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Introduction




®INTRODUCTION®3

La Biologie du Développement est au carrefour de plusieurs disciplines telles que la Biologie
Cellulaire, le Deéveloppement Embryonnaire, la Génomique, la Biologie Moléculaire et
I’Evolution. Pendant des décennies, I’Embryologie et la Génétique évoluaient en paralléle
sans qu’un rapport ne soit établi entre les genes et les régles développementales régissant la
transformation de 1’ceuf fécondé en un embryon. La Biologie du Développement est devenue
ainsi une discipline extraordinairement inclusive (Spyros, 2001). La cytogénétique
conventionnelle est I'une de ses disciplines. C’est dans ce contexte que notre travail se

positionne.

Les oiseaux sont des vertébrés ovipares, homéothermes caractérisés par les plumes, le vol et
un petit génome. On connait 20 milles espéces d’oiseaux formant une classe et 25 Ordres
principaux. En effet, la caille japonaise Coturnix japonica est un oiseau appartenant a 1’ordre
des Galliformes et a la famille des Phasianidés, il est élevé et domestiqué principalement pour
la consommation alimentaire en raison de la qualité de sa viande et de ses ceufs. Egalement,
cette espece caractérisée par sa petite taille et sa prolifération rapide, elle est choisie et
considérée comme un excellent modéle animal de laboratoire y est donc utilisée dans maints
domaines de recherches scientifiques, notamment pour les études embryologiques et

cytogénétiques comparatives.

Les études phylogénétiques réalisées sur cette espéce révelent que malgré les différences
phénotypiques, la caille japonaise présente des homologies génomiques frappantes avec le
poulet domestique Gallus domesticus appartenant aussi a la méme famille et au méme ordre et
qui représente le standard chez les oiseaux. Or, certaines différences morphologiques ont été
aussi observées sur certains de leurs chromosomes. De ce fait, la question qui se pose toujours
est « Quelle est ’espéce qui est apparue en premier, la caille ou le poulet ?». Pour cela, le
présent travail vise a suivre en premier lieu le développement embryonnaire de la caille
japonaise et en deuxieme lieu, établir le caryotype en bandes morphologiques GTG de cette
espéce puis de le comparer avec celui du poulet afin de proposer des hypotheses concernant
les relations phylogénétiques afin de retracer 1’histoire évolutive de ces deux especes aviaires

domestiques.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.1- BIOLOGIE DE LA CAILLE JAPONAISE

La caille japonaise sauvage Coturnix japonica est un oiseau terrestre qui habite les zones
herbeuses. Elle a été domestiquée principalement pour la production de sa viande savoureuse

et de ses ceufs riches en vitamines (Mills et al., 1997).

La petite taille de cet oiseau, sa croissance rapide, sa maturité sexuelle précoce, le court
intervalle de génération (3 a 4 générations par année), 1’embryon facilement accessible,
manipulé et visualisé au fur et a mesure qu'il grandit, ainsi que sa physiologie comparable a
celle des humains, sont d’importants critéres qui font de la caille japonaise un excellent
modele animal de laboratoire dans de nombreux domaines de recherche, tel que la biologie du
développement et la génétique. Egalement, les cailles adultes sont utiles pour les études des
maladies et du vieillissement (Huss et al., 2008; Alkan et al., 2010 ; Moula et al, 2014).

1.1.1- CLASSIFICATION ET HISTORIQUE

Il existe environ 40 espéces de cailles dans le monde, seule la caille japonaise Coturnix
japonica est élevée et domestiquée depuis le 11°™ siécle au Japon, principalement, pour son
chant, d’ou son nom: la caille du japon (japanese quail) (Crawford, 1990; Huss et al., 2008 ;
Guide d’élevage, 2010). Cette espece appartient a I'ordre des Galliformes et a la famille des
Phasianidés, son nom scientifique est: Coturnix japonica (Linné, 1758). Elle a été pour
longtemps considérée comme une sous-espece de la caille des blés ou caille européenne
Coturnix coturnix et a été désignée comme Coturnix coturnix japonica (Westmore, 1952).
Toutefois, en raison de preuves taxonomiques ultérieures concernant les différences dans le
chant (voix), la sympatrie (deux especes phylogénétiquement proches vivant sur un méme
territoire mais ne s’hybridant pas) et la non-viabilité (mortalité) des hybrides, la caille
japonaise est maintenant considérée comme une espéece différente de la caille des blés et porte

une nouvelle appellation, Coturnix japonica (Mills et al., 1997).

1.1.2- DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Les cailles japonaises sont retrouvées en Asie orientale, y compris le nord de la Mongolie,
I'Tle de Sakhaline et dans les régions du lac Baikal, au nord-est de la Chine, le Japon, la Corée
du Nord , la Corée du Sud, le Laos, le Vietnam, le Cambodge, le Myanmar, le Bhoutan, I'Inde
ainsi qu’en Russie (Mills et al., 1997). Il y a aussi des populations introduites (espece pouvant
se reproduire naturellement dans une aire géographique dont elle n’est pas originaire) en Italie

et a Hawai (Etats unis) en 1921 (Figure 1) (Shwartz et al., 1949).
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Figure N°1: Répartition de la caille japonaise Coturnix japonica dans le monde
(Modifiée d’apres Oiseaux.net, 2015).

1.1.3- DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE DE LA CAILLE JAPONAISE
1.1.3.1- MORPHOLOGIE

La caille japonaise se caractérise par un plumage du corps de couleur brun foncé et se
différencie de la caille des blés par la voix, les plumes de la gorge et du menton effilées et
non arrondies, 1’absence du dessin (en ancre) a la gorge du méle (Figure 2a) (Linne, 1758).
Les ceufs de la caille domestique sont caractérisés par une variété de couleurs, allant du brun
foncé, blanc a chamois (jaune pale), chacune est fortement tachetée de noir ou brun. Le poids
moyen d'un ceuf de Coturnix japonica est d'environ 10 grammes (environ 8% du poids
corporel de la femelle) (Figure 2b) (Alkan et al., 2010).

Plumage
brun

Plumes de la
gorge effilées
avec absence du
dessin en ancre

Patte

Figure N°2: Caille japonaise, (a) adulte de sexe male (en capture), (b) Euf pondu (Originale).
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1.1.3.2- DIMORPHISME SEXUEL

L'espece Coturnix japonica présente un léger dimorphisme sexuel. Cependant, les femelles
sont plus volumineuses que les males. Egalement, & partir de la 3°™ semaine d’age, les deux
sexes peuvent étre distingués par la couleur du plumage de la poitrine. En effet, les femelles
ont une poitrine pale tachetée en noir, alors que les males se caractérisent par un plumage de
plastron (poitrine) uniforme de couleur brun orange et c’est la méme couleur sur les joues, ce

qui est absent chez la femelle (Figure 3) (Mills et al., 1997; Huss et al., 2008).

—— Couleur du
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Figure N°3: Couple de caille japonaise adulte, (a) Femelle, (b) Male (Huss et al., 2008).

1.1.3.3- BIOMETRIE

Les caractéristiques biométriques de la caille japonaise sont mentionnées dans le Tableau I.

& Tableau I: Quelques données chiffrées sur la biométrie de la caille japonaise (Office
vétérinaire fédéral, 2000; Makoto-Mizutani, 2003; Ainsworth et al., 2010).

Besoin alimentaire par jour (blé, mais,...etc.) 20-25¢g
Besoin en eau par jour Environ 30 mi
Durée de couvaison 17-18 jours (Min. 16,5 - Max. 20 jours)
Poids corporel du méle adulte 100-130 g
Poids corporel de la femelle adulte 120-160 g
Longueur du corps 120-180 mm
Poids des ceufs 9-13 ¢
Longueur des ceufs Environ 30 mm
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1.1.4- REPRODUCTION DE LA CAILLE JAPONAISE

La caille japonaise commence a atteindre la maturité sexuelle a environ 6 a 8 semaines d’age.
L’adoption du comportement sexuel se traduit chez le méale par des tentatives d'accouplement
et des cris lancés le matin et le soir, également par la présence de sperme dans les excréments.
Alors que, la femelle manifeste sa maturité sexuelle en pondant des ceufs, avec un nombre qui
peut aller de 180 a 300 ceufs par an (Moula et al., 2014).

Les femelles d’oiseaux disposent de deux sites de stockage prolongé des spermatozoides dans
leur oviducte, le site utéro-vaginal et le site infundibulaire qui sont des glandes tubulaires
dites « en doigts de gant ». Dans ces glandes, les gamétes males peuvent survivre et conserver
leur pouvoir fécondant pendant des durées allant de plusieurs jours a plusieurs semaines selon
I’espece, en effet, la fécondation de plusieurs ceufs est possible sans qu’il y ait nécessité
d’accouplement avant chaque ovulation. Cependant, chez la caille domestique la durée
maximale de la période fertile (durée pendant laquelle la femelle pond des ceufs fertiles apres
accouplement), peut atteindre 10 jours et chez la poule 21 jours (Battelier et al., 2009).

La caille japonaise domestique marquée par la perte du phénotype migrateur peut se
reproduire toute 1’année (Villot et al., 2013). La reproduction est déclenchée notamment par
la durée du jour (ou photopériode). Par conséquent, si le temps de la lumiére du jour chute a
moins de 12 h, la caille peut réduire ou cesser la ponte. L'espérance de vie des cailles femelles
pondeuses est d'environ 3-4 ans, les males souvent survivent jusqu’a leur cinquiéme année

(Huss et al., 2008 ; Blesbois et Brillard, 2009).

1.1.5- COMPOSITION ET BIENFAITS DES (EUFS DE LA CAILLE JAPONAISE

Beaucoup de gens, en particulier dans les pays asiatiques, consomment les ceufs de caille vu
que ces derniers sont tres riches en vitamines, minéraux et antioxydants. Malgré leur petite
taille, leur valeur nutritive est trois a quatre fois plus riche que les ceufs de poulet. La
consommation réguliére d'ceufs de caille (2 ceufs par jours) aide a lutter contre de nombreuses
maladies, car ils sont considérés comme un combattant naturel contre les troubles digestifs
tels que les ulceres de l'estomac. Ces petits ceufs renforcent le systéme immunitaire, ils
permettent de promouvoir la santé de la mémoire, augmentent l'activité du cerveau et de
stabiliser le systeme nerveux. lls luttent contre I'anémie en augmentant le taux d'hémoglobine
dans le corps tout en éliminant les toxines et les métaux lourds (Troutman, 2012).

Les Chinois se servent des ceufs de caille afin de guérir la tuberculose, I'asthme (L’Extrait
Standardis¢é d’Eufs de Cailles (E.S.O.C) contient différentes enzymes appelées:

Ovomucoides et ovoinhibiteurs. Celles-ci ont le pouvoir, scientifiguement démontre,
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d’inhiber les protéases humaines responsables du phénomeéne d’inflammation et donc du

déclenchement de la cascade allergique et méme le diabéte (Bruttmann et al., 2013). La

valeur nutritionnelle des ceufs de caille est beaucoup plus élevée par rapport a celle offerte par

d'autres ceufs (Figure 4) (Tunsaringkarn et al., 2013).
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Figure N°4: Composition de 1’ceuf de caille (a) en acides aminés essentiels, (b) en acides gras

essentiels, (c) en vitamines et (d) en minéraux (Modifiée d’aprés Tunsaringkarn et al., 2013).

1.2-DESCRIPTION DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE CHEZ
LES OISEAUX

La formation et la croissance de I’embryon d’oiseau se déroule en six principales phases ;

1.2.1- LA FECONDATION

La fécondation a lieu 5 a 7 minutes aprées 1’ovulation. L’ovocyte rentre dans 1’infundibulum et

rencontre les spermatozoides qui sont remontés depuis le site de stockage utéro-vaginal. En

libérant 1’acrosine, les spermatozoides sont capables d’hydrolyser la membrane perivitelline

interne et de pénétrer dans 1’ovocyte, cette réaction acrosomique conduit & la formation du

pronucléus male qui se rapproche du centre du disque germinal et fusionne avec le pronucléus

6
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femelle. La chromatine se décondense et la téte des spermatozoides se transforme en une
sphére contenant le matériel nucléaire. Les premiéres divisions embryonnaires s’initient 3
heures aprés la fécondation et se déroule en parall¢le avec la formation de 1’ceuf (Figure 5)

(Blesbois et Brillard, 2009).

disque
germmnatit

membrane
vitelline

coquillere
Jarehse «—-\ ke
jaune
\ membrane
couche coquillere

chalazifere interne

membrane

chalaze
chambre
e a air

blanc épais

ligament

blanc

liquide coquille
interne

blanc
jatios cuticule

externe

Figure N°5: Organisation d’un ceuf d’oiseau (Battelier et al., 2009).

1.2.2- LASEGMENTATION

L’ceuf télolécithe (riche en vitellus) des oiseaux se caractérise par une segmentation partielle
(méroblastique), qui n’intéresse que le disque germinatif contenant le noyau zygotique. Cette
segmentation dite ainsi discoidale abouti a une discoblastula constituée d’un feuillet cellulaire
séparé du vitellus par une cavité, le blastoceele (Le Moigne et Foucrier, 2010). Le
blastodisque en segmentation (blastoderme) compte 8 blastoméres centraux a limites nettes et
8 blastomeres périphériques dont les limites avec le vitellus sont peu distinctes. Aux stades 32
et 64, les blastomeéres centraux acquierent une limite inférieure. Suite a la multiplication des
cellules de disque central, plusieurs assises cellulaires se mettent en place et une cavité se
creuse (entre celles-ci et le vitellus sous jacent) formant le blastoccele. On distingue alors
plusieurs régions dans le blastoderme. Au centre, ’aire pellucide (épiblaste) avec les cellules
au dessus de la cavité de segmentation. A la périphérie, 1’aire opaque qui comprend 3 zones
(la zone de recouvrement avec des mitoses actives et des blastoméres bien individualisés au
contact du vitellus), (le rempart germinatif: une zone profonde avec des blastomeéres
individualisés), (la zone de jonction: une assise profonde sans limites nettes avec le vitellus,

elle constitue le syncytium vitellin) (Figure 6) (Slack, 2004; Le Moigne et Foucrier, 2010).
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Figure N°6: Segmentation et formation de la blastula chez I’embryon d’oiseau. (a) Vue polaire
des premiers stades de segmentation de I’embryon d’oiseau (Blastodisque, stades 2, 4, 8, 16, et
128 blastomeres), (b) Jeune blastula (stade 32 a 64 cellules) (Le Moigne et Foucrier, 2010).

|.2.3- LAPRE-GASTRULATION (MISE EN PLACE DE L’HYPOBLASTE)

Juste avant le début de la gastrulation, des cellules isolées provenant de l’aire pellucide
migrent en profondeur dans le blastoccele primaire et forment 1’hypoblaste primaire. Ensulite,
une seconde migration plus importante de cellules issues de la partie profonde de la zone
marginale postérieure se manifeste dans le sens postéro-antérieur constituant ainsi
I’hypoblaste secondaire. Ce dernier rejoint et repousse les Tlots de cellules de I’hypoblaste
primaire en donnant naissance a 1’hypoblaste (ou entophylle), qui est a I’origine des structures
extra-embryonnaires, tandis que 1’embryon proprement dit provient de 1’épiblaste (ou
ectophylle) (Figure 7). Au moment ou I’ceuf est pondu, il aura en général juste commencé la
formation de 1’hypoblaste secondaire et le blastoderme total est constitu¢ d’environ 60 000

cellules (Le Douarin, 1999; Slack, 2004; Le Moigne et Foucrier, 2010).
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Figure N°7: Formation de I’hypoblaste (Le Moigne et Foucrier, 2010).

1.2.4- LA GASTRULATION

Une condensation de cellules appelée la ligne primitive nait au bord postérieur de la zone
pellucide et s’allonge jusqu'a atteindre le centre. Elle exprime le gene brachyury, impliqué
dans I’activation des génes mésodermiques tardifs et le contréle des mouvements de
gastrulation. Les cellules de 1’épiblaste migrent vers la ligne primitive et la traversent pour
devenir la partie mésodermique et endodermique de la couche inférieure. La zone pellucide
change graduellement d’une forme de disque a une forme de poire et une autre condensation
appelée nceud de Hensen apparait a 1’extrémité antérieure de la ligne primitive. Celle-ci
exprime divers facteurs de transcription, comprenant les genes goosecoid, not et HNF3p. Le
neeud contient les cellules de la notochorde présomptive dont certaines migrent
antérieurement pour former le prolongement encéphalique. Le reste du nceud se déplace
postérieurement et au fur et a mesure qu’il le fait, les structures principales du plan corporel
apparaissent dans son sillage, la notochorde se trouve dans la ligne du milieu, les somites de
part et d’autres et la plaque neurale dans 1’épiblaste (Slack, 2004).

1.2.5- LA NEURULATION

Lors de la formation de la corde, une ébauche du tube neural apparait (aprés 20-21 heures
d’incubation) sous forme de replis de part et d’autre de la ligne médiane de la plaque neurale
(Le Moigne et Foucrier, 2010). Les bourrelets se soudent dans le plan médian dorsal formant
le tube neural et des cellules se détachent de part et d’autre de la zone de jonction. En méme
temps, le repli céphalique s’accentue, séparant la téte de la surface de 1’épiblaste.
Simultanément, I’embryon se referme sur sa face ventrale pour former le tube digestif, ce qui
rapproche les deux ébauches de ceeur en un seul organe ventral par rapport au tube digestif.
Les somites qui donneront ultérieurement naissance aux vertebres, aux muscles du tronc et

des membres et au derme, se différencient a partir de la 20°™ heure d’incubation
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(Le Douarin, 1999; Le Moigne et Foucrier, 2010) et continuent a naitre dans une succession
antéro-postérieure a partir des plaques segmentaires de mésoderme qui flanquent la
notochorde et le tube neural. A environ 36 heures, il y a 10 somites et le tube neural s’est
fermé pour former les vésicules du cerveau antérieur, du cerveau moyen et du cerveau
postérieur (Slack, 2004).

1.26- L°’ORGANOGENESE ET LA FORMATION DES  ANNEXES
EMBRYONNAIRES

L’organogenése est une période qui modele progressivement la forme du corps et assure la
différenciation et I’organisation des tissus et des organes, tout en impliquant une combinatoire
de processus complexes, finement régulés dans I’espace et dans le temps; tel que des
mouvements morphogénétiques, des remodelages, des migrations cellulaires, des
ségrégations, des fusions d’ébauches, des inductions, des différenciations, des croissances et
des morts cellulaires programmeées (Darribere, 2007).
Chez I’espéce aviaire, qui se caractérise par un développement dit directe, I’organogenése se
manifeste pleinement & partir de la 20°™ heure d’incubation avec apparition dans la région
antérieure des premiers signes de neurulation, marqué par la régression de la ligne primitive,
qui est substituée par différenciation du repli céphalique correspondant a la plague neurale
(Batellier et Gorovoun, 2009; Le Moigne et Foucrier, 2010). Trois jours apres I’ incubation,
en compte 40 somites et une téte bien développee, le cceur et les membres commencent a se
former. Des Tlots sanguins (siege de 1’hématopoiése) et des vaisseaux apparaissent dans les
zones extra-embryonnaires. Ces derniers se connectent avec les vaisseaux de 1’embryon en un
systéme circulatoire unique et le cceur bat (Le Douarin, 1999). A ce stade, I’embryon se
couche sur sa gauche et la téte subit une flexure marquée. L’embryon est alors nourri a partir
des annexes embryonnaires, qui sont des formations d’origine ectodermique, mésodermique
et endodermique qui se développent hors du corps de I’embryon proprement dit et qu’elles lui
assurent également, des fonctions de protection, de respiration, de stockage et d’élimination
des déchets (Figure 8) (Le Douarin, 1999; Le Moigne et Foucrier, 2010). La cavité
amniotique, remplie de liquide assure une protection mécanique. Le chorion (ou séreuse de
Von Baer), situé juste sous la coquille entoure tout I’embryon. L’allantoide, un diverticule
endodermique de I’intestin, est le siége des échanges gazeux (O, et CO,), le réceptacle
excréteur ou s’accumule ’acide urique (Le Douarin, 1999; Slack, 2004), le site d’absorption
de I’albumen et de la mobilisation du calcium de la coquille, utilisé notamment pour

I’élaboration du squelette embryonnaire. Enfin, la vésicule vitelline, apparait la premiére, elle
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entoure le vitellus et ses parois sont trés vascularisées. Elle sert d’organe digestif extra-
embryonnaire (systeme enzymatique interne trés riche), qui assure en effet 1’absorption de
nutriments du vitellus et leurs transport jusqu’a I’embryon, ainsi que la synthése de protéines
spécifiques et le stockage temporaire des produits de dégradation (avant que I’allantoide ne
remplisse son role) (Slack, 2004; Batellier et Gorovoun, 2009 ; Le Moigne et Foucrier,
2010).
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Figure N°8 : Coupe sagittale d’embryon de poulet 4g¢ de 96 heures avec ses annexes
embryonnaires (Modifié d’apres Le Moigne et Foucrier, 2010).

1.3-CYTOGENETIQUE DES OISEAUX

La cytogénétique est une discipline de la génétique qui permet d’identifier et d’observer les
chromosomes a 1’état prométaphasique ou métaphasique (Rotureau, 2012). Elle permet
d’établir le caryotype (nombre de chromosomes) d’un organisme a partir des chromosomes
métaphasiques. De plus, 1’utilisation de divers traitements physiques ou chimiques permet de
faire apparaitre des bandes spécifiques sur les chromosomes et pour cette raison, ces

techniques portent le nom de banding ou de coloration en bandes (Harry, 2001).

1.3.1-CARACTERISTIQUES DU GENOME AVIAIRE

Le caryotype aviaire se compose d'un grand nombre de chromosomes. Environ 63% des
oiseaux étudiés ont un nombre diploide conservé de 2n= (74 a 86) chromosomes, qui sont
subdivisés en deux groupes. Les macrochromosomes constituant (6 a 10 paires) avec une
paire de chromosome sexuel et les microchromosomes, plus abondants (30 a 34 paires) qui
sont assez particuliers, en raison de leur taille minuscule, leur haute teneur en GC et leur

morphologie non distinguable, mais avec une importance génétique loin d'étre négligeable. En
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effet, ils représentent environ un quart a un tiers du génome total et contiennent plus de 50%
des genes (Fillon, 1998; Griffin et al., 2007).
Chez I’espéce aviaire, la détermination sexuelle repose sur le systeme ZZ/ZW. Le
chromosome W est porté par les femelles, ce sont donc elles qui sont hétérogamétiques tandis
que les males sont homogameétiques. Le chromosome W (1 % du génome haploide aviaire) ne

posséde qu’une petite région euchromatique a la partic terminale de son bras court
(Gilgenkrantz, 2004).

1.3.2- DESCRIPTION DU CARYOTYPE DE LA CAILLE JAPONAISE ET DU
POULET DOMESTIQUE

1.3.2.1- CARYOTYPE DE LA CAILLE JAPONAISE

Le caryotype de la caille japonaise est constitué de 78 chromosomes (2n=78) dont 6 paires
de macrochromosomes et 33 paires de microchromosomes (Talluri et al., 1965; Schmid et
al., 1989). Les macrochromosomes (1 et 2) sont submétacentriques, le (3, 5, 6, 7 et le 8) sont
acrocentriques, le 4 est télocentrique (Figures 9-10) ( Sazaki, 1981; Stock et Bunch, 1982).
Le chromosome Z est métacentrique, alors que le chromosome W est acrocentrique (Figure
10a) (Turpin et al.,1974). Concernant les microchromosomes, la plupart sont

submetacentriques chez la caille japonaise (Figure 10b) (Calderon et Pigozzi, 2006).
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Figure N°9: (a) caryotype de caille japonaise femelle en coloration conventionnelle (Schmid et
al., 1989), (b) Spermatocyte en pachyténes avec les centroméres marqués en jaune. Les fleches
indiquent les cing microchromosomes qui sont acrocentriques (Calderon et Pigozzi, 2006).
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Figure N°10 : (a) Les macrochromosomes 1-8 et ZW de la caille japonaise marqués en bandes
GTG (Shibusawa et al., 2001), (b) idiogramme de la caille japonaise (Stock et Bunch, 1982).

1.3.2.2- CARYOTYPE DU POULET DOMESTIQUE

Le poulet est une espéce aviaire d’élevage dont I’aire
d’extension actuelle est la plus vaste (Wageningen et al.,
2004). Cet oiseau ressemble a certaines races domestiques
de la variété rouge dorée a plastron noir si I’on fait

référence aux coqs, ou dorée saumonée si I’on se référe

aux poules (Figure 11). C’est la premiere espéce

Figure N°11 : Poule domestique Gallus

domesticus de souche Isa Brown
etablissant une carte génetique et physique (Fotsa, 2008). (Isapoultry.com).

domestique que son génome a été étudié en détail en

Le caryotype normal de la poule (2n=78) est constitué de 38 paires d'autosomes,
morphologiquement différents, classés par ordre de taille décroissant et d'une paire de
chromosomes sexuels Z et W (Figure 12). La taille du gonosome Z est intermédiaire entre celle
du 4 et celle du 5, tandis que le gonosome W a une taille et une morphologie semblables & la 8™
paire. Les huit premieres paires chromosomiques sont des macrochromosomes dont les 6
premieres paires représentent approximativement 65% de la longueur totale du génome
(Fechheimer, 1971). Parmi les 8 paires de macrochromosomes, 3 paires sont submétacentriques
(1, 2 et 8) ayant leur centromere situé a peu prés dans la région médiane, 2 paires sont
télocentriques (4 et 7) ayant leur centromere situé en région subtélomérique et 3 paires sont
acrocentriques (3, 5 et 6) avec leur centromere en région terminale (Figure 13). Les deux
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chromosomes sexuels (Z et W) sont métacentriques. La morphologie des 30 paires de

microchromosomes est beaucoup plus homogene, la plupart sont acrocentriques (Fotsa, 2008).
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Figure N°12: Caryotype de la poule domestique (Gallus domesticus) en coloration conventionnelle

(a): Méale (Homogamétique), (b): Femelle (Hétérogamétique) (Ladjali, 1994).
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Figure N°13 : Caryotypes de la poule domestique Gallus domesticus

() : En bandes GTG (b): En bandes RBG (Ladjali-Mohammedi et al., 1999).
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CLASSIFICATION DES CHROMOSOMES

On distingue quatre types de chromosomes selon la localisation du centromere par rapport
aux bras (Figure 14) (Pollard et al., 2004) :

e Métacentrique (médiocentrique): Le centromére est situé au milieu du chromosome,

il le divise en deux chromatides égales, les deux bras ont la méme taille.

e Submétacentrique (submédiocentrique): La position du centromere est asymétrique

de sorte que chaque chromatide comporte un bras court (p) et un bras long (q).

e Télocentrique: Pour lequel le centromeére est situé en région subtélomérique.

e Acrocentrique: Pour lequel le centromére est en position terminale.

Bras(q)
Long

Télomeére

Télomere

a

Chromatide
soeur

e -
& &
£

A

X Meétacentrique
x Sub-
meétacentrique

Télocentrique

2

Acrocentrique

Figure N° 14 : Morphologie des chromosomes mitotiques chez les eucaryotes supérieurs.
(@): Principaux éléments du chromosome. (b) : Micrographie électronique de chromosomes
mitotiques. (c): Différents types de chromosomes (Modifiée d’apreés Pollard et al., 2004).

1.3.4- TECHNIQUES DE MARQUAGE CHROMOSOMIQUE
1.3.4.1- COLORATION CONVENTIONNELLE

Le caryotype est une présentation des paires de chromosomes. Ceux-ci sont classés et

numérotés selon une convention. Les bases de ce classement sont, la taille des chromosomes,

la position de leur centromeére et leur profil de bandes spécifique. En génétique médicale, le

caryotype contribue a la détection d’éventuels remaniements chromosomiques en

microscopie. Il est aussi caractéristique de chaque espéce, mais il peut également étre utilisé
afin de définir un individu ou une cellule (Eberhard, 2005; Le Caignec, 2011).
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1.3.4.2- MARQUAGE CHROMOSOMIQUE EN BANDES GTG (BANDES G-
TRYPSINE-GIEMSA) ET RBG (REVERSE BANDING GIEMSA)

La représentation de la totalité des bandes chromosomiques est appelée « caryogramme ».

La classification classique des chromosomes a rapidement été dépassée depuis 1’apparition
des techniques de marquages en 1970. Ces techniques de bandes permettent d’individualiser
chaque chromosome par des bandes caractéristiques. Elles sont identiques sur les deux
chromosomes homologues et permettent une classification bien précise (Eberhard,
2005). Différents traitements impliquant la dénaturation et/ou la digestion enzymatique de la
chromatine, puis I’incorporation de colorants spécifiques de I’ADN tel que le Giemsa qui
permet de compter et de classer les chromosomes en fonction de leur taille et de leur indice
centromérique. Les méthodes de marquage dit banding révélent le long des chromosomes une
alternance de bandes transversales, faiblement ou fortement colorées dont la disposition

topographique est spécifique de chaque paire chromosomique.

% Principe

Les bandes G (GTG) obtenues par digestion enzymatique (la trypsine) et les bandes R (RBG)
par dénaturation thermique ont chacune un contenu spécifique en ADN. Ces deux marquages,
en contretype, sont complémentaires. Lorsque 1’on a une bande sombre avec ’une des
techniques, avec I’autre on obtient une bande claire. Le marquage révele I'euchromatine c'est
a dire les régions chromosomiques ou I'ADN est préférentiellement transcrit et
I’hétérochromatine sont les régions chromosomiques ou 'ADN est préférentiellement inactif.
De telles bandes permettent de différencier précisément les chromosomes et les points de
translocation, des délétions sub-chromosomiques...etc (Figure 15) (Harry, 2001; Eberhard,
2005; Le Caignec, 2011).
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Figure N°15 : Idiogramme standard des 8 premiéres paires chromosomiques et les
chromosomes sexuels (Z et W) de la poule domestique Gallus domesticus (a) : en bandes
GTG, (b) en bandes RBG (Ladjali-Mohammedi et al., 1999).

1.4 -PHYLOGENIE

La phylogénie est un systeme de classification qui a 1’objectif de retracer 1’histoire évolutive
des organismes a travers 1’établissement des arbres phylogénétiques et d’estimer le temps de
divergence entre les organismes depuis leur dernier ancétre commun (Harry, 2001; Brown,
2004). La phylogénie joue un role central dans de nombreux domaines, tel que la
conservation, la nomenclature, la physiologie, 1’évolution moléculaire et la biologie

comparative (ce qui fait I’intérét de notre étude) (Laurin, 2013).

Actuellement, vu que la structure des ADN mitochondriaux est relativement simple, leur
organisation est conservée (par transmission maternelle) et que leur taux de mutations sont
plus élevés que ceux de I’ADN nucléaire, ces ADN sont fréquemment utilisés pour la
construction des arbres phylogéniques, 1’estimation des relations entre les groupes d’animaux,
la génétique des populations et 1’évolution moléculaire. Aujourd’hui, les génomes
mitochondriaux de 109 espéces aviaires sont déterminés et disponibles sur la base de données
GenBank (Kan et al., 2010).

1.4.1- PHYLOGNIE DE LA CAILLE JAPONAISE ET DU POULET DOMESTIQUE

La caille japonaise et le poulet domestique, sont deux espéces étroitement liées ayant
divergeées il ya 35-46 millions d’années (Kawahara-Miki et al., 2013). Elles appartiennent au
méme ordre (Galliformes) a la méme famille (Phasianidae) et possédent la méme longueur du

génome (1,2x10° bp), ainsi qu’un caryotype similaire de 2n=78 chromosomes, composé de
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macrochromosomes morphologiquement distinguables (1-8) et les chromosomes sexuels
(ZW) et des microchromosomes indiscernables. Des études cytogénétiques comparatives, ont

révélé une homologie des chromosomes hautement conservéee entre ces deux especes avec

seulement quelques réarrangements chromosomiques observés qui étaient essentiellement des
inversions péricentriques dans les chromosomes 1, 2, 4 et 8 (Sasaki, 1981; Stock et Bunch,
1982; Shibusawa et al., 2001; Roussot et al., 2003).

Il est aussi interessant de noter que, les homologies de séquence des génes mitochondriaux
entre la caille japonaise et le poulet domestique sont de 78,0 a 89,9%. En effet, le génome
mitochondrial de la caille japonaise est un ADN circulaire constitué de 16 697 paires de bases

(pb), un peu plus petit que celui du poulet qui est de 16 775 (Nishibori et al., 2001).

L’analyse d’une séquence de 1143 pb du cytochrome b ainsi qu’une séquence de 1041 pb du
géne de la sous unité¢ 2 de NADH (Nicotinamide Adenine Déshydrogénase) de la caille
japonaise, a montré qu'une espece ancestrale a divergé pour donner en premier, le genre
Coturnix, suivi de Gallus puis de bambusicola. La perdrix grise et le faisan colchique sont
d’apparition plus récente (taux de substitutions plus élevé) que la caille japonaise (Figure 16)
(Nishibori et al., 2001).

Fuligule a tete rouge /

Aythya americana
Faisan colchique/Phasianus colchicus
861
Perdrix grise /Perdix perdix
(:(Eaillejaponaisef’Carumf'.\:japanica: o
441 [ -
® e S T
. i Poulet domestique/Gallus domesticus
Ancétre 935‘ S~ e,
Bambusicole de Chine/Bambusicola thoracia
—]

0.01 Substitutions/site
&NB: L’¢échelle représentée par la barre verticale indique le taux de substitutions

par site (mutations produites pendant I’évolution entre les différentes espéces).

Figure N°16: Arbre phylogénique de la caille japonaise et du poulet domestique construit a
partir de deux génes mitochondriaux le cytochrome b et le NADH (Modifiée d’apres
Nishibori et al., 2001).
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En revanche, cette présente étude vise a établir le caryotype de la caille japonaise, afin de le
comparer avec celui du poulet domestique (cité dans la littérature) et d’identifier d’éventuels
réarrangements chromosomiques ayant survenus au cours de 1’évolution de ces deux espéces
domestiques. Dans un second temps des hypothéses d’ordre phylogénique seront proposées
tout en répondant a la question posée: quelle est I’espéce qui est apparue en premier, la caille

ou le poulet ?
1.4.2- LES REMANIEMENTS CHROMOSOMIQUES

On appelle des anomalies chromosomiques de structure, toute modification fonctionnellement
importante de la structure chromosomique normale. Elles sont classées en fonction de leurs
types cytologiques et de leurs conséquences phénotypiques. Les principaux types
cytologiques sont : si le remaniement concerne deux chromosomes différents, donc c’est une
translocation (réarrangement de segments de chromosomes). Par contre, s’il s’agit d’un seul
chromosome, donc, c’est soit : une délétion (perte), une duplication, une inversion (rotation),
OU une insertion....etc et en fonction de leur effet, on peut distinguer les anomalies de
structure équilibrées (pas de perte ni de gain de matériel génétique) ou déséquilibrées (perte
ou gain de matériel génétique, visible sur un caryotype classique) (Harry, 2001; Eberhard,
2005).

1.4.2.1-LES DELETIONS

Les délétions se traduisent par la perte d’un segment de chromosome ne portant pas de
centromere. En effet, le segment de chromosome délété dit : acentrique (sans centromere) ne
peut plus se déplacer et sera perdu. Les délétions ne mettent en jeu qu’un seul chromosome et

peuvent étre de deux types :

% Lorsque la délétion se situe en position terminale, on parle de déficience. Dans ce
cas, il n’y a qu’une seule cassure chromosomique et le segment ne comportant pas de

centromere est perdu (Figure 17a) (Harry, 2001; Eberhard, 2005).

% Lorsqu’il y a deux cassures chromosomiques, on parle de délétion segmentaire ou
interstitielle, il y a alors perte du fragment situé entre les deux cassures
(Figure 17b) (Harry, 2001; Eberhard, 2005).
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Figure N°17 : Délétion chromosomique (Modifiée d’aprés Harry, 2001)

1.4.2.2-LES DUPLICATIONS

Les duplications conduisent a une augmentation du matériel chromosomique et se traduisent
par une répétition (une copie d’un fragment de chromosome). Une duplication peut étre
envisagée comme une insertion, mais la séquence insérée est une copie d’une région qui est
déja présente sur le chromosome receveur. Une répétition peut étre:

% Intrachromosomique : elle se fait sur un méme chromosome soit sur le méme bras soit

sur des bras distincts (Figure 18a).
% Interchromosomique : elle se fait sur un autre chromosome conduisant a un crossing-over

inégal (Figure 18b) (Harry, 2001; Eberhard, 2005).

p Chromesome 2 b
“ Chromosome 1

D . D
p B » N D » N

=
X &
ol
Duplication Duplication par

intrachromosomique crossing-over inégal

Figure N°18 : Duplication chromosomique (Modifiée d’apres Harry, 2001).
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1.4.2.3- LES INVERSIONS

Les inversions correspondent a un retournement d’un segment chromosomique de 180°. Dans
ce cas, il y’a également une double cassure chromosomique dans deux régions différentes
d’un méme chromosome, mais non accompagnée d’une perte du matériel chromosomique, car
le segment cassé est «recollé » aprés rotation. Les inversions ne concernent qu’un seul

chromosome. Selon que le centromere est ou non impliqué dans I’inversion on distingue:

% Les inversions paracentriques : si le centromeére n’est pas inclus dans 1’inversion
(Figure 19a).

et les inversions péricentriques : si le centromeére est inclus dans I’inversion. Dans
ce cas, une inversion peut transformer un chromosome acrocentrique en un

chromosome métacentrique et inversement (Figure 19b) (Harry, 2001; Eberhard,

2005).
A
| : o
. B C
o'l Ll |
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Inversion Inversion
a paracentrique b péricentrique

Figure N°19 : Inversion chromosomique (Modifi¢ d’apreés Harry, 2001)

1.4.2.4- LES TRANSLOCATIONS

La translocation fait référence a un echange de segments chromosomiques. Elle peut résulter
de la fusion centrique de deux chromosomes acrocentriques en formant un chromosome
métaphasique (translocation robertsonienne) ou d’un échange de segments entre deux
chromosomes (translocation réciproque). Lors de la fusion centrique, deux chromosomes
entiers sont impliqués. Lors de la translocation réciproque, seule une partie de chacun des
deux chromosomes est échangée. Il est important de préciser le point de cassure sur chacun

des deux chromosomes participant a la translocation, qui est considérée équilibrée s’il n’y a
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pas d’altération quantitative du matériel génétique, sinon elle est dite déséquilibrée (Figure
20) (Harry, 2001; Eberhard, 2005).

a

Translocation Translocation
réeciproque robertsonienne

Figure N°20: Translocation chromosomique (Modifiée d’apres Eberhard, 2005).
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CHAPIIRE I1 MATERIELS ET METHODES

I1.1- LIEU DE TRAVAIL

Cette étude a été réalisée au niveau de deux laboratoires : au Laboratoire d’Ecologie de la
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’Université Abderrahmane MIRA & Bejaia
(UAM-Bejaia) et au Laboratoire de Génétique du Développement de la Faculté des Sciences
Biologiques a I’Université des Sciences et de la Technologie de Houari Boumediene
(USTHB, Alger).

11.2- MATERIEL BIOLOGIQUE

11.2.1- EUFS FECONDES

Afin d’obtenir des embryons &gés entre 8 et 12 jours, deux lots d’ceufs naturellement
fécondés ont été utilisés. Le premier lot était composé de 29 ceufs de caille japonaise Coturnix
japonica issus du Centre Cynégétique de Zéralda (Alger) alors que le deuxiéme lot était de 17
ceufs de la poule domestique Gallus domesticus (de souche ISA BROWN) provenant du
couvoir ZIZI d’ Aokas a Béjaia (Figure 21a et b).

Figure N°21 : (Bufs fécondés, (@) : (Eufs de la caille japonaise (Originale, UAM-
Bejaia), (b): (Eufs de la poule domestique (Couvoir ZIZI).

11.3-METHODOLOGIE

La présente étude s’est basée essentiellement sur deux méthodes. La premiére consiste a
incuber des ceufs dans le but de suivre le développement embryonnaire chez la caille
japonaise tout en le comparant avec la littérature. La deuxiéme, repose sur 1’étude
cytogénétique de la caille japonaise qui consiste a réaliser une culture cellulaire issue a partir
d’organes d’embryons agés entre 8 et 12 jours qui permet d’obtenir des étalements
chromosomiques dans le but d’établir le caryotype de la caille japonaise puis de le comparer

avec celui du poulet domestique dans un but phylogénétique.
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11.3.1- SUIVI DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

11.3.1.1- CONSERVATION DES (EUFS > -

Pour un bon déroulement du développement  Grosbout b
embryonnaire, les ceufs doivent étre d’abord

triés. En effet, ceux qui étaient malformés,

félés, ou trés sales ont été éliminés. Figure N°22: Position horizontale de 1’ ceuf’

Cependant, ceux légérement sales ont été délicatement nettoyés avec un chiffon sec et
propre. Ensuite, les ceufs sélectionnés ont été placés sur des supports, en position
horizontale (le gros bout a gauche) puis conservés a température ambiante comprise entre

13 et 15°C, dans un endroit bien aéré a I’abri de la lumiére (Figure 22) (Castaing, 1979).

11.3.1.2- INCUBATION DES (EUFS

L’incubation des ceufs a été réalisée dans une étuve ventilée. La température de 1’étuve doit
étre réglée a 37,5°C et chauffée 24 heures au préalable. Deux récipients remplis d’eau ont été
mis a ’intérieur de I’étuve pour favoriser une atmosphere humide (Figure 23) (Castaing,
1979).

/ﬂ
Température
a37,5°C

(N

L s L Récipients d’eau

ventilation

4—’/’_5 GEufs incubés

Figure N°23 : (Eufs en incubation dans une étuve ventilée (Originale, UAM-Bejaia).

A partir du 2°™ jour d’incubation, le retournement des ceufs est indispensable pour éviter que
I’embryon n’adhére a la coquille, mais aussi pour assurer une bonne aération de 1’ceuf
(coquille poreuse). En effet, des rotations ont été pratiquées au minimum deux fois par jour
(% tour le matin, % tour le soir avec des mains propres) du 2°™ au 14°™ jour d’incubation
(Figure 24) (Castaing, 1979).
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Rotation d’ Y2 tour

Mettre une croix au
| crayon (comme
| repaire)

T~

Figure N°24: Méthode de retournement des ceufs (Originale, UAM-Bejaia). J

11.3.1.3- MIRAGE

C’est 1I’0bservation par transparence a travers la coquille a I’intérieur de 1’ceuf. C’est une
technique utile pendant I’incubation, car elle permet de détecter les ceufs clairs (infertiles) et
les embryons morts, qui génerent des gaz toxiques. Le mirage permet également d’évaluer le
bon développement de la chambre & air (augmentation de son volume). Cette technique peut

étre réalisée a partir de 5°™ jour d’incubation. L’ceuf a mirer est ainsi retiré de I’incubateur et

placé sur le mire-ceufs dans une piéce sombre (Figure 25) (Wageningen et al, 2004).

Chambre
Site de dépot aar
de ’ceuf
Masse
Source de sombre
lumiére (Eil)

b

Figure N°25: Mirage des ceufs (a) :Mire-ceufs artisanal (Wageningen et al., 2004),
(b) Mirage réalisé sur un ceuf de poulet (Originale, UAM-Bejaia).

& NB: Vu que la coquille de la caille japonaise est tachetée et que sa taille est petite, le

mirage a été effectu¢ uniquement sur les ceufs de poulet.

11.3.1.4-TECHNIQUES D’OBSERVATION

Deux techniques d’observation ont été utilisées dans le présent travail :

3.1.4.1-TECHNIQUE IN VIVO
C’est une technique qui permet d'observer les embryons a des stades précoces durant leur

genése, ceci par 1’ouverture d’une petite fenétre a la surface de la coquille des ceufs.
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# Protocole

L’ceuf est retiré de l'incubateur et placé sur un support tout en gardant la méme position, en
prenant soin de ne pas le secouer, ni le renverser pour éviter de déplacer I'embryon qui se
trouve a la surface du jaune situé directement sous la coquille. Il est préférable de faire
descendre I’embryon en effectuant un petit trou sur le petit bout de 1’ceuf, pour prélever
environ 1 ml d'albumen en utilisant une micropipette de 1000 pl (embout stérile). Le trou a été
rebouché avec de la paraffine liquéfiée déposée a I’aide d’un pinceau. Ensuite, au moyen
d’une pince et des ciseaux, une fenétre a été délicatement découpée sur la coquille.
L’observation de I'embryon est donc possible, soit sous la loupe binoculaire, ou a I’eeil nu. La
manipulation de I’ceuf et la prise des photos ont été faites trés rapidement afin d’éviter la perte

des embryons pendant I’opération (Arrét cardiaque du au choc thermique) (Figure 26).

Effectuer un petit trou sur le J Prélever 1ml d’albumen J

petit bout rebouché

Le trou du petit bout de I’ceuf est J

I’eeil nu délicatement

Observation sous la loupe J

Observation de I’embryon & J Découper une fenétre J

Figure N°26: Etapes d’ouverture de la fenétre de I’ceuf (Originale, UAM-Bejaia). J

A D’effet d’observer et de suivre I’évolution des différents stades ultérieurs du développement
embryonnaire, les fenétres réalisées sur les coquilles ont été refermées et les ceufs ont été

remis dans I’incubateur. Pour ce faire; deux techniques peuvent étre utilisées selon le cas:
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Si I'observation devrait étre réalisée quelques heures seulement aprés l'ouverture de l'ceuf, il
suffirait de refermer la fenétre a l'aide d’un ruban adhésif transparent de 5 cm de largeur.

Par contre, si I’observation devrait s’effectuer aprés quelques jours, dans ce cas, il serait
nécessaire de refermer soigneusement I'ouverture avec un anneau de paraffine déposee sur la

fenétre, en collant ses bords a l'aide d'une spatule a chaud sur la coquille de I’ceuf (Figure 27).

Déposer I’ceuf sur un support en Liquéfier la paraffine sur la Verser la paraffine dans une boite de Pétri
papier plague chauffante avec un fond d’eau (formation d’un anneau)

Paraffine colée
sur la coquille

Refermer la fenétre en collant les bords
de la paraffine a chaud

Prélever I’anneau avec un bistouri

Fenétre d’ceuf refermée |

Figure N°27: Etapes de fermeture de la fenétre de I’ceuf (Originale, UAM-Bejaia). J

3.1.4.2-TECHNIQUE IN VITRO

La technique In vitro est réalisée au moment ou I’embryon est jugé mort (immobile) ou
lorsque les embryons ont atteint un stade de développement assez avancé (embryon assez
grand) ou quand la fenétre ne suffit plus pour observer I’embryon en entier. L’ceuf est donc
cassé dans une boite de Pétri afin dobserver a l'ccil nu les membres, les annexes
embryonnaires ou encore les organes internes.

# Protocole

La manipulation se fait soit a sec sur un support en verre (Boite de Pétri) soit en milieu
liguide. Dans ce cas, l'cuf est casse dans une boite de Pétri contenant du liquide
physiologique (1 litre d'eau distillée + (9) g de NaCl). L'embryon est ensuite détaché de ses
annexes a l'aide d’une paire de ciseaux et d’une pince, puis prélevé avec un verre de montre

et placé dans une autre boite de pétri contenant du liquide physiologique propre.
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L’observation des embryons est réalisée soit & la loupe binoculaire (sur fond noir), soit au

microscope photonique a faible grossissement, ou encore a 1I’ceil nu (Figure 28).

Boite de Pétri

Embryon

Allantoide
Sac Vitellin

Coquille d’un ceuf
vide
Liquide
physiologique

Figure N°28: Observation d’un embryon de la caille japonaise par la technique
In vitro. (a) en milieu liquide (b) a sec (Originale, UAM-Bejaia).

11.3.1.5- REALISATION DE PREPARATIONS DURABLES D’EMBRYONS DE
CAILLE JAPONAISE COTURNIX JAPONICA

Dans le cas ou I’embryon est sacrifié In vitro, il sera aussitot fixé dans le but de le conserver
(@ long terme) dans 1’état le plus proche possible de 1’état vivant pour d’éventuelles études

(histologiques ou autres).

Pour ce faire, I’ceuf entier est versé dans une boite de Pétri. L’embryon est débarrassé de ses
annexes et nettoyé avec du liquide physiologique ensuite fixé dans un récipient contenant du
liqguide de Clarke (3 volumes d’éthanol+1l volume d’acide acétique) pendant 10-15 min.
Enfin, il est déplacé dans un bocal en verre étiqueté (nom de I’espéce et 1’age estime de

I’embryon) contenant de 1’alcool a 95%.
11.3.2-CULTURE CELLULAIRE

Dans un second temps, la technique de culture cellulaire a été réalisée afin d’obtenir des
cellules en métaphase, stade auquel les chromosomes deviennent de plus en plus compacts et
courts, ces derniers sont issus de fibroblastes d’embryon de la caille japonaise. Vu le manque
de matériel nécessaire, la majorité de ses étapes ainsi que I’étalement chromosomique n’ont
pas pu étre réalisés a I’Université de Bejaia, mais au niveau de 'USTHB a Alger, par notre

promotrice.
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11.3.2.1-PRELEVEMENT ET DILACERATION DES ORGANES
# Protocole

Apres environ 8-9 jours d’incubation, I’ceuf est retiré de
I’incubateur et mis dans un endroit stérile (sous une héte
a flux laminaire) désinfecté a I’alcool, puis cassé dans
une boite de Pétri stérile (Figure 29). A I’aide d’une
paire de ciseaux et d’un scalpel, I’embryon est
débarrassé de ses annexes, retourné sur son dos,

décapité puis disséqué. Les organes internes (poumon,

ceeur, rein, foie...) ont été récupérés (Figure 30). Dans

le cas ou I’embryon est petit, les organes ne seront pas

distincts, donc toute la masse embryonnaire sera

dilacérée.

11.3.2.2-MISE EN CULTURE

Les organes récupérés ont été dilacérés au moyen d’une pince et d’une lame de bistouri. Cette

action doit étre effectuée rapidement pour garder les cellules a 1’état vivant. Par la suite, les
petits fragments d’organes ont été mis dans une fiole de 25 ml contenant de la trypsine a
0.05% (Pour la composition, voir annexe) avec un barreau magnétique. La préparation a été
placée sur un agitateur pendant 10 a 15 min a une vitesse modérée (pour une bonne

dissociation cellulaire).
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L’action de la trypsine est arrétée par 1’ajout de (1ml) de milieu de culture: Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF) (pour la composition,
voir annexe). Le tout est transféré dans un tube de 15ml puis centrifugé a 1200 tours par
minute « rpm » pendant 10 min. Le surnageant est éliminé alors que le culot est remis en

suspension dans des boites de culture de 25 cm? avec environ 7ml de milieu de culture

(réchauffée au préalable & 37°C) au bain marie. Les boites sont mises dans 1’étuve réglée a
41°C (Figure 31).

Boites de culture
' contenant du milieu
de culture

Figure N°31:Mise en culture (@) : Etuve réglée a 41°C (b) : boites de culture
dans I’¢étuve (photos prises a P'USTHB, Alger).

£ NB:

1. L’observation des cellules au microscope inversé, quelques jours apres la mise en
culture, a révélé I’adhésion d’un grand nombre de cellules au fond des boites formant
un tapis de fibroblastes. Lorsque les cellules sont confluentes, une trypsination est
effectuée pour les dissocier et les détacher du fond de la boite. Au moment ou les
cellules sont décollées, elles sont centrifugées puis remises en suspension dans du
milieu réparties dans des boites de 75cm?. Chaque trypsination (repiquage) correspond
a un passage.

2. La synchronisation du cycle cellulaire a 1’aide de la thymidine (précurseur de la
thymine) permet d’accumuler un maximum de cellules au stade prométaphase. En
effet, I’adition de la thymidine en excés dans le milieu de culture provoque le blocage
réversible du cycle cellulaire pendant la phase S (phase de synthése d’ADN). Ce
phénomeéne est induit par I’inhibition de la synthése du 2’-désoxycytidine, un des
désoxyribonucléotide triphosphate nécessaire a la réplication de I’ADN. La levée de
I’inhibition par la suite avec la BSS"™ (Hank’s Balanced Sait Solution), permet le
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redémarrage de la synthése de I’ADN et les cellules passent de maniére assez
synchrone, par les différents stades conduisant a la mitose. Ceci permet de récolter un
grand nombre de cellules en prophase ou en prométaphase grace a un contrle de
cycle cellulaire. Aprés la levée de I’inhibition, une observation des cellules sous
microscope inversé permet de surveiller le cycle cellulaire grace au comptage des
doublets (cellules en division réfringentes), la récolte des cellules est favorisée au

moment ou ces doublets cellulaires atteignent un nombre maximal.

11.3.2.3-RECOLTE

Affin d’obtenir des préparations chromosomiques, il faut récolter les cellules au stade de la
mitose et les faire gonfler par un traitement hypotonique pour avoir une bonne dispersion des
chromosomes. Quand le nombre de cellules rondes en division est assez important, une
trypsination & 0.05% est effectuée sur des boites de 75 cm? pendant 5 min & une température
de 41°C, puis un rincage est effectué avec une solution de tampon Phosphate Salin (PBS").
Au moment ou les cellules se sont decollées, 1’activité de I’enzyme est inhibée par I’ajout de
milieu de culture (RPMI) contenant 10% de SVF (voir annexe) ensuite la suspension a été
transférée dans un tube de 15 ml avec 30 pl de colchicine et centrifugé 10 min & 1200 rpm.

La colchicine exerce un effet inhibiteur sur la polymérisation des fibres du fuseau mitotique
sur lesquels se fixent les centroméres des chromosomes qui empéchent la transition de la

métaphase a I’anaphase.

11.3.2.4 Choc hypotonique

Cette étape consiste a récupérer le culot obtenu et le remettre dans une solution hypotonique
(voir en annexe) préchauffée a 37°C. La suspension est ensuite incubée dans un bain marie a
(37°C pendant 13 min), ce qui entraine le gonflement des cellules par effet osmotique. Ce
choc facilite 1’éclatement des membranes plasmiques des cellules, ce qui entraine la

dispersion des chromosomes, qui seront fixés et étalés sur des lames propres.

11.3.2.5-FIXATION

La fixation permet de conserver la structure interne des cellules et de préparer ces derniéres
au marquage chromosomique. Une préfixation a été effectuée par 1ml de fixateur (voir en
annexe) pendant 5 min a 37°C dans un milieu hypotonique. Une fixation a été réalisée apres
centrifugation de la suspension cellulaire pendant 10 min a une vitesse de 1200 rpm, puis le

culot a été remis dans 6 ml de fixateur a 4°C pendant 15 min, par la suite, une nouvelle
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centrifugation a été effectuée pendant 10 min a 1200 rpm, le culot est repris dans 6 ml de
fixateur, les tubes sont laissés a 4°C pendant 15 min jusqu’a une nuit maximum. Enfin,

I’étalement de 1’échantillon biologique (chromosome) sur les lames sera ainsi possible.

11.3.2.6-ETALEMENT CHROMOSOMIQUE
Afin d’obtenir des préparations chromosomiques, 2 a 3 gouttes de la suspension cellulaire
sont laissees tomber d’une hauteur de 10 cm sur des lames préalablement lavées et mises dans

de I’eau froide. Elles ont été séchées sur un portoir pendant 24 heures maximum.

& NB : Ces étalements chromosomiques peuvent étre conservés pendant longtemps (pour
des colorations ultérieures). En effet, les lames ont été congelées aussitdt séchées. Celles a

colorer doivent vieillir.

11.3.2.7-TECHNIQUES DE MARQUAGES CHROMOSOMIQUES

Le marquage chromosomique en bandes GTG, 1’observation des lames, ainsi que le
découpage des chromosomes ont été réalisés au niveau du Laboratoire d’Ecologie, A-MIRA,
Bejaia.

3.2.7.1-COLORATION CONVENTIONNELLE

La coloration au Giemsa (dite: conventionnelle) était la coloration la plus utilisée (le standard)
avant I’apparition des techniques en bandes. Cette méthode permet d’avoir une idée précise de
la morphologie générale des chromosomes, elle est également utilisée pour révéler le
marquage chromosomique produit par certains traitements (digestion a la trypsine...etc.)
(Ladjali, 1994 ; Ladjali et al., 1995).

& Principe

Le Giemsa est le produit de mélange de six groupes de colorants, principalement des
thiazines chargeés positivement. Ces derniers interagissent avec le groupement phosphate
chargé négativement de I’ADN induisant une diminution de la longueur d’onde d’absorbance
du colorant qui passe du bleu pale au bleu foncé (Popescu, 1998).

# Protocole

Les lames ont été rincées a I’ecau courante puis incubées dans la solution de coloration
(Giemsa) a 6% pendant 10 a 20 minutes a température ambiante. Elles ont été ensuite rincées
abondamment a ’eau de robinet puis a 1’eau distillée. Les lames ont été séchées a I’air libre

et observées au microscope photonique en lumiére blanche (Gx40 et x100).
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3.2.7.2-TECHNIQUE DE MARQUAGE EN BANDES GTG (BANDES G-TRYPSINE-
GIEMSA)

& Principe

Dans cette technique, une dénaturation des protéines chromosomiques est réalisée avec de la
trypsine, ensuite les chromosomes sont colorés au moyen du Giemsa. Chaque paire de
chromosomes homologues posséde une distribution caractéristique de bandes claires et
sombres.

# Protocole

Pour obtenir la trypsine (a 0,25%), une quantité de 0,259 de trypsine en poudre a été dissoute
dans 100 ml de PBS". Le melange a été mis dans un Bécher contenant un barreau magnétique
et placé sur l’agitateur a une vitesse modérée. Ensuite, la solution de Giemsa a été
préparée (pour un volume de 25ml=1,5 ml de colorant Giemsa a été mélangé avec 0.75ml de
Tampon phosphate et 22,75 ml d’cau distillée).

Les lames a colorer ont été immergées dans la trypsine (& 0,25 %) pendant 12 secondes puis
rincées dans un bain de PBS™ (pour bloquer l'action de I’enzyme). Ces lames ont été ensuite
colorées avec la solution de coloration pendant 15 a 20 min, lavées abondamment a I'eau de
robinet puis a I'eau distillée et enfin asséchées a 1’air libre (Figure 32 et 33).

: Eau distillée

[

N

: Solution PBS™

w

: Trypsine en poudre

S

: Solution de coloration (Giemsa)

ol

: Lames séchées
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1. Trypsine 0,25%
(12 secondes)

2. Rincage avec la PBS- 3. Solution de coloration

i (15-20 minutes)
i =>’ El
E - % -

4. Rincage a 'eau de robinet 5. Rinc¢age a I'eau distillée 6. Séchage des lames

Figure N°33 : Etapes de la Technique de marquage en bandes GTG (Originale, UAM-Bejaia).

11.3.2.8- OBSERVATIONS DES LAMES SOUS
MICROSCOPE PHOTONIQUE

Apreés la coloration et le séchage, les lames ont été
observées et analysées sous un microscope photonique
au grossissement (x40) pour localiser les métaphases,
puis au grossissement (X 100) pour la prise des photos
(a ’huile a immersion). Un appareil photos de type

(Lumix : 12 Megapixels) a été utilisé dans la présente

étude pour la prise en photos des métaphases colorées
(Figure 34). Figure N°34 : Observation des
lames sous microscope photonique
(Originale, UAM-Bejaia).

11.2.3- ETABLISSEMENT DES CARYOTYPES
L'établissement du caryotype de la caille japonaise Coturnix japonica a été réalisé apres la prise
des photos des métaphases colorées. Les chromosomes ont été découpés a lI'aide du logiciel Adobe
Photoshop CS5, puis organisés en paires, suivant la taille, la position du centromere, ainsi que le
nombre de bandes GTG. Les paires chromosomiques sont ensuite classées selon un ordre
décroissant (du plus grand au plus petit). Le caryotype de la caille japonaise ainsi établi a été

ensuite comparé avec celui du poulet domestique Gallus domesticus.
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RESULTATS ETDISCUSSIONS

111.1- MATERIEL BIOLOGIQUE
111.1.1- EFFECTIFS DES (EUFS ET D’EMBRYONS DE LA CAILLE JAPONAISE

Sur un total de 29 ceufs de caille japonaise Coturnix japonica, on a pu suivre le

développement de plusieurs embryons a des stades avancés (jusqu'au 17°™ jour
d’incubation). On constate que I’effectif des embryons vivants était assez réduit par rapport

au nombre total des ceufs mis a notre disposition (Tableau II).

% Tableau Il : Effectifs du matériel biologique

29

8
10
11

En effet, on a eu de nombreux cas de mortalité dus a plusieurs causes, parmi lesquelles on
peut citer, les coupures d’électricité au niveau de ’université qui ont influé directement sur
le développement des futurs cailleteaux (arrét du fonctionnement de I’étuve pendant des
heures). De plus, la ventilation de 1’étuve est tombée en panne pendant dix jours. Cela a
engendré un étouffement (Iétal) des embryons. En 3™ lieu, le retard occasionné par
I’insuffisance de places a I’intérieur de I’étuve pour incuber les ceufs. En effet, on ne pouvait
pas incuber les 29 ceufs en méme temps dans une étuve. On a du attendre environ 21 jours
pour lancer d’autres lots. Or, ce temps perdu a été un facteur fatal pour les ceufs stockés (la
période de pré-incubation a été dépassée de vingt jours, en plus des variations de température)
(Tableau I11). Dés le lancement des derniers ceufs, on a remarqué qu’aucun embryon ne s’est
développé. Néanmoins, malgré toutes ces conditions défavorables empéchant ainsi le bon
déroulement du développement embryonnaire de la caille japonaise Coturnix japonica, on a

pu obtenir plusieurs stades.
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% Tableau Il : Troubles influencant le développement embryonnaire (Modifiée d’aprés

Wageningen et al., 2004).

Cause probable

Prévention

Troubles de la mort des embryons

a. (Eufs trop vieux; conservés ou transportés
dans de mauvaises conditions.

Il ne faut pas utiliser des ceufs datant de plus d’une
semaine

b. Ventilation insuffisante

Il faut aérer la couveuse

c. Trop peu d'humidité.

Il faut contréler I’humidité; ajouter des récipients
d'eau, ou un torchon humide

Poussins bien développés mais pas d'éclosion (ne parviennent pas a casser la coquille).

a. Mauvaise humidité
a.1: Air trop sec: chambre a air trop grande
a.2: Air trop humide: chambre a air trop petite

a.1) Ajouter des récipients d'eau ou vaporiser
plus souvent.

a.2) Il faut enlever quelques récipients d'eau.

I11.2- INCUBATION DES (EUFS ET SUIVI DU DEVELOPPEMENT

EMBRYONNAIRE

111.2.1- LES STADES DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE OBTENUS

Les différents stades de développement embryonnaire obtenus pour la caille japonaise sont

résumés dans le Tableau V.

% Tableau IV : Tableau récapitulatif des stades de développement de la caille japonaise

obtenus jusqu’au 17 ™ jour d’incubation (UAM, Béjaia).

Temps Estimation de I’age | Stade selon
Embryons d’incubation selon Ainsworth et al [ Hamburger-Hamilton
(2010) (1951) correspondant
5 jours 5 jours
7 jours 6,5 jours 32
8 jours 8 jours 34
9 jours 8-9 jours 36
10 jours 9,5 jours 37
“ 12 jours 11 jours 40
14 jours 14 jours 43
“ 15 jours 15-16 jours 44
“ 17 jours 16-16,5 jours 45
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@ Les 9 stades observés ont été pris en photos, légendés, comparés avec la littérature et

présentés comme suit (Figures 35-43) :

Téte bien distincte

- (Eil pigmenté

- Membres supérieurs

Membres inférieurs

Figure N°35 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 5 jours (Stade 27 HH) :
(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).

Membres supérieurs

Plidu coude

Membres inférieurs

Sac vitellin vascularisé

Figure N°36 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 7 jours (stade 32 HH) :
(@) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).
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Figure N°37: Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 8 jours (Stade 34 HH) :
(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).

- = Paupiére

Globe oculaire

Bec de 1,2mm

Pigmentation en
noir sur le dos

Figure N°38 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 9 jours (Stade 36 HH):
(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).
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Pigmentation en
noir sur le crane.

Bec de 1,5mm
_ _ Aile

— — — — Plumes

Patte (4 orteils distincts)

Figure N°39 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 10 jours (stade 37 HH):
(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).

(Eil ouvert entouré
de plumes

Bec de 2,3mm
Aile

~ < Longueur du 3°™
orteil= 8,6mm.

Plumes longues

N
~ Pigmentation sur les

orteils.

Figure N°40 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 12 jours (stade 40 HH),

(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).
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Bec de 2,6 mm

Longueur du 3°™

orteil=9,4mm.

Figure N°41 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 14 jours (stade 43 HH):
(@) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).

Bec de 3,0mm

Longueur du 3°™
orteil=10,8mm.

~ Pigmentation sur les
orteils.

Figure N°42 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica age de 15 jours (stade 44 HH):

(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).
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Bec de 3,5mm

Longueur du 3°™
orteil= 11,9mm.

Figure N°43 : Embryon de caille japonaise Coturnix japonica agé de 17 jours (stade 46 HH):
(a) selon Ainsworth et al (2010), (b) Originale (UAM, Bejaia).

En effet, la comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature révele que 1’age estimé
pour les embryons obtenus correspond réellement au temps d’incubation et nos résultats

concordent bien avec ceux d’Ainsworth et al (2010).

111.2.2-REALISATION DE PREPARATIONS DURABLES D’EMBRYONS DE
CAILLE JAPONAISE

Les embryons sacrifiés a différents stades ont été fixés (afin de les conserver pour des études

ultérieures eventuellement pour des coupes histologiques) puis pris en photos (Figure 44).

4 jours 5 jours 7 jours 9 jours 10 jours 12 jours 14 jours 17 jours

Figure N°44 : Fixation des embryons de la caille japonaise Coturnix japonica a différents

stades de développement, Originale (UAM, Bejaia).
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111.3- CULTURE CELLULAIRE ET ETALEMENT CHROMOSOMIQUE

111.3.1- DILACERATION DES ORGANES

Comme ca été mentionné dans le chapitre précédent, la culture cellulaire et les étalements
chromosomiques ont été réalisés a I’USTHB (Alger). Malgré cela, avec les moyens restreints
qu’on possédait, on a simulé les premiéres étapes de la culture cellulaire. En effet, apres
incubation des ceufs, les embryons vivants ont été sacrifiés pour le prélevement de leurs
organes afin d’avoir des cellules vivantes dans le but d’effectuer une culture cellulaire. Pour
cela, des organes tels que le poumon, le cceur, le rein....etc ont été prélevés a partir
d’embryons agés entre 8 et 12 jours puis dilacérés (Figure 45a). Or, les embryons &ges entre 3
et 5 jours ont été entierement dilacérés (mis a part les yeux) vu que leurs organes ne sont pas

encore développés (Figure 45b).

Embryon de
9 jours

Des yeux pigmentés

Paire de ciseaux Différents organes
et scalpel
J (Ceeur, poumon, foie)
Bouillie cellulaire bl

Téte de I’embryon

Figure N°45 : Dilacération (a) d’organes issus d’un embryon de poulet 4g¢ de 9 jours,

(b) d’un embryon agé de 5 jours en entier (Bouillie cellulaire), Originale (UAM Bejaia).

Apres dilacération des différents oranges embryonnaires, une agitation de la bouillie cellulaire
(a vitesse modeérée) avec la de trypsine (0.05%) a été effectuée pendant 5 min pour favoriser

la dissociation des cellules entre elles.

111.3.2-MISE  EN CULTURE, RECOLTE, CHOC HYPOTONIQUE, FIXATION,
ETALEMENT CHROMOSOMIQUE

Toutes ces étapes ont éte réalisées au niveau du Laboratoire de Génétique du Développement
a ’'USTHB (par notre promotrice). Le suivi des cultures cellulaires a montré au microscope
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inversé la présence de fibroblastes (cellules fusiformes) dés le 28me jour de la mise en culture

des cellules. Au bout d’une semaine, il y’a eu formation d’un tapis cellulaire (Figure 46).

Fibroblastes

Figure N°46 : Tapis de fibroblastes d’un embryon de caille japonaise observé au

microscope inversé (GX10) (Kartout-Benmessaoud, Thése de Doctorat en cours).

111.4- MARQUAGES CHROMOSOMIQUES ET OBSERVATIONS DES
METAPHASES

L’observation au microscope photonique des eétalements chromosomiques ainsi obtenus, nous
a permis de repérer quelques métaphases. Ces dernieres ont été sélectionnées et prises en
photos a difféerents grossissements (GX40 ; X100) et & différentes mises au point (Figure 47).
L’indice mitotique est en moyenne d’une métaphase par champ. Cela est du probablement a

un potentiel cellulaire initial assez moyen.

Les chromosomes ont été découpés en utilisant le logiciel Photoshop (CS5) et classés en
fonction de 3 criteres : par ordre décroissant selon leur taille, la position de leurs centromeéres
et enfin selon le nombre de bandes morphologiques GTG. Le caryotype ainsi établi en bandes

morphologiques GTG est illustré sur la Figure 48.
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-

Microchromosomes
-

Macrochromosomes

Bande claire

Figure N°47 : Métaphases de la caille japonaise Coturnix japonica observées au
microscope photonique (GX100), (a) : en coloration conventionnelle (b) : en bandes GTG,
Originale (UAM, Bejaia).
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Figure N°48 : Caryotype de la caille japonaise Coturnix japonica (de sexe femelle)

proposé en bandes morphologiques GTG (Originale, UAM-Bejaia).
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L’évolution morphologique des chromosomes d’espéces appartenant a 1’ordre des galliformes
entraine beaucoup d’ambiguité dans le groupe. Néanmoins, le nombre et la morphologie des
chromosomes sont relativement conserves entre ces especes (Takagi et Sasaki, 1974). La
caille japonaise et le Poulet domestique ont le méme nombre de chromosomes (2n=78), mais
des différences morphologiques ont été identifiées sur plusieurs paires chromosomiques
(Crawford, 1990).

111.4.1- DESCRIPTION DES CHROMOSOMES DE LA CAILLE JAPONAISE
COTURNIX JAPONICA ET CARTE CHROMOSOMIQUE COMPAREE
La morphologie des huit premieres paires chromosomiques et des chromosomes sexuels ZW
de la caille japonaise obtenus a été comparée avec celle des chromosomes de Shibusawa et
al. (2001) et avec celle des chromosomes du poulet domestique Gallus domesticus de
Ladjali-Mohammedi et al. (1999) (Tableau V).

Les résultats obtenus dans le présent travail concordent avec ceux de la littérature (Stock et
Bunch, 1982 ; Shibusawa et al., 2001). Or, les chromosomes de la caille japonaise présentent
des similitudes morphologiques avec ceux du poulet domestique sur la plupart des
chromosomes (1, 2, 3, 4, 5, 6 et le chromosome sexuel Z) mais aussi quelques différences sur

les chromosomes 7, 8 et le W.

Les relations phylogénétiques font l'objet d'études intensives. En effet, des eétudes
interspécifiques comparatives réalisées sur ces deux especes ont suggéré que la morphologie
de leurs chromosomes est hautement conservée et que quelques réarrangements
chromosomiques produits au cours de I'évolution ont été identifiés (Shibusawa et al., 2001;
Fillon et al., 2003 ; Kayang et al., 2006; Zlotina et al., 2012).

En effet, les chromosomes 1 et 2 de la caille japonaise et du poulet domestique sont
morphologiquement similaires (submétacentriques) (Sasaki, 1981 ; Stock et Bunch 1982 ;
Ladjali-Mohammedi et al., 1999). Or, la présence d’une éventuelle inversion péricentrique
sur ces deux chromosomes de la caille japonaise a été démontrée en utilisant des clones BAC
spécifiques au poulet puis hybridés In situ sur des métaphases de la caille japonaise par la
technique d’hybridations In situ en fluorescence (FISH) (Shibusawa et al., 2001; Kayang et
al., 2006) (Figure 49).
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% Tableau V: Description morphologique comparative des chromosomes en coloration GTG

de la caille japonaise Coturnix japonica obtenus (UAM, Bejaia) avec ceux de la littérature

(D’apreés Shibusawa et al., 2001) et du Poulet domestique Gallus domesticus de Ladjali-
Mohammedi et al. (1999).

Caille japonaise Caille japonaise Poulet domestique
(Originale) (Shibusawa et al. 2001) (Ladjali et al., 1999)
Chromosome
1 == -
Submetacentrique Submetacentrique Submetacentrique
Chromosome - B _
2
Submetacentrique Submetacentrique Submetacentrique
Chromosome
3
Acrocentrique Acrocentrique Acrocentrique
Chromosome ' ‘
4
Telocentrique Telocentrique Telocentrique
Chromosome _‘ - -
5 c 1
Acrocentrique Acrocentrique Acrocentrique
Chromosome —' i -
6 ¥
Acrocentrique Acrocentrique Acrocentrique
Chromosome —. .— -
7 |
Acrocentrique Acrocentrique Telocentrique
Chromosome _. —
8 L &
Acrocentrique Acrocentrique Submétacentrique
Chromosome B —‘ _‘
Z -
Métacentrique Métacentrique Métacentrique
Chromosome .— _:
W
Acrocentrique Acrocentrique Métacentrique
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Figure N°49: Inversion péricentrique sur les chromosomes 1 et 2 de la caille
japonaise, (a) inversion du clone BAC (P2-6) sur le chromosome, (b) inversion du
clone BAC (107K17) sur le chromosome 2 (Modifiée d’aprés Kayang et al., 2006).

Les chromosomes 3 sont acrocentriques et semblent étre conserves entre ces deux especes
(Ladjali-Mohammedi et al., 1999; Shibusawa et al, 2001). En effet une forte homologie des
motifs en bandes GTG a été observée apres comparaison du chromosome 3 de la caille

japonaise avec celui du poulet domestique (Figure 50) (Kayang et al., 2006).

— 20012 - PLlz

P56

— 13L14 I— 13114

GG A3 CJAS

Figure N°50: Homologie morphologique entre les
chromosomes 3 des deux espéces au cours de 1’évolution
(Kayang et al., 2006).

Aussi, les études réalisées sur le chromosome 4 du poulet domestique ont révélé que ce
dernier semble étre le plus conserve du génome aviaire. Grace a la technique de la peinture
chromosomique réalisée par Guttenbach et al. (2003) (Figure 51a) ainsi que des FISH de
clones BAC sur des chromosomes mitotiques (Figure 51b) et méiotiques (Figure 51c), la
présence d’un éventuel réarrangement chromosomique a été détectée. Ce dernier a été

expliqué non pas par une inversion péricentrique mais par la formation d’un néocentromere

(Zlotina et al., 2012).
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Figure N°51: (a) Hybridation complete du chromosome 4 du poulet sur le chromosome 4 de

la caille japonaise (Guttenbach et al., 2003), (b) L'ordre des Clones BAC sur le chromosome

4 mitotique de la caille japonaise (CJA4) est identique a celui du poulet (GGA4) (Kayang et
al., 2006) et aussi sur les chromosomes 4 en écouvillon (c), (Galkina et al., 2006).

Les chromosomes 5 et 6 de la caille japonaise et du poulet domestique sont acrocentriques,
ils sont morphologiquement similaires chez les deux espéces. Une forte homologie est
observée apres comparaison des motifs des bandes GTG. Ce résultat démontre que la caille et
le poulet ne représentent aucun réarrangement chromosomique au niveau des chromosomes 5
et 6, ils ont du étre conservés au cours de 1’évolution (Figure 52) (Ladjali-Mohammedi et
al., 1999; Shibusawa et al., 2001).

Acrocentriques
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Figure N° 52 : Carte cytogénétique comparative des chromosomes 5 et 6 entre la caille
japonaise Coturnix japonica (a gauche) avec ceux du poulet domestique Gallus domesticus
(& droite) (Shibusawa et al., 2001).
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Le chromosome 7 de la caille japonaise est acrocentrique, alors que celui du poulet
domestique est télocentrique (Stock et Bunch, 1982). Le chromosome 7 acrocentrique aurait
pu subir une fusion avec un michrochromosome conduisant a la formation d’un chromosome
télocentrique. Aussi, une fission (délétion) aurait pu se produire sur le chromosome 7
télocentrique lors de 1’évolution conduisant a la formation d’un chromosome acrocentrique et
d’un michrochromosome (Figure 53).

En effet, selon une étude réalisée sur les chromosomes 7 de la caille japonaise Coturnix
japonica et le poulet domestique Gallus domesticus, la présence d’un réarrangement

intrachromosomique lors de 1’évolution a été révélée (Fillon et al., 2003).

Acrocentrique Télocentrique
Michrochromosome o
+ B2 ‘
| wol
04 .
4! T . :
a 9_{ Insertion d*un michrochromosome > L i
w4y 2020 e ~ b= 219
. 20
< Délétion d’un michrochromosome
Q RN ¢
Caille japonaise Poulet domestique

Figure N°53 : Représentation de la possibilité de formation du chromosome 7 chez la
caille japonaise (a gauche) et le poulet domestique (a droite) (Modifiée d’apreés
Shibusawa et al., 2001).

Les chromosomes 8 sont morphologiquement différents chez la caille japonaise et le poulet
domestique. lls sont respectivement acrocentrique et submétacentrique. La comparaison des
motifs des bandes GTG de ces chromosomes a montré une différence dans la conservation des
bandes. En effet, ces différences peuvent s’expliquer probablement par une perte d’un
segment chromosomique (délétion) chez la caille japonaise conduisant a la forme
acrocentrique, ou bien par duplication du matériel génétique sur le chromosome 8 du poulet
(Figure 54).

En effet, des inversions péricentriques ont été détectées sur le chromosome 8 de la caille
japonaise par rapport au chromosome homologue du poulet domestique (Fillon et al., 2003;
Sasazaki et al., 2006).
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Figure N°54 : Eventuels réarrangements chromosomiques ayant probablement
survenus sur les chromosomes 8 de la caille japonaise et du poulet.

& Tableau VI : Correspondances entre les machrochromosomes de la poule domestique

Gallus domesticus et de la caille japonaise Coturnix japonica (Fillon et al., 2003)

Machrochromosomes de la poule | Machrochromosomes de la caille

1 1(inversion)

2(inversion)

3

2

3

4 4(inversion)
5 5

6 6
7

8

Z

7(réarrangement)

8 (inversion)

Z

Le chromosome Z de la caille japonaise et du poulet domestique sont métacentriques, ils sont
morphologiquement similaires chez les deux especes, une forte homologie est observée apreés
comparaison des motifs des bandes GTG. Ce résultat démontre que la caille et le poulet ne
présentent pas d’inversion péricentrique au niveau des chromosomes sexuels Z. Ces derniers
ont du étre conservés au cours de I’évolution exactement comme les chromosomes 5 et 6
(Figure 55a). Or, un autre réarrangement chromosomique de type néocentromere a pu étre

confirmé gréce aux chromosomes en écouvillon (Zlotina et al., 2012). En effet, ’ordre des
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clones BAC hybridés est hautement conservé or la position génétique des centromeéres est
différente (Figure 55b) (Kayang et al., 2006).

s " X 83N24
04 PRLR-GHR "’ PRLR-GHR
" = ::
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" 83N24
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:: .:: CHDU
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we ALDOS ':: T ALDOS l'- 71017
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o
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i : 1 GGAZ CJAZ

(A) (B)

Figure N°55 : Comparaison des idiogrammes en bandes GTG des chromosomes sexuels Z de la
caille japonaise et de la poule domestique. Cartographie de (A) quatre génes fonctionnels (PRLR,
GHR, ALDOS et MUSK) du poulet conservés dans le méme ordre chez la caille japonaise
(Suzuki et al., 1999), (B) de deux clones BAC (Kayang et al., 2006).

Le chromosome W de la caille japonaise est acrocentrique, tandis que celui du poulet est
métacentrique (Ladjali mohammedi et al., 1999). Une fusion de deux michrochromosomes
chez le poulet domestique (ou une inversion péricentrique chez la caille japonaise) aurait pu

se produire durant I’évolution (Figure 56) (Fillon et al., 2003).

Chromosome W

P

Figure N°56 : Inversion ayant probablement survenue sur le chromosome
W de la caille japonaise conduisant a la forme acrocentrique de ce dernier.

Inversion
C—

En conclusion, une tres haute conservation de groupes de synténie a été démontrée pour le
poulet et la caille japonaise (Shibusawa et al., 2001; Guttenbach et al., 2003 ; Schmid et al.,
2005 ; Kayang et al., 2006 ; Sasazaki et al., 2006 ). Néanmoins, le taux de réarrangements

intra-chromosomigques et le changement de 1’ordre des genes ne semblent pas étre faibles. En
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effet, des inversions péricentriques ne sont pas le principal mécanisme de la différence de
morphologie entre les chromosomes du poulet et de la caille. Le repositionnement des
centromeres de certains chromosomes n‘est pas accompagné de remaniement genique mais
plutét, ces centroméres semblent étre formés de novo chez le poulet et la caille japonaise
(Galkina et al., 2006).

A TI’1ssu des résultats obtenus dans la présente é¢tude et en se basant sur le caryotype aviaire
ancestral (Figure 57) et sur le schéma hypothétique des éventuels remaniements produits entre
les deux espéces (Tableau VII) proposé par Griffin et al., 2007 on peut dire que :

Le poulet domestique semble étre plus ancestral que la caille japonaise (vu que le caryotype
de la poule ressemble plus a celui de I’ancétre présumé). Néanmoins, ceci reste une

hypothése a confirmer.

“.....O o

1.(1) 2(2) 3(3)|4(4q)| S(5) 6(8) 7(7) 8(8) 9(9)|10(4p)| Z(2)

-Caryotype ancestral (chiffre en noir)

-Orthologue du poulet (chiffre en bleu)

Figure N°57 : Illlustration schématique du caryotype aviaire ancestral et ses
orthologues du poulet. La seule différence étant le chromosome 4 du poulet, qui
est représenté par les chromosomes ancestraux 4 et 10 (Griffin et al., 2007).

& Tableau VII : Comparaison des chromosomes de 1 a 10 et le chromosome sexuel Z

chez la caille japonaise et le poulet domestique (Griffin et al., 2007).

Poulet domestique A ‘

Caille japonaise A A A A |

Chromosome ancestral

A - Inversion pericentrique

Chromosome ancestral avec des réarrangements

- Fusion des chromosomes ancestraux
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Or, les arbres phylogénétiques construits a partir des genes mitochondriaux (le cytochrome b
et le Nicotinamide Adenine Déshydrogénase: NADH) de la caille japonaise, ont montré que
le genre Coturnix est d’apparition plus ancestrale que le genre Gallus (Nishibori et al., 2001).
Egalement, I’analyse d’une séquence de 694-pb du géne mitochondrial codant pour le
cytochrome C Oxydase 1 (COI) a été utilisée pour identifier les relations phylogéniques entre
les especes appartenant a la famille des Phasianidés (Figure 58) (Kan et al., 2010; Huang et
Ke, 2014; Shen et al., 2014).

Cch
Coturnix coturnix . .
Coturnix
Coturnix japonica
Ach2
’{ Ach3 Alectoris
| Achi
Tal I Tetraogallus
Agi
|Aru Arbaorophila
lAru2
» Bth1
| Bth2 Bamubusicola
Bfy1
_- .
Feit Francolinus
lFpiz
Gallus domesticus Crerllus
I —

002 (Taux de substitutions)

Figure N°58: Arbre phylogénique de 7 genres de Phasianidés construit a partir de la séquence
COI de I’ADN mitochondrial (Modifiée d’aprés Huang et Ke, 2014).

D’aprés I’arbre phylogénétique ci-dessus, le genre Coturnix est apparu avant le genre Gallus,
donc c’est le plus ancestral. Mais cette étude ne refléte pas vraiment la réalité vu qu’il n’y a
que deux genes qui ont été utilisés. Par conséquent la question posée « qui est I’espéce la plus
ancestrale ?» reste encore une énigme a réveler. Pour ce faire, des études ultérieures plus
approfondies devraient étre envisagées a 1’échelle moléculaire en utilisant les clones BAC ou

plus de génes mitochondriaux pour pouvoir répondre a la question préalablement posée.
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Le présent travail nous a permis d’apporter des connaissances fondamentales concernant le
développement embryonnaire et la génétique de la caille japonaise Coturnix japonica en
décrivant son génome. En effet, des cultures de fibroblastes issus d’embryons agés entre 8 et
12 jours d’incubation ont été réalisées. Ainsi, nous avons réussi a obtenir des chromosomes
métaphasiques.

Le nombre diploide des chromosomes de la caille japonaise a été estimé a 2n=78, comme
chez la plupart des Phasianidés. La comparaison avec les résultats de la littérature nous a
facilité 1’identification des macrochromosomes de la caille japonaise. Concernant les
microchromosomes, vu leur petite taille, ils ont été extrémement difficiles a identifier.

Nous avons ainsi proposé un caryotype en bandes morphologiques GTG correspondant aux
cing premiéres paires autosomiques et aux 33 paires de microchromosomes, en plus des
chromosomes sexuels ZW pour cette espece.

Par ailleurs, une description individuelle des chromosomes de la caille japonaise a été
effectuée. La comparaison des huit premiéres paires chromosomiques et des chromosomes
sexuels ZW de la caille japonaise avec ceux de la littérature nous a permis de confirmer la
concordances des résultats obtenus. Or, la comparaison avec les chromosomes du poulet
domestique Gallus domesticus nous a permis de constater une forte homologie sur la majorité
des chromosomes mis a part 1’existence de quelques différences morphologiques au niveau
des chromosomes 7, 8 et le chromosome sexuel W.

En effet, malgré la trés bonne conservation des génomes aviaires, 1’observation de quelques
remaniements intrachromosomiques sur les macrochromosomes a été démontrée. En plus des
évenements de fusion/fission et inversions péricentriques ; la formation de néocentroméres a
été constatée (sur les chromosomes 3, 4 et Z). Par contre, des réarrangements
interchromosomiques de type translocation n’ont jamais été observés.

Cependant, cette étude cytogénétique comparative entre les deux espéces d’oiseaux
domestiques nous a permis de conclure que, vu que le poulet domestique présente un génome
conservé et trés proche du génome ancestral et vu que les divers réarrangements
chromosomiques ont été identifiés sur le génome de la caille japonaise (témoignant son
évolution), la caille semble étre d’apparition plus récente (Griffin et al., 2007). D’autre part,
les arbres phylogénétiques construits a partir de deux génes mitochondriaux montrent que le
genre Coturnix est plus ancestral que le genre Gallus.

Ces résultats soulévent d’intéressantes questions d’évolution. Néanmoins, 1’utilisation de la

carte génétique de la poule permettra de faire progresser la génétique moléculaire chez
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d’autres espéces de volaille. En effet, cette énigme ne sera levée qu’avec des études
moléculaires plus approfondies utilisant le maximum de clones BAC (marqueurs moléculaires
spécifiques au poulet) et qui seront hybridés sur des métaphases de la caille japonaise. Aussi,
I’utilisation d’un nombre plus important de génes mitochondriaux rendra plus fiables les
arbres ainsi construits.

Nous rappelons que la caille japonaise est une espéece de choix au laboratoire, connue pour sa
chair savoureuse et ses ceufs a effet thérapeutique démontreé. 1l est donc nécessaire de déecrire
son genome entier en identifiant ses microchromosomes (tres riches en genes) par des
Hybridations In Situ en Fluorescence. En manipulant ses genes (de type QTL), nous allons
ainsi favoriser son élevage et s’investir sur le plan économique, médical ainsi que pour la

recherche scientifique.
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S ANNEXE 1

@« RESULTATS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE OBTENUS POUR LE
POULET DOMESTIQUE

& Tableau Il : Effectifs du matériel biologique

Type d’ ceufs (Eufs de poulet
Nombre total 17
(Eufs infertiles 3
Embryons vivants 11
Embryons morts (a différents stades) 3

Les stades du développement embryonnaire obtenus pour le poulet domestique sont présentés

sur la figure suivante :

Les différents stades de développement embryonnaire obtenus pour le poulet domestique

Gallus domesticus (Originale, UAM Bejaia).




(@) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus a 48 heures d’incubation (stade 13
HH).

(b) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus a 55 heures d’incubation (stade 16-18
HH).

(c) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 3 jours (Stade 19-20 HH).
(d) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus age de 4 jours (Stade 23-24 HH).
(e) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 5 jours (Stade 26 HH).

(F) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 7 jours (Stade 30-31 HH).
(9) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 9 jours (Stade 35 HH).

(h) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 10 jours (Stade 36-37 HH).
(i) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 12 jours (Stade 38 HH).

(1) : Embryon de poulet domestique Gallus domesticus agé de 18 jours (Stade 44 HH).



S ANNEXE 2

*CULTURE CELLULAIRE

SOLUTIONS NECESSAIRES
- Milieu de culture cellulaire RPMI-10 % SVF
= Milieu RPMI 1640+20 mM HEPES-L.Glutamine (Gibco Réf: 15160-047, lot:
S25016D).
= Sérum de veau foetal (Gibco Réf: 15160-047 lot: 3086587): 10%
= |-Glutamine 200 mM (Gibco) : 1%
= Pénicilline et Streptomycine (Gibco) :1%

= Fungizone (Gibco) : 1%

-Solution de colchicine 1X

Solution de stockage 10X (40 pg/ml) : dissoudre 0.4 mg de colchicine dans 10 ml de solution

de PBS’ puis conserver en fraction de 1ml & -20°C.

Solution de travail 1X (4pg/ml): diluer 1 ml de la solution 10X dans 9 ml de solution de PBS”

et conserver en fraction de 1 ml & -20°C.
-Solution hypotonique de KCL (0.075 M)
Dissoudre 5.6 g de KCL dans 1 litre d’eau distillée.

-PHA

Dissoudre 5 mg de pHA (Sigma) dans 5 ml d’eau distillée. Cette solution doit étre filtrée

(0.22 um) et conservée en fraction de 1 ml a -20°C.

-Solution de PBS™ (Dulbecco’s phosphate buffered saline) sans Ca®* et sans Mg®*

NaCl (137 mM) : 8 g

KCL (5.4mM):0.2¢g
Na2HPO4

12H20 (8mM) :2.89 ¢
KH2PO4 (1.47 mM) : 0.2 g
Eau distillée gsp 1 litre.

#sLa solution ainsi préparée doit étre a pH= 7,2 est autoclavée.

- 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.
NacCl: 8g.

KC1:0.2g.

H20d qgsp 1 litre.

& Le pH de cette solution est ajouté a 7-7.2 a I’aide d’une solution de soude ou bien d’acide

chlorhydrique.

- Solution BSS+ (Hank's balanced Sait solution) avec Ca2+ composée de:

NaCl (137 mm): 8 ¢

KCI (5.4 mM):0.4g

MgSO4-7H20 (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 stérilement (filtre
0.45um)

6 ml d'une solution de NaHCO3 a 5.6% et 2 ml d'une solution de CaCl2 (1M). Le pH
de la solution finale est de 7.2 -7.7.

-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 pum.

-Fixateur

3 volumes d’Ethanol+ 1 volume d’acide acétique.



L

= Matériel techniques
- Etuve de laboratoire de type MEMMERT : C’est un appareil dans lequel on crée un
environnement particulier pour I’incubation des ceufs, elle est dotée d’une table de commande
(réglage de la température) et une ventilation ;
-Plaque chauffante.
- Support des ceufs en carton ;
- Matériel de pesée des ceufs constitu¢ d’une balance de précision ;
- Une loupe binoculaire composée de deux lentilles convergentes.
- Trousse de dissection : composée de 2 ciseaux de dissection, des pinces de dissection, des
instruments de découpe comme le scalpel ; un bistouri..etc
- Paraffine : elle est sous forme cristal, transparente, elle fond a une température de 71°C ;
- Matériel de mirage : mire-ceufs artisanal fabriqué au Laboratoire d’Ecologie.
- Boite de pétrie et lames en verre ; lamelles
- Pinceau, étiquette; crayon ;
- Appareil photo de type : SONNY.

-Microscope photonique de type : OPTIKA.
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Résumé

La caille japonaise Coturnix japonica est un petit oiseau appartenant a la famille des Phasianidés et a I’ordre des Galliformes.
Cette espéce a été élevée et domestiquée pour ses différentes caractéristiques faisant d’elle un bon modéle animal de
laboratoire dans le domaine de la Biologie du Développement. Le présent travail vise a donner des explications hypothétiques
aux relations phylogénétiques et a I’origine évolutive qui existent entre la caille japonaise et une espéce apparentée nommée
poulet domestique Gallus domesticus. En effet, cette étude consiste a contribuer par une étude cytogénétique comparative
pour répondre a une question qui reste encore non élucider par les généticiens « quelle est 1’espéce la plus ancestrale : la
caille ou la poule ? ». Pour ce faire, le développement embryonnaire de la caille japonaise a été suivi afin d’obtenir des
embryons &gés entre 8 et 12 jours. Dans un second temps, des cultures cellulaires de fibroblastes issus de ces embryons ont
été entreprises dans le but d’obtenir des chromosomes métaphasiques puis d’établir le caryotype en bandes morphologiques
GTG de cette espéce. La comparaison de la morphologie des huit premieres paires autosomiques ainsi que les chromosomes
sexuels ZW suggere que I'homologie chromosomique est hautement conservée entre le poulet et la caille japonaise sur la
plupart des chromosomes mis a part 1’existence de quelques différences morphologiques (sur les chromosomes 7, 8 et le W).
Cependant, ces différences ont été expliquées par des remaniements intrachromosomiques qui auraient pu se produire au
cours de I’évolution ce qui a été démontré par plusieurs travaux de la littérature. En effet, plus des événements de
fusion/fission et inversions péricentriques, la formation de néocentroméres a été constatée.

Cependant, ces résultats soulévent d’intéressantes questions d’évolution ce qui nous a permis de conclure que la caille semble
étre d’apparition plus récente (Griffin et al., 2007). D’autre part, les arbres phylogénétiques construits a partir de deux génes
mitochondriaux montrent que le genre Coturnix est plus ancestral que le genre Gallus. En effet, cette énigme ne sera levée
qu’avec des études moléculaires plus approfondies.

Mots clés: Coturnix japonica, Gallus domesticus, Cytogénétique, Caryotype, Phylogénie.

Abstract

Japanese quail Coturnix japonica is a small bird belonging to the family Phasianidae and order of Galliformes. This specie
was domesticated and raised for its various features making it a good laboratory animal model in the field of Developmental
Biology. The present work aims to give explanations to the hypothetical phylogenetic relationships and evolutionary origin
between Japanese quail and a related species called domestic chicken Gallus domesticus. Indeed, this study is to contribute
through a comparative cytogenetic study to answer a question that is still not elucidated by geneticists' what is the specie
most ancient: the quail or the chicken? ". To do this, the embryonic development of Japanese quail was followed to obtain
embryos aged between 8 and 12 days. Secondly, cell cultures of fibroblasts from these embryos were undertaken in order to
obtain metaphase chromosomes and to establish the karyotype by morphological GTG bands to this specie. Comparing the
morphology of the first eight autosomal pairs and the sex chromosomes ZW suggests that chromosomal homology is highly
conserved between chicken and Japanese quail on most chromosomes apart from the existence of some morphological
differences (on chromosomes 7, 8 and W). However, these differences were explained by intrachromosomal rearrangements
that may have occurred during the evolution that has been shown by several works of literature. Indeed, more fusion / fission
events and pericentric inversions, neocentromers formation was observed. However, these results raise interesting questions
of evolution which allowed us to conclude that the quail seems to be of more recent appearance (Griffin et al., 2007).
Furthermore, phylogenetic trees constructed from two mitochondrial genes show that gender Coturnix is the ancestral genus
Gallus. Indeed, this puzzle will be lifted with more detailed molecular studies.
Key words: Coturnix japonica, Gallus domesticus, Cytogenetics, Karyotype, Phylogeny.
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