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Analyse exp6rimentale de l'expression de la mutation 16thale r6cessive .16thal mitotique~, 
chez Pleurodeles waltlii (Amphibien Urodble) 

La m u t a t i o n  <d6thaI-mitotique~> (lm), m u t a t i o n  16thale 
r6cessive du Pleurod61e identifi6e par  GALLIE~ et  COLLE- 
NOT 1, se mani fes te  an m o m e n t  de l '6closion et  avai i t  la 
premi6re  prise de nour r i tu re  par  un arr4t  de la croissance 
g6n6rMe et  de la diff6renciat ion du m e m b r e  ant6r ieur  qui 
res te  5  ̀l '6 ta t  de bourgeon  conique.  E n  outre,  les embryons  
16thaux (lm/lm) pr6sen ten t  une  t4te  6troite, de la micro-  
p h t a l m i e  et  tes ramif ica t ions  secondaires  de leurs bran-  
chies sont  r6duites.  L ' ana lyse  cytologique  r6v61e dans  
t o u s l e s  t issus  un aspec t  inhabi tue l ;  on observe un grand  
hombre  de cellules en m6taphase  comme si les divis ions 
cellulaires demeura i en t  bloqu6es 5̀  ce stade.  Les chromo-  
somes appara i s sen t  c ependan t  fissur6s mais  ils on t  une 
disposi t ion anarchique.  Duns le bu t  de rechercher  si la 
m u t a t i o n  <, 16thal mi to t ique  ~ s ' expr ime  de faw au tonome  
ou non, nous  avons  r6alis6 des exp6riences du t y p e  de 
celles effectu6es chez l 'Axolot l  pa r  HUMPHREY 2,a, a u  
cours de l '6 tude de plusieurs  muta t ions .  

Mdthode expdrimentale. 2 types  d 'op6ra t ions  on t  6t6 
r6alis6s sur des embryons  aux s tades  du bourgeon caudal  
(stades 22 5  ̀24 de la t ab le  chronologique a) : d ' une  pa r t  des 
associat ions en parabiose,  d ' au t r e  par t ,  des greffes 
h6t6rotopiques  d '6bauches  d 'orgai ies  (ceil, m e m b r e  
ant6r ieur  et  queue). Ces in te rven t ions  de microchirurgie  
embryonna i r e  ont  6t6 r6alis6es duns la solut ion phys io-  
logiqne de STEINBERG ~. Chaque s6rie d 'associa t ions  en 
parabiose  a 6t6 mise en oeuvre sur des embryons  appar-  
t e n a n t  5  ̀une mSme poli te  issue de pare i i t s  h6t6rozygotes,  
de telle sorte  que sur l 'e l lsemble des op6rat ions  r6alis6es 

6/16 d ' en t r e  elles repr6sen ten t  des associat ions ent re  
un e m b r y o n  normal  et  un e m b r y o n  16thal. Les greffes 
h6t6rotopiques  d '6bauches  d 'o rganes  on t  6t6 effectu6es 
sur le flanc, les embryoi is  donneurs  p rovena ien t  de pontes  
issues de pa ren t s  h6t6rozygotes ,  les embryons  receveurs  
ap p a r t en a i en t  5  ̀des pon te s  s t andard .  Les embryoi is  don-  
neurs on t  6t6 mai i i tenus  en @levage ju squ ' au  m o m e n t  de 
la prise de IIourriture de manibre  5̀  reconnai t re  ceux qui 
6taient  l@thaux. C'est  5. par f i r  de ce s tade  que l '6volut ion 
des combina isons  op6ratoires  <d6thal-normab> a 6t6 r6gu- 
l iSrement  observ6e et  compar6e 5̀  celle de combina i sons  
* n o r m a l - n o r m a b .  Les donn6es num6r iques  concernai i t  
l ' ensemble  des op6rat ions  r6alisges et  les combina isons  
(d6thal-normab> sont  rassembl6es duns le Tableau.  

Les f ixa t ions  ont  6t6 effectu6es 5  ̀diff6rents  s tades  de la 
vie larvaire  5  ̀ l 'a ide du l iquide f ixa teur  de Ha lmi ;  pour  
quelques  associat ions en parabiose  l'61evage a 6t6 pour-  
suivi jusqu 'au  s tade  de la m6tamorphose .  L%tude  
his tologique a 6t6 r6alis6e apr~s inclusion dans  la paraff ine  
et  colorat ion des coupes par  le rouge nucl6aire solide et  le 
picro-indigocarmii i .  
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Fig. 1. Association en parabiose <mormal-16thab> au stade 39, 8 jours 
environ apr~s l'expression de la mutation; le bourgeon du membre 
ant6rieur droit de l'individu 16thal est & peine visible (fl~ehe). 

Fig. 2. M6me parabiose que celle repr6sent6e sur la Figure 1 apr~s 
2 mois d'6Ievage (stade 54) ; la r6gression de l'individu l@thal est tr~s 
prononc6e. Les traits d'6cbelle des Figures 1 et 2 repr6sentent 5 mm. 
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Nombre d'op6rations r~alis6es Nombre de eombinaisons ldthal-normal obtenues 
et pourcentage eorrespondant 

Associations en parabiose 176 59 (33,5 %) 

Greffes d'6bauches 
Oeil 29 6 (20,6 %) 

Membre ant~rieur 30 6 (20 %) 

Queue 34 8 (23,5%) 

Rdsultats. 1. Parabioses. L 'as soc ia t ion  en  pa rab iose  ne  
modif ie  pas  les carac t~res  n i l e  m o m e n t  de l 'expressiol l  de 
la m u t a t i o n  <d6thal-mitotique~). Associ6s on no n  ell 
parabiose ,  les i nd iv idus  lm/lm ou t  le m6me  aspec t  a u  
s tade  de la pr ise  de n o u r r i t u r e  (s tades 37, 38) ma i s  leur  
6volu t ion  est  d i f f6rente :  alors que  les e m b r y o n s  16thaux 
l ibres  me l l r en t  darts u n  d61ai de que lques  jollrs  ~ la su i te  
d ' u n e  cytolyse  g6n6ralis6e, associ6s en  p a r a b i o s e  avec  des 
ind iv idus  n o r m a u x ,  ils v o n t  sub i r  une  r6gression len te  
sans  aucune  plage de n6crose appa ren t e .  La  r6gression 
es t  progressive,  elle est  peu  pe rcep t ib l e  p e n d a n t  les 
15 p r emie r s  jours  puis  elle s ' a ccen tue  rSgul igrement  e t  
elle est  p r e sqne  to t a l e  lorsque  1 'animal  n o r m a l  a t t e i n t  le 
s tade  de la m 6 t a m o r p h o s e ;  les yel lx et  les b r a n c h i e s  son t  
les p remie r s  k d i spara i t re ,  la r6gion c6pha l ique  et  la queue  
s ' e s t o m p e n t  plus  l e n t e m e n t  (Figures  1 et  2). 

L ' 6 t u d e  b is to logique  des associa t ions  en pa rab iose  
m o n t r e  d ' u n e  mani~re  tr~s ne t te ,  au  m o m e n t  off s ' exp r ime  
la m u t a t i o n ,  la j u x t a p o s i t i o n  des e m b r y o n s  n o r m a u x  
et  16thaux (Figures  3 et  4). Chez ces dern ie rs  on observe,  
c o m m e  chez les e m b r y o n s  16thaux libres,  des cellules 
b loqu6es  en m 6 t a p h a s e  et, quo ique  en  mo ins  g r a n d  
nombre ,  des cellutes d o n t  les n o y a u x  son t  pycno t iques .  
Cependan t ,  aucune  t r ace  de  cyto lyse  ni  de d~sagr6gat ion  
p ro fonde  ou superficiel le  n ' e s t  visible.  E n  outre ,  les 
car t i lages  cgphal iques ,  la chorde  et  les musc les  o u t  u n  
aspec t  p r e sque  normal .  L ' 6 v o l u t i o n  des pa rab ioses  est  
caract6r is6e p a r  la r a r6 fac t ion  des n o y a u x  p y c n o t i q u e s  et  
des cellules b loqu6es  en m 6 t a p h a s e  et  pa r  une  d6sorgani-  
sa t i0n  progress ive  de l ' e m b r y o n  16thal qui  a b o u t i t  au 
r a s s e m b l e m e n t  des d ivers  t i ssus  en un  a m a s  c o m p a c t  dans  
lequel  la chorde  et  les cellules car t i lagi l leuses  pe r s i s t en t  

long temps .  Les e m b r y o n s n o r m a u x  des associa t ions  on t  
t ou jou r s  p r 6 s e n t 6  une  s t r u c t u r e  e t  une  o rgan i sa t i on  
normales .  

2. Gref/es hdtdrotopiques. Qu'el les  so ient  en place sur  les 
e m b r y o n s  16thaux ou greff6es sur  des e m b r y o n s  n o r m a u x ,  
les 6bauches  d'oeil e t  de m e m b r e  an t6 r i eu r  a t t e i g n e n t  le 
m~me degr6 d 'o rgan i sa t ion .  Ensui te ,  Ia r6gress ion de ces 
6bauches  greff6es est  pr6coce et  rapide.  15 jours  apr&s 
l ' express ion  de la m u t a t i o n  chez les e m b r y o n s  donneurs ,  
elles o n t  involu6 et  elles ne  son t  p r a t i q u e m e n t  p lus  
d6celables ~ la s imple  o b s e r v a t i o n ;  cependan t ,  il pers i s te  
par fo is  ~ t ' e m p l a c e m e n t  de l ' 6bauche  ocula i re  u n  a m a s  de 
m~lanopbores .  L ' 6 b a u c h e  de la  queue  a u n  d 6 v e l o p p e m e n t  
n o r m a l  ; u l t f r i e u r e m e n t  elle r6gresse, mais  p lus  l e n t e m e n t  
que les 2 pr~c6dentes  6bauches  eL e l l e a  d i spa ru  an  
m o m e n t  de la m 6 t a m o r p h o s e  de l ' e m b r y o n  receveur .  Des 
plages  h6mor rag iques  son t  v is ib les  au  vois inage  i m m 6 d i a t  
des greffons, elles ou t  en  g6n6ral  u n  caract~re  t r ans i to i r e .  

L '~ t u d e  h is to logique  p e r m e t  de c o n s t a t e r  que  l ' 6bauche  
oculaire,  aprgs 3 semaines  d'61evage de l ' e m b r y o n  por teur ,  
est  r6dui te  g u n  amas  de cellules r~ t in iennes  en tou r6  d ' u n e  
couche de m61anophores.  L ' 6 b a u c h e  du m e m b r e  an t~ r i eu r  
p r6sen te  une  6vo lu t ion  comparab le ,  elle est  r6dui te  g u n  
p e t i t  n o m b r e  de cellules indiff6renci6es,  en tour~es  de 
m61anophores .  Parfois ,  une  p a t t i e  du  p r o n @ h r o s  a 4t6 
I o r t n i t e m e n t  greff6e en  m~me t e m p s  que  l ' 6bauche  du  
m e m b r e  an t6r ieur .  Ce p r o n @ h r o s  est  rep4rabIe  u l t6r ieu-  
r e m e n t  sous la Io rme d ' u n  ou deux  tubu le s  d ' a s p e c t  
normal .  Au n iveau  de l ' 6bauche  de queue  on  p e u t  cons ta -  
t e r  la d6sorgan i sa t ion  progress ive  des t i ssus  p a r m i  lesquels  
la  chorde  est  r e m a r q u a b l e m e n t  s table .  Dans  l ' ensemble  
des 4bauches  greff6es le h o m b r e  des cellules ~ n o y a u  

Fig. 3. Coupe histologique d'une 
parabiose * normal-iSthal ,~ au stade 
39 (l'individu 16thal est ~ droite). 
Fig. 4. Partie agrandie de la 
Figure 3 ; les cellules en m~taphase 
et les eellules h noyau pycnotique 
(flgches) sont abondantes au niveau 
de l'intestin de l'individu Mthal. 
Les traits d'~chelle des Figures 3 et 
4 repr6sentent I00 Ixm. 
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p y c n o t i q u e  et  des cellules b loqu6es  en m 6 t a p h a s e  es t  
moths  i m p o r t a n t  que chez  les i nd iv idus  16thaux dans  les 
t i ssus  co r re spondan t s .  Au vo i s inage  des 6bauches  en  
r6gression, on obse rve  parfo is  de n o m b r e u x  polynucl4a i res  
sans  tou te fo i s  c o n s t a t e r  de p lages  de n6crose 6tendues.  

Discuss ion et conclusions. L 'as soc ia t ion  en  pa rab io se  
p e r m e t  la survie ,  le d 6 v e l o p p e m e n t  et  l ' 6 t ude  u l t6r ieure  
d ' e m b r y o n s  16thaux 6. Cet te  t e c h n i q u e  a 6t6 uti l is6e chez 
l 'Axo lo t l  p a r  HUMPHREY 2,a p o u r  t e n t e r  d ' a s su re r  la 
v iab i l i t6  d ' e m b r y o n s  po r t eu r s  de m u t a t i o n s  16thales. 
Cet a u t e u r  a pu  a ins i  m o n t r e r  que  l ' express ion  de la 
m u t a t i o n  <~v~> (caract6ris6e p a r  n n e  v a s o d i l a t a t i o n  g6n6- 
rale) es t  t o t a l e m e n t  masqu6e  grace ~ l ' a s soc ia t ion  en  
pa rab iose  s lo t s  que celle de la m u t a t i o n  ,r~} (caract6ris6e 
p a r  u n  r a l e n t i s s e m e n t  de la croissance g6n6rale e t  p a r  des 
16sions du  pron6phros)  n ' e s t  pas  modif i6e (plusJeurs mois  
aprbs  l 'op4ra t ion ,  les o rganes  de l ' i n d i v i d u  16thal son t  
en  cours  de d6g6n6rescence ).Les r6su l t a t s  que  nous  
p r6sen tons  m o n t r e n t  qu ' i l  en  v a  de m~me pou r  la m u t a t i o n  
d6~hal-mitotique~>. L ' expres s ion  de la m u t a t i o n  dans  
les assoc ia t ions  est  la m6me  que  chez les i nd iv idus  
16thaux l ibres  et  la r6gression progress ive  des t i ssus  
16thaux est  achev6e au  m o m e n t  oh  l ' a u t o b i o n t e  n o r m a l  se 
m6 tamorphose .  La  s i t u a t i o n  est  c o m p a r a b l e  en ce qui  
concerne  les greffes d ' 6 b a u c h e s  d 'o rganes .  

Nos exper iences  m o n t r e n t  que  la  m u t a t i o n  <d~thal- 
mitotique~> s ' e x p r i m e  d ' u n e  mani6re  a u t o n o m e  au  n i v e a u  
des o rganes  greff6s ou des pa rab ion t e s .  Cependan t ,  
l ' a ssoc ia t ion  avec  des e m b r y o n s  sains p e r m e t  la survie  de 

ce r t a ins  t i ssus  p e n d a n t  p lus ieurs  mois.  Ceci est  g opposer  
a u x  t r a v a u x  r6alis6s chez le Pleurod~le  sur  la m u t a t i o n  
(~ascite caudale,> 7 qui  ou t  m o n t r 6  que  non  s eu l emen t  
l ' a s soc ia t ion  en pa rab iose  ne  gu6r i t  pas  l ' e m b r y o n  16thal 
mats  encore  qu 'e l le  condu i t  g la m o r t  pr6coce du  couple  
form6. 

Le carac tgre  cel lnlaire  a u t o n o m e  de l ' express ion  de la 
m u t a t i o n  <d6thal-mitotique,> e t  la pr6sence d a n s  tous  les 
t i ssus  16thaux de n o m b r e u s e s  cellules b loqu4es  en  m6 ta -  
phase  nous  on t  condu i t  5, r eche rche r  une  anoma l i e  
6ventue l le  de l ' appare i l  m i t o t i q u e  (J. Microsc., ~ para i t re )  s. 

Summary .  The  a u t o n o m o u s  cel lular  express ion  of a 
recessive l e tha l  m u t a t i o n ,  lm ( '16thal -mi to t ique ' ) ,  i so la ted 
in t he  S a l a m a n d e r  Pleurodeles walllii  Michah.  is demon-  
s t r a t ed  b y  t he  way of p a r a b i o t i c  assoc ia t ions  and  he te ro-  
topic  grafts .  
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Comparison of the Effects of Lithium, f l-Phenylethylamine and Tyrosine on Xenopus Embryos  

L i t h i u m  ions h a v e  been  shown  to h a v e  morpholog ica l  
effects on  a v a r i e t y  of deve lop ing  sys t ems  1 L i t h i u m  
inf luences  t he  m o r p h o l o g y  of sponges  ~ a n d  a l ters  t he  
p a t t e r n  of t en t ac l e  r egene r a t i on  in h y d r a  s . I n  sea u r c h i n  
embryos ,  l i t h i u m  t r e a t m e n t  p roduces  vege ta l i za t ion  and  
exogas t ru l a t i on  : t h a t  is, o v e r - d e v e l o p m e n t  of endode rm.  
Since l i t h i u m  produces  s imi la r  effects in  t h e  a m p h i b i a n  
e m b r y o  4, i t  is possible  t h a t  i t  a l te rs  con t ro l  fac tors  com- 
m o n  to e m b r y o s  of d i f fe ren t  species. 

The  e luc ida t ion  of t he  m e c h a n i s m s  b y  which  a n  a g e n t  
effects the  ba l ance  of ear ly  d e v e l o p m e n t  in  a specific a n d  
r e p e a t a b l e  way  m i g h t  give some i n d i c a t i o n  of t he  
m e c h a n i s m s  wh ich  con t ro l  th i s  ba l ance  in n o r m a l  develop-  
men t .  However ,  a l t hough  m a n y  b iochemica l  dif ferences  
b e t w e e n  n o r m a l  a n d  l i t h i u m - t r e a t e d  e m b r y o s  h a v e  been  
descr ibed  s, t he  n a t u r e  of t he  ac t ion  of l i t h i u m  on a m p h i -  
b i a n  and  sea -urch in  e m b r y o s  is unknown �9  

L i t h i u m  has  been  used in t he  t r e a t m e n t  of ce r t a in  
m e n t a l  diseases, a n d  research  in  t h i s  f ield suggests  t h a t  
l i t h i u m  ac ts  v ia  b io logica l ly  ac t ive  amines% Thi s  led 
LALLIER 7 to  comp a r e  t h e  effects  of amines  and  a m i n o  
acids on t he  ear ly  d e v e l o p m e n t  of t he  sea urchin ,  Para-  
centrotus lividus, w i t h  those  of l i t h ium.  He found  t h a t  
e m b r y o s  exposed to 10 -a M ty ros ine  for 20 h were weak ly  
vege ta l ized  (less t h a n  20% of e m b r y o s  vegeta l ized) .  
U n d e r  iden t i ca l  condi t ions ,  2.5 x 10 4 M /~-phenylethyl-  
a m i n e  h a d  a s t rong  vege ta l i z ing  effect  (100% of e m b r y o s  
vegeta l ized) .  These  and  s imi la r  resu l t s  led Lal l ie r  to  
sugges t  t h a t  l i t h i u m  m i g h t  be  ac t ing  v ia  amines  in  t he  sea 
u rch in  embryo .  Since l i t h i u m  produces  s imi la r  m o r p h o -  
logical  effects in a m p h i b i a n  embryos ,  i t  is of in t e res t  to  
e s t ab l i sh  if these  chemica ls  can  p roduce  vege ta l i za t ions  in  
t h i s  s y s t e m  too. In  th i s  p a p e r  t h e  effects  of l i t h i u m  
chloride,  /~ -pheny le thy lamine  a n d  ty ros ine  on  a m p h i b i a n  
e m b r y o s  are descr ibed.  

Mater ials  and methods. E m b r y o s  of X e n o p u s  laevis 
were o b t a i n e d  b y  in j ec t ing  adu l t s  w i t h  chor ionic  gonado-  
t r o p h i n  (Pregnyl ,  Welcome) ,  a n d  t he  jel ly  was r e m o v e d  
chemica l ly  b y  the  m e t h o d  of DAWID 9. E m b r y o s  were 
cu l tu red  in 10% H o l t f r e t e r  saline,  p H  7.3, a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  (21 ~ a n d  s t aged  accord ing  to  NIEUWKOOP 
a n d  FAB~R 9. E m b r y o s  of e i the r  ear ly  c leavage  (stage 2-4),  
mid-c leavage  (stage 8-9), b l a s t u l a  (stage 8-9) or la te  
b l a s tu l a  (stage 9-91/9) s tages  were used. T h e y  were ex- 
posed  to  l i t h i u m  chloride,  ty ros ine  or $ - p h e n y l e t h y l a m i n e  
(Sigma) for 3 b, washed  in 2 changes  of 100 ml  of 10% 
H o l t f r e t e r  saline,  and  a l lowed to deve lop  in 10% Hot t -  
f re te r  saline.  Some e m b r y o s  were cu l tu red  c o n t i n u o u s l y  in 
t h e  t e ra togens .  Resu l t s  were scored w h e n  t he  con t ro l  
e m b r y o s  h a d  reached  t he  neu ru l a  s tage  (stage 17-19), 
and  a p p l y  to e m b r y o s  exposed for 3 h unless  o the rwise  
s ta ted .  

Results  and discussion. A range  of a b n o r m a l i t i e s  was 
found  in these  expe r imen t s .  T h e y  were  classif ied in to  
3 m a i n  types :  exogas t ru lae  w i t h o u t  neura l  s t r u c t u r e s ;  
e m b r y o s  in wh ich  t h e  neu ra l  folds were s epa ra t ed  b y  
p r o t r u d i n g  yo lky  cells: and  neu ru l ae  in wh ich  t he  v e n t r a l  
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