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ENSEIGNEMENT DE BIOLOGIE - TRAVAUX PRATIQUES

Partie A. L’unité et la diversité du monde vivant

TP A2

Développement embryonnaire des
Vertébrés Batraciens

Sites Internet intéressants a consulter pour ce TP :

- Site « Biologie et Multimédia » de I’'Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 (travail de
Michel DELARUE, 2004) :
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/xenopei/ [Page de sommaire]
Nombreux clichés, nombreux schémas, animations...

-  Site « Biologie et Multimédia » de I’'Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 (version plus
ancienne, travail de C. AIMAR, 2000-2001) :
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/PetitBuffon/amphibien/developpement/dev0.html [Page de
sommaire : lien vers des clichés légendés]

« Vidéo Youtube 2008 (développement embryonnaire en accéléré : de I'ceuf au tétard), 1 min
27 s, © Cytographics, J. & J. PICKETT-HEAPS :
https://www.youtube.com/watch?v=aZkLc5RMfGg

« Vidéo Youtube 2003 « De I'ceuf a la Grenouille », UPMC, Paris 6, CNRS, Service du Film
scientifique, 26 min 47 s (travail collectif) :
https://www.youtube.com/watch?v=1NAt-OOSuKY
Vraiment trés clair, images réelles, clichés, animations, schémas... film complet !

Comment I'observation d’ceufs et d’embryons d’Amphibiens sous forme de clichés, lames et matériel
frais permet-elle de comprendre les étapes importantes de leur développement embryonnaire ?

Objectifs : extraits du programme

TP A2 : Le développement
embryonnaire des Vertébrés
Batraciens (2h)

Etudier les principales étapes de la construction d’un Vertébré Batracien lors

Activités du TP.
Etude pratique du développement embryonnaire des Amphibiens

du passage du zygote au stade bourgeon caudal a partir de matériels frais, de

Savoirs a construire | Développement embryonnaire des Amphibiens

photographies et de préparations microscopiques.

Introduction

Savoir-faire sollicités

Capacité ou attitude visée Evaluation

Matitriser un outil, un geste technique, un logiciel
» Microscope
» Loupe binoculaire

Analyser, observer et raisonner

On appelle développement ou ontogenéese I'ensemble des phénoménes permettant
d’assurer la transformation d’un zygote en organisme adulte capable de se
reproduire (encadré A). Les Amphibiens sont caractérisés par un développement post-
embryonnaire indirect mais seul le développement embryonnaire est au
programme : la métamorphose et la croissance sont renvoyés a un niveau d’études
ultérieur.

Les Amphibiens [Lissamphibia] constituent une classe d’organismes Tétrapodes
dont le développement a lieu (quasi-systématiquement) en milieu aquatique.
L’essentiel des Amphibiens est groupé dans I'ensemble des Batraciens qui comprend
deux sous-classes: les Anoures [Anura] dépourvus de queue (Grenouilles,
Crapauds) et les Urodeles avec une queue [Urodela]. Pour des raisons historiques
mais aussi a cause de leur facilité d’élevage, les Amphibiens sont un modele d’étude
important du développement animal.

Le présent TP vient en application du chapitre 5 sur le développement animal et aura
pour objet d’étudier des clichés, des coupes microscopiques et du matériel frais
d’Amphibiens au cours de leur développement embryonnaire.

Comment I'étude de clichés, de coupes microscopiques et de matériel frais
permet-elle de reconstituer les principales étapes de ce développement ?

Travail a faire

Etudiez les supports concrets proposés a votre étude et légendez les clichés donnés en utilisant
I'ensemble des informations a votre disposition dans votre cours et le TP.

Matériel de TP

A. Matériel frais conservé en formaldéhyde a 3 %

(travail sous hotte et avec gants)

- Stade 1 cellule (avant ou apres fécondation ? non précisé)
- Stade 2 cellules

- Stade 4 cellules ou 8 cellules

- Stade gastrula ou jeune neurula

- Stade bourrelet neural ou bourgeon caudal jeune

- Stade jeune tétard

B. Coupe microscopiques
- Gastrula agée
- Neurula jeune
- Neurula agée
- Bourgeon caudal jeune
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I. Etude des gamétes et de la fécondation

A. Etude de I'ovocyte Il et du zygote (= cellule-ceuf)

« Cette étude s’effectue ici uniquement sur clichés (figures 1-2). On completera la

figure 1.

La fécondation et les remaniements de la cellule-ceuf

Chez certaines espéces d’amphibien (ex.: grenouille,
xénope), la fécondation est externe ce qui permet un
suivi aisé des processus consécutifs a la fécondation.
Les gametes libérés par les individus femelles sont des
ovocytes Il présentant une polarité selon un axe péle
animal — pole végétatif. Lhémisphére animal est

pigmenté (coloration brune) alors que 'hémisphére
végeétatif est trés riche en vitellus (coloration jaune —
beige). Le pdle animal est marqué par une tache plus
claire appelée tache de maturation due a I'expulsion
du premier globule polaire.

oriellwtation tache de maturation
quelconque  gn partie estompée b o Ly
hémisphére des ovocytes P B hémisphere
animal hémisphere animal vegetatif
hémisphere
végétatif >mm. s
,4 mm

Ovocytes et cellule-ceuf de xénope

Ala suite de la fécondation, I'enveloppe vitelline entourant
la cellule-ceuf est modifiée en membrane de fécondation
séparée de la membrane plasmigue par un espace
périvitellin. La cellule-ceuf, qui n'est plus maintenue par
ses enveloppes, s'oriente selon le champ de pesanteur
en positionnant 'hémisphéere végétatif plus dense vers
le bas: il s'agit de la rotation d’équilibration. Alors que
les cellules non fécondées présentaient des orientations
quelconques, les cellules fécondées présentent
toutes I’hémisphére animal, pigmenté, vers le haut.

Une seconde rotation, interne a la cellulle-ceuf affecte
le cytoplasme sous-membranaire (ou cortical): il s'agit
de la rotation corticale. Une partie des constituants
membranaires (protéines, ARN, compartiments) sont
entrainés du pole végétatif vers le pdle animal selon
un angle de 30°. Les pigment corticaux sont en partie
déplacés formant une région en partie dépigmentée
apelée croissant gris. Cette région, bien visible chez
les pleurodeles, est moins nette chez le xénope. Elle
correspond a la future région dorsale de I'embryon
puis de l'individu.

FIGURE 1. Polarité pigmentaire des ovocytes d’Amphibiens et impact de la fécondation.

D’aprés SEGARRA et al. (2014)

Tache de maturation

v

"

Point d’émission
du 2e globule
polaire

Dans la tache de maturation, on décele un petit point sombre qui correspond a 'empl, sous la brane plasmique, du

Juseau de 2é division de méiose bloqué en meétaphase. C'est la que sera émis le deuxieme globule polaire, a la suite de la
feécondation.

FIGURE 2. Tache de maturation dans 'ovocyte.
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/xenope1/TachMatleg.html (novembre 2015)

B. Etude électronographique des chromosomes en écouvillon de

I'ovocyte | (ovocyte en maturation)
«  Cette étude s’effectue ici uniquement sur cliché (figures 3 — a compléter).

chromosomes

. / associés en\ =
3 G A bivalents
% i

Les deux chromosomes en écouvillon appariés en bivalents se
croisent au niveau des chiasmas (régions des crossing over). chaque
chromosome est constitué de deux chromatides portant des boucles
d'ADN déployées dans le nucléoplasme.

FiGURE 3. Electronographie (MET) de chromosomes en écouvillon et son interprétation.
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/xenope1/Fig.13.html (octobre 2016)

LEGTA de Quetigny (21) « Classe préparatoire ATS Bio (post-BTSA-BTS-DUT) « Biologie : partie A « TP A2 : Développement embryonnaire des Vertébrés Batraciens
Support complété - Page 2



C. Etude micrographique du spermatozoide

« Cette étude s’effectue ici uniquement sur clichés (figures 4-5 — a compléter). Les
figures concernent des spermatozoides de Mammiféres, plus faciles a trouver sur

Internet et dans la littérature que les spermatozoides d’Amphibiens.

|
\ <<—— flagelle .

—

FiGURE 4. Electronographie (MEB) et micrographie (MO) d’'un spermatozoide de Mammifére.

https://ife.ens-lyon.fr/fasmed/spip.php?article83 et
http://www.assistancescolaire.com/enseignant/elementaire/ressources/base-documentaire-en-

sciences/spermatozoide-3879 (octobre 2016)

1. t8te - 2. pigce intermédiaire 3, Hagelle -

4 membrane plasmique - 5. acrosome - B noyau--c
7. centriole - 8. gaine mitochondriale - 9, gaine du
flagelle - 10, flagella

FIGURE 5. Electronographie (MET) d’'un spermatozoide de Mammifére et son schéma
d’interprétation. http:/florimont.info/terminale/coreprohomme1.html (octobre 2016)

D. Etude électronographique du flagelle de spermatozoide :

organisation ultrastructurale de I'axonéme
«  Cette étude s’effectue ici uniqguement sur cliché (figure 6— a compléter).

Gaine protéique Membrane
centrale plasmique

Doublet
périphérique
de microtubules

e ——

Bras de
dynéine
Microtubule
central

Pont
radiaire

70 nm
(207 000 x)

Des protéines (en violet)
relient les doublets
périphériques entre eux
et aux deux microtubules
centraux entourés d'une
gaine protéique. Les
doublets portent des
protéines motrices

(en rouge), des «bras»
de dynéine.

Cette coupe transversale
montre la disposition de type «9 + 2»
des microtubules (MET).

A FIGURE 6. Electronographie (MET) au niveau de la piéce terminale du flagelle de
spermatozoide et son interprétation montrant I’'organisation d’un axonéme eucaryote.
D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).
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Il. Etude pratique des principales étapes du développement

embryonnaire

A. Etude pratique de la segmentation

- Cette étude s’effectue ici a partir de supports concrets (lames, matériel frais) et

sur clichés (figures 7-8-9). On complétera les figures.

La segmentation a l'origine de la blastula

La segmentation est une succession de divisions
mitotiques formant une structure pluricellulaire ayant
le méme volume que la cellule-ceuf initiale. Les deux
premieres divisions sont réalisées selon des plans méri-
diens (passant par I'axe pole animal — pole végétatif)
et forment quatre blastomeéres de taille identique. La
troisieme division est réalisée selon un plan perpendi-
culaire aux deux premiers plans de divisions en posi-
tion sus-équatoriale. Elle aboutit a une segmentation

inégale de 'embryon: des blastomeéres de plus petit
volume, les micromeéres, divisent 'hémisphére animal
alors que des blastomeres de grand volume, les macro-
meéres, divisent 'hémisphere végétatif. Les premiéres
divisions de segmentation conduisent a une morula
(32 - 64 cellules) puis a une blastula. Au sein de cette
derniére, une cavité, le blastocoele, se creuse au niveau
de 'hémisphére animal. A la fin de la segmentation,
I'embryon compte plus de 10000 cellules.

stade 2 cellules

stade 16 cellules

Quelgues étapes de la segmentation
chez le xénope

stade 4 cellules

morula (32 cellules)

stade 8 cellules

jeune blastula

Tous les embryons sont vus
par le pdle animal. Les cellules
visibles sont des micromeres.

FIGURE 7. Segmentation et blastula chez le Xénope : vue externe a la loupe.
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

1mm

Microphotographies d’embryons de xénope en cours de segmentation
(les embryons sont dégangués et sans membrane de fécondation, x 50)

Stade 2 cellules Stade 4 cellules

Stade 16 cellules, vue par le pble animal

Blastula agée, vue par le pdle animal

Stade 32 cellules en formation
(d’aprés De Vos et Van Gansen, 1980)

FIGURE 8. Clichés de la segmentation (Xénope). D’aprés FRANQUINET & FOUCRIER (2003).
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enveloppe

) PA PA
L La gastrulation
X i Ko Lévre Lé

La gastrulati actér Vo

micromere gastrulation est car: tel |sle§ par dorsale atérale
des mouvements morphogénétiques du blastopore P = du blastopore

noyau remaniant I'ensemble de I'embryon.

" 3 5 Stade encoche Stade anse Stade
Morphologiquement, c'est I'appa- blastoporale de panier fer a cheval
cglotle rition d’'une encoche, la lévre PA PA
animale

dorsale du blastopore, au niveau
de la région dorso-végétative de

zone y woa 5 B itelli
marginale I'embryon qui signe le début de la  Beuehon vitelin Fente blastoporale
gastrulation. Différents stades sont  Lévre ventrale
PV PV
P du blastopore
g caractérisables par des vues
hémisphere . Stade Stade
végétatif plaguette vitelline externes: encoche blastoporale, bouchon vitellin fente blastoporale

anse de panier, fer a cheval,
bouchon vitellin et fente blasto-
macromere porale (figure TP12.3a).

Le blastopore est la zone d'invagina- Bouchon vitellin
tion de différents groupes cellulaires

vers l'intérieur de I'embryon.

L'analyse des mouvements cellu-

laires a été initialement réalisée Figure TP12.3a
par des marquages des cellules Différents stades morphologiques externes

Anneau blastoporal

. 3 . - s ( A E )._ N s 2 P
FIGURE 9. Etude mICI‘OSCODICIIDI;I:p(:\éASO)SgGL:;i':)leaf;llJ|(328?4C)0upe transversale (Xénope ala surface de 'embryon. Le suivi des embryons d'amphibien en cours de gastrulation
’ ' des marques au cours de la gastru- Le cliché représente un embryon de xénope
lation permet d’analyser I'évolution en cours de gastrulation au stade bouchon vitellin.
. . . des différents groupes cellulaires PA, PV: pole animal, pole végétatif
B. Etude pratique dela gastt"qlatpn o s Tespees ot 1o Tarps. || st
. Cette_etuge s_effectue ici a partir de §upports_ concrets (lames, matériel frais) et alors possible de définir différents
sur clichés (figures 10-11). On complétera les figures. mouvements (figure TP12.36): o
La gastrulation B I,iT]vaginaﬁo": Snires tes S— toit du blastocoele
. 5 . : les de la T face de migrati
(les embryons sont dégangués et sans membrane de fécondation, x 50) gelu surface externe (épibolie) four ok s

vers l'intérieur de I'embryon;
- I’extension convergence:
rapprochement des cellules  blastocoele
3 &g . réduit
selon une ligne médiane qui
les amenent progressivement
vers le blastopore;
— Iépibolie:recouvrementdela |syre ventrale
surface externe de I'embryon; du blastopore
— Pembolie: entrée en masse des PV
cellules a l'intérieur de I'embryon. e Figure TP12.3h

Organisation d’un embryon de grenouille (Rana sp)
en cours de gastrulation (coupe transversale)

enroulement
des cellules mésodermiques
(involution)

% lévre dorsale du blastopore

bouchon vitellin (endoderme)

Le plan de coupe ne permet pas de visualiser I'archentéron, nouvelle cavité ouverte
par l'invagination des cellules endodermiques et mésodermiques.
Jeune gastrula, en vue dorsale, au Gastrula au stade du bouchon Les fleches de couleur représentent la direction des mouvements gastruléens:

stade de I'encoche blastoporale vitellin bleu (épibolie), jaune (invagination), vert (embolie).
PA, PV: péle animal, pole végétatif

FIGURE 10. Clichés de gastrulas (Xénope). D’apres FRANQUINET & FOUCRIER (2003).
Voir aussi la figure 12 du cours (chapitre 5) avec plus de stades.

FIGURE 11. Gastrulation. D’aprés SEGARRA et al. (2014).
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C. Etude pratique de la neurulation et du stade bourgeon caudal

« Cette étude s’effectue ici a partir de supports concrets (lames, matériel frais) et

sur clichés (figures 12-13-14). On complétera les figures.

La neurulation

A la sortie de la gastrulation, la portion dorsale du
territoire ectodermique s'épaissit, elle forme la plaque
neurale. Les bordures de la plaque neurale se soulévent
et forment des bourrelets neuraux délimitant une

gouttiére neurale
élargie au niveau
antérieur (région
du futur encéphale)

1 mm

gouttiére neurale

bourrelets neuraux
en cours
d'accolement

gouttiere. Les bourrelets convergent vers le plan de
symétrie bilatérale, s'accolent et forment alors un tube
(présence d'une lumiére au centre). La portion antérieure
de la plaque neurale puis du tube neural est élargie:
elle est & l'origine de la région encéphalique.

A

Figure TP12.4a

Embryon de xénope

en cours de neurulation

(stade fermeture

de la gouttiére neurale)

Les embryons sont vus
P sur leur face dorsale.

D
bourrelet
neural en cours mésoderme tube neural
de soulevement (dorso-latéral) chorde
archentéron
endoderme
(riche en vitellus)
ectoderme
épidermique . v
1mm
Figure TP12.4b A. Emergence des bourrelets neuraux
Embryon de grenouille en cours de neurulation B. Fermeture du tube neural
(vues en coupes transversales)
D
épiderme
mésoderme tube neural
des somites
chorde
archentéron
Figure TP12.4¢c
mésoderme endoderme Organisation d’'un embryon de grenouille au stade
des lames latérales (riche en vitellus)  poyrgeon caudal jeune (coupe transversale)

0,5 mm

Les couleurs de la Iégende correspondent

aux couleurs conventionnelles des différents feuillets
(ectoderme épidermique: noir; ectoderme neural:
bleu; mésoderme: rouge; endoderme: vert).

D: face dorsale; V: face ventrale

FIGURE 12. Neurulation. D’aprés SEGARRA et al. (2014).

(les embryons sont dégangués et sans membrane de fécondation, x 50)

Jeune neurula au stade gouttiere Mi-neurula, la gouttiere neurale est
neurale fermée dans la région troncale

Neurula agée Jeune bourgeon caudal
(d’apres De Vos et Van Gansen, 1980)

FIGURE 13. Clichés de neurulation (Xénope). D’aprés FRANQUINET & FOUCRIER (2003).
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Au cours de l'organogenése, les feuillets primordiaux
forment différents tissus selon leur position dans
’embryon. L'embryon reste dans la membrane de
fécondation mais s'allonge selon I'axe antéro-postérieur.
Il est au stade de bourgeon caudal.

A
ébauche
de l'oeil
organe
adhésif
chorde
B
rhombencéphale s
encéphale mésencéphale :
prosencéphale —
mésenchyme ——— 5
céphalique
pharynx ébauche
c du ceeur
épiderme
mésencéphale
rétine :
cristallin }Oe'l
mésenchyme BHAN
céphalique

organe adhésif

région antérieure
(CT au niveau de la téte)

Figure TP12.4d
Organisation d'un embryon d’amphibien au stade bourgeon caudal

L'éclosion correspond & la sortie du bourgeson caudal
hors des enveloppes de la fécondation. Pendant
quelques jours, l'individu consomme les réserves
vitellines encore présentes au niveau du tube digestif
avant que la bouche ne s'ouvre et que la prise de
nourriture ne devienne active. Le bourgeon caudal a
cédé le pas a la larve.

voile natatoire

masse
endodermique
(riche en vitellus)

) A {%} P
somites

mésenchyme caudal

lumiéere de l'intestin

endoderme 0,5 mm
riche en vitellus

épiderme
tube neural
(future moelle épiniére)

lumiere de l'intestin

endoderme
riche en vitellus

diverticule hépatique

région postérieure
(CT au niveau du tronc)

A. Vue externe d'un embryon de xénope au stade bourgeon caudal (4gé). B. Coupe sagittale d’'un embryon de grenouille
au stade bourgeon caudal. C. Coupes transversales dans la région antérieure et postérieure d'un embryon de grenouille

au stade bourgeon caudal agé.

Les couleurs de la Iégende correspondent aux couleurs conventionnelles des différents feuillets (ectoderme épidermique : noir;
ectoderme neural: bleu; mésoderme: rouge; endoderme: vert). D: face dorsale; V: face ventrale; A: antérieur; P: postérieur

FIGURE 14. Bourgeon caudal (Xénope). D’apres SEGARRA et al. (2014).
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