Biologie — TP B5-6 — Reproduction et développement des animaux

TP B5-6 — Reproduction et développement
embryonnaire des organismes des animaux

ButduTP :

— Interpréter I'organisation des gonades des mammiféres en lien avec leurs fonctions ;

— identifier sur des embryons in toto et des coupes, les différents stades de développement embryonnaire ;

— exploiter des données de marquage pour définir le concept de lignage cellulaire et caractériser les mouvements
cellulaires au cours de la gastrulation ;

— exploiter des données expérimentales pour montrer l’existence de plusieurs centres inducteurs du
développement du bourgeon de membre et leur r6le dans la mise en place des polarités du membre ;

— discuter du concept d’induction a 1’aide de données montrant I’importance de 1’age et de la localisation des
territoires inducteurs ou induits dans la réalisation du développement du membre ;

— exploiter des données pour mettre en évidence le role des génes Hox dans 1’acquisition de 1’identité des
membres et de leurs différents segments ;

— réaliser une préparation microscopique de muscle strié squelettique coloré ou non, identifier des cellules
musculaires striées squelettiques en microscopies optique et électronique ;

I. Gamétes, gonades et gamétogeneése chez les mammiféres

Les gametes sont les cellules haploides qui fusionnent lors de la fécondation. Chez les animaux, on distingue deux
types de gametes :

— le gamete femelle, souvent de grande taille, et immobile

— le gamete male, souvent de petite taille, trés mobile
On va ici étudier les principales caractéristiques des gametes des deux sexes chez les mammiféres.

1. Le gamete male

a) Observations microscopiques de spermatozoides de mammiféres

Document 1: Micrographie électronique (MET) d'un spermatozoide
de chien. Echelle : 1 cm =1 ym

» Légendez le document 1.

b) La spermatogénéese

Chez les mammiféres, les spermatozides sont produits dans des structures testiculaires appelées tubes séminiféres. On
va ici dégager les caractéristiques de ces tubes séminiferes :

» Observez des tubes séminiféres au microscope optique (lames a votre disposition a la paillasse prof).
Réalisez des dessin d’observation.

> Réalisez un schéma interprétatif du document 2.

» Titrez et légendez le document 3.
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Document 2: Micrographies électroniques (MET) de la
paroi d’un tube séminifére. Sg : spermatogonie ; SC :
cellule de Sertoli ; St : spermatide ; PS : noyau de la
cellule de Sertoli. 1 cm = 3 uym.

Document 3: A légender.

Titre :

2. Le gameéte femelle

L’ovogenese — production des ovules — est un processus
complexe qui débute pendant le développement
embryonnaire. Chez ’humain, a la puberté, la jeune fille
possede, un stock d’ovocytes I, bloqués en premiére
division de méiose. Les ovocytes sont alors contenus dans
des structures appelées follicules. Le follicule non
développé contenant I’ovocyte I est appelé follicule
primordial.

Au début de chaque cycle hormonal, un petit nombre de
follicules se développe :

— Les cellules folliculaires se divisent ;

— L’ovocyte I grossit.
Le follicule primordial grossit et devient follicule primaire, SEEESESAEE S e s
puis follicule secondaire, puis cavitaire (ou de De Graaf). Document4: F (?Ilicule Cavjtf:“,r e mar observé au
En réponse a un pic de LH, le follicule cavitaire libére son Microscope optique. 1 : cavité ; 2 : ovocyte ; 3 : cellules
ovocyte, qui termine alors sa méiose, et expulse le 1 de la granulosa ; 4 : cumulus oophorus ; 5 : couronne
globule polaire. I devient alors ovocyte II, et reste bloqué Périovocytaire ; 6 : theque interne ; 7 theque externe. 1
en 2° division de méiose, jusqu’a la fécondation. cm = 100 pm
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A I’issue de I’ovulation, le follicule se différencie en corps jaune, une structure sécrétrice de progestérone.

» Observez des follicules dans des coupes d’ovaire, et identifiez plusieurs types de follicules, et le corps
jaune.
> Réalisez un dessin d’observation d’un follicule.

II. Les différents stades du développement embryonnaire chez les amphibiens

Vous disposez de lames minces d'embryons de grenouille (Rana sp.). Vous les observerez au microscope optique et vous
en réaliserez des dessins d'observation convenablement 1égendés.
Attachez-vous a distinguer et identifier :

— les plans de coupe ;

— les stades du développement ;

— les feuillets embryonnaires et/ou les organes.

II. I’induction : étude expérimentale

1. Mise en évidence d’un centre inducteur

La cyclopamine est un inhibiteur de Shh, qui inhibe 1’un des acteurs de la voie de transduction de Shh.
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Document 5a: on a soumis des embryons d'axolotl (urodéle d’Amérique centrale) a de la cyclopamine a différents
stades de leur développement (temps indiqués au dessus de chaque image). L’observation est réalisée a la fin du
développement embryonnaire. La 4° image est le témoin non traité.

Document 5c: On a réalisé shh- Shh bead
deux expériences. e xpressing

Gauche : greffe de cellules cells

mésodermiques exprimant

la Shh en position

antérieure du bourgeon

d’aile. Droite : on place

sous ’ectoderme une bille

d’agarose imprégnée de
Shh. Le résultat est
observé a I’éclosion par
radiographie. D’apreés

A B
igion Yang et al., 1997,
Relationship between dose,
Document 5b: Hybridation in  distance and time in Sonic
situ sur un bourgeon de Hedgehog-mediated
membre de poulet avec une regulation of B .

sonde détectant spécifiquement anteroposterior polarity in
I’ARNm du géne Shh. the chick limb, Development.

» Montrez que Shh est un facteur inducteur responsable de la polarisation antéropostérieure du membre,
et définissez le centre inducteur a I’origine de cette polarisation.
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» Discutez 'importance de la chronologie du développement dans la mise en place de cette induction.

2. L’induction n’est opérante que sur tissus compétents
Afin de comprendre les modalités des inductions embryonnaires en jeu
lors du développement du membre chiridien, on a réalisé une série
d’expériences, qui sont synthétisées dans le document 6. On utilise ici un
embryon au stade d’initiation du bourgeon de membre. AER : apical

ectodermal ridge = créte apicale ectodermique.

> Analysez le document 6 pour montrer que I’AER estrodim \l
responsable de I’induction des structures mésodermiques du’ \ _}AER

membre, en précisant la nature du facteur inducteur. [
L © Nonlimb ~ Wing
. . , . \\ mesenchyme AER regresses;

> Discutez DPimportance de la compétence des tissus Y4 limb development
—— ceases
mésodermique dans cette induction. ‘% Q
© AER

\ | replaced by N_ormd
»> Proposez des hypothéses expliquant les différences de § Ferbed g wing

compétence des tissus mésodermiques dans les situations 3, 4 Yy /s %
L. [

et temoin.
Document 6: Expériences d'ablation et greffe
et I'AER et/ou du mésenchyme au stade
d'initiation du bourgeon de membre. Voir
cours pour les détails.

IV. Le role des génes Hox dans le développement

(A) Forelimb
du membre s 13 E—

] L 12
On présente dans le document 7 ci-contre une mutation paralogue des i 21

5 Z 0 10 I
génes Hoxall et Hoxd11. k: 12

= |

> Rappelez ce qu’on appelle une mutation paralogue. p—
¢ < /"j

> En admettant que la mutation paralogue Hox11 n’a pas
d’influence sur I’expression des autres génes Hox dans le
membre, déterminez le patron d’expression théorique
des génes Hox 9 a 13 dans le futur zeugopode chez le
mutant et un témoin sauvage.

A4 A4 Ll
Stylopod Zeugopod Autopod

@)

> Rappelez le concept de dominance postérieure, et
utilisez-le pour interpréter le phénotype observé pour le
mutant

Hoxall-,
Hoxdll-deficient
mutant

Wild-type

Document 7: Mutation des paralogues Hoxall
et Hoxd11 et formation d’un membre aberrant.
D’apres Developmental Biology, Gilbert et
Barresi, éditions Sinauer Associated, 2016.

V. Structure du muscle strié squelettique chez les tétrapodes
1. Echelle de I’organe

Vous disposez d’un morceau de muscle de mammifére. Disséquez-le afin d’en mettre en évidence les principales
structures.
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2. Echelle du tissu et de la cellule
a) Observation au microscope optique
Le bleu de méthyléne est un colorant non spécifique des protéines.

» Prélevez quelques fibres musculaires, dilacérez-les dans du bleu de méthyléne, et observez-les au
microscope optique.

Diverses lames microscopiques sont a votre disposition.
> Observez-les et réalisez des dessins d’observation.
b) Observation au microscope électronique

» Légendez les images suivantes.

Document 9: Titre : .....coveeiiiiteic i re e e
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