
Wilhelm Roux' Archiv 164, 226--235 (1970) 

Sur le d6veloppement abortif de certains embryons 
de Lineus ruber (O.F. Miiller) (n6t6ron6mertes) 

MAR~E J O S ~ H E  ALLUCHO~- GERARD et MARIE GONTCHAI~ OFF 

Laboratoire de Biologic cellulaire et Centre de Biologie du D6veloppement, 
Reims, France 

Regu le 25 Aofit 1969 

Abnormal development o] some embryos o/ Lineus tuber (0. F. Mi~ller) 
( Heteronemertine ) 

Summary. One can observe in the case of Lineus tuber, two types of development in the 
same egg string, a normal one and an abortive one. The eggs which give the normal embryos, 
give two polar bodies while the eggs which give the abnormal embryos, issue one polar body 
only, they are not fertilized but start to divide and belatedly reach the stade of 16--32 blasto- 
meres. 

The existence of an abortive parthehogenesis is suggested and the mechanism of abnormal 
development is discussed. 

Sommaire. Chez Lineus tuber on observe deux types de d6veloppement dans la m~me 
pontc: un d6veloppement normal et un d6veloppement abortif. Lcs ceufs qui donnent des 
embryons normaux 6mettent deux globules polaires, les ceufs qui donnent des embryons 
anormaux n'6mettent qu'un globule polaire. Ils ne sont pas f6cond6s mais commencent s se 
diviser et arrivent tardivement au stade 16--32 blastomBres, puis la segmentation s'arr~te. 
On sugg~re l'existence d'une parth6nog6n~se abortive. Les facteurs du d6clenchement du 
processus du d6veloppement abortif sont discut6s. 

Introduction 
Les t r a v a u x  de G. A. Schmidt  (1932, 1934, 1964) ont  montr6 que dans une 

m6me ponte  de Lineus ruber un pe t i t  nombre  d'ceufs, 8 % environ (pour ceux 

de Roscoff), pr6sentent  un d6ve loppement  normal  conduisant  s des larves viables, 

le plus grand nombre  des ceufs 6mis, 92 % environ,  pr6sentant  un d6veloppement  

abortif .  D ' au t r e  pa r t  Schmid t  (1934, 1964) a mis en 6vidence que les embryons  
qui se d6veloppent  no rma lemen t  ava len t  les embryons  abortifs,  aux diff6rents 

stades du d6ve loppement  embryonnaire .  Enf in  M. Gonteharoff  (1960) a montr6 

que le d6ve loppement  pos t -embryonnai re  et  la survie des embryons  n o r m a u x s o n t  

6 t ro i tement  conditionn6s par la consommat ion  des embryons  non d6velopp6s. 

Le pr6sent t rava i l  est consacr6 s l%tude du m6canisme et des causes de l 'arr6t  

du d6ve loppement  de certains embryons  de Lineus ruber. 

Techniques et m~thodes 
Les Lineus r4colt6s s Roscoff sont 61ev6s scion les techniques raises au point dans ce 

laboratoire (Gontcharoff, 1958, 1960). Ces m6thodes d%Ievage permcttent d'obtenir des pontes 
ne diff6r~nt enrien de celles r6colt6es s la m~mc 6poque sur les plages de Roscoff. 

Techniques histologiques 
Les ceufs des Lineid~e, relativement riches en vitellus, sont difficiles s inclure et s couper. 

Les techniques suivantes ont donn6 les meilleurs r6sultats. 
Fixation au Bouin-Hollande: 36 heures. 
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D~shydratation en deux ~tapes: a) 15 h s l'alcool 6thylique, 5 h alcool 70 ~ 5 h alcool 
95 ~ 5 h alcool 100 ~ b) 12 h ~ l'Mcool butylique tertiaire. 

Inclusion: 24 heures dans quatre bMns de paraffine. 
La fixation des ovarioles enti~res se pratique apr~s avoir fendu longitudinalement la ponte 

et pr61ev6 ees ovarioles ~ la pipette. Sur les ceufs isol~s, on effeetue la double inclusion s la 
g61ose-paraffine selon Chatton (1936). 

D'autre part, aprgs fixation au Carnoy ac~tique, qui rend transparente l'enveloppe les 
entourant, on a montg des ceufs isol6s ou de jeunes embryons (dn toto~). Aprgs montage au 
bamne du Canada, un lgger 6erasement de la pr@aration facilite l'observation, la recherche 
des globules polaires et la d6termination du nombre de blastom~res. 

Techniques cytophotomdtriques 
Le taux d'ADN des noyaux des embryons normaux et abortifs a ~t~ ~tudi~ sur des coupes 

de 10 s 15 ~ suivant l'@Msseur des noyaux 4tudi6s, de telle facon que le noyau soit toujours 
compris dans l'@aisseur de la coupe. Toutes les pr@arations, trMt~es de fa~on strictement 
identique, sont color6es par le m61ange de Feulgen. 

Les mesures cytophotom~triques sont effectudes s l'aide de l'appareil Leitz MPE. Les 
rdsultats sont exprim6s en unit~s arbitraires (extinction • volume nucldaire). Les dimensions 
des noyaux sont d~termin6es sur les agrandissements photographiques des prdparations. 

Enfin on a proc~d~ s l'isolement plus ou moins prolong6 de femelles et s des f~condations 
artificielles. Ces techniques seront prdcis~es dans le texte. 

R6sultats 

Ddveloppement des embryon8 aborti/s 
Schmid t  (1934) et Gontcharoff  (1960) ont  signal5 que t ous l e s  oeufs d 'une  m6me 

ponte  commencen t  ~ se segmenter .  Nos observa t ions  ont  permis  de pr6ciser que, 
dans  nos condi t ions  exp6r imenta les ,  dans  les dix  premi4rcs heures qui  su ivent  la 
ponte ,  tous  les embryons  pa rv i ennen t  au s tade  de l 'Smission du  premier  globule 
polaire  (fig. 1 et  2). Quelques ceufs, en pe t i t  nombre ,  ~met ten t  un deuxi~me glo- 
bule polaire,  le p lus  g rand  nombre  des oeufs n ' en  6 m e t t a n t  qu 'un  seul. Sur les 
montages  ((in to to  ~) il  est  facile de rep~rer les ceufs a y a n t  expuls~ les deux globules 
polaires  e t  les ceufs n ' en  a y a n t  form6 qu 'un  seul (fig. 3 et  4). 

Au bou t  de 24 heures les ceufs a y a n t  expuls6 les deux globules polaires sont  
au s t ade  16- -32  blastomSres,  pa r  contre  les embryons  n ' a y a n t  form6 qu 'un  seul 
globule pola i re  sont  s l ' d t a t  quiescent ,  les 9 chromosomes (nombre  haploide)  sont  
bien visibles au d6but ,  puis  le n o y a u  s ' e s tompe  et  dev ien t  diff ici lement  colorable.  

Au  deuxi~me jour  apr~s la ponte ,  les embryons  n o r m a u x  sont  au s tade  128 blas- 
tom6res.  La  major i t6  des ceufs, n ' a y a n t  tou jours  4mis qu 'un  globule polaire,  rcs- 
t en t  ~ l ' 6 t a t  quiescent  sans p resen te r  de segmenta t ion .  

Au  troisi~me jour,  les embryons  n o r m a u x  sont  au s tade  morula .  Les ceufs non 
segmentds prSsentent  alors seulement ,  en leur centre,  une divis ion anormale  mul t i -  
polaire  (fig. 5 et  6). A la sui te  de cet te  mi tose  anormMe les n o y a u x  s ' ind iv idu-  
al isent ,  migren t  s la p~riph6rie de l 'ceuf et  le cy top lasme  se s@arc  en a u t a n t  de 
blas tom~res  qu ' i l  y a de noyaux .  La  ta i l le  et  la d i spos i t ion  des blas tom~res  sont  
t ou t  s fair  irr6guli~res (fig. 7 et  8). 

Au  quat r i~me jour  apr4s la ponte ,  la ga s t r a l a t i on  commence  pour  les embryons  
normaux .  Les embryons  abor t i fs  a r r~ ten t  leur segmenta t ion .  Le dSnombrement  
sys t6mat ique  des blas tom6res  sur coupes s6ri~es mon t re  que la segmenta t ion  pour  
ces derniers  s ' a r r6 te  au s tade  16- -32  blastom~res.  
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Fig. 1 Fig. 2 

Fig. 1. Fuseau de formation du premier globule polaire. (Fin de m~taphase.) ( • 4500) 

Fig. 2. Expulsion du premier globuie polaire ( • 5500) 

Ces premigres observations montrent  qu'au sein d'une mgme ponte, eertains 
embryons gmettent  deux globules polaires, eommeneent et poursuivent une seg- 
mentat ion normale, arrivent au stade gastrula et poursuivent leur d6veloppement. 
D'autres  n '~mettent  qu'un globule polaire et aw~s mitose multipolaire arr6tent 
leur segmentation au stade 16--32 blastomgres. 

Ces observations permettent  de poser la premiere question quant ~ la diff6- 
renee existant entre les deux types d'ceufs observ6s: tous les  ceufs sont-ils f6eon- 
d~s ? 

En fair Gonteharoff (1951, 1960) a mis en ~videnee que, ehez Lineu8 ruber, 
la ponte des femelles isol6es depuis un mois est possible et que des spermatozo~des 
peuvent  gtre observgs dans les voles g6nitales de eelles-ci avant  la ponte et dans 
les ovaires aprgs la ponte. Ces fairs sugggrent: 1. une survie assez ]ongue des 
spermatozo~des dans les voles g6nitales temelles, 2. une f~eondation interne pr6- 
e~dant la ponte. 

Trois s6ries de reeherehes ont done gtd entreprises: 
i. Isolement de femelles et 6rude des embryons provenant des pontes 6mises 

aprgs isolement plus ou moins prolong6. 
2. F6eondation artificielle. 
3. Etude cytophotomgtrique des noyaux des deux types d 'embryons.  
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Fig. 3. Montage <<in toto ~) d 'un ceuf qui n'a form6 qu'un seul globule polaire (fl~che No. 2). 
Le noyau est indiqu6 par la flbche No. 1 ( X 480) 

Fig. 4. Montage ~dn toto ~ d'un ceuf qui a formg 2 globules polaires (flgehe No. 1). La premi6re 
dixTision du noyau est indique par la fl~che No. 2 (•  
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Fig. 5 et 6. Mitoses multipolaires au centre d'embryons abortifs. (Montage (~in tot))).) Sur la 
photo 6, la fl~ehe indique un globule polaire ( • 500 et x 450) 

l .  I so lement  des femelles et 6rude des pontes 6raises par les femelles isol6es 

Les femelles sont  isol6es darts de t 'eau de mer st6r~lis6e. On les s6pare en 
deux lots:  lot A isolement  de courte dur6e, de 1 s 36 jours a v a n t  la ponte ;  lot B 
isolement de longue dur6e, 7 s 12 mois avan t  la ponte.  
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Fig. 7. Embryon abortif en fin de segmentation. (~[ontage ((in tow ,).) ( • 500) 

Fig~ 8. Embryon normal (A) pros d 'un embryon abortif (B) ( • 380) 
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Le Tab leau  1 rend  compte  des r6sul ta ts  : Sur 49 femelles isol~es, 30 on t  pondu :  
21 a p p a r t e n a n t  au  lot A ,  9 a p p a r t e n a n t  au  lot B .  

U n  d6ve loppement  embryonna i r e  no rma l  est  observd un iquemen t  pour  les 
oeufs 6mis pa r  les femelles du  lot A ,  isol6es peu  de t emps  a v a n t  la pon te ;  on 
re t rouve  des spermatozoides  dans  leurs voles g~nitales. Les larves qui  se d6velop- 
pen t  repr4sen ten t  8 ,1% de l ' ensemble  des ceufs ~mis, le m~me pourcen tage  que 
celui d6cr i t  pa r  Sehmid t  (1938) pour  les pontes  de Roseoff.  

Les femelles du  lot B ,  isol6es p e n d a n t  7 s 12 mois, ponde n t  ~galement.  Les 
pontes  sont  d ' a spee t  normal ,  les ceufs eommencen t  bien s se segmenter ,  mais  la 
segmenta t ion  s 'ar rSte  s 16- -32  b las tom@es:  tous les  embryons sont aborti]s. On ne 
t rouve  pas  de spermatozo~des dans  les voles g6nitales.  

2. F6eonda t ion  art if ieiel le des femelles isol6es 

Si pa r  une sect ion t ransversa le  on coupe la femelle en deux,  la e ica t r i sa t ion  
est assez rap ide  et  les r6gions ant@ieure  et  post@ieure  s6par5es sont  capables  de 
pondre .  

On 6 tab l i t  deux  lots : lot I de 6 femelles isol6es 10 jours  au plus a v a n t  la ponte  ; 
lot 2 de 5 femelles isol6es un an  a v a n t  la ponte .  

Tableau 1. Ponte des /emelles isoldes. Lot A = isolement de courte durde, Lot B = isolement de 
longue dur~e. Pourcentage d'embryons normaux et aborti/s 

Temps Nbre Pr6sence de Nbre des Nbre des Pourcentage 
d'isolement de ~ spermatozoa'des embryons embryons des embryons 
des .o dans les voies normaux abortifs qui se 

g~nitales d6veloppent 

Lot A 7 heures 1 ~- 6 70 7,9 
24 heures 1 ~- 10 118 7,8 

3 jours 1 § 9 89 9,2 
4 jours 2 -~- 16 216 6,9 

~- ]2 110 9,8 
5 jours 4 ~- 11 132 7,7 

17 206 7,6 
9 101 8,2 

@ 7 73 8,7 
6 jours 1 ~- 6 79 7 
8 jours 1 2- 11 130 7,8 
9 jours 2 -~ 14 150 8,5 

+ 12 136 8,1 
10 jours 1 -~ 11 144 7,1 
30 jours 1 -b 9 112 7,4 
33 jours 3 7- 13 149 8 

-~- 15 181 7,6 
- 0 tous 0 

36 jours 3 -~- 9 119 7 
- 0 tous 0 
-- 0 tous 0 

Lot B 7 mois 6 -- 0 tous 0 
1 a n  3 - -  0 t o u s  0 



Sur le d6veloppement abortif  de certains embryons de Lineus tuber (0. F. Mfiller) 233 

On sectionne chaque femelle en deux. La partie ant6rieure est raise dans une 
sali6re contenant de nombreux spermatozo~des mfirs. La partie post6rieure, dans 
les m6mes conditions, est raise dans de l 'eau de mer st6rilis6e. Quatre femelles du 
lot 1 et trois du lot 2 ont pondu normalement.  Le Tableau 2 rend compte des 
r6sultats et montre que 8,2 % en moyenne des embryons provenant  des femelles 
isol6es peu de temps avant  la ponte, pr6sentent un d6veloppement embryonnaire 
normal, que les ceufs proviennent de la r6gion ant6rieure ins6min6e ou de la r6gion 
post6rieure non ins6min6e: des spermatozoides 6talent pr6sents dans les voies 
g6nitales de la femelle avant  son bref isolement. 

Tableau 2. Etude du ddveloppement embryonnaire sur ]emelles isolde8 et 8ectionn~es en deux. 
Pattie antdrieure: / deondation arti/icielle. Pattie postgrieure: non/deondde, 

raise en eau de met 8tdrilis~e 

No. de Dur~e Nbre des Nbre des Pourcentage 
la 2 d' isolement embryons embryons des embryons 

normaux abortifs qui se 
d6veloppent 

Lot 1 1 part .  ant.  4 ]ours 6 75 7,4 
part .  post. 4 ]ours 8 81 8,8 

2 part .  ant.  7 ]ours 5 44 10,2 
part .  post. 6 ]ours 13 158 7,6 

3 part.  ant. 7 ]ours 7 83 7,7 
part .  post. 6 jours 8 91 8 

4 part .  ant. 10 jours 10 138 6,8 
part .  post. 8 jours 6 70 7,8 

Lot 2 5 part. ant. I an 12 147 7,5 
part. post. I an 0 tous 0 

6 part .  ant.  1 an  8 7r 9,7 
part. post. i an 0 tous 0 

7 part.  ant. 1 an 8 86 8,5 
part.  post. I an  0 tous 0 

Lot 1 = isolement de courte dur6e, Lot 2 = isolement de longue dur@. 

Par  contre pour les pontes provenant  des femelles isol6es depuis un an, seules 
les pontes 6raises par la partie ant6rieure ins6min6e pr6sentent des embryons 
normaux (environ 8,3 % ). Les embryons provenant  de ]a patt ie post6rieure de 
l 'animal, non ins6mJza6e, pr6sentent tous un d6veloppement abortif. 

Ces deux s6ries d'exp6rienees sugg6rent que seuls les ceufs f6cond6s eonduisent 
un d6veloppement embryonnaire normal. 

3. Etude cytophotom6trique des noyaux des deux types d 'embryons 

Une v4rification suppl6mentaire semble coneluante: en effet la mesure de la 
teneur en ADN des noyaux des embryons normaux et abortifs a 6t6 effectu6e. 
Les r@ultats en sont eonsign6s dans le Tableau 3. La teneur en A D N  des 
noyaux  des embryons normaux  est double de celle des embryons abortive qui soul 
donc haploides. 

16 Wilhelm l~oux' Arch., Bd. 164 
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Tableau 3. Taux de I'ADN en unitds arbitraires (extinction • volume nucl~aire) dans les 
noyaux d' embryons normaux et d' embryons aborti]s 

Nature Stade du Nombre Age de Teneur 
des d6veloppe- de la ponte moyenne 
embryons ment mesures en ADN 

Normal 16--32 10 1 jour 3 • 
Abortif 16--32 25 4 jours 1,4 • 0,12 
Abortif 16--32 20 5 jours 1,3 • 0,18 

L'ensemble de ces exp6riences montre quc dans une pontc de Lineus ruber, 
comprenant environ 400 ceufs, 8 % de cenx-ci sont f6cond6s et donnent des em- 
bryons au d6veloppemcnt normal, 92 % ne sont pas f6cond6s et donnent des 
embryons abortifs. 

Discussion 

Si l 'on peut conclure que les deux types de d6veloppement embryonnaire 
normal et abortif correspondent respectivement ~ des ceufs f6cond6s et non I4con- 
d4s, il n'en reste pas moins vrai que tous commcncent ~ se segmenter, pr6sentant 
un cas de parth4nog6n~se abortive pour les ceufs non f6cond6s. 

Plusieurs hypotheses peuvent ~tre envisag4es en ce qui concerne le facteur 
responsable de l 'activation des ceufs et des premiers stades de segmentation. 

Tout d 'abord l'6tude cytochimique du gamete femelle aux diff6rents stades de 
l'ovog6n6se n 'a  pu, dans les limites des techniques utilis6es, montrer aucune 
diff6renee cytoehimique entre les ceufs qui donnent des embryons normaux et 
ceux donnant des embryons abortifs (Olivier, 1966). 

Par contre l'6tude de l 'ultrastructure des spermatozoides de Lineus ruber 

(Girard, 1967), a permis de distinguer trois sortes de spermatozoides: au niveau 
de la pi6ce interm6diaire certMns pr6sentent trois mitochondries, d'autres quatre 
et quelques uns enfin cinq. Les spermatozoides s trois mitochondries, en petit 
nombre, repr6sentent 8 % environ, ce qui est en accord avec le poureentage d'ceufs 

d6veloppement normal. II serait done tentant d'attribuer s cette cat6gorie de 
spermatozo~des le r61e f6condant et & d'autres le r61e d'activation sans amphi- 
mixie conduisant s un d6veloppement abortif. MMs cette hypoth6se se heurte s 
de graves difficult6s car on n 'a pas pu s6parer les diff6rents types de spermato- 
zoides et il n 'y  a pas de preuve directe. On pourrMt envisager une f6condation 
intersp6cifique avec du sperme d'une esp6ce voisine Lineus viridis. Chez eette 
esp6ce les premieres recherches ont montr6 que les femelles isol6es pondent, rams 
que les ceufs non f6cond6s ne se d6ve]oppent pas et ne se scgmentent pas. Quand 
les ceufs sont f6cond6s ils se d6ve]oppent tous et donnent des larves viables. Enfin, 
ehez Lineus viridis, en~majorit6 (90 %), les spermatozoides sont du type s trois 
mitochondries. Ce travail est en cours. 

D'autre part, il nous faut envisager ]e cas des femelles isol6es pendant un 
temps long dont tousles embryons sont abortifs rams chez ]esquels on observe un 
d6but de segmentation en dehors de tout contact avec les spermatozoides. 
I1 parait done aetuellement plus vrMscmblable de supposer que l 'agent d6clanchant 
le proeessus parth6nog6n6tique pourrait gtre la modification de condition 
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physico-chimique du milieu se produisant  au passage b ru ta l  des cetffs du milieu 
in terne  ~ l 'eau de met.  

Remarquons  qu ' aucune  division n 'es t  jamais  observSe a va n t  la ponte  bien que 
la fgcondation soit interne.  

L '6 tude cytologique des mitoses mult ipolaires chez Ies embryons  abortifs est 
ac tnel lement  en cours. Les premi6res observations cytologiques et antoracliogra- 
phiques ( incorporation de thymid ine  sH) m o n t r e n t  des aberrat ions chromoso- 
miques telles qu ' i l  est facile de comprendre pourquoi  aprgs les premi6res divisions 
de segmentat ion,  le d6veloppement  embryonna i re  avorte et ne peut  se poursuivre.  
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