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Abstract. A cDNA coding for a 37 kDa polypeptide has been the center of major interest since 
it is consistently up-regulated in several cancers in association with the metastatic phenotype .of the 
lesion. Furthermore, this polypeptide displays intriguiug multifunctional prope1ties as it bas been 
cloned both as the metastasis-associated 67kD membrane-associated laminin receptor precursor (37 
LRP) but also as a cytoplasmic ribosomal-associated protein p40. Isolation of the gene coding for the 
37 LRP/p40 peptide in humans and birds, analysis oftheir structures and extensive amino-acid com­
parison between available species sequences have brought new topological arguments in favor of a 
multifunctional role for this protein in cells. lndeed, both genes display characteristics ofhouse-keep­
ing genes and in particular of ribosomal protein -encoding genes. Comparison between ail 
37LRP/p40 amino-acid sequences identifies a paiticularly well conserved region in the center of the 
protein in all organisms. This central pait of the protein is the only region similar to the parentally 
linked RS2 prokaryotic ribosomal protein . In contrast, the carboxy terminal end of the protein is high­
ly variable in all organisms until the vertebrates appeai-. As vertebrates are the only orgauisms iJ1 
which a 67 LR molecule has been clearly described, it is suggested that this region of the molecule 
supports a new fonction i.e the ability to be included into the 67 kD cell surface laminin receptor. 
This hypothesis is further sustained by the fact that the carboxy-te1minal end of the proteiu is pre­
cisely encoded by the last two exons. An evolutionary scenario is proposed in which the 37 LRP/p40 
molecule bas always had a function as a ribosome-ass0ciated proteiu, encoded by the central highly 
conserved region. ln the course of evolution, an additional function linked to the carboxy te1minal 
end of the protein would have developed in organisms in which cell-matrix interactions became more 

complex. 

Cancer, metastasis and the 67 kDa laminin receptor 

Metastasis is the major cause of mortality and morbidity in cancer. Metastasis forma­
tion is a process whicb involves complex interactions between metastatic cells and the sur-
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rounding tissue. lndeed, in order to metastasize cancer cells have to aquire the ability to 
leave the initial tumor, migrate into the sun-ounding tissue, enter a blood or lymphatic ves­
se! , survive in the blood stream or lymph and finally leave the vesse! again to invade and 
proliferate within a target organ (Fig. l). ln the course ofthis process, metastatic cells have 
to several times cross the physiological inter-tissue ban-iers called basement membranes 
(CASTRONOVO, 1993; FLUG & KôPF-MAIER, 1995). Therefore understanding of the interac­
tions between basement membranes and cancer cells is of major interest since inhibiting 
this process could potentially lead to efficient treatment against this critical step in cancer 
development. 

Fig. 1. - Schematic representation of the metastatic cascade. Cancer cells have to leave 
the initi al tumor and migrate into the sunounding tissue (a), enter bl ood or lympbatic 
vessels (b ), surv ive into the blood or lyrnph stream ( c ), leave the vesse! ( d), migra te to 
the target organ (e) and fo nn a secondary colony. 

Crossing of basement membranes by cancer cells bas been scbernatically divided into 
tlu·ee steps: attaclun ent, degradation and migration (LIOTIA et al., 1986) . Severa! laboratories 
have. searcbed for cellular receptors which could play a role in the in itial attachment step of 
cancer ce Us to one of the major components of basernent membrane, laminin. The füst mo­
lecule isolated wruch was able to bind to laminin is a molecule of 67 kD thereafter named the 
67kD laminin receptor (67LR) (LESOT et al., 1983; MAL!NOFF & WICl-IA, 1983 ; RAO et 
a l., 1983). Since that tune, several other molectües able to bind laminin have been isolated 
such as members of the integrin family and léctiJ1s (CASTRONOV0,1993). However, the 67 LR 
remains the center of major interest since it bas been shown to be over-expressed in several 
so lid tumors such as breast, co lo-rectal, gastric and cervical carcinoma in correlation with the 
invas ive and metastati c phenotype (CAMPO et al., 1992 ; CASTRONOVO et al., 1992 ; CIOCE et al., 
199 1; GASPARINI et al.,1995; KONDOH et al.,1992 ; MARTIGNONE et al., 1992, 1993 ; PELLE­
GRINI et al., 1995; SOBEL,1993). The association between 67LR over-expression and cancer 
progression suggests that the 67 LR might play a role in tumor progression. Therefore, isola­
tion and cloning of the 67LR coding gene and cDNA became a priority. 
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Cloning of the 37 kDa laminin receptor precursor cDNA 

Cloning of the 67 LR encoding cDNA was initially perfonned using an anti-67 LR 
antibody which has the interesting functional property ofblocking the adhesion oflaminin 
onto the surface of cancer cells. This antibody has been used to screen a human urnbilical 
vein cDNA expression Iibrary and led initially to isolation of an incomplete cDNA 
(WEWER et al.,1986). Further work resulted in isolation of a complete cDNA sequence 
from both mice and humans (RAo et al., 1989; Yow et al., 1988). Intriguingly, the length 
of this cDNA allows to encode a polypeptide of a deduced molecular weight of only 37 
kD. This discrepancy between the size of the 67 LR and the size of the product encoded 
by its putative cDNA suggested post-translational modifications. The absence of potential 
N-glycosylation sites in the cDNA sequence as well as failure to stain the 67 LR with PAS 
and the maintenance of the 67 kD size of the molecule after neuraminidase, o-glycanase 
or Endo-F glycosidase treatment allow a glycosylation step to be eliminated as the major 
cause of size increase (CIOCE et al., 1993; LANDOWSKI et al., 1995). On the other band, 
treatment of the 67 LR by reducing agents does not lead to a diminution of the 67 LR size, 
eliminating the hypothesis of a possible non-covalent multimeric molecule. Recently, it 
has been suggested that the 67 LR might be acylated by the fatty acids palmitate, oleate 
and stearate (LANDOWSKI et al., 1995). These fatty ac id cou Id be covalently associated with 
the protein via ester linkage suggesting that the 37 LRP can dimerize with itself or with 
another peptide to form the 67 LR. However, such suggestions still need further experi­
mental evidence and the molecular mechanisms responsible for the increase in size of the 
37 kD molecule into a 67 kD molecule remain unclear so far. Nevertbeless, several exper­
iments suggest a precursor/product relationship between the 37 kD molecule encoded by 
the cDNA and the 67 kD laminin receptor. Ùldeed, immunoprecipitation with antibodies 
directed against synthetic peptides derived from the 37 kD encoding cDNA allow precip­
itation of both the 37 kD and the 67 LR molecules. Further, pulse-chase experiments 
reveal the disappearance of a 37 kD polypeptide concomitant with appearance of the 67 
LR (CASTRONOVO et al.,1991). Microsequencing oftwo peptides from the 67 LR gave a 
sequence of eigbt amino-acids identical to a portion of the 37 kD molecule (W EWER et al., 
1986). Finally, transfection of the 37 kD cDNA tagged with 6 additional histidines and 
with an artificially added phage epitope led to the recovery of a tagged 67 kD molecule 
wbich is able to bind laminin and is localized at the cell surface (MONTUO Rr et al., pers. 
comrn.). These observations are ail consistent with a precursor/product relationsbip 
between the two molecules and led to the 37 kD moleculë being called the lam inin recep­
tor precursor (37 LRP). 

lnterestingly, the cDNA coding for this 3 7 LRP molecule bas been cloned by others as 
a cytoplasmic protein , in particular as the mouse ribosome-associated protein p40 
(MAKRJDES et al., 1988 ; ROSENTHAL & WORDEMAN, 1995 ; TOHGO et al., 1994). In add ition, 
search for bomology between sequences from an archebacterium and all published 
sequences reveals tbat the 37 LRP deduced amino-acid sequence is bornologous at 40% 
with the prokaryotic ribosomal protein RS2 (OUZON ! et al., 1995). This new putative ro le 
for the 3 7 LRP cDNA raises several questions and invites fu1iher investigations in order 
to better understand the role of tbis intriguing molecule in cells. ln that perspective we 
decided to clone the gene coding for thi s 37LRP/p40 cDNA in order to better understand 
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its position either in a house-keeping gene family or as a tightly regulated gene. ln addi­
tion we have conducted an extensive amino-acid sequence comparison between 37 
LRP/p40 cDNA from ail species already described and a new sequence that we have 
recently cloned in the laboratory from chicken spleen cDNA (CLAUSSE et al.,1996). This 
avian sequence is consistant with available mamrnalian sequences and thus extends the 
comparison more widely within the vertebrates. 

The 37 LRP/p40 gene family 

The 37 LRP/p40 gene has been cloned both from human and chicken DNA. The 
cloning of the human gene has been hampered by the presence in the human genome of 
around 26 copies of pseudogenes. These pseudogenes have been characterized in our la­
boratory (JACKERS et al. ,1996a). They are highly homologous to the active gene but are 
interrupted by several stop codons. These pseudogenes have no intronic sequence, they are 
tenninated by a polyA-tail and flanked by direct repeated sequences. These characteristics 
suggest that they probably arose by retroposition events. A PCR-based strategy produced 
a specific intronic probe and allowed us to specifically isolate the active human gene copy 
(JACKERS et al., l 996b ). By contrast, the chicken appears to be the only organism in which 
the 37LR/p40 gene exists as a single copy. We were therefore able to isolate in parallel by 
a classical cloning technique the avian version of the 37LRP/p40 active chic.ken gene 
(CLAUSSE et al.,1996). Both genes are spread onto 6 kb of genomic DNA and are split into 
7 exons with an initial short non-coding exon (Fig. 2). They have no classical TATA-box. 
Rnase protection and primer extension experiments reveal at least two transcriptional start 
sites located in a pyrimidine-rich tract. These features are characteristic of house-keeping 
genes and more particularly of genes encoding ribosomal proteins. lnterestingly, in the 
intron 4 the human gene contains a region coding for a small nucleolar RNA E2. Finally, 
chromosomal hybridization localized the human 37 LRP/p40 gene to 3p21.3 band, a chro­
mosomal locus frequently involved in rearrangements associated with cancer. 
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Fig. 2. - Schematic representatioo of tbe hurnan (a) and chicken (b) gene structme. Exons are depec­
ted by boxes . Mutltiple transcriptional star t sites are represented by horizontal arrows. Codi.ng region 
is hatched. The position of the human encoding srnall nucleolar RNA sequence is represented by a 
grey box. 
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The 37 LRP/p40: a multifunctional protein 

The 37 LRP cDNA has been cloned in 17 different species including mammals such­
as human, rat1 bovine, mouse, and hamster, birds, insects, urchin, hydra, higher plant as 
arabidopsis, fungus and yeast. Comparison of the deduced amino-acid sequences from 
each cDNA reveals an extremely high degree of conservation throughout evolution. 
However, when these different sequences are carefully aligned to each other it appears that 
the conserved region is restricted to the central part of the molecule from amino-acid 20 
to amino acid 209 whereas the carboxy-terminal end of the molecule varies between 
species until the appearance of vertebrates (CLAUSSE et al.,1996) (Fig. 3). Indeed, since 
birds and mammals diverged in evolution, i.e. 300 millions years ago, this carboxy-temli­
nal end of the protein has been extremely well conserved. It appears that a high selective 
pressure has been applied to this region of the protein in vertebrates only. It is therefore 
tempting to speculate that, in vertebrates, a specific function might be located in that 
region of the prote in which would explain this contrasting « sudden » sequence « freezing » 
arising in vertebrates. As a 67LR molecule related to the 37LRP/P40 has been clearly 
described in vertebrates only, we suggest that this carboxy-tenninal end of the molecule 
would be responsible for the yet undefined post-t:ranslational events leading to the 67 LR. 
In favor of this hypothesis is the alignment of the gene stmcture with sequence compari­
son. Indeed, this superposition reveals that this vertebrate conserved carboxy-temlinal 
region corresponds exactly to exons 6 and 7 (Fig. 4). The existence in vertebrates of aspe­
cific function in that particlar region would be in accordance with the widely held theory 
that exons are function depositary elements serving as basic building blocks to diversify 
and modulate protein fonction during evolution (BLAKE, 1979; Blake, 1983). Togo further 
in this analysis, we have aligned the parentally linked prokaryotic RS2 ribosomal protein 
sequences with the 37 LRP/p40 amino-acids deduced sequences (DAVTES et al., 1992). To 
our surprise, it appears that although the RS2 proteins are longer in size than the centra l 
conserved part of the 37 LRP/p40 (257 and 209 amino-acid respectively), the best align­
ment was obtained by creating a gap of 49 amino-acids in the 37LRP/P40 in order to con­
fine the entire RS2 sequence in this central conserved region (Fig.4) . Moreover, it appears 
that the two consensus RS2 motif signatures described in RS2 proteins are present in ail 
37LRP/P40 sequences available with the only exception of one tiyptopbane. These obser­
vations led us to suggest that the 37LRP/P40 molecule might play two fonctions in cell: a 
cytoplasmic ribosomal-associated fonction played by the central part of the proteiJ1, con­
served since archebacteria and efficient in ail organisms, and since vertebrates, a ceJI sur­
face role as a laminin receptor when incorporated into the 67 kD lanlinin receptor via its 
carboxy terminal end_ We proposed an evolutionary scenario for this molecule: origina lly 
invo lved in translation , a vital function for cell biology, the protein could have aquired 
new prope1ties i.e. as a building block of a receptor, in the course of evolu.tion to acco­
modate the new extracellular matrix protein, laminin . This potential multifunctional ro le 
for a protein is not unique. Indeed, a rather similar s ituation bas been described for eye 
lens crystalline in which one gene product bas eitber a srnctural role in the refractive prop­
erties of the lens or a house-keeping enzyme ro le when assoc iated in dimeric molecule 
(HEN DRICKS et al ., l 988 ; W1srnw et al., 1988). Other examples illustrate possible multiple 
functions for ribosomal protein. Indeecl , when associatecl in a multimeri c protein by t:rans-
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glutamination, the S 19 ribosomal protein would play the role of a chemotactic agent for 
macrophages at the site of inflamation (NrsH:ruRA et al. , 1996). In the same perspective, 
galectin-3 a human lectin originally isolated as a cell surface laminin binding protein bas 
lately been described as a nuclear protein involved in mRNA splicing mechanism 
(DAGHER et al. , 1995). Such a dual fate for a single gene product might constitute a parsi­
monious means of protein fonction diversification during evolution. 
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Fig. 3. - Am ino acid sirn ilaii ty between ail 37 LRP/p40 cDNA prote in sequences deduced from aJ l 
species described. Similarity between amino-acis (vertica l ax is) bas been calcu lated for each arnino­
ac id position (horizontal ax is) accordi ng to the Burgess table by the GCG programm using the 
Plotsimilarity fonction after aligument with Pileup fLuiction (DEVEREUX et al., 1984 ). Max.i.I.1rn.m s i.Jn­
ilarity of 1.5 represents identica l amino-acids. The mean value is represented by a dotted line cross­
ing the graph . Homology is therefore significant when the line is above d1.e mean value whereas no 
significant homology is when the value is below the rnean value. The vertebrate group includes 
chicken, bovine, mouse, hamster, rat and human sequences . fo vertebrates include the i.n ect 
Drosophila, two urchin species Urech is caupo and Tn jJneustes gratilla , tbe hydra Chlorohydm 
viridissima and the cestode Echinococcus granulosus sequences. Plants i.J1clude the higher plant 
Arabidopsis thaliana, the fongus Pneumocystis carinii, and the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
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Fig. 4. - Schematic alignment of 37 LRP/p40 sequences with parentally linked RS2 ribosomal pro­
tein sequences. Position of the exons are shown at the top of the figure relative to the deduced amino­
acids sequences from 37 LRP/p40 sequences. The hatched box represents the region conserved only 
in vertebrates. The gap in the 37 LRP/p40 sequences is created to obtain the best alignment with RS2 
sequences shown below. RS2 signature positions are represented by horizontal lines under the 
scheme. Numbers on top of each sequence reflect amino-acid positions. 
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NITRIC OXIDE SYNTHASE IN THE BRAIN 
OF THE CLAWED TOAD XENOPUS LAEVIS: 

IS THERE A RELATIONSHIP WITH THE VISUAL SYSTEM? 

W ILFRIED ALLAERTS, RI ENK TUINHOF, Ruuo UBINK 
AND ERIC W. ROUBOS 

Department of Cellular Animal Physiology, University of Nijmegen, 
Nijmegen Institute fo r Neurosciences, Toernooiveld 1, 

6525 ED Nijmegen, The Netherlands. 

Abstract. Nitric oxide (NO), a free radical, has emerged as an intracellular and intercellular mes­
senger molecule with many biological functions, including a rote in memory. The neuroanatomical 
distribution of the enzyme nitric oxide synthase (NOS) is described in the brain and pituitary of 
Xenopus laevis, using imrnunohistochemistry with a polyclonal antisernm against human brain NOS, 
and using the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - diaphorase (NADPH-d) histochemical 
staining. NOS-containing neurons were found in the telencephalon, the diencephalon, the mesen­
cephalon and the metencephalon, and were especially numerous in the pars lateralis of the amygdala, 
the lateral and dorsal pallium, the deep periventricular layers of the optic tectum and the locus 
coeruleus. The distribution ofNOS-containing neurons in Xenopus is very similar to the distribution 
of NOS-immunopositive neurons as reported in several amph.ibian and reptilian species, and is also 
very reminiscent of the distribution oftargets of the v isual input system in amphibians. Tberefore, a 
literature survey of tract tracing studies of the visual system in amphibians was performed, pa1ticu­
larly referring to the thalamo-tectal, thalamo-telencephalic and crossed tecto-bulbar pathways. 
Beside a possible role o f NO in the control of background adaptation in Xenopus, the present data, in 
combination with data reported in literature, suggest that NOerg ic .neurotransmission is involved in 
the processing of visual information in amphibians. 

Key-words : Ni tric oxide synthase immunoreactivity, NADPH-diaphorase activity, neuroanato­
my, amygdala, optic tectum, locus coeruleus, Xenopus laevis . 

INTRODUCTION 

Among the many proposed funct ions of ni tric oxide (NO) in biological systems and 
especially in the central nervous system (GARTHWA ITE & B ouLTON, 1995), the rote of NO 
as a «retro grade rnessengern in memory (BAR INAGA, 199 1) remains elusive. This elusive­
ness is reflected for instance in the question ofhow the macroscopic phenomenon ofmem­
ory is realized at the microscopie and/or molecular level. Different models for memory as 
well as for the rote of NO in memory bave been suggested . Acoording to SCH1JMAN & 

Contribution to the 3'" Benelux Congress of Zoology, Namur, November 1996. 
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MADISON ( 1991) NO signaling is required to activa te the process of long-tenn potentiation 
(LTP) underlying memory, whereas others have demonstrated an involvement of NO in 
memory through the process of long-tenn depression (LTD) (GARTHWAITE et al., 1988; 
SHIBUKI & OKADA, 1991). Also in astrocytes cultured in vitro, it was shown that long-las­
ting changes of calcium oscillation frequency, induced by repeated glutamate stimulation, 
depended on the activity of nitric oxide synthase (NOS) (PASTI et al., 1995), and these 
authors proposed this effect as a cellular mode! for LTP. On the other hand, NO was called 
a less specific and less controllable chemical compound than most neurotransmitters or 
hormones (ANBAR, 1995). Nevertheless, the ubiquitous presence of NO in many organs 
and also in many taxonomie groups, points to a remarkable function well conserved in 
evolution (ANBAR, 1995) and to unique chemical properties of this free radical (BUTLER et 
al. , 1995). Given the low molecular weight, neutral electric charge and limited interaction 
with water, ANBAR ( 1995) concluded that NO diffuses rapidly through cytoplasm and bio­
membranes. Through this ability to affect many biochemical functions simultaneously, 
NO was suggested to act primarily as an intracellular synchronizing chemical messenger 
(ANBAR, 1995). Thus, an ultra-fast messeuger for function synchronization, and a mes­
senger for long-lasting response modulation (in the brain), were two basic molecular 
mechanisms inferred to ex plain some of the actions of NO at the macroscopic lev el. 

We recently suggested also a role for NO signaling in the brain of the clawed toad 
Xenopus laevis in the process of skin colour adaptation to backgrotmd light intensity 
(ALLAERTS et al., 1997). This conclusion was primarily based on two observations: (1) the 
abi lity of NO to modulate a-MSH secretion from the pituita1y pars intennedia (PI), and 
(2) the presence of NOS in neurons of the locus coeruleus. This area of the hindbrain is 
supposed to be involved in the control of background adaptation in Xenopus (TUTNl-lOF et 
al. , 1994). We identified NOS activity in this brain area using immunocytochemistiy with 
a polyclonal anti-human brain NOS (bNOS) and using the nicotinamide adenine dinu­
cleotide phosphate-diaphorase (NADPH-d) histochemical reaction on brain sections. 
Accord.ing to DAWSON et al. ( 1991) a close relationship, if not an identity, exists beween 
NADPH-diaphorase and bNOS. We also found NOS-immunopositive neurons in the optic 
tectum and NADPH-d reactivity in the amygdala (ALLAERTS et al., unpublished), two 
brain areas which have not been implicated in the light mediated control of background 
adaptation. On the other band, recent neuroanatornical and neuropharmacological studies 
have demonstrated the involvernent of NOS in the visual system ofbirds (WILLIAMS et al. , 
1994) and marnmals (CUDEIRO et al. , 1994). 

In the present study, we closely examine the neuroanatomical distribution of NADPH­
d positive neurons in Xenopus laevis. Since the distribution ofNADPH-d positive neurons 
was very reminiscent of the distribution of the targets of visual inputs for the brain of 
arnphibians, the question was raised whether a relationship exists between the NOergic 
neu.rons and the visual system in such animais. Following a literature survey of tract trac­
ing studies of the visual system in amphibians (see discussion), the distribution of NOS­
containing neurons (NOS-irnmunoreacti ve and/or NADPH-d reactive) is compared with 
the functional brain areas in orientation and in visual recognition, two functions that appear 
to be related in arnphibians (NORTHCUTT & KrcuTER, 1980). The amphibian brain, and 
especially the telencephalon, re:flects a primüive level of organization compared to all 
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arnniota and even some of the anamniote classes, as shown for instance by the brain-body 
and telencephalon-body ratios which are similar to Latimeria, the sole living crossoptery­
gian (NORTHCUTT & KiCLITER, 1980 ; B UTLER & Hooos, 1996). During the evolution of the 
tetrapods, the amphibian telencephalic ground form, the so-called laminar organization, has 
served as a base form for several radiations of telencephalic hypertrofy and differentiation 
(BUTLER & Hooos, 1996). Despite their relative primitivism, it appears that amphibian 
mechanisms of orientation and visual recognition are not well understood. And, similar to 
the existing discrepancy between different paradigms for memory (see above), a unifying 
theory of the operation of the amphibian visual system has not been fonnulated ". 

MATERIAL AND METHODS 

Abbreviations used in text and figures 

A anterior thalamic nucleus LA lateral thalamic nucleus, pars ante-

ac anterior commissure ri or 

Ad nucleus anterodorsalis tegmenti LC locus coeruleus 

Api amygdala, pars lateralis ltb lateral forebrain bundle 

Apm amygdala, pars medialis lp Jateral pallium 

Av nucleus anteroventralis tegmenti Lpd laierai thalamic nucleus, pars pos-

BN bed nucleus of the palliai commis-
terodorsalis 

sure Lpv laierai thalamic nucleus, pars pos-

bNOS brain nitric oxide synthase 
teroventralis 

c central thalamic nucleus 
LTD long-tenu depression 

Cb cerebellum 
LTP long-tenn potentiation 

cbn cerebellar nucleus 
mtb media! forebrain bundle 

DA dopamine 
Mg magnocellular nucleus 

dp dorsal pallium 
mp media! pallium 

a-MSH o:-melanophore-stimulatiug hor-
eNOS endothelial nitric oxide syntbase mone 
GABA y-aminobutyric acid NADPH-d nicotinamide aden.ine dim1cleotide 
Hd dorsal habenula phosphate - diapborase 

HRP horseradish peroxidase NB nucleus of Bellonci 
Hv ventral habenula NPv nucleus of the paraventricular 
lp interpeduncular nucleus organ 

Is nucleus isthmi NPY neuropeptide Y 

· After the first submission of the present manuscript, our attentio11 was called to some recent pu­
blications that had not yet been listed in the medline bibliograpbical system at tbat moment. These 
publications describe the neuroanatomical distribution ofNADPH-d reactive and/or immunoreactive 
neurons in the urodele amphibian Pleurocleles waltl (GONZALEZ et al., l 996), in the frog Ran a perezi 
(Mu-Noz et al. , 1996), in the clawed toad Xenopus laevis (BRÜNING & MAYER, 1996) and in the 
!izard Gekko gecko (SMEETS et al., l 997). These studies largely are in line with our own observations 
in Xenopus laevis, and are schematically represented in Table 1. 
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NO 
NOS 
nIII 

nV 

ON 
OT 
p 

pc 

pd 

pi 

PLP 

pn 

PO a 

Animais 

nitric oxide 

nitric oxide synthase 

nervus oculomotorius 

nervus trigeminus 

nervus opticus 

olfactory tubercle 

posterior thalamic nucleus 

posterior commissure 

hypophysis, pars distalis (in text : 
PD) 

hypopbysis , pars intermedia (in 
text: Pf) 

periodate-lysine-paraforn1aldehyde 
(fixative) 

hypophysis , pars nervosa 

anterior preoptic nucleus 

Rad dorsal raphe nucleus 

Rm nucleus reticularis medius 

SC suprachiasmatic nucleus 

Str striatum 

TE thalamic eminence 

tect tectum mesencephali 

tegm tegmentum mesencephali 

TH tyrosine hydroxylase 

Tor torus semicircularis 

TP posterior tubercle 

VH ventra l hypothalamic nucleus 

YM ventromedial thalamic nucleus 

III nucleus nervi oculomotorius 

Vm nucleus motorius nervi trigemini 

Ypr nucleus princeps nervi trigemini 

Adult male and female Xenopus laevis were obtained from our laborato1y stock. 
Animais were fed beef heart and trout pellets (Trouvit, Trouw, Putten, The Netherlands) 
once a week. To study a possible effect ofbackgrou.nd light condition on NOS expression, 
the toads were kept under constant illumination on either a black or a white background 
for at least three weeks, at 22 °C. 

lmmunohistochemistry and enzyme histochemistry 

Toads were anaestheti zed by immersion in 0.1 % tricaine methane sulfonate (MS 222, 
Sanooz, Basle, Switzerland) and perfused via the aorta with ice-cold 0.6 % Ringer 's so lu­
tion for 3 min , followed for 15 min with either Bouin-Hollande, Zamboni 's fixative (for 
paraffin ÎJmmmohistochemist1y) or with periodate-lysine-paraformaldehyde (PLP) fixa­
tive after M LEAN & N AKAN E (1974) (for c1yo-immunob istochemistry and c1yo-enzyme 
bistocbemistry). Brains and pituitaries were dissected and postfixed for 2-3 hr in the same 
fixative . For paraffin immunobistochemistry, brains and pituitaries were debyd.rated witb 
an ethanol series (Merck, Darmstadt, Ge1many), isopropanol (Merck) and finally xy lo l 
(Janssen Chimica, Geel , Belgium), and embedded in parap last. For cryo-bistocbemistry, 
brains and pituitaries were immersed in 10 % (w :v) sucrase in 0.15 M odiurn phosphate 
buffer and after saturation frozen at -70 °C. From botb paraffin-embedded and cryo-pro­
tected materi a l we eut sagittal and transversa l ections of 10-20 ~Lm , which were trans­
ferred to poly-L- lys ine-coatecl s lides (Sigma, St Loui , MO, USA). 

Sections were stained following the ABC immunostaining procedure (Hsu et al. , 
198 1) and the ~NADPH-d procedure (DAWSON et al., 1991). Technica l deta ils of these 
sta ining proceclures are clescribecl e lsewhere (A LLAE RTS et al., unpubli shed) . Antisera used 
in thi s study were a po lyclonal anti-human bNOS senu11 (Transduction Laboratorie , 
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Lexington, KY, USA; diluted l : l OO) and a monoclonal antiserum against tyrosine 
hydroxylase (TH) (Instar Corporation, Stillwater, MN, USA). Sections were evaluated 
using bright field and epi-fluorescence microscopy with a Leitz DM RB/E microscope 
equipped with a Leica Vario Orthomat E camera system. 

RESULTS 

An overview of the brain and pituitary areas studied is represented in Figs 1 and 2. 
Line drawings of transverse projections are shown in Fig. 2 coITesponding to the levels 
indicated in Fig. 1. The nomenclature follows that previously used (TUlNHOF et al., 1994). 
Figs 3 to 5 show photomicrographs of some of the transversal and also of some sagittal 
sections taken laterally to the media) plane (Fig. 3a, b ). Results from anterograde fil-ling 

· of the optic nerve with horseradish peroxidase (HRP) are adapted from TUTNHOF et al. 
(1994). 

11 

A BCDE FG 

Fig. 1. - Schematic represeotation of the braio of the South African clawed toad Xen.opus laevis (dor­
sal view), indi cati.ng the levels at which transversal sections have been presented in Fig. 2. 

Telencephalon 

The most rostral population ofNADPH-d• neurons is found in the olfact0ty tubercle (OT) 
(Fig. 3a). ln the telencephalon proper we found sma ll populations ofNADPH-d+ cell bodies in 
the dorsal (dp) and latera l pallium (lp) (Figs 2, 4d-e). ln the caudal teleucephalon ve1y strong 
NADPH-d reactivity is fow1d in neurons of the amygdala pars lateralis (Api) (Fig. 4a-c) . 
Somata and fibers were darkly stained. Fibers from these somata cross the anterior commis-
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sure to innervate the contralateral amygdala (Fig. 4c). According to NoRTHCUTT & KICLITER 

( 1980) the Api can be regarded as an elongation of the lp, th us forming a C-shaped nucleus. 
The relevance of the amygdala with-respect to the amphibian visual system is cliscussed below. 

E 

F 

c G 

Fig. 2. - Diagram of tran verse sections through the brain of Xenopus laevis, at levels indi cated Lll 
Fi g. l. Dots and curved lines on the ri ght indicate NADPH-d reactive neuron somata and NADPH-d 
reactive fibers, respectively. Plus signs on the left indicate bNOS- imrnunoreactive neuron somata. 
Squares on the left indicate TH-immunoreactive neurons (TUlNHOF et al. , l994). 
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Diencephalon 

Following anterograde labeling of the optic nerve with HRP, we previously described 
HRP-reactive fibers contacting neuropeptide Y (NPY)-immunoreactive neurons in the 
nucleus suprachiasmaticus (TuINHOF et al., 1994). Moreover, we found bundles of HRP­
reactive fibers running parallel to the geniculate body and the neuropil of Bellonci, whereas 
terminal fields were observed in the optic tectum (see below). In the present study, NADPH­
d+ neurons were present in the pars anterior of the lateral thalamic nucleus (LA), medio-dor­
sal to the neuropil ofBellonci (NB), and in the ventral hypothalamic nucleus (VH) (Fig. 2). 
NADPH-d reactivity was absent from the magnocellular (Mg) and suprachiasmatic nuclei 
(SC). Furthermore, NADPH-d+ fibers and small NADPH-d+ cells occuITed at the ventrome­
dial edge of the optic tract (Fig. 5a). Sorne of the NADPH-d+ fibers ran similar to the course 
of NOergic fibers observed at the edge of the optic tract in the trntle Pseudemys scripta, 
which would correspond to tectothalamic and thalamotectic fibers {BRÜNTNG et al., 1994). 

Mesencephalon 

Using both immunostaining with anti-bNOS and the NADPH-d reaction we found 
NOS-reactive neurons in the optic tectum (tect) (Fig. 3c-d). NADPH-d reactivity was loca­
lized in somata of deep tectal neurons and also in some fibers projecting towards the 
superficial tectal layers (Fig. 3c). The NADPH-d+ somata occurred mostly in layer 6 and 
also in layer 4 (see also HUGHES, 1990a,b and discussion). bNOS-like immunoreactivity 
was present in some of the nemon somata within the same layers and also in some fibers 
travelling across the deep medullaiy layer (POTIER, 1969) towards the superficial tecturn 
and in fibers projecting to the posteroventral tegmentum (Fig. 2). Sorne NADPH-d+ neu­
rons, moreover, were found in the nucleus anterodorsalis tegmenti (Ad) (Figs 2 and 5b ). 

Metencephalon 

Io sagittal (Fig. 3b and inset) and coronal (Fig. 5c) c1yo-sections, we encountered a 
dense cluster ofNADPH-d+ neurons (somata and fibers) in the isthmic area corresponding 
topographically to the locus coeruleus (LC). Paraffin sections of this area also show 
bNOS-immunoreactive neurons. The locus coeruleus was also identified immunohisto­
chemically using anti-TH. Moreover, using double labeling with TH antiserwn and the 
NADPH-d reaction we demonstrated intermingling and a.lso close jux taposition of TH+ 
and NADPH-d+ neurons, but no double-labeled cells. NADPH-d+ neurons in the LC send 
fibers into a rostroventral direction (Fig. 3b : inset) towards the ventral tegmental area. 
Other LC neurons have axons that follow more media! and caudal directions and seern to 
innervate the anterior part of the dorsal raphe nucleus (Rad) (Fig. Sc). 

Pituitary 

We did not find bNOS-immunoreactivity in paraffin sections of the pituitary of 
Xenopus laevis fixed with Zamboni , whereas in PLP-fixed cryo-sections some NADPH-d 
activity occuJTed in endothelia of the pars intem1edia (Pl) and pars distalis (PD), probably 
corresponding to endothelia l NOS (eNOS). 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 3. - Cryo-sections of Xenopus laevis brain fixed with PLP and stained with the NADPH-d his­
tochemical reaction (a-c) and detail of a paraffin section of Zamboni-fixed Xenopus brain immuno­
stained with polyclonal anti bNOS serum (d). a: Sagittal section through the rostral telencephalon, 
indicating NADPH-d+ somata in the olfactory tubercle (OT)(x50). b: Sagittal section through mes­
encephalon and methencephalon, showing NADPH-d+ neurons in the optic tectum (tect) and the 
locus coeruleus (LC)(x50). A higher magnification of the framed region in the locus coeruleus is 
shown in the inset (x400). c: Transversal section of the periventricular layers of the optic tectum 
(x126). Note the NADPH-d+ neurons (small arrows) in the deep tectal layers, and some projections 
towards the superficial tectal layers (arrowheads). d: Detail of sagittal section of optic tectum show­
ing bNOS-immunoreactive neuron in deep tectal layer (x320). Ali sections are from Xenopus adap­
ted to black background. (Scale bars = 50 µm). 

Fig. 4. - Transversal cryo-sections ofXenopus laevis brain (PLP fixation) stained with the NADPH-d 
histochemical reaction: (a-c) through the telencephalon at the level of the anterior commissure (ac); 
(d-e) low magnification of lateral telencephalic wall at the level of the preoptic area (Poa). a: 
Overview of basal telencephalon (x50). b: Detail of amygdala pars lateralis (Api) showing dense clus­
ter of NADPH-d+ neurons (x200). c: Higher magnification of frame in (a) showing Api and anterior 
commissure (ac), with NADPH-d+ fi bers coursing through the ac (arrowhead) (x200). d: NADPH-d+ 
neuron somata (arrows) in the dorsal (dp) and lateral pallium (lp)(x80). e: NADPH-d+ neuron somata 
(arrows) in ventral part of lp (x80). Ali sections are from Xenopus adapted to a white background. 
(Scale bars = 50 µm). 

Fig. 5. - Transversal cryo-section of Xenopus laevis brain (PLP fixation) stained with NADPH-d his­
tochemical reaction: a: Low magnification of the optical tract in the diencephalon: NADPH-d reac­
tivity is found in fi bers of the optical tract and in small cells at the ventromedial edge of the optical 
tract (arrowheads)(x80). b: Detail of the lateral thalamus showing NADPH-d+ neurons in the nucle­
us anterodorsalis tegmenti (Ad)(x200). c: Cluster ofNADPH-d+ neurons in the locus coernleus (LC) 
and NADPH-d ' fi bers projecting towards the dorsal raphe (arrowhead)(x 140). Sections in a and b are 
from white-adapted, the section in c is from a black-adapted Xenopus.(Scale bars= 50 µm). 

DISCUSSION 

On the basis ofNADPH-d histochemist1y and bNOS immunohistochemist:Jy we here 
present a neuroanatomical description of the NOergic nemons Î11 the brain of Xe no pus lae­
vis. NADPH-d positive neurons were found in several nuclei of the telencephalon, dien­
cephalon, mesencepbalon, and metencepbalon. Tbese data lmgely confirm previous neu­
roanatomical descriptions in Xenopus laevis (BRÜNING & MAYER, 1996 ; ALLAERTS et al. , 
unpublished) and in otber amphibian and reptile species (BRÜNING et al. , 1994 ; GONZALEZ 
et al., 1996; MlJJ\/oz et al., 1996; SMEETS et al. , 1997) (see Table l for comparison of the 
descriptions in the amphibian species). DAWSON et al .. (1 99 1) have shown tblat in the rnt 
NADPH-d activity correlates to NOS activity both in the brain and Î11 peripheral tissues, 
although some tissues like the adrenal cortex and the liver display NADPH-d activity in 
the absence of NOS. Also in Xenopus laevis (BRÜNING & MAYER, 1996) and in the modele 
amphibian Pleurodeles waltl (GONZALEZ et al., 1996) a close correlàtion was found 
between NADPH-d activity and NOS linmunoreactivity except for the olfactmy nerve 
(NADPH-d activity in the absence of NOS immunoreactivity). Using Western blottli1g of 
Xenopus hindbrain homogenates, we previously demonstrated an approximately 150 kD::t 
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band immunostained with a polyclonal bNOS antiserum, confinning the presence of 
bNOS in Xenopus hindbrain (ALLAERTS et al. , 1997). 

Functional relevance of a brain NOergic system in Xenopus? 

Previously we have shown differences in activity of hypothalamic nuclei under diffe­
rent conditions of background light intensity (TuîNHOF et al., 1993,1994). On the basis of 
a variety ofmethods (immunocytochemistry, retrograde labeling, etc.) we proposed that a 
small number of brain centers was responsible for the regulation of melanotrope activity 
in the process of background adaptation. In our view the most important regulatory me­
chanism is provided by the inhibition of cx-MSH secretion via the hypothalamic suprachi­
asmatic nucleus (SC) (TUrNHOF et al., 1993), which contains neurons that simultaneously 
produce NPY, dopamine (DA) and y-aminobutyric acid (GABA) (DE R.I JK et al. , 1992). 
Another important hypothalamic centre is the magnocellular nucleus (Mg) that may have 
a mild stimulatory effect on the melanotropes tiu·ough the release of thyrotropin-releas ing 
honnone (TRH) and corticotropin-releasing hormone (CRH) (TUINHOF et al., 1994). The 
third centre involved in background adaptation is the locus coeruleus (LC) in the meten­
cephalon, for it was shown that noradrenaline (NA)-containing fibres innervate the PI , 
whereas NA-positive neurons are localized in the LC (TUlNHOF et al., 1994 ; JANSEN et al., 
1997). 

We recently also compared bNOS-activity in the brain and pituitary of Xenopus laevis 
adapted to either a black or a white background (ALLAERTS et al., 1997) and no differences 
were observed. The occurrence of bNOS activity in neurons of the LC, and the capability 
of NO to stimulate cx-MSH secretion from single melanotrope cells in vitro, suggest a rote 
of NO in the contrai of background adaptation (ALLAERTS et al. , 1997). However, om pre­
sent data show the absence of NOS-activity in the Mg and SC, and especially the SC 
receives a direct input from the optic nerve (Tu1NHOF et al., 1994). The intem1ingling of 
NOS-containing and TEP neurons without a cellular co-localization of bNOS and TH in 
the LC may also indicate a rote in the presuméd effect of stress on background adaptation. 
The involvement of the LC in the regulation of stress-induced responses bas been docu­
mented in the rat (TLLDERS & BERKENBOSCH, 1986). Alternatively, the rote of NO may 
reside in the higher visual centers that regulate background adaptation. In this respect it is 
interesting to note that CUDEIRO et al. (1994) have demonstrated that suppress ion of the 
visual responses of relay cell s in the dorsa l latera l gen iculate nucleus of tbe cat in vivo is 
induced by iontophoretic administration ofN°-nitro-L-arginine, a competitive in11ibitor of 
NOS . This suppress ion of visuall y or N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) evoked respon­
ses thereby seemed independent of an increase of cyclic guanosine-3 ',5 ' -mono-phosphate 
( cGMP), and the fonction of NO at th is level of the visual system was called permissive 
(CUDEIRO et al., 1994). In another model system, the cb:icken embryo, WlLLIAMS et al. 
(1994) founcl a correlation of NOS expression with changing patterns of axonal projec­
tions in the developing optic tectrnn . They concluded that NOS is involved in the devel­
oprnent and refinen~ent of the proper pattern of cOJmections in the ch.icken retinotecta1 sys­
tem (WrLLIAMS et al., 1994). 
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Comparison of the distribution of NOS-containing neurons in the amphibian brain 
with literature data of tracing studies of targets of the visual system in amphibians shows 
a striking overlap between NOergic neurons and parts of the visual system. We here spe­
culate on a possible link between NOergic neurotransmission and the visual system in 
amphibians. For an overview of this system we refer to NüRTHCUTT & KICLITER (1980), 
who especially document the telencephalic connections of the visual system (see below), 
;:is well as to the tracing studies of the optic tract by HERRICK ( 1925, 1948), i;ÂZÂR (1969), 
HUGHES (1990a,b) and to the textbook of Comparative Vertebrate Neuroanatomy by 
BUTLER & Hooos (1996). The suggestion of arole ofNOergic transmission in the visual 
and possibly also orientation systems in the amphibian brain, as for instance suggested by 
the NOS-containing neurons in the optic tectum (see below), does not preclude other func­
tions of NOergic transmission, such as indicated by the NOS activity in the olfactory 
tubercle (BRÜNING et al. , 1994; Table 1 and present data). BRÜNING et al. ( 1994) have 
shown that NADPH-d reactivity in the olfactory tubercle is correlated with b-NOS 
immunoreactivity in the turtle Pseudemys scripta, but obviously these NADPH-d+ neurons 
in the olfactory tubercle have no relationship to the visual system. Also SMEETS et al. 
(1997) remarked that NADPH-d activity and NOS immunoreactivity are not confined to 
any functional sensorimotor system or neurotransmitter system. Otherwise, at least a per­
missive role ofNOergic transmission in parts of the visual system in mammals (CUDErRO 
et al., 1994) and birds (WILLIAMS et al. , 1994) has now been fu.nctionally demonst:rated. 
However, experimental studies using selective NOS inhibitors will be necessary to sub­
stantiate the functional relevance of NOergic neurotransmission in the amphibian brain in 
vivo. 

Telencephalic connections relevant to the amphibian visual system 

The «classical » viewpoint on the amphibian telencephalic organization, as expressed 
in e.g. HERRICK's monography ( 1948), considers the amphibian telencephalon as a simple, 
unspecialized web of nervous ti ssue that receives mainly secondary or tertiary olfacto ry 
connections, and of which the efferents carry primarily olfac tory information to the hypo­
thalamus or midbrain, to become integrated with ascending gustatory information (cited 
in NORTHCUTT & KI CLITER, l 980). According to NORTHCUTT & KlCLITER (l 980) severa l 
arguments eau be ra ised against this « c lass ical » viewpoint, fa vouring an in tegrative role 
of the ampbibian telencepbalon, including the in tegration of visual, auditory and somatic 
info1111ation . Although some of the references cited in NORTHCUTT & KlCLITER (J 980) may 
seem rather old, compari son of these refererices witb recent rev iews (e.g. BUTLER & 
Hooos, l 996) strengtbens tbe i1· validity, and moreover, Li ttle new information on tracing 
studies in the amphibian telencephalon bas become availab le since. Below we surnmarize 
some of the arguments li sted by NoRTHCUTT & K1CL1TER (J 980)(see also the schematic 

illustration in F ig. 6) . 

1) The media! pa llium in amphibians not only receives connections of the latera] pa l· 
lium (the main target of the o lfacto ry input), but also rece ive direct thalamic projections 
carrying visual and somatic information, and afferents from the preoptic area (POa) and 
ventral thalamus as sbown by HRP labeling studies (NORTH CUTI & K!CL!TER, 1980 ; 
BUTLER & Hooos, 1996). The med ia! pallium is connected via the media! forebra in bun-
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Fig. 6. - Schematic representation of the connections of the visual system in the amphibian brain, adapted from tracing studies by LAzAR (1969), 
SCALIA & GREGORY (1 970), K lCLlTER & NORTHCUTT (1975), KlCLlTER (1979) (reviewed in NORTH CUTT & KlCLITER, 1980). The temünology of 
diencephalic nuclei fo llows the terminol-0gy of NEARY & NORTHCUTT ( 1983). The brain is represented by thick sections from rostral to caudal 
position comparable to thin sections B, C, E, F in Fig. 2 as well as a mid-telencephalic thick section (rostral to Fig.2, A). Black diamonds repre­
sent NADPH-d active and/or bNOS irrununoreactive neurons as described in this study (see also Fig.2). 1-2: retino-tectal and retino-thalamic 
pathways observed followi.ng HRP-labeLing of the optic nerve; 3-5: efferent pathways of the optic tectum found by anterograde degeneration 
studies ( e.g. LAzAR, 1969) : tecto-isth:m.ic connection and crossed tecto-bulbar pathway (3), fi bers in mesencephalic commissure ( 4) and tecto­
diencepbalic c01mection (5); 6-7: collllections of mfb (6) and Lfb (7) to dorsal thalamic nuclei (see text) (thalamo-frontal tract, NORTHCUTT & 
KJCL!TER, 1980); 8: telencepbalic-medullar connection to the cerebellar nucleus ( cbn), as revealed by HRP-labeling (KJCUTER, 1979). 
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dle (mfb) (Fig. 6) to the anterior thalamic nucleus (A) (terminology adapted in NEARY & 
NORTHCUTT, 1983). 

2) The amphibian striatum (str) receives both visual and auditory information from 
dorsal thalamic centers ( aiready suggested by HERRJCK, 1948), as demonstrated by antero­
grade neuron degeneration studies (KICLITER & NORTHCUTT, 1975). NORTHCUTT & K1cu­
TER (1980) suggest that the amphibian striatum (str) may be linked to the optic tectum via 
the lateral forebrain bundle (lfb) and ipsilateral relay centers located in the lateral dorsal 
thalamus (SCALlA & GREGORY, 1970), but not by relay centers in the anterior thalamic 
nucleus (BUTLER & Hooos, 1996) (Fig. 6). 

3) The amphibian amygdala pars lateralis receives projections via the lfb from the 
hypothalamus and the caudal dorsal thalamus (namely the central nucleus [C] and lateral 
nuclei [Lpv and Lpd]), which areas in amphibians are linked with the optic tectum (see 
argument 2) (NORTHCUTT & KICLITER, 1980). 

4) HRP labeling studies of the lateral amygdala revealed afferent cell groups of the 
ipsilateral dorsal thalamic nuclei (connected via the lfb) as well as HRP-labeled cell 
groups in the ipsilateral rostral medulla of the brainstem (K!CLITER, 1979), identified as the 
cerebellar nucleus (cbn) according to NIEUWENHUYS & ÜPDAM (1976) and situated imme­
diately caudal to the LC (Fig. 6). The lfb carries visual information to the str and possibly 
also to the Api (GRUBERG & AMBROS, 1974), as already shown by tracing studies ofLAzAR 
(1969). Interestingly, BRÜNING & MAYER (1996) observed dendrites ofNOS-positive neu­
rons in the anterior entopeduncular nucleus (lateral from amygdala) of Xenopus laevis, 
intenningling with fibers of the ltb (see below). 

Severa! lines of evidence, obtained from anatomical, histochemical and embryological 
studies, have led to NORTHCUTT & K!CLITER's conclusion (1980) that the amphibian later­
al pallium and pars lateralis of the amygdala (which are topologically contiguous regions 
of the lateral telencephalic wall) are homologous to the reptilian dorsal ventricular ridge 
and lateral cortex. However, in sauropsids (reptiles and birds) the different regions of the 
dorsal ventricular ridge became segregated so that different regions of the primary palliai 
region received only one single sensory modality, whereas in amphibians several mo­
dalities converge on the striatum, i.e. , the subpallial region of the lateral telencephalic wall 
(NORTHCUTT & KICLITER, 1980). Whether the amphibian striatal cells are also multimodal , 
however, remains to be clarified (NORTHCUTT & K!CLITER, 1980). The relevance of the 
media! telencephalic wall (pallium and striatum) for the amphibian visual system was 
proven experimentally by showing evoked potentials recorded upon electrical stimulation 
of the optic nerve (KARAMIAN et al., 1966), but beside visual afferents the media! telen­
cephalic wall also receives auditory and somâtosensory afferents (KARAMJAN et al., 1966). 

In our study, NADPH-d activity in the telencephalon was found in the pars lateralis of 
the amygdala, in the lateral and dorsal pallium and in the olfactory tubercle (see Table 1 
for comparison with other studies in amphibians). Studies in reptiles (BRÜNING et al. , 
1994 ; SMEETS et al., 1997) moreover, have shown bNOS-inununoreactivity in neurons of 
the basal ganglia complex, the basal amygdaloid nucleus and the dorsal ventricular r idge, 
and in fibers coursing in a tract cotmecting the basal amygdaloid nucleus with the hypo­
thalamus, corresponding to the stria terminalis . Besides the homology between amphibian 
and reptilian subpallial regions, also the Nüergic neurotransmission seems to be con-
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TABLE 1 

Comparison of literature data on the bNOS immunoreactivity and the NADPH-d reactivity 
in the brain of three amphibian species. 

Pleurodeles waltl' 

Telencephalon 

primary olfactory fibers (d) 
olfactory bulb(+) 
pallium(+) 
septum(+) 
caudal striatum (+) 

amygdala ( +) 

Diencephalon 

preoptic area ( +) 
ventral hypothalamus(+) 

posterior tubercle ( +) 

Brainstem 

mesencepbalic tegmentum (+) 
op tic tectum ( +) 

istlunic-prel:!igem.inal region (+) 
isthmic region ( +) 

Rhombencephalon 

descending trigeminal tract(+) 

solitary tract(+) 
rapbe nucleus(+) 
mid-caudal reticular 
fonnat ion (+) 

Rana perezi ' 
1 
1 
1 
1 
1 

Xenopus laevis 3 

! terminal nerve ( d) 
olfactory bulb (d) : olfactory lobe(-) 
pallium (d) i pallium(+) 

: septum (d) i septum (very few) 
: sfriatum and nucleus of diago- : striatum (+) 

1 

, nal band (d) : nucleus accumbens (+) 
i amygdala (d) ! amygdala pars lateralis and an-
: : terior entopeduncular nucle-
' 1 

: : us(+) 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

J preoptic and infundibtùar recesses i preoptic nucleus ( +) 
1 • 1 

: of3rd ventncle (d) : ventral hypothalamus(+) 
: suprachiasmatic and magnocel- ! 
! lular nue lei ( d) : 
1 1 

' : posterior tubercle (+) 
! ant.,lat., centr. and lateral pos- ! lateral thalamic nucl ei (lat., ant. 
f teroventral thalamic nuclei i & post. thalamic nue!.) and 
1 1 

: (cl) f post.entopeduncular nue!.(+) 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

: pretectal area (cl) : 
i op tic tectum ( d) : op tic tecturn ( +) 

1 i torus semicirculari s (d) : magnocell.nucl. of torus 
: i semicircularis (+) 
1 

: isthmic nucleus (d) : isthmic nucleus(-) 
i locus coeruleus (*) ! locus coeru leus (+) 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 : 

J senso1y tTigeminal nuclei ( d) f descencling nucleus of tr igem i-' . 
: oc ta va l area (cl) i nal nerve ( +) 
! nucleus of so li tél.ly tract (d) : dorsa l to soli taiy tract (+) 
1 raphe nucleus ( d) [ 
J reti cular nucl ei (cl) : inferior reticular 
i dorsal column nucleus (cl) : nucleus(+) 

' GONZALEZ et al. , 1996: d istribution of bNOS immunoreactivity and NAD PH-d activ ity. 
' Muf\loz et al., 1996: distribution ofNADPH-d activ ity. 
3 BRÜ NING & MAYER, 1996: distributi on of bNOS i.mmunoreactiv ity and NADPH-d activ ity. 
+ : bNOS imrn unoreactiv ity and NA DPH-d activity are co- localized. 
d : only NADPH-d activity. 

reported negative fo r both NADPH-d and bNOS staining. 
"' co-localization of NADPH-d with tyrosine hydroxylase immunoreactivity. 
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served in both vertebrate groups, indicating a well conserved and important role for NO 
in the functioning ofthis brain region. However, the multimodal or multi-functional char­
acter of the amphibian media! telencephalic wall may hamper the characterization of indi­
vidual functional units (NoRTHCUTT & KICLITER, 1980), so making the functional charac­
terization of the NOergic transmission in the amphibian telencephalon difficult. 

Thalamic connections relevant to the amphibian visual system 

The demonstration of two telencephalic visual projections in amphibians according to 
NoRTHCUTT & KICLITER (1980) enables a comparison between the amphibian visual sys­
tem and that of the sauropsids, which also have a dual telencephalic visual system (HALL 
& EBNER, 1970 ; KARTEN & REVZIN, 1966 ; KARTEN & NAUTA, 1968 ; KARTEN et al., 1973). 
This dual system consists of (a) the retino-thalamo-telencephalic system (shortly « tha­
lamofugal » system) and (b) the retino-tecto-thalamo-telencephalic system (shortly 
«tectofugal » system) (NORTHCUTT & KICLITER, 1980). Characteristics ofsauropsid visual 
systems provide criteria for proposing homology of the amphibian visual system. When 
rigidly applying the criteria for homology, according to NORTHCUTT & KICLITER (1980) 
neither of the two sauropsid visual projection systems is exactly represented in amphi­
bians, although the retino-tecto-thalamo-telencephalic system cornes closest to meeting 
the criteria. SCALIA & GREGORY ( 1970) already stated that amphibians do possess a well­
developed retino-tectal pathway but have a comparatively small retino-thalamic system, 
whereas anatomical evidence for a thalamo-telencephalic projection is still scarce. 
R uBINSON (1968) and LÂZAR (1 969) described projections of the optic tectum in Rana to 
a region of the lateral thalamic neuropil, which does not receive direct retinal projections. 
Post-synaptic cells of fibers in this neuropil are located in the posterocentral and pati of 
the posterolateral nuclei, and project to the striatum via the lfb (SCALIA & GREGORY, 
1970). SCALIA & GREGORY ( 1970) therefore concluded that the latter pathway may repre­
sent the amphibian homologue of the geniculo-striate system in mammals, i.e., the mam­
malian form of the thalamofugal system (BUTLER & Hooos, 1996). A specific problem in 
the loca lization of post-synaptic neurons in amphibia, according to SCALIA & GREGORY 
(1 970), is caused by the relatively long dendrites of nuclei with rather distant location 
compared to the terminal fields of the retinofugal fi bers. MuNOZ et al. ( 1996) observed ter­
minal fields of NADPH-d• neurons in the visual recipient plexus of Bellonci and in the 
thalamic geniculate nucleus of the frog Rcma perezi. A functional rote of NOS in the vi­
sua l relay cells of the geniculate nucleus of the cat was shown by CUDEIRO et al. (1994). 

In conc lusion, the absence of a dorsal ventr icular ridge in amphibians toues down any 
homology between amphibian and higher ve1iebrate telencephalic systems, unlc;;ss we may 
regard the lateral pallium and pars lateralis of the amygdala as a primitive, relatively 
unspecialized but evolutionary homologue of the dorsal ventricu lar ridge, as suggested by 

NORTHCUTT & KtCLITER (1980). 

NOS and the crossed tecto-bulbar pathway in ampbibians 

The NOS-imrnunopositive and NADPH-d reactive neurons were observed in layer 4 
and 6 of the optic tectum (tenninology according to LAzA.R, 1969, POTIER, 1969 and 
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HUGHES l 990a,b ). This distribution is reminiscent of the distribution of neurons that give 
rise to the tecto-bulbar pathway, as demonstrated using HRP-labeling in the frog Rana pi­
piens. by HUGHES ( l 990b ). The somata of tbese neu.rons according to HUGHES (l 990b) are 
located in the superficial balf of layer 6, witb some dendrites ascending to the superficial 
tectal layers, the so-called retino-recipient layers (HUGHES, l 990a). BRÜNING et al. (1994) 
observed NOS-inummopositive neurons in the deep tectal layers of the turtle Pseudemys 
scripta, and suggested tbat NOS-positive fibers originating from the periventricular gray 
leave the tectum in a way corresponding to the tecto-bulbar and tecto-tbalamic tract. 
Efferent pathways of the amphibian optic tecturn have been demonstrated by LAzA R and 
co-workers (LAzAR, 1969; LAzAR et al., 1983) and include projections to the ipsilateral 
dorsal thalamic nuclei and the ipsilateral isthmjc nucleus (BUTLER & Hooos, 1996) 
(Fig. 6). Further labeling and tracing studies are necessary to demonstrate that NOergic 
neu.rons indeed are involved in the crossed tecto-bulbar patbway (as suggested by 
BRÜNTNG & MAYER, 1994) and also to demonstrate their synaptic input. 

ln contrast to most manmialian species sh1died (reviewed in HUG HES, 1990b), in the 
optic tectum offrogs and turtles the neurons that give rise to the crossed tecto-bulbar path­
way bave dendrites that extend into the retino-recipient superficial layers of the tech1m. 
This was e.g. demonstrated using the HRP-labeling and the cobalt filling techillque in the 
frog (LAzAR et al., 1983). The latter finding is consistent with the view that the neurons 
that give rise to the frog's crossed tecto-bulbar pathway receive a direct retinal input, and 
also suggests that the neurons may receive this input from more tban one type of retinal 
ganglion cell (HUGHES, l 990b ). Moreover, a gradient-like di stribution of these neurons 
with preferential location at the ventrolateral border has been described in many amphi­
bians, reptiles, birds and mammals, although with some dissimilarities, indicating a fon­
damental role in tectal functioning (HUG HES, l 990b ). HUGH ES (1990b) suggests that the 
spatial gradient of these deep tectal neurons underli es the firnctional gradients in the con­
trol of orienting movements, such as demonstrated in the cat (MclLWAIN, 1982). 

CONCLUDING REMARKS 

In the introduction we referred to some studies suggesting a « macroscopic» role of 
NO in memory, througb processes at a « microscopie» or molecular level, corresponding 
to long-lasting response modulation (in neurons) and fa ·t func tion synchronization (in 
cells in general). When looking at the microscopie neuroanatomy of NOS-cdntaining neu­
rons in Xenopus laevis, a complex neuronal web emerges. Comparison of the di stribution 
of bNOS-immunopositive and NADPH-d reactive neurons with the results of a li terahU'e 
survey of tract trac ing sh1dies of targets of the visual system in amphibians, shows tbat 
NOS is present in rnany (if not ail ) tracts and centers invo lved in orientation and visuaJ 
information processing. The interrelationship between orientation and visual recognüion 
suggested is based on at least two argument : (1) the anatomy and ultrastruchU'e of the 
optic tectum (see e.g. H ua1-1Es, l 990a,b) and (2) the connections between the optic tectum 
and the pars lateralis of the amygdala, wh ich is the main target of the votneronasal organ, 
indicating a possible integration ofvisual and other sen ory input (reviewed in NORTH un 
& K.1 CLJTER, 1980). Despite the multi-ft.mctional character and relatively unspecialized 
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aspect of the amphiqian telencephalic lateral wall, the overall simplicity of the amphibian 
telencephalon may favor both macroscopic and microscopie approaches to the study of the 
role of NOergic transmission in the vertebrate brain. Pharmacological in vivo studies 
(using NOS inhibitors, guanylate cyclase activators and/or specific phosphodiesterase 
inhibitors) and also fiuiher neuroanatomical tracing studies will be necessary to prove the 
suggested link between Nüergic transmission and the visual system, as already shown in 
parts of the visual system in birds and manunals (WILLIAMS et al., 1994; CUDEfRO et al., 
1994). 
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Abstract. Since the introduction of baculovirus expression vectors, the suitability of insect cells 
for the expression of functionally active genes of eukaryotic origin bas been exhaustively documen­
ted. Originally realization of a functional viral expression vector was laborious and depended on dou­
ble homologous in vivo recombination success as well as successful purification of recombinant ba­
culovirus by plaque assay. Using the commercial Bac to BacTM expression system we confirm that 
transposon-assisted recombination and cloning of recombinant transfectable bacmid DNA in bacte­
ria now allow fast productive expression of a gene of interest. 

As an alternative to the expression by infected cells which sometimes suffers from the effects 
induced by cell lysis, we developed a stable Drosophila S-2 cell transformation protocol using the 
constitutive promoter of the immediate early gene of the silkwonn baculovirus (BmNPV). Although 
baculovirus immediate early gene promoters are repo1ted to be rather weak prornoters, we routinely 
obtain expression levels up to the same range as obtained with the baculovirus system. 

Keywords: transient expression, baculovirus, stable transformation. 

INTRODUCTiON 

Less than two decades ago knowledge ofprotein diversity, functionality and structural 
organization rnainly depended on, and was lirnited by, developments in ptotein identifica­
tion, separation and purification technology. Hitherto, proteins of low abundance were 
onJy purified and structurally characterized when financial revenues could be a priori 
assured due to specific therapeutic (e.g. insulin), enzyrnatic (e.g. hirudin) or antigenetic 
(e.g. viral coat proteins for vaccine production) propetiies of the protein. Since the intro­
duction of recombinant DNA and bacterial transformation technology it became clear that 
original limitations such as the need for an abundant natural sow-ce of the protein to be 
pw-ified, were no longer valid. Due to the Jack of posttranslational protein processing in 
bacterial hosts, restriction of expression to a prokaryotic environment in many cases 
results in the production of functionally inactive and/or structurally cbanged proteins. 

Contribution to the 3•• Benelux Congress of Zoology, Namur, November 1996. 
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Whereas bacterial hosts remain irreplacable for rapid gene cloning, amplification and 
manipulation, new alternatives for gene expression and mass production of particular 
recombinant proteins needed to be explored. Among the resulting eukaryotic exp1:ession 
systems those based on yeast cells (Saccharomyces cerivisiae, Pichia pastoris) are con­
sidered to be most efficient and cost effective but they still have peculiar processing pro­
perties which make them unsuitable for the expression of particular proteins (HERscov1cs 
& ORLEAN, 1993; KALSNER et al., 1992). In those situations, the choice of a sui table 
expression system is mainly limited to either expression in insect (LUCKO W, 1991) or 
mammalian (JENKINS & CURL ING, 1994) cells and, in specific situations, to production in 
transgenic animais (DAMAK et al., 1996). One major drawback of the mammalian in vitro 
expression systems (CHO cells, hybridoma cell lines) is their lirnited productivity due to 
the lack of strong promoters. This limitation probably explains the wide range of recom­
binant proteins of mammalian origin that became preferentially produced in the heterolo­
gous insect cell based expression system. The availability of strong promoters for expres­
sion in insect cells and the resulting higher yields, together with the ftmctionally active 
proteins obtained (JARVIS & SUMMERS, 1992) added to the world-wide use of this system 
which we will further elaborate in this paper. 

TRANSIENT EXPRESSION OF RECOMBINANT PROTEINS 
IN INSECT CELLS USING BACUL OVIRUS 

EXPRESSION VECTORS 

Baculoviruses 

The term baculovirus designates a particular group of viruses that only replicates in 
invertebrates and therefore can be considered safe for hurnans and vertebrates in general. 
In the context of baculovirus express ion vectors, only a paiticular subgroup of so-called 
nuclear polybedrosis viruses (NPV 's) is considered. These NPV's are characterized by 
their double life cycle. Early in the infection cycle assembled virions are released by bud­
ding from the host cell membrane. Later in the infection cycle virions becorne enveloped 
inside the cell nucleus and end up ernbedded inside a crystalline matrix of v iral encoded 
polyhedrin protein. This embeddi ng results in microscopica lly vi sible po lyhed.rons or 
occlusion bodies inside the nucleus and an eas ily recognized cytopathogenic effect which 
is typical fo r ail nuclear polyhedros is virnses. 

Rapid accumulation of polyhedrin protein late in the infection cycle points towards the 
presence of a strong promoter controll ing tliis gene. Furthermore, in an in vitro situation, 
onJ y ext:racellular viruses are needed for re-i11fection of new cells. These observations sug­
gested the use of the polyhed.rio gene as a favoured site for foreign gene insertion . Placi.1.1g 
a foreign gene downstream of the st:.rong polyhedrin gene promoter indeed resulted in a 
recombinant viral expression vector which, once used for insect cell infection, in most 
cases allowed the production. of large amounts (up to µg/ml) of the recombinant protein. 
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Baculovirus expression in practice 

Baculoviruses, having a double stranded circular DNA genome of +/-120 kb, are not 
suitable perse for direct in situ cloning of a foreign gene. As explained in Fig. 1 produc­
tion of a recombinant baculovirus expression vector involves cloning the gene down­
stream of the polyhedrin promoter present in a so-called transfer plasmid. In this transfer 
plasmid the polyhedrin expression cassette is flanked at both sides by viral sequences 
which also flank the polyhedrin gene in the intact wildtype virus. By cotransfecting DNA 
of the recombinant transfer plasmid together with DNA of wildtype virus into insect host 
cells (e.g. Sf-9 cells) homologous recombination between corresponding flanking 
sequences present in both DNA's takes place and results in an exchange of the polyhedrin 
gene of the wildtype virus for the polyhedrin expression cassette. As a result of this 
cotransfection, within a few days both recombinant virions as well as wildtype virions will 
start to accumulate in the culture medium of such transfected cells. In a second important 
step the recombinant viruses need to be cloned from the mainJy wildtype virus-contami­
nated pool by subsequent rounds of so-called plaque purification. Once an inoculurn of 
pure recombinant virus is obtained and following a graduai scaling up of viral progeny by 
reinfection cycles of increasing cell numbers, the productive infection of insect cells can 
be started. Since expression of the gene of interest depends upon viral infection, the 
recombinant protein production though high in relative yield is short in duration due to 
lysis and death of the host ce lis. Reinfection of new host ce lis is the only means of obtain­
ing larger amounts of the desired recombinant protein. 

In terms of production it should be mentioned that the lepidopteran host cells can be 
cultured either in an adhering monolayer, which is most appropriate during transfection 
and plaques purification cycles, or in suspension cultures allowing higher cell densities. 
The use of suspension cultures is most suitable for this productive expression. 

Pitfalls and improvements in the production of recombinant baculovirus expression 
vectors 

Successful production of a recombinant baculovirus expression vector asswnes both 
experience in insect cell culture technology and in basic v iral handling practice. The for­
mer should not be a real drawback since culturing insect cells is not as demanding as cul­
turing mammalian cells. Equipment needed is absolutely minimal, except for the Slill1JTier 
period when a refrigerated incubator may become necessary since the lepidopteran cells 
have optimum growth characteristics below 28°C. On the other band no atmospheric regu­
lation is necessaty and insect cells can be cultured in closed cultme flasks. Severa! culture 
media are commercially available and usually need to be supplemented witb 10% of insect 
cell qualified, heat inactivated, fetal calf serum for optimal growth perfo1111ance. DurLng 
productive expression the fetal calf serum supplemented medium can be replaced by 
serum free media which is also cornmercially available. Concerni ng viral handling at least 
duri11g the statt ing period, some practical assistance might be most welcome but it can be 
learned by trial and error as well. In terms of safety considerations, as mentioned earlier, 
baculoviruses perse are harmless for the experimenter. lt should be mentioned however 
that although the viruses do not replicate in human cells, internalisation by non- permis-
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Fig. 1. - Schemati c representation of the class ical bacu lovi.rus expression system: The gene of inte­
res t (either gDNA or cDNA) is cloned in a polycloning site downstream of the strong polyhedrin pro­
moter. Upon cotransfection ofhost cells with both the recombinant transfer plasmid and pmified vira l 
DNA, recombinant baculovirns generation is based upon a double homologous recomb ination event 
between polyhedrin fla.nking sequences that are present in both DNA's. In the absence of any recom­
bination event wildtype virus is assembled and released as well . Several rounds of plaque purifica­
tion are needed to obtain pure recombinant baculovirus suitab le for productive expre sion during sub­
sequent infection rounds. 
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sive cells is well known and transactivating effects by viral early genes can never be 
excluded. Especially in those situations in which baculoviruses containing human genes 
or genes of human pathogens are constructed those viruses should be handled with appro­
priate care and always in conformance with local biosafety regulations. 

One major technical limitation of the classical production of recombinant bacülovirus 
is the dependence upon the success of the double homologous recombination which needs 
to take place following co-transfection ofboth viral and recombinant transfer vector DNA. 
Depending on the DNA quality, the outcome of homologous recombination can result in 
about 3% of the viruses produced being good recombinants. However in most cases less 
than 1 % of recombinants can be observed during subsequent plaques purification. This 
cloning of recombinant virnses is most tricky. ln the classic situation the difference 
between wildtype or occlusion body positive plaques and recombinant or occlusion body 
negative plaques bas to be established with the microscope. With a trained eye this is not 
really difficult. Newcomers are advised to pick-up as many plaque-resembling spots as 
possible. Following infection of cells in a multiwell plate with virnses present in those 
plaques, the identity of the plaques can then be simply determined by PCR using a com­
bination of either universal polyhedrin based primers or more specifically using a combi­
nation of one gene specific primer with either one of both tmiversal primers. 

Suppliers of commercial kits (ln Vitrogen, Pharmjngen, GibcoBRL-Life Technolo­
gies, ... ) are aware of the inexperience of most researchers trying baculovirus expression. 
To overcome these difficulties several approaches have been introduced (DAVŒS, 1994). 
Generally the wildtype virus DNA delivered with those kits is linearized by a single diges­
tion in the polyhedrin region. ln theory linear viral DNA should not replicate and in theo­
ry only recircularisation following recombination can result in virus production. ln prac­
tice a high number ofwildtype plaques is observed due to the need for double homologous 
recombination, usually preceded by single recombination. Alternatively a marker gene is 
integrated in either the viral DNA used for cotransfection or, preferably in the transfer vec­
tor used for making the desired recombinant construct. In both cases this marker gene 
helps with the recognition and identification of recombinant plaques. A better alternative 
is the use of an aiiificial deletion mutant of wildtype viral DNA for co-transfection. In such 
a mutant an essential gene is deleted and functionally repaired only in recombinants. As a 
result only recombinant viral progeny is produced and plaque pmification can be omitted. 

More recently LUCKOW and co-workers (1993) developed a baculovirus expression 
system in which most steps up to the production of transfectable recombinant viral DNA 
are perfonned in bacteria (see Fig. 2). By making use of the Tn7 bacterial transposase this 
system became independent of random recombination events. Extension of tl:üs system 
with a traditional blue/white selection of true recombinants makes the conventional 
cloning of the gene of interest in tbe donor plasmid the most difficult part of the entire pro­
cedure. Most importantly, with this bac to bacTM system a significant time saving is 
achieved making it the best choice in those situations in which high numbers of recombi­
nant viruses need to be produced within a limited time period. Following some prelimi­
nary trials we are now using this bac to bac protocol with good results on a routine basis 
(PO ELS, 1996; HUYBREC l-I TS, unpublished). 
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Fig. 2. - Schematic explaoation of the Bac to Bac" ' protocol for rapid production ofrecombinaot ba­
culovirus: Following cloning of the geoe downstream of the polyhedrin promoter present in a donor 
plasmid, the purified recombinant don or plasmid is used for transfonnation of DH l 0 Bac ce li s. These 
host cells contain a replicating baculovirus genome having the polyhedrin open reading frame 
replaced by LacZ and being flanked with Tn7 attachment sites. A helper plasmid delivering the Tn7 
transposase in trans is also present in these DH 1 OBac cells and wi ll transpose the polyhedrin trans­
cription unit of the donor plasmid (cfr. presence offlanking Tn7 donor s ites) into the attachrnent s ite 
as present in the bacmid. After plating and growing of the transfonned bacteria, a white colony is 
selected and bacmid DNA purifi ed. This recombinant Bacn~id DNA once transfected into insect host 
cell s will generate recombinant baculovirus on ly. Since no contaminating wi ld type baculovirus is 
released no plaque pmification is needed and productive infec tion of host cells can be started imme­
diately. (Bac to Bac"' is di stributed by GibcoBRL-Life Teclmologies) . 

CONTINUOUS EXPRESSION IN INSECT CELLS FOLLOWING 
PRODUCTION OF STABLE TRANSFORMED CELL LINES 

Although the baculovirus expression system became one of the most widely used 
methods for the quantitative production of a variety of recombinant proteins, it should be 
noted tbat protein expression is maximal in cells near death due to viral infection. 
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Obviously in many cases this is suboptimal for coITect overall processing of the protein of 
interest and, more importantly may result in high levels of protein degradation due to the 
release of proteolytic enzymes during lysis of infected cells. On the other band the advan­
tage of high expression levels due to the functioning of strong extra late viral promoters 
( cfr. supra polyhedrin promoter but equally the well known P 10 promoter) can still not be 
realized outside an intact viral and in se lytic environment. 

In practice, good alternative expression using the advantages of an insect cell based 
expression environment can be realized making use of early baculovirus promoters for dri­
ving the expression of the gene of interest in a constihitive and therefore continuous way. 
In contrast to the extra late viral gene promoters which need a cascade of transactivating 

pBmlEG 

Foreign gene 

pVVIEGprom 

EXPRESSION 

Hygromycln resistance gene 

pHsp70 

! 3 weeks Hygromycin B selection 
Heatshock treatments 

Stably transformed cell population i . 
Continuous expression of recombinant gene 

SV40 poly A 

Fig. 3. - Ove1view of the protocol for the production of stable transformecl insect ceU lines for constitutive 
expression of a gene of interest. The gene to be expressecl is inse1tecl into a polycloning site downst:rearn of the 
pBMIEG promoter present in the expression plasmicl wh.ich contains appropriate transcription temrination and 
poly-aclenylatioD signais originating from the polyhedrin geœ. WheD Dro ophi/a S-2 cells ru.-e used as expres­
sion environment, selection for true chromosomal u1tegration is best accomplished by cotraDsfection of the 
expression plasm.id and a Hygromycin-B resistance gene containing plasm.id (e.g. pUChsbyg). Since bere the 
resistance gene is situated downstream of the inducible Drosophila beatshock hsp70 promoter, repeated heat­
sbock treatments are œcessruy as long as ceUs ru·e grown ÎJ1 Hygromycm-B (240 ~Lg/ml) contai11ing medium. 
UsuaUy a three week selection period is sufficient for obtaining stable transformecl ceUs that contain both die 
selectioD ru1d expression plasmid. 
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events by a still obscure array of viral encoded proteins in order to become functional, 
these early baculoviral genes use the host cells own polymerase II transcription activation 
machinery. As a consequence, simple plasmid constructs containing the gene of interest 
cloned downstream of an imrnediate early baculovims gene promoter will, upon ·simple 
transfection into insect cells, even those originating from insects of non-lepidoperan 
orders, result in transient production of the corresponding recombinant protein 
(HUYBRECHTS et al., 1992). Continuous expression can be acbieved when transfected cells 
can be selected for genomic integration of the recombinant expression cassette. As illus­
trated in Fig. 3 this is realized in practice by cotransfecting a recombinant expression plas­
mid together with a second selection plasmid carrying an antibiotic resistance gene pre­
ferentially placed under cont:rol of an inducible promoter. It became ernpirically evident 
that selection for integration of the selection plasmid results in a resistant cell population 
carrying the expression plasmid in their genorne as well (see Fig. 4 as well as V ULSTEKE 

et al., 1993; VA ND EN BROECK et al. , 1995; LAUWERS, 1996). lt was further evidenced that 
such transformed cells remained stable even without continued selection. In Fig. 5 it is 
well documented that in contrast to earlier predictions conceming the rather low strength 
of such early baculovirus promoters tbis continuous expression system can become at least 
as productive as the classic polyhedrin promoter based expression system. In pait this is 
explained by the possibility of obtaining extremely high cell densities with the Schneider 
S-2 cells compared to the Lepidoptera Sf9 cell line we use in the respective context. 
Additionally it can be concluded that in the continuous expression system, accumulation 

A 

Fig. 4. - Illustration of a typical cotransfection and selection result dur ing production of stable trans­
fonned S-2 ce lis. A lacZ codi.ng sequence was used fo r constructing tbe recombinant expression plas­
mid (cf/'.VuLSTEK.E et al. 1993 for specific details) . Panel B clearly iUustrates tbat all cells of the 
Hygromyc in-B res istant popu lation stain X-gal positive as well. Contro l cells (panel A) do not sbow 
any endogenous galactosidase activity. Differences in staining intensities between individual ce ll s are 
explained by di fferences in integrated copy mu.n bers of the expres ion plasmid. 
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Fig. 5. - Comparison of porcine interferon-gamma production, as determined by a sandwicb ELISA 
(cfi'.VANDEN BROECK et al. , 1994) in a transient recombinant baculovirus based Sf-9 cell system (left 
panel) and in a continuously expressing, stable transformed S-2 cell system (right panel). In both 
situations the experiment staited from a cell density of 2.5. 1 O' cells /ml. In contrnst to the infected 
cells in wbich cell division is arrested, the continuously expressing cell (tilled dots) continue div i­
ding up to densities of almost 6. 106 cells/ml witbout any apparent deleterious e:ffcct. 
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of recombinant protein over a far more extended period is possible without a decline, due 
to proteolytic damage, in immunologically recognized recombinant protein (LAUWERS, 
1996). Comparing promoter activities at transcription level further demonstrated that poly­
hedrin as well as the early gene promoter results in comparable amounts of transcripts 
(VANDEN BROECK et al., 1995). This Iast observation is most probably explained by the 
extremely high copy numbers of integrated recombinant genes that are usually observed 
following stable transformation (VuLSTEKE, 1995). 

CONCLUSIONS 

Thanks to the success of baculovirus expression systems, insect cells are recognized 
as an acceptable environment for the recombinant expression of eukaryotic cDNA and of 
intron containing genes (IATROU et al., 1988; GüPrNATHAN persona) communication). 
Functionality of the expressed proteins is guaranteed and major posttranslational proces­
sing events will occur. The original limitation of insect cells having only mannose-type 
glycosylation properties is now almost circumvented by both selection of cell lines with 
improved processing characteristics (ÜGONAH, 1996) as well as by co-expression of genes 
coding for the necessary enzymes (JARVIS & FrNN, 1996). High yields ofrecombinant pro­
tein production and expression in an insect cell environment, both considered as major 
advantages of the baculovirus expression system, can now be achieved using the continu­
ous S-2 cell and BmNPVIEG promoter based expression system (this paper). 
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Abstract. Fykes were used to monitor the fish and crustacean fauna of the mudflats of the 
Zeeschelde between April 1995 and December 1996. Overall 38 species were recorded; the number 
of species was greater in the brackish water part than in the fresh water part probably due to reduced 
oxygen concentrations in the upper reaches of the river. In tenus of wet weight, just 6 species 
accounted for more than 96 % of the total annual catch. These species are shore crab, eel, flounder, 
common shrimp, sole and bass. Clear seasonal patterns in the community structure were not identi­
fied. It is argued that the selectivity of the fishing gear is mainly responsible for the dominance of a 
few species and the lack of a temporal structure. 

Keywords : spatial distribution, fish, Crustacea, fykes, Zeeschelde estua1y. 

INTRODUCTION 

The Zeeschelde is situated in Belgium and stretches from Gent to the Belgian/Dutcb 
border. lt is divided in a fresb water part (the Upper Zeescbelde) and a brackish water part 
(the Lower Zeescbelde) that is connected to the Westerscbelde (CLAESSENS, 1988). 
Although the Zeeschelde is characterised by very poor water quality, a cornplete salinity 
gradient is present (HEii>, 1989). In addition, strong tidal incursion creates intert idal areas 
such as mudflats and sait marshes. These mudflats are impo1tant nurseries and feeding 
grounds for fishes and macrocrustaceans (BOESCH & TURNER, 1984). Field experiments 
even empbasise the role these mobile epibenthic predators p lay in determining estHarine 
mudflat prey densities (GEE et al., 1985 ; RAFFAELLI et al., 1989). 

Most research on the intertidal areas of the Scheide estuaiy deals with the vegetation 
(e.g. MErRE & KUTJKEN, 1988) and benthic faw1a (e.g. YSEBAERT et al. , 1993 ; SOETAERT et 
al. , 1994) or concerns nutrient fluxes between the intertidal and subtidal sectors (e.g. 
HEMMINGA et al. , 1993). Little effort bas been undertaken to study fish and rnacrocrustaceans 
entering tbese nanow mudflats. Recently CAITRlJSSE et al. ( 1994) investigated the utilisation 
of a brackisb intertidal creek of the Westerscbelde by estuarine nekton. They concluded that 

Contribution to the 3•h Benelux Congress of Zoology, Namur, November 1996. 
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the marsh is a nursery for juveniles of conunon shrimp, flounder, common goby, bass and 
shore crab. Adults of these species possibly use these areas as feeding ground. 

This paper presents and discusses results from fyke catches .on the inte1iidal mudflats 
of the Zeeschelde. These data are the first since POLL ( 1945) on the spatial distribution of 
fish and larger crustaceans in the estuary of the Zeeschelde. The aim of thjs study is to 
inventory the fish and crustacean species occurring in these mudflats and to evaluate the 
fishing metbod as a tool to monitor the Zeescbelde ecosystem. 

MATERIAL AND METHODS 

Nine sampling sites, ail situated in the Zeeschelde, were selected to collect samples of fish 
and crustaceans. Five stations (A-E) cover the Lower Zeeschelde between Antwerpen and Bath 
(on the Belgian/Dutch border), four locations (F-1) are situated in the Upper Zeescbelde 
between Schelle and Antwerpen (Fig. 1 ). Fisb and crustaceans were sampled at eacb location 
using double fyke nets containing two fykes both connected by a longitudinal net. The overall 
lengtb of the entire set-up is 26.4 m; stretched mesh size of the nets is 8 mm. AU fyke nets were 
set at the low-water Iine and checked for fish and crustaceans eve1y 3 days. Sampling at sta­
tions A, Band C was carried out between April 1995 and December 1995. Ail other stations 
were sarnpled in August and November 1995. Minirnrnn and maximum salinity and oxygen 
concentration as well as temperature recorded in 1995 are given in Table l. Both salinity and 
oxygen concentration increase in the downst:ream direction. 

locat ion A (Bath) 

Belgian-Dutch border 

locat ion E (St.-Anneke) 

location F (De Vlakte) locat ion H (Hemiksem) 

N 

i 

locati on 1 (Schelle) 
location G (Kruibeke) 

Fig. 1. - Map of the Scheide es ruary with indications of the samp ling 
s ites . BE = Belg ium; NL = the Netherlands. 
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TABLE 1 

Minimum (m) and Maximum (M) salinity (g/I) , oxygen concentration (mg/l) 
and temperature ('C) recorded in 1995 (based on monthly samples) for the sampling locations 

(the code of the sampling sites is the sa me as presented in Fig. 1). 
Data indicated with (*) originale ji-0111 the environmental data base 

sampling 
sites 

A(*) 
B 
c 
D-E 
F 
G (*) 
H (*) 
1 

of the Flemish Environ ment Agency. 

salinity O, -concentration 
(g/I) (mg/I) 

m M m M 

2.3 15.9 2.0 7.0 
2.1 15.3 2.2 6.9 
2.0 11.0 0.1 5.8 
1.2 8.0 0.2 4.1 
0.3 6.5 0.3 5.5 
0.1 0.6 0.6 6.5 
0.1 1.3 0.9 3.8 
0.1 0.5 0.0 3.1 

temperature 
{°C) 

m M 

5.3 24.9 
5.8 25.0 
6.0 24.1 
5.6 24 .7 
5.8 24.6 
6.0 24.4 
4.8 24 .6 
6.5 25 .3 

Fish and crustacean species were identified according to WH EELER (1992) and 
HOLTHUIS & H EEREBOUT ( 1986) respectively. For each species data are expressed either as 
densities (monthly average numbers per fyke per day) or as wet weights (monthly average 
wet weight (g) per fyke per day) . Temporal patterns in the comrminity were analysed by 
means of cluster analysis on densities and on wet weights (Ward's Method, Euclidean dis­
tances). This method uses an analysis of variance approach to evaluate distances between 
clusters and attempts to minimise the sum of squares of any two clusters that can be 
formed at each step (WARD, 1963). Prior to the statistical analysis the data were log (x + 
1) transfom1ed (F IELD et al., 1982). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Fyke netting yielded 38 fish species and 7 crustacean species (Table 2). Of ail fis h 
species recorded 23 species are marine (MA) w ith no strict estuarine requirements; 12 
species are identified as fresh water species (FW) ; ee l (Anguilla anguilla) is the on ly 
catadromous species (CA) and 2 species are anadromous (AN) nam ely the river )amprey 
Lampetra jluviatilis and the sea trout Salmo trutta. Ail crustacean spec ies are marine 
species except the noble crayfi sh Astacus astacus which prefers a fresh water habitat. VAN 
D AMME et al. (1994) recently inven tori ed the fish species occurring in the cooling water 
of the Nuclear Power Station Doel wh ich is situated near location B. They li sted 32 fish 
species in the Lower Zeeschelcle. If the fost 3 sampli.ng s ites alone are cons iderecl, fyke 
netting recovered 36 fi sh species. In this case both studies have 26 species in common . 

In terms of numbers, 4 spec ies a tone represented more tban 96 % of the total annual 
catch. The samples were dominated by the common shrimp Crangon crangon (67 .6 %) 
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and the shore crab Carcinas maenas (23 .7 %). Flounder (Pleuronectes jlesus) and the 
palaemonid shrimp Palaemonetes varians contributed each 2. 7 % of the total numbers. In 
terms of wet weight 6 species .represented more than 92 % of the .total annual catch over 
the 9 sampling sites. Shore crab, eel (Anguilla anguilla) and flounder each represented 
27 .5 % of the total annual catch. The relative proportion of the common shrimp was 4.5 
% whereas sole (Solea solea) and bass (Dicentrarchus labrax ) both contributed 4 % and 
1.3 % respectively. Other sh1dies confmn indeed the dominant position of a small number 
ofspecies in estuarine fish and crustacean communities (CLARIDGE et al. , 1986 ; ELLIOT & 
TAYLOR, 1989; HENDERSON, 1989). The major reason however, that a few species con­
tributed more than 92 % of the annual catch may be the selective catch efficiency of the 
fishing gear used. Fykes almost only sample benthic or demersal species excluding pelag­
ic species such as clupeids. ln addition gobies and pipefish are able to escape through the 
meshes of the fykes used. These la ter species as well as clupeids are by contrast regularly 
sampled in the cooling water system ofNuclear Power Station Doel (VAN DAMME et al., 
1994). lt is therefore most likely that the relative abundance of slu·ünps is underestimated. 
Ali dominant species recorded in this study were adult individuals of either benthic or 
demersal species probably using the intertidal as a feeding ground. 

TABLE2 

Fish and crustacean species occurring in the intertidal mudjlats of the Zeeschelde 
(the code of the mudjlats is the sa me as p resented in Fig. 1) . 

+++ = > 1 individuals per fyke per day, ++ = < 1 individual perfyke per day, + on/y 1 record. 
For abbreviations ofecological type (E.T.) see text. 

Fish species E. T. brackish water part fresb water part 

A B c D E F G H 1 

Carassius aura/us (L.) FW + 
Raniceps raninus (L.) MA + 
Atherina p resby ter Cuvier, 1827 MA ++ 
Gymnocephalus cer1111us (L.) FW ++ 
Myoxocephalus sco1p ius (L.) MA ++ 
Pomatoschistus lozanoi 

(de Buen, 1923) MA ++ 
Zoarces viviparus (L.) MA ++ 
Pomatoschistus microps 

(Krefyer, 1838) MA +++ 
Ciliata mustela (L.) MA + + 
Salm o trutta L. AN + + 
Trigla /ucerna (L.) MA ++ + 
Pleuronectes p/atessa L. MA ++ ++ 
Trisopterus luscus (L.) MA ++ ++ 
Gadus morhua L. MA ++ ++ + 
Solea solea (L.) MA +++ ++ + 
Limanda limanda (L.) MA +++ ++ ++ 
Dicentrarchus labrax (L.) MA +++ ++ ++ 
Merlangius 1nerlangus (L.) MA + + 
Jeta/urus nebulosus 

(Le Sueur, 18 19) FW + 
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Fish species E. T. brackish water part 

Blicca bjoerkna (L.) 
Sy11g11athus ac11s L. 
Sy11g11at/111s rostellatus 

Nilsson, 1855 
Sprattus sprauus (L.) 
Lepomis gibbosus (L.) 
Liza ramada (Risso, 1826) 
Po111atoschist11s 111i1111tus 

(Pallas, 1770) 

FW 
MA 

MA 
MA 
FW 
MA 

MA 

A 

++ 

++ 

B 

+ 
++ 

+ 

+ 

++ 

c 

++ 

+ 
+ 

++ 

++ 
Pleuronectes fies us L. MA +++ +++ +++ 

D 

+ 

++ 

Osmerus eperlanus (L.) MA ++ ++ + 
C/upea lwrengus L. MA ++ ++ +++ +++ 
Gasterosteus aculeatus L. FW ++ + + 
Lampetraj/uviatilis (L.) AN + ++ 
Anguilla anguil/a (L.) CA +++ +++ +++ +++ 
Percajluviatilis L. FW + ++ ++ ++ 
Slizostedion lucioperca (L.) FW ++ ++ ++ ++ 
Rutilus rutilus (L.) FW + ++ 
Cyprim1s caipio L. FW ++ 
Rwilus e1ypthrophtha/11111s (L.) FW 
Carassius carassius (L.) FW 

Crustacean species 

Callinectes sapidus 
Rathbun, 1860 

Rhithropanopeus harrissi 
(Gould, I 841 ) 

Eriocheir sinensis H . 
Milne Edwards, 185 1 

Carcinus maenas (L.) 
Crangon crangon (L.) 
Pa/aemonetes varions 

MA + 

MA + ++ + 

MA ++ ++ .++ 
MA +++ ++ + 
MA +++ +++ +++ 

+ 

E 

++ 
++ 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 

+ 

(Leacb, 1814) 
Astacus astacus (L.) 

MA 
FW 

++ +++ +++ +++ +++ 
+ 

F 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 

++ 

fresh water part 

G 

++ 
++ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 

H 

++ 

+ 

++ 

51 

1 

++ 

+ 

It is interesting to note that except for the eel ail dominant species are marine. They 

occur up to station E (Table 2) whicb can be considered as the fina l station of the brack­

ish water part. Upstream of station E only fresb water and diadromous species were caught 

(Table 2). According to R.EMANE & SCHLIEPER (1971) who defmed a rela6on between 

salinity and species number one should expect the species nurnber to increase in the fre h 

water part of the Zeeschelde estuary. But the number of species a well as abw1dance of 

fish and crustâceans were probably reduced due to critical oxygen concentrations 
(< 1 mg/l) during most of the year (Table 1). As a result of tbi hypoxia caused by heavy 
eutrophication (V AN D AMM • et al , 1995) only a few pecies can be caught. Similar results 

for the Elbe estua1y were found by M ôLLER & S l.IOLTZ (J 99 l) who found tlounder and 
smelt ( Osmerus eperlanus) concentrated down t:ream from the low-oxygen zone, avoiding 
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the fresh water reach. Only eel was able to tolerate oxygen concentrations < 1.4 mg/! 
(MôLLER & SCHOLZ, 1991). Apart from one record of roach (Rutilus rutilus) only eel 
occurred at station 1, the station with the lowest oxygen concentration. Although the sam­
pling effort in the fresh water zone was Jess than in the first three stations, it does not pre­
clude the possibility that neither fish nor crustaceans can survive the above mentioned low 
oxygen concentrations. 

In polluted systems such as the upper Zeeschelde where the distribution of fresh water 
species is strongly affected by reduced oxygen levels, these later species profit from the 
more favourable oxygen conditions in the brackish part of the Zeeschelde. Indeed most 
fresh water fish were recorded between station A and station E where mean annual salini­
ties approach 10 %0 and 2 %0 respectively (CLAESSENS, 1988). These species probably ori­
ginate from surrounding docks of the Antwerpen Port Area that connect the Lower 
Zeeschelde with the Albert Channel and the Schelde-Rijn Chaimel (MAES, unpublished). 
Sampling in these waterways indeed suggests the presence of important populations of 
fresh water species and therefore they fonction as refuges. 

Besides the spatial distribution offish and crustaceans in the Zeeschelde we attempt to 
describe temporal patterns in the community structure using cluster analysis on dens ities 
and on wet weights. Since a monthly sampling regime could not be maintained at ail sam­
pling stations only the first 3 locations (A-B-C) are considered (Fig. 2). In both plots the 
spatial distribution of the community seems to dominate over the temporal pattern. 
Sarnples taken at the same location more or Jess co-occur. ln the density plot the first divi­
sion is made between samples taken at station A between May and October and ail other 
samples including April A, Novernber A and December A. Fwther clustering however 
does not result in a seasonal structure with summer samples separated fro m winter sam­
ples. C lustering the wet weight data resulted in the same information. Ali samples taken 
at location A except for« December A» are separated from the other sampi es. Once again 
no seasonal trends can be detected by the analysis . Many authors neve1theless identify 
clear seasonal patterns in the composition of estuarine fish and crustacean communities 
(WHARFE et al., 1984 ; CLARJ DG E et al., 1986 ; HENDERSON & HOLMES, 1987). In thjs case 
the lack of a temporal structure cou Id be once again be the consequence of a se lective fish­
ing tecbruque. Because of the exclusion of ai1 imp9rtant number of species frequently 
occurring in estuaries such as gobies and clupeids clear seasonal trends were not 

expressed. 

CONCLUSIONS 

A major conclusion of this study concerns the fishing gear used. Fyke netting can be 
most usefu l to obtain qualitative data in areas where other methods do not succeed because 
of djfficult fie ld conditions. The resu lts show indeed the ex istence of a stable and perma­
nent commrnlity in the braclüsh part of the Zeeschelde whereas the fi h and crustacean 
community in the Upper Zeeschelde can be described as unstable and tempora1y. With the 
prospect of an ecological recovery of the fresh water part of the Zeeschelde as a resul t of 
recent waste water treatment programmes fykes could be an appropriate tool to monitor 
the ecosystem. On the other bandit seems obvious that a complete description of the strnc-
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Fig. 2. - Cluster analys is (Ward 's Metbod, Euclideau distances) on the log (x + 1) trausformed 
densities and wet weights of ail species recorded betweea Apri l 1995 and December 1995 on 
sampl ing sites A, B and C. The linkage distance (Dlink) is presented as a percentage of the 
maxim um linkage distance (Dmax) . The maximum linkage di tance is 13 .20 for die analysis 
on densities and 18.29 for the analys is on wet weights. 
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ture and functioning of an entire fish and crustacean community requires a Jess selective 
fishing method such as stow net fisheries or sampling at cooling water intâkes, allowing 
the collection of a fully quantitative and qualitative dataset. 
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Abstract. ln the present study, we localized p53 protein in the ovary of the adult Japanese quai! 
using immunohistochemical techniques. The best results were obtained with D0-1 monoclonal anti­
bodies and with a heat-induced epitope retrieval method. Imrnunostaining was detected in cytoplasm 
and/or nuclei of granulosa and surface epithelial cells. ln atretic follicles, p53 protein was found in a 
few follicular cells. Imrnunoreactivity was also detected in leukocytes and in the Balbiaui complex of 
prelampbrush oocytes. It is suggested that p53 protein expression is elevated in proliferating granulosa 
and surface epithelial cells, and that p53 proteiJ1 may be involved in granulosa cell differentiation. 

Keywords: p53 protein, quai! , ovary. 

INTRODUCTION 

P53 protein, the product of a twnor suppressor gene, is a multifuiictional protein (for 
review see ELLEDGE & LEE, 1995). Previous i;! tudies in mamrnals indicate that p53 protein 
is an important regulator of granulosa cell fate during fôlliculogenesis , and that p53 pro­
tein is involved in atresia (TrrxY et al., 1995; AMSTERDAM et al., 1996). Follicular atresia 
in mammals and birds is mediated via apoptosis or physiological cell death, and the majo­
rity of cells undergoing apoptosis are gramùosa cells (TrLLY et al., 1991). A recent report 
on atresia in quai! demonstrates that apoptosis is not the exclusive mode of active cell 
death (D'HERBE et al., 1996). The present study focuses on the distribution ofp53 protein 
during folliculogenes is and ah·esia in quai! ovaries. · 

MATERIAL AND METHODS 

Female adult Japanese quai! (Coturnix coturnix japonica) were killed by decapitation. 
Tissue blacks of the ovaries and the pre- and post-ovulatory follicles were fixed in BACH 
fixative (PERRY-O'KEEFE et al. , 1990) or in 4% parafonnaldehyde in 10 mM phosphate-

Contribution to the 3'" Benelux Congress of Zoology, Namur, November 1996. 
' Senior Research Assistant of the Belgian National Fund for Scientific Research. 
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buffered saline at pH 7 .2. After fixation, subsamples of tissue were dissected from the walls 
of the pre- and post-ovulatory follicles and embedded in paraffin. Several commercially 
available antibodies directed against p53 protein were used (Tabl.e l). P53 protein was local­
ized in paraffin sections using the unlabelled antibody peroxidase-anti-peroxidase technique. 
Sorne sections were pre-treated with the pressure cooker heat-induced epitope retrieval 
method (NORTON et al., 1994). The oocytes and follicles were classified in stages according 
to CALLEBAUT (l 973). Paraffin sections of routinely formalin-fixed human colonie adeno­
carcinoma (KARAMJTOPOULOU et al., 1995) were used as positive controls. 

Antibody 

CMF 
D0-1" 

D0-7" 
PAb 122M 
PAb 1801'' 

Dilution 

1/200 
pd 
pd 

1150 
pd 

1140 
pd 

TABLE 1 

Antibodies directecl against p53 protein 

Source 

Novocastra Laboratories Ltd. (Newcastle upon Tyne, U.K.) 
lMMUNOTECH (Marseille, France) 
DPC (Apeldoorn, The Netherlands) 
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA) 
DPC 
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Germany) 
DPC 

r: polyclonal antibody ; ": monoclonal antibody: pd: pre-diluted. 

RESULTS 

The heat-induced epitope retrieval method enhanced p53 protein immunoreactivity (IR). The 
best results were obtained using the D0-1 monoclonal antibodies, but the CMl and PAb 122 anti­
bodies also gave fairly good results. No inmmnostaining was observed using the DO-7 and PAb 
1801 antibodies. Positive staining was fmmd with all antibodies in the adenocarcinoma sections. 

IR was detected in cytoplasm and/or nuclei of granulosa cells dming each stage of folliculo­
genesis (Figs 1-3). However, the granulosa cells of the pre-ovulat01y follicles were weakly 
immunostained (Fig. 2). IR was also fmmd in smface epithelial cells (Figs 1, 3), except those in 
the wall of pre-ovulatory follicles (Fig. 2). ln atretic follicles, moderate IR was fow1d in a few fol­
licu.lar cells (Fig. 4). Fmthe1more, p53 protein was demonstrated in the Balbiani complex of 
prelampbrush oocytes (Fig. l) in a few vascular smootb muscle cells, and in leukocytes (Figs 1, 
4), predominantly those present in the vicinity of at:retic follicles (Fig. 4). 

Figs 1-4. - Micrographs of the quai! ovary, immu.nostained with D0-1 antiserw11 and counterstained 
with toluidine blue (bar = IO mm). AF: atretic fo llicle; B: Balbiani complex ofprelampbrush oocyte ; 
g: granulosa; 0: oocyte; te: theca externa; ti: theca interna; ts : tunica superficialis ; arrowheads : sur­
face epithelium ; arrows: leukocytes. - 1. Prelampbrush and developing follicles: IR in granulosa and 
surface epithelial cells, in leukocytes, and in füe Balbiani complex. - 2. Mature pre-ovulatory fo lli­
cle: weak IR in the granulosa celJs. - 3. Post-ovulatory folücle: IR in the granulosa cells. - 4. Atretic 
fo llicle: IR predominantly in leukocytes and in surface epitheliaJ cells. A few follicular cells (small 
arrowbeads) were moderately irnmunostained. 

'•· 
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DISCUSSION 

The results with the different antibodies were probably due to the percentage homolo­
gy of quai! p53 protein with human p53 protein. Chicken p53 protein reveals 47% homo­
logy with human p53 protein (Souss1 et al. , 1988). 

In the present study, we have shown that p53 protein expression is high in prolifera­
ting granulosa and surface epithelial cells. Previous in vitro studies reported increased 
expression ofp53 protein in proliferating cells (for review, see KATSUMOTO et al., 1995). 
P53 protein initially appears in the cytoplasm of mitotic cells, then accumulates in the 
nucleus before the beginning ofDNA synthesis, and thereafter it is no longer found in the 
nucleus but rather in the cytoplasm. 

In the human ovary, p53 protein is detected in the nuclei of granulosa cells of pre­
antral and antral follicles, and in the cytoplasm of surface epithelial cells (BUKOVSKY et 
al. , 1995). However, in the rat ovary, TILLY et al. ( 1995) repmied that p53 protein is exclu­
sively localized in nuclei of apoptotic granulosa cells of atretic follicles . In the quai! ovary 
p53 protein has also been found in non-dividing and relatively stable cells: in the cyto­
plasm of granulosa ce lis of post-ovulatory and of mature pre-ovulatory follicles , and in the 
Balbiani complex of prelampbrnsh oocytes. Nuclear and nucleolar p53 protein expression 
is demonstrated in human oocytes of resting primai)' follicles and in luteinized granulosa 
cells (BUKOVSKY et al. , 1995). It is suggested that p53 protein c"au enhance granulosa cell 
differentiation and luteinization (AMSTERDAM et al., 1996). 

Previous findings suggest the existence of a strong c01Telatioo betweeo apoptosis and 
elevated p53 protein expression in the ovary (TILLY et al. , 1995). AMSTERDAM et al. (1996) 
have demonstrated that p53 protein can co-operate with cAMP-geoerated signais in the 
induction of apoptosis in granulosa cells. However, we have detected a few immuno­
stained follicular cells in atretic follicles . No clear relation between p53 protein expression 
and apoptosis is found. 

This study supports the hypothesis (AMSTERDAM et al. , 1996) that p53 protein is an 
impmtant regulator of proliferation of granulosa and surface epithelial cells and that p53 
protein may be iovolved in granulosa cell differe1ltiation. 
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Résumé. L'utilisation des pesticides en agriculture et principalement dans la lutte contre les 
insectes est à la base d ' importants problèmes écotoxicologiques du fait de lem longue rémanence 
dans l'environnement et de leur forte toxicité vis-à-vis des organismes aquatiques. 

L' acétylcholinestérase (ACbE) est utilisée depuis quelques aimées comme biomarqueur spéci­
fique de l'effet des organopbosphorés et des carbamates sur les organismes aquatiques. Ces biocides 
inhibent l'activité de l'acétylcholinestérase même à de faibles concentrations. L'AChE a été caracté­
risée dans les rosettes olfactives et le bulbe olfactif de la carpe commune Cyprinus carpio. Des 
fonn es moléculaires globulaires d ' AChE sont présentes dans tout l'organe olfactif et des formes asy­
métriques ont été mises en évidence dans les rosettes olfactives. Au niveau de cet organe, l'AChE 
constitue un excell ent biomarqueur d 'exposition pour détecter la présence d 'organophosphorés et de 
carbamates; en effet, l'organe olfactif es t directement en contact avec les polluants présents dans le 
milieu aquatique. L'exposition de carpes à des concentrations sublétales de carbofuran montre tme 
inhibition de l' activité AChE de 33,4 ± 5, l %; de 49,3 ± 2,7 % et de 45 ,8 ± 2,6 % respecti vement 
pour les rosettes, le bulbe olfactif et le cerveau après 48 heures. . 

Acetylcholinesterase, in the olfactory organ of the common carp Cyprinus cmpio (Teleost, 
Cyprinidae): characterization of molecular forms in vitro and in vi110 inhibition by carbofurau 

Abstract. The use of pesticides in agricu lture and in insect control has been creating a potential 
danger to aquatic li fe and human health. Acetylcholinesterase, an enzyme regulating nerve-impulse 
transmiss ion, is reported to be inllibited by carbamates and orga.nophosphates in mauy li ving systems 
including aquatic organisms. AChE is also present in the entire olfactory organ of the common carp 
Cyprinus carpio . The nati ve mo lecular forms of AChE present in olfactory organ have been cba.rac­
terized by sedimentation analysis in sucrose gradients. AChE exists as gobular and asymmetric 
fo rms. The reduction of olfactory orgau ACbE activ ity is already perceptible at sublethal concentra­
tions of carbofuran. Tbe results show an inhibition of olfactory organ AChE ranging from 33,4% to 
49,3% after 48 hours. This makes the ACbE activity a potentia l biochemica l indicator of taxie stress 
in fishes and a sensiti ve test for the presence of carbamates and organophosphates in water. 
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Mots-clés: _acétylcholinestérases, système olfactif, carbofuran, biomarqueur d'exposition, 
Cyprinus carpio. 

Abréviations: 
acétylcholinestérase(s) = AChE(s) ; 
cholinestérase(s) = ChE(s); 

INTRODUCTION 

acide 5,5 ' -dithio-bis-2-nitrobenzoïque = DTNB ; 
Phosphate Buffer = PB. 

Ces deux dernières décennies, le développement des biotechnologies a permis de pré­
ciser l'origine et le rôle comportemental des substances chimiques chez les poissons 
(SCHERER, 1975; SCHUMACHER & NEY, 1980; SAGLIO, 1986) . Ce domaine de recherches 
présente un grand intérêt pour l'aquaculture, la mise au point de méthodes de pêche plus 
sélectives et le contrôle des déplacements des populations de poissons en m.ilieu naturel. 

Ces perspectives d'avenir se heurtent toutefois aux problèmes soulevés par les concen­
trations élevées en micropolluants dans le milieu aquatique (G ALGANl et al. , 1992 ; ADMl­
RAAL et al. , 1993). Les métaux lourds peuvent, à faibles doses, provoquer des altérations 
olfactives, gustatives et comportementales chez les poissons. Une brève exposition au 
mercure (HgCl2) à la concentration 10-• M pendant 10 secondes suffit pour inh.iber la sen­
sibilité olfactive de Oncorhynchus gorbuscha Walbaum, aux ac ides aminés pendant plus 
d ' une heure (SUTTERLIN, 1974). 

L'organe olfactif, présent sur le bord antérieur de !' oeil de la carpe, est directement en 
contact avec le mili eu aquatique et ne possède pas de barrière de protection contre les sub­
stances xénobiotiques (SunERLIN, 1974). 

Parmj les biornarquems, l 'acétylcholinestérase (ACbE ; EC 3. J .17.) a été largement étudiée 
et utilisée pour mesurer l'impact des organophospborés et des carbamates sur le milieu aqua­
tique (HABlG & 01 Gruuo, 1991 ; SZABO et al. , 1992 ; BOCQVENÉ et al., 1993). L'ACbE, l'en­
zyme responsable de l' hydrolyse de I 'ACh au niveau des ynapses cholinergiques, est présen­
te dans le système nerveux de tous les vertébrés (MASSOVLIÉ & BON, 1982) et des invertébrés, 
à l' exception des formes très prinutives (W ACl-tTLER,1988). Les organophospborés et carba­

rnates inhibent ces AChEs et perh1rbent ainsi la transmission cholinergique. 

Le but du présent travai 1 a été la rni se en évidence et la caractérisation de l 'AChE dans 
les rosettes, les bulbes olfactifs de la carpe commune ainsi que l'éh1de des formes molé­
culaires et de l' im pact de m.icropolluants à action anti cho linergique . 

MATÉRlEL ET MÉTHODES 

Prélèvement des rosettes, des bulbes olfactifs et du cervea u 

Les carpes (Cyprinus cwpio L.) ont été élevées à la station expé1imentale de pisc icul­
tLLre de la Faculté u nivers i ~a i re de Sciences agronomique de Gembloux . Pour les exp6ri­
mentat ions, nous avons choisi des poissons âgés de deux an . 
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Le poisson, ramené vivant au laboratoire, est tué en sectionnant la moelle épinière à 
l'arrière de la tête. La peau située sur la face antérieure de la tête entre les deux narines est 
incisée au moyen d'un scalpel sur une longueur d'environ 2 à 3 cm. Deux autres incisions 
sont pratiquées perpendiculairement de part et d'autre des orifices olfactifs. La peau est 
alors retirée latéralement au moyen de pinces brncelles et les rosettes tapissant les deux 
cavités olfactives sont prélevées. La boîte crânienne est alors ouverte afin de prélever les 
bulbes olfactifs ainsi que la totalité du cerveau. Des échantillons de la peau située à proxi­
mité directe des cavités olfactives sont également prélevés. Le dosage de l'activité AChE 
des tissus cutanés proches des fosses nasales trouve sa justification dans le souci de véri­
fier si l'activité AChE mesurée dans la rosette olfactive provient uniquement du tissu 
olfactif. 

Pour comparer l'activité acétylcholinestérasique des rosettes de la carpe avec celle 
observée chez la truite ( Oncorhynchus mykiss Walbaum), nous avons extrait des rosettes 
olfactives sur des truites âgées de 2 années. 

Préparation des extraits 

Pour le dosage des AChEs, les tissus prélevés sont broyés dans un tampon HST (Tris 
HCl pH 8,0 0,01 M; lM NaCl; 50 mM MgCl,; 0,5 % Triton X-100 ; EDTA lmM ; 
0,1 mg/ml bacitracine) au moyen d'un Potter Elvehjem. Après une centrifugation de 15 mn 
à 18.000 g et à 4°C, le surnageant est récolté afrn d'effectuer les dosages de protéines et 
des acétylcholinestérases. 

Dosage des protéines 

La teneur en protéines est évaluée au moyen du «Protein Standard Test» (Bio-Rad) 
basé sur la méthode de BRADFORD ( 1976). 

Dosage des acétylcholinestérases 

Les acétylcholinestérases ont été dosées selon la méthode de ELLMAN et al. ( 196 1) 
modifiée par nos soins. Cent microlitres de surnageant sont mélangés à un milieu d ' incu­
bation composé de tampon phosphate PB pH 8,0 (O, l M) et de DTNB (0,01 M). Après une 
incubation d ' une minute, 10 µI d ' iodure d' acétylthiocholine (AéSCh) sont ajoutés pour 
obtenir une concentration finale de 1 OO n1i\ll. La lecture spectrnphotométrique continue de 
l'absorbance est réalisée pendant 1minuteà 41 2 nm. L'activité spécifique est ensuite cal­
culée selon la méthode de Z INKL, et al. (1 99 1). 

lnhibition in 11itro de l'activité des cholinestérases 

L'effet de trois inhibiteurs : le diisopropyl fluorophosphate (DFP), le BW (Burrows 
Wellcome) 284C5 l (bis [4-allyldimethyl-ammoniumphenyl]pentan-3-one, un inhibiteur 
spécifique de l 'AChE), et le carbofuran (2,3-dibydro-2,2-d imétbylbenzofuran-7,yl mé­
thylcarbamate) a été testé vis-à-vis de l'activité de l' ACh.E. PoLLr chaque inllibiteur, w1e 
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série de concentrations allant de 10-3 à 10-9 M ont été préparées. Dans le milieu d'incuba­
tion, 10 µl de l'inhibiteur choisi ont été ajoutés après le DTNB et le tampon phosphate PB. 

Centrifugation au moyen de gradients de saccharose 

Pour l'analyse précise du polymorphisme moléculaire del' AChE et l'identification de 
certaines formes minoritaires, des extractions successives ont été réalisées (MASSOUUÉ & 
BON, 1980): l'échantillon est tout d'abord homogénéisé dans un milieu LS (pour «Low­
Salt»; 50 mM MgCl2 ; EDTA lmM; 10 mM Tris-HCI pH 7,0; 0,1 mg/ml bacitracine). 
Après une centrifugation de 15 1ru1 à 18.000 g et à 4°C, le culot est repris dans un tampon 
LST (pour «Low-Salt Triton»; 50 mM MgCl2 ; EDTA lmM ; 10 mM Tris-HCI pH 7,0; 
1% de Triton X-100; 0,1 mg/ml bacitracine) et après une nouvelle centrifugation dans le 
milieu HS (pour «High Salt»; lM NaCl; 50 mM MgCF; EDTA lmM; 10 mM Tris-HCl 

pH 7,0; 0,1 mg/ml bacitracine). Les extraits obtenus sont, dans l'ordre, les fractions LSS 
(«Low-Salt Soluble» dans le milieu LS), DS («Detergent Soluble» dans le tampon LST) 
et HSS («High Soluble Soluble» dans le milieu HS). Cent cinquante microlitres d'extrait 
sont déposés au s01runet d'une solution de gradient de saccharose (5%-20%) dans un 
tampon HST (lM NaCI; 50 mM MgCl2 ; EDTA lmM ; 10 mM Tris-HCI pH 7,0; 1% de 
Triton X-100; 0,1 mg/ml bacitracine) ou dans un tampon HS. La centrifugation est réali­
sée à 6°C sur un rotor Beckman SW41 pendant 16 h à 200.000 g. La phosphatase alcali­
ne (6,1 S) et la b-galactosidase (16S) sont incorporées dans la solution de gradient de sac­
charose comme standards du point de sédimentation. L'activité des cholinestérases totales 
de chacune des fractions collectées est ensuite mesurée. Dans certains cas, nous avons pro­

cédé à une extraction unique dans HST (les trois fractions des extractions séquentielles 
sont solubilisées en même· temps). Les extraits sont analysés sur des gradients HST ou HS 
comme précédemment. De telles extractions donnent une idée des proportions de chacu­
ne des formes moléculaires dans le tissu. 

Inhibition in vivo des acétylcholinestérases par le carbofuran 

Les expérimentations ont été réalisées à la pisciculture expérimentale de la Faculté uni­
versitaire des Sciences agronomiques de Gembloux. Un système semi-statique dans des bas­
sins de polyéthylène d'une contenance de 400 1 a été utilisé. A la température de 12 ± 2 °C, 
la charge moye11L1e en carpes est d 'environ 1 kg pour 400 1 d'eau renouvelée tous les 2 jours. 
Le carbofuran utilisé est une formulation c01runerciale de 200 g/l (Curater 200 SC). 

Un bassin contient 400 1 d 'eau trnitée au moyen de carbof-t1ran à la dose de 50 ppb tan­

dis qu'un autre d 'une même contenance d 'eau sert de témoi11. Quinze carpes sont placées 

dans chaque bassin. Tous les deux jours, l' eau est renouvelée. Après tme semaine, les 
carpes sont sacrifiées et disséquées. L'activité des acétylcholinestérases présentes dans le 
système olfactif est ensuite mesurée. 

Un lot de 15 carpes a également été mis en balnéation à la dose de 10 ppb en carbofuran_ 
Quinze autres carpes ont été placées dans Ul1 autre bac ne contenant pas de carbofuran. Après 
48 heures, les poissons sont sac1ifiés pour extraire les rosettes, les bulbes olfactifs et le cerveau . 
L'activité des acétylcholinestérases présentes dans le système olfactif est ensuite mesw·ée. 

• 
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RÉSULTATS 

Activité acétylcholinestérasique dans le système olfactif 

L'activité acétylcholinestérasique présente dans les différentes parties du système 
olfactif de la carpe est montrée à la Fig. 1 en comparaison avec la peau et le cerveau. 
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Fig. 1. - Activité acétylcholiuestérasique (moyenne± écart-type) présente dans l'or­
gane olfactif et le cerveau de la carpe commune Cyprinus cc11pio à 25°C pendant une 
minute. Vingt poissons out été utilisés pour l'expérimentation. 

Les rosettes olfactives présentent une activité AChE de 2,2.10·5 mU/mg de protéines alors 
que l'activité AChE dans le cerveau est de 22,8. l 0·5 mU/mg de protéines. Les bulbes possèdent 
une activité AChE de 9,5.10·5 mU/mg de protéines. Une activité AChE plus faible de 0,6. 1 o-s 
mU/mg de protéines a été observée au niveau de la peau avoisinant les fosses nasales. 

Ayant mis en évidence l'activité AChE de la rosette olfactive de la carpe, nous avons 
voulu savoir si celle-ci existait également chez la truite et de manière aussi importante. 
Nous avons effectivement trouvé de l 'acétylcholinestérase dans les rosettes olfact ives de 
la truite, mais l'activité spécifique y était plus faible que chez la carpe. Elle s 'élève en effet 
à 3,5± 0,5 10·6 mU/mg de protéines. 

Inhibition in vitro de l'activité AChE 

L'activité des AChEs a été in hibée in vitro par le DFP, le BW 284C5 l et le carbofu­
ran. L'observation des résultats concernant l' inhibition par le dii opropyl fluorophospha­
te a permis de montrer que les cholinestérases présentes dans tout le système olfactif ont 
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semblables. On observe en effet une concentration inhibitrice de 50% de l'activité acétyl­
cholinestérasique (Cl50) de 5,0.10·5 M, de 3,4.10·5 M et de 3,8.10·5 M respectivement pour 
les rosettes, le bulbe et le cerveau (Fig. 2) . 
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Fig. 2. - lnllibition de l'activité acétylcholinestérasique présente dans l'organe olfactif 
de la carpe commune Cyprinus cmpio par le DFP. L' inhibition de I' AChE extraite du 
cerveau est montrée par comparaison. 
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L'utilisation du BW284C5 l , inhibiteur spécifique des AChEs, confü111e ces résultats. 
On remarque que la Cl50 est de 7,5. tO·'M et de 7,8. IO·'M respectivement pour le cerveau 
et les rosettes o lfactives. Les courbes d'inhibition par le DFP et le BW284C5 l sont mono­
phasiques, ce qui indique que dans les échantillons de cerv~au et de rosettes olfactives, 
l'activité mesurée est due exclusivement à une acétylcholinestérase sans participation de 
butyrylcholinestérase (EC 3. l.1 .8.). Le carbofuran provoque également une diminution de 
l' activité des acétylcholinestérases du système olfactif. La Cl50 est de l ,6.I0·6M et de 
l ,8. I0·6M respectivement pour le cerveau et les rosettes. 

Les formes moléculaires de I' AChE du système olfactif 

La Fig. 3a montre les profils de sédimentation d 'un extra it direct de rosettes effectué 
dans un tampon HST centrifugé soit sur un gradient HST so it ur LUJ gradient HS. Par ana­
logie aux résultats obtenus sur l' AChE d ' autres vertébrés, on identifie les deux formes glo­
bulairns prédominantes comme les formes G l (monomérique ) et G4 (tétramériques) a ec 
un épau lement vers 7S correspondant aux formes G2 (d imérique ). Une fai lble quanti té de 
formes asymétriques A 12 e t détectable vers l 7- l 8S. 

L'ana lyse des fractions successives LSS, DS et HSS (Fig. 3 b etc) confirme les résul­
tats obtenus avec l' extrait cli1·ect : formes G l , G2 et G4 dan les fractions LSS et DS. Ce 
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type d'extractions successives pennet la détection plus facile des fonnes Al2 dans la frac­
tion HSS seulement (Fig. 3c). Les profils obtenus sont très comparables à ceux des bulbes 
olfactifs et du reste du cerveau. 
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Fig. 3. - Analyse des formes moléculaires de l'acétylcholi nestérase présente dans les rosette olfac­
tives de la carpe commune Cyprinus carpio . Les formes molécul aires ont été extraites au moyen de 
tampon HST (a , extrait direct), ou de façon séquentielle dan des tampons LS puis LST (en b), puis 
HS (en c) donnant les fractions LSS, DS et HSS. L'acti vité acétylcholi.uestérasique est exprimée en 
/', A.412min : 'mJ·'.A= pbosphatase alcaline (6, 1 S) ; B =E. coli 13-ga lactosida e (l 6 S). 



70 ERIC HAUBRUGE ET JEAN-PIERRE TOUTANT 

Inhibition in vivo de I' AChE du système olfactif par le carbofuran 

Balnéation de carpes à la dose de 50 ppb en carbofi1ran 

Un premier essai a été entrepris. Il visait à mettre en évidence l'effet d'inhibition d'un 
micropolluant anticholinestérasique sur l'organe olfactif de la carpe. Le choix s'est porté 
sur une dose relativement élevée en toxique de façon à être certain que la concentration en 
inhibiteur soit suffisante pour provoquer une inhibition importante de l 'AChE. 

Il est important de signaler que la mortalité s ' élève à 4 individus dans le bassin conte­
nant le carbofuran et que les autres poissons souffraient de troubles moteurs graves comme 
des convulsions ou de la tétanie. Le taux d'inhibition de l'activité AChE dans le cerveau 
(83,1 ± 1,3 %), peut expliquer la mortalité observée (Fig. 4). 
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Fig. 4. - Effet du carbofuran aux doses de 10 et 50 ppb sur l'activité de I'acétylcholinestérase de l 'or­
gane olfac ti f et du cerveau de la carpe conunune Cyprinus catpio après 48 heures. 

On observe également un taux d' inhibition de 77,7 ± 2,8 % et de 80,5 ± 0,4 % res­
pectivement dans les rosettes et le bulbe olfactif (Fig. 4). Les différefilts organes du systè­
me olfactif sont aussi sensibles aux anticbolinestérases que le cerveau. Puisque la rosette 
est en contact direct et permanent avec le miüeu extériel!l.r, ce lle-ci Sùlb.irait davantage l' ef­
fet des pesticides et serait un meilleur indicateur de la présence d 'une pollution. 

Balnéation de carpes à la dose de 10 ppb en carbofuran 

Après 48 heures de balnéation en présence du carbofuran à la dose de 10 ppb, une 
diminution de l'activité AChE a été observée dans tous les organes olfactifs . En effet, les 
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taux d'inhibition de 33,4 ± 5, 1 %; 49,3 ± 2,7 % et 45,8 ± 2,6 % ont été observés respec­
tivement pour les rosettes, le bulbe olfactif et le cerveau (Fig. 4). 

DISCUSSION 

Dans le présent travail, nous avons caractérisé l 'AChE présente en forte concentration 
dans le système olfactif de la carpe. Dans les rosettes olfactives, cette activité est cinq fois 
plus forte chez la carpe que chez la truite par exemple. Ces différences poun-aient avoir un 
rapport avec le mode de vie. 

La présence d'acétylcholinestérases au sein de la rosette olfactive serait liée à laper­
ception des odeurs. L'olfaction serait moins développée chez les espèces vivant dans les 
eaux à courant rapide et utilisant préférentiellement la vue pour la recherche de nourritu­

re que chez celles vivant dans les eaux calmes où la luminosité est plus faible. Selon 

KorRSCHAL et al. ( 1991 ), la structure du cerveau des Téléostéens reflète leur style de vie. 
En comparant la morphologie des cerveaux de Cyprinidés, il est possible de distinguer le 
type de comportement alimentaire et notamment le style de recherche de nourriture : par 
la vue («sight feeders»), par le goüt et l'olfaction («mouth tasters») ou par un sens chi­
mique lié à la peau ( « skin tasters » ). 

Les inhibitions in vitro et in vivo par le carbofuran ont montré que I' AChE des rosettes, 
des bulbes olfactifs et du cerveau de la carpe sont sensibles à l'action des carbamates. 
Cette sensibilité del' AChE au carbofuran rend ce1iainement compte des troubles de com­
portement observés aux plus fortes doses. CHAKRABORTY et al. ( 1989) ont observé une 
diminution de l'activité acétylcholinestérasique de 95,39% au niveau de l'organe olfactif 

de Heteropneustesfossilis (Bloch) après une balnéation de deux hemes avec du parathion­
méthyle. Ils ont remarqué que les poissons présentaient de nombreuses anomalies com­
portementales, des mouvements rapides suivis d'une immobilité tétanique et un retard de 
l'ouverture des opercules. DuTTA et al. ( 1992) ont étudié la. relation entre le comportement 
de la carpe indienne Labeo rohita (Haming Bucben) et la concentration en malathion. Ils 
ont montré que cet insecticide anticholinergique à la dose de l ppm perturbe également les 
mouvements du poisson. 

Les formes moléculaires de I 'AChE des rosettes olfactives ont été étudiées en compa­
raison avec celles détectées dans les bulbes olfactifs ou dans le reste du cerveau. Nous 
avons identifié les formes majoritaires G 1 et G4 ainsi que des quantités plus faibles de 
formes dirnériques G2. Des expériences préliminaires d ' interaction avec les détergents 

non dénaturants nous ont montré qu ' une paitie au moins de ces fonnes est sans doute 

arnpbiphi le indiquant qu'elles sont associées, in situ, à la membrane plasmique. Des 

études complémentaires sont toutefois encore nécessaires pour déterminer la nature exac­

te du domaine hydrophobe des molécules arnpbipb.iles. Les formes g lobulaires représen­
tent la très grande majorité de l' activité AChE des rosettes puisque les formes asymé­
triques sont à peine détectables dans un extrait direct (HST, F ig. 3a). Le recolll's aux extra­
ctions séquentielles permet cependant d ' identifier sans atnbiguité la forme A 12 dans l' ex­
trait HS (Fig. 3c). 
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Le rôle de I' AChE dans les rosettes olfactives reste énigmatique. En effet, il n'ajamais 
été décrit de synapses cholinergiques au niveau des récepteurs sensoriels ou des tenninai­
sons efférentes de la muqueuse olfactive. La présence de fonnes globulaires d' AChE en 
dehors de tout contexte cholinergique n'est pas nouvelle y compris dans le système ner­
veux central (TOUTANT & MASSOUUÉ, 1988). Le rôle de ces formes d 'AChE powTait être 
un rôle d'hydrolyse de peptides auxquels le système olfactif est très sensible. En effet, 
l'hydrolyse des peptides neuroactifs par I 'AChE a déjà été mentioirnée (TOUTANT & 
MASSOUUÉ, 1988) et le système olfactif est très sensible aux acides aminés L- (CAPRJO, 
1988). En revanche, la présence de fonnes asymétriques est considérée jusqu' à présent 
comme l'indice d 'une innervation cholinergique si l'on excepte le cas des cellules mus­
culaires différenciées in vivo et in vitro (Toutant, 1988). La présence de fonnes asymé­
triques dans les rosettes olfactives pose donc un problème intéressant ; la contamination 
lors de la dissection des rosettes olfactives par des débris de bulbes (comportant des voies 
cholinergiques et apportant les formes asymétriques) pouvant être exclue. Il est à noter que 
les Téléostéens possèdent souvent des proportions très élevées de f01111es asymétriques 
(plus de 50% de ('activité totale AChE chez Danio renio ou Esox Lucius, observations non 
publiées) sans que l'on sache pour l'instant si celles-ci sont toujours localisées aux voies 
cholinergiques. 

Nous essayerons, dans l'avenir, de préciser la localisation de l'AChE des rosettes 
olfactives par histochimie ou irnmunohistochimie et des lieux de synthèse par hybridation 
in situ. 
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Résumé. «Diplomystus» dartevel/ei, Eoknightia caheni et No(fia kwangoensis, les trois 
Téléostéens Clupéomorphes du Cénomanien de Kipala (Kwango, Zaïre) sont réétudiés. Leur position 
systématique dans la phylogénie des Clupéomorphes est discutée et un cladogramme phylogénétique 
proposé. Un nouveau genre, Kwangoclupea, est érigé pour «D. » dartevellei qui est le groupe-frère 
immédiatement apomorphe des Ellimmichthyifonnes. Eoknightia est plus apomorphe que Kwango­
clupea et représente le groupe-frère plésiomorphe d'un clade incluant Spratticeps, Sa11ta11aclupea et 
les Clupéiformes. No/fia se révèle être un Clupéoïde. 

Mots clefs: «Diplomystus » dartevellei, Eoknightia caheni, No(/ia k1w111goe11sis, Kwangoclupea 
nov. gen., Clupéomorphes, Téléostéens, Cénomanien, Kipala, Kwango, Zaïre. 

The clupeomorphs (Pisces, Teleostei) from the Cenomanian (Cretaceous) of Kipala (Kwango, 
Zaïre): osteology and phylogeny 

Abstract. «Diplomystus» dartevellei, Eoknightia caheni and No(lia kwangoensis, the three 
Cenomanian clupeomorph teleosts from Kipala (Kwango, Zaïre), are restudied. Their systematic 
position within the clupeomorph phylogeny is discussed and a phylogenetic cladogram proposed. A 
new genus, Kwangoclupea, is erected for «D. » darte1·el/ei which is the irnmediate apornorphic sis­
ter-group of the Ellirnrnichthyiformes. Eoknightia is more apornorphic than Kwa11goc/11pea and re­
presents the plesiomorphic sister-group of a clade including Spratticeps, Sa11ta11acl11pea and the 
Clupeiforrnes. No(/ia appears to be a clupeoid. 

Key words: « Diplomystus » dartevellei, Eolmightia caheni, No(fia kwangoensis, K1mngoc/11pea 
nov. gen., clupeomorphs, teleosts, Cenornanian, Kipala, Kwango, Zaire. 

INTRODUCTION 

Les Clupéiformes ou Isospondyles n'ont été durant des décennies qu'un vaste regrou­
pement paraphylétique où se rangeaient la plupart des familles téléostéennes primitives. 
GIŒENWOOD et al. ( 1966) furent les premiers à scinder de façon cohérente cet ensemble en 
une série d'ordres et de super-ordres bien définis par leurs caractères spécialisés. Ils ont 
ainsi proposé un super-ordre des Clupéomorphes sur la base de quelques synapomorphies 
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remarquables dont la présence d'un recessus lateralis et de diverticules vésicaux intracrâ­
niens abrités dans des bulles osseuses du prootique et du ptérotique (ibid.: 350). Tel que 
défini par ces auteurs, ce super-ordre ne comprenait qu'un seul ordre, les Clupéifonnes, 
très restreint par rapport à son acception ancienne, et deux sous-ordres, les Denticipitoidei 
et les Clupeoidei. 

La connaissance des Clupéomorphes s'est affinée par la suite. On a ainsi montré que 
certains représentants fossiles primitifs du super-ordre ne possédaient pas encore tous les 
caractères invoqués pour définir le groupe et que, par exemple, le recessus lateralis n'était 
pas encore réalisé chez les fonnes les plus archaïques (PATTERSON, 1967, 1970; GRANDE, 
1982a). Un nouvel ordre, les Ellimmichthyifonnes, et divers autres clades ont ainsi été 
fondés (PATTERSON, 1970; FOREY, 1973, 1975; GRANDE, 1982a, b, 1985; MAISEY, 1993). 
La phylogénie des Clupéomorphes a également été éh1diée et les ordres, sous-ordres et 
familles qui composent ce super-ordre ont été définis de manière cladistique (GRANDE, 
l 982a, b, 1985; GRANDE & NELSON, 1985). 

Rappelons aussi que le plus ancien représentant avéré des Clupéomorphes remonte au 
Barrémien (milieu du Crétacé inférieur). II s'agit de « Clupea » antiqua Pictet, 1858 de 
Voirons, en Suisse (PATTERSON, 1993: 627). Son ostéologie demeure trop mal connue pour 
qu'une attribution générique précise puisse être proposée pour lui mais sa serrahlre ven­
trale (PICTET, 1858: pl. IV, fig. 7, 8, 12, 13) est typique du super-ordre. 

L'ichtyofaune cénomanienne (début du Crétacé supérieur) marine lagunaire de Kipala, 
au Kwango, Zaïre, renfenne trois espèces, «Diplomystus» dartevellei Casier, 1965, 
Eoknightia caheni Taverne, 1976 et No/fia kwangoensis Taverne, 1976, dont la se1Tature 
ventrale et le complexe urophore attestent qu'elles appartiennent aux Clupéomorphes 
(CASIER, 1965; TAVERNE, 1976). Lors de leur description, ces trois poissons ont été rap­
portés à la famille des Clupeidae. 

Cependant, PATTERSON ( 1967) et surtout GRANDE ( 1982a, b) ont apporté une meilleu­
re connaissance du genre fossile Diplomystus Cope, 1877. Cela a conduit à la création du 
genre Armigatus Grande, 1982 pour l'espèce «Diplomystus» brevissimus de Blainville, 
1818, du Crétacé supérieur du Liban, et a restreint Diplomystus à quatre espèces seulement 
dont Diplomystus dentatus Cope, 1877, de !'Eocène des Etats-Unis, est l'espèce-type. Les 
autres espèces du genre, y compris «Diplomystus » dartevellei, en ont été exclues et lais­
sées en position incertae sedis (GRANDE, 1985: 315). D'autre pari, ceriains des critères 
anatomiques utilisés par GRANDE ( 1982a, b, 1985) pour classifier les Clupéomorphes 
n'étaient pas ou étaient incomplètement connus chez les deux autres espèces de Kipala qui 
ont, dès lors, elles aussi, été laissées incertae sedis (GRANDE, 1985: 316, 319). 

Il était donc nécessaire de réétudier ces trois Clupéomorphes du Kwango pour préci­
ser davantage leur position systématique au sein du super-ordre et cela d'autant plus que, 
pour «Diplomystus» dartevellei et Eoknightia caheni, les spécimens disponibles permet­
tent une description du crâne plus détaillée que celles qui ont été faites antérieurement 
(CASIER, 1965; TAVERNE, 1976). C'est là le but du présent travail. 

Notons encore que la stratigraphie, les conditions de dépôts, la paléoécologie, la zoo­
géographie et la biodiversité du gisement de Kipala ont déjà fait!' objet de multiples études 
(GREKOFF, 1960; c ASIER, 1965, 1969; TAVERNE, 1976; LEPERSONNE, 1977). J'y renvoie le 
lecteur intéressé. 
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Remarquons aussi que les trois Clupéomorphes de Kipala ne sont pas les seuls repré­
sentants de ce super-ordre dans le Crétacé marin du Zaïre. Une quatrième espèce, 
Audenaerdia casieri (Taverne, 1969) est connue dans le Santonien (milieu du Crétacé 
supérieur) de Vonso, au Bas-Zaïre. Elle vient de faire l'objet d'une toute récente révision 
(TAVERNE, sous presse). 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 

L'ensemble du matériel concerné, déposé dans les collections du Musée Royal de 
l'Afrique Centrale, à Tervuren, Belgique, a été revu: les exemplaires R.G. 10.982 (holo­
type ), 10.983 (paratype ), 10.979, 10.980, 10.981 et 11.079 de «Diplomystus » dartevellei, 
11.129 (holotype) d' Eoknightia caheni et 10.978 (holotype) de No(fia kwangoensis. 

Le matériel a été étudié au moyen d'un stéréomicroscope WILD M8 et dessiné par 
l'auteur à la chambre claire (camera lucida). 

RÉSULTATS 

Ostéologie de «Dip/omystus» dartevellei (Fig. !A, 2, 3A, B, C, 4) 

«Diplomystus » dartevel/ei est un très petit téléostéen qui ne dépasse pas une trentaine 
de millimètres de longueur totale. La tête est à peu près aussi longue que haute. Le corps 
est court, élevé et offre un abdomen très saillant. 

C'est le paratype R.G. 10.983 qui possède la tête la mieux conservée. Elle y est pré­
sentée par sa face latérale droite. Le même échantillon renfenne aussi un spécimen frag­
mentaire où l'on distingue la moitié gauche du toit crânien. La tête de l'holotype R.G. 
1O.982 est très abimée et ne montre guère plus que le contour général. Les infonnations 
sur le squelette crânien proviennent donc du paratype uniquement. 

Le mésethmoïde et le vomer manquent. L'ethmoïde latéral est bien développé et des­
cend du frontal jusqu'au parasphénoïde. 

La voûte crânienne est formée par les vastes frontaux, les petits pariétaux et le 
supraoccipital. Le crâne est médio-pariétal, avec des pariétaux traversés par la commissu­
re sensorielle extrascapulaire. Le canal sensoriel supraorbitaire suit le bord externe du 
frontal et se rabat postéro-latéralement vers la région du ptérotique. Le canal émet une fine 
commissure sensorielle pariétale toute entière comprise dans le frontal et qui ne pénètre 
donc pas sur le pariétal. Le frontal et le pariétal sont ornés de fortes rides longitudinales. 
Le supraoccipital porte une crête médio-postérieure bien marquée et n'est pas traversé par 
la commissure sensorielle extrascapulaire. 

Le ptérotique est haut et traversé près de sa base par le canal sensoriel postorbitaire 
(=otique) qui prolonge le canal supraorbitaire venu du frontal. L'absence de recessus late­
rctlis s'observe aisément. Un petit épiotique (=épioccipital) surplombe l'arrière du ptéro­
tique. Un étroit renfoncement entre ces deux os marque l'emplacement de la petite fosse 
préépiotique. Le substrat géologique apparaît dans une lacune osseuse entre le frontal. le 
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pariétal et le ptérotique. C'est la trace d'une fenêtre temporale bien développée. Un petit 
sphénotique triangulaire se remarque sous la région antérieure du ptérotique. 
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Fig. 1. - Reconstitutions de «Diplomystus» darteve/lei (A), d'après l'holotype R.G. 
N° 10.982 (retourné), <l'Eoknightia caheni (B), d'après l'holotype R. G. N° 11.129, et de 
No/fia kwangoensis (C), d'après l'holotype R. G. N° 10.978. 

Les os sphénoïdes sont grands. L' orbitosphénoïde impair est vaste et en position très 
antérieure puisqu'il s'applique contre le bord postérieur de !'ethmoïde latéral. li est suivi 
par le pleurosphénoïde bien visible sous le frontal et, plus ventro-postérieurement, par le 
basisphénoïde muni d'un large bélophragme. Le parasphénoïde est fin, allongé, garni d'un 
fort processus hasiptérygoïdc et paraît édenté. 
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Le basioccipital est situé beaucoup plus haut sur le crâne que la portion sous-orbitaire 
du parasphénoïde. Cela indique que les parties parachordale et trabéculaire du plancher 
neurocrânien fomiaient entre elles un angle presque droit. Le prootique, l'intercalaire et 
l'exoccipital ne sont pas connus. 

Chaque hémi-mâchoire supérieure comporte le prémaxillaire, le maxillaire et deux 
supramaxillaires. Le prémaxillaire est grand, denté, élevé dans sa région symphysaire et 
étroit dans sa partie post-symphysaire. Le maxillaire est incomplet mais semble avoir été 
de forme allongée, étroit au-dessus du prémaxillaire, élargi en arrière. Il forme la plus 
grande partie du bord buccal supérieur. Les deux supramaxillaires sont énonnes et le pos­
térieur encore un peu plus que l'antérieur. Le supramaxillaire postérieur s'étire en une 
forte pointe antérieure qui surplombe le premier supramaxillaire. 
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Fig. 2. - Le crâne de «Diplomystu.1·» dartevellei: (A) la moitié gauche du toit crânien d'après le para­
type R. G. N° 10.983 (spécimen incomplet); (8) en vue latérale droite d'après le paratype R.G. 
N° 10.983 (spécimen complet). 
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La mandibule est mal préservée. Sa longueur fait un peu moins de la moitié de la lon­
gueur de la tête. Son articulation avec le carré se réalise au niveau du bord antérieur de 
l'orbite. Le bord symphysaire est étroit mais, plus en arrière, le bord oral du dentaire s'élè­
ve de façon régulière. On ne distingue pas de dents sur le dentaire mais cela est probable­
ment dû au mauvais état de conservation. Sous l'extrémité postérieure de l'angulo-articu­
laire, on distingue un petit rétroarticulaire exclu de la fossette d'articulation avec le carré. 

Rien n'est connu des os de la série orbitaire si ce n'est les restes partiels d'un infraor­
bitaire allongé et étroit (le deuxième?) qui chevauche l'entoptérygoïde. 

Le carré est partiellement conservé. Il paraît avoir été triangulaire. Il s'ome d'un pro­
cessus quadrato-jugal que prolonge un étroit symplectique. L'entoptérygoïde est très large 
et semble édenté. Le palatin, l'ectoptérygoïde et le métaptérygoïde sont inconnus. La fine 
tige ventrale de l 'hyomandibulaire se distingue devant le préoperculaire. 

Les os de la série operculaire sont très développés. Le préoperculaire est grand, large, 
avec de longues branches dorsale et ventrale fonnant entre elles un angle droit. Le canal 
sensoriel préoperculaire émet quelques diverticules dans sa partie basale. 
L'interoperculaire n'est pas visible. L'operculaire est vaste, beaucoup plus haut que large. 
Le sous-operculaire est étroit et sa ligne de suture avec l'operculaire est très oblique. 
Quelques faibles traces de rayons branchiostèges s'aperçoivent sur l'holotype mais il est 
impossible de les dénombrer. 

De la ceinture scapulaire, seul le cleithrum est visible. Deux postcleithra au moins, en 
forme d'écaille, lui sont accolés. La nageoire pectorale est longue, insérée haut sur les 
flancs et compte au moins 12 rayons. L'holotype a conservé quelques traces de très comtes 
nageoires pelviennes, situées à mi-longueur de l'abdomen et débutant un peu en arrière du 
niveau de l'origine de la nageoire dorsale. 

C'est à nouveau le paratype qui pennet le compte le plus exact des vertèbres. Il y en a 
32, y compris les vertèbres urales l et Il, dont 13 ou 14 sont abdominales et les autres cau­
dales. Toutes les vertèbres portent des arcs neuraux et des neurépines, sauf les deux der­
nières. Les vertèbres abdominales portent de petites hémapophyses. Un arc hémal normal 
prolongé d'une courte hémépine apparaît dès l'avant-dernière vertèbre abdominale. Les 
vertèbres caudales possèdent des arcs hémaux prolongés par de longues hémépines. Il y a 
des épineuraux associés aux vertèbres abdominales et aux premières vertèbres caudales 
ainsi que des épi pleuraux associés aux premières vertèbres caudales. TAVERNE (1976: 8) 
signale cinq supraneuraux. Cela s'observe, en effet, chez l'holotype. Cependant, l'exem­
plaire R.G. 10.981 (face gauche) montre l'empreinte de trois supraneuraux antérieurs sui­
vis des restes de quatre supraneuraux plus grands, soit sept supraneuraux au total. Ces 
supraneuraux sont larges, nettement plus larges à leur sommet qu'à leur base et orientés à 
peu près verticalement. Le premier supraneural est situé deITière l'occiput et le dernier 
devant le premier ptérygophore dorsal. On compte 10 ou 11 paires de longues côtes 
étroites attachées aux vertèbres depuis la troisième jusqu'à l'avant-dernière abdominale. 
La dernière vertèbre abdominale ne porte qu'une paire de courtes côtes. 

La nageoire dorsale est courte, débute aux environs du niveau de la huitième vertèbre, 
soit un peu en avant de l'origine des nageoires pelviennes, et compte 2 petits rayons épi­
neux suivis de 11 à 13 rayons segmentés allongés. Le premier ptérygophore dorsal est plus 
développé que les suivants. La nageoire anale occupe une position reculée sur le corps. 
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Fig. 3. - «Diplomvstu.rn dartevellei: (A) le début de la serrature dorsale, derrière le crâne, d'après la 
face gauche du spécimen R. G. N° J 0.981 ; (B) l'extrémité postérieure de la serrature dorsale, juste 
en avant de la nageoire dorsale, d'après la face droite de l'holotype R. G. N° 10.982 (retourné): (C) 
la serrature ventrale d'après l'holotype R. G. N° 10.982. Eok11ightia rnhe11i: (D) la serrature dorsale 
d'après l 'holotype R. G. N° 11.129, avec les dernières écailles, juste devant la nageoire dorsale (à 

gauche) et une des écailles antérieures (à droite). 



• 

82 LOUIS TAVERNE 

Elle est longue, compte au moins 1 petit rayon épineux et 27 à 29 rayons segmentés de 
plus grande taille. Elle se tennine très près de la nageoire caudale. Les premiers ptérygo­
phores anaux sont très allongés et le premier d'entre eux qui se positionne dans le prolon­
gement de l'hémépine de la première vertèbre caudale, est aussi quelque peu élargi. 
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Fig. 4. - Le squelette caudal de «Dip/0111yst11.1·» dartevellei, d'après le paratype R.G. 

N° 10.983 (spécimen complet). 

C'est sur le paratype que le complexe urophore est le mieux conservé. Les vertèbres 
préurale 1, urale 1 et ur~le II sont indépendantes les unes des autres. Le centre ural Il est 
réduit. Par contre, la ve1tèbre urale I est pratiquement aussi développée que la vertèbre 
préurale 1. La neurépine préurale II est complète. La ve1tèbre préurale 1 p01te un long arc 
neural mais il n'y a plus de neurépine complète. On observe trois épuraux. Il y a égale­
ment trois paires d'uroneuraux. Le premier uroneural est autogène et s'étend jusqu'au 
niveau de la ve1tèbre préurale II. Le deuxième uroneural, plus court, ne s'étend que jus­
qu'au bord postérieur de la vertèbre urale I. Le troisième uroneural est très petit et rejeté 
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postérieurement entre les bases des lépidotriches caudaux. Le parhypural est très large et 
soudé à la vertèbre préurale 1. Le premier hypural, très large, possède une tête proximale 
bien développée et qui s'articule avec la face ventrale de la vertèbre urale 1. Le deuxième 
hypural, massif mais plus étroit, est soudé à la vertèbre urate 1. On distingue un fragment 
d'un très large troisième hypural derrière le petit centre ural II. Les autres hypuraux ne 
sont pas visibles mais il y en avait fort probablement six au total comme chez les autres 
Clupéomorphes primitifs. Un espace sépare les deuxième et troisième hypuraux. 

La queue est bifide mais aucun exemplaire ne permet le décompte exact des rayons 
caudaux. Il y en avait probablement 19 principaux dont 17 branchus comme chez la plu­
part des Clupéomorphes. Il ne paraît y avoir ni plaques précaudales ou fulcres frangeants 
ni urodermaux. 

TAVERNE (1976: fig. 3) décrit les écailles comme petites et couvertes de fins circuli 
concentriques. De telles écailles existent mais sont confinées dans la région du bord dor­
sal du poisson, entre les nageoires dorsale et caudale. Sur le corps, on remarque des 
écailles plus grandes où les fins circuli sont légèrement arqués mais gardent néanmoins 
une disposition à peu près verticale et non pas concentrique. Il y a une serrature dorsale 
entre l'occiput et le début de la nageoire dorsale. Ce sont des écailles de fonne grossière­
ment triangulaire. Le début de cette serrature dorsale s'observe sur le spécimen R. G. 
10.981 et la fin sur 1 'holotype 1O.982. D'après la taille de ces écailles, il ne devait pas y 
en avoir plus de six ou sept pour toute la serrature dorsale. La dernière de ces écailles est 
plus vaste que les précédentes et précède directement l'origine de la nageoire dorsale. Une 
forte serrature ventrale occupe toute la ligne média-ventrale du poisson depuis l'isthme de 
la gorge jusqu'à l'origine de la nageoire anale. Elle comprend une trentaine d'écailles 
pointues très serrées les unes contre les autres. Dans la région des côtes ventrales, il y a 
correspondance de deux écailles par paire de côtes. Cela tranche d'avec Armigatus, 
Diplomystus et les autres Ellimmichthyidae où cette correspondance est d'à peu près une 
écaille par paire de côtes (observations personnelles). 

Ostéologie d' Eoknightia caheni (Fig. IB, 3D, 5, 6) 

Eoknightia caheni n'est connu que par l'holotype R.G. 11.129, un exemplaire très mal 
conservé de 38 mm de longueur totale et 32 mm de longueur standard. Le corps est 
moyennement élevé, avec un hauteur maximale qui entre 3 fois dans la longueur standard. 
Le dos est plat et le ventre arrondi mais sans hype1irophie. La tête est grande, un peu plus 
longue que haute et sa longueur va 2,66 fois dans la longueur standard. La forme généra­
le du poisson évoque beaucoup celle de Diplomystus de11tat11s. 

Certains détails du crâne sont discernables malgré la médiocre conservation. La voûte 
crânienne est formée par de grands frontaux sur lesquels on discerne le trajet du canal sen­
soriel supraorbitaire, des petits pariétaux jointifs et déterminant donc un crâne de type 
médio-pariétal, ainsi que par le supraoccipital qui a laissé une profonde empreinte sur le 
substrat. Ce1iains fragments du mésethmoïde sont visibles mais la forme précise de l'os 
n'est pas déterminable. L' ethmoïde latéral est bien développé. Plus en arrière, on observe 
un vaste orbitosphénoïde creusé d'une fenêtre médiane pour le passage des nerfs optiques 
(Il) gauche et droit. L'orbitosphénoïde est proche de !'ethmoïde latéral mais il n'y a ccpcn-
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dant pas contact entre les deux os. Derrière l 'orbitosphénoïde, on remarque une masse 
osseuse concassée, le pleurosphénoïde. La portion sous-orbitaire du parasphénoïde, seule 
visible, est édentée et dépourvue de processus basiptérygoïde. Il y a une vaste fenêtre 
interoculaire entre l'orbitosphénoïde et le pleurosphénoïde, d'une part, et le parasphénoï­
de, d'autre part. Des fragments du sphénotique, de l'épiotique, du ptérotique et du basioc­
cipital sont visibles, sans qu'on puisse cependant définir la forme de ces os. Le basiocci­
pital occupe sur le crâne une position nettement plus élevée que la portion sous-orbitaire 
du parasphénoïde, ce qui indique l'existence d'un angle marqué entre les parties para­
chordale et trabéculaire du plancher neurocrânien. Toutefois, ce caractère est moins pro­
noncé que chez «Diplomystus» dartevellei. Le basisphénoïde, le prootique, l'exoccipital 
et l'intercalaire ne sont pas connus. Il en va de même des os de la série orbitaire dont seuls 
quelques petits fragments s'observent dans la fenêtre interoculaire. 
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Fig. 5. - Le crâne d'Eoknightia caheni en vue latérale droite, d'après l'holotype R. G. N° 11.129. 
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Chaque hémi-mâchoire supérieure comprend un prémaxillaire, un maxillaire et deux 
supramaxillaires. Le prémaxillaire a laissé une empreinte très profonde; c'est un petit os, 
pointu vers l'arrière, un peu plus haut dans la région symphysaire. Le maxillaire est long, 
étroit dans la région supra-premaxillaire, fort large dans la région où il borde la bouche. 
Le premier supramaxillaire est plus petit que le second qui s'étire en une fine pointe anté­
rieure. La mâchoire supérieure est édentée. 

La mandibule est grande puisqu'elle représente près de la moitié de la longueur du 
crâne; elle paraît haute et son articulation avec le caITé se situe au niveau du bord anté­
rieur de l'orbite. Le prognathisme est très prononcé. Le bord symphysaire est étroit mais 
le bord oral s'élève vers l'arrière de façon très marquée. La limite entre le dentaire et l'an­
gulo-articulaire n'est pas discernable. Par contre, on voit très clairement le petit rétroarti­
culaire exclu de la fossette d'articulation pour le carré. La mandibule est édentée. 

L'ectoptérygoïde, le métaptérygoïde et le palatin ne sont pas connus. L'entoptérygoïde 
est large et semble dépourvu de denticules. L'hyomandibulaire est allongé, élargi dorsale­
ment et prolongé ventralement par une fine tigelle qui longe le bord antérieur du préoper­
culaire. 

L'operculaire est très haut mais aussi très étroit. Le préoperculaire est très large, avec 
une branche dorsale plus longue que la ventrale. Les deux branches fonnent entre elles un 
angle obtus. Le sous-operculaire est long, très étroit et sa suture avec l'operculaire est très 
oblique. L'interoperculaire et les rayons branchiostèges ne sont pas connus. 

Un morceau de la nageoire pectorale est conservé. On peut y compter 8 rayons. Les 
nageoires pelviennes sont petites, insérées à mi-longueur de la région abdominale du pois­
son, soit un peu en arrière du niveau de l'origine de la nageoire dorsale. Le nombre des 
rayons pelviens n'est pas déterminable. 

Du squelette axial, seuls les moules internes des quatorze dernières vertèbres sont 
conservés. En comparant la longueur de ce segment de quatorze vertèbres et celle du sque­
lette axial au complet, on peut extrapoler que le nombre total des ve1ièbres devait être 
d'approximativement 35. Derrière la tête, on observe les restes concassés de quelques neu­
répines et supraneuraux. 

L'origine de la nageoire dorsale se situe au niveau du premier quaii de la longueur du 
dos. Cette nageoire comporte 2 petits rayons épineux initiaux suivis de 10 rayons plus 
grands et segmentés. La nageoire anale occupe une position reculée sur le corps mais elle 
est trop partiellement conservée pour qu'on puisse en dénombrer les rayons ou juger de sa 
longueur. 

Le squelette caudal a laissé une empreinte à peu près complète, recouverte ça et là de 
fragments osseux. C'est un complexe urophore fondamentalement du même type que celui 
de « Diplomystus » dartevellei, avec les vertèbres préurale l, urale 1 et urate Il indépen­
dantes les unes des autres, une neurépine préurale II complète, un grand arc neural préural 
1 dépourvu de neurépine et un premier uroneural autogène. li y a au moins un épurai. Cette 
apparente réduction du nombre des épuraux est vraisemblablement due à l'état de conser­
vation défectueux du spécimen. Seul le premier uroneural est partiellement conservé. li 
s'étend jusqu'à la vertèbre préurale 1 dont il reste indépendant. li y avait probablement 
deux autres uroneuraux comme chez beaucoup de Clupéomorphes. La vertèbre urale 1 est 
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un peu plus petite que la vertèbre préorale L Le parhypural est soudé à la vertèbre préora­
le I et le deuxième hypural à la vertèbre urale L Le large premier hypural s'articule sur la 
vertèbre urale 1 mais son extrémité proximale est assez fine. Le troisième hypural est large 
et le quatrième étroit. Seule l'extrémité proximale du cinquième hypural est visible. Un 
éventuel sixième hypural n'est pas observable mais pourrait être caché sous les bases des 
lépidotriches caudaux. Il n'y a pas d'espace entre les deuxième et troisième hypuraux. 
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Fig. 6. - Le squelette caudal d'Eoknightia caheni, d'après l'holotype R. G. N° 11.129. 

La queue est bifide. On ne peut guère en compter les rayons. Il y avait sans doute 19 
rayons principaux dont 17 branchus comme chez la plupa11 des Clupéomorphes. 

Les écailles sont grandes et couvertes de cirrnli légèrement arqués mais à disposition 
générale plus ou moins verticale. La serrature ventrale est complète depuis l'isthme de la 
gorge jusqu'à la région anale. Les grandes écailles qui la composent ont une densité net­
tement moindre que chez «Dip!omystus » darteve!!ei. La serrature dorsale est incomplète-
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ment conservée. L'une des écailles antérieures est clairement visible. Elle est ovale et 
porte une carène médiane dont la pointe dépasse de l'écaille proprement dite. Juste devant 
la nageoire dorsale, les écailles de la serrature deviennent plus larges et plus longues. 

Ostéologie de No/fia kwangoensis (Fig. IC, 7) 

No/fia kwangoensis est représenté uniquement par les deux faces de l'holotype. Il 
s'agit d'un exemplaire long d'une vingtaine de millimètres et auquel manquent la tête et 
Je début du corps. Ce corps est moyennement élevé, avec un abdomen arrondi mais sans 

hypertrophie. 

La partie conservée du squelette axial comporte 35 vertèbres dont 18 caudales, y com­
pris les centres uraux 1 et II. Les premières vertèbres abdominales font défaut. Les arcs 
neuraux et les neurépines sont bien développés tout au long du squelette axial. Les pre­
mières vertèbres abdominales conservées possèdent de petites hémapophyses sur les­
quelles s'articulent de longues côtes. Les dernières vertèbres abdominales montrent des 
arcs hémaux prolongés par des hémépines qui supportent des côtes plus comies. Les ver­
tèbres caudales sont garnies d'arcs hémaux et d'hémépines nonnaux. Il y a des épineuraux 
tout au long du squelette axial et quelques épipleuraux associés aux premières vertèbres 
caudales. 

Les nageoires pectorales ne sont pas conservées. Les nageoires pelviennes sont bien 
développées et leur origine se situe légèrement en avant de celle de la nageoire dorsale. 
Cette dernière est haute mais à base courte. La nageoire dorsale débute par 1 ou 2 petits 
rayons épineux courts et compte 11 grands rayons segmentés. Les premiers de ces rayons 
sont très allongés. Le premier pté1ygophore dorsal est très long et composé de deux 
branches, l'une antérieure large mais plus courte, l'autre postérieure plus fine mais plus 
allongée. La nageoire anale occupe une position reculée sur le corps, près de la queue. Elle 
débute par 1 ou 2 petits rayons épineux et se poursuit par près de 20 rayons segmentés. 
Les quatorze premiers rayons segmentés anaux sont bien conservés. Les suivants sont dis­
loqués et l'on ne peut guère les compter de façon précise. Il est sùr cependant que leur 
nombre ne dépassait pas vingt. 

Le squelette caudal est plus évolué que chez «Dip/0111yst11s » dartevellei et Eoknightia 
caheni. Les vertèbres préurale 1, urale I et urale II sont indépendantes les unes des autres 
mais le centre ural 1 est très réduit par rapp01i à la ve1ièbre préurale 1. La neurépine pré­
urale II est complète. L'arc neural préural I est très allongé et son sommet atteint le niveau 
des trois quarts de la longueur de la neurépine précédante. Le large parhypural est articu­
lé mais pas soudé à la vertèbre préurale I. Le premier hypural est large mais est dépourvu 
de tête articulaire et d'aiiiculation avec le centre ural 1. Le deuxième hypural est étroit et 
soudé au petit centre ural 1. L'extrémité proximale du troisième hypural est visible derriè­
re le minuscule centre ural Il. Les autres hypuraux ne sont pas conservés. Il y a deux épu­
raux qui ont laissé des traces très fragmentaires. On trouve trois paires d'uroneuraux. La 
première de ces paires est soudée en un pleurostyle à la ve1ièbre préurale 1. Le deuxième 
uroneural atteint vers 1 'avant le niveau du bord arrière de la vertèbre urale 1. Le troisième 
uroneural est réduit et rejeté entre les bases des lépidotriches caudaux. 
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Fig. 7. - Le squelette caudal de No/fia lcwangoensis, d'après l'holotypc R. G. N° 10.978. 

La queue est bifide mais trop abimée pour dénombrer les rayons caudaux. li y en avait très 
probablement 19 principaux dont 17 branchus, comme chez la plupat1 des Clupéomorphes. 

Les écailles sont grandes et ornées de circuli à disposition quasi ve11icale. L'éventuelle 
serrature dorsale n'est pas conservée. La sen-ature ventrale est complète et s'étendjusqu'à 
la nageoire anale. Il y a à peu près une écaille de cette setTature par paire de côtes. 
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DISCUSSION 

Position systématique de «Diplomystus» dartevellei 

La serrature dorsale de «Diplomystus» darteve!lei ne comporte pas les très nom­
breuses petites écailles subrectangulaires et à bord postérieur denticulé par lesquelles 
GRANDE (l 982a) a redéfini Diplomystus. Il est donc clair que l'espèce de Kipala n'appar­
tient pas à ce genre ni d'ailleurs à l'ordre des Ellimmichthyifom1es puisque toutes les 
formes qui le composent montrent une serrature dorsale faite d'un grand nombre de petites 
écailles subrectangulaires (GRANDE, 1982a: 5, 22). 

Par ailleurs, le poisson de Kipala partage avec les Ellimmichthyifonnes et les 
Clupéomorphes plus évolués deux apomorphies: la serrature dorsale complète entre la 
nageoire dorsale et le crâne ainsi que la présence d'une fenêtre temporale entre le frontal, 
Je pariétal et le ptérotique (observations personnelles chez Diplomystus dentatus). 
Armigatus brevissimus, au contraire, n'offre encore qu'une serrature dorsale incomplète 
(GRANDE, 1982a: 4) et est dépourvu de fenêtre temporale (PATTERSON, 1967: fig. 7). Notre 
espèce est donc apomorphe pour ces caractères par rapport à Armigatus. 

D'autre part, la séparation du premier uroneural et de la vertèbre préurale 1 indique que 
«Diplomystus» dartevellei est plus primitif que les Clupeoidei (GRANDE, 1985: 258). 
L'absence de recessus lateralis en fait une fonne plus primitive que les Clupéifonnes et 
que Santanaclupea silvasantosi Maisey, 1993 de I 'Albien du Brésil (GRANDE, 1985: 255; 
MAISEY, 1993: 9). Ses pariétaux jointifs indiquent qu'il est également plus primitif que 
Spratticeps gaultinus Patterson, 1970 de l'Albien d'Angleterre (PATTERSON, 1970: 163). 
La présence d'un fort processus basiptérygoïde sur son parasphénoïde confinne le fait 
qu'il est moins évolué que Santanaclupea silvasantosi et les Clupéifonnes (GRANDE, 
1982a: 8; MAISEY, 1993: 9). 

Les quelques éléments exposés ci-avant situent «Diplomystus » dartevellei au même 
endroit que les Ellimmichthyifonnes dans la phylogénie des Clupéomorphes, entre 
Armigatus brevissimus et Spratticeps gaultinus. Toutefois, cette dichotomie peut être aisé­
ment résolue. En effet, l'espèce zaïroise partage avec les Clupéomorphes plus évolués 
deux apomorphies, la perte des dents du parasphénoïde et celle des dents des os ptéry­
goïdes, qui font défaut chez Armigatus brevissimus et les Ellimmichthyiformes 
(PATTERSON, 1967: fig. 7; GRANDE, l 982a: fig. 6). Notre poisson représente donc le grou­
pe-frère directement apomorphe des Ellimmichthyifonnes. 

Il convient encore de donner un nouveau statut générique à notre poisson puisqu'il 
n'appartient pas au genre Diplomystus et qu'il se différencie aussi des autres 
Ellimmichthyiformes ainsi que d'Armigatus: 

Kwangoclupea nov. gen. 

Derivatio nominis: de Kwango, province du Zaïre, et de Clupea, nom du genre-type 
de la famille des Clupeidae. 

Espèce-type: Kwangoclupea dartevellei (Casier, 1965). 
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Diagnose: Petit Clupéomorphe archaïque. Crâne média-pariétal. Commissure senso­

rielle extrascapulaire comprise dans les pariétaux mais pas dans le supraoccipital. Très 

forte crête supraoccipitale. Grand orbitosphénoïde en contact étroit avec l 'ethmoïde laté­

ral. Mâchoires dentées. Deux supramaxillaires. Articulation mandibulo-carrée située au 
niveau du bord antérieur de l'orbite. Fort processus basiptérygoïde du parasphénoïde. Os 
ptérygoïdes et parasphénoïde édentés. Fosse préépiotique présente mais petite. Fenêtre 
temporale présente. Angle très marqué entre les parties trabéculaire et parachordale du 

plancher neurocrânien. Operculaire haut et étroit. Les deux branches du préoperculaire 

bien développées et fonnant entre elles un angle droit. 32 vertèbres dont 13 ou 14 abdo­

minales et 18 ou 19 caudales. 11 à 12 paires de côtes. Epineuraux et épipleuraux présents. 

7 larges supraneuraux verticaux. Nageoire dorsale proche du crâne, débutant un peu en 

avant des pelviennes et comptant de 11 à 13 rayons segmentés. Nageoire anale longue, 

proche de la queue, comptant 27 à 29 rayons segmentés. Très large parhypural soudé à la 
vertèbre préurale 1. Vertèbre urate 1 très développée et soudée au deuxième hypural. 
Premier hypural large, avec une forte tête articulaire pour la vertèbre urale 1. Présence d'un 
espace entre les régions distales des deuxième et troisième hypuraux. Trois uroneuraux 

dont le premier autogène. Trois épuraux. Serrature dorsale complète entre la nageoire dor­

sale et le crâne, composée de quelques écailles plus ou moins triangulaires. Serrature ven­

trale complète, avec les écailles nombreuses et très serrées (deux écailles par paire de 

côtes). Corps court et élevé. Abdomen arrondi et hypertrophié. 

Kwangoclupea <lartevellei (CASIER, 1965) 

Citations antérieures: 

Diplomystus dartevellei n. sp. - in: CASIER ( 1965: 13 ). 

Diplomystus dartevellei Casier, E., 1965 - in: TAVERNE ( 1976: 7). 

Diagnose: Cf. celle du genre (genre monospécifique ). 

Position systématique d 'Eoknightia caheni 

Son premier uroneural autogène atteste qu 'Eolmightia caheni est plus primitif que les 

Clupeoidei et son crâne média-pariétal le situe en position plésiomorphe par rapport à 

Spratticeps gau/tinus, à Santanaclupea silvasantosi et aux Clupéiformes. 

Par contre, Eoknightia caheni est plus évolué qu'Ar111igat11s hrevissimus, les 

Ellimmichthyiformes et Kwangoclupea dartevellei par la pe1te du processus basiptérygoï­

de du parasphénoïde ainsi que par la légère réduction de la vertèbre urale 1 par rapport à 
la vertèbre préurale I. 

Eoknightia caheni se situe donc entre Kwangoclupea dartevellei et Spratticeps gaulti­

nus dans la phylogénie des Clupéomorphes. 

Nous pouvons également améliorer la définition de notre poisson: 

• 
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Eok11ightia (TAVERNE, 1976) 

Espèce-type: Eoknightia caheni (TAVERNE, 1976) 

Diagnose émendée: Petit Clupéomorphe archaïque. Crâne média-pariétal. Faible crête 
supraoccipitale. Mâchoires édentées. Deux supramaxillaires. Articulation mandibulo-car­
rée située au niveau du bord antérieur de l'orbite. Parasphénoïde dépourvu de processus 
basiptérygoïde. Os ptérygoïdes et parasphénoïde édentés. Angle marqué entre les parties 
trabéculaire et parachordale du plancher neurocrânien. Branches du préoperculaire très 
larges, avec la branche dorsale plus longue que la ventrale et les deux branches fonnant 
entre elles un angle obtus. Operculaire haut et très étroit. Environ 35 vertèbres. Nageoire 
dorsale débutant au premier quart de la longueur du dos, un peu en avant de l'origine des 
pelviennes et comptant environ 10 rayons segmentés. Nageoire anale reculée vers l'arriè­
re du corps, près de la queue. Vertèbre urale 1 réduite par rapport à la vertèbre préurale 1 
et soudée au deuxième hypural. Parhypural soudé à la vertèbre préurale 1. Premier hypu­
ral large, à extrémité proximale étroite mais toujours articulée sur la vertèbre urale 1. 
Premier uroneural autogène. Au moins un épurai. Serrature dorsale complète, avec des 
écailles ovales, allongées et carénées de1Tière la tête et des écailles plus larges que longues 
près de la nageoire dorsale. Serrature ventrale complète, avec des écailles peu serrées les 
unes sur les autres (correspondance probable: une écaille par paire de côtes). Corps 
moyennement allongé et élevé. Dos assez plat. Abdomen arrondi mais sans hypertrophie. 

Position systématique de No/fia kwa11goe11sis 

Sa première paire d'uroneuraux soudée à la vertèbre préurale 1 en un pleurostyle, son 
parhypural articulé et non pas soudé à la vertèbre préurale 1 et sa vertèbre urale 1 très rédui­
te font de Noljia kwangoensis un indéniable représentant du sous-ordre des Clupeoidei 
(GRANDE, 1985: 258-259). 

L'absence de la tête et du début du corps ne permet pas de pousser plus avant les inves­
tigations relatives à la position systématique de ce poisson qui doit donc être laissé 
Clupeoidei incertae sedis. 

Remarquons aussi que Noljia kwangoensis du Cénomanien devient ainsi le plus ancien 
représentant avéré du sous-ordre des Clupeoidei, une position occupée jusqu'ici par 
Gasteroclupea branisai Signeux, 1964 du Maastrichtien (fin du Crétacé supérieur) de 
Bolivie (PATTERSON, 1993: 628). 

Phylogénie des Clupéomorphes 

Les caractères de Kwangoclupea et d'Eoknightia permettent d'affiner notablement 
notre compréhension de la phylogénie des Clupéomorphes telle que GRANDE ( l 982a, b, 
1985) et GRANDE et NELSON ( 1985) l'ont proposée. Cette phylogénie peut dorénavant être 
tracée de la manière exposée ci-après. 

Erichalcis arcta et les autres Clupéomorphes paiiagent deux apomorphies: 
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(1) il y a une serrature ventrale faite d'au moins une mais généralement de nombreuses 
écailles impaires à processus latéraux ascendants. 

(2) un diverticule vésical pair pénètre dans le neurocrâne par un orifice de l'exoccipital 
et se loge dans une bulle creusée dans le prootique. 

Une troisième apomorphie est parfois invoquée: la capture par le pariétal d'une por­
tion de la commissure sensorielle extrascapulaire (GRANDE, 1985: 253). En fait, il s'agit 
là d'un caractère spécialisé que les Clupéomorphes partagent avec les Ostariophysi dont 
ils sont très proches parents ainsi que l'ont révélé des recherches génétiques récentes (LE 
et al., 1993; MüLLER-SCHMID et al., 1993). La signification de ce caractère dans la phylo­
génie des Téléostéens paraît d'ailleurs assez faible puisqu'on le retrouve aussi chez cer­
tains Ostéoglossomorphes et divers Eutéléostéens. 

Erichalcis arcta offre quelques autapomorphies (FOREY, I 975): 

(3) la perte des dents du parasphénoïde et de la série palato-ptérygoïdienne. Ces dents 
font défaut chez la plupart des Clupéomorphes mais existent chez Armigatus 
(PATTERSON, 1967: fig. 7) et les Ellimmichthyifonnes (GRANDE, I 982a: fig. 6) qui 
sont pourtant plus évolués qu' Erichalcis arcta. La parcimonie implique donc que 
cette perte s'est réalisée indépendamment chez cette espèce. 

( 4) l'arc neural préural 1 a disparu et une expansion alifonne postérieure de larc neural 
préural II rejoint le stégural. Les Clupéomorphes possèdent, au contraire, presque 
toujours un arc neural préural 1 très développé. 

(5) le sixième hypural manque. Cet os est généralement présent chez les Clupéomorphes. 

Armigatus brevissimus et les Clupéomorphes plus évolués partagent de nouvelles 
synapomorphies: 

(6) le parhypural se soude à la vertèbre préurale 1 (PATTERSON, 1967: fig. 8; TAVERNE, 
1976: fig. 7; GRANDE, l 982a: fig. 10, 12, 17). Cette fusion disparaît chez les Clupe­
oidei. 

(7) le deuxième hypural se soude à la vertèbre urale 1 (GRANDE, 1985: 254; etc.). 
(8) la fosse préépiotique apparaît (PATTERSON, 1967: fig. 7, 1970: 176). 
(9) un début de serrature dorsale se développe en avant de la nageoire dorsale, faite de 

quelques écailles subtriangulaires, mais n'atteint pas l'arrière du crâne (GRANDE, 
1982a: 4). 

Les Ellimmichthyiformes et les Clupéomorphes plus avancés montrent de nouvelles 
synapomorphies: 

( 10) la fenêtre temporale apparaît (observations personnelles chez Diplomystus den ta tus). 
( 11) la se1nture dorsale dorsale devient complète entre le crâne et la nageoire dorsale. 

Les Ellimmichthyiformes qui comprennent les deux genres Diplomystus et 
Ellimmichthys Jordan, 1919, offrent une autapomorphie: 

( 12) les écailles de la serrature dorsale s'élargissent considérablement et deviennent 
subrectangulaires. 

Kwangoclupea dartevellei et le reste des Clupéomorphes se montrent plus évolués 
par: 

( 13) la perte des dents du parasphénoïde. 

l 
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(14) la perte des dents sur les os ptérygoïdes. Ce caractère connaît une réversion chez les 
Denticipitoidei où quelques dents sont connues sur I'entoptérygoïde (GREENWOOD, 

1968: fig. 17) et dans de très rares cas chez les Clupeoidei (RIDEWOOD, 1904: 458). 

Kwangoclupea dartevellei offre deux autapomorphies: 

( 15) 1 'orbitosphénoïde est très développé et situé derrière 1' ethmoïde latéral avec lequel il 
entre en contact. 

(16) la serrature ventrale est faite d'un grand nombre d'écailles très se1Tées les unes contre 
les autres (environ deux écailles par paire de côtes). 

Eoknightia caheni et les autres Clupéomorphes présentent en plus: 

( 17) la perte du processus basiptérygoïde du parasphénoïde. 
(18) une légère réduction de la vertèbre urale 1 par rapport à la vertèbre préurale 1. 

Spratticeps gaultinus et les Clupéomorphes plus évolués partagent d'autres synapo­
morphies: 

(19) le crâne devient latéro-pariétal (PATTERSON, 1970: fig. 1) 
(20) outre les pariétaux, la commissure sensorielle extrascapulaire passe aussi dans ou au­

dessus du supraoccipital (PATTERSON, 1970: fig. 1 ). 

Spratticeps gau!tinus possède une autapomorphie: 

(21) la fenêtre temporale est couverte par le frontal et le pariétal et s'ouvre plus posté­
rieurement dans une petite fosse posttemporale (PATTERSON, 1970: fig. 2). 

Santanaclupea silvasantosi et les espèces plus spécialisées montrent: 

(22) un recessus lateralis (MAISEY, 1993: fig. 5). 
(23) outre le prootique, le ptérotique abrite aussi, dans une cavité osseuse, un diverticule 

vésical intracrânien (MAISEY, 1993: 9). 
(24) une fenêtre auditive entre le prootique, l'exoccipital et le basioccipital (MAISEY, 

1993: fig. SA). 

Santanaclupea silvasantosi se caractérise aussi par quelques autapomorphies: 

(25) la fenêtre temporale s'ouvre entre le frontal et le sphénotique (MAISEY, 1993: fig. 5). 
Nonnalement, la fenêtre temporale s'ouvre entre le frontal, le pariétal et parfois aussi 
le ptérotique mais n'intéresse pas le sphénotique (RIDEWOOD, 1904: fig. 1 188, 1228, 
1268, 1308, 133, 136b; TRACY, 1920: pl.], fig. I; WOI-ILFAHRT, 1937: fig. 2; 
TAVERNE, 1977: fig. 4; GRANDE, 1985: fig. 31' 44; etc.). 

(26) la perte de la serrature dorsale (MAISEY, 1993: fig. 7). Ce caractère se réalise à plu­
sieurs reprises et de manière indépendante chez les Clupéomorphes. 

Les Clupéifonnes montrent une nouvelle synapomorphie: 

(27) la perte du foramen bérycifonne du cératohyal antérieur (GRANDE, 1985: 256-257). 

Les Denticipitoidei se caractérisent par une grande quantité d'autapomorphies dont 
GREENWOOIJ ( 1968) donne le détail. 

Les Clupeoidei, y compris No/fia kwangoensis, présentent plusieurs autres synapo­
morphies: 

(28) la ligne latérale n'est plus enclose dans des écailles. sauf parfois à son début 
(GRANDI'., 1985: 259). 
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(29) la vertèbre urate 1 est très réduite par rapport à la vertèbre préurale I (GRANDE, 1985: 
258-259). 

(30) le parhypural n'est plus fusionné mais simplement articulé sur la vertèbre préurale 1 
(GRANDE, 1985: 259-260). 

(31) la première paire d 'uroneuraux se fusionnent en un pleurostyle à la vertèbre préurale 
1 (GRANDE, 1985: 258). 

(32) le premier hypural perd son articulation avec la vertèbre urale I et se décroche légè­
rement de l'axe vertébral. 
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Fig. 8. - La phylogénie des Clupéomorphes, incluant les trois genres du Cénomanien de 
Kipala (Kwango, Zaïre). Les chiffres font référence aux apomorphies discutées dans le 
texte et la lettre «A» aux nombreux caractères spécialisés des Denticipitoidei tels qu ïls 
sont exposés dans GRHNWOOD ( 1968). 

Le cladogramme de la figure 8 résume la phylogénie des Clupéomorphes telle que ci­
dessus exposée. 
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LISTE DES ABRÉVIATIONS DES FIGURES 

AN +ART: angulo-articulaire (= angulosplé- POP: préoperculaire 
nia-articulaire) PS: parasphénoïde 

BO: basioccipital PSPH: pleurosphénoïde (= ptérosphénoï-
BSPH: basisphénoîde de) 
c 1à10: côtes (de la !ère à la 10' paire) PTE: ptérotique 
ON (d., g.): dentaire (= dento-splénial, denta- PUI à V: vertèbres préurales I à V 

lo-splénial) (droit, gauche) QU: carré(= quadratique) 
EC: écailles (des setTatures dorsale et RART: rétroarticulaire 

ventrale) SMX 1,2: supramaxillaires 1, 2 
ENPT: entoptérygoïde (= endoptérygoï- SN 1à7: supraneuraux 1 à 7 

de, mésoptérygoïde) 
SOC: supraoccipital 

EP 1, 2, 3: épuraux 
SOP: sous-operculaire 

EPI: épiotique (= épioccipital) 
SPH: sphénotique 

FR: frontal 
HEM: arc hémal (= hémarcual) SY: symplectique 

HEMEP: hémépine (= hémacanthe) U I, II: vertèbres urales I, II 

HY 1 à5: hypuraux UR 1, 2, 3: uroneuraux 1, 2, 3 

HYOM: hyomandibulaire UST: pleurostyle (= urostyle) 

!ORB: infraorbitaire V: corps vertébral 

LETH: ethmoïde latéral c. ex.: commissure sensorielle extrasca-

METH: mésethmoïde pulaire 

MX (d., g.): maxillaire (droit, gauche) c. m.: canal sensoriel mandibulaire 

NEUR: arc neural (= neurarcual) c. pa.: commissure sensorielle pariétale 

NEUREP: neurépine (= neuracanthe) c. pop.: canal sensoriel préoperculaire 

NPPUII: neurépine préurale II c. porb.: canal sensoriel postorbitaire 

NPUI: arc neural préural I (=otique) 

OP: operculaire c. sorb.: canal sensoriel supraorbitaire 
OSPH: orbitosphénoïde f. p.: fosse préépiotique 

PA: pariétal f. t. : fenêtre(= fosse) temporale 
PHY: parhypural p. b.: processus basiptérygoïde du para-
PMX: pré maxillaire sphénoïde 
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STATISTICAL COMMENTS ON A BIOMETRICAL STUDY 
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SKOUFAS et al. ( 1) presented biometrical data on Antbozoa. My concem is in the sta­

tistical analysis and interpretation of these data. Many statistical incorrectnesses w i Il pro­

bably not lead to interpretation etTors due to the robustness of the used techniques or to 

the strength of the analysed effects, otbers however certainly will do so. This study gives 

the opportunity to discuss a number of statistical errors of which some occm regularly in 

the literature. 

SKOUFAS et al. ( 1) provide the first biometrical data on the gorgonian Eunicella singu­

laris. Tbere are several problems witb the tests for normality in (1). The frequency distri­

bution of for exarnple S (Fig. 2 in [ 1]) shows significant skewness, although their test 

shows no deviation frorn nonnality. Probably tllis is due to the low power of tbeir nor­

mality tests. One tends to accept nonnality and use norrnality-based methods wben sam­

ples are srnall. Yet, with srnall sarnples many norrnali ty-based methods bave limited 

value (2). The authors report a single t-test statistic for the 1101:mality test for the distribu­

tion. To the best of my knowledge tbere are no tests for nonnality using a single t-value. 

The preferred test for normality is the Shapiro-Wilks'W test because of its good power 

properties as compared to a wide range of alternative tests (3). 

In addition to the dubious validity of the normality tests, the p-values are misinter­

preted. The authors conclude from the non-significant t-values of the nonnality tests for 

variables H and S ( 1 : p. 87) that the cotTesponding distributions are respectively not nor­

mal and normal ( 1 : p. 90). On the other band it is rather strange that after acceptance of 

the normality of, for exarnple the distribution of P.S., and wh.ile explicitly stating that the 

distributions are unirnodal ( 1 : p. 85), the authors continue witb the detection of several 

groups based on the « normal» frequency distribution of the cbaracter. 
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SKOUFAS et al. ( 1) correctly argued that a multiple regression procedure should be used 

to determine the relative contribution of the variables height/length (H/L), nwnber of 

dichotomies (nb. dich.) and surface (S) in explaining the variance in dry weight (P.S.). lt 
follows from the name «multiple regression» that there have to be linear relationships 
between each independent variable (i.e. H/L, nb. dich. and S) and the dependent variable 
(P.S.) (4). The relationship between H/L (S) and P.S. however is only Iinear in the log scale 
(Fig. 4A in [l]) while this transformation was not used in the multiple regression proce­
dure. Furthermore, the dependent variable bas to be normally distributed (3), wbicb is not 
the case (see above). The authors report the F-statistic of the overall significance test of 
the multiple regression as 58.903 with 52 df. The shape of the F- distribution is however 
only fully detennined by two values for degrees offreedom, in this case (k, n-k-1) with k 
the number ofindependent variables (i.e. 3), and n the number ofobservations (i.e. 55) (5). 
The correct significance test should therefore be based on F (3,51 ). 

Finally, perhaps the rnost serious complication is the existence of cotTelations arnong 
the independent variables, the so-called multicollinearity problem (6). Multicollinearity 
implies that part of the variation in the dependent variable may be attributed to more than 
one independent variable (6) and therefore one can not exactly determine the unique con­
tribution of eacb independent variable to the variance of P.S. (the goal of the multiple 
regression in this study). Multicollinearity is severe when independent variables are more 
related to each other than they are to the dependent variable (7). Statistically this means 
that the coefficient of determination of the regression when the itb independent variable is 
regressed against ail other independent variables (r2) is greater tban the coefficient of mul­
tiple deterrnination for the total mode! (r2,J. A log transfonnation of the variables (to 
induce linear relationships between independent and dependent variables, see higher) 
would not solve the problem of multicollinearity. For example the r2 of logS witb only one 
of the two otber independent variables (nb. dich .) is already 0. 8 (see Fig. 5 in [l]). The 
value of r2; for logS will be even greater because it will also include the unique variance 
of logS explained by H/L. As a result r2; will almost certainJy be greater than r2'°' (mode! 
with untransformed data: r2

10,= 0.72) indicating severe rnulticollinearity. The problem of 
multicollinearity can be so lved by combining inde];Jendent variables into principal com­
ponents or by using biased estimation methods sucb as ridge regression (6). In addition, 

there is another problem in the determination of the variance explained by the independent 

variables. To assess the fraction of variance explained by a s ingle factor, one compare r2,0, 

to r2 for the mode! with ail except the factor of interest: the difference (r2,) is the variance 
uniquely explained by that single factor (6). As a logical resuJt the coefficient of determ i­
oation of the total mode! should equal the sum of the r2,s. The r- quare for the total rnodel 
they repott is O. 72 while the sum of the r-squares associated with each independent vari­
ab le sums to 1.86 (th is is also theoretically impossible because > 1.00). This means that the 
given r-squares do not answer the pmpose of the analysi , namely to show «de quelle 
ma11ière in terviennent les troi s paramètres .. . dans la détermination de la variance de 
P.S.» (1). Tberefore the explaining capacity of the independent variables will be smaller 

tban reported. 
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The allometric relationships between the measured variables were determined with 
ordinary least squares linear regressions on log-transfom1ed data ( 1, 8). However, when 
both variables are subject to measurement error, as is the case, a critical assurnption of 
ordinary least squares regression has been violated and the estimates of slopes are biased 
(5, 9, for some examples of bias introduced in the context of allometry see 10). This is 
especially important if one attempts to compare scaling exponents with values expected 
under the null hypothesis of isometry. In such cases one should use type II regression (5 , 
9). In morphometric work logarithmically transformed variables are often employed, and 
their functional relationship should be estimated by the slope of the major axis of the 
bivariate sarnple (5). The differences between slopes estimated by both techniques 
decrease as the correlation coefficients increase (9). Therefore especially the slope of log 
H/L against log P.S. will be biased. 

Even after ignoring the bias in the calculated scaling exponents, there are some prob­
lems with their interpretation. Isometry is specified by the ratio of the dimensions of the 
variables (9). Allometry is the departure from isometry. SKOUFAS et al. (1) found a scaling 
exponent of0.7 between P.S. and S (after log transformation). Because thjs value is smal­
ler than three, they conclude that there is a positive allometric relationsrup between both 
variables. The calculated scaling exponent should however be tested against the appro­
priate null hypothesis of isometry. The expected slope of a plot of log area versus log dry 
weight is L'/L3=2/3 (11) and not three . Therefore it is highly probable that the claimed pos­
itive allometric relationship is in fact a purely isometric one. Also the allometry of P.S. 
against H/L and nb. dich. against Sis checked by comparing the scaling exponents at sight 
(and not statistically) witb values generated by a wrong null hypothesis (respectively with 
a scaling exponent under isomet:Iy of three and two ). 

1 would like to tbank Tilleny Backeljau, Luc De Bruyn and Stefan Van Dongen for 
useful discussions and an anonymous referee for comrnents on the manuscript. Wim 
Jacobs and Solange Goethals provided me with some key articles. The author is a 
Research Assistant of the Fund for Scientific Researcb - Flanders (Belgium FWO). 
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