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Introduction

La Génétique du développement est au carrefour de plusieurs disciplines telles que la
Génétique, la Génomique, I’Evolution, le Développement Embryonnaire, la Biologie
Moléculaire et la Biologie Cellulaire. Pendant des décennies, I’Embryologie et la Génétique
évoluaient en paralléele sans qu’un rapport soit établi entre les génes et les regles
développementales régissant la transformation de 1’ceuf fécondé en un embryon. La Biologie
du Développement est devenue ainsi une discipline extraordinairement inclusive (
Antravanis et al., 2001). La cytogénétique conventionnelle est 1’une de ses disciplines. C’est
dans ce contexte que notre travail se positionne. La cytogénétique étudie les phénomeénes
génétiques au niveau de la cellule (au niveau chromosomique) sans la nécessité d’extraire

1I’ADN. Elle permet d’étudier le nombre et la structure des chromosomes.

En effet, les chromosomes de la caille japonaise Coturnix japonica , sont en nombre de 78,
dont 5 paires de macrochromosomes et 33 paires de microchromosomes en plus d’une paire
gonosomique (ZZ pour le méle et ZW pour la femelle) . La caille japonaise est une espece
aviaire de ’ordre des Galliformes et la famille des Phasianidés. Elle est considérée comme un
bon modele expérimental en raison de son cycle reproducteur court (16,5 a 17 jours), sa
maturité sexuelle précoce en plus de son co(t pas cher et sa manipulation facile au
Laboratoire. Sur le plan économique, elle est aussi choisie pour sa production continue d’ceuf
(une moyenne de 300 ceufs par an) et pour la qualité de sa viande savoureuse (Mills et
al.,1997 ; Kayang et al.,2006 ;Ball et Balthrazart ,2012).

Lors de la description des chromosomes de cette espece, on a remarqué une non concordance
entre le caryotype en bandes GTG et I’idiogramme proposés par Stock et Bunch (1982). Le
but de notre travail est de proposer des caryotypes en coloration conventionnelle et en bandes

GTG afin d’essayer de lever ’ambiguité observée.

Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les généralités de 1’espece
aviaire, la biologie de la caille japonaise, le développement embryonnaire et la cytogénétique.
Nous évoquerons, en particulier, les études réalisées sur deux modeles biologiques aviaires, la

caille japonaise et la poule domestique Gallus gallus domesticus.

Le seconde chapitre consiste a expliquer notre démarche expérimentale pour le suivi du
développement embryonnaire a partir d’ceufs de caille japonaise issus du centre Cynégetique
du Zéralda (Alger) et d’une ferme d’élevage a El-Kseur. Dans un second temps, nous
expliquerons 1’établissement des caryotypes a partir des cultures cellulaires issues d’embryons
de caille (Ladjali-Mohammedi et al., 1999).
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Nous présenterons dans le dernier chapitre les résultats qu’on a obtenu, ensuite nous
discuterons les points les plus importants. Enfin, nous établirons une comparaison
interspécifique des morphologies chromosomiques entre la caille japonaise et le poulet
domestique Stock et Bunch, (1982); Ladjali, (1994). A la fin, les perspectives de notre

travail seront évoquées.
But du travail

Dans la présente étude , nous envisagerons de décrire de nouveau les
chromosomes de la caille japonaise Coturnix japonica en établissant ses caryotypes
en coloration conventionnelle et en bandes morphologiques GTG dans le but de
lever I'ambiguité sur l'idiogramme proposé par Stock et Bunch (1982) (Kartout
Y,2010).
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Chapitre N°1 Etude bibliographique

1-Généralités sur les oiseaux

1.1-Classification

Les oiseaux sont des vertébrés amniotes, a corps couvert de plumes, a membres
antérieurs transformés en ailes, généralement aptes au vol. lls sont classés dans
'embranchement des vertébrés grace a des criteres spécifiques qui sont : la téte , le
tronc et la région caudale (Boué et Chauton ,1974) .

1.2-Morphologie
Les oiseaux se subdivisent en trois groupes ( Piscand et al.,2000)

> Les ratites : oiseaux coureurs, a ailes réduites, de grande taille et des pieds a
trois doigts (exemple de l'autruche).

» Les empennes: espece marine a ailes transformées en nageoires
(exemple des manchots).

» Les carinates : on trouve les cailles japonaises, le poulet domestique et autre
type d’espéce .

Cercle orbnal

Vertex
Région parotigue Maring
Nuque e ‘l"-, Mandibule supéricure

Mandibule inférieure

hWenton

Croupion \
r I
Sus-caudales \ P T ) y, Uorge

‘L - Poitrine
Rectinees R

“\»'\T_-_' / _ g Barre alaire

Sous-caudales

Figure N° 1: Morphologie d’'un oiseau de la famille des carinates (
Dejonghe , 1983).
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2-BIOLOGIE DE LA CAILLE JAPONAISE Coturnix japonica

Il existe pres de deux cents espéces de cailles distribuées dans toutes les régions
du monde. La caille japonaise est une espéce de domestication récente qui est

élevée au Japon pour des raisons économiques (Kartout ,2010).
2.1-Classification phylogénique

La caille japonaise est un oiseau appartenant a I'ordre des Galliformes a la famille
des phasianidés (poulet , perdrix , ... ) et au genre des Coturnix (Sharma et al.,
2001 ;Zlotina et al.,2012 ; Kawahara et al.,2013) .

Le genre Coturnix comporte différents types d’espéces de caille, d’ou leur nom
commun Coturnix . Les différentes espéces ainsi que leur répartition géographique

sont illustrées dans le tableau N°1.

Tableau N°1: différentes espéce de caille du genre Coturnix et leurs

répartition géographique (Sharmaet al., 2001 ;Fuller et al.,2004 ).

Différentes Especes Distribution géographique

Caille des blés (Coturnix coturnix) De la grande —Bretagne a la chine
centrale, I'hivernage en Afrique.

Caille japonaise (Coturnix japonica ) Est de la chine

Caille nattée (Coturnix coromandelica) Sud du continent indien

Caille arlequin (Coturnix delogorguei) Sud de I'Afrique

Caille des chaumes (Coturnix pectoralis) Sud de I'Australie

Caille tasmane (Coturnix ypsilophora) Indonésie, la Nouvelle-Guinée et en
Australie

Caille peinte de chine (Coturnix chinensis) De l'inde au Sud-est de I'Australie

Caille Blue (Coturnix adansonii) Sud de I'Afrique

2.2-Répartition géographique

L’ancétre de la caille japonaise est un oiseau migrateur hivernant au sud de la
Chine, sur les cbtes du Japon , la Corée et I'lndochine (Guillaume , 2010).Elle a été
introduite a Hawaii en 1921 (Mills et al.,1997) .
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2.3-Domestication de I’espéce

La caille japonaise a d’abord été domestiquée eu tant qu’oiseau chanteur, avant que
les japonais s’apercgoivent qu'on pouvait I'élever dans un volume faible (Woodard et
al.,1973).

L’élevage de caille encore appelé coturniculture, a commencé dans les années
1300 au Japon, chine et Corée. L’élevage a été introduit en Europe dans les années
1950 (Sanchez-Donoso et al.,2012). La caille japonaise a été importée en occident
pour le peuplement des chasses, la reproduction des ceufs (Guillaume , 2010) mais
aussi, elle est considérée comme un animal de Laboratoire, servant pour la
recherche en génétique (sa reproduction est plus rapide que celle de la souris)
(Guillaume , 2010 ; Karabag et balcioglu ,2010).

2.4-Description Morphologique
2.4.1- Labiométrie

Les caractéristiques biométrigues de la caille japonaise sont mentionnée dans le
Tableau N°2.

Tableau N° 2 : Caractéristiques de la caille japonaise

Poids 100 a 160 g (lignées légéres)
253 a 280 g (lignées lourdes)

Longueur du corps 120 a 180 mm

2.4.2-La morphologie

La caille japonaise est un oiseau de taille moyenne ou forte, ses ailes sont courtes,
ses pattes sont robustes avec quatre orteils griffus (oiseau coureur ou percheur),
son bec est robuste et mou a la base avec généralement I'extrémité supérieure
recourbée. Ses narines ne sont pas séparées par une cloison. On distingue un

dimorphisme sexuel trés marqué ( Grassé ,1997).
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2.4.3-Dimorphisme sexuel

La femelle a la poitrine plus claire et tachetée de noir. Elle est aussi un peu plus

grosse que le male. Celui-ci est reconnaissable par sa gorge plus foncée, brune

(couleur caramel) (FigureN°2) .

Figure N°2 : Couple adultes de cailles japonaises issu du batiment d’élevage

Size Akfadou a la wilaya de Bejaia. (A) une femelle. (B) un méale.

Une variation de la couleur du plumage chez les cailles japonaises peut étre observeé.
Ceci est généralement causé par une mutation a I'intérieur de la région transcrite du
géne codant pour la couleur ou au niveau de sa région régulatrice (promoteur). C’est
'exemple de la mutation des genes MC1R (melanocortin-1 receptor) et ASIP (Agouti

signalling protein) pouvant causer un plumage noir (Figure N°3) (Zhang et al.,2013).

Le gene MCI1R code pour une protéine MC1R (a 7 domaines transmembranaire)
couplée a la protéine G, les mutations observées sont des substitutions

(Mundy ,2005). L'accumulation de nombreuses mutations au niveau du géne MLPH

Le bec

La poitrine
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(Melanophilin) est 'une des causes de cette différence de plumage (Bed’hom et
al.,2012).

FigureN°3: les différentes couleurs de plumage de la caille japonaise (a
I’éclosion) (Zhang et al.,2013).

2.5-habitat

La caille japonaise est une petite volaille de chair et de domestication récente
(Ainsworth et al., 2010) . C’est un oiseau terrestre qui habite les domaines herbeux
(Mills et al.,1997).

2.6-Régime Alimentaire

La caille a besoin d’'une alimentation trés riche en protéines. En effet, il lui faut 25 a
30% pour une alimentation de croissance, et 15 a 20% pour une composition
d’engraissement. On peut lui donner également du mais concasseé, du blé, le
tourteau de soja (beaucoup de protéine, lysine, une faible concentration en calcium
et le phosphore plus une concentration €levée en potassium) et du riz cuit Tableau
N°3 (Berrama et al.,2011) .
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Tableau N° 3 : Composition centésimale de I’alimentation selon nous éleveurs

Aliment% Croissance Finition
Mais 55 62
Tourteau de soja 36 23
Soja 5 12
Calcaire 1,8 1,2
Phosphate bicalcique 1,2 0,8
Complément minéral et |1 1
vitamine

2.7-Cycle biologique

Le succes de la reproduction est le but ultime et la clé de la survie de toutes les
especes. La reproduction sexuée offre la possibilité d’avoir une grande variabilité
génétique au sein des populations. Elle nécessite que les deux individus de sexe
différent interagissent pour produire une descendance .Pour ce faire, les organes

reproducteurs doivent étre fonctionnels (Ottinger et al.,2002).
2.7.1-Contréle hormonal

La reproduction aviaire est assurée par le fonctionnement de I'axe hypothalamus —
hypophysaire qui existe aussi chez les mammiféres ainsi que d’autres phylums
(Ottinger et al.,2002).L’hypothalamus est régulé par un neurotransmetteur
(neuropeptide) qui se termine par la synthése de la GnRH-I (gonadotropin releasing
Hormone-l), la GnRH-I stimule les glandes pituitaires pour la synthése de la LH
(luteinizing Hormone) et la FSH (follicle stimulating Hormone) qui a son tour stimule

'ovulation chez les femelles (dubest et Pugeat ,2005).
2.7.2-Déroulements de la reproduction chez la caille japonaise

La reproduction chez les cailles est spécifigue et qui montre quelques
caractéristiques. Le male met ses plumes sur le dos de la femelle et ensuite essaye
de monter sur elle, et quand il arrive a mettre ces deux jambes sur le dos de la
femelle tout en saisissant son cou, le male plie sa queue sous la queue de la femelle,

et la copulation peut se produire (Halldin ,2005).
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2.7.3-Saison de reproduction

Les Callles japonaises se reproduisent de facon saisonniére avec une saison de
reproduction relativement longue dans le Nord que dans les zones tempérées .Elle

peut durer de Mars a Octobre (Balthazart et al.,2010).

La reproduction est contrblée par la photopériode. Les oiseaux adultes restent
sexuellement actifs tout au long de l'année tant qu’ils sont exposés a une
photopériode simulant les longues journées du printemps et d’été (avec au moins
12h/jour). Dans ce cas, les testicules des males restent grands et pleinement actifs
avec une production de spermatozoides et synthése de concentration élevée de
testostérone qui active le comportement de copulation de sexe masculin. Les
femelles conservent également une pleine activité gonadique hypothalamus-
hypophysaire et pondent un ceuf chaque jour tout au long de l'année (Ball et
balthazart ,2010).

2.8-ponte

La ponte de la caille japonaise débute entre six et sept semaine d’age puis s’étant
couramment sur huit a douze mois , Au moment du pic , l'intensité de la ponte de la
caille japonaise peut dépasser les 100%(on peut avoir plus de 365 ceufs /an ).La
ponte de deux ceufs quotidiens par une femelle n’étant pas rare .En un an , la ponte
minimale est de 250 ceufs / femelle jusqu’a 350 ceufs (Sauveur ,1988) lincubation

dure environ 16,5 a 17 jours (Ottinger et al.,2002).
2.9-Oufs de caille

La composition de I'ceuf a été largement étudié par plusieurs laboratoires. L’'ceuf est
tres riche en Vitamine, en protéine et en lipides (Michal et al.,2013) .L’ceuf de caille
est de petite taille, mesure environ 30 mm et pése 10g (Finsworth et al., 2010). Il
est composé de 65% d’eau, 12% de protéine, 10% de graisse, 10% de calcite et 3%
d’autres composites (Moigne et Fourcier ,2004). L’enrichissement de I'alimentation
des cailles en graines de line et de caroténoides, nous donne des ceufs qui sont
riches en oméga-3 et une augmentation de la concentration de la vitamine A dans le
jaune d’ceuf (Nau et al.,2010).
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COQUILLE
CHAMERE
A AIR
MEMBRANES
/{ DE COQUILLE
JAUNE
U\DISQUE
GERMINATIF
BLANC
MEMBRANE
DU JAUNE (ALBUMEN)
(MEMBRANE CHALAZES
VITELLINE)

Figure N°4: structure interne de I'ceuf d’oiseau quelque heure aprés
L’incubation (Nau et al.,2010).

3-Le développement embryonnaire de I’espéce aviaire

L’embryon aviaire constitue un modeéle particulierement favorable pour I'étude de la
dynamique cellulaire au cours du développement .l est en effet possible non
seulement d’opérer 'embryon dans 'ceuf aux stades ou les organes se constituent ,
ou les tissus s’individualisent et ou les cellules se différencient , mais d’observer

I'évolution des embryons sous le microscope ( Douarin ,2007 ; Martal , 2002).

Le développement embryonnaire chez la caille japonaise se déroule pendant 16,5 a
17 jours d’incubation (Patil Bhagat et al , 2012). Pour le poulet domestique (Gallus
gallus domesticus) , espece apparenté a la caille japonaise ,son développement est
de 21 jours d’incubation . En effet , le poulet domestique, est de l'ordre des
Galliformes, la famille des phasianidés. La taille de leurs Embryons est a peu pres
identique chez les deux espéces a des stades précoces du développement (
Douarin ,2007).
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3.1-Stades du développement embryonnaires

La période du développement de la caille japonaise et du poulet domestique est

subdivisée en 46 stades comme nous le montre le tableau N°4

Tableau N°4: Comparaison entre les étapes du développement de la caille

japonaise et du poulet domestique (Ainsworth et al ,2010)

Les stades de Caille japonaise (HH .1951) Poulet domestique (HH. 1951)
Développement Période Nombre de | Période Nombre  de
selon d’incubation | somites d’incubation | somites
HH(Hamburger et

Hamilton)

4 18-19h 18-19h

5 19-22h 19-22h

6 23-25h 23-25h

7 23-26h 1 23-26h 1

8 26-29h 4 26-29h 4

9 29-33h 7 26-33h 7

10 33-38h 10 33-38h 10
11 40-45h 13 40-45h 13
12 45-49h 16 45-49h 16
13 48-52h 19 48-52h 19
14 50-53h 22 50-53h 22
15 50-55h 24-27 50-55h 24-28
16 51-56h 28 51-56h 26-36
17 52-64H 29-32 52-64h 37-43
18 72h 36-40 72h 44
19 3jours 3-3,5jours

20 3,5jours 3-3,5jours

21 3,5jours 3,5jours

22 4jours 3,5-4jours

23 4jours 4jours

24 4jours 4jours

25 4,5jours 4,5jours

26 4,5-5jours 4,5-5jours

27 5jours 5jours

28 5,5jours 5,5jours

29 5,5-6jours 6jours

30 6-6,5jours 6-5jours

31 6,5jours 7jours

32 7jours 7,5jours

33 7jours 7,5-8jours

34 7,5jour 8jours

35 8-8,5jours 8-9jours

36 8-9jours 10jours

37 9,5jours 11jours

11
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38 9,5-10jours 12jours

39 10,5- 13jours
11jours

40 1ljours 14jours

41 11,5jours 15jours

42 12-13jours 16jours

43 14jours 17jours

44 15-16jours 18jours

45 16- 19-20jours
16,5jours

46 16,5jours 20-21 jours

En effet, selon les données du tableau N°4 , on remarque qu’au moment de
l'incubation des ceufs jusqu’a 72 h d’'incubation, les stades de développement de la
caille et du poulet sont presque les mémes . A partir de 72h d’incubation, on
remarque une accélération dans le développement de la caille par rapport a celui du
poulet. A partir du stade 19 y a la disparition des somites et cela est di a leur
transformation (spécialisation) en différent membre pour former le corps (Ainsworth
et al.,2010) .Les caractéristiques des différentes stades sont mentionnées sur le
Tableau N°5

Tableau N°5: Quelques caractéristiques principales du développement de la

caille japonaise (Ainsworth et al., 2010)

Les stades | Temps de | Caractéristiques du stade

de la caille | l'incubation

japonaise

4 18-19h Allongement de la ligne primitive

5 19-22h Les Notochordes sont visibles

6 23-25h la téte apparait

7 23-26h 1 somite

8 26-29h 4 somites

9 29-33h 7 somites

10 33-38h 10 somites

11 40-45h 13 somites évidents, cceur inclinée vers la droite

12 45-49h 16 somites et apparition du nerf optique

13 48-52h 19 somites

14 50-53h 22 somites, le premier et le deuxieme arc branchial sont
visible

15 50-55h 24-27 somites et le troisieme arc branchial est définie

16 51-56h 28 somites, épaississement d’'une créte définit la 1°°
apparition du bourgeon de l'aile

17 52-64H 29-32 somites, le bourgeon de patte est visible

12
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18 72h 1°" allantoide apparait
19 3jours Les yeux restent non pigmentés
20-21 3,5jours L’allantoide devient vésiculaire
22 4jours Pigmentation des yeux
23-24 4jours Les bourgeons des membres égaux en largeur et en
longueur
25 4,5jours Distinction du coude et du genou
26 4,5-5jours | Délimitation des orteils
27-28 5-5,5jours | Le bec peut étre identifié
29 5,5-6jours | Le plie du coude de l'aile est visible
30-34 6-7,5jours | Papille scléral visible
35 8-8,5jours | La paupiere commence a envahir la surface du globe
oculaire
36-37 8-9,5jours | Pigmentation en noire et visible sur le dos
38 9,5-10jours | Pigmentation en noire est visible sur le crane
39 10,5- Augmentation notable de la longueur de toutes les
11jours plumes pigmentées
40-41 11- Germes des plumes pigmentées sont présents dans la
11,5jours région péri-oculaire
42 12-13jours | Pigmentation sur les orteils, longueur du bec =2,3mm et
longueur du 3°™° orteil =8,6mm
43 14jours Longueur du bec=2,6mm et longueur du 3°™ orteil =
9,4mm.
44 15-16jours | Longueur du bec=3,0mm et longueur du 3°™ orteil =
10,8mm.
45 16- Longueur du bec= 3,5mm et longueur de 3°™ orteil =
16,5jours 11,9mm.
46 16,5jours Eclosion des ceufs

13
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4-Cytogénétique des oiseaux
4.1-Historique de la Cytogénétique

Cest a la fin du siecle dernier (1885) que Weisman, Strasburguer, Kollicker et
Hertwig ont indépendamment conclu que la chromatine était la base physique de la
transmission des caracteres. Toute une série de travaux ont été accomplis, par la

suite, et ont confirmé cette théorie (wanson ,1958).

La culture cellulaire a été utilisée, pour la premiére fois, comme source de cellule en
division. La découverte du choc hypotonique, qui entraine le gonflement des cellules
par effet osmotique en facilitant I'’éclatement des cellules, permet d’obtenir des
préparations métaphasiques (Hsu ,1952). Le caryotype de I'homme et d’'un nombre

considérable d’espéces a ainsi pu étre établi.

La cytogénétique a connu dés les années 70, un développement considérable avec
la mise au point des techniques de coloration et de marquages chromosomiques
(Caspersson et al.,1970). L’appariement des chromosomes homologues et leur
classification selon les criteres morphologiques sont devenus possibles pour chaque
espece. Apres divers traitements (dénaturation ou substitution d’'un composant de
'ADN par un analogue chimique) des bandes apparaissent sur les chromosomes
permettent de les identifier et de détecter d’éventuelles anomalies structurales
(Ladjali ,1994) Actuellement, le développement des techniques de biologie
moléculaire permet d’identifier, d’isoler et de séquencer des fragments d’ADN. |l est
alors non seulement possible d’identifier des genes, mais aussi, de les associer a
des régions Chromosomiques précises. Ainsi, la localisation de genes important par
leur fonction biologique, a permis de construire les cartes physiques
Chromosomiques de 'lhomme et des animaux domestiques (Hayes ,1993 ; De Sario
albertina et al., 1995 ; Ladjali Mohammedi et al., 2001).

4.2-Caractéristiques du caryotype aviaire

Les oiseaux sont des vertébrés qui possédent un nombre de chromosomes diploides
tres élevé , leur caryotype comporte approximativement 80 chromosomes (2n =80).
Les chromosomes aviaires se subdivisent en 2 classes : les macrochromosomes (on
trouve 6 a 10 paires avec une paire de chromosome sexuel) et les

microchromosomes (30 a 34 paires) (Fillon , 1998). Les premieres études ont révélé
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gue, le génome de l'espéce aviaire est nettement plus petit que ceux des
mammiféres , environ 48% pour la souris . Le génome aviaire se différencie de celui
des mammiféres dans l'organisation de leurs chromosomes sexuels. les femelles
sont hétérogamétiques ZW tandis que les males sont homogameétiques ZZ,

contrairement aux mammiféres (Ellegren , 2005).

Les microchromosomes sont typiques des génomes d’oiseaux, et leur importance
génétigue est loin d'étre négligeable. En effet, ils représentent environ un quart a un
tiers du génome total alors qu’ils contiennent plus de 50% des génes (Santa
Barbara, 2011).

4.3-Nomenclature et structure des chromosomes
4.3.1-Nomenclature

On appelle caryotype, 'ensemble des chromosomes que contient le génome d’un
individu. Le nombre et la structure des chromosomes sont la caractéristique d’'une
espéce donnée. Les chromosomes d’'un génome sont caractérisés par leurs tailles, la
position de leurs centromeres et leur profil de bande. Chaque chromosome comporte
un centromere qui contient le Kinétochore correspondant au centre d’organisation
des microtubules responsables de la fixation des chromosomes au fuseau mitotique
lors de la mitose. En métaphase, les deux chromatides sceurs sont unies au niveau

du centromére (Vaubourdolle , 2007).
4.3.2-Organisation des chromosomes

Le matériel génétique chromosomique des cellules de la plupart des eucaryotes est
constitué de molécule d’ADN (Acide désoxyribonucléique) linéaire, chacune
contenant plusieurs millions de nucléotides dont I'enchainement précis détermine
linformation génétique de chaque organisme. Dans le noyau cellulaire, 'ADN est
généralement associé a d’autres protéine dites « histones » (interviennent dans le
repliement des molécules d’ADN)(Bibé ,2000).
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4.3.3-Morphologie des chromosomes

Selon la position du centromere, on distingue 4 types de chromosome (FigureN°6

(A)) (Brodeur et Toussaint ,2007).

» Chromosome Métacentrique : le centromére est au centre, il devise le
chromosome en 2 chromatides de taille égale (Figure 6 a 1).

» Chromosome Submétacentrique : le centromére est un peu loin du centre,
on distingue un bras court et un bras long (Figure 6 a 2 et 6 b).

» Chromosome Télocentrique : le centromére est situé prés d’'une extrémité
de chromatides (Figure 6 a 3).

» Chromosome Acrocentrique : le centromere est situé au niveau de

I'extrémité de la chromatide (Figure 6 a 4).

. . . A +—— télomere
o
P bras court p 4
' 4— centomere
—) [
centromere i—;
bras long q {
VY e—télomere
L chromatides
b
a
1 2 3 4
Figure N°5 : Morphologie des chromosomes en métaphase (

Vaubourdolle ,2007 ;Brodeur et Toussaint ,2007).(a) chromatides,(b)

chromosome .
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4.4-Marquage chromosomique en bandes

Le marquage en bandes permet d’obtenir des bandes claires et sombres le long des
chromosomes, le profil de ces bandes est caractéristique d’'un chromosome donné
(Vaubourdolle ,2007). La premiere introduction de techniques de bandes sur les
chromosomes humains est d a Caspersson et al, utilisant un marquage fluorescent
(moutarde de quinacrine devant s’intercaler dans la double hélice de 'ADN), qui
donne aux chromatides une forme d’alternance de bandes plus ou moins
fluorescentes. A partir de 1970, d’autres techniques de bandes sont apparues
utilisant souvent le colorant Giemsa et qui sont illustrées dans les (TableauN°6 et 7)

avec leur code (berger ,2007).

Tableau N°6 : Code des techniques de marquages chromosomiques ( Popescu
et al.,1998).

Code Type de marquage chromosomique

QFQ Bandes Q, fluorescentes, colorées a la quinacrine.

QFH Bandes Q, fluorescentes, colorées au Hoechst 33258.

GTG Bandes G, par action de la trypsine, colorée au Giemsa.

GAG Bandes G, par action d’'une solution saline acétique, colorées au Giemsa.
GBG Bandes G, par incorporation de BrdU, colorées au Giemsa.

CBG Bandes C, par action de I'’hydroxyde de baryum, colorées au Giemsa.
RFA Bandes R, fluorescentes, colorées par I'acridine orange.

RHG Bandes R, par dénaturation thermique, colorées au Giemsa.

RBG Bandes R, incorporation de BrdU, colorées au Giemsa.

RBA Bandes R, incorporation de BrdU, colorées par I'acridine orange.
RBP Bandes R, incorporation de BrdU, colorées a I'iodure de propidium.

La premiére lettre définit le type de bande, la deuxieme la nature de la technique et

la troisieme le colorant utilisé.
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Tableau N°7: Propriétés des bandes chromosomiques selon Bickmore et

Sumner (1989) ( Popescu et al.,1998).

Bandes G (sombres) avec la technique
(GTG)

Bandes R (sombres) avec la technique
(RBG)

Riches en AT

Riches en GC

Pauvres en génes

Riches en génes

Pauvres en séquences Alu

Riches en séquences Alu

Riches en séquences Line

Pauvres en séquences Line

Réplication tardive

Réplication précoce

Peu de points de cassure

Contient la plupart des points de cassure

4.5-Coloration classique au Giemsa

Cette coloration est la plus utilisée pour colorer et observer au microscope en

lumiére normale ou en contraste de phase des bandes chromosomiques induites par

les différentes méthodes de marquage (Popescu et al.,1998).

4.6-Caryotypes de poule domestique et de la caille japonaise

4.6.1-La poule domestique (Gallus gallus domesticus)

La poule est le modéle aviaire sur lequel sont effectuées les études génétiques et
cytogénétiques. C’est aussi une espece apparentée a la caille japonaise. Le
caryotype en bande GTG et RBG standard du poulet réalisé par le comité
international de standardisation du caryotype aviaire, confirme que le poulet a un
caryotype diploide qui est sous une forme de 2n=78 Dont 8 paires de
macrochromosomes et une paire de chromosome sexuels, et 30 paires de
microchromosomes . La plupart des microchromosomes sont acrocentriques (Figure

7 et 8)(Ladjali,1994).
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Figure N°6: Caryotype en coloration conventionnelle de la poule domestique
(Ladjali, 1994).
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Figure N°7 : Caryotype en bandes GTG de poulet domestique (A), (B)
'idiogramme standard (Ladjali-Mohammedi et al.,1999).
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4.6.2-Caille japonaise

Le caryotype en coloration conventionnelle de la caille japonaise révele un nombre
de chromosome diploide (2n=78), dont 6 paires de macrochromosomes et 33 paires
de microchromosomes (Ohno et al.,1964; Talluri et al., 1965 ;Schmid et
al.,1989)(Figure9). Le caryotype en bandes GTG révéle que les chromosomes 1 et 2
sont submétacentrique, le 3 ,4, 6,7 et le 8 sont acrocentrique , le 5 est télocentrique
(Stock et Bunch , 1982 ;Sazaki,1981)(Figure N°10). Le chromosome Z est
métacentrique, alors que le chromosome W est acrocentrique, I'idiogramme de la
caille japonaise proposé révele que, le chromosome 1 et télocentrique et non pas
submétacentrique , le chromosome 4 est télocentrique et non pas acrocentrique alors
que le chromosome 5 est acrocentrique au lieu d’'un chromosome télocentrique
(Figure 10) (Stock et Bunch , 1982 ). Concernant les microchromosomes de la
caille japonaise , ils ont longtemps été décrits comme des acrochrocentriques
(Fillon.V,1997),alors que plus récemment , Zlotina et al (2012) on démonté que les
chromosomes N° 11,12,13,14,et 15 sont submétacentriques, alors que chez le poulet
ils sont acrocentriques. La taille du génomes de la caille japonaise est estimé a 1.41

mega base . (Boniface B Kayanget al , 2006).
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Figure N°8 : Caryotypes en coloration conventionnelle de la caille japonaise
femelle (Schmid et al., 1989) .
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Figure N°9: Caryotype en bande GTG de la caille japonaise femelle (A),(B)
I'idiogramme correspond (Stock et Bunch , 1982).
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1- Lieu d’expérimentation

Notre travail été effectué au sein des laboratoires différents, deux appartenant a la
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université Abderrahmane Mira a
Bejaia a savoir (Laboratoires de Génétique et d’Ecologie), et le 3°™ a la Faculté des
Sciences Biologiques (Laboratoire de Génétique du Développement) de I'Université
Houari Boumediene (USTHB) a Alger.

A I'Université de Béjaia, on a réalisé l'incubation des ceufs de caille japonaise, le
suivi du développement embryonnaire, la coloration et I'observation des lames ainsi

gue le découpage des chromosomes.

Au niveau de Laboratoire de Génétique du Développement de I'USTHB, les
techniques de la culture cellulaire et I'étalement chromosomique ont été réalisées par

M™ Benmessaoud .
2-Matériel biologique
2.1-Les ceufs

Ce travail est effectué sur 2 lots d’ceufs de caille japonaise de différente origine. On a
eu a notre disposition un total de 27ceufs. Le premier lot est composé de 9 individus
provenant du centre Cynégétique de Zéralda ou la fécondation s’est déroulée
naturellement .Le deuxieme lot (de 18 individus) nous a été procuré par un éleveur
(élevage a titre personnel) a el-kseur de la Wilaya de Bejaia (fécondation aussi

naturelle).

NB :Dans notre travail, I'objectif de I'incubation est d’avoir des embryons de caille
japonaise Agés entre 8 et 12 jours, dans le but de réaliser une culture cellulaire a

partir de leurs organes , afin d’établir le caryotype de cette espéce .

3-Méthodologie

3.1-culture cellulaire

3.1.1-incubation des ceufs

3.1.1.1-Condition de stockage

Les ceufs ont été stockés a température ambiante , dans une piéce a l'abri de la
lumiere. ils ont été positionnés horizontalement sur un support en papier, le gros bout

a gauche , et puis sélectionnés. En effet, on a éliminé les ceufs trop gros, trop petits
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et déformés . On a inscrit la date et I'heure d'incubation au crayon sur la coquille de
chaque ceuf pour déterminer le stade au moment de la manipulation.
3.1.1.2-Technique de pesée

On a pesé les ceufs avant l'incubation, puis chaque jour , pour suivre I'évolution de

leurs poids et cela durant toute la période d’incubation.

3.1.1.3-L'incubation

On a lancé l'incubation des ceufs a différents moments dans le but d’augmenter nos
chances d’avoir le maximum de stades de développement.

Les ceufs ont été incubés dans une étuve non ventilée au niveau du Laboratoire de
Geénétique(Bejaia) . On a réglé la température de I'étuve a 38 °C , et a l'intérieur , on

a mis un bac d'eau pour humidifier le milieu (parametre d'hygrométrie).

3.1.1.4-Mirage

Apres quelques jours d’incubation ( 5 a 6 jours ) on a effectué le mirage des ceufs .
Le mirage consiste a contrbler les ceufs incubés. On retire les ceufs de l'incubateur et
on les met sur le mire-ceuf dans une piece sombre puis on éclaire par la lampe de

'appareil dont I'objectif est de vérifie le développement a eu lieu .

3.1.1.5-Retournement des ceufs

De 0 a 3 jour d’incubation, le retournement des ceufs n’est pas obligatoire .Alors que
a partir du 3°™ jours, il est obligatoire. On a effectué deux rotations par jour , ¥ tour
le matin et ¥2 tour le soir , jusqu’au 14°me jour d’incubation, on a mis sur chaque ceuf

une croix au crayon comme un repere .

3.2-Suivi du développement embryonnaire et techniques d’observation

Du moment que les conditions d’incubation ne sont pas réunies (ventilation), on était
obligé de suivre les différents stades afin d’obtenir un embryon agé de 8al2 jours.
Pour cela, on a utilisé deux techniques d’observation

3.2.1-Technique In vivo

Principe

Cette technigue nous a permis d'observer des embryons de caille a différents stades

d'incubation & travers une petite fenétre a la surface de la coquille de I'ceuf.
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Protocole

Ouverture d'une fenétre

On a retiré les ceufs de l'incubateur dans la méme position (ne pas leur faire subir de
rotation pour ne pas déplacer I'embryon qui se trouve a la surface du jaune). Le
jaune se trouve directement sous la coquille, il est donc préférable de le faire
descendre en effectuant un petit trou sur le petit bout, puis on préléve 1a 2 cm?®
d'albumine a l'aide d'une micropipette de 1000 pl (embout stérile). Le trou est ensuite
rebouché a l'aide de paraffine fondue déposée avec un pinceau. Apres, a l'aide d’une
pince robuste, on a découpé une fenétre sur la coquille, afin d'observer I'embryon
sous la loupe binoculaire ( ou encore a I'ceil nu). Des photos ont été prises pour
estimer le stade observé.

Fermeture de I'ceuf pour une observation ultérieure

Si on veut remettre I'ceuf en incubation pour suivre I'évolution de I'embryon ; il est
nécessaire de refermer l'ouverture pratiquée dans la coquille. Deux techniques sont
possibles :

- Sil'observation doit étre réalisée quelques heures seulement apres I'ouverture
de I'ceuf, il suffit de refermer la fenétre a l'aide de ruban adhésif transparent de
2cm de largeur ;

- Si l'ceuf ouvert doit étre conservé longtemps, il est nécessaire de refermer
soigneusement I'ouverture avec un anneau de paraffine autour de la fenétre et

en collant a chaud a l'aide d'une spatule.

3.2.2-Technique in vitro

Principe

Lorsque on obtient un embryon assez développé ou jugé mort (immobile) on casse

I'ceuf dans une boite de pétri afin d'observer a I'ceil nu les organes, les membres ou

encore les annexes embryonnaires.

Protocole

La manipulation se fait soit a sec sur un support, soit en milieu liquide.

Dans ce cas, on a cassé I'ceuf dans un récipient contenant du liquide physiologique

(1littre d'eau distillée + 9 g Na-ClI). Puis, on a prélevé l'albumine aprés la mise de

I'ceuf dans le liquide a l'aide d'une pipette large a bout rodé. Ensuite, on a détaché

'embryon du jaune a l'aide de pince courbée, puis on a prélevé I'embryon a l'aide

d'un verre a montre et on a placé 'embryon dans une boite de pétri contenant du
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liquide physiologique propre. Apres, on a observé les embryons soit a la loupe
binoculaire (sur fond noir), soit au microscope photonique a faible grossissement.
3.3-prélevement d’organes et dilacération des cellules

A 12 jours d’incubation, on a retiré I'ceuf de l'incubateur et on a sacrifié 'embryon.
Protocol

On a cassé I'ceuf dans une boite de pétrie , on a débarrassé I'embryon du vitellus et
on a mis I'embryon dans un liquide physiologique pour nous permettre de bien
manipuler. On a retourné 'embryon sur son dos et on I'a décapité avec un ciseau de
dissection. On a ouvert 'embryon et on a récupéré les organes internes(tel que le
poumon, le cceur , le rein, le foie, le muscle,...).On a mis les organes dans une boite
de pétrie et on les a dilacéré ( dans le but de séparer les cellules entre elles ).

NB : Lors de la dilacération, on est obligé de travailler rapidement pour garder nos

cellules a I'état vivant.

3.4-Mise en culture

» Dilacération d’'organes

> Agitation de la masse cellulaire ( on a mis la masse cellulaire dans une fiole
sur agitateur pendant 10 a15 mn a une vitesse modérée )

» Transfert de la suspension cellulaire dans un tube de 15 ml

» Apreés centrifugation ( 10 mn, 1200RPM) du tube (15ml),le culot a été récupéré
puis transféré dans des boites de culture (25cm? ) en rajoutant 2ml du
(RPMI /SVF).Ces dernieres ont été mises dans une étuve reglée a
41°C.Aprés 24h d’incubation, 2 lavages sont effectués pour éliminer les débris
cellulaires. L’'observation au microscope photonique inversé nous a montré la
présence de cellules fusiformes dites Fibroblastes.

» Trypsination : Lorsque les cellules sont confluentes et forment un tapis
cellulaire, une trypsination est effectuée pour détacher les cellules du fond de
la boite et les dissocier. Au moment ou les cellules sont décollées, elles sont
centrifugées puis remises en suspension dans du milieu de culture et
réparties dans deux boites de 75 cm? Chaque trypsination (repiquage)

correspond a un passage.

3.5-Récolte

> Une trypsination est appliquée sur les boites de 75 cm?.
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» Ringage avec de la PBS'.

> L’ajout de 2 ml de trypsine a 0,05% pour une durée de 5 mn a une
température de 41°C.

> Inhibition de I'action de la trypsine par I'ajout de 3ml de MC (10%) de sérum

de veau foetal (SVF).

Transfert de la suspension dans un tube de 15 ml.

Centrifugation de la suspension a une vitesse de 1200rpm pendant 10 mn.

Ajout de 30 ml de colchicine.

YV V VYV V

Traitement hypotonique : apres la récolte de cellules, on les transfere dans un
tube qui contient 7 ml du mélange hypotonique composé de 1 volume de SVF
et 5 volumes d’eau distillée (chauffé a 37 °C). Incubation de la suspension
cellulaire dans un bain-marie a 37°C pendant 13 mn. Eclatement des cellules

et libération du contenu cellulaire ( chromosomes métaphasiques).

3.6-Fixation

» Une fixation est réalisée par 1ml de fixateur (3volumes d’éthanol et 1
volume d’Acide Acétique) a 37 °C pendant 5 mn (préservé la structure
interne de la cellule).

» Centrifugation de la suspension pendant 10mn a une vitesse de 1200 rpm.

» Le culot est remis dans 6ml de fixateur a 4°C pendant 15 mn. Une nuit
apres, une autre recentrifugation est réalisée pendant 10mn.

» Le culot est remis dans 3-4 ml de fixateur frais , 24 h aprés, on étale notre

échantillon sur des lames.

3.7-Etalements chromosomiques
La suspension cellulaire est déposée sur des lames préalablement lavées . On laisse

tomber 2 a 3 gouttes d’'une hauteur de 10 cm sur chaque lame.

3.8-Techniques de marquages chromosomiques

Le marquage chromosomique consiste en la mise en évidence d'une succession de
bandes présentant des propriétés fonctionnelles et structurales particuliéres,
caractérisant chaque paire chromosomique. Ceci, grace a des réactions
biochimiques faisant intervenir les composants des chromosomes (ADN et

protéines), la réplication de I'ADN et la condensation des chromatides.
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3.8.1-Coloration au Giemsa

C'était la coloration la plus utilisée avant la mise au point des techniques de
bandes(dites conventionnelle). Cette coloration permet d'avoir une idée précise de la
morphologie générale des chromosomes sans induire de marquage. Elle est aussi
utilisée pour révéler le marquage chromosomique produit par certains traitements
(digestion a la trypsine, dénaturation thermique,...).

Principe

Le Giemsa est un mélange complexe de six groupes de colorants, principalement
des thiazines, chargés positivement. Ces derniers, interagissent avec les
groupements phosphates de I'ADN, induisant une diminution de la longueur d'onde
d'absorbance du colorant qui passe du bleu pale au bleu foncé (P.Popescu , 1998).
Protocole

Les lames sont rincées a I'eau courante puis incubées dans la solution de coloration
de Giemsa a 6% (Sigma) pendant 10 a 20 min a température ambiante. Elles sont
ensuite rincées abondamment a I'eau courante puis a l'eau distillée. Les lames sont
séchées a lair libre et observées au microscope photonique en lumiere blanche. Un
appareil photos (Olympus) est utilisé pour photographier les métaphases colorées (G

x40 et x100). Les photos sont traitées par le logiciel Adobe Photoshop CS5.

3.8.2-Technique de marquage mettant en évidence des bandes structurales
(GTG)

(Bandes G- Trypsine- Giemsa)

Cette technique révéle des bandes dites structurales ou morphologiques faisant
intervenir uniquement la structure intrinséque des chromosomes. Aucun traitement
préalable n'est effectué durant la culture.

Principe

Le principe de la mise en évidence de ces bandes est basé sur une digestion
enzymatique avec protéolyse.

Protocole

Les lames vieillies de 3 a 10 jours sont plongées pendant 10 a 12 secondes dans
une solution de trypsine (0.25%) préparée extemporanément a température
ambiante. Elles sont ensuite lavées dans deux bains successifs de PBS ™ pour

inactiver l'action de la trypsine puis colorées avec une solution de Giemsa (6%)
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pendant 10 a 20 mn. Les lames sont rincées abondamment a I'eau courante puis a
I'eau distillée puis sont laissées sécher a l'air libre.
Les métaphases sont observées au microscope photonigue en lumiere normale (G

x40, x 100) puis prises en photos .

3.9-Observations des lames sous le microscope photonique
Apres la coloration et le séchage des lames , on les a observé sous un microscope
photonique au grossissement (x10) pour localiser les métaphases puis on est passé

aux grossissement (X 100) pour la prise des photos (a I'huile a immersion ).

3.10-Etablissement des caryotypes

L'établissement du caryotype de la caille japonaise est réalisé apres la prise des
photos des métaphases colorées. Les chromosomes sont découpés a l'aide du
logiciel Adobe Photoshop CS5. Les chromosomes sont identifiés en comparaison
avec le caryotype standard du poulet en bandes GTG (Ladjali-Mohammedi et al.,
1999).ainsi que le caryotype de la caille japonaise proposé par stock et bunch (1982)
Le classement des chromosomes est réalisé selon I'ordre décroissant et la position
du centromere (Pollock et Fechheimer ,1976; Shoffher et al., 1967).
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1-Oceufs et embryons
1.1-Effectif

Tableau N°8 : Récapitulation des effectifs du matériel biologique utilisé

CEufs N° dulot | Lot 1(zéralda) Lot2 (el kseur)
et embryon

Nombre total 9 18

Nombre  d’ceufs non | 4 17

fécondés

Nombre d’Embryons | 4 0

vivants

Nombre d’Embryons Morts | 1 1

Comme le montre le tableau N°8, sur un total de 27 ceufs de caille japonaise mis a
notre disposition, on a eu que 5 ceufs qui se sont développés correctement ( a des

stades embryonnaires assez avancés jusqu’au 12°™ jour d’incubation ).

En effet , on remarque que c’est le lot N° 1 issu du Centre Cynégétique de Zéralda
qgui a donné de meilleurs résultats par rapport a celui issu d’'une ferme avicole au

niveau de la commune d’el-kseur ( wilaya de Bejaia) (malgré un effectif important) .

Cela s’explique par le fait que, les conditions de stockage des ceufs ont été bien
respectées pour le premier lot. Or, pour le deuxiéme lot, I'objectif des éleveurs étant
commercial, les ceufs ont été stockés au réfrigérateur a 4 °C, ce qui n'est pas

favorable au développement embryonnaire de la caille japonaise.

Ca peut étre di aussi au fait que les ceufs ne sont pas du tout fécondés (ceufs
blancs). En effet, pour le lot 1, sur un total de 9, on a eu que 5 embryons développés
les autres ceufs sont soit blancs soit contiennent des embryons morts. Cela est
probablement di au fait que les ceufs ont été incubés a Zéralda pendant quelques
heures (développement entamé), puis ils ont été retirés de l'incubateur pour les

ramener de Zéralda a Bejaia.

Aussi, nos ceufs n’ont pas été incubés directement. En effet, ces derniers ont été

incubés quelques jours apres leur arrivée a Bejaia vu la non disponibilité de I'étuve
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au niveau du Laboratoire de Génétique. Le choc thermique a été probablement fatal
pour le développement embryonnaire de la caille japonaise.

Une autre cause, c’est que I'étuve utilisée pour 'incubation de nos ceufs (de type Eco
Cell) n'est pas vraiment adéquate. En effet, I'étuve n'est pas ventilée, donc la
condition d’aération n’est pas respectée. L’asféxie des embryons peut étre I'une des

causes de l'arrét du développement embryonnaire (cas des embryons morts).

D’autres causes peuvent étre citées, telle que la non disponibilité de toutes les
commodités dans le Laboratoire de Génétique pour effectuer I'observation de nos
ceufs sur place. On a da faire des allers-retours entre le bloc 12 (Laboratoire
d’Ecologie) et le bloc 9 (Laboratoire de Génétique) ce qui a forcément joué contre le

développement de nos ceufs.

Une des causes probables c’est les perturbations qu’a vécu notre université au mois
d’Avril (2014) qui correspond a la période ou on a incubé nos ceufs. En effet, au
moment ol on devait retourner nos ceufs pour empécher I'adhésion du contenu a la
coquille et surtout pour aider les embryons a mieux respirer, 'accés au laboratoire

était barré.
1.2-Pesée des ceufs

Les ceufs utilisés ont été pesés avant toute incubation afin de pouvoir suivre
I'évolution de leurs poids le long de la période du développement embryonnaire. En

effet, le poids des témoins de chaque lot est représente sur le Tableau N°9
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Tableau N°9: Evolution du poids des témoins en fonction des jours

d’incubation (12 jours).

jours Poids(g) Lot 1 Poids(g) Lot2
0 13,17 09,33
1 13,04 09,17
2 12,92 09,01
3 12,80 08,87
4 12 ,67 08,72
5 12,52 08 ,58
6 12,44 08,41
7 12,30 08,26
8 12,23 08,10
9 12,15 07,95
10 12,00 07,83
11 11,90 07,68
12 11,82 07,60

Cette évolution des poids en fonction des jours est représentée graphiquement sur la
Figure N°11

14

12

10

(ot 1

poids(g)

6 —[ot 2

o 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 jours

Figure N°11: Graphes représentant les poids des témoins des deux lots au

cours de 12jours d’incubation
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On remarque que les graphes des 2 lots montrent une diminution dans le poids des
ceufs tout au long de la période de l'incubation. La perte de poids de l'ceuf est un
paramétre important pour l'incubation. Ce parametre a été utilisé pour estimer les
échanges vitaux de gaz (Paganelli et al., 1978; Rahn et al., 1979) et a été corrélé
avec le taux de métabolisme embryonnaire et le développement (Rahn et al., 1980;
Burton et Tullett., 1983).L’'embryon utilise le glucose libre de l'ceuf , aprés |l
synthétise ses propres glucides a partir des acides aminés du jaune . Cette
néoglucogenése est effectuée par le foie lorsque I'embryon commence a se
différencier (3*™jour) ; méme il utilise le blanc d’ceuf comme source de protéines en

plus de I'eau et des sels minéraux (Sauveur,1996).
1.3-Incubation des ceufs et suivi du développement embryonnaire
1.3.1-Le mirage

Apres 5-6 jours d’incubation, il est nécessaire d’effectuer le mirage afin d’identifier et
d’éliminer les ceufs éventuellement non fécondés .On se met dans un local obscur et
on observe lintérieur de lceuf a laide d'un mire-ceuf. Si I'embryon est en
développement, il aura la forme d’une petite araignée rougeatre constitué du cceur et
des arteres qui se dispersent (Figure 12). Si I'ceuf n’est pas fécondé, il se présentera

parfaitement transparent (Fournier ,2005).

Figure N°12: Mirage d’un ceuf de poulet (A) (Zoughab et al.,2013), (B) caille
japonaise (FSNV,Bejaia).

NB : I'ceuf de caille ayant une coquille tachetée, est difficile a mirer. En effet, on n’a

pas pu mirer nos ceufs convenablement (Figure 12B)
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1.3.2-Stade du développement embryonnaire

Durant les 12 jours d’incubation qu’on a effectué au niveau du Laboratoire d’Ecologie

(FSNV, A-Mira de Bejaia), on a pu avoir que quelques stades du développement

embryonnaire de la caille japonaise. Les stades obtenus sont résumés dans le

Tableau N°10

Tableau N°10 :Tableau récapitulatif de différents stades

obtenu jusqu’a 12 jours d’incubation

du développement

Estimation Temps Estimation de | Stade HH
de I’age d’incubation I’Age selon | correspondant
(Ainsworth et al.,

N° d’embryo 2010)

1 3,5 3,5 20-21
2 55 4 23-24
3 8 8-9 36-37
4 11 10-11 39-40
5 12 12 41-42

e Pour I’embryon 1: aprés 3,5 jours d’incubation, on a obtenu un embryon

vivant. Son Age réel est estimé a 3,5 jours ce qui correspond au stade (20-21)
HH (Figure N°13) (Ainsworth et al ., 2010) .
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CEil pigmenté

Vascularisation sanguine

Allantoide vésiculaire

\ N > b _“. 2GS - v‘, ,

Figure N°13: Embryons de cai@japionaise turnix japonica de 3,5 jours
d’incubation. (A) notre résultat ,( B) selon (Behrooz G.Sharifi et al.,2006)
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En effet, apres comparaison de ces deux figures, on peut dire que nos résultats
concordent avec ceux de la littérature. Le développement embryonnaire s’est déroulé
correctement malgré que I'étuve n’est pas ventilée. Cela peut étre expliqué par le fait

que les embryons tant qu’ils sont petits, ils ne demandent pas beaucoup d’oxygéne.

e Pour ’embryon 2 : apres 5,5 jours d’incubation, 'embryon obtenu dans le
Laboratoire d’Ecologie a été comparé a un embryon du méme age (
Ainsworth et al., 2010) .

On remarque bien sur la Figure N° 14 que notre résultat ne concorde pas avec celui
de la littérature. Notre embryon est estimé a environ 4 jours d’incubation vue la taille

des bourgeons des membres égaux en longueur et en largeur (stade 23-24) HH.

A La téte est bien distincte

~_ CEil pigmenté

Membre supérieur

Membre inférieur Bec identifiable

Plie du coude

Figure N°14 :Embryon de caille japonaise coturnix japonica agé (A) de 4 jours (
issu du Laboratoire d’Ecologie (Bejaia),(B) de 5,5 jours d’incubation (Ainsworth
et al ., 2010).
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Le développement de notre 2°™ embryon a été relativement retardé probablement

pour I'une des raisons citées en page 30 notamment la ventilation et le retournement.

e Embryon 3: I'ceuf a été incubé durant 8 jours. Son age estimé correspond
réellement au temps d’incubation. En effet, apres comparaison de notre

embryon avec celui de S. Ainsworth ( Figurel5) nous remarquons qu’ils ont le

méme age (stade 36 -37) HH.

Paupiere

Globe oculaire
Bec

Aile

Pigmentation noir et

Plumes sur le dos

Patte (orteil)

Figure N°15 :Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 8-9 jours
d’incubation (A) issu du Laboratoire d’Ecologie (Bejaia),(B) celui de Ainsworth

et al.,( 2010).
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e Embryon 4: le stade (39 -40) HH a été obtenu apres environ 11 jours

d’incubation au niveau de notre laboratoire , Notre résultat ressemble a un

embryon de 10 -11 jours d’incubation selon Ainsworth et al.(2010) (Figurel6
)

Plumes sur la crane

Pigmentation péri-oculaire

Bec

___ Plumes assez longues et visibles

F Orteil bien distincte

Orteil bien distincte

Figure N°16 : Embryon de caille japonaise coturnix japonica agé de 11 jours
d’incubation (A) issu du Laboratoire d’Ecologie (Bejaia),(B) selon Ainsworth et
al (2010).
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e Embryon 5 : Au bout de 12 jours d’incubation, un 5°™ embryon a été estimé a
12 jours vu la présence de plumes au tour des yeux ( Ainsworth et al.,
2010).Notre résultat concorde avec un embryon du méme age illustré sur la

figurel?7

Bec de 2mm

Aile bien formé

Plumes longues

CEil ouvert entouré de plumes

— Bec de 2,3mm

Pigmentation sur les orteils

Figure N° 17: Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 12 jours
d’incubation (A) issu de laboratoire d’Ecologie (Bejaia),(B) selon Ainsworth et

al ( 2010).
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NB : Malgré la mort de la plupart des embryons et malgré un effectif assez moyen ,
on a pu obtenir 5 stades différents. En effet, notre but ultime été d’avoir un embryon
agé entre 8 et 12 jours afin d’effectuer la culture cellulaire chose qui est faite avec

succes.

2-Culture cellulaire et étalement chromosomique
2.1-Culture cellulaire

2.1.1-dilacération des organes prélevés

La culture cellulaire n'a pas pu étre réalisée au niveau de notre faculté (faute de
moyens). Néanmoins on a essayé de simuler les premiéres étapes. En effet, aprés
incubation des ceufs, on a sacrifié les embryons vivants afin de prélever leurs
organes vitaux et d’obtenir un potentiel cellulaire pour les mettre en culture dans une
étuve réglée a 41°C. Les embryons tres jeunes ( de 3 a 5 jours d’incubation ) ont été
entierement dilacérés car leurs organes ne sont pas distinguables a ces stades
(Figure 18) .

Les yeux pigmentés

Bouillie cellulaire

Figure N°18: Dilacération d’un embryon en entier (d&gé de 3 jours).
Or, les embryons agés entre 8 et 12 jours d’incubation ont été décapités , disséqués
(figurel9 A) puis leurs organes tels que ( le foie , le cceur , le poumon, le muscle ,

les reins ,...etc) ont été prélever puis dilacérés dans une boite de pétri (figurel9 B ).
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Plumes

Aile

Cuisse

Patte

Rein

Foie

Poumon

Vessie

Figure N°19: Embryon de caille japonaise agé de 12 jours d’incubation (A)

disséquée ,(B) organes a dilacérer .

Une agitation a vitesse modérée a été effectuée pendant 5 mn pour aider les cellules
a se détacher entre elles . Cette étape devrait étre réaliser en présence de la
trypsine (enzyme en suspension qui aide la séparation des cellules) , chose qui n’est

pas faite en raison de la non disponibilité de ce produit.
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2.1.2-Mise en culture, récolte, fixation , étalement chromosomique

Les étapes ultérieures de la culture cellulaire (de la mise en culture proprement dit
jusqu'a I'étalement chromosomique) ont été réalisées au niveau du Laboratoire de

Génétique du Développement a 'USTHB par ( M™® Benmessaoud).

L’observation au microscope inversé a montré la présence de fibroblastes (cellules

fusiformes) (figure 20)

Fibroblaste

Figure N°20: Présence de fibroblastes au bout de 24 h de culture cellulaire ,

observés au microscope inversé (Gx10) (kartout, 2010).
Larécolte

Aprés quelques jours de la mise en cultures et I'application de la trypsine, on a
séparé les cellules de fibroblastes du fond de la boite de 75ml .

2.2-étalements chromosomiques marquages

Les étalements chromosomiques sur lesquels on a travaillé dans la présente étude
sont issus des manipulations de M™® Benmessaoud (Laboratoire de Génétique du

Développement , USTHB) .
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Chapitre N°3 Résultats et discussion

Le but de notre travail est d’apprendre le principe de la technique de la culture
cellulaire et d'établir les marquages chromosomiques afin de décrire les
chromosomes de la caille japonaise et de lever 'ambiguité observée sur le caryotype

proposeé par stock et Bunch (1982) .

L’observation des lames colorées au microscope photonique (G x 100) , nous a

montré la présence de quelques métaphases (Figure21 ).

Microchromosomes

Macrochromosomes

Bandes claires

Bandes sombres

Figure N°21 : Métaphases de la caille japonaise coturnix japonica observées au
microscope photonique (G x 100) (A) en coloration conventionnelle, (B) en
bandes morphologiques GTG.

L’indice mitotique est en moyen d'une métaphase par champ. Cela est du

probablement a un potentiel cellulaire initial assez moyen.
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Chapitre N°3

2-3 Etablissement des caryotypes

Résultats et discussion

Nos métaphases ont été prises en photos avec un appareil de type (Olympus).Les

chromosomes ont été découpés a l'aide d’'un logiciel Photoshop CS5. Ces derniers

ont été classés selon leurs tailles par ordre décroissant et selon la position de leurs

centroméres . Les caryotypes proposés sont illustrés sur la Figure 22 et 23.
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Figure N° 22: Caryotype de la caille japonaise coturnix japonica proposé en

coloration conventionnelle (de sexe femelle).
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Figure N° 23: Caryotype de la caille japonaise Coturnix japonica proposé en

bandes GTG ( de sexe male).
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2.3.1-Estimation du nombre diploide

Le caryotype en coloration conventionnelle proposé en Figure 22 révele que , le
caryotype de la caille japonaise est diploide (2n chromosomes) de nombre élevé (78)
, dont 5 paires de macrochromosomes qu’on distingue facilement en plus d’une paire
de chromosomes sexuels ( ZW femelle ) et 33 microchromosomes. Notre résultat
concorde avec celui de la littérature (Stock et Bunch.,1982 ;Schmid et al.,1989).

2.3.2-Description morphologique des chromosomes

On a essayé de décrire la morphologie de ces chromosomes a partir du caryotype
proposé afin de lever 'ambiguité observée (1982) malgré la résolution moyenne des
photos prise a l'aide de notre appareil photos et la qualité moyenne de la coloration

(diminution de l'efficacité de la trypsine ).

En effet, la description morphologique des 5 premiéres paires autosomiques ainsi

gue les chromosomes sexuels est résumée dans le Tableau 11 .

Tableau N°11 : Description morphologique des différents macrochromosomes

de la caille japonaise .

Numéro du | Description morphologique Chromosomes du
chromosome | Nos chromosomes | Chromosomes de | poulet ( Ladjali et
(A-Mira, Bejaia) Stock et Bunch | al ., 1999)
(1982)
1 Submétacentrique Télocentrique ou | Submétacentrique
submétacentrique
2 Submétacentrique Submétacentrique Submétacentrique
Acrocentrique Acrocentrique Acrocentrique
Télocentrique Acrocentrique ou | Télocentrique
télocentrique
5 Acrocentrique Télocentrique ou | Acrocentrique
acrocentrique
Z Métacentrique Métacentrique Métacentrique
Acrocentrique Acrocentrique Métacentrique
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> Le chromosomes 1 et 2 de la caille japonaise est submétacentrique comme
celui du poulet . Notre résultats concorde avec ceux de (Talluri et al.,1965 ;
Hartung et al.,1974 ; Schmid et al.,1989). Plus récemment , des travaux ont

démontré que ces 2 espéces sont trés conservées ou cours de I'évolution.

des differences a I'echelle moléulaire peuvent étre observées . Cela est di soit a des
inversions péricentrique ou a la formation d’'un nouveau centromére (zlotina et
al.,2012)(Figure 23)
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Figure N°23 :Chromosome 1 du poulet (GGAL1) et de la caille japonaise(CC1)(A)

. Le chromosome 2 (B) du poulet et de la caille japonaise (zlotina et al.,2012) .

» Le chromosome 3 de la caille japonaise est acrocentrique, notre résultat concorde
avec celui de Stock et Bunch (1982) et de ladjali-Mohammedi et al (1999) du
poulet .En effet, une conservation de la morphologie de chromosome au cours de

I’évolution est observée.
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L’étude réalisée par zlotina et al (2012) révele que, le chromosome 3 de la caille

japonaise et celui du poulet sont acrocentrique ( Figure 24) .
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Figure N°24 : Chromosome 3 (a) du poulet et la caille japonaise (b) (zlotina et
al.,2012) .

> Le chromosome 4 de la caille japonaise est télocentrique , Notre résultat
concorde avec celui obtenu par Talluri et al .(1965) et celui de Ladjali-

Mohammedi et al ( 1999) sur le poulet.

Le chromosome 4 du poulet a été entierement hybridé sur le chromosome 4 de la
caille japonaise , par la technique de FISH (Guttenbach et al.,2003)(FigureN°25).En

effet, le chromosome 4 aviaire est le plus conservé (au cours de I'évolution).

> Le chromosome 5 de la caille japonaise est acrocentrique , notre résultats
concorde avec celui obtenu par (talluri et al.,1965; hartung et al.,1974)
et Ladjali-Mohammedi et al ( 1999) sur le poulet.

» Le chromosome Z de la caille japonaise est Métacentrique (talluri et al.,1965 ;
hartung et al.,1974 ;schmid et al.,1989) méme chez le poulet (ladjali-
Mohammedi et al.,1999)
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» Le chromosome W de la caille japonaise est acrocentrique. notre résultats
concorde avec celui de (talluri et al.,1965; hartung et al.,1974 ;Schmid et
al.,1989)

Figure N°25 : hybridation du chromosome 4 du poulet sur le chromosome 4 de

la caille japonaise (Guttenbach et al.,2003).
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Conclusion et perspectives

La présente étude nous a permis de décrire les chromosomes d’une espéce
d’élevage aviaire, et apporte des informations fondamentales pour la connaissance
du génome de la caille japonaise Coturnix japonica. Nous avons effectué des
cultures primaires de fibroblastes issus d’embryons agés entre 8 et 12 jours
d’'incubation. Nous avons ainsi réussi a obtenir des chromosomes allongés en

métaphase.

Le nombre diploide des chromosomes a été estimé a 78, comme chez la plus part
des Phasianidés. La comparaison avec le caryotype de la poule domestique Gallus
gallus domesticus nous a facilité lidentification des macrochromosomes. Les
microchromosomes ont été extrémement difficiles a identifier chez la caille japonaise

comme chez tous les oiseaux.

Nous avons proposé des caryotypes en coloration conventionnelle et en bandes
morphologiques GTG correspondant aux cinq premiéres paires de
macrochromosomes et aux 33 paires de microchromosomes en plus des

chromosomes sexuels (ZZ/ZW).

Une description individuelle des chromosomes de cette espece a été effectuée afin
de lever 'ambiguité observée sur le caryotype proposé par Stock et Bunch (1982).
Nous avons conclu que le chromosome 1 de la caille japonaise est
submétacentrique et non pas télocentrique, le chromosome 4 est télocentrique et
non pas acrocentrique alors que le chromosome 5 est acrocentrique et non pas

télocentrique.

Par ailleurs, une comparaison du caryotype de la caille japonaise en bandes GTG
avec celui du poulet nous montre que les chromosomes 2 et 3 sont conservés entre

les deux espéces apparentées.

L’établissement d’'une meilleure résolution des chromosomes de la caille japonaise et
'une de nos perspectives. En effet, cela va nous permettre de déceler les
réarrangements chromosomiques qui auraient pu se produire aux cours de

I’évolution.

Aussi, la réalisation des caryotypes des autres especes de la famille des Phasianidés
nous permettra de distinguer les différents chromosomes conservés entre ces

especes et de déceler les groupes de synténie.

49



Conclusion et perspectives

Enfin, afin de décrire le génome entier de la caille japonaise, lidentification
individuelle des microchromosomes est envisageable par des hybridations In situ a
fluorescence (FISH) en utilisant des sondes moléculaires spécifiques aux

microchromosomes du poulet domestique (Fillon, 1998).
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Annexes

Solutions nécessaires

- Milieu pour lavage des cultures

Milieu RPMI1640 -L.Glutamine avec NaHCO3 sans HEPES (Eurobio REéf:
CM1RPMOO-0U, lot: 651528).

Trypsine

Dissoudre 0.05 g de trypsine en poudre (Sigma) dans 100 ml de solution PBS™ pour
la trypsine a 0,05% et 1 g de trypsine pour la trypsine a 1%, puis filtrer avec un filtre
de 0.22 pm.

- Solution thymidine 1X (10 mg/ml)

Dissoudre 100 mg de Thymidine (Sigma) dans 10 ml de milieu RPMI. Filtrer la
solution en utilisant un filtre de 0.22 um.

PBS".

Cette solution est filtrée (0.22 um) et conservée en fraction de 0.5 -1 ml a -20°C.

- Solution BSS+ (Hank's balanced Sait solution) avec Ca®** composée de:

* NaCl (137 mM): 8 g

* KCI(5.4mM):0.4g

* MgS04-7H20 (0.81 mM): 0.2 g

* Na2HPO4- 12H20 (0.33 mM): 0.12 g

* KH2PO4 (0.44 mM): 0.06 g

* Eau distillée 1 litre.

La solution ainsi préparée est autoclavée, ensuite sont rajoutés sterilement (filtre
0.45um) 6 ml d'une solution de NaHCO3 a 5.6% et 2 ml d'une solution de CaCl2
(IM). Le pH de la solution finale est de 7.2 -7.7.

Solutions nécessaires

- Solution de coloration de Giemsa 6%

Pour un volume de 25 ml, mélanger 1.5 ml de colorant Giemsa (Sigma Aldrich) avec
23.5 ml de tampon phosphate.

- Tampon phosphate

. Na2HPO4-12H20:2.9g.

* KH2PO4-: 0.2 g.

* NaCl:8g.

+KC1: 0.2 g.

» fhOd gsp 1 litre.



Annexes

Le pH de cette solution est ajusté a 7 - 7,2 a l'aide d'une solution de soude ou bien
d'acide chlorhydrique.

Solutions nécessaires

- Solution de trypsine a 0.25%

Dissoudre 62.5 mg de trypsine (Sigma) dans 25 ml de tampon PBS-. Cette solution

doit étre préparée extemporanément.

Matériel techniques
Durant notre travail, on a utilisé 'équipement suivant :

- Etuve de laboratoire de type Eco cell: C’est un appareil dans lequel on crée un
environnement particulier pour l'incubation, elle est dotée d'une table de
commande (réglage de la température).L’étuve n’est pas ventilé ;

- Support des ceufs en carton ;

- Matériel de pesée constitué par une balance de précision ;

- une loupe binoculaire composée de deux lentilles convergentes.

- Trousse de dissection : composée de ciseaux de dissection, des pinces de
dissection, des instruments de découpe comme le scalpel ;

- Paraffine : elle est sous forme de cristaux , transparente , elle fond a une
température de 71°C ;

- Matériel de mirage : mire - ceufs artisanal fabriqué au Laboratoire de Biologie
Animale ;

- Boite de pétrie et lame en verre ;

- pinceau, étiquette; crayon ;

- -appareil photo de type Olympus ;



Résumé:

La caille japonaise Coturnix japonica, est une petite volaille originaire du Japon et de la
Chine. Elle a été domestiquée pour la premiére fois pour le peuplement et la production
d’ceufs. Elle est aussi utilisee comme un animal expérimental par plusieurs laboratoires
servant aux études génétiques, au développement embryonnaire...ect .

Des cultures cellulaires ont été effectuées a partir d’embryons de caille japonaise Coturnix
japonica agés entre 8 et 12 jours. Des techniques de coloration (conventionnelle et en bandes
morphologiques GTG) ont été entreprises afin de décrire avec précision la morphologie des
chromosomes de cette espéece. En effet, une non concordance dans la description de trois
paires chromosomiques (1, 4 et 5) de la caille japonaise a été observée a partir de son
caryotype en bandes GTG et I’idiogramme correspondant (Stock et Bunch, 1982). L’objectif
de cette étude est de contribuer par une étude cytogénetique pour lever I’ambiguité existante.

A partir des résultats obtenus dans le présent travail, nous avons conclu que le chromosome 1
est submétacentrique, le chromosome 4 est télocentrique alors que le chromosome 5 est
acrocentrique. Aprés comparaison interspécifique nous avons remarqué que le caryotype de la
caille japonaise est tres similaire a celui du poulet domestique (espéces apparentées).

Mots clés: Caille japonaise, Coturnix japonica, embryon, culture cellulaire, caryotype,
Giemsa, bandes GTG, chromosomes.

Abstract :

Japanese quail Coturnix japonica, is a small bird originally from Japan and China. It has been
domesticated for the first time for settlement and egg production. It is also used as an
experimental animal by several laboratories for genetic studies, embryonic development ... ect

Cell cultures were made from embryos of Japanese quail Coturnix japonica aged between 8
and 12 days. Staining techniques (conventional and morphological bands GTG) were
undertaken to accurately describe the morphology of the chromosomes of this species. Indeed,
a mismatch in the description of three chromosome pairs (1, 4 and 5) of Japanese quail has
been observed from the GTG banding karyotype and corresponding idiogram (Bunch and
Stock, 1982). The objective of this study is to contribute a cytogenetic study to raise the
ambiguity.

From the results obtained in the present work, we concluded that chromosome 1 is
submetacentric, chromosome 4 is telocentric when the chromosome 5 is acrocentric. After
interspecific comparison we noticed that the karyotype of the Japanese quail is very similar to
that of the domestic chicken (related species).

Keywords: Japanese Quail, Coturnix japonica, embryo cell culture, karyotype, Giemsa bands
GTG chromosomes.
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