la péroxydase du raifort. 
I l 

1 - Etude histolog.ique de la moelle é~inière 

Cette étude a pour objet de vérifier si l'organisation des motoneurones 

innervant le membre correspond à ce qui a été observé chez l'axolotl ou, au 

contraire, si des zones bien individualisées pourraient correspondre aux colonnes 

motrices latérales définies chez les Oiseaux et les Anoures, et dans ce cas, s'il est 

possible de définir une période de mort neuronale. A cette fin, la moelle épinière de 

la région brachiale a été étudiée chez l'animal métamorphosé et chez différents stades 

larvaires. L'observation de coupes transversales de moelle épinière de pleurodèle 

métamorphosé (Pl. V, 5,6) montre l'existence de neurones latéraux en faible 

nombre, légèrement séparés de la masse des neurones axiaux, et pouvant 

correspondre à la colonne motrice latérale des autres Vertébrés. Malheureusement, 

aucun critère cytologique et en particulier, l'absence de nucléoles ne permet pas de 

délimiter avec certitude une colonne motrice latérale. De tels motoneurones ont été 

recherchés chez différents stades larvaires. Ce n'est qu'au stade 45, que quelques 

cellules se séparent de la masse des neurones axiaux (Pl. V, 4). La moelle épinière des 

stades plus jeunes ne présente qu'un ensemble de neuronezs massés autour du canal de 

l'épendyme (Pl. V, 3). Remarquons que les ganglions spinaux sont présents dès le 

stade 34, le plus jeune stade étudié qui correspond à l'apparition de la première 

ébauche du bourgeon de membre. Ces résultats confirment les observations de Carey 

(1 982) sur l'axolotl. 

2- Les motoneurones des vrinci~aux muscles du membre 

Quatre muscles du membre antérieur de pleurodèle ont été étudiés. Deux 

muscles proximaux du bras, l'anconaeus et le biceps et deux muscles distaux de 

l'avant-bras, le j7exor digitorum communis et l'extensor digitorurn communis. 

Chaque muscle est injecté chez trois ou quatre animaux et les localisations des pools 



moyens de motoneurones correspondants sont déterminées. 

a - Motoneurones du complexe musculaire anconaeus (Fig. 7A). 

Le complexe musculaire anconaeus est composé de plusieurs unités 

musculaires, mais nous n'avons pas pu les subdiviser pour injecter chacune d'entre 

elles et nous l'avons considéré comme un seul muscle. Les motoneurones qui 

innervent ce complexe sont groupés en un pool dont on a défini les limites 

rostro-caudales et transversales. Selon l'axe rostro-caudal, ce pool commence entre 

la deuxième et la troisième racine spinale et se termine un peu en arrière de la 

quatrième racine spinale. Dans le plan transversal, la plupart des cellules marquées 

sont en positions dorsales et latérales. Ces motoneurones correspondent à de grandes 

cellules à plusieurs dendrites (Pl. V, 8). 

Fig. 7 - Localisation des pools de motoneurones innervant les quatre complexes 

musculaires du membre antérieur de Pleurodèle. Chaque segment représente la somme de 30 coupes 

soit 300 Pm. Les points représentent la somme des motoneurones marques dans les 30 coupes. Les 

points sont aussi une moyenne des nombres et répartitions des motoneurones rencontrés chez les 3 
ou 4 animaux d'une même série (nombre indiqué entre parenthèses). A : Anconaeur ; B : Humero 
antebrachialis ; C : fitensor digitorum communis ; D F l m r  digitonun communis. 



b - Motoneurones du muscle humero-antebrachialis (Fig. 7B) 

Le pool de motoneurones du muscle humero-antebrachialis est le plus rostral 

des quatre pools moteurs étudiés. Il débute au niveau de la dedeme  racine spinale et 

se termine juste en avant de la quatrième racine spinale. Les cellules marquées sont en 

positions ventrales et médianes dans la corne ventrale de la moelle épinière. Elles 

correspondent à un autre type de neurone relativement petit avec souvent une seule 

dendrite. 
. . c - Mo toneurones du muscle extensor dl aztorum comrnunis (Fig.7C) 

Le muscle extensor digitorum communis est extenseur des doigts comme son 

nom l'indique. Il est dorsal et superficiel au niveau de l'avant-bras. Son pool de 

motoneurones est un peu plus caudal que ceux des muscles précédents et sa 

distribution rostro-caudale est plus étendue. Ce pool débute au niveau de la troisième 

racine spinale et finit au niveau de la cinquième. Les cellules marquées se trouvent 

surtout en positions dorsales et latérales. Quelques neurones ventraux peuvent être 

occasionnellement rencontrés (Pl. V, 9- 10). 

d- Motoneurones du muscle flexor digitorurn communis (Fig. 7D) 

Le muscle flexor digitorum communis se trouve en position ventrale et 

recouvre les autres muscles de l'avant-bras. Les motoneurones marqués sont encore 

plus caudaux que ceux des autres muscles étudiés. Le pool moteur de ce muscle 

commence au niveau de la quatrième racine spinale et se termine à la limite caudale 

de la cinquième. Dans le plan transversal, les cellules marquées occupent, dans la 

majorité des cas, des positions centrales et ventrales dans la corne ventrale de la 

moelle épinière. Des cellules en position ventro-latérale contribuent aussi à la 

formation du pool moteur du muscleftexor digitorum communis. 

. . 1scuss10q 

Chez le Pleurodèle les distributions de pools de motoneurones correspondant 

aux muscles étudiés sont ipsilatérales et stables d'un animal à un autre aussi bien selon 

l'axe rostro-caudal que selon le plan transversal. Le long de l'axe rostro-caudal, les 

variations d'un individu à un autre n'excèdent pas un élément (30 coupes) c'est à dire, 

un tiers de métamère. De tels résultats sont en accord avec ceux observés chez 



l'Axolotl (Carey, 1982 ; Stephens et Holder, 1985).Toutefois, les pools de 

motoneurones innervant des muscles de mêmes fonctions peuvent se superposer 

partiellement. Ainsi, les deux-tiers caudaux du pool de neurones moteurs du muscle 

anconaeus se superposent aux deux tiers rostraux du muscle extensor digitorum 

cornmunis. Cette superposition se limite au sixième de la longueur des pools de 

motoneurones innervant les muscles humero-anterobrachialis etflexor digitorum 

cornmunis. 

a) Localisation des pools de motoneurones en liaison avec les positions et 
fonctions des muscles corres~ondants, 

Dans le plan transversal, les localisations des pools de motoneurones 

innervant des muscles de même fonction chez le Pleurodèle, sont similaires. Les 

motoneurones innervant les muscles extenseurs sont en position latérale et ceux 

innervant les muscles fléchisseurs sont en position médiane. Ces résultats sont en 

accord avec ceux de Stephens et Holder (1985) observés chez l'axolotl. De plus, nous 

avons noté une relation entre la position proximo-distale des muscles du membre et la 

localisation rostro-caudale des motoneurones dans la moelle épinière. Les muscles les 

plus proximaux sont innervés par les motoneurones les plus rostraux et les muscles 

distaux par les motoneurones les plus caudaux, ceci est en accord avec les résultats de 

Carey (1982) et de Stephens et Holder (1985) sur l'Axolotl. L'innervation des 

membres postérieurs d'Anoures a été éîudiée par Cruce (1974) chez la grenouille par 

utilisation de la technique de chromatolyse rétrograde. Il existe chez la grenouille 

une relation entre la position transversale des motoneurones et la position 

morphologique des différents muscles dans le membre. A ce sujet, nos résultats sont 

conformes à ceux de Cruce. De plus, cet auteur a montré que les motoneurones des 

muscles fléchisseurs tendent à être en position plus rostrale que les motoneurones des 

muscles extenseurs. Par contre, nous n'avons pas observé cette relation chez le 

Pleurodele. 

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Lamb (1976) qui a étudié 

l'innervation des principaux muscles du membre postérieur de Xénope. Cet auteur a 

aussi montré que les muscles dorsaux étaient innervés par des motoneurones latéraux 

et les muscles ventraux par des motoneurones médians. 



Les études sur l'innervation des muscles des membres dans d'autres classes de 

Vertébrés ont montré une organisation de l'innervation motrice des membres ayant 

des points communs avec celle que nous venons de décrire. Chez les Mammiferes, 

Romanes (1951, 1964) a étudié la position des motoneurones responsables de 

l'innervation des pattes de chat par la méthode de chromatolyse rétrograde. Cet 

auteur a montré comme nous l'avons observé chez le Pleurodèle que les 

motoneurones extenseurs étaient latéraux et que les motoneurones fléchisseurs 

étaient médians. Chez le poulet, la position des motoneurones responsables de 

l'innervation des muscles de membres postérieurs de poulet a été étudiée en détail par 

Landmesser (1978a) et par Hollyday (1980) en utilisant la technique de marquage à la 

peroxydase du raifort. La localisation des motoneurones chez le poulet est 

comparable à celle des Mammiferes et des Amphibiens. 

b) Deux m e s  de motoneurones 

Dans notre étude, nous avons rencontré deux types de motoneurones dans la 

moelle épinière, de grands motoneurones en position latérale et des petits 

motoneurones en position médiane. Carey (1982) et Stephens et Holder (1985) ont 

aussi identifié ces deux types de motoneurones dont la signification reste inconnue. 

c) Limites d'utilisation de la techniaue de marcpage à la ~eroxydase du 

raifort 

Les résultats présentés regroupent les données obtenues sur 3 ou 4 animaux. 

La localisation des motoneurones innervant un même muscle est identique chez tous 

les animaux étudiés, mais le nombre de motoneurones marqués est variable d'un 

triton à un autre. Le marquage à la peroxydase du raifort est une borne technique 

qualitative mais ne peut être utilisée pour estimer le nombre de motoneuronnes 

innervant un muscle donné. 



II -VARIATION DE L'INFERVATION AU COURS DE LA 

CROISSANCE 

Dans ce chapitre, nous étudierons tout d'abord la mise en place des nerfs dans 

le bourgeon du membre antérieur à partir d'examens ultrastructuraux. 

L'augmentation du nombre de fibres nerveuses au cours de la croissance sera 

analysée au cours des premiers stades larvaires sur des images de microscopie 

électronique et sera poursuivie sur des stades larvaires plus âgés à partir de coupes 

colorées au Bodian. Enfin, un comptage des motoneurones correspondants aux 

muscles du membre permettra de situer la période de mort cellulaire propre à tout 

membre de Vertébré ayant achevé sa morphogenèse. 

A - Mise en place des nerfs dans le bourgeon du membre 

Résultats : 

Ce premier paragraphe repose essentiellement sur des données 

ultrastructurales car la technique de Bodian que nous avons adaptée au membre de 

Pleurodèle est inefficace pour déceler les petits nerfs des membres en formation 

probablement à cause d'un trop faible nombre de fibres nerveuses. 

Au stade 36, le bourgeon de membre a la forme d'un cône allongé. C'est à ce 

stade qu'apparaissent les premières fibres nerveuses décelées en microscopie 

électronique au niveau proximal du bourgeon du membre antérieur (P1.II.C). Des 

coupes faites à un niveau plus distal ne montrent aucune fibre nerveuse (P1.II.B). Des 

coupes effectuées à des stades plus jeunes (stade 35) ne montrent pas non plus de 

fibres nerveuses (P1.II.A). A ces stades, le mésenchyme est un ensemble de cellules 

indifférenciées. Le cytoplasme est très peu développé et le noyau occupe la majeure 

partie de la cellule. De plus, des espaces intercellulaires sont observés un peu partout 

et principalement dans les zones où apparaissent les premiers nerfs (P1.II.C). 

Au stade 38, le membre a la forme d'un cylindre dont l'extrémité ressemble à 

une palette échancrée. La moitié distale du bourgeon de membre est envahie par les 

nerfs O)l.II.D, III.A,B) dont le nombre de fibres est peu élevé. On observe ici encore 

des cellules dont le rapport nucléoplasmique est élevé et qui sont séparées par de 



larges méats. Par contre, à ce même stade 38, la différenciation musculaire débute 

dans la partie proximale (P1.III.C). Des striations sont observées d'une façon 

discontinue au sein du muscle en formation. La photographie de la P1.III.C 

représente un ensemble de 3 fibres musculaires juxtaposées au sein desquelles une 

striation apparaît dans certains compartiments. Le nerf, dont une vue à un plus fort 

grossissement est représentée Pl.III.D, montre une fibre nerveuse qui semble se 

détacher du faisceau de fibres et se diriger vers le muscle en différenciation. 

Au stade 41, le membre antérieur possède deux doigts différenciés. Les nerfs 

contiennent plus de fibres nerveuses (P1.N.A) que ceux des stades précédents. Les 

premières fibres acquièrent de la myéline à partir du stade 45 (Pl.IV.C,D), le 

membre présentant alors quatre doigts. Les coupes ultrastructurales effectuées sur 

des membres de larves de stade 44 ne montrent pas encore de nerfs myélinisés. Les 

noyaux des cellules de Schwann deviennent remarquables à ce stade. Au niveau de 

ravant-bras, il y a moins de fibres myélinisées (P1.IV.B). La myélinisation semble 

donc commencer au niveau du bras et se continuer distalement dans l'avant-bras. 

~ i s c u s s i o ~  

L'étude dont nous venons de présenter les résultats relatifs au pleurodèle 

montre que l'invasion des nerfs s'opère à des stades précoces de formation du 

membre. Les premières fibres nerveuses atteignent la base du bourgeon de membre 

quand ce dernier a la forme d'un cône allongé dcnt la longueur de l'axe 

proximo-distal est triple du diamètre. De plus, les fibres groupées en faisceaux 

envahissent le bourgeon de membre au sein d'un mésenchyme indifférencié, plus 

particulièrement dans des espaces vides de cellules. La mise en place des nerfs 

precède donc la différenciation musculaire. Nous n'avons pas recherché le moment 

de l'établissement des synapses neuromusculaires mais il est probable qu'il coincide 

avec la période de différenciation musculaire comme cela a été déterminé chez le 

poulet (Burke, 198 1, Jolesz et Steter, 1981, cités par Vogel et Landmesser, 1987). La 

mise en place des nerfs dans les membres de poulet a fait l'objet d'études 

physiologiques et histologiques. Bennett et al (1980), en observant des images de 

microscopie électronique ont détecté des axones dans le bourgeon de membre au 



stade 22 (table de Hamburger et Hamilton, 1951) quand le bourgeon a la fome d'un 

cône. En utilisant la coloration à l'argent, plusieurs auteurs (Landmesser et Morris, 

1975 ; Lewis et al., 1981 ; S m e r b e l l  et Stirling, 1982) montrent chez le poulet, que 

les axones destinés à innerver les muscles se détachent des wncs nerveux p ~ c i p a u x  

et se dirigent vers leurs cibles aux stades 26-27. A ce stade, les masses musculaires 

dorsales et ventrales ne sont pas encore clivées en muscles individuels. A partir 

d'études physiologiques, d'autres auteurs ont aussi abordé ce problème de 

l'innervation des muscles des membres de poulet. Aux stades 28-29, des électrodes 

sont placées sur un petit nombre de fibres musculaires de la masse ventrale. A ce 

niveau, on enregistre une activité électrique à la suite de stimulations de certains 

nerfs spinaux innervant cette masse musculaire ventrale (Landmesser, 1978b). A 

partir d'études physiologiques équivalentes, des synapses fonctiomelles ont été 

détectées dès le stade 26 1/2 (Lance-Jones et Landmesser, 198 1 ; Hollyday, 1983 ; 

Tosney et Landrnesser, 1985a, b). 

B - Variation du nombre de fibres nerveuses au cours de la 

croissance larvaire 

Résultats 
La technique de Bodian, coloration spécifique des neurofibriiles qui 

apparaissent en noir, permet un comptage des fibres nerveuses qui composent les 

nerfs. Les comptages sont effectués selon la technique décrite dans Matériel et 

M é h d e s  sur les nerfs brachiaux et extenseurs situés au milieu des bras des larves de 

stades 45,53,55b, 5% et des animaux métamorphosés (stade 56) de 80 et 90 mm de 

longueur. Le comptage est effectué chez 3 animaux de chaque stade. La moyenne des 

3 comptages est établie. Il nous a semblé intéressant d'établir un rapport entre le 

nombre de fibres nerveuses et la taille du membre. Nous avons considéré que l'aire 

d'une section transversale de membre était le meilleur choix parmi les élements 

représentatifs de la croissance, puisqu'on ignore le représentation en fibres motrices 

et sensorielles dans les nerfs étudiés tout comme la destinée des fibres motrices et 

l'origine des fibres sensorielles composant ces nerfs. Dans le tableau 1 ont été regrou- 

pées les moyennes des valeurs des aires des coupes transversales de membre et celles 



des nombres de fibres nerveuses. Ces mesures sont effectuées sur les 4 principaux 

nerfs du bras. raddition de ces valeurs est rapportée dans la dernière colonne du 

tableau 1. Cette étude utilisant la technique de Bodian ne permet pas de déceler les 

nerfs des membres sur les plus jeunes stades. Un complément est apporté par 

l'analyse des images de coupes ultrafimes effectuée entre le stade 36 et 45. Elle ne 

concerne que quelques nerfs et le rapport entre le nombre de fibres nerveuses et la 

taille des bourgeons de membre n'a pas pu être établi (Tableau I). Rappelons qu'au 
r. 

stade 36, dans la partie proximale du bourgeon de membre apparaissent les 

premières fibres nerveuses. On compte 18 fibres dans le nerf brachial antérieur 

(P1.II.C). Dans la partie distale d'un bourgeon de membre de larve de stade 38, on 

trouve des nerfs ayant la même taille que ceux présents dans le bourgeon proximal de 

TABLEAU 1 

Vari;iiioii du iio~nbre de fibres nerveuses constituant les principaux nerfs du bras et ieiirs riipports avec la surface du plan 
de section trn~isversd du bras de Pleurodèle au cours de la croissance. Chaque nombre est ia moyenne de 3 mesures. 

-* 

Nb. de 
fib. nerv. 
du nerf 
brachial 

Aire 

71,08 

145,39 

137,23 

142,27 

114.53 

128 

Nb. total 
de fibres 
nerveuses 
des 4 
nefi  

A h  

109.63 

234.21 

219,14 

225,06 

183,18 

192.88 

laai de 
fibres 

dzyseS 
nerfs 

91 

356 

824 

889 

1046 

1302 

Aire d'une 

c. transv 

du bras 
en rnm2 

0.83 

1,52 

3.76 

3,95 

5 9 7 1  

6,75 

Technique 
utilisée 

Micmsc. 
électron. 

Microsc. 
électron. 

Microsc. 
électron. 

Bodian 

Bodian 

Bodiün 

Dodian 

Bodian 

Bodian 

Stade 

36 

38 

45 

45 

53 

55 
(60 mm) 

55 
(65 mm) 

56 
(80 mm) 

56 
((X, mm) 

Nombre de fibres 

Nerf 

antérieur 

18 

42 

112 

36 

135 

307 

328 

434 

548 

nerveuses 

Nerf extenseur brachial 

postérieur 

102 

23 

86 

209 

234 

220 

316 

m i a i  

26 

123 

286 

302 

353 

387 

caudal 

6 

12 

22 

25 

39 

52 



larves & stade 36.21 fibres nerveuses composent le nerf interosseux (Pl.III.A,B). A 

un niveau proximal de ce m b e  membre, on compte 42 fibres nerveuses dans le nerf 

brachial antérieur (P1.IZI.D). Au stade 45, les nerfs sont de plus grande taille et 

contiennent plus de fibres nerveuses : 112 fibres entrent dans la formation du nerf 

brachial antérieur (P1.N.C). 

A partir des comptages sur coupes colorées au Bodian, on constate qu'il y a 

une augmentation progressive du nombre de fibres nerveuses au cours du temps 

(tableau 1). Quand on considère l'ensemble des 4 nerfs,on constate que le rapport du 

nombre de fibres nerveuses à l'aire du plan transversal du bras est à peu près constant 

(de l'ordre de 200) pour tous les stades sauf pour le stade 45. A cette exception près, 

il y a donc une augmentation du nombre de fibres nerveuses proportionnelle à la 

taille du membre. Pour le stade 45, le petit rapport obtenu (109) ne représente que la 

moitié des autres rapports. Cette faible valeur peut être liée au retard de l'innervation 

par rapport à la croissance du membre. Ce décalage se ferait sentir d'avantage au 

cours des stades précoces de développement qu'ultérieurement. Peut-être avons nous 

sous-estimé le nombre de fibres nerveuses composant les nerfs. De plus, la différence 

des nombres de fibres nerveuses des nerfs au stade 45 comptées sur les coupes 

ultrafines et les coupes colorées au Bodian est surprenante. La microscopie 

électronique révèle l'existence de 3 à 4 fois plus de fibres que l'histologie classique. 

Egar et Singer (1971), comparant les deux techniques de comptage dans un même 

nerf d'axolotl, ont montré que par la microscopie électronique, on comptait environ 

70% de fibres nerveuses de plus que par la technique de Bodian. Ces auteurs pensent 

que la technique de Bodian ne permet de distinguer qu'une fraction des fibres non 

myélinisées. Peut-être que ces fibres enveloppées par une cellule de Schwann 

apparaissent comme une seule fibre sous le microscope photonique. Nous n'avons pas 

d'autre explication mais il nous faudra toutefois réaliser des études comparatives 

complémentaires afin de lever cette ambiguité. 

Biscussion 

L'étude dont nous venons de présenter les résultats montre qu'il y a une 

augmentation du nombre de fibres nerveuses proportionnelle à la taille du membre. 



On se demande alors quelle peut être l'origine des fibres nerveuses qui 

viennent constamment grossir les nerfs. Rappelons que le nerf est constitué d'un 

ensemble de fibres nerveuses motrices et sensorielles. Si l'on suppose une croissance 

continue des muscles, l'augmentation du nombre de fibres nerveuses peut 

correspondre à une augmentation du nombre de fibres motrices peut être elle-même 

liée à une augmentation du nombre de motoneurones dans la moelle épinière. 

L'augmentation du nombre de fibres nerveuses au cours de la croissance peut aussi 

correspondre à une augmentation du nombre de fibres sensorielles. A notre 

connaissance, aucune étude de l'augmentation du nombre de fibres nerveuses des 

nerfs des membres en croissance n'a été faite. Par contre, des études de variation du 

nombre de motoneurones innervant les muscles des membres de Rana pipiens (Race 

et Teny, 1967) et de poulet (Hamburger, 1975 ; Lance-Jones, 1982) ont montré que 

les populations des motoneurones se stabilisent après la métamorphose chez la 

grenouille et après le 9ème jour d'incubation (stades 35-36) chez le poulet sans 

qu'aucune augmentation ultérieure ne soit perçue. Le pleurodèle semble donc 

constituer un modèle différent de la grenouille et du poulet. Il faudrait rechercher 

l'origine des fibres nerveuses constamment ajoutées aux nerfs tout au long de la 

croissance de ce triton. Une étude numérique des motoneurones innervant le membre 

aurait permis une réponse à cette question. Malheureusement, chez le pleurodèle, les 

motoneurones ne sont pas identifiables, comme ils le sont chez le poulet ou la 

grenouille. 





Deuxième partie 

IUVNERVATION DU MEMBRE REGENERE 

La régénération des membres d'urodèles conduit à la reconstitution exacte 

du segment amputé. Les mécanismes qui contrôlent la régénération des membres ont 

été longuement étudiés (revues Tank et Holder, 1981 ; Wallace, 1981). Peu de choses 

sont connues sur le contrôle de la croissance axonale et la formation de connexions 

neuromusculaires dans le membre régénéré. Avant d'entreprendre une recherche 

expérimentale sur l'établissement des connexions neuromusculaires des membres à 

formations surnuméraires, nous avons cherché à savoir si l'innervation de la partie 

régénérée du membre amputé était ou non identique à celle du membre normal. 

1 - Résultats 

Nous avons tout d'abord établi le patron des nerfs et des muscles du membre 

régénéré, puis nous avons recherché la localisation des motoneurones innervant les 

p ~ c i p a u x  muscles de ce membre. 

A - Patron des nerfs et des muscles 

A l'aide de coupes sériées colorées à l'azan, nous avons examiné la répartition 

des nerfs et des muscles dans le membre régénéré. Dans tous les cas étudiés, les 

muscles régénérés occupent une position normale. Le patron des nerfs est aussi 

conforme à celui du membre non amputé. 

B - Localisation des motoneurones innervant les principaux muscles 

du membre régénéré 

Après avoir établi une carte des pools de motoneurones innervant les 

principaux muscles du membre antérieur de pleurodèle, nous avons étudié les pools 

de motoneurones innervant les muscles correspondants du membre 



régénéré.L'imervation des quatre principaux muscles du membre : le complexe 

musculaire anconaeus, le muscle humero-antebrachialis, le muscle extensor 

digitorum communis et le musclef7exor digitorum communis, a été étudiée sur des 

membres régénérés d'animaux métamorphosés. Quatorze animaux ont été utilisés 

dans cette étude. 

1) Motoneurones du com~lexe musculaire anconaeus. (Fig. 8A) 

Dans le plan transversal de la moelle épinière, les motoneurones marqués 

correspondant au muscle anconaeus sont en positions dorsales et latérales, positions 

correspondant à celles des motoneurones du muscle témoin (Fig. 8A). Selon l'axe 

rostro-caudal, le pool moteur de ce muscle commence entre la deuxième et la 

troisième racine spinale, répartition identique à celle du membre normal, mais se 

termine au niveau de la quatri&me racine spinale, soit un segment (30 coupes) en 

avant de celui du muscle correspondant du membre normal. 

Fig. 8 - Localisation des pools des motoneurones innervant les quatre complexes 
musculaires du membre régénéré de P l e d & l e .  A : Anconaeus ; B : Humeroantebrachialis ; C : 
Extensor digitonun conununis ; D : Flexor digitorum communis. 



2) Motoneurones du muscle hurnéro-antebrachialir, (Fig. 8B) 

Le pool moteur de ce muscle a la même distribution que celui du muscle 

hurnero-antebrachialis du membre normal, aussi bien dans le plan transversal que 

selon l'axe rostro-caudal. 
. . 3) Mo toneurones du muscle extensor dw torum commun is. (Fig . SC) 

Dans le plan transversal, les motoneurones marqués correspondant au muscle 

extensor digitorum communis ont des positions dorsales et latérales, positions 

correspondant à celle du muscle normal non régénéré. Par contre, le pool moteur 

commence au niveau de la troisième racine spinale et se termine un peu en arrière de 

la cinquième, ce qui l'allonge d'un segment vers l'arrière par rapport à celui du 

muscle correspondant du membre normal. 

4) Motoneurones du muscle -flemr dipitorum cornmunis. (Fig . 8D) 
Dans la corne ventrale de la moelle épinière, les motoneurones marqués 

correspondant au muscle j7exor digitorum communis sont localisés en positions 

ventrales, centrales et ventro-latérales, positions correspondant à celles du membre 

normal. Selon l'axe rostro-caudal, ce pool de motoneurones est plus rostral que celui 

du membre normal. Il débute entre la troisième et la quatrième racine spinale et se 

termine à la limite caudale de la cinquième. Ce pool est ainsi décalé globalement d'un 

segment (30 coupes) vers l'avant. 

C) Eîude auantitative des ~rincivaux nerfs (Tableau II) 

Nous avons cherché à savoir si le nombre de fibres nerveuses constituant les 

principaux nerfs du bras a ou non vané au cours de la régénération. L'examen de 

coupes sériées colorées au Bodian montre que les nerfs du membre régénéré sont 

exactement dans les mêmes positions que ceux du membre normal. Le comptage des 

fibres nerveuses a été réalisé au milieu du bras de 6 animaux de stade 56, sur les deux 

nerfs brachiaux et les deux nerfs extenseurs. Il n'y a pas de différence significative 

entre les moyennes obtenues sur les membres régénérés et celles obtenues sur les 

membres normaux. 



Tableau II - Nombre de fibres nerveuses constituant les principaux nerfs du bras 
du membre régénéré et normal de Pleurodèle. 
Chaque nombre est la moyenne de 3 mesures. 

Discussiog 

Le patron des muscles et des nerfs du membre régénéré est identique à celui 

du membre normal. Ces résultats confirment à la fois ceux de Piatt (1957b) et ceux 

de Grirn et Carlson (1972, 1974). Piatt (1957b) a étudié la répartition des nerfs dans 

le membre régénéré d'axolotl et a montré qu'elle ne présentait pas de différence 

majeure avec celle du membre normal.Etudiant la morphogenèse régénératrice du 

membre d'axolotl, Grim et Carlson (1972, 1974) ont montré que la musculature du 

membre régénér6 était identique à celle du membre normal. 

Notre étude a porté aussi sur l'innervation motrice du membre régénéré de 

pleurodèle. Nous avons recherché la localisation des pools de motoneurones 

innervant les principaux muscles du membre régénéré. Les résultats présentés 

montrent clairement que la grande majorité des motoneurones que réinnervent les 

muscles du membre régénéré sont dans la même position transversale que celle des 

motoneurones qui innervent le membre normal. Par contre, dans leur distribution 

rostro-caudale, les pools de motoneurones innervant les muscles du membre 

régénéré sont parfois décalés d'un segment (30 coupes) vers l'avant ou vers l'arrière. 

Il faut toutefois noter que des différences de cet ordre ont été rencontrées pour un 

même muscle étudié chez plusieurs animaux témoins. 

Stade 

56 
(80 mm) 

56 

:90mm) 

Nombre total 
de fibres nerveuses 
des 4 nerfs 

995 

1046 

1290 

1302 

Nombre de fibres nerveuses 

Régénéré 

Régén61-6 

Normal 

Nerf brachial 

antérieur 

382 

434 

512 

548 

Nerf extenseur ' 

postérieur 

225 

220 

349 

3 16 

cxaniai 

365 

353 

365 

387 

caudal 

23 

39 

6 4 -  

52 



Cette étude peut être comparée à celle de Stephens et Holder (1987) qui ont 

étudié l'innervation des muscles du membre régénéré d'axolotl par la technique de 

marquage à la peroxydase. Les 4 muscles étudiés par les auteurs sont ceux que nous 

avons étudiés chez le pleurodèle. Les muscles distaux régénérés sont innervés par des 

motoneurones situés dans la même position que ceux innervant les muscles distaux 

témoins. Par contre, les muscles proximaux régénérés sont innervés par un mélange 

de motoneurones. Certains correspondent au pool normal, d'autres correspondent au 

pool de motoneurones qui innervent normalement les muscles distaux. L'altération 

de l'innervation des muscles distaux observée chez l'axolotl n'a donc pas été 

retrouvée chez le pleurodèle. Nos résultats suggèrent que l'innervation du membre 

ne se fait pas au hasard, mais qu'il doit exister des mécanismes de guidage sélectif qui 

dirigent chaque axone vers sa cible appropriée. D'autres études sur la régénération 

des axones GUrodeles ont été réalisées sans amputation du membre. Il a été montré 

que dans les membres dénervés (Cass et Mark, 1975) et les membres dans lesquels les 

nerfs ont été déviés (Grimm, 1971 ; Holder et al, 1982), les nerfs se régénéraient et 

étaient capables de retrouver leurs cibles correctes. 



Troisième partie 
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Troisième partie 

INNERVATION DES MEMBRES A FORMATIONS 
SURNUMERAIRES 

Nous avons recherché quel pouvait ête l'impact de telles altérations du patron 

de membre sur l'innervation. Dans un premier chapitre, nous avons établi les patrons 

des nerfs et muscles des formations surnuméraires. Dans un deuxième chapitre, nous 

avons recherché la localisation des pools de motoneurones innervant les principaux 

muscles des formations surnuméraires afin de voir si les muscles homologues 

présents dans deux ou trois composants d'un membre multiple partageaient un même 

pool de motoneurones. Dans un troisième chapitre, une étude quantitative des 

principaux nerfs des membres à formations surnuméraires a été réalisée afin de voir 

si une augmentation de taille de la cible avait un impact direct sur la quantité 

d'innervation. Celle-ci pouvant se manifester par un recrutement supplémentaire de 

neurones ou par un bourgeonnement local des fibres nerveuses. 

Chez les Urodèles, la genèse de formations surnuméraires a été obtenue chez 

plusieurs espèces tant sur le plan transversal que selon l'axe proximo-distal. Ces 

formations surnuméraires contribuent, d'une part à augmenter la taille de la cible 

offerte aux neurones qui innervent le membre, et d'autre part à modifier les positions 

des cibles par rapport à la normale. 

1 -PATRON DES NERFS ET DES MUSCLES DES FORMATIONS 

SURNUMERAIRES 

L'examen de coupes sériées colorées au Bodian nous a permis d'établir la 

répartition des muscles et des nerfs dans les membres à formations surnuméraires 

aussi bien transversales que proximo-distales. 

A) Formations transversales 
Cette étude a été réalisée sur les membres à formations surnuméraires 





résultant d'opérations effectuées tant chez la larve que chez l'embryon. Dans les 11 

cas étudiés, les patrons des muscles et des nerfs dans les membres surnuméraires sont 

conformes à ceux du membre normal. La figure 9 montre la répartition des nerfs et 

des muscles dans un membre double obtenu chez une larve jeune traitée au palmitate 

de rktinol. Les patrons des nerfs et des muscles dans le membre axial sont normaux et 

ceux du membre dupliqué ventral sont conformes à ceux du membre contralatéral. 

En d'autres termes, la symétrie en miroir des deux membres est totale. 

B) Formations proximo-distales, 

Le patron des nerfs et des muscles dans les formations surnuméraires 

proximo-distales est aussi identique à celui du membre normal. 

II. LOCALISATION DES POOLS DE MOTONEURONES INNERVANT 

LES MUSCLES DES FORMATIONS SURNUMERAIRES 

Dans la première partie de notre mémoire, nous avons présenté les résultats 

concernant l'innervation du membre normal aussi bien par l'établissement du patron 

des nerfs que par la localisation des pools de motoneurones des principaux muscles 

du membre. 

La recherche des mécanismes qui président à l'établissement des relations 

spécifiques entre les motoneurones et leurs cibles musculaires a été entreprise 

principalement chez le Poulet et à un degré moindre chez les Amphibiens, en altérant 

les positions relatives des neurones et des cibles au cours de la croissance 

embryonnaire ou encore en greffant des bourgeons de membres surnuméraires et en 

analysant les connexions neuromusculaires consécutives à ces opérations. 

Afin de mieux comprendre comment s'établissent les relations entre les 

motoneurones médullaires et les muscles du membre chez le Pleurodèle, nous avons 

modifié la cible normale constituée par le membre simple en créant des membres à 

formations surnuméraires. Ces modifications ont été réalisées à des stades précoces 

du développement et à des stades larvaires, c'est à dire avant et après la mise en place 

de l'innervation du membre. Nous avons recherché l'origine des motoneurones 

innervant les muscles des formations surnuméraires. Nous exposerons 

successivement les résultats concernant l'innervation des formations surnuméraires 



transversales et proximo-distales. Les membres témoins auxquels on se réfère au 

cours de l'exposé correspondent au membre régénéré dont les résultats sont exposés 

dans la deuxième partie du mémoire. 

A - Formations transversales ; 
Résultats 

1) FORMATIONS TRANSVERSALES OBTENUES SUR DES LARVES AGEES 

On effectue des transplantations contralatérales de blastèmes de régénération 

en opposant les axes a-p ou les axes d-v du blastème et du moignon porte-greffe selon 

la méthode décrite dans Matériel et Méthodes. 

a -DUPLICATIONS ANTERIEURES ET POSTERIEURES 

L'inversion de l'axe a-p du greffon par rapport à celui du moignon porte 

greffe conduit à la genèse de membres surnuméraires antérieur et postérieur en plus 

du membre axial inversé. On a alors un membre triple. Parfois, un seul membre 

surnuméraire se développe, et dans ce cas, c'est l'antérieur qui est le plus souvent 

présent. 

Nous avons recherché la position des motoneurones innervant les muscles 

composant le membre axial et les membres surnuméraires antérieurs et postérieurs. 

Bien que les blastèmes soient prélevés et transplantés au niveau du bras proximal, les 

duplications ne s'observent le plus souvent qu'à partir du coude. C'est pourquoi, 

notre recherche s'est limitée à la localisation des pools de motoneurones innervant les 

deux muscles de l'avant-bras : le muscle extensor digitorum communis et le muscle 

flexor digitorum communis. Chaque muscle est étudié chez trois ou quatre animaux. 

a l  - Membres surnuméraires antérieurs. (Fig. 10 A, B) 

Nous avons étudié l'innervation de 7 membres surnuméraires antérieurs dont 

4 appartiennent à des membres triples et 3 à des membres doubles. Les motoneurones 

marqués correspondant à chaque muscle sont caractérisés par leur position dans le 

plan transversal et leur distribution selon l'axe rostro-caudal de la moelle épinière. 

La figure 10 A, B, montre la position des pools moteurs des deux muscles étudiés 



Fig. 10 - Localisation des pools de 
motoneurones innervant les muscles des 
membres surnuméraires antérieurs et 
postérieurs et les muscles des membres 
axiaux. A,B : Muscles du membre 
surnuméraire antérieur. A :extensor 
digitorum communis ; 3 : flexor 
digitorum communis ; C,D : Muscles du 
membre surnuméraire postérieur. C : 
extensor digitorum cornmunis ; D : fiexor 
digitorum communis ; E,F : Muscles du 
membre axial. E : extensor digitorum 
communis ; F flexor digitorum 
communis. 

a L I L L E  9 



pour ces formations surnuméraires. Les points représentés dans chaque segment 

défini dans Matériel et Méthodes, correspondent au nombre total de motoneurones 

marqués dans les 30 coupes composant le segment. Plus précisèment, ces nombres 

représentent la moyenne des résultats obtenus dans les échantillons étudiés. 
. . 

$.Motoneurones du muscle extensor dzgltorum communis.(Fig.lOA) 

Dans la corne ventrale de la moelle épinière observée en coupe transversale, 

les motoneurones innervant ce muscle sont localisés, dans la majorité des cas, en 

position dorsale et latérale. C'est la situation obtenue dans le membre normal. 

Toutefois, des motoneurones en position ventrale inappropriée ont été rencontrés 

chez l'un des trois animaux étudiés. Xis sont au nombre de 3 sur l'ensemble des 24 

motoneurones marqués. Cette exception correspond probablement à une diffusion de 

la peroxydase à un muscle voisin lors de son injection dans le muscle extensor 

digitorurn cornmunis. La distribution rostro-caudale du pool moteur de ce muscle 

commence au niveau de la troisième racine spinale comme nous l'avions observé dans 

le membre normal, mais se termine un peu en avant de la cinquième racine spinale 

soit un segment (30 coupes) avant celle du pool moteur du muscle témoin 

correspondant. Ainsi, le pool du muscle extensor digitorurn communis du membre 

surnuméraire antérieur se superpose presque totalement à celui du membre normal. 
. . $ Motoneurones du muscle-flewr dz~itorum communis, (Fig. 10B) 

Dans le plan transversal, la position des motoneurones marqués innervant le 

muscle flexor digitorurn cornmunis est identique à celle du membre normal. Les 

motoneurones sont en positions ventrale, centrale et ventro-latérale. Selon l'axe 

rostro-caudal, le pool moteur de ce muscle est plus rostral que celui du membre 

normal. Xi débute au niveau de la troisième racine spinale et se termine un peu en 

avant de la cinquième. Ce pool est décalé globalement de deux segments (60 coupes) 

vers l'avant par rapport à celui du membre normal. 

a2 - Membres sumuméraires postérieurs. (Fig. 10C, D) 

Sept membres surnuméraires postérieurs ont été étudiés. Ils proviennent tous 

de membres triples. La figure 10 C, D, montre la position des pools moteurs des deux 

muscles étudiés pour cette formation. 



Ij.r\tllotoneurones du muscle extensor digitorum communis.(Fig.lOC) 

Aussi bien dans le plan transversal que selon l'axe rostro-caudal de la moelle 

épinière, la position des motoneurones innervant ce muscle est similaire à celle du 

membre normal. 

S. Mo toneurones du muscle -flexor diaitorum cornnzunlr, (Fig. 10D) 

Dans le plan transversal, les motoneurones marqués correspondant au muscle 

flexor digitomm communis sont en positions ventrale, centrale et ventro-latérale, 

positions correspondant à celles du membre normal. Par contre, le pool moteur de ce 

muscle est plus rostral que celui du membre normal. Il commence au niveau de la 

troisième racine spinale et se termine à la limite rostrale de la cinquième. Il est ainsi 

décalé rostralement de deux segments par rapport au membre normal. 

a3- Membres axiaux inversés selon l'axe a-p.(Fig. 10E, F) 

Ces membres sont le résultat du développement des blastèmes greffés. Quatre 

membres ont été étudiés dans ce cas, dont deux appartiennent à des membres doubles 

et deux à des membres triples. La figure 10 E, F, montre la position des pools 

moteurs des deux muscles étudiés pour ces membres. 
. . §.Motoneurones du muscle extensor dzpztorum communis,(Fig. l0E) 

Dans la corne ventrale de la moelle épinière, les motoneurones marqués 

correspondant au muscle extensor digitorum communis sont localisés en positions 

latérale et dorsale. Toutefois, quelques cellules nerveuses ventrales ont été observées 

dans les deux membres étudiés, elles sont au nombre de 3 parmi 21 motoneurones 

marqués. Selon l'axe rostro-caudal, le pool moteur de ce muscle a une distribution 

similaire à celle trouvée dans le membre normal. 

3 Motoneurones du muscle flexor di~itorum communis. [Fig.lOF) 

Dans le plan transversal de la moelle épinière, les motoneurones innervant se 

trouvent en positions centrale, ventrale et ventro-latérale. Ces positions sont celles du 

membre normal. Par contre, le pool moteur de ce muscle a une distribution plus 

rostrale que celle du membre normal. Il débute entre la troisième et quatrième racine 

spinale et se termine à la limite caudale de la cinquième. Ainsi, ce pool est décalé 

globalement d'un segment vers l'avant par rapport à celui du membre normal. 



b - DU'LICATIONS VENTRALES 

Aucun membre triple porteur de membres surnuméraires dorsaux et 

ventraux n'a été obtenu. Les membres doubles obtenus sont composés du membre 

inversé provenant du développement du blastème greffé et d'un membre 

surnuméraire ventral ayant l'orientation normale du membre porte-greffe. La 

duplication affecte l'avant-bras et parfois même seulement la main. Nous 

n'étudierons la position des motoneurones innervant les muscles des membres 

surnuméraires que lorsque ces derniers correspondront au moins à un avant-bras 

complet. 

bl- Membres surnuméraires ventraux 

La figure 11 A, B, montre la position des pools de motoneurones qui 

innervent les deux muscles suivants de l'avant-bras : le muscle extensor digitorum 

communis et le musclejlexor digitorum communi 

$ Motoneurones du muscle extensor dz~tto . . rum communis.(Fig.l 1A) 

Dans la majorité des cas, les motoneurones correspondant à ce muscle 

occupent des positions dorsale et latérale. Quelques cellules nerveuses en position 

ventrale inappropriée ont été observées chez trois des quatre animaux étudiés. Elles 

sont au nombre de 4 parmi 28 motoneurones marqués. Les motoneurones en position 

ventrale sont inappropriés car ils innervent le muscle flexor digitorum communis 

dans le membre normal. Le long de l'axe rostro-caudal, le pool moteur de ce muscle 

débute au niveau de la troisième racine spinale et se termine au niveau de la 

cinquième, position du pool moteur du muscle correspondant du membre nomal. 

5. Motoneurones du muscle nexo . . r dl - aitorum communis. (Fig. lOB) 

Dans le plan transversal de la moelle épinière, les neurones moteurs ont une 

position identique à celle des neurones correspondants du membre témoin. Le long 

de l'axe rostro-caudal, le pool moteur du muscle flexor digitorum communis du 

membre surnuméraire est plus rostral que celui du membre normal. Il commence à 

la limite caudale de la troisième racine spinale et se termine au niveau de la 

cinquième. est globalement décalé de deux segments en avant de celui du membre 

normal. 

b2- Membres axiaux 



Cinq membres axiaux inversés selon l'axe d-v ont été étudiés. Trois 

proviennent de membres doubles et 2 correspondent au développement sans 

duplication du blas tème greffé. La position dorso-ventrale des deux muscles étudiés 

est inversée par rapport au membre porte-greffe. La figure 11 C,D, montre la 

position des pools moteurs innervant les deux muscles étudiés. 

Fig. 11 - Localisation des pools de motoneurones innervant les muscles surnuméraires 

ventraux et les muscles des membres axiaux inversés selon l'axe d-v. A : Muscle extensor digitorum 

coinmunis du membre surnuméraire ventral ; B : Muscleflexor digitorum cornmunis ; C : Muscle 

extensor digitorum cornmunis du membre axial ; D : Muscleflexor digitorum cornunis. 

§ Motoneurones du muscle extensor digitorum communis.(Fig. 1 1 C )  

Dans la corne ventrale de la moelle épinière, les motoneurones innervant le 

muscle extensor digitorum cornmunis sont, dans la majorité des cas en positions 

latérale et dorsale. Toutefois, des cellules nerveuses en position ventrale ont été 

observées dans les deux cas étudiés, Elles sont au nombre de 3 parmi 21 



motoneurones marqués. Ces motoneurones innervent habituellement le muscle 

jlexor digitorurn cornmunis du membre normal. 

8. Motoneurones du muscle flexor digitorurn cornmunis. (Fig.1 lD) 

Les motoneurones innervant le muscle flexor digitorum comrnunis du 

membre inversé selon l'axe d-v sont localisés en position identique à celle du 

membre témoin. La distribution du pool moteur de ce muscle selon l'axe 

rostro-caudal est plus rostrale que celle du membre normal. Elle est décalée 

globalement d'un segment vers l'avant. 

2)  FORMATIONS VENTRALES OBTENUES CHEZ DES LARVES JEUNES 

Le traitement des membres antérieurs droits amputés de pleurodèle par le 

palmitate de rétinol permet de produire des membres doubles opposés par leurs faces 

ventrales. L'un d'eux a l'asymétrie du membre amputé droit : il est qualifié de 

membre axial. L'autre membre ventral a l'asymétrie du membre gauche et 

correspond au membre surnuméraire. Les membres obtenus sont parfois dupliqués à 

partir de l'épaule, mais souvent les duplications ne s'observent qu'à partir du coude. 

Nous avons recherché la position des motoneurones imervant les muscles 

composant les membres surnuméraires ventraux. Quatre muscles sont étudiés : le 

muscle anconaeus (1 cas) et le muscle hurnéro-antebrachialis (1 cas) quand la 

duplication commence au niveau de l'épaule ; le muscle extensor digitorum 

cornmunis (2 cas) etflexor digitorurn cornrnunis quand la duplication s'observe à 

partir du coude. Il n'y a pas eu assez de tritons au membre droit dupliqué pour 

rechercher la localisation des pools de motoneurones innervant les muscles des 

membres axiaux. 

8. Motoneurones du comvlexe unconueus. (Fig. 12A) 

Le pool de motoneurones innervant ce muscle a la même position que celui 

innervant le muscle correspondant du membre témoin. 

5. Motoneurones du muscle huméro-antebruchialis. (Fig. 12B) 

Dans la corne ventrale de la moelle épinière, les motoneurones marqués 

correspondant à ce muscle sont en positions centrales et ventrales. Toutefois, 

quelques cellules nerveuses sont en position inappropriée. On a en effet dénombré 



deux cellules ventro-latérales sur un total de 15 motoneurones marqués. Selon l'axe 

rostro-caudal, le pool de motoneurones a la même distribution que celui du muscle 

humero-untebrachiulis témoin. 

@ KI- 

Fig. 12 - Localisation des motoneurones innervant les muscles de membres 
surnuméraires ventraux obtenus chez des larves jeunes. A : anconaeus ; B : humer0 antebrachialis ; 
C : extensor digitorum c o m m i s  ; D : flexor digitonun commis .  

5 .Motoneurones du muscle extenso . . 
r dl ~ltorum communis.(Fig.l2C) 

Dans le plan transversal de la moelle épinière, le pool de motoneurones de ce 

muscle occupe une position latérale et dorsale, position conforme à celle du pool 

moteur du muscle témoin. Par contre, selon l'axe rostro-caudal, le pool est plus court 

que celui du muscle témoin. Il commence au niveau de la troisième racine spinale et 

se temine un peu avant la cinquième, soit un segment en avant du pool du muscle 

correspondant du membre normal, et 2 segments (60 coupes) en avant du pool du 

muscle correspondant du membre régénéré. 



5. Motoneurones du muscle flexor dinitorum communis. (Fig. 12D). 

Les motoneurones innervant ce muscle sont en positions centrales, ventrales 

et ventro-latérales, potisions conformes à celles des motoneurones innervant le 

muscle correspondant du membre normal. Selon l'axe rostro-caudal de la moelle 

épinière, ce pool est décalé globalement d'un segment vers l'avant par rapport à celui 

du muscle flexor digitorum communis normal. Par contre, il se superpose au pool 

correspondant du membre régénéré. 

De l'ensemble de ces résultats, on peut conclure que les pools de 

motoneurones innervant les 4 muscles étudiés des membres surnuméraires ventraux 

se superposent presque parfaitement à ceux établis dans le cas du membre normal ou 

régénéré. 
3) FORMATIONS VENTRALES OBTENI E S  CHfi" L'EMBRYON 

Le transfert contralatéral du champ du membre d'un embryon à un autre 

aboutit parfois à la formation d'un membre double. Le membre surnuméraire est 

opposé au membre axial par sa face ventrale. Dans certains cas, la duplication 

s'observe à partir de l'épaule, dans d'autres cas, elle débute au niveau du coude. Nous 

avons étudié la localisation des pools de motoneurones innervant les principaux 

muscles du membre surnuméraire ventral: anconaeus (2 cas), humero-antebrachialis 

(1 cas), extensor digitorum communis (1 cas) etjlexor digitorum communis (2 cas). 

3. Motoneurones du complexe musculaire anconaetis, (Fig. 13A) 

Dans la majorité des cas, les motoneurones innervant ce muscle sont en 

positions dorsales et latérales. Deux cellules en position ventro-latérale inappropriée 

ont été observées parmi 21 cellules nerveuses marquées. Selon l'axe rostro-caudal, le 

pool moteur de ce muscle a la même distribution que celle du pool témoin 

correspondant. 

3. Motoneurones du muscle humero-antebrachialis. (Fig. 13B) 

Aussi bien dans le plan transversal que selon l'axe rostro-caudal de la moelle 

épinière, les motoneurones innervant ce muscle sont dans la même position que ceux 

innervant le muscle correspondant du membre témoin. 

5 .Motoneurones du . . 
muscle extensor dzgtorurn communis,(Fig. 13C) 

Dans la corne ventrale de la moelle épinière, les motoneurones marqués 



correspondant à ce muscle occupent des positions dorsale et latérale, positions 

conformes à celles du pool de motoneurones du muscle extensor digitorum 

communis du membre témoin. Selon l'axe rostro-caudal de la moelle épinière, le 

pool de motoneurones de ce muscle débute au niveau de la troisième racine spinale et 

se termine au niveau de la cinquième. Ainsi, ce pool débute un segment (30 coupes) 

en arrière du muscle correspondant des membres normal et régénéré. 

Fig 13 - Localisation des motoneurones innervant les muscles de formations surnuméraires 

ventrales obtenues chez l'embryon. A : anconaeus ; B : humero antebrachialis : C : extensor 
digitorum communis ; D : flexor digitorum communis. 

5. Motoneurones du muscle _flexor dz glto . . rum cornmunis. (Fig.13D) 

La plupart des motoneurones innervant ce muscle sont en positions centrales, 

ventrales et ventro-latérales. Toutefois, 2 cellules en position dorsale inappropriée 

ont été observées parmi les 20 motoneurones marqués. Selon l'axe rostro-caudal, ce 

pool débute entre la troisième et la quatrième racine spinale et se termine un segment 

en arrière de la cinquième. Il est ainsi décalé globalement d'un segment vers l'avant 



par rapport à celui du muscle correspondant du membre normal. 

Comme nous l'avons vu dans le cas des formations surnuméraires obtenues 

chez les larves âgées et jeunes, les pools de motoneurones innervant un muscle donné 

ont, d'une façon générale une position conforme à celles des témoins. 

Discussion 
Un même pool de motoneurones innerve un même muscle quelque soit la 

position du membre correspondant par rapport au corps. Il y a donc une spécificité 

étroite entre les motoneurones et leurs cibles. De tels résultats sont obtenus aussi bien 

dans les membres simples en position normale (témoins) qu'inversée (issus d'un 

blastèrne greffé). De même, dans les membres multiples, les muscles homologues 

sont innervés par un même pool moteur. Enfin, cette spécificité est observée à la fois 

sur les membres opérés au stade embryonnaire et sur les membres opérés aux stades 

larvaires jeunes et âgés. A ces résultats considérés dans leur globalité, il faut toutefois 

mentionner l'existence de rares exceptions dont la présence peut être expliquée 

autrement que par l'établissement de connexions inappropnées. C'est ainsi que nous 

avons noté la présence de cellules nerveuses en positions transversales inappropriées 

mais en nombre très faible. Elles ne se rencontrent pas chez tous les animaux étudiés, 

et correspondent à un ou deux motoneurones parmi les 20 à 25 marqués. Leur 

présence est dûe probablement à une diffusion de la peroxydase à un muscle voisin au 

moment de son introduction dans le muscle étudié. Selon l'axe rostro-caudal du pool 

moteur, les variations de distribution, quand elles existent, correspondent à un 

décalage global du pool de motoneurones d'un segment (30 coupes) vers l'avant et 

exceptionnellement de deux segments. Ii faut noter que des différences de cet ordre 

affectent parfois deux animaux d'une même série d'expériences. 

Chez l'axolotl, Bennett et McGrath (1980) ont amputé au milieu du fémur les 

membres postérieurs de larves de 12 cm. La partie amputée est greffée sur place 

après une rotation de 180°, inversant les axes a.p. et d.v. des greffons. Dix animaux 

sur 32 ont présenté une formation surnuméraire. Les auteurs ont estimé par 

électrophysiologie le pourcentage de fibres musculaires innervées par les nerfs 16 et 

17. Ce pourcentage est équivalent entre membres témoins et membres opérés, 



inversés ou sumuméraires contralatéraux. La technique des auteurs permet d'estimer 

la distribution rostro-caudale du pool moteur des différents muscles étudiés. Les 

résultats des auteurs, tout comme les nôtres, suggèrent que les sites synaptiques ont 

des propriétés sélectives suffisantes pour déterminer le patron d'innervation des 

muscles du membre. D'autres expériences sur les Urodèles ont également permis de 

conclure que la réinnervation favorisait la restauration des connexions appropriées. 

Elles ont été effectuées sur des membres d'urodèles non amputés sur lesquels ont été 

réalisées des dénervations (Bennett et Raftos, 1977) des déviations de nerfs (Grimm 

1971, Cass et al., 1973, Holder et al, 1982, 1984) et des modifications des positions 

des muscles cibles (Wigston, 1986). 

Chez le poulet, des membres surnuméraires ont été obtenus soit par transfert 

de bourgeon de membre embryonnaire accompagné d'une rotation de ce bourgeon 

(Morris, 1978) soit par greffe d'un bourgeon supplémentaire auprès du bourgeon de 

membre en place (Hollyday, 1981). Malgré des petites variations dans la distribution 

rostro-caudale des pools de motoneurones innervant les membres surnuméraires, la 

position de ces pools dans la corne ventrale de la moelle épinière est identique à celle 

des pools de motoneurones du membre normal. D'autres types d'expériences réali- 

sées chez le poulet, conduisent également à la suggestion d'une liaison spécifique 

entre motoneurones et cibles correspondantes. Lance-Jones et Landmesser (1980, 

a,b) ont effectué des délétions et des rotations de segments de la moelle épinière selon 

l'axe rostro-caudal. Ces auteurs ont montré, à l'aide de techniques histochimiques et 

physiologiques, que les axones des motoneurones n'établissaient des synapses qu'avec 

leurs cibles appropriées. Ceci suggère que les motoneurones possèdent une identité 

leur permettant de suivre des chemins spécifiques et de se lier aux muscles 

correspondants. Butler et al (1986) ont provoqué l'innervation inappropriée des 

muscles brachiaux en remplaçant les segments brachiaux du tube neural d'un 

embryon hôte par les segments thoraciques d'un embryon donneur, avant la 

croissance des motoneurones. Ils ont observé, par des techniques histologiques et 

histochimiques, qu'au début, il existe une union compatible entre les nerfs issus de la 

moelle thoracique et les muscles de l'aile, mais que durant les stades suivants de 

développement, il y a détérioration de cette relation jusqu'à une dénervation de 



certains muscles puis m e  atrophie de ces derniers. 

Par contre, des muscles dorsaux transplantés à la place des muscles ventraux 

du membre de poulet (Lance-Jones,) ont été innervés de façon inappropriée par des 

nerfs ventraux. De même, en inversant les bourgeons d'aile de poulet, Stirling et 

Surnmerbell(1985) ont montré que l'innervation des muscles était appropriée dans le 

cas d'inversion de l'axe a-p mais inappropriée dans le cas d'inversion de l'axe d-v. 

Il semble donc que chez les Oiseaux l'innervation correcte des muscles de 

membre ne soit pas réalisée dans tous les types d'expériences présentés. Par contre, 

chez les Urodèles, les résultats montrent qu'au cours de la morphogenèse 

régénératrice, il y a toujours une réinnervation appropriée même quand les muscles 

ont une position relative modifiée. Il doit donc exister des mécanismes de guidage qui 

rétablissent les connexions appropriées et éliminent les liaisons neuromusculaires 

inappropriées. Des mécanismes semblables semblent présider à la mise en place des 

axones aussi bien dans le bourgeon de membre embryonnaire que dans le membre 

larvaire en régénération, 

B - For-ons ~roximo-distales 

Par greffe d'un blastème proximal du membre antérieur sur le poignet du 

membre correspondant d'un autre animal, on peut obtenir un développement plus ou 

moins complet du blastème greffé (Lheureux, 1978). Dans les meilleurs cas, on 

observe à partir du poignet du membre greffé les segments successifs suivants : 

stylopode distal, zeugopode et autopode. Dans nos expériences se sont développés 

principalement des membres limités à un avant-bras et une main. Dans un seul cas, le 

membre comprenait stylopode, zeugopode et autopode. Pour ce membre 

surnuméraire, nous avons recherché les corps cellulaires des motoneurones 

innervant l'anconaeus. Pour les autres membres dupliqués proximo-distalement, ce 

sont les muscles de l'avant-bras, extensor digitorum communis etflexor digitorum 

communis qui ont fait l'objet d'une recherche d'innervation par marquage des corps 

cellulaires des motoneurones medullaires par la peroxydase. 



5 Motoneurones innervant l'anconaeus de la formation sumumé- 

raire distale. (Fig.14A) 

Dans la corne ventrale de la moelie épinière, les motoneurones innervant ce 

muscle sont en positions dorsales et latérales. Ce sont des motoneurones dans cette 

même position qui innervent l'anconaeus du membre normal. Selon l'axe 

rostro-caudal, le pool moteur de ce même muscle débute entre la deuxième et la troi- 

Fig. 14 - Localisation des motoneurones innervant les muscles des membres dupliqués 

proximo distalement. A : anconaeus ; B : extensor digitorum communis ; C : flexor digitorum 

communis. 

sième racine spinale comme nous l'avions observé pour le membre normal mais il se 

termine entre la quatrième et la cinquième racine spinale soit un segment en arrière 

du pool de l'anconaeus du membre normal. Ce pool est ainsi un peu plus court que 

celui du membre normal. 



3. Motoneurones innervant le muscle extenso7 diaitorum communis. 

(Fig. 14B) 

Cette étude a été réalisée sur trois animaux. Dans le plan transversal de la 

moelle épinière, les motoneurones innervant le muscle extensor digitorum communis 

chez deux animaux sont en position conforme à celle du muscle témoin 

correspondant. Par contre, chez le troisième animal, nous avons observé quelques 

cellules en position ventrale inappropriée. Elles sont au nombre de 5 pami  26 

motoneurones marqués. Selon l'axe rostro-caudal, le pool des motoneurones de ce 

muscle est plus rostral que celui du membre normal. Il débute au niveau de la 

deuxième racine spinale et se termine à la limite caudale de la quatrième. Le pool de 

motoneurones innervant ce muscle est donc décalé rostralement de deux segments 

(60 coupes sériées) par rapport à celui du membre normal. Ce léger décalage rostral 

superpose le pool de motoneurones du muscle extensor digitorum communis étudié 

et celui du muscle ancoruretar témoin. 

5. Motoneurones innervant le muscle flexor digitorum communis. 

(Fig. 14C). 

Dans le plan transversal de la moelle épinière, les motoneurones innervant ce 

muscle occupent une position identique à celle du muscle correspondant du membre 

normal. Selon l'axe rostro-caudal, le pool moteur de ce muscle commence à la limite 

caudale de la troisième racine spinale et se temine au niveau de la cinquième. Ainsi, 

par rapport au membre normal, ce pool est décalé globalement de deux segments 

vers l'avant. 

Discussion, 
Nous avons créé des formations surnuméraires selon l'axe proximo-distal du 

membre. Le membre expérimental "trop long" contient donc une masse musculaire 

complémentaire offerte aux motoneurones ayant participé à l'innervation de la main 

du membre receveur. En utilisant le marquage rétrograde à la peroxydase, nous 

avons déterminé le patron des motoneurones responsables de l'innervation des 

principaux muscles du membre surnuméraire. Les résultats présentés ci-dessus 

montrent qu'en général, dans le plan transversal de la moelle épinière, les 



motoneurones innervant ces muscles sont dans une position identique à celle des 

muscles correspondants du membre normal. La seule exception parmi les 3 membres 

étudiés est obtenue pour le muscle extensor digitorum cornmunis. Quelques cellules 

nerveuses en position inûppropnée ont été observées. Elles ne sont qu'au nombre de 

5 parmi 26 motoneurones marqués. Elles correspondraient alors aux motoneurones 

du muscle flexor digitorum communis. On peut aussi supposer que cette exception 

est dûe à une diffusion de la peroxydase à un autre muscle lors de son introduction 

dans le muscle extensor digitorum communis. Selon l'axe rostro-caudal, les pools 

moteurs innervant les muscles des membres surnuméraires se superposent souvent 

aux pools innervant les muscles correspondants du membre nomal. Toutefois, 

quelques différences ont été observées. Parfois, les pools de motoneurones sont 

décalés globalement d'un ou deux segments vers l'avant par rapport au membre 

normal. Il faut noter que des différences de cet ordre affectent parfois deux animaux 

d'une même série d'expériences. Ceci suggère que ce sont les mêmes motoneurones 

qui innervent à la fois les muscles de l'avant-bras porte-freffe et les muscles 

correspondants de l'avant-bras surnuméraire qui lui est directement attaché. En ce 

qui concerne le muscle anconaeus étudié, on ne peut exclure l'existence d'une 

innervation inappropriée qui serait réalisée entre ce muscle et les motoneurones du 

muscle extenseur de l'avant-bras. En effet, les pools de motoneurones de ces 2 

muscles chevauchent sur les 3/4 de leurs longueurs. 

Une étude comparable à celle que nous avons présentée a été réalisée sur 

l'axolotl par Stephens et a1 (1985). Ces auteurs ont étudié l'innervation des membres 

dupliqués selon l'axe proximo-distal. Ils ont établi le patron des motoneurones 

innervant les principaux muscles du bras ou de la cuisse surnuméraires. Les muscles 

proximaux surnuméraires sont innervés par les motoneurones qui innervent 

normalement la musculature distale du membre. L'innervation des muscles distaux 

surnum6raires n'a pas été étudiée par ces auteurs. Ces résultats sont à rapprocher de 

ceux de Whitelaw et Hollyday (1983) qui ont montré que, chez le poulet, les muscles 

de la cuisse surnuméraire distale étaient innervés par un petit nombre de 

motoneurones innervant normalement la musculature du pied. L'observation de nos 

présents résultats relatifs aux muscles de l'avant-bras suggère que les axones 



régénérés retrouvent des cibles homologues. Pour étendre ces conclusions à 

l'innervation des muscles proximaux en situation distale par rapport à l'avant-bras, il 

nous faudra plutôt étudier l'innervation du muscle huméro-antebrachialis 

surnuméraire dont le pool normal de motoneurones ne se superpose à aucun autre. 

On pourra ainsi comparer le mode d'innervation de ce muscle surnuméraire à ceux 

défiiis par Stephens et a1 (1985) chez l'axolotl et Whitelaw et Hollyday (1983) chez le 

poulet. 

Stirling et Summerbell (1977) ont provoqué par contre des délétions 

proximales et distales dans l'aile de poulet et ils ont étudié l'innervation des parties 

restantes. Leurs résultats ont montré que les nerfs spinaux retrouvent toujours leur 

cible musculaire suggérant que le trajet des nerfs est prédéterminé et que les nerfs 

innervent seulement leurs muscles appropriés indépendamment de la localisation de 

ces derniers. Nos résultats semblent confirmer cette suggestion. 

III - ETUDE QUANTITATIVE DES PRINCIPAUX NERFS DES 

MEMBRES A FORMATIONS SURNUMERAIRES 

La méthode de marquage rétrograde a perrnis de localiser les motoneurones 

innervant les principaux muscles des membres à formations surnuméraires mais n'a 

pas permis leur comptage. Pour compléter cette étude, nous avons eu recours à une 

méthode quantitative qui a été abordée par le comptage des fibres nerveuses des 

principaux nerfs de ces membres. 

Dans le première partie, nous avons montré qu'il y avait une augmentation du 

nombre de fibres nerveuses des nerfs des membres en croissance. Le nombre de 

fibres nerveuses est proportionnel à la taille du membre. Nous allons voir si 

l'augmentation artificielle de la taille du membre par création de formations 

surnuméraires peut augmenter le nombre de fibres nerveuses composant les nerfs des 

membres multiples. 



A - Résultats 

Cette étude a été réalisée sur les membres multiples qui ont été utilisés dans 

l'étude de la localisation des pools des motoneurones. Ces membres ont été obtenus 

par des opérations réalisées sur des larves âgées ou jeunes et sur des embryons. 

1) Formations surnuméraires obtenues chez les larves âgées 

Six membres ont été utilisés, 4 triples et 2 doubles. Les membres triples 

proviennent tous du développement de membres portant un blastème contralatéral 

dont l'axe a-p est inversé. L'un des membres doubles a été obtenu par la même 

procédure et l'autre provient du développement d'un membre ponant un blastème 

contralatéral dont l'axe d-v est inversé. Tous ces membres sont dupliqués à partir du 

coude. Le comptage des fibres nerveuses est réalisé dans les nerfs du bras et dans les 

nerfs des 3 ou 2 avant-bras de chaque membre multiple. Les nerfs correspondants du 

membre contralatéral régénéré servent de témoins. Le tableau III regroupe les 

résultats des comptages des fibres nerveuses dans 4 nerfs du bras et 6 nerfs de 

l'avant-bras. Le nombre de fibres nerveuses de chaque nerf est ramené à une unité de 

surface arbitraire obtenue en établissant le rapport du nombre de fibres nerveuses à 

l'aire de la coupe transversale du niveau correspondant du membre. Ces données 

permettent une meilleure comparaison entre les nerfs homologues des membres 

différents. 

Au niveau de l'avant-bras, les 2 ou 3 formations surnuméraires ont des tailles 

différentes mais inférieures à celle du membre témoin (Tableau IIIa). Les aires de 

coupes transversales des avant-bras du membre multiple ont des valeurs variant entre 

50% et 100% de celle de l'avant-bras contralatéral du même animal. Ramené à une 

unité de surface arbitraire, les valeurs établies pour chacun des 6 nerfs de 

l'avant-bras de chaque composant du membre multiple sont comparables à celles du 

membre témoin contralatéral. En d'autres termes, dans un membre triple, le nombre 

global de fibres nerveuses comptées dans les 3 nerfs homologues est triple, voire dans 

certains cas supérieur au triple du nombre de fibres nerveuses du nerf correspondant 

de l'avant-bras témoin. Dans les membres doubles, le contingent global de fibres 

nerveuses est double de celui du témoin contralatéral. 
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Dans chaque bras, élément proximal à la duplication ou à la triplication, le 

nombre de fibres nerveuses des 4 nerfs est voisin de celui des nerfs homologues du 

bras contralatéral (Tableau 1116). Le rapport du nombre de fibres d'un nerf du bras 

opéré à celui du nerf correspondant cont-alatéral est légèrement supérieur à l'unité. 

La moyenne établie pour l'ensemble des mesures est égale à 1,14. Puisque cette 

moyenne est bien inférieure au triple ou au double de celle du membre témoin, ce ré- 

Tableau IlIb 

Nombre de fibres nerveuses constituant les nerfs des bras des membres à formations surnuméraires 
obtenus chez la larve âgée. Les nombres entre parenthèses représentent le rapport du nombre de 
fibres nerveuses B l'aire d'une coupe transversale du bras. 

Nombre 
total de 
fibres 
nerveuxs 
des 4 nerfs 

183 (240) 

Aire d'unc 
Numéro coupe 

de Membre transvers. 
1' animal étudié de bras en 
opéré mm2 

Nombre de fibres nerveuses 

Nerf brachial Nerf extenseur 

antérieur postérieur 

témoin 
1 

triple 

témoin 

2 
mple 

3 membre 
triple 

témoin 

4 

triple 

témoin 

5 
double 

- - -  1 témoin 1 631 

double 536 (78) 374 (55) 407 (60) 84 (12) I I I  



sultat implique l'existence d'un bourgeonnement des axones et des dendrites au 

niveau de la duplication. En effet, les données excluent l'hypothèse d'un recrutement 

supplémentaire important de neurones médullaires et ganglionnaires. Ce recru- 

tement correspond au mieux à 14% de neurones. On remarque toutefois que le 

nombre de fibres nerveuses par unité de surface dans les bras opérés est similaire à 

celui des membres témoins, la taille des bras opérés étant légèrement supérieure à 

celle des membres régénérés contralatéraux. 

2 - Formations surnuméraires obtenues chez les ieunes larves 

Trois membres doubles, dupliqués à partir de l'épaule et opposés par leur 

face ventrale ont été étudiés. Un comptage des fibres nerveuses des nerfs brachiaux et 

extenseurs est réalisé au milieu des bras des membres doubles et des membres té- 

moins contralatéraux (Tableau IV). Toutes les valeurs étant ramenées à une unité de 

Tableau IV : Nombre de fibres nerveuses constituant les nerfs des bras des 
membres à formations surnuméraires obtenus chez la jeune larve 
(les numéros entre parenthèses représentent les rapports 
du nombre de nerfs à l'aire d'une coupe transversale du bras). 

Numéro de 1 &kmbre 

témoin t- 
l'animal 

o@I35 

1 1 membre 

énidié 

1 témoin 

membre 1 
témoin 

3 C 1 membre 

double 

Composants Aire d'une 
Nombre & fibres nerveu 

c o u p  m s v .  
du membre de bras Nerf b d i a l  

double (mm2) antérieur postérieur cranial 

témoin 4,48 337 (75) 214 (48) 269 (60) 

avant 
676 (107) 395 (63) 411 (65) bifurcation( 6 3  1 1 1 

témoin 1 1.04 1 58 ( 56) 1 50 (48) 1 46 (44) 

axial 

ventral 

témoin 

axial 

venuai 

Nombre total 
de fibres 
m e u s e s  des 
4 nerfs 

4,04 
3.24 

6.93 

6.81 

3.2 

axial 

ventral 

397 (98) 

279 (86) 

438 ( 63) 

366 ( 53) 

248 ( 77) 

1.13 

0.98 

220 (54) 

173 (53) 

314 (45) 

292 (42) 

200 (62) 

60 ( 53) 
55 ( 56) 

286 (71) 

165 (51) 

320 (46) 

329 (48) 

214 (66) 

50 (44) 
53 (53) 

55 (49) 

60 (61) 



surface arbitraire, les nombres de fibres nerveuses des nerfs homologues des bras 

témoins et dupliqués sont voisins. Le nombre global de fibres nerveuses atteint donc 

des valeurs doubles et même bien souvent un peu supérieures à celles des membres 

témoins contralatéraux (Tableau IV). Comparer par exemple, dans le nerf brachial 

antérieur : 75 à 98+86 ; 63 à 53+77 et 56 à 53+56. 

Les 4 nerfs du bras observés à un niveau proximal à la dichotomie 

contiennent un très grand nombre de fibres nerveuses. Un seul exemple a été étudié 

(Tableau N, animal Nol). Lorsqu'on établit le rapport de ce nombre à celui du nexf 

homologue du bras contralatéral, on obtient les valeurs respectives suivantes : 2 ; 

1,84 ; 1,52 et 1,84 pour les nerfs brachiaux antérieur et postérieur et les nerfs 

extenseurs cranial et caudal. La valeur de ces moyennes est égale à 1,80. Ces résultats 

démontrent, à la différence de ce que l'on a obtenu avec les larves âgées, que les 

fibres nerveuses supplémentaires liées aux duplications précoces correspondent 

probablement à des neurones médullaires ou ganglionnaires supplémentaires, ce qui 

n'exclut pas qu'une fraction des fibres nerveuses additionnelles soit liée à un 

bourgeonnement d'axones ou de dendrites. 

3 - Formations surnuméraires obtenues chez l'embryon 

Un seul membre double a été étudié à ce jour. La duplication affecte 

l'avant-bras. Le comptage des nerfs a été réalisé à la fois au niveau du bras du 

membre double et du membre témoin contralatéral ainsi qu'au niveau des avant-bras 

du membre double et du membre témoin. 

Au niveau de l'avant-bras, les deux composants du membre double ont des 

tailles différentes (Tableau Va). L'avant-bras dorsal a une taille proche de celle de 

l'avant-bras contralatéral. Le nombre de fibres nerveuses constituant leurs nerfs est à 

peu près équivalent. L'avant-bras ventral du membre double est plus petit mais ses 

nerfs contiennent autant de fibres nerveuses par unité de surface (Tableau Va). 

Comme on l'a vu préalablement, il y a dans chaque élément dupliqué proportion- 

nalité entre le nombre de fibres nerveuses et la taille du membre. 

Au niveau du bras, le membre à formations surnuméraires présente dans 

chaque nerf un nombre double de fibres nerveuses de celui du membre contralatéral 

(Tableau Vb). Le rapport moyen du nombre de fibres nerveuses des nerfs du bras 



opéré à celui du bras contralatéral est égal à 2,3. Il témoigne très probablement de 

l'existence d'un recrutement de neurones largement suffisant pour exclure la 

nécessité d'un bourgeonnement d'axones ou de dendrites au niveau de la duplication. 

Tableau Va : Nombre de fibres nerveuses constituant les nerfs des avant-bras des 

formations surnuméraires obtenues chez l'embryon. Les nombres 

entre parenthèses représentent le rapport du nombre de fibres nerveuses 

à l'aire d'une coupe transversale de l'avant-bras. Abréviations : voir Fig. 6 

Tableau Vb : Nombre de fibres nerveuses constituant les nerfs du bras 
du membre à formations surnuméraires obtenu chez l'embryon. 
(les numéros entre parenthèses représentent le rapport du 
nombre de fibres nerveuses à l'aire d'une coupe transversale du bras) 

Nb total de 

f. nerveuses 

des 6 nerfs 

488 

(140) 

564 
(186) 

264 
(127) 

No de 

l'animal 

opéré 

1 

1 double 

Numéro de 

l'animal 

Ake d'une 

coupe aansvers 

de bras en mm2 

Membre 

éaidié 

témoin 

membre 

double 

Membre 

Nombre de fibres nerveuses 1 Nombretotal 1 

Composants 

du membre 

double 

témoin 

axial 

ventrai 

I 1 nerveuses I 
Nerf brachial Nerf extenseur 

antérieur postérieur cranial caudai 

260 ( 82) 184 ( 59) 292 ( 93) 47 (15) 783 (249) 

Aire 

c. a. 
mm2 

3.49 

3,04 

2,08 

de fibres 1 

Nombre de fibres nerveuses 

ndm 

112 

(32) 

105 
(35) 

32 
(15) 

nio 

128 

(37) 

199 
(65) 

84 
(40) 

ndmu 

64 

(18) 

57 
(19) 

27 
(13) 

nul 

58 

(17) 

78 
(26) 

44 
(21) 

ndml 

73 

(21) 

88 
(29) 

5 1 
(25) 

mtbd 

53 

(15) 

37 
(12) 

26 
(12) 



B - Discussion 
Dans les trois ensembles expérimentaux qui viennent d'être présentés, 

l'obtention de membres multiples a eu lieu à différents stades de développement du 

Pleurodèle. 

Chez les larves âgées, la transplantation de blastèmes a eu lieu bien après 

l'établissement des connexions neuromusculaires. Chez les larves jeunes (stade 

36/37) traitées à la vitamine A, la production de membres doubles est contemporaine 

de la mise en place des nerfs des membres. Enfin, chez l'embryon, les duplications 

sont antérieures à l'innervation. 

Un certain nombre de résultats relatifs à l'innervation des éléments dupliqués 

sont communs aux 3 ensembles expérimentaux. Nous avons en effet montré, par 

comptage des fibres des principaux nerfs, que le nombre de fibres nerveuses par 

unité de surface était constant, c'est-à-dire que l'innervation de chacun des éléments 

dupliqués est identique à celle de l'élément simple contralatéral correspondant. 

L'existence d'un nombre global de fibres nerveuses double au niveau des éléments 

dupliqués peut correspondre à deux origines différentes. Ou bien il s'agit d'un 

recrutement de neurones supplémentaires ou bien les fibres nerveuses des niveaux 

proximaux non dédoublés ont bourgeonné des fibres supplémentaires. Nos résultats 

montrent que cette double origine est possible mais à des degrés variables selon les 

ensembles expérimentaux considérés. Chez les larves âgées, le recrutement des 

neurones semble faible (14%), ce qui implique un important bourgeonnement des 

fibres nerveuses sectionnées lors de l'opération chirurgicale. Chez les jeunes larves, 

un recrutement neuronal important semble être lié à l'augmentation de l'innervation 

périphérique. Toutefois, un pourcentage de 20% des fibres nerveuses ne s'explique 

que par un bourgeonnement des fibres nerveuses plus proximales. Enfin, les 

membres doubles induits chez l'embryon semblent innervés par un contingent de 

neurones double de celui du membre témoin. Des études histologiques et 

physiologiques permettraient d'estimer d'une part la quantité de neurones 

supplémentaires et d'autre part l'étendue du bourgeonnement axonal. En effet, pour 

l'instant, rien ne nous permet d'affirmer l'existence d'un recrutement neuronal 

complémentaire lié à la genèse de formations surnuméraires. 



Des recherches quantitatives de l'innervation des membres de vertébrés n'ont 

pas été abordées suivant des méthodes identiques aux nôtres mais plusieurs auteurs 

ont étudié l'influence de la taille de la cible sur la quantité de motoneurones présents 

dans la colonne motrice médullaire correspondante. Des bourgeons de membres 

surnuméraires ont été greffés chez l'embryon de poulet (Hollyday et Hamburger, 

1976) avant la période de mort neuronale qui, dans les conditions normales, conduit à 

l'élimination de 50% de neurones de la colonne motrice latérale. Ces auteurs 

observent que le nombre de motoneurones du côté opéré augmente de 11 à 27% par 

rapport au témoin. Autrement dit, malgré le doublement de la cible qui aurait pu 

permettre la survie de la totalité des motoneurones, la mort cellulaire affecte de 45% 

à 37% des motoneurones au lieu de 50% programmés. Cet excédent de neurones de 

11 à 27% paraît bien faible comparé à nos résultats obtenus chez l'embryon de 

Pleurodèle où l'on suppose un doublement du nombre de neurones. Il faut remarquer 

que la situation du membre double de pleurodhle est différente de celle obtenue chez 

le poulet (Hollyday et Hamburger, 1976) car les membres doubles de Pleurodèle ont 

une base commune située bien en face du plexus brachial, alors que le membre 

surnuméraire de poulet a été ajouté sur le bord antérieur du bourgeon en place. Chez 

le Xénope, Lamb (1979) a étudié le cas d'un membre triple obtenu accidentellement. 

L'augmentation du nombre de motoneurones n'est que de 18% alors que 

l'augmentation de la masse musculaire est estimée à 100%. 11 faut ajouter que le 

volume des ganglions dorsaux de la région lombaire a augmenté 1,7 fois. Il est 

probable qu'une situation équivalente soit offerte par les membres doubles résultat de 

nos transplantations embryonnaires. Le facteur de multiplication des fibres 

nerveuses à la base du membre double, égal à 2,3, est probablement lié une 

augmentation du nombre de rnotoneurones mais aussi à une augmentation du nombre 

de neurones sensoriels. De plus, si Son se réfère aux observations de Prestige et 

Wilson (1974) chez le Xénope, le bourgeonnement d'axones des racines ventrales 

n'aurait pas lieu au cours de la croissance embryonnaire normale. Ceci suggère qu'à 

chaque fibre nerveuse présente dans les nerfs à la base des membres correspond un 

neurone. 

A l'inverse des expériences qui contribuent à augmenter la taille de la cible, 



en l'occurence celle du membre, des expériences d'ablation des bourgeons de 

membre tant chez les Anoures (Prestige, 1967 ; Fortune et Blackler, 1976 ; Kett et 

Pollack, 1985) que chez le Poulet (Bueker, 1947 ; Oppenheim et al, 1978) conduisent 

à une réduction du nombre de motoneurones de la colonne motrice latérale. 



CONCLUSION 



CONCLUSION 

Dans l'étude que nous avons présentée, nous avons cherché à savoir comment 

se réalisait l'innervation des membres antérieurs de Pleurodèle. Nous avons établi, 

dans une première partie, le patron des nerfs et des muscles du membre antérieur de 

Pleurodèle et recherché la localisation des motoneurones innervant les principaux 

muscles de ce membre. La distribution de ces motoneurones est diffuse dans la région 

de la moelle épinière qui innerve le membre. A la différence des autres Vertébrés où 

les motoneurones qui innervent les muscles sont groupés en noyaux compacts 

constituant la colonne motrice latérale, les Urodèles ne paraissent pas présenter une 

colonne motrice bien délimitée. Néanmoins, les motoneurones qui innervent un 

muscle donné ont une position bien définie dans le plan transversal et selon l'axe 

rostro-caudal et constituent un pool de motoneurones. Des chevauchements peuvent 

exister entre les pools de motoneurones innervant deux muscles différents. 

L'invasion du bourgeon de membre par les nerfs a été détectée dès le stade 36. Les 

nerfs atteignent l'extrêmité distale au stade 38 et le nombre de fibres nerveuses 

augmente régulièrement au cours de la croissance. 

Dans la deuxième partie, nous nous sommes intéressés à l'innervation du 

membre au cours de la régénération. Celle-ci est identique à celle du membre normal 

non amputé. 

Dans une troisième partie, nous avons entrepris une recherche expérimentale 

sur l'établissement des connexions neuromusculaires dans les membres à formations 

surnuméraires. Le patron des nerfs et des muscles des formations surnuméraires est 

conforme à celui du membre normal. L'innervation de ces formations estimée par 

comptage des fibres nerveuses des principaux nerfs est apparemment normale. On a 

aussi montré que deux ou trois muscles homologues appartenant aux éléments des 

membres doubles ou triples étaient innervés par un même pool de motoneurones. Des 

mécanismes de guidage sélectif doivent donc établir les connexions neuromusculaires 

appropriées. De tels mécanismes semblent intervenir aussi bien au cours de la 



croissance que de la régénération. D'un point de vue quantitatif, il était intéressant de 

savoir si un même pool de motoneurones innervant 2 ou 3 muscles homologues 

présentait un plus grand nombre de neurones moteurs. L'absence de colonne motrice 

latérale bien défhie nous a conduit à effectuer une recherche quantitative indirecte. 

Dans les membres multiples obtenus chez les larves âgées, le recrutement de 

neurones, s'il existe, est faible. Les fibres nerveuses supplémentaires proviennent 

probablement d'un bourgeonnement des fibres présentes au niveau de la duplication 

ou la triplication. Dans les membres multiples obtenus chez les jeunes larves et les 

embryons, les fibres nerveuses additionnelles présentes à un niveau proximal à la 

duplication, pourraient correspondre à un recrutement important de neurones qu'ils 

soient moteurs ou sensoriels. Il serait intéressant de connaître la provenance du 

recrutement neuronal induit par la présente des formations surnuméraires. 

Les résultats relatifs à l'innervation des duplications proximo-distales se 

divisent en deux groupes. Dans le cas des muscles de l'avant-bras surnuméraire situé 

en position directement distale à l'avant-bras du membre porte-greffe, l'innervation 

a pour origine le pool de motoneurones qui innervent les muscles homologues de 

l'avant-bras porte-greffe. Par contre, l'innervation des muscles du bras surnumé- 

raire autorise deux interprétations possibles. En effet, le pool de motoneurones qui 

innerve l'anconaeus surnuméraire distal se situe dans la zone de chevauchement des 

pools de motoneurones de l'anconaeus et de l'extensor digitorum communis. 11 nous 

faudra éclaircir ce problème car s'il s'avérait que l'hypothèse d'une innervation 

inappropriée des muscles proximaux surnuméraires était vérifiée, les problèmes 

relatifs à la compétition des neurones pour une cible donnée pourraient être l'objet 

d'une étude approfondie. En particulier, alors que chez le Poulet, on a récemment 

montré qu'un innervation inappropriée était condamnée à plus ou moins brève 

échéance (Butler et al, 1986), aucun travail relatif à l'innervation inappropriée des 

muscles d'Amphibien n'a été conduit suffisamment longtemps pour savoir si une telle 

innervation était compatible avec une survie musculaire. 
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CONTRIBU'ïION TO LEARNING OF PLEURODELES LIMB 
INNERVATION DURING GROTVI"H AND REGENERATION. 

INFLtTENCE OF SUPERNUMERARIES ON LIMB INNERVATION 

SUMMARY 

The object of this study concem the innervation of the forelimb of the newt 
Pleurodeles. 

The pattem of both muscles and nemes was described through a histological 
study. The loçalization of the motoneurons projecting on the main muscles of the 
limb was established by using retrograde transport of horseradish peroxidase. A 
well-patterned motoneuron pool in the spinal cord is fitted with each muscle. 

The Bodian technique being unsufficient to deîect the first nerve fibres that 
were inviding the limb bud, early nerve structures were resolved in the electron 
microscope. The first appearence of nerve in the limb bud occured in stage 36 
embryos. During the period of larval growth, the number of nerve fibres 
progressively increased. It remained proportional to the limb size. 

hother  part of this study is related to the innervation of the regenerating 
limb. The pattem of the regenerate and the conesponding motoneuron pools were 
sirnilar to those of the normal limb. 

The last part of this memoir is focused on the innervation of the 
supemumerary limbs. Two or three homologous muscles originating from the 
different parts of a double or a triple limb, shared the sarne motoneuron pool. It was 
not possible to establish a quantitative increase of the motor pool by direct 
observation of spinal cord sections because the motor pools of this newt were not 
histologically distinct from the other neurons. However, by counting nerve fibers in 
sections of the supemumeraries, both the increase of motoneuron pools and the 
nerve sprouting were assessed. In the multiple limbs obtained in the old larvae by 
contralateral transplantation of blastemas, the increase of nerve fibres probably 
originated from local nerve sprouting. In contrast, in the double limbs resulting 
from contralateral transplantation of embryonic limb fields, the increase of nerve 
fibres probably originated from additionna1 neurons. The study related to the 
innervation of proximo-distal duplicate limbs, were not extensive enough to bring 
weU founded conclusions. 
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