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Analyse expérimentale de I’expression de la mutation léthale récessive «léthal mitotiquen,

chez Pleurodeles waltlii (Amphibien Urodéle)

La mutation «léthal-mitotique» (Im), mutation 1éthale
récessive du Pleurodéle identifiée par GALLIEN et COLLE-
NoT?!, se manifeste an moment de I’éclosion et avant la
premiére prise de nourriture par un arrét de la croissance
générale et de la différenciation du membre antérieur qui
reste a I'état de bourgeon conique. En outre, les embryons
léthaux (/m/lm) présentent une téte étroite, de la micro-
phtalmie et les ramifications secondaires de leurs bran-
chies sont réduites. L’analyse cytologique réveéle dans
tous les tissus un aspect inhabituel; on observe un grand
nombre de cellules en métaphase comme si les divisions
cellulaires demeuraient bloquées a ce stade. Les chromo-
somes apparaissent cependant fissurés mais ils ont une
disposition anarchique. Dans le but de rechercher si la
mutation «1éthal mitotique» s’exprime de fagon autonome
ou non, nous avons réalisé des expériences du type de
celles effectuées chez I’Axolotl par HUMPHREY %3, au
cours de ’étude de plusieurs mutations.

Méthode expévimentale. 2 types d’opérations ont été
réalisés sur des embryons aux stades du bourgeon caudal
(stades 22 a 24 de la table chronologique?): d'une part des
associations en parabiose, d’autre part, des greffes
hétérotopiques d’ébauches d’organes (ceil, membre
antérieur et queune). Ces interventions de microchirurgie
embryonnaire ont été réalisées dans la solution physio-
logique de STEINBERGS. Chaque série d’associations en
parabiose a été mise en ceuvre sur des embryons appar-
tenant & une méme ponte issue de parents hétérozygotes,
de telle sorte que sur ’ensemble des opérations réalisées

Fig. 1. Association en parabiose «normal-léthals au stade 39, 8 jours
environ aprés ’expression de la mutation; le bourgeon du membre
antérieur droit de I'individu 1éthal est 4 peine visible (fléche).

6/16 d’entre elles représentent des associations entre
un embryon normal et un embryon léthal. Les greffes
hétérotopiques d’ébauches d’organes ont été effectuées
sur le flanc, les embryons donneurs provenaient de pontes
issues de parents hétérozygotes, les embryons receveurs
appartenaient & des pontes standard. Les embryons don-
neurs ont été maintenus en élevage jusqu’au moment de
la prise de nourriture de maniére & reconnaitre ceux qui
étaient léthaux. C'est a partir de ce stade que I'évolution
des combinaisons opératoires «léthal-normals a été régu-
lierement observée et comparée 3 celle de combinaisons
«normal-normals. Les données numériques concernant
I'ensemble des opérations réalisées et les combinaisons
«léthal-normal» sont rassemblées dans le Tableau.

Les fixations ont été effectuées a différents stades de la
vie larvaire a l'aide du liquide fixateur de Halmi; pour
quelques associations en parabiose l’élevage a été pour-
suivi jusqu’au stade de la métamorphose. L’étude
histologique a été réalisée aprés inclusion dans la paraffine
et coloration des coupes par le rouge nucléaire solide et le
picro-indigocarmin.
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Fig. 2. Méme parabiose que celle représentée sur la Figure 1 aprés
2 mois d’élevage (stade 54); la régression de I'individu 1éthal est trés
prononcée, Les traits d’échelle des Figures 1 et 2 représentent 5 mm.
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Nombre d’opérations réalisées

Nombre de combinaisons 1éthal-normal obtenues
et pourcentage correspondant

Associations en parabiose 176
Greffes d’ébauches

Oeil 29
Membre antérieur 30
Queue 34

59 (33,5%)

6(20,6%)
6(20%)
8(23,5%)

Résultais. 1. Pavabioses. L’association en parabiose ne
modifie pas les caractéres ni le moment de I'expression de
la mutation «léthal-mitotique». Associés ou non en
parabiose, les individus Im/lm ont le méme aspect au
stade de la prise de nourriture (stades 37, 38) mais leur
évolution est différente: alors que les embryons léthaux
libres meurent dans un délai de quelques jours a la suite
d’une cytolyse généralisée, associés en parabiose avec des
individus normaux, ils vont subir une régression lente
sans aucune plage de nécrose apparente. La régression
est progressive, elle est peu perceptible pendant les
15 premiers jours puis elle s’accentue réguliérement et
elle est presque totale lorsque 1'animal normal atteint le
stade de la métamorphose; les yeux et les branchies sont
les premiers a disparaitre, la région céphalique et la queue
s’estompent plus lentement (Figures 1 et 2).

I’étude histologique des associations en parabiose
montre d’'une maniére trés nette, au moment ou s’exprime
la mutation, la juxtaposition des embryons normaux
et 1éthaux (Figures 3 et 4). Chez ces derniers on observe,
comme chez les embryons léthaux libres, des cellules
bloquées en métaphase et, quoique en moins grand
nombre, des cellules dont les noyaux sont pycnotiques.
Cependant, aucune trace de cytolyse ni de désagrégation
profonde ou superficielle n’est visible. En outre, les
cartilages céphaliques, la chorde et les muscles ont un
aspect presque normal. L’évolution des parabioses est
caractérisée par la raréfaction des noyaux pycnotiques et
des cellules bloquées en métaphase et par une désorgani-
sation progressive de I'embryon 1éthal qui aboutit au
rassemblement des divers tissus en un amas compact dans
lequel la chorde et les cellules cartilagineuses persistent

longtemps. Les embryons normaux des associations ont
toujours présenté une structure et une organisation
normales.

2. Greffes hétérotopiques. Qu’elles soient en place sur les
embryons léthaux ou greffées sur des embryons normaux,
les ébauches d’ceil et de membre antérieur atteignent le
méme degré d’organisation. Ensuite, la régression de ces
ébauches greffées est précoce et rapide. 15 jours aprés
I’expression de la mutation chez les embryons donneuts,
elles ont involué et elles ne sont pratiquement plus
décelables a la simple observation; cependant, il persiste
parfois & Vemplacement de I'ébauche oculaire un amas de
meélanophores. L’ébanche de Ja queue a un développement
normal; ultérieurement elle régresse, mais plus lentement
que les 2 précédentes ébauches et elle a disparu an
moment de la métamorphose de I’embryon receveur. Des
plages hémorragiques sont visibles au voisinage immédiat
des greffons, elles ont en général un caractére transitoire.

1’étude histologique permet de constater que 1’ébauche
oculaire, aprés 3 semaines d’élevage de l’embryon porteur,
est réduite & un amas de cellules rétiniennes entouré d’une
couche de mélanophores. I.’ébauche du membre antérieur
présente une évolution comparable, elle est réduite a un
petit nombre de cellules indifférenciées, entourées de
mélanophores. Parfois, une partie du pronéphros a été
fortuitement greffée en méme temps que 1'ébauche du
membre antérieur. Ce pronéphros est repérable ultérien-
rement sous la forme d’un ou deux tubules d’aspect
normal. Au niveau de I’ébauche de queue on peut consta-
ter la désorganisation progressive des tissus parmi lesquels
la chorde est remarquablement stable. Dans I’ensemble
des ébauches greffées le nombre des cellules & noyau

Fig. 3. Coupe histologique d’une
parabiose «normal-1éthal» au stade
39 (I'individu léthal est a droite).
Fig. 4. Partie agrandie de la
Figure 3; les cellules en métaphase
et les cellules 4 noyau pycnotique
(fleches) sont abondantes au niveau
de l'intestin de I’individu léthal.
Les traits d’échelle des Figures 3 et
4 représentent 100 pm.
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pycnotique et des cellules bloquées en métaphase est
moins important que chez les individus 1éthaux dans les
tissus correspondants. Au voisinage des ébauches en
régression, on observe parfois de nombreux polynucléaires
sans toutefois constater de plages de nécrose étendues.

Discussion et conclusions. L’association en parabiose
permet la survie, le développement et 1’étude ultériéure
d’embryons 1éthaux®. Cette technique a été utilisée chez
I’Axolotl par HumpHREY?%?® pour tenter d’assurer la
viabilité d’embryons porteurs de mutations léthales.
Cet auteur a pu ainsi montrer que Uexpression de la
mutation «v» (caractérisée par une vasodilatation géné-
rale) est totalement masquée grice a 1’association en
parabiose alors que celle de la mutation «r» (caractérisée
par un ralentissement de la croissance générale et par des
Iésions du pronéphros) n'est pas modifiée (plusieurs mois
aprés l'opération, les organes de lindividu léthal sont
en cours de dégénérescence ).Les résultats que nous
présentons montrent qu’il en va de méme pour la mutation
«léthal-mitotique». L’expression de la mutation dans
les associations est la méme que chez les individus
léthaux libres et la régression progressive des tissus
léthaux est achevée au moment oli 'autobionte normal se
métamorphose. La situation est comparable en ce qui
concerne les greffes d’ébauches d’organes.

Nos expériences montrent que la mutation «léthal-
mitotique» s’exprime d’'une maniére autonome au niveau
des organes greffés ou des parabiontes. Cependant,
I'association avec des embryons sains permet la survie de
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certains tissus pendant plusieurs mois. Ceci est a opposer
aux travaux réalisés chez le Pleurodéle sur la mutation
«ascite caudale»” qui ont montré que non seulement
I'association en parabiose ne guérit pas 'embryon léthal
mais encore qu’elle conduit & la mort précoce du couple
formé.

Le caractére cellulaire autonome de l'expression de la
mutation «léthal-mitotique» et la présence dans tous les
tissus léthaux de nombreuses cellules bloquées en méta-
phase nous ont conduit a rechercher une anomalie
éventuelle de 'appareil mitotique (J. Microsc., & paraitre) 8.

Summayry. The auntonomous cellular expression of a
recessive lethal mutation, Im (‘1éthal-mitotique’), isolated
in the Salamander Pleurvodeles waltlic Michah. is demon-
strated by the way of parabiotic associations and hetero-
topic grafts.

P. Gounon et A. COLLENOT

Laboratoive de Biologie animale 7 PCEM,

Univeysité Pavis VI, 4, Place Jussieu,

F-75230 Pavis-Cedex 05 (France), et Centrve de
Recherches d’ Ivry du CNRS (France), le 21 mars 1974.

§ L. GarLien, C. r. Soc. Biol., Paris 757, 1085 {1957).

7 A. JavrET, J. C. BEETSCHEN et P. DepraRis, C. r. Acad. Sci., Paris
271, 233 {1970).

8 P. Gouwnon et A. CorLENOT, J. Microsc. 20, 2, (1974).

Comparison of the Effects of Lithium, 3-Phenylethylamine and Tyrosine on Xenopus Embryos

Lithium ions have been shown to have morphological
effects on a variety of developing systems! Lithium
influences the morphology of sponges? and alters the
pattern of tentacle regeneration in hydra?®. In sea urchin
embryos, lithium treatment produces vegetalization and
exogastrulation: that is, over-development of endoderm.
Since lithium produces similar effects in the amphibian
embryo?, it is possible that it alters control factors com-
mon to embryos of different species.

The elucidation of the mechanisms by which an agent
effects the balance of early development in a specific and
repeatable way might give some indication of the
mechanisms which control this balance in normal develop-
ment. However, although many biochemical differences
between normal and lithium-treated embryos have been
described 3, the nature of the action of lithium on amphi-
bian and sea-urchin embryos is unknown.

Lithium has been used in the treatment of certain
mental diseases, and research in this field suggests that
lithium acts via biologically active amines®. This led
LALLIER? to compare the effects of amines and amino
acids on the early development of the sea urchin, Para-
centrotus lividus, with those of lithium. He found that
embryos exposed to 10-% M tyrosine for 20 h were weakly
vegetalized (less than 209% of embryos vegetalized).
Under identical conditions, 2.5x10-* M B-phenylethyl-
amine had a strong vegetalizing effect (1009, of embryos
vegetalized). These and similar results led Lallier to
suggest that lithium might be acting via amines in the sea
urchin embryo. Since lithium produces similar morpho-
logical effects in amphibian embryos, it is of interest to
establish if these chemicals can produce vegetalizations in
this system too. In this paper the effects of lithium
chloride, f-phenylethylamine and tyrosine on amphibian
embryos are described.

Matevials and wmethods. Embryos of Xenopus laevis
were obtained by injecting adults with chorionic gonado-
trophin (Pregnyl, Welcome), and the jelly was removed
chemically by the method of Dawip®. Embryos were
cultured in 109, Holtfreter saline, pH 7.3, at room
temperature {21 °C) and staged according to NIEUWKOOP
and FaBer®. Embryos of either early cleavage (stage 2—4),
mid-cleavage (stage 8-9), blastula (stage 8-9) or late
blastula (stage 9-9/,) stages were used. They were ex-
posed to lithium chloride, tyrosine or f-phenylethylamine
(Sigma) for 3 h, washed in 2 changes of 100 ml of 109
Holtfreter saline, and allowed to develop in 10%, Holt-
freter saline. Some embryos were cultured continuously in
the teratogens. Results were scored when the control
embryos had reached the neurula stage (stage 17-19),
and apply to embryos exposed for 3 h unless otherwise
stated.

Results and discussion. A range of abnormalities was
found in these experiments. They were classified into
3 main types: exogastrulae without neural structures;
embryos in which the neural folds were separated by
protruding yolky cells: and neurulae in which the ventral
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