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Résumé

La Gazelle leptocére Gazella leptoceros appelée Rhim est une espece Sahélo-
Saharienne menacée de disparition. Cette espece est typiguement associée a I’habitat des
dunes de sable, les étendues dunaires de I’Erg occidental et de I’Erg oriental. La présence de
cette gazelle a été constatée dans quatre pays d’Afrique du Nord comme I’Egypte, la Libye, la
Tunisie et I’ Algérie.

La Gazelle leptocere est incluse dans un programme de reproduction en captivité des
espéces de faune Sahélo-Saharienne menacées de disparition en Algérie, proposé par
I’Agence Algérienne pour la Conservation de la Nature (ANN). Elle est considérée comme
une espece hautement protégée en Algérie. Par ailleurs, cette espece est protégee par la
Convention de Bonn (Annexe I, résolution 3, 2, 4) et la Convention de Washington (CITES/
Annexe Il11).

Dans le but d’entamer la description du génome de la Gazelle leptocére, une étude
cytogénétique a été entreprise afin de décrire les chromosomes avec précision. Ainsi, une
comparaison génétique avec d’autres espéces d’antilopes comme la gazelle dorcas et la
gazelle de Cuvier a été établie.

Nous proposons ainsi, pour la premiere fois en Algérie, un caryotype a haute
résolution de la gazelle leptocére loderi en bandes morphologiques GTG obtenu aprés la
réalisation d’une culture de lymphocytes issus d’une jeune femelle. Des synchronisations du
cycle cellulaire avec I’incorporation du BrdU, analogue structural de la thymidine, lors de la
réplication de I’ADN ont été réalisées et nous ont permis d’obtenir des chromosomes allongés
en prométaphase.

La comparaison individuelle des paires chromosomiques autosomes et des

chromosomes sexuels XX avec les chromosomes de la gazelle de Cuvier, a révéle la présence
de similitudes. Les caryotypes de ces deux especes sont ressemblants.
En revanche, la comparaison avec le caryotype de la gazelle dorcas a révélé la présence de
similitudes entre la morphologie et le motif des bandes G pour le chromosome 3 uniquement.
Les chromosomes sont nettement différents chez ces deux espéeces qui semblent avoir divergé
aprés des réarrangements chromosomiques qui se sont produits au cours de I’évolution. Aussi,
des homologies sont décrites dans cette étude entre le caryotype de la gazelle leptocére loderi
et le caryotype considéré comme ancestral des bovides.

Mots clés : Gazelle leptocere, gazella leptoceros loderi, espéce menacée d’extinction,
lymphocytes, synchronisation cellulaire, caryotype, chromosomes a haute résolution, bandes
GTG, génome.
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ABREVIATIONS

ADN: acide désoxyribonucléique

ARN: acide ribonucléique

AT: paire de bases Adénine-Thymine

BAC: bacterial artificial chromosome

BrdU: 5-bromo-2’-deoxyuridine

CDP: cytidine diphosphate

CITES: commerce international des especes de faune et de flore sauvages menacées
d’extinction

CMS : Convention sur les Espéces Migratrices

dCDP: désoxycytidine diphosphate

dNTP: désoxyribonucléotide triphosphate

dTTP: désoxythymidine triphosphate

dUDP: désoxyuridine diphosphate

EDTA: éthyléne diamine tétraacétate

FdU: 5-fluoro-2’-déoxyuridine

FPG: Fluorochrome-Photolyse-Giemsa

GC: paire de bases Guanine-Cytosine

HEPES: acide (N-[2-hydroxyethyl]-1-piperazyne-N’-[2-ethanesulfonique])
HSA: Homo SApiens

kb: Kilobase

pb: paire de bases

pg: Picogramme

PHA: Phytohémagglutinine

rpm: rotation par minute

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SVF: serum de veau foetal

UDP : uridine diphosphate

UICN: Union Internationale pour la Conservation de la Nature
UV: ultraviolet

YAC: yeast artificial chromosome
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Les milieux arides sont des milieux fragiles, ou les populations animales et végétales sont
susceptibles de variations brutales, en extension et en nombre. Le rythme de développement
des populations animales désertiques est étroitement dépendant des précipitations. Des
périodes de pullulation peuvent précéder localement des périodes de raréfaction extréme ou
d’extinction. La rupture des équilibres naturels par le développement socioéconomique, la
mutation des milieux naturels en de vastes domaines pastoraux, la pression cynégetique, la
désertification lente et constante, ont modifié profondément les biotopes des espéces animales
sauvages (Muzzolini, 2000). Tous ces facteurs sont déterminants dans 1’extinction et la
raréfaction des grands ongulés d’Algérie. Ainsi, au cours des cent derniéres années, la zone
aride Nord-Africaine a vu disparaitre un nombre d’espéces animales important comme
I’autruche, 1’oryx, la gazelle leptocére et d’autres especes devenir excessivement rares comme
I’addax ou la gazelle dama (Le Berre, 1989, 1990). Les oiseaux comme 1’outarde houbara ont
également vu leurs populations diminuer (Le Cuziat et al., 2005).

La Gazelle leptocére Gazella leptoceros est incluse dans un programme de reproduction en
captivité des espéces de faune Sahélo-Saharienne menacées de disparition en Algeérie, proposé
par I’Agence Nationale pour la Conservation de la Nature (ANN). Les espeéces considérées
comme antilopes Sahélo-Sahariennes en Algérie sont I’oryx dammah (Oryx dammah),
I’addax (Addax nasomaculatus), les gazelles dama (Gazella dama), les gazelles de Cuvier (G.
cuvieri), les gazelles leptocéres (G. leptoceros) et les gazelles dorcas (G. dorcas). Toutes ces
especes sont protégées par la législation Algérienne depuis 1983 (décret n° 83-509 du 20 Aot
1983 fixant la liste des especes non domestiques protégées).

Le but de cette étude est de commencer a décrire le génome de la gazelle leptocére. Bien
que le caryotype de cette espece ait déja été établi dans le cadre d’une étude phylogénétique,
aucune étude n’a été consacrée a la description précise et individuelle des chromosomes de
cette espece. Une étude cytogénétique de la gazelle leptocere a été entreprise afin de déceler
d’éventuelles anomalies chromosomiques et d’établir une comparaison avec les chromosomes
d’autres espéces d’antilopes comme la gazelle dorcas et la gazelle de Cuvier. Des
comparaisons avec le caryotype considéré comme ancestral des bovidés seront aussi
effectuées.

Dans une premiere partie consacrée a un rappel bibliographique, nous décrirons la gazelle
leptocere dans son contexte phylogénétique. Nous rappellerons ensuite les données générales
de la cytogénétique ainsi que les travaux sur les caryotypes et la génomique des différentes
espéces de gazelles.

Dans une deuxiéme partie nous expliquerons la démarche expérimentale entreprise pour
¢établir un caryotype a partir de cultures de lymphocytes prélevés a partir du sang d’une jeune
femelle du Centre Cynégétique de Zéralda.

Enfin, dans une derniére partie nous présenterons les résultats de cette étude qui nous a
permis d’établir une comparaison entre le caryotype de 1’espéce locale G. leptoceros loderi et
celui précédemment décrit dans la littérature ou aucune précision concernant la sous-espece
étudiée n’a été donnée. Une comparaison des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi
est effectuée avec les chromosomes d’autres espéces proches comme la gazelle de Cuvier ou
la gazelle dorcas.
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I. INTRODUCTION
1. PHYLOGENIE ET TAXONOMIE DES GAZELLES
1.1. CLASSIFICATION DE LA GAZELLE LEPTOCERE

La gazelle leptocére Gazella leptoceros (Cuvier, 1842), aussi appelée gazelle des sables, vit
dans les régions quasi désertiques de I'Afrique (Figure 1). C’est une espece typiquement
Saharienne qui comprend deux sous-especes, Gazella leptoceros leptoceros du désert
occidental de la basse Egypte et de Libye Nord-Orientale et Gazella leptoceros loderi, du
Sahara Occidental et moyen. Ces deux formes paraissent géographiquement isolées et
écologiquement distinctes. La gazelle leptocére appartient a la tribu des Antilopini, sous-
famille des Antilopinae, famille des Bovidae qui comprend une vingtaine d’espéces, réparties
dans les genres Gazella, Antilope, Procapra, Antidorcas, Litocranius et Ammodorcas
(O’Reagan, 1984; Corbet et Hill, 1986; Groves, 1988).

1.2. TAXONOMIE DES BOVIDES

La famille des Bovidae (Mammalia, Artiodactyla) est I'une des plus diversifiees au sein des
grands mammiferes avec pres de 140 especes actuellement reconnues (Wilson et Reeder
1993). 1l s’agit d’une famille de mammiféres ruminants et herbivores qui comprend une
dizaine de sous-familles, dont en particulier les bovinés (bovins), les caprinés (qui englobent
les ovins) et les antilopes (Gray, 1821). Les ruminants sont caractérisés par la présence d’un
estomac a quatre poches adapté a la rumination, des sabots a deux doigts, une denture
marquée par l'absence d'incisives sur le maxillaire supérieur et I'absence de canines. Le
caractére principal de cette famille est la présence de cornes, constituées d'un pivot 0sseux
non ramifié et d'un étui de kératine permanent chez tous les males et parfois chez les femelles.
Leur habitat naturel est trés varié et s'étend depuis les régions arctiques jusqu'aux zones
tropicales et, en particulier, dans les régions de prairies et de savane. On les trouve, a l'origine,
dans le vieux monde (Eurasie, Afrique) et en Amérique du Nord. La plupart des études basées
sur la morphologie s'accordent pour définir une douzaine de tribus a l'intérieur de la famille
des Bovidés, mais les relations de parenté entre ces divers ensembles restent énigmatiques. La
classification des bovidés est encore en pleine évolution. Une phylogénie des Bovidés basee
sur I’étude de 40 loci par électrophorese des protéines de 27 espéces représentant 10 tribus a
été proposée (Georgiadis et al., 1990). La divergence dans la famille est importante. La
systématique est assez confuse, ceci est di & la convergence morphologique, a la radiation
rapide (diversification intense et rapide de nombreux groupes systématiques a partir d’un
ancétre commun) des tribus et a la douteuse monophylie (individus partageant une méme
innovation évolutive a partir d’un ancétre commun exclusif) du groupe (Gatesy et al., 1992).
Une autre étude phylogénétique basée sur la comparaison de séquences d’ADN mitochondrial
de 15 especes a revélé que les Bovidés sont monophylétiques (Allard et al., 1992) et
comprennent deux clades (regroupement d’individus selon des parentés phylogénétiques). Le
premier clade comprend les tribus Boselaphini, Bovini et Tragelaphini et le second comprend
le groupe des Antilopini/Néotragini.

1.3. TAXONOMIE DES GAZELLES

Les gazelles appartiennent a la sous-famille des antilopinés (Antilopinae) de la famille des
bovidés. Elles forment le genre Gazella.
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Figure 1: Gazelle leptocere gazella leptoceros loderi femelle (photo prise le 02/03/09 au
Centre Cynégétique de Zéralda).

14



Tableau | : Les différentes espéces de gazelles avec leur situation géographique.

Espéce

Nom commun

Localisation

Gazella arabica (Lichtenstein, 1827)

gazelle d'Arabie

Proche-Orient

Gazella bennettii (Sykes, 1831)

gazelle de Bennett,
gazelle de I'lnde

Asie

Gazella bilkis (Groves et Lay, 1985)

gazelle du Yémen,
chinkara

Proche-Orient

Gazella cuvieri (Ogilby, 1841)

gazelle de Cuvier

Afrique du Nord

Gazella dama (anc. Nager dama) (Pallas,
1766)

gazelle dama

Afrique

Gazella dorcas (Linnaeus, 1758)

gazelle dorcas

Afrique, Proche-
Orient

Gazella gazella (Pallas, 1766)

gazelle de montagne

Proche-Orient

Gazella granti (Brooke, 1872) gazelle de Grant Afrique

Gazella leptoceros (F. Cuvier, 1842) gazelle leptocere, Afrique
gazelle a cornes fines

Gazella rufifrons (Gray, 1846) gazelle a front roux Afrique

Gazella rufina (Thomas, 1894)

Afrique du Nord

Gazella saudiya (Carruthers et Schwarz, 1935)

gazelle saoudienne

Proche-Orient

Gazella soemmeringi (Cretzschmar, 1828)

gazelle de
Soemmerring

Afrique

Gazella spekei (Blyth, 1863)

gazelle de Speke

Afrique de I'Est

Gazella subgutturosa (Giildenstaedt, 1780)

gazelle a goitre

péninsule Arabique,
Asie centrale

Gazella thomsonii (Glinther, 1884)

gazelle de Thomson

Afrique de I'Est
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La sous-famille des Antilopinés est subdivisée en deux tribus, la Neotragini et 1’ Antilopini
(gazelles). Au sein de la tribu Antilopini, Gazella est le plus ancien et le plus important
genre. Ce dernier comprend 3 sous genres (Nanger, Gazella, et Trachelocele) (Walther et al.,
1983). La gazelle G. subgutturosa est la seule espéce du sous genre Trachelocele. Le genre
Nanger comporte 3 especes (G. granti, G. dama, et G. soemmerringii). Le reste des espéces
appartient au sous genre Gazella. La classification des especes au sein du genre Gazella est
problématique puisqu’il existe une grande variation géographique pour les caractéres
morphologiques. La plus récente version taxonomique indique que la tribu des Antilopini
comporte 19 especes, parmi lesquelles 14 appartiennent au genre Gazella (Corbet et Hill,
1991) (Tableau I). Les 14 especes du genre gazella sont réparties en 5 groupes (Groves, 1969,
1985, 1988). La classification de ce genre est I’'une des plus confuse parmi les mammiferes
(Grzimek, 1968; Corbet, 1978; Honacki et al., 1982; O’Regan, 1984; Spinage, 1986;
Benirschke et Kumamoto, 1988; Haltenorth et Diller, 1988; Le Berre, 1990; Corbet et Hill,
1991). La gazelle G. leptoceros est soit incluse dans le sous-genre Gazella (Groves, 1969;
O’Reagan, 1984), soit considérée comme formant avec la gazelle asiatique, G. subgutturosa,
le sous-genre Trachelocele. Les gazelles G. leptoceros et G. subgutturosa font partie du
groupe Il appelé Gazelles de dunes (Groves, 1988). Il existe de grandes variations
morphologiques au sein de certaines especes de gazelles. L’origine de beaucoup d’especes
serait récente (Gentry, 1966). Un nombre important d’espéces seraient des semi-eSpeces en
voie de formation et donc pas encore bien caractérisées par rapport aux autres especes
proches. La taxonomie actuelle est fondée essentiellement sur des caractéres morphologiques
tels que la forme ou la taille des cornes et du crane, ainsi que la couleur du pelage. D’ou la
nécessité de pouvoir utiliser des critéeres génétiques afin de caractériser plus précisément les
relations entre les différentes espéces et sous-especes. Les marqueurs moléculaires permettent
de déterminer le statut taxonomique et phylogénétique de ces espéces (Benirschke, 1977).

1.4. PHYLOGENIE DES GAZELLES

La sous famille des Antilopinés est, d’un point de vue phylogénétique, la moins comprise

des sous familles des Bovidae. Certaines especes d’antilopes ont été incluses dans cette
famille par défaut et non pas selon des criteres taxonomiques.
La diversité génétique des populations ou des espéces proches entre elles a été évaluée par
électrophorese des protéines. Les variations électrophorétiques de 19 loci de 10 especes
d’Artiodactyles ont montré que la reconstitution phylogénétique est en accord avec la
systématique, sauf pour I’antilocapre qui est plus proche des Cervidés que des Bovidés
(Baccus et al., 1983). A part les travaux de Georgiadis sur la phylogénie des Bovidés, pour
lesquels des spécimens de gazelles Thomson, de Grant et de Speke ont été étudiees
(Georgiadis et al., 1990), la seule espece de gazelle dont 1’électrophorése des protéines a été
étudiée est la gazelle de Speke (Templeton et al., 1987).

Une étude a été réalisée sur les espéces du genre Gazella, le springbok Antidorcas
marsupialis et I'antilope cervicapra en utilisant des techniques d'électrophorése des protéines
ainsi que des analyses cytogenétiques et de microsatellites (Vassart et al., 1993). La
variabilité génétique de 8 taxons de gazelles a été évaluée par électrophorese en analysant 16
loci (G. subgutturosa (n=30), G. dorcas (n=25), G. g. gazella (n=16), G. g. erlangeri (n=15),
G. thomsoni (n=8), G. g. cora (n=7), et G. g. farasani (n=5) et G. rufifrons (n=1)). Parmi les 8
taxons de gazelles, 8 loci s’aveérent polymorphes. L hétérozygotie moyenne (présence de deux
alléles différents pour un méme gene) varie de 0 a 8.5%.
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Figure 2: Arbre phylogénétique construit a partir des comparaisons de sequences

flanquantes du microsatellite INRAO40 (Vassart et al., 1995).

Les distances génétiques ont été calculées selon la méthode du Neighbor Joining, utilisant toutes les
différences (transitions, transversions, insertions-deletions). La méthode de Distance (Clustering)
Neighbor Joining utilise la méthode heuristique (méthode phylogénétique utilisant des algorithmes
pour parcourir ’ensemble des espeéces d’un arbre, mise en forme des régles de la recherche et de la

découverte) qui est tres rapide.

Cet arbre montre la proximité de 1’Antidorcas marsupialis et de Capra hircus ainsi que G. leptoceros
et G. cuvieri. Il indique également que G. dama est proche G. soemmerringii (méme sous-genre

Nanger). G.g.erlangeri et G.g.farasanis sont regroupés (méme espéce).

Le nombre moyen d’all¢les par locus est de 1 a 1.31 et le taux de locus polymorphes est de 0 a
18.7% (Vassart et al., 1995). Le taux de polymorphisme, I'nétérozygotie et le nombre moyen

d'alleles sont compares a ceux d'autres artiodactyles (Vassart et al., 1991).
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L’hétérozygotie moyenne pour 184 espéces de mammifeéres est de 4.1% (Nevo et al., 1984),
valeur proche de celles calculées pour les gazelles de cette étude dont 1’échantillon est
supérieur a 10 individus. Sur les 8 loci polymorphes, seulement 4 présentent une variabilité
significative (Estérase (ES14), Enzyme malique (MOD), Nucléoside phosphorylase (NP) et
Transferrine (TRF)). Les distances de Rogers (distance génétique) varient de 0.012 a 0.304.
La Superoxyde dismutase (SOD) montre une différence allélique fixée entre G. thomsoni, G.
dorcas, G. rufifrons d’une part, et les autres taxons d’autre part. Ces 3 taxons ont pour ES14
un alléle majoritaire qui n’existe pas chez les autres espéces. G. thomsoni et G. dorcas ont de
méme un alléle majoritaire pour MOD et TRF non retrouvé chez les autres espéces. Ce
rapprochement est €tonnant, d’autant plus qu’il n’est confirmé par aucune autre analyse
morphologique ou cytogénétique (Vassart et al., 1995).
Ces travaux ont montré la proximité génétique des différentes sous-especes de la gazelle G.
gazella (G. g. gazella, G. g. erlangeri, G. g. cora, et G. g. farasani) qui ont des caryotypes
identiques. Les distances génétiques entre elles, deduites des résultats d'électrophorése de
protéines sont faibles. Ces résultats confirment leur appartenance a une méme espece (Vassart
et al., 1995). Ces études ont également montré Iimportance du polymorphisme
chromosomique chez les gazelles. Le polymorphisme du chromosome Y chez G. g. gazella, et
le polymorphisme Robertsonien (variation du nombre de chromosomes entre individus d’une
méme espece par un phénomene de fusion /fission) chez G. subgutturosa marica ou G. dama.
Des amorces déja identifiées chez le beeuf Bos taurus pour amplifier certains microsatellites
(séquence d’ADN contenant une répétition d’un motif de quelques paires de bases, et sont une
source de polymorphisme facilement utilisable en cartographie) ont été utilisées chez les
gazelles. L’analyse des séquences flanquantes du microsatellite INRA040 est intéressante
pour les constructions phylogénétiques (Vassart et al., 1995). Ce microsatellite est flanqué de
2 séquences S1 et S3, et au milieu se trouve une séquence S2 qui est constante d’une espece
de gazelle a une autre. La séquence S1 contient 7 sites variables sur 36, et S3 contient 1 site
variable sur 6. Ces séquences ont été comparées aux séquences homologues du beeuf Bos
taurus, de la chévre Capra hircus et de I’antilope Antidorcas marsupialis. Ensuite un arbre
phylogénétique a pu étre propose (Figure 2). Les sequences de G. cuvieri et de G. leptoceros
sont les mémes, et leurs caryotypes en bande GTG sont identiques (Kumamoto et Bogart,
1984). Cependant, elles sont considérées sans aucun doute comme des espéces distinctes car
leur morphologie externe est différente ainsi que leur biotope. Dans une autre étude, la
phylogénie moléculaire des Antilopinae a été déterminée en utilisant 2 génes mitochondriaux,
le cytochrome b et le cytochrome ¢ oxydase Il (Rebholz et Harley, 1999). Sur 1083 pb, 403
pb sont variables parmi lesquelles 329 apportent une information phylogénétique (Figure 3).
Il 'y a peu de différences entre les études phylogénétiques et les conclusions des analyses
morphologiques suggérées par Groves (Groves, 1985, 1988). Alors cing groupes du genre
Gazella sont déterminés. Le groupe 1 comprend G. dama, G. granti et G. soemmerringii. Le
2°™ groupe comprend G. rufifrons (incluant G. thomsonii), le 3°™ groupe, G. subgutturosa,
G. leptoceros et G. cuvieri, le 4°™ groupe, G. saudiya et G.bennettii et enfin le groupe 5, G.
dorcas, G. gazella, et G. spekei. Ces résultats montrent également que le sous genre
Trachelocele (comportant uniquement G. subgutturosa) n’est pas valable. La gazelle G.
subgutturosa semble étre trés proche de G. cuvieri et G. leptoceros, et appartiendrait donc au
sous genre Gazella.
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des Antilopinés basé sur I’analyse de ’ADN mitochondrial

(Rebholz et Harley, 1999). Le genre Gazella est subdivisé en 5 groupes :
1- Les gazelles G. dama, G. granti et G. soemmerringii; 2- G. rufifrons et G. thomsonii; 3- G. subgutturosa,

G. leptoceros, et G. cuvieri; 4- G. saudiya et G. bennettii; 5- G. dorcas, G. gazella, et G. spekei.
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Figure 4: A : Gazelle leptocére méle du Zoo de Brno (Tchéquie). B : Dessin d’un male
(Kingdom). C : Gazelle leptocere femelle du Zoo de Ouargla (Algérie).
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2. DESCRIPTION DE LA GAZELLE LEPTOCERE
2.1. CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET BIOLOGIQUES

La gazelle leptocere est une gazelle de taille moyenne avec un dos beige jaunatre péle
séparé du ventre blanc par une bande légerement plus sombre sur les flancs. La face et le cou
sont de la méme couleur que le dos. Les marques faciales sont peu précises. Les oreilles sont
longues et étroites (Figure 4). Les cornes sont longues, fines, lyrées, faiblement incurvées (en
forme de S), droites, divergentes et presque rectilignes chez les deux sexes (Groves, 1988).
Les cornes comportent 20 a 25 anneaux bien marqués, le quart supérieur est lisse (Figures 5 et
6). Elles sont manifestement plus larges et plus longues chez les males, jusqu’a 35 a 40 cm.
Les sabots externes sont plus larges que les internes (Kingdon, 1997), 1’¢élargissement de leur
surface facilite la marche dans le sable (Le Berre, 1990). La tache de la croupe est blanche et
peu soulignée. La queue est courte, terminée par une touffe de poils noirs. La gazelle des
sables est peu connue par rapport aux autres especes de gazelles.

La Gazelle leptocere se déplace en petites troupes de 3 a 4 individus, en général un male
adulte, quelques femelles et des jeunes. On peut la rencontrer aussi en couple, en solitaire ou
en groupes de jeunes males. La gestation dure environ 165 jours. 1l y a souvent deux jeunes
par portée (Le Berre, 1990). La période de rut se situerait en automne et s’étend du mois de
Septembre jusqu’au mois de Novembre (Abaigar et al., 2009).

2.2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

La gazelle leptocere G. leptoceros est une espéce a répartition restreinte. C’est une antilope
typiquement Saharienne, vivant principalement dans les grands ergs occidental et oriental, aux
environs de la Hamada de Tinghert et encore probablement dans les systemes dunaires des
massifs du Hoggar et du Tassili. La gazelle G. leptoceros loderi est liée aux deserts de sable,
et caractéristique du Sahara Central (Dragesco-Joffé, 1993). Sa présence au Maroc n’est
qu’accidentelle. Le centre de gravité de sa distribution se trouve par contre dans le Grand Erg
Occidental a I’Est d’une ligne Saoura - Wadi Messaoud (Setzer, 1957; Dupuy, 1967, de Smet,
1989). On la retrouve également dans le Grand Erg Oriental, au niveau de la zone sableuse
qui s’étend de la Hamada de Tinghert en Algérie au Fezzan en Libye. La gazelle leptocere
peuple aussi les petits ergs du pourtour des massifs Centro-Sahariens du Hoggar et du Tassili
des Ajjers, en particulier I’erg Ahmer (Figure 7) (Kowalski et Rzebik-Kowalska, 1991,
Dragesco-Joffé, 1993; Kacem et al., 1994; Khattabi et Mallon, 1997). 1l s’agit d’une région ou
sa présence est connue de trés longue date et a laquelle on 1’a crue limitée (Sclater et Thomas,
1898; Trouessart, 1905; Lavauden, 1926; Joleaud, 1929). Sa distribution dans les ergs
entourant les massifs du Hoggar et du Tassili pourrait s’étendre jusqu’au Mali dans le
Tanezrouft (de Smet, 1989) et au voisinage de I’ Adrar des Iforas (Pavy, 1996). Dans les ergs
du Sahara méridional et du Sahara oriental, les données sont trés peu nombreuses, a cause de
la rareté de I’espece ou en raison des difficultés d’observation.

a- Habitat

Les gazelles se déplacent fréquemment entre les dépressions désertiques a la recherche de
nourriture. Lors de sécheresses longues et sévéres, I’espéce est amenée a faire des
mouvements plus importants (Heim de Balsac, 1928), I’entrainant loin de son habitat préféré.
Ces migrations ont un caractére transfrontalier entre 1’ Algérie et la Tunisie et entre 1’ Algérie
et le Mali.

21



Figure 5 : Différence des cornes entre la Gazelle leptocere femelle (A), méle (B) et la gazelle
de Cuvier (C).

-
W |
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Figure 6: (A) Différence dans la morphologie des cornes entre 4 espéces de gazelles. De
gauche a droite : La gazelle dama Gazella dama, la gazelle leptocére Gazella leptoceros, la
gazelle de Cuvier Gazella cuvieri et la gazelle dorcas Gazella dorcas. (Groves, 1988 ;
Kingdon, 1997 ; Mallon et Kingswood, 2001 ; Yom-Tov et al., 1995). (B) Dessin des cornes
de la gazelle leptocére (a droite) et de la gazelle de Cuvier (a gauche) (Pease, 1896).

22



ALGER Annaba
AN « _l W = .
| A/ ] x oran‘l a = 3 pb,;u:‘%‘::"wl‘étaﬂﬁm
oy 5 e g '). o
- Sidi-bel- =)
M -,l- ~ ! "" £ . i,/
X . TUNISIE"
Ghardaia \
= _Ouargla s = =
1 )
y AN
\
o
Kt““‘ L/

*** \w
G""'.d Eirg** 'LIBYE

,‘| “6‘“ a * ** Plareau \,
oV “Adrar du Tademait /

\ £ré 1% N * (>
O c\& Hamada du Ting s

E \\S a h a Y
= \ e\
: . Tanezrouft
o 3 s, o
- | \ Ténéré
< \\ J ”“ossal' //
= | MALI = & >
| ) Y NIGER
| 200 km —T1

Figure 7 : Carte géographique indiquant I’aire de répartition de la gazelle G. leptoceros
loderi en Algérie (selon Dragesco-Joffé, 1993).

Le centre de gravité de la distribution de cette antilope se trouve dans le Grand Erg Occidental, le
Grand Erg Oriental, la zone sableuse qui s’étend de la Hamada de Tinghert en Algérie, au Fezzan en
Libye et dans les plus petits ergs des massifs Centro-Sahariens du Hoggar et du Tassili des Ajjer, en
particulier ’erg Ahmer.

*** Présence de la gazelle leptocére G. leptoceros loderi.
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Tableau 11 : Liste des différentes especes de gazelles avec leur localisation géographique ainsi que leur statut
de protection. (1) Evaluation du risque d'extinction par I'Union mondiale pour la nature (UICN), publiée sur la liste

rouge des especes menacées (2007).

Espéce

Nom commun

Localisation

Risque
d’extinction (1)

Gazella arabica (Lichtenstein, 1827)

gazelle d'Arabie

Proche-Orient

éteinte

Gazella bennettii (Sykes, 1831) gazelle de Asie préoccupation
Bennett, gazelle mineure
de I'Inde

Gazella bilkis (Groves et Lay, 1985) gazelle du Proche-Orient éteinte
Yémen, chinkara

Gazella cuvieri (Ogilby, 1841) gazelle de Cuvier|Afrique du Nord en danger

Gazella dama (anc. Nager dama) (Pallas, 1766) gazelle dama Afrique en danger critique

Gazella dorcas (Linnaeus, 1758) gazelle dorcas  |Afrique, Proche-Orientjvulnérable

Gazella gazella (Pallas, 1766) gazelle de Proche-Orient vulnérable
montagne

Gazella granti (Brooke, 1872) gazelle de Grant |Afrique faible risque

Gazella leptoceros (F. Cuvier, 1842) gazelle leptocere, |Afrique en danger
gazelle a cornes
fines

Gazella rufifrons (Gray, 1846) gazelle a front  |Afrique vulnérable
roux

Gazella rufina (Thomas, 1894) - Afrique du Nord éteinte

Gazella saudiya (Carruthers et Schwarz, 1935) gazelle Proche-Orient éteinte a I'état
saoudienne sauvage

Gazella soemmeringi (Cretzschmar, 1828) gazelle de Afrique vulnérable
Soemmerring

Gazella spekei (Blyth, 1863) gazelle de Speke |Afrique de I'Est en danger

Gazella subgutturosa (Giildenstaedt, 1780) gazelle a goitre |péninsule Arabique, |vulnérable

Asie centrale

Gazella thomsonii (Giinther, 1884) gazelle de Afrique de I'Est faible risque

Thomson
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b- Taille de la population

Les estimations d’effectifs de la gazelle G. leptoceros loderi sont trés difficiles a établir. 1l
semble néanmoins qu’elle était beaucoup plus abondante dans les Grands Ergs Algéro-
Tunisiens a la fin du siécle dernier. Des effectifs importants ont été rencontrés par de
nombreux naturalistes (Sclater et Thomas, 1898; Lavauden, 1926; Heim de Balsac, 1928,
1936). Alors que Le Houerou (1986) a noté en avoir vu un seul spécimen au cours de vingt-
cinq ans de prospections destinées aux cartes de végétations de I’Afrique du Nord.
Selon une enquéte menée par la Direction Générale des Foréts sur I’identification des aires de
répartition des antilopes Sahélo Sahariennes en Algérie, les populations de gazelles leptocéres
sont présentes dans 11 wilayas et 15 communes (de 1’Atlas Tellien Est et versant sud de la
wilaya de Tébessa et 3 wilayas du semi aride et 7 wilayas du climat aride).

2.3. CAUSES DE DECLIN ET CONSERVATION DE L’ESPECE

L’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) a évalué le niveau de
risque auquel sont soumises les espéces vivantes et a dressé une liste rouge de toutes les
especes menacées. Depuis 1990, la gazelle G. leptoceros est considérée comme menaceée,
c'est-a-dire, que cette espéce est en danger d’extinction et a peu de chance de survie si les
causes de son déclin persistent. D’apreés les critéres de Mace et Lande (1991) qui précisent la
probabilité d’extinction sur une période donnée, G. leptoceros présente 20% de probabilité
d’extinction dans les 20 prochaines années ou en 10 générations (Tableau II).

a- Les menaces

La population des gazelles G. leptoceros loderi endémique de 1I’Afrique du Nord est
menacée de disparition (Le Houérou, 1986; Karem et al., 1993). Au Maroc cette gazelle a
complétement disparu. Les écosystémes sahéliens et désertiques ont régressé a la suite de
I’augmentation du cheptel d’animaux domestiques et du développement socio-économique et
aprés I’accroissement de la pression démographique. La chasse et I’instabilité due aux guerres
et révoltes tribales, ainsi que la propagation des armes a feu continuent a menacer
sérieusement ces animaux. Aussi, le dérangement causé par la recherche miniere et pétroliere
et la promotion des infrastructures diverses ont aggravé la dégradation de leurs habitats. Ainsi,
le déclin de G. leptoceros loderi et la quasi-extinction de G. leptoceros leptoceros doivent
étre attribués en particulier a une chasse incontrdlée (Saleh, 1987, 1997; Kacem et al., 1994).
La chasse traditionnelle a pu également avoir un impact considérable sur les populations
locales (Sclater et Thomas, 1898). La chasse moderne avec des armes a feu et des véhicules
motorisés menant des courses poursuites effrénées conduisent inéluctablement a la mort par
épuisement de I’animal (Newby, 1990). Cette chasse constitue la principale menace,
susceptible de conduire ’espéce a I’extinction. Ce déclin est également di a la régression de
la végétation naturelle des milieux dunaires.

b- Instruments juridiques et protection de I’espéce

Dans le but d’atténuer ce processus de déperdition des ressources naturelles, 1’Algérie a
promulgué ses premiéres lois sur la Chasse et la Protection de I’Environnement en 1982-1983.
Celles ci ont été suivies par plusieurs décrets et arrétés complémentaires établissant les listes
des especes de faune et de flore sauvages protegées, ainsi que par la mise en place de
nouvelles aires protégées.

En 2003, une nouvelle loi de Protection de I’Environnement a été promulguée et a été
renforcée par une loi sur la Chasse en 2004 (Loi N° 04-07 du 14 ao(t 2004 Article 54-55-56-
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57 et 58). L’espece Gazella leptoceros loderi est également protégée par I'ordonnance N° 06-
05 du 15 juillet 2006, relative a la protection et a la préservation de certaines espéces animales
menacées de disparition. Elle est considérée comme espéce hautement protégée en Algérie.
Sur le plan International, cette espéce est protégee par la Convention de Bonn (Annexe I,
résolution 3, 2, 4) et la Convention de Washington (CITES/ Annexe Il1). La Convention sur
les Espéces Migratrices de la Faune Sauvage (CEM) vise a combattre la diminution de la
biodiversité en milieux arides et la désertification, et promouvoir 'utilisation rationnelle des
ressources naturelles au Sahel et au Sahara. Le projet, soutenu par le Fonds Frangais pour
I’Environnement Mondial (FFEM), est une premiére phase de mise en application du Plan
d’Action de la CEM pour la restauration et la conservation des Antilopes Sahélo-Sahariennes
dans 14 pays (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye, Egypte, Mauritanie, Sénégal, Mali, Niger,
Tchad, Soudan, Burkina Faso, Nigeria et Ethiopie). Il concerne actuellement 7 pays (Tunisie,
Niger et Mali, Maroc, Mauritanie, Sénégal et Tchad). Il répond & un besoin pressant de
juguler la perte de la biodiversité qui se traduit par la diminution rapide et inquiétante de six
grandes especes patrimoniales d’antilopes du pourtour saharien, dont cinq trés menacées et
éteintes a 1’¢tat sauvage ou en danger critique d’extinction (I’oryx algazelle, 1’addax, la
gazelle dama, la gazelle leptocere, la gazelle de Cuvier). La sixieme espece, la gazelle dorcas,
est actuellement en déclin important (classée vulnérable selon I’UICN).

c- Gestion de I’espéce

La Direction Générale des Foréts (DGF) et I’Agence Nationale pour la Conservation de la
Nature (ANN) sont deux structures relevant du Ministére de I’ Agriculture qui sont impliquées
dans la gestion et la préservation de ces espéces et de leurs habitats.

La Direction Générale des Foréts est un organisme central gouvernemental, représenté a
I’échelle régionale par les Conservations des foréts et les Parcs NationauX. La DGF est en
charge de la gestion administrative des aires protégées et de la faune cynégétique. L’ Agence
Nationale pour la Conservation de la Nature est un organisme administratif a caractére
technique et scientifique, qui se charge de la connaissance, le suivi et la gestion de la faune et
la flore sauvage, particulierement les especes menacées. Pour la réalisation de ces objectifs,
I’agence dispose de 6 unités décentralisées appelées, Unité de Conservation et de
Développement (UCD) qui permet I’application du programme d’action de I’ANN sur le
terrain. Une station d’élevage en semi captivité de la Gazelle leptocere et de la Gazelle dorcas
a été mise en place. Cette station de reproduction est située a El Bayadh dans la commune de
Brezina. D’une superficie de 8 ha, I’enclos est entiérement cloturé. L’approvisionnement en
eau est assuré par une canalisation provenant d’un puits avoisinant. Les voies d’acces au site
sont a proximité du gazoduc Algérie-Espagne et sont, de ce fait, soumises a une autorisation
officielle. Les spécimens proviennent essentiellement de la région. Ils sont soit offerts par la
population locale, soit issus de captures lors de missions effectuées sur le terrain.
Actuellement, la station de Brezina compte 5 gazelles leptoceres. Il est également question
d’un projet de création d’un Centre National de reproduction en semi captivité des antilopes
Sahélo Sahariennes a El Menea dans la wilaya de Ghardaia.

L’¢levage en captivité est considéré comme un moyen de conservation ex Situ des espéces.
L’objectif est d’obtenir des populations génétiquement viables dans des centres d’élevages
afin de préparer une réintroduction de ces especes dans le milieu naturel. L’¢élevage en
captivité est un dernier recours si la conservation dans le milieu naturel est impossible
(Abaigar et al., 2009).
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d- Conservation et gestion génétique

La gestion génétique a comme objectif la préservation d’un maximum de variabilité
génétique. Il est donc nécessaire d’éviter I’augmentation de la consanguinité et d’agrandir la
taille de la population.

L’¢levage en captivité a permis de collecter de nombreuses informations sur les gazelles de
Cuvier (Olmedo et al., 1985), des gazelles dorcas (Kranz et al., 1983) et des gazelles Speke
(Read et Frueh, 1980). Chez cette derniére, des inséminations ont été effectuées avec succes.
Dans la collection d’Almeria, en Espagne, un programme de gestion génétique a permis de
limiter les effets négatifs de la consanguinité dans les populations captives de gazelles
(Alados et Escos, 1991). L’objectif était d’accroitre les effectifs afin d’éviter les risques
d’extinction. Des parents consanguins sont choisis pour sélectionner des complexes géniques
viables dans un complexe consanguin. Donc les parents représentant les meilleurs fondateurs.
Les descendants sont donc consanguins mais avec des ancétres les plus variables possibles
pour essayer de limiter les conséquences négatives de la consanguinité. L’influence de la
consanguinité sur la longévité, la fécondité, la survie des jeunes, la prolificité et le poids a la
naissance a été étudiée chez les gazelles dama, dorcas et cuvier de la collection (Alados et
Escos, 1991). Une consanguinité élevée diminue la longévité des gazelles dama et de cuvier,
mais pas celle des dorcas. Par contre, ils n’ont pas observé une réelle diminution de la
fécondité et de la survie des jeunes chez la dorcas, contrairement aux deux autres especes ou
I’effet est plus prononcé. La " purge" des alleéles déléteres d'animaux consanguins a été
expérimentée chez la Gazelle de Speke G. spekei (Templeton et Read, 1984). Dans un premier
temps, les résultats du programme ont été considérés comme satisfaisants. En effet, une
dépression de la consanguinité a été réduite sur trois générations, en choisissant comme
géniteurs des animaux consanguins mais en pleine possession de leurs capacités
reproductrices. Les auteurs ont conclu en soulignant que toute dépression consanguine peut
étre gérée pour permettre la survie, au long terme des populations consanguines. L'utilisation
de cette méthode a donc été recommandée. Ultérieurement, plusieurs auteurs ont remis en
question la pertinence des résultats. Les méthodes d'analyse statistique utilisées auraient pu
créer des biais faussant les estimations. De ce fait, le réexamen du bilan du programme a
produit plusieurs constats divergents. Une diminution de la dépression de la consanguinité
s'est bien produite, mais seulement pour la premiére génération. Cette dépression concernait
essentiellement des portées consanguines nées de parents non consanguins. La viabilité accrue
de ces portées n'est pas due a la purge opérée, mais sans doute a I'amélioration des conditions
d'élevage dans les établissements concernés. En conséquence, il vaudrait mieux s'en tenir a la
pratique, plus prudente, de sélectionner des couples reproducteurs dans une population pour
maximiser la variation génétique.

Pour assurer une gestion génétique des gazelles de Brezina, un projet a été mis en place afin
d’identifier chaque individu (prélévement de sang et de poils) pour chacune des especes
présentes, et d’établir une fiche d’identification. Il est également question d’établir des
relations de parentés entre les individus et de contr6ler la reproduction. Donc, a tout moment,
un croisement entre les males et les femelles, devrait donner naissance a des individus les
moins consanguins possibles.

Parmi les especes de gazelles présentes autour ou dans I’Erg Occidental, la gazelle leptocere
est considérée comme la plus menacée avec un risque de disparition totale a I’avenir. Il s’agit
¢galement de ’espece la moins étudiée sur le plan biologique et écologique. Sa présence dans
la station de Brezina pourrait incontestablement constituer un moyen pour améliorer les
connaissances scientifiques sur I’espece.
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3. GENETIQUE DES GAZELLES
3.1. LA CYTOGENETIQUE

La cytogénétique permet une analyse individuelle des chromosomes. L’identification de ces
derniers est assurée par I’emploi de techniques diverses afin de produire des bandes dont les
principales sont les bandes Q, G et R. Il s’agit d’une discipline récente dont le début date de
1956 avec la détermination du nombre exact de chromosomes chez I'nomme 2n=46 (Tjio et
Levan, 1956). Ce dénombrement a été rendu possible par I'introduction d'un choc hypotonique
parmi les différentes étapes de préparation (Hsu, 1952). Ce traitement est décisif puisqu’il
conduit a un gonflement cellulaire et permet d'obtenir un étalement des chromosomes. La
découverte de la premiere anomalie chromosomique chez les bovins a eu un réle
considérable. Elle a montré, en effet, qu’il existe des anomalies chromosomiques chez les
animaux de ferme et qu’elles ont un impact négatif sur 1’élevage puisqu’elles sont souvent
liées a des troubles de la reproduction (Gustavsson et Rockborn, 1964). L’introduction des
techniques de marquage en bandes des chromosomes a grandement ameélioreé la resolution de
I'analyse cytogénétique (Caspersson et al., 1970). Ainsi, tous les chromosomes d’une cellule
d’une espéce donnée peuvent étre identifiés et classés selon leur taille, la position de leur
centromére et leur motif de bandes spécifique pour constituer un caryotype qui est
caractéristique de chaque espece.

Les chromosomes sont constitués d'une molécule d'ADN associée a de nombreuses
molécules comme les histones, les protéines basiques, les protéines non histone acides et de
I’ARN. Ce complexe ADN-Protéines-ARN est appelé chromatine car il fixe les colorants. Les
histones ont un réle essentiel et elles interviennent dans la compaction de la molécule d’ADN.
Cette derniere associée aux protéines et a I’ARN passe par différents degrés de condensation
selon le stade du cycle cellulaire. C’est seulement au degré de compaction maximal, atteint
durant la mitose, que les chromosomes sont visibles (Caspersson et al., 1970).

Toutes les techniques cytogénétiques visent a obtenir un maximum de cellules bloquées a un
stade favorable pour observer les chromosomes. Il est nécessaire d'avoir des cellules en phase
de multiplication active, soit spontanément (cas des villosités choriales ou de certaines
cellules tumorales) soit par une culture préalable (fibroblastes, tout type cellulaire capable de
se diviser) parfois associée a une stimulation (lymphocytes sanguins). La durée la culture
cellulaire est variable et dépend du type cellulaire et de la quantité du matériel biologique
disponible au départ. L’accumulation des stades favorables se réalise par 1’adjonction de la
colchicine. Cette derniére inhibe la formation du fuseau achromatique, ce qui empéche la
progression de la mitose vers I’anaphase. Les cellules sont ensuite mises en milieu
hypotonique, afin de les faire gonfler, puis fixées et enfin étalées sur les lames. Quelques
heures plus tard, les méthodes de marquage peuvent étre utilisées (Caspersson et al., 1970).

a- Techniques de marquages
e Marquage de I’hétérochromatine

Certaines régions des chromosomes restent condensées et se colorent fortement pendant
I’interphase, il s’agit de 1’hétérochromatine. C’est une région qui comporte peu ou pas de
genes actifs, elle est principalement constituée de sequences repétées et se réplique
tardivement durant la phase de synthése (S). L’hétérochromatine bien que variable, comporte
des caractéres suffisamment constants pour étre définie. Elle est mise en évidence par les
différentes techniques de marquage. La plus répandue est celle des bandes C qui colore les
régions juxta-centromériques de tous les chromosomes (Summer, 1972). Ainsi, la coloration
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des organisateurs nucléolaires (bras acrocentriques chez I’Homme) met en évidence
I’hétérochromatine (Bloom et Goodpasture, 1976).

e Marquage de I’euchromatine

Le plus couramment utilisé est le Giemsa qui est une association de trois colorants qui
donnent une coloration rose violacée de la chromatine en lumiere visible. Lorsque I'on colore
des préparations chromosomiques avec du Giemsa, les chromosomes prennent un aspect rose
violacé a peu pres homogene sur toute leur longueur. On ne peut donc les distinguer les uns
des autres que par leur taille et leur morphologie. Cependant, ces criteres sont insuffisants
pour assurer la reconnaissance et la détection des anomalies chromosomiques. Pour
reconnaitre précisément chaque paire chromosomique, on utilise donc des techniques de
marquage particulieres qui permettent l'apparition des bandes. C'est la succession de bandes
sombres et claires le long du chromosome qui en permet l'identification précise, selon le
méme principe qu'un code a barres.

L’euchromatine est révélée par les méthodes de marquages chromosomiques donnant des
bandes appelées Q, G et R et correspondent a I’ADN transcrit.

La 1% technique de bandes décrite est celle des bandes Q (Caspersson et al., 1970). La
moutarde de Quinacrine émet une fluorescence hétérogene lorsqu’elle est excitée par les
rayons ultra-violets. C’est aussi le cas du 4',6-diamino-2-phényl-indole (DAPI) ou de I'lodure
de Propidium (Caspersson et al., 1970).

Ces colorants fluorescents sont essentiellement employés en cytogénétique moléculaire
(hybridation in situ de sondes d'ADN sur une préparation chromosomique) pour la
localisation de génes et de marqueurs moléculaires (Hayes et al., 2003 ; Ladjali-Mohammedi
etal., 2001)

La technique des bandes R comme « reverse » fait intervenir un traitement thermique qui
dénature les segments les plus sensibles (Dutrillaux et Lejeune, 1971). Le marquage obtenu
peut étre mis en évidence apres une coloration au Giemsa, ou par l’acridine orange qui
nécessite alors une observation a la lumiére ultraviolette.

D’autres méthodes ont été décrites mettant en évidence les bandes G de « Giemsa ». Ces
bandes sont obtenues aprés une digestion par des enzymes protéolytiques comme la trypsine
(Dutrillaux et al., 1971).

b- Les bandes chromosomiques

L’euchromatine est donc la partie la plus intéressante pour I’identification des
chromosomes. L’euchromatine de toutes les espéces étudiées se subdivise en deux fractions a
peu prés égales, les bandes G et les bandes R (Tableau Il1l). Chaque fraction posséde des
propriétés biochimiques et fonctionnelles opposées (Holmquist et al., 1982 ; Holmquist, 1989;
Bickmore et Summer, 1989). En plus des bandes G, Q et R dites structurales, parce qu’elles
dépendent uniquement de la nature intrinseque du chromosome, on peut obtenir des bandes
dynamiques R et G. La révélation de ce type de bandes nécessite 1’incorporation du 5-bromo-
2’-déoxyuridine (BrdU) dans ’ADN durant la phase S du cycle cellulaire. La substitution de
la thymidine par le BrdU modifie les propriétés de coloration de la chromatine.
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Tableau I11: Techniques de marquage des chromosomes (Comings, 1978; Ladjali, 1994).

Marquages Principe Auteurs
Bandes G Coloration de I’euchromatine riche en AT (réplication Seabright, 1971; Stock et al.,
(Giemsa) tardive, faible densité en genes) en utilisant soit I’action | 1987; Carlenius et al., 1981;
de la trypsine soit une dénaturation par la chaleur des Schmid et al., 1989.
différents composés protéiques et nucléiques.
Bandes R Coloration de I’euchromatine riche en GC (réplication Schweizer, 1976; Carlenius et
(Reverse) précoce, forte densité en génes) par dénaturation al., 1981; Schmid et al., 1987;
thermique. Ponce de leon et al., 1992.
Bandes Q |Coloration de I’euchromatine riche en AT par la Bloom et Goodpasture, 1976;
Quinacrine ou DAPI. Fritschi et Stranzinger, 1985.
Bandes C Coloration de I’héterochromatine constitutive (ADN Pardue et Gall, 1970; Carlenius
(centromére) | répété, réplication tardive) par un traitement a et al., 1981; Pollock et
I’hydroxyde de baryum (BaOH) et coloration au Giemsa. |Fechheimer, 1981.
Bandes NOR | Coloration des régions organisatrices du nucléole par la | Bloom et Bacon, 1985; Auer et
méthode Ag—NOR technique de précipitation argentique |al., 1987.
utilisant une solution de nitrate d’argent.
Bandes T Coloration des régions télomériques Dutrillaux, 1973.
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Figure 8: Caryotype en bandes GTG de la gazelle leptocére G. leptoceros ou les
chromosomes n’ont pas été classés (Vassart et al., 1995).

Les chromosomes métacentriques sont placés ensemble, et c’est pareil pour les chromosomes
submétacentriques et acrocentriques. Les chiffres a droite des chromosomes indiquent la
correspondance avec les chromosomes du caryotype standard du beeuf domestique (Bos taurus) (Di
Bernardino et al., 1989). Par exemple, le bras long du chromosome 1 est 1’homologue du chromosome
2 du beeuf.
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Le dessin des bandes Q ou G est I’opposé des bandes R. (Bandes Q" fluorescentes = G*
foncées = R pales/ Q sombres = G™ péles = R* foncées). Par convention les bandes Q, G et R
désignent des bandes positives. Dans tous les cas on obtient une succession de bandes dont les
motifs sont superposables, la ou I'on obtient une bande sombre avec I'une des techniques, on
observe une bande claire avec l'autre.

L’euchromatine se répartit en deux fractions, I’une se répliquant durant la premiére moitié¢ de
la phase S (réplication précoce) et 1’autre se réplique durant la deuxieéme moitié de la phase S
(réplication tardive). Apres un traitement particulier les deux types de marquage G et R
peuvent €tre mis en évidence selon le moment ou I’incorporation du BrdU s’est produite
(Dutrillaux, 1975). Chaque bande correspond a un segment dont la réplication est initiée et
terminée de maniére synchrone et & un moment différent selon le type de bande G ou R
(Holmquist, 1989).

L’emploi des bandes a permis de décrire de nombreux polymorphismes et sites fragiles
(sensibles aux mutations) transmis de facon héréditaire (Yunis et Prakash, 1982). Les
techniques de bandes aident a connaitre la composition des segments chromosomiques
(euchromatine, hétérochromatine), et donnent une idée de 1’activité des genes (réplication
précoce ou tardive). Elles permettent aussi de réaliser une analyse plus fine des remaniements
chromosomiques comme les délétions, les inversions et les translocations.

3.2. ANALYSE DU CARYOTYPE ET POLYMORPHISME

a- Caryotype de la gazelle leptocére

Les chromosomes de la gazelle G. leptoceros ont été décrits pour la premiere fois en 1976
(Effron et al., 1976). Le caryotype en bandes GTG a été réalisé a partir de cultures de
lymphocytes et de fibroblastes prélevés sur des individus du Parc Zoologique de San Diego.
Le caryotype de la gazelle leptocére est constitué de 16 paires d’autosomes. La formule
gonosomique est de type XY. Chez le male on retrouve 33 chromosomes et 32 chez la femelle
(Figure 8). Le caryotype du male est composé d’un chromosome sexuel X qui est
métacentrique, d’un chromosome sexuel acrocentrique Y1 et d’un autosome acrocentrique
Y2. Ce chromosome est issu de remaniements inter-chromosomiques de types translocations.
Les techniques de marquage en bandes C révelent de maniére sélective I’hétérochromatine
constitutive. Il s’agit de fraction de chromatine qui ne se décondense pas durant I’interphase.
Le caryotype en bande C de la gazelle leptocére montre qu’il y a trés peu d’hétérochromatine
au niveau des centromeéres des chromosomes métacentriques, alors que le bras court du
chromosome X est riche en hétérochromatine (Effron et al., 1976).

Une étude plus récente a été consacrée a 1’établissement du caryotype de différentes gazelles
(Vassart et al., 1995). Aucune description précise des chromosomes de la gazelle leptocére
n’a ¢té réalisée a ce jour. Les caryotypes ont été établis dans le cadre d’une étude
phylogénétique afin de reconstituer 1’histoire évolutive du groupe des gazelles (Vassart et al.,
1995). Les chromosomes ont été classés en fonction de leur homologie avec le caryotype
standard du beeuf (Di Bernardino et al., 1989). Par exemple, la partie distale du bras g du
chromosome X de G. leptoceros est homologue au chromosome 5 du beeuf.

Il n’existe pas de consensus International (standard) pour classer les chromosomes des
especes de gazelles sauvages. Alors, la numérotation différe d’un travail a un autre.
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Figure 9 : Schémas des différents types de remaniements chromosomiques les plus
fréquents. Les remaniements inter-chromosomiques les plus fréquents sont les translocations. Elles
sont réciproques lorsqu’elles aboutissent a un échange entre les segments (A). Elles sont
Robertsoniennes lorsqu’elles conduisent a la fusion de 2 chromosomes acrocentriques (B). Les
remaniements intra-chromosomiques les plus fréquents sont les inversions. Elles sont péricentriques
lorsqu’elles résultent de cassures situées de part et d’autres du centromére (C). Elles sont
paracentriques lorsqu’elles ne touchent qu’un seul bras (D).
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b- Etude du polymorphisme génétique et intérét pour la préservation

Dans les populations naturelles, certains remaniements chromosomiques se maintiennent a

des fréquences élevees et, par conséquent, peuvent étre considérés comme des
polymorphismes. C’est le cas des fusions centriques chez les gazelles ou les inversions
paracentriques chez Drosophila melanogaster, les passereaux et les pigeons (Popescu, 1989).
Chez les animaux d’élevage certaines translocations (Robertsoniennes impliquant les
chromosomes 1 et 29 (1/29) chez les bovins, translocations Massey 5/26, 8/11 et 7/25) dans
des races ovines peuvent étre considérées comme un polymorphisme chromosomique (Figure
9).
Des caractéristiques génétiques d’individus de populations captives dont 1’origine était
incertaine ont été ¢tudiées dans le cadre d’un projet de réintroduction de la gazelle des Sables
G. subgutturosa, en Arabie Saoudite (Vassart et al., 1991). Le but de tout programme de
réintroduction est de réintroduire 1’espéce ou la sous-espece la plus proche de celle
initialement présente. Il s’agissait de vérifier I’appartenance des animaux de la ferme du Roi
Khaled a la sous-espéce G. subgutturosa marica. Les premieres analyses cytogénétiques ont
révélées un polymorphisme de type Robertsonien résultant de la fusion des deux derniéres
paires de chromosomes acrocentriques. Ceci combiné a la translocation X autosome,
commune chez les gazelles, donnait 6 caryotypes différents chez ces animaux avec des
nombres de chromosomes variant de 31 a 33 pour les males et de 30 a 32 pour les femelles.
Or les gazelles des Sables de Perse de la sous-espece G. s. subgutturosa étaient décrites avec
31 et 30 chromosomes (Shi, 1987). Les animaux de la ferme pouvaient donc étre des hybrides
entre ces 2 sous-especes et donc ne pas correspondre exactement a la sous-espéce
anciennement présente en Arabie Saoudite. Un tel polymorphisme chromosomique avait
également été décrit chez des gazelles des Sables originaire de Jordanie (Kingswood et
Kumamoto, 1988). La question qui peut étre posée est : est ce que ce polymorphisme existait
dans la nature ? Un caryotype a été réalisé sur des animaux capturés, ils étaient également
porteurs de la translocation. Il s’agissait alors d’un polymorphisme naturel et les animaux ont
été réintroduits dans la réserve.

c- Polymorphismes et Spéciation : Effet des translocations sur la fertilité

Chez les gazelles, 1’hétérozygotie chromosomique résultant de simples ou de multiples
réarrangements pourrait jouer un réle important dans la spéciation, c'est-a-dire dans la
formation des espéces, car elle contribuerait a la création d’une barriére de reproduction entre
les populations (Mayr, 1963). Si une espéce se subdivise en 2 especes géographiques. Alors
chacune de ces especes sera caractérisée par une série de réarrangements chromosomigues.
Les hybrides entre ces deux formes géographiques présenteront une diminution de la fertilité
(Mayr, 1970). De nombreux exemples de spéciation chromosomigue sont en relation avec une
baisse de la fertilité a cause d’une production de gametes déséquilibrées chez 1’hétérozygote
(Sites et Mortiz, 1987). Différentes études ont démontré que les réarrangements
chromosomiques reduisent la fertilité des individus hétérozygotes (Dyrendahl et Gustavsson,
1979; Forejt et al., 1981; Gabriel-Robez et al., 1986; Setterfield et al., 1988). Cependant cet
effet négatif varie entre les individus appartenant a des espéces différentes ou a la méme
espece (Long, 1988). Cet effet est atténué si les phénoménes de recombinaison n’engendrent
pas des probléemes éventuels au cours de la meiose, ou si les gamétes déséquilibrées sont
éliminées (Reed et al., 1992). L’étude de la méiose est donc nécessaire pour déterminer
I’influence des réarrangements chromosomiques sur la reproduction et, par conséquent, leur
role dans la spéciation.
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Figure 10 : (A) Caryotype de la gazelle G. subgutturosa méale 2n=32 (Vassart et al., 1995).
Ce caryotype d’un individu normal comporte 27 autosomes métacentriques, 3 chromosomes
acrocentriques, et 2 gonosomes X et Y. Le chromosome Y2 est un autosome. Le chromosome
acrocentrique Y1 est un chromosome sexuel. (B) Caryotype en bande GTG de la gazelle G.
subgutturosa 2n=32 (Kingswood et Kumamoto, 1988). L’individu est hétérozygote pour la
translocation Robertsonienne 14/15 et la translocation d’un autosome sur le chromosome
sexuel X. les chromosomes acrocentriques 14 et 15 sont superposés a leur homologue qui est
métacentrique pour montrer 1’homologie du profil de bandes entre les bras chromosomiques.
Les fleches indiquent la position du centromere.
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Chez la gazelle G. subgutturosa, le nombre de chromosomes est de 2n = 30 a 32 chez les
femelles et de 2n = 31 a 33 chez les males (Wurster, 1972; Effron et al., 1976; Benirschke et
Kumamoto, 1987; Kingswood et Kumamoto, 1988; Vassart et al., 1993) (Figure 10). Le
nombre diploide de chromosomes differe entre les 2 sexes a cause d’une translocation du
chromosome 16 sur le chromosome X par rapport & un caryotype considéré comme ancestral
(bovin). La translocation Robertsonienne impliquant les deux derniéres paires de
chromosomes acrocentriques 14 et 15 est a l’origine de la variation du nombre de
chromosomes au sein des individus du méme sexe. Chez G. s. subgutturosa, cette
translocation est fixée. Cette fusion est polymorphe chez G. s. marica (Kingswood et
Kumamoto, 1988). Ces gazelles constituent un modele d’étude de la division méiotique
(individus hétérozygotes et individus homozygotes) pour la translocation Robertsonienne.

d- Etude de la Méiose chez la gazelle G. subgutturosa

L’¢tude de la méiose chez les gazelles est intéressante par la présence de translocations entre
les chromosomes sexuels et les autosomes ainsi que par I’existence d’un polymorphisme
Robertsonien chez de nombreuses espéces. En effet, les méles possedent un chromosome Y2
qui est acrocentrique, issu de cette translocation. Ce chromosome Y2 est un autosome et le
chromosome Y1 est le chromosome sexuel (Figure 10). Une analyse des individus
hétérozygotes pour la translocation Robertsonienne impliquant les deux derniéres paires de
chromosomes acrocentriques a été réalisée (Kingswood et al., 1994). Comme toutes les
gazelles, ces individus sont porteurs d’une translocation de I’autosome 5 sur le chromosome
sexuel X. Aucune de ces deux translocations ne perturbe le bon déroulement de la méiose
(Figure 11). Ceci pourrait étre d0 & des associations entre les portions non appariées du
trivalent formé par 1’autosome, le chromosome X et le chromosome Y plutot qu’entre celles-
ci et le trivalent Robertsonien. La translocation du chromosome 5 sur le X chez les gazelles
pourrait ainsi favoriser les translocations Robertsoniennes a 1’état hétérozygote. En effet, dans
I’espéce humaine, ces translocations ont plus d’effets négatifs sur la gamétogenése du male
que sur celle de la femelle. Cela est d( aux associations entre les portions non appariées du
trivalent Robertsonien et le bivalent sexuel. L’autre explication serait que plus les bras courts
des chromosomes acrocentriques du trivalent Robertsonien sont petits, mieux ils s’apparient
entre eux (appariement hétérologue) et donc moins ils s’apparient avec le chromosome X, et
moins ils affectent la fertilité. C’est pourquoi chez la souris (bras courts petits), il y a moins
d’effet sur la fertilité contrairement a I’homme (bras courts grands) ou ’atteinte de la fertilité
est importante (de Boer et de Jong, 1989).

La fixation d’une fusion centrique dans une population naturelle engendre peu de problémes a
la méiose. Par contre une forte barriere reproductrice isole deux populations ayant fixées des
fusions centriques homologues pour un seul bras. A la méiose de 1’hybride entre ces deux
formes, les chromosomes des multivalents complexes qui se forment ne peuvent ségréger, et
entraine la formation de gameétes déséquilibrées. Cela entraine la stérilité des hybrides ainsi
formés (Baker et Bickham, 1986). Cette étude a été réalisée sur des individus hétérozygotes
pour la translocation Robertsonienne entre les deux derniéres paires de chromosomes
acrocentriques (Kingswood et al., 1994).
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Figure 11 : Micrographie d’un noyau méiotique issu d’une gazelle subgutturosa male
homozygote pour la translocation 14/15.

On observe 14 bivalents (paire de chromosomes homologues, tels qu'ils sont observés en métaphase
de la premiére division méiotique) d’autosomes, et un trivalent comportant un autosome, le
chromosome X et le chromosome Y. Les fléches indiquent 1’association de la portion terminale du
chromosome 16 non appariée avec le chromosome Y. Peu avant le début du stade pachytene, les
chromosomes homologues s’accolent 1’un a 1’autre et forment un complexe synaptonémal (complexe
protéique permettant 1’association des chromosomes homologues entre eux lors de la prophase de la
premicere division méiotique). Ce complexe est a I’origine des chiasmas et est nécessaire a la survenue
d’un crossing over et de la recombinaison qui en résulte (Watson et al., 1987). Des chiasmas sont
observés dans la plupart des bivalents et des trivalents et sont restreints a la partie autosomique des
trivalents autosome-X-Y. L’analyse des métaphases II (spermatocytes secondaires) n’a révélé aucune
non disjonction chez les individus homozygotes ou hétérozygotes pour la translocation
Robertsonienne.

37



(960) U

r.)\

X
GTH

GSM  GLE acu GSO

GDM GDR

Figure 12 : Arbre phylogénétique basé sur des données chromosomiques des Gazelles (Vassart et al.,
1995).GMD : Gazella dama mhorr, GDR : Gazella dama ruficollis, GSO : Gazella soemmerrigi, GCU : Gazella
cuvieri, GLE : Gazella leptoceros, GGE : Gazella gazella erlangeri, GSM : Gazella subgutturosa marica, GTH :
Gazella thomsoni, GRU : Gazella rufifrons, GDO : Gazella dorcas, AMA : Antidorcas marsupialis, ACE : Antilope
cervicapra, CAP : caryotype ancestral présumé type caprin.

[IFusion centrique/ I Translocation autosome-gonosome / * Passage centromérique/ A Réarrangement non
identifi¢/ @ Addition de I’hétérochromatine sur le chromosome X/ @ Addition de 1’hétérochromatine sur le
chromosome 16. Les chiffres entre parenthéses représentent la valeur de bootstrap (valeur obtenue par I’analyse de la
robustesse qui montre la résistance d’un nceud). L’évolution chromosomique chez les bovidés est due essentiellement
a des translocations Robertsoniennes. Par exemple, chez Gazella leptoceros et Gazella cuvieri la translocation par
fusion centrigue des chromosomes 3 et 4 est le remaniement chromosomique qui les sépare de Gazella subgutturosa
marica qui posséde la translocation par fusion centrique des chromosomes 1 et 3.
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3.3. ANALYSE GENETIQUE COMPAREE
a- Evolution chromosomique des gazelles

L’évolution chromosomique chez les bovidés est due essentiellement a des translocations
Robertsoniennes avec trés peu de remaniements intra-chromosomiques (Gallagher et
Womack, 1992; Gallagher et al., 1994, 1998).

Aprés la comparaison des caryotypes en bandes GTG de différentes espéces et sous especes
(Antidorcas marsupialis, Antilope cervicapra, G. dorcas, G. gazella, G. subgutturosa, G.
leptoceros, G. cuvieri, G. dama mhorr, G. dama rufficolis, G. soemmeringi, G. rufifrons et G.
thomsoni) (Vassart et al., 1995), il semble que les chromosomes 9 et 14 chez les antilopinés
soient identiques a ceux de la chévre, et différents de ceux de la vache (Buckland et Evans,
1978). Pour construire I’arbre phylogénétique chromosomique des gazelles, 3 espéces groupes
externes ont été choisies (Capra hircus, Antidorcas marsupialis et Antilope cervicapra). Il
était reconnu que le caryotype de la vache ou de la chevre devait étre similaire a celui du
caryotype ancestral des Bovides (Wurster et Benirscke, 1968). Cette déduction résultait du
principe « commun egal ancestral » c'est-a-dire qu’un caryotype trés fréquent dans un groupe
devait étre proche du caryotype ancestral de ce groupe. Cependant il semble qu’il existe
d’autres réarrangements chromosomiques qui sont importants chez les gazelles. Par exemple,
les translocations autosome-gonosome sont trés rares chez les mammiféres sauf chez les
Antilopinae. Les translocations chromosomes sexuels / autosomes sont déterminantes pour
ces regroupements. Toutes les gazelles, y compris I’Antilope, ont une translocation du
chromosome 5 sur le chromosome X. La translocation du chromosome 16 sur le chromosome
Y permet de séparer trois différents groupes d’espéces. D’une part, les espéces G. dorcas, G.
gazella, G. subgutturosa, G. leptoceros, G. cuvieri qui ne comportent pas la translocation du
chromosome 16 sur le chromosome Y. D’autre part, G. rufifrons et G. thomsini qui
comportent cette translocation 16/Y avec une addition de I’hétérochromatine sur le
chromosome 16. A ce dernier groupe sont ajoutés les grandes gazelles du sous-genre Nanger
(G. dama mhorr, G. dama rufficolis, G. soemmeringi) qui ont la translocation 16/Y sans
addition d’hétérochromatine sur le chromosome 16. Les gazelles G. rufifrons et G. thomsini
apparaissent trés similaires, sans contenir d’autosomes métacentriques (2n=58) mais avec des
chromosomes X légerement différents. Les gazelles G. dorcas, G. gazella, G. subgutturosa,
G. leptoceros, G. cuvieri ont un chromosome X tres similaire au chromosome X ancestral de
la chevre. Chez la gazelle G. dorcas, le chromosome X est acrocentrique, alors que chez les
autres especes le chromosome X est métacentrique avec un bras court hétérochromatique.
Le chromosome 3 chez toutes les especes de gazelles apparait remanié par rapport au
chromosome 3 ancestral de la chevre ou du springbok.
Les comparaisons des caryotypes des différentes espéces de gazelles montrent que les
principaux remaniements chromosomiques entre les espéces sont de type fusion centrique. Le
caryotype ancestral, proche de celui de la chevre, ne comprend que des autosomes
acrocentriques. Ces fusions centriques sont des amorphies (caractéres dérivés), et les
synamorphies (caractéres dérives partages) permettent de regrouper les espéces.
Toutes ces données permettent de proposer un arbre phylogénétique qui est en accord avec la
systématique traditionnelle avec les différentes synamorphies pour regrouper les especes entre
elles (Figure 12). La reconstitution d’un caryotype ancestral est basée sur le principe de
parcimonie. Si 2 espéces possedent un méme chromosome, il est plus probable que celui-ci ait
¢été transmis tel quel, a I’'une et a I’autre espéce, par un ancétre commun, plutdt qu’il ait subit
indépendamment 2 fois le méme remaniement a partir d’un chromosome ancestral (Dutrillaux
et Couturier, 1981).

b- Cartographie génique
Actuellement, il n’existe pas de données génomiques sur les gazelles, cependant de
nombreuses études ont été réalisées sur des espéces proches comme les caprins et les bovins.
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e Cartographie comparée

La cartographie comparée entre les espéces dont les génomes ont été séquencés (Homme,
souris et rat) et les espéces aux génomes non séquencés, a ce jour, est essentielle pour la
recherche de genes impliqués dans le déterminisme de certains caractéres. L'exemple du
génome bovin illustre les progrés accomplis en moins de 10 ans. En 1995, la carte bovine
contenait 314 genes localisés et la comparaison des génomes humains et bovins se faisait
d'une maniere tres globale a partir des résultats de la peinture chromosomique hétérologue. La
peinture chromosomique consiste a hybrider une sonde issue d’un bras chromosomique ou
d’un chromosome entier d’une espece sur les métaphases d’une autre espece. Ainsi, 53
segments chromosomiques conservés entre les génomes humains et bovins ont été détectés.
En 2003, la carte bovine s'est considérablement enrichie avec plus de 2500 genes localisés
grace a l'intégration des données de FISH (fluorescent in situ hybridization) et de panels
d'’hybrides somatiques et d'irradiation. Une carte comparée fine avec les génomes de
I'Homme, de la Souris, du Rat et du Porc a été construite (Hayes et al., 2003).

La comparaison inter-espéces a mis en évidence l'existence de segments chromosomiques

conserves entre les génomes. Le nombre, la distribution et la taille de ces segments conservés
ont été déterminés par la cartographie comparée de génes ou de séquences EST ((Expressed
Sequence Tag) Fragment de séquence d’un géne, sous forme d’ADNc, permettant
éventuellement de I’identifier par comparaison avec des séquences déja connues). Cette
comparaison peut étre utilisée au niveau du génome entier (cartes globales comparées entre
I'Homme, la chévre, le porc, le beeuf, le buffle et le cheval), soit a un niveau beaucoup plus fin
(cartes fines de chromosomes ou de régions chromosomiques particuliéres entre I'Homme et
le beeuf, le mouton et la chévre). La localisation des genes ou des marqueurs moléculaires par
la FISH sur les chromosomes caprins (Schibler et al., 1998), a précisé les bordures des
groupes de synténie (groupe de liaison conservé entre deux especes) définis précédemment
par la peinture chromosomique hétérologue Homme/Bovin. Deux nouveaux groupes ont été
mis en évidence, portant ainsi le nombre de groupes de synténie a 54. De plus, compte tenu de
I'ordre des marqueurs a l'intérieur des groupes de synténie, 107 segments conservés (taille
moyenne 27 cM) ont été détectés entre I'Homme et la Chévre. Sur les 103 sites de
remaniements détectés, 65 coincident avec des sites de remaniements chromosomiques
associes aux néoplasies chez I'Homme (Schibler et al., 1998).
La collection de BAC ((Bacterial artificial chromosome) clone bactérien contenant un grand
fragment d’ADN exogéne, d’une longueur de I’ordre de 100 a 200kb, ’ADN exogene est
I’ADN génomique de I’espece d’intérét, partiellement digéré par des enzymes de restriction)
caprins a ensuite été localisée sur les chromosomes bovins (Hayes et al., 2003), ovins, de
buffle (Di Meo et al., 2000; lannuzzi et al., 2001; Di Meo et al., 2008; Strazullo et al., 2010)
et porcins (Pinton et al., 2000). La conservation entre les génomes humains, bovins, caprins et
porcins est considérable avec une taille moyenne des segments autosomiques conservés
estimée a 19 cM. La localisation sur les chromosomes des BAC caprins sur les autosomes de
trois autres ruminants (mouton, beeuf et buffle) a également montré que l'organisation des
génomes de ces quatre especes est trés semblable. Le mouton et le buffle ne différent du beeuf
et de la chevre que par respectivement la présence de 3 et 5 fusions centriques. Les Bovinés
ne différent des Caprinés que par une translocation réciproque 9/14.
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Figure 13: Carte physique comparée de la région du chromosome 7 bovin contenant le QTL
de fertilité avec la région homologue du chromosome 5 humain (HSA5) (Schibler et al.,
2004).

Les BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) sont des segments d’ADN de 100 000 a 200 000 bases,
introduits et multipliés dans des bactéries. Des collections de BAC ont été constituées au début des
années 2000, comportant plusieurs centaines de milliers de clones. Une carte physique résulte de
I’alignement des BAC les uns par rapport aux autres de fagon a recouvrir tout le génome. Cette
opération est réalisée en analysant le contenu des BAC en leur assignant des marqueurs connus et en
séquencant leurs extrémités.
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En revanche, la comparaison entre les chromosomes X de I'Homme, de la chévre, du mouton,
du buffle et du beeuf (Piumi et al., 1998; lannuzzi et al., 2000) a mis en évidence un
remodelage important au sein de ces espéces. Indépendamment de leur morphologie, il
apparait clairement que l'ordre des geénes est conservé entre le beeuf et le buffle et entre le
mouton et la chévre. La comparaison entre les 2 types de chromosomes X démontre qu'au
moins 5 segments chromosomigues sont conserves, impliquant au minimum 2 remaniements.
La comparaison avec I'Homme indique de nombreux remaniements, se traduisant par la
présence de 9 segments conservés au minimum. Il apparait donc a la lumiere de ces
observations que si la région X-spécifique est trés conservée chez les mammiferes
(conservation de la synténie), les remaniements intra-chromosomiques semblent étre en
revanche plus nombreux que pour les autosomes (Gautier et al., 2001, 2002, 2003; Chureau et
al., 2002).

e Identification des génes intervenant sur la variabilité des caracteres d'élevage et de
production

Les cartes génétiques des especes d'élevage ont été construites dans la perspective de la

recherche de génes et de marqueurs moléculaires responsables de la variabilité des caractéres
quantitatifs QTL ((Quantitative Trait Loci) zone chromosomique contenant un ou plusieurs
génes ayant un effet sur un caractere et identifiée par sa co-ségrégation avec un ou plusieurs
marqueurs génétiques) c'est a dire de la variabilité qui peut étre manipulée par les
sélectionneurs. Ne disposant pas, comme dans le secteur végétal, de lignées fixées, leur mise
en évidence reposera sur I'élaboration de protocoles générant artificiellement des situations de
déséquilibre de liaison entre les marqueurs et les QTL. De nombreuses simulations et
estimations ont démontré que l'approche intrafamiliale (analyse de ségrégation) semble la
mieux appropriée. Ces travaux nécessiteront des effectifs importants et supposent, bien sdr,
que les alléles du QTL soient encore en ségrégation dans les familles analysées.
Les banques de grands fragments, en particulier de BAC, ont permis de construire des contigs
(séquence génomique continue et ordonnée générée par lI'assemblage des clones d'une librairie
génomique, sous forme de plasmides, cosmides, BAC ou YAC, qui se chevauchent) de
régions d'intérét agronomique par la marche sur le chromosome, telles que les régions des
caseines, du locus Polled Intersex Syndrome (PIS) chez la chevre (Vaiman et al., 1999) et du
groupe sanguin C chez les Bovins (Saunier et al., 2001; Mahé et al., 2003).

Chez I'Homme, il a été montré que la construction d'une carte physique globale par
alignement de YAC (Yeast artificial chromosome) puis de BAC était plus efficace. En raison
des investissements matériels nécessaires a ce type d'approche et compte tenu de I'importance
économique des Bovins et des Porcins, ce sont les banques de BAC bovines et porcines qui
sont utilisées pour établir une premiére carte physique globale de ces génomes (Saunier et al.,
2001).

Afin d'identifier les clones chevauchants pour établir la carte physique bovine, une double
digestion des clones avec des marquages en fluorescence et une analyse des profils
(séquenceur) a été effectuée. Plus de 101 000 clones ont été intégrés a la carte physique
bovine (Schibler et al., 2004). La carte physique produite est actuellement utilisée pour
poursuivre les travaux de cartographie fine de génes d'intéréts (géne sans corne, geéene
responsable de la syndactylie et plusieurs régions contenant des QTL (BTA7, BTAL5 et
BTAZ26)). Ces contigs ancrent de facon précise la région d'intérét sur le génome humain
permettant I'inventaire de genes candidats (certaines pathologies) et lI'obtention de nouveaux
microsatellites et de SNP (Single Nucleotid Polymorphism) (figure 13).
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METHODES
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OBJECTIF DU TRAVAIL

La gazelle leptocére G. leptoceros est une espéce Sahélo-Saharienne menacée de
disparation. Elle figure comme étant en danger dans la liste rouge établie par 1’Union
International pour la Conservation de la Nature (UICN, 2007). La gazelle G. leptoceros loderi
est la sous espéce présente en Algérie.

A ce jour, aucune étude génétique n’a été réalisée sur la Gazelle leptocere en Algérie. Le but
de ce travail est d’entamer la description du génome de la gazelle G. leptoceros loderi par
I’établissement de son caryotype, pour la premiere fois. Une comparaison avec le caryotype
de la gazelle, qui a déja été établi par Vassart, et dont 1’origine géographique demeure
inconnue, sera ainsi realisée.

Pour atteindre cet objectif, des cultures de lymphocytes ont été effectuées. Les cellules ont
été synchronisées avec de la thymidine en exces. Ensuite, des marquages chromosomiques ont
été realisés en bandes structurales GTG.

Une description précise des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi est réalisée
pour la premicre fois selon le standard établi chez le beeuf. Puisque aucun caryotype standard
n’a été effectué a ce jour chez les gazelles. Ainsi, des homologies entre le caryotype de la
gazelle leptocére et le caryotype standard des bovins sont détectés dans cette étude.
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Il. MATERIEL ET METHODES

Dans cette étude, nous avons proposé d’établir le caryotype de la gazelle leptocere gazella
leptoceros loderi qui est une espéce menacee de disparition. Ce travail a été effectué au
Laboratoire de Génétique du Développement qui est fonctionnel depuis Avril 2008.

Les techniques qui ont pour but 1’établissement d’un caryotype et la mise en évidence
d’éventuelles anomalies de nombre ou de structure nécessitent une analyse soigneuse de
chaque chromosome. Le protocole expérimental appliqué a la gazelle leptocere a été adapté a
partir de celui de ’'Homme (Dutrillaux et Courturier, 1981).

Nous allons commencer par décrire les étapes de la culture cellulaire provenant d’ un matériel
biologique prélevé du centre cynégétique de Zeéralda, suivies par une partie abordant les
techniques cytogénétiques appliquées aux chromosomes de la gazelle leptoceére.

1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Le prélevement devait s’effectuer sur un jeune male originaire de la région de Laghouat,

appartenant au Parc Zoologique de Ben Aknoun. Cet animal est décédé 2 jours avant les
prélevements et les raisons de son déces sont inconnues. Les vétérinaires n’ont gardé que la
téte de I’animal, nous 1’avons ramené au laboratoire afin d’effectuer des prélévements du tissu
musculaire en vue de I’extraction d’ADN. Grace a la collaboration avec le D' Belhamra du
Centre Cynégétique de Zéralda, nous avons donc disposé d’une gazelle leptocére agée de 4
ans vivant en captivité dans un petit enclos dans ce Centre (Figure 14). Son origine
géographique est inconnue car cet individu a été installé au Centre Cynégétique de Zéralda
apres une saisie effectuée par les agents de la Gendarmerie Nationale.
Un seul animal a été prélevé pour cette étude a cause de I’extréme rareté de cette espece.
Donc, seule la culture de lymphocytes a été effectuée pour I’étude des chromosomes de la
gazelle leptocére loderi. L anesthésie pouvant avoir des conséquences fatales pour 1’animal,
il nous a été impossible d’effectuer des biopsies pour la mise en culture des fibroblastes.
Nous avons quand méme souhaité détailler les deux techniques de culture (fibroblastes et
lymphocytes) afin de donner toutes les possibilités de mise en culture des cellules de cette
espéce.

2. MISE EN CULTURE DES FIBROBLASTES
e  Principe

Les cultures cellulaires primaires peuvent étre réalisées a partir de tissus prélevés
directement sur des animaux adultes (biopsies) ou sur des feetus (issus d’avortements
spontanés). Les fibroblastes étant dérivés des cellules mésenchymateuses, ils gardent, au-
dela du stade feetal une grande plasticité fonctionnelle. Dans une culture primaire, la forme
irréguliere ou en fuseau des fibroblastes leur permet de proliférer et de résister plus
longtemps que les cellules de forme polygonale (épithéliale). Les fibroblastes deviennent
ainsi une population cellulaire majoritaire (Hayes, 1993).
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Figure 14 : Jeune gazelle leptocére femelle (Ryma) du Centre Cynégétique de Zéralda. Photo
prise le 10/05/10 (A). Photo prise le 02/04/08 (B).
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e Protocole

Des fragments de tissus musculaires et du derme sont prélevés au niveau de la patte de
I’animal et placés dans un flacon stérile contenant du milieu de culture RPMI 1640
supplémenté de 10% du Sérum de Veeux Feetal (SVF). Sous une hotte a flux laminaire
vertical (Polaris 72 N°19311), les fragments sont dilacérés sous agitation magnétique pendant
10 min dans une fiole contenant 10 mL d’une solution de trypsine a 0.05%, préalablement
chauffée a 37C. Apres décantation, le surnageant est transféré délicatement dans un tube de
15 mL et centrifugé a 2000 rpm pendant 5 min. Le culot est suspendu délicatement dans 4
mL de milieu de culture additionné de 10% de SVF. La suspension est ensemencee dans une
bofte de culture de 25 cm? et mise dans une étuve a 37C°. Quelques heures aprés, les cellules
sont observées a 1’aide d’un microscope inversé (Zeiss Axiovert 40C) pour s’assurer du début
d’adhésion des cellules au fond de la boite. Le lendemain, le milieu de culture devenu jaune
est éliminé pour enlever les toxines, les débris organiques et les cellules non adhérées. Les
cellules sont lavées avec du milieu de culture, puis sont incubées dans 4 mL de milieu RPMI
enrichi avec 10% de SVF. L’opération de lavage est effectuée autant de fois que cela est jugé
nécessaire. La couleur du milieu de culture est un bon indicateur de I’activité cellulaire.
Lorsque le milieu devient jaune, cela indique une forte activité cellulaire, il faut alors changer
le milieu.

e Solutions nécessaires

Milieu de culture cellulaire RPMI-SVF 10%

Milieu RPMI 1640/+HEPES 20 mM/-L-Glutamine (Gibco Réf: 22409-031 lot: 305511).
SVF (Gibco Réf: 15160-047 lot: 3086587): 10%

L-Glutamine 200 mM (Sigma) : 1%

Pénicilline et Streptomycine (Sigma) : 1%

Fungizone (Sigma): 1%

Milieu pour lavage des cultures
Milieu RPMI 1640/ —L-Glutamine avec NaHCO3 sans HEPES (Eurobio Réf CM1RPMO00-0U
lot : 651528)

Solution PBS- (Dulbecco’s phosphate buffered saline) sans Ca?* et sans Mg?*
NaCl (137 mM): 8 g

KCI (5.4 mM): 0.2 ¢

Na2HPO4™~ 12H20 (8 mM): 2.89 g

KH2PO4 (1.47 mM): 0.2 g

Eau distillée gsp 1 L.

La solution est autoclavée et le pH est ajusté a 7.2.

Trypsine a 0.05%

0.05g de trypsine (Sigma) en poudre sont dissous dans 100 mL de PBS. La solution est filtrée
avec un filtre de 0.45pm.
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Figure 15: (A) Gazelle leptocere du Centre Cynégétique de Zéralda juste avant le
prélevement (photo prise le 12/03/09). (B) Différentes étapes de préléevement de sang de la
veine jugulaire.
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3. MISE EN CULTURE DES LYMPHOCYTES
e Principe

L'accessibilité du matériel biologique est un facteur important pour n'importe quel type
d'étude, d’ou l'utilisation du sang facile a prélever. Les lymphocytes du sang périphérique sont
en général a I'état quiescent (phase GO), c'est a dire au repos contrairement aux cellules de
structure épithéliale. En plus de garantir la viabilité des lymphocytes, certaines techniques
immunologiques associées a la cytogénétique, permettent la stimulation in vitro du cycle
cellulaire. Chez les mammiferes les lymphocytes B et T sont les seules cellules du sang
susceptibles d’étre transformées en cellules actives et proliférantes (Sharon et Lis, 1989).
Cette transformation de lymphoblastes induite in vivo par les antigénes, peut étre stimulée in
vitro par des lectines. Les lectines les plus couramment employeées pour la transformation des
lymphoblastes sont la phytohémagglutinine (PHA) et la concanavaline A (Con A). Ces deux
agents mitogenes activent préférentiellement les lymphocytes T. Ces derniers peuvent étre
mis en culture soit a partir du sang total (Moorhead et al., 1960), soit apres séparation
par centrifugation en gradient de densité (Boyum, 1968). Seul le protocole de mise en
culture a partir du sang total a été utilisé pour réaliser ce travail.

e Protocole

Le sang (5 a 10 mL) est préleve de la veine jugulaire dans un tube stérile contenant de

I’héparine de sodium (Figure 15). Les tubes sont agités pour éviter la coagulation et sont
immédiatement placés au frais a 4°C. La mise en culture peut étre effectuée immédiatement
ou pendant la semaine sans affecter le résultat final.
Les cultures sont effectuées dans un tube Falcon de 15 mL contenant 1 mL de sang total, 10
mL de milieu de culture RPMI 1640 supplémenté avec 15% de SVF et 50 uL de
concanavaline A (10 ug/mL), (Figure 16). Les tubes sont ensuite incubés durant 72h dans une
étuve a 37°C.

e Solutions nécessaires

Milieu de culture cellulaire RPMI-SVF 15%

Milieu RPMI 1640 /+HEPES 20 mM (Gibco Réf: 22409-031 lot: 305511)
SVF (Gibco Réf: 15160-047 lot: 3086587): 15%

L-Glutamine 200 mM (Sigma): 1%

Pénicilline et Streptomycine (Sigma): 1%

Fungizone (Sigma): 1%

Concanavaline A

5 mg de concanavaline (Sigma) sont dissous dans 5 mL d’H,Od. Cette solution est filtrée
(0.20 um) et conservee a -20°C.
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Figure 16 : Etapes de mise en culture des lymphocytes de la gazelle leptocére loderi sous une
hotte a flux laminaire.
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Figure 17: Mécanisme du blocage de la synthése de I’ADN par de la Thymidine lors de la
synchronisation des cultures cellulaires.

La thymidine ajoutée au milieu de culture (en excés) pénétre dans les cellules et se transforme
rapidement en désoxythymidine triphosphate (dTTP). Ce dernier est un inhibiteur allostérique de la
ribonucléotide réductase dans la réduction de la cytidine diphosphate (CDP) et de 1’uridine
diphosphate (UDP) en dCDP et dUDP. Ainsi la présence de thymidine en exces bloque de maniére
réversible la synthése de I’ADN en diminuant la quantité de dCTP synthétisée (Hayes, 1993).

51



4. PREPARATIONS CHROMOSOMIQUES

4.1. SYNCHRONISATION DES FIBROBLASTES
e Principe

La culture cellulaire permet d’obtenir des cellules a différents stades de divisions allant de la
prophase a la métaphase, stades auxquels les chromosomes deviennent de plus en plus
compacts et courts, avec pour conséquence une diminution du nombre de bandes révelées par
les techniques de marquages chromosomiques. Le blocage réversible en phase de synthése (S)
du cycle cellulaire a 1’aide d’agents tels que la thymidine en exces, le méthotrexate, ou le
5’Fluoro-2’déoxyuridine (FdU), permet d’obtenir une culture synchrone et homogene. Le
nombre de cellules récoltées en prophase et prométaphase est ainsi optimisé. Les
chromosomes obtenus par cette technique sont dits a haute résolution car ils sont allongés et
présentent, aprés des traitements de marquage particuliers, un motif en bandes de tres bonne
définition. Cette technique exploite la capacité de la thymidine exogéne a bloquer le cycle
cellulaire au milieu de la phase (S) de synthese. Les cellules étant asynchrones (a divers
stades du cycle cellulaire), elles ne seront pas toutes bloquées en méme temps par la
thymidine. Un deuxiéme blocage est alors réalisé pour bloquer les cellules ayant échappé au
premier, d’ou le terme de double synchronisation (Dutrillaux et Couturier, 1981 ; Ladjali et
al., 1995).

e Protocole

Jour 1. Les cellules confluentes sont trypsinées et inoculées dans deux boites avec 8 mL de
milieu de culture et incubées a 37°C. On ajoute 1.2 mL d’une solution stérile de thymidine
(concentration finale 3mM) au milieu. Les boites sont remises a 1’étuve pour que le 1%
blocage s’effectue durant 17 a 18h.

Jour 2. Les cellules sont lavées 3 fois 10 min avec une solution de BSS™ a 37°C, puis elles
sont a nouveau incubées avec 8 mL de milieu de culture. Pour réaliser le 2°™ blocage, on
ajoute 1.2 mL de thymidine.

Jour 3. Les cellules sont lavées 3 fois 10 min avec une solution de BSS™ & 37°C, puis elles
sont a nouveau incubées avec 8 mL de milieu de culture jusqu’a ce que le nombre de cellules
mitotiques (rondes) soit plus important que les cellules déja divisées (doublets).

4.2. SYNCHRONISATION DES LYMPHOCYTES
e Principe

La synchronisation des lymphocytes en culture peut étre obtenue de la méme maniere que
pour les fibroblastes, par ’action de différents agents qui inhibent la synthése d’un dNTP
nécessaire a la réplication de I’ADN (Figure 17). L’agent utilis¢ dans ce travail est la
thymidine en exceés dans le milieu. Si I’inhibition est maintenue pendant 16h a 18h, environ
70% des cellules en division s’accumulent a un stade correspondant a peu pres au milieu de
la phase S de synthese de I’ADN. Apres la levée du blocage, la syntheése de I’ADN redémarre
et les cellules passent de maniere assez synchrone par les différentes étapes conduisant a la
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mitose, ce qui permet de récolter un nombre important de cellules prométaphase ou en début
de métaphase selon le moment de la récolte. Si les techniques de marquage chromosomique
sont appliquées sur des chromosomes obtenus a partir de ces cellules, le dessin des bandes
révélées est dit a “haute résolution”.

e Protocole
Jour 1 : Blocage des cellules a la thymidine

On ajoute 150 uL d’une solution de thymidine stérile (concentration finale : 0,15 mg/mL)
dans 10 mL de milieu RPMI-SVF 15%. Les cellules sont incubées a 37°C. Ce blocage dure
17h a 18h.

Jour 2: Levée du blocage

Aprés une centrifugation pendant 5 min a 1200 rpm, le surnageant est éliminé (milieu de
culture contenant la thymidine), les cellules sont lavées 3 fois avec une solution de BSS*
préalablement chauffée a 37°C. Les cellules sont par la suite incubées a 37°C durant 6h a 7h
pour la reprise du cycle cellulaire, dans 10 mL de milieu RPMI-SVF 15% auxquels on ajoute
33 uL de 5-bromo-2’-déoxyuridine (BrdU). Le BrdU est un analogue structural de la
thymidine, il est incorporé lors de la réplication de I’ADN.

Aprés 1h d’incubation, 100 uL de 5-fluoro-2’-déoxyuridine (FAU) sont ajoutés dans la méme
culture pour augmenter le rendement de 1’action du BrdU.

e Solutions nécessaires

Solution thymidine 1X (10 mg/mL)
100 mg de thymidine (Sigma) dans 10 mL de milieu RPMI. La solution est filtrée stérilement
avec un filtre 0.20 um.

Solution BSS+ (Hank’s balanced Salt solution) avec Ca**

NaCl (137 mM): 8 g

KCI (5.4 mM): 0.4 g

MgSO, 7H,0 (0.81mM): 0.2 g

Na,HPO, 12H,0 (0.33 mM): 0.12 g

KH,PO, (0.44 mM): 0.06 g

H,Od gsp 1 L.

La solution est autoclavée, ensuite sont rajoutes stérilement (filtre 0.45 um) 6 mL d’une
solution de NaHCO3 a 5.6 % et 2 mL d’une solution de CaCl, (1M). Le pH de la solution
finale doit étre ajusté a 7.2 - 7.7

Solution de BrdU 1X (3 mM)
30.7 mg de BrdU (Sigma) dans 10 mL de solution de PBS™. Solution filtrée (0.22 um) et
conservée a -20°C.

Solution de FdU 10X (3mM)
7.5 mg de FdU (Sigma) dans 10 mL de solution de PBS™. Solution conservée a -20°C.
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4.3. RECOLTE DES CELLULES
e Principe

L’intervalle de temps nécessaire apres la levée du blocage pour que les cellules soient en
prométaphase varie selon 1’origine des cellules. Cet intervalle de temps varie en moyenne de 6
a 8h. Dans notre laboratoire de génétique du développement, les fibroblastes d’oiseaux ont été
mis en culture, le pic de division a été estimé par rapport a la durée du demi-cycle chez le
poulet ainsi que les especes étudiées (I’outarde houbara, la perdrix gambra et la caille des
blés) qui est de 6-7h (Ladjali, 1994; Mahiddine, 2009; Ouchia, 2009; Kartout, 2010).

e Protocole
Traitement a la colchicine

Apres 7h a 8h d’incubation des cultures de lymphocytes, on ajoute 25 pL de colchicine 1X.
La suspension cellulaire est alors centrifugée pendant 10 min & 1400 rpm.

Choc hypotonique

Le culot obtenu aprées centrifugation est remis en suspension dans 10 mL d’une solution
hypotonique (KCI 0.075M) puis incubés a 37°C dans le bain marie pendant 15 min.

Fixation

Une préfixation est réalisée par 1’addition de 1 ml de fixateur frais directement dans le milieu
hypotonique pendant 5 min & 37°C. La suspension cellulaire est ensuite centrifugée pendant
10 min a 1200 rpm. Le surnageant est alors éliminé délicatement. Le culot obtenu est repris
dans 10 mL de fixateur et remis a 37°C pendant 5 min. Le fixateur est éliminé apres
centrifugation du tube pendant 10 min a 1200 rpm. Ensuite, le culot obtenu est repris dans 5
mL de fixateur, il est mis a 4°C pendant 15 min. Puis, le culot est dissous dans 4 mL de
fixateur. Une derniére fixation est réalisée pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, le tube est
centrifugé pendant 10 min & 1200 rpm, 1 & 2 mL de fixateur sont rajoutés au culot.

e Solutions nécessaires

Solution de colchicine 10X (40 pg/mL)
0.4 mg de colchicine sont dissous dans 10 mL de solution de PBS". La solution est conservée
a-20°C.

Solution hypotonique de KCI (0.075 M)
5.6 g de KCI sont dissous dans 1 L d’H,Od. Cette solution est chaufféee & 37°C avant son
utilisation.

Fixateur

Pour la préparation de 100 mL de fixateur, 75 mL d’éthanol sont mélangés avec 25 mL
d’acide acétique.
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4.4. MARQUAGES CHROMOSOMIQUES
a- Préparation des lames

La suspension cellulaire est déposée sur les lames (préalablement lavées et conservées dans de
I’eau distillée a 4°C) en laissant tomber, d’une hauteur de 10 cm, une goutte sur une lame
froide et recouverte d’un fin film d’eau. L’excés d’eau, autour de la goutte déposée, est
tamponné et les préparations sont laissées sécher a 1’air libre puis congelées a -20°C jusqu'a
leur utilisation. L’observation des métaphases non colorées peut se faire au microscope
photonique (Zeiss Primostar) en contraste de phase au grossissement 40X. L’indice mitotique
optimal recherché est de 10 métaphases par champ de vision au grossissement 10X.

b- Coloration conventionnelle au Giemsa
e Principe

Il existe des colorants qui permettent de visualiser la chromatine grace a leur affinité pour
I’ADN et les protéines qui lui sont associées. Le plus couramment utilisé est le Giemsa qui est
un mélange complexe de six groupes de colorants, principalement des thiazines, chargés
positivement, qui interagissent avec les groupements phosphate de I’ADN. Ceci induit une
diminution de la longueur d’onde d’absorbance du colorant qui passe du bleu pale au bleu
fonceé (Comings, 1978 ; Ladjali et al., 1995).

e Protocole

Les lames sont rincées a 1’ecau courante avant d’étre incubées dans une solution de coloration
de Giemsa a 6% pendant 24h a température ambiante. Elles sont ensuite rincées
abondamment a I’eau courante, a 1’eau distillée et séchées a I’air libre.

Les métaphases colorées sont observées au microscope photonique en lumiére blanche avec
un filtre vert (Grossissement x10 et x100) et prises en photos (Canon Powershot A640 digital
camera 10.0 megapixels).

Remarque

La coloration au Giemsa permet de distinguer la morphologie générale des chromosomes
individuellement. 1l est par conseéquent extrémement difficile de détecter des anomalies
chromosomiques de structure.

Pour identifier spécifiguement chaque paire chromosomique, on utilise des techniques de
marquage particuliéres qui permettent d'obtenir une coloration hétérogene des chromosomes
par le Giemsa. Cette coloration met en évidence une succession de bandes présentant des
propriétés fonctionnelles et structurales particuliéres, caractérisant chaque paire
chromosomique. Ces techniques sont basées sur des réactions biochimiques faisant intervenir
les composants des chromosomes (ADN et protéines), la réplication de I’ADN et la
condensation des chromatides. Cette succession de bandes sombres et claires le long d'un
chromosome, est identique chez tous les individus d’une méme espéce pour un chromosome
donné, ce qui en permet son identification précise (Coming, 1978; Hayes, 1993; Ladjali,
1994; Ladjali et al., 1995).
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c- Technique de marquage mettant en évidence des bandes structurales GTG
e Principe

La révélation des bandes structurales Bandes G- Trypsine- Giemsa (GTG) est basée sur la
digestion enzymatique avec protéolyse selon la technique de Seabright, (1971) modifiée
(Ladjali et al., 1995).

e Protocole

Les lames, vieillies de 3 a 10 jours, sont rincées a 1’eau courante. Elles sont ensuite incubées
pendant 10 a 12 secondes dans une solution de trypsine a 0.25% a température ambiante. Elles
sont lavées dans 2 bains successifs de PBS™, pour arréter I’action de la trypsine et colorées
avec une solution de Giemsa a 6% pendant 24h.

Les lames sont lavées a I’eau courante puis a 1’eau purifiée, et séchées a I’air libre.
L’Observation des métaphases colorées est réalisée au microscope photonique en lumicre
blanche avec un filtre vert. L’observation est réalisée au Grossissement x10 et a I’immersion,
Grossissement x100, pour analyser les détails des chromosomes marqués. Les photos sont
prises avec un appareil Canon Powershot A640 digital camera 10.0 megapixels pour faire une
analyse globale de la lame.

d- Technique de marquage mettant en évidence des bandes dynamiques RBG
e Principe

La technique révélant les bandes dynamiques RBG (R-BrdU-Giemsa) s’applique sur des
préparations chromosomiques dont I’ADN a été modifié in vitro durant la culture cellulaire
par I’incorporation d’un analogue structural de la thymidine qui est le BrdU (Zakharof et
Egolina, 1968; Ladjali, 1994; Ladjali et al., 1995).

L’addition du BrdU durant les derni¢res heures avant la fin de la culture cellulaire, permet a
I’ADN chromosomique de contenir le BrdU dans les régions correspondant a 1’euchromatine
qui se répliquent tardivement. Apres le traitement approprié, ce sont les bandes R (réplication
précoce) qui seront visualisées.

Gréace aux propriétés de photo-décomposition des segments chromosomiques ayant incorporé
le BrdU, plusieurs méthodes permettant de colorer de maniere différentielle ces régions ont
été développeées. Le dessin des bandes ainsi obtenues est reproductible et caractéristique du
stade auquel le BrdU est ajouté et de la durée de son incorporation (Dutrillaux et al., 1972).
Les préparations chromosomiques sont traitées au colorant photosensible Hoechst qui, sous
I’effet d’une exposition a la lumiere noire, provoque la photolyse du BrdU incorporé dans
d’ADN. Une série de réactions radicalaires vont réduire [’affinit¢ des régions
chromosomiques contenant I’ADN riche en BrdU pour le Giemsa. Par conséquent, seules les
régions d’ADN ne contenant pas le BrdU seront colorées sur les chromosomes (Perry et Wolf,
1974; Douarin et al., 1989; Ladjali et al., 1995).

e Protocole

Les lames sont plongées pendant 20 min dans une solution de Hoeschst 33258 1X. Aprés
avoir rincé les lames a 1’eau du robinet puis a I’eau purifiée, ces dernieres sont déposées a plat
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dans des boites en plastique recouvertes d’une solution SSC 2X et sont exposées a une
lumiére noire pendant 90 min a une distance de 15 cm.

Les lames sont rincées et plongées pendant 10 min dans une solution de Earle 1X sans
bicarbonate a 87°C dans le bain marie. Les lames sont ensuite lavées et colorées au Giemsa a
6% pendant 24h.

Les lames sont lavées et séchées et observées au microscope photonique en lumiére blanche
avec un filtre vert (Grossissement X10, X100) et prises en photos (Canon Powershot A640
digital camera 10.0 M).

e- Technique de marquage mettant en évidence les bandes CBG
e Principe

Cette technique permet de colorer I’hétérochromatine constitutive. Les bandes C sont
principalement localisées dans la région des centromeres. Elles sont mises en évidence grace a
des traitements successifs dans des conditions acides, alcalines et salines a température
élevée. Ensuite, une coloration au Giemsa est réalisée (Summer, 1972). Les conditions acides
hydrolysent les liaisons glycosidiques entre les bases puriques de I’ADN. Les conditions
alcalines dénaturent I’ADN et les conditions salines coupent I’ADN en petits fragments. La
plus grande résistance de ’ADN aux bandes C pourrait étre due a une interaction avec des
protéines non histones et a une renaturation rapide de I’ADN des régions riches en séquences
hautement répétées.

e Protocole

Les lames vieillies de 8 a 15 jours sont plongées dans une solution de HCI (0.2N) pendant une
heure a température ambiante. Aprés un ringage a 1’eau courante, les lames sont plongées
dans une solution de baryte a 50°C pendant 2 min. Les lames sont rincées et plongées dans
une solution de SSC 2x a 60°C pendant 20 min. Les lames sont rincées, séchées et colorées
au Giemsa 6% pendant 24h.

Cette technique n’a pas été réalisée dans notre présente étude, mais elle parait intéressante a
appliquer sur les chromosomes de la gazelle leptocere loderi pour lever ’ambiguité sur la
position des centromeres des chromosomes de cette espéce.

e Solutions nécessaires

Solution de coloration de Giemsa 6%
Pour un volume final de 25 mL, 1.5 mL de colorant Giemsa (Sigma Aldrich) dans 23.5 mL de
tampon phosphate, solution préparée extemporanément.

Tampon phosphate

Na,HPO, 12H,0: 2.9 g.

KH2PO4_: 0.2 g.

NaCl: 8 g.

KCI: 0.2 g.

H,Odgsp 1 L.

Le pH de cette solution est ajusté a 7-7.2.
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Solution de trypsine a 0.25%
62.5 mg de trypsine sont dissous dans 25 mL de tampon PBS’. Cette solution doit étre
préparée extemporanément ou bien congelée a -20°C.

Solution de Hoechst 33258 100X (1 mg/1mL)
100 mg de Hoechst (Sigma) sont dissous dans 100 mL d’H,Od. La solution est conservée a —
20°C.

Solution de SSC 20X

NaCl (3 M): 175.2 ¢

Naz;CsHs07-2H,0 (03 M)Z 88.2 g

H,Odgsp 1 L.

La solution est autoclavée et conservée a température ambiante.

Solution de Earle 10X sans bicarbonate
NaCl (1.16 M): 68 g

KCI (0.054 M): 4 ¢

NaH;PO, H,0 (0.01 M): 1.4 g

MgSQO,~ 7H,0 (8.1 mM): 2 g

Glucose (0.055 M): 10g

CaCl, (18 mM): 2 g

Rouge de phéenol: une pincée

H.Odqgsp 1L

La solution est filtrée et conservée a 4°C. Le pH est ajusté avec une solution saturée de
NaH,PO4 12H,0.

Solution de Baryte
5g de baryte sont dissous dans 100mL d’H,Od. Cette solution doit étre préparée la veille.

4.5. CLASSEMENT DES CHROMOSOMES ET ETABLISSEMENT DU CARYOTYPE

Les chromosomes de la gazelle leptocére loderi n’ont pas été classés dans les caryotypes déja
proposés par Vassart (1995). Pour proposer un classement des chromosomes de la gazelle G.
leptoceros loderi, pour la premiére fois, les chromosomes ont été mesurés et classés selon leur
taille relative. Donc, apres coloration, la procédure classique est de découper les
chromosomes a partir d’une photographie et de les classer par paires. Cependant, des
systemes d’analyse informatique rapide et bien adaptés (microscope reli€ a un micro
ordinateur) ont été mis au point. L’établissement du caryotype correspond a une classification
des chromosomes.
Les chromosomes sont donc classés par paire, en fonction de leur taille (par convention, les
chromosomes sont classés du plus grand au plus petit) et de la position du centromeére.
L’indice centromérique défini par le rapport entre le bras court et le bras long permet de
décrire trois types de chromosomes:
- les chromosomes métacentriques pour lesquels le centromere est placé de fagon
centrale
- les chromosomes submétacentriques (position non centrale du centromére)
- les chromosomes acrocentriques avec un centromeére situé preés de I’extrémité du
chromosome.
Les chromosomes sont également classés en fonction des bandes chromosomiques, qui sont
caractéristiques de chacune des paires.
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I1l. RESULTATS
1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Le 1% prélevement sanguin devait se réaliser sur un jeune male originaire de la région de

Laghouat installé au Parc Zoologique de Ben Aknoun. Cet animal est décédé deux jours avant
les prélevements. Les raisons de son déces sont inconnues. Les vétérinaires n’ont gardé que la
téte de I’animal, nous 1’avons ramené au laboratoire afin de faire quelques prélévements du
tissu musculaire pour une étude ultérieure de I’ADN.
Apres avoir observé les cornes nous avons constaté qu’il s’agissait bien d’un male de ’espéce
leptocere. En effet, les cornes sont élancées, presque droites, légérement divergentes, annelées
et en forme de lyre a leur extrémité (Figure 18). La téte est blanche et ne porte pas les
marques distinctives caractéristiques de celle de la Gazelle dorcas. Les marques faciales chez
la Gazelle leptocére sont plus discretes, trés atténuées (marques sur le chanfrein, les joues et
entre I'ceil et le mufle).

Pour la réalisation du travail expérimental, nous avons alors prélevé une autre gazelle
leptocére G. leptoceros loderi dgée de 4 ans, vivant en captivité dans un petit enclos du Centre
Cynégétique de Zéralda. Son origine géographique est inconnue car cet individu a été ramené
au centre apres une saisie effectuée par les agents de la Gendarmerie Nationale. Par ailleurs,
un seul prélevement a été effectué pour la réalisation de cette étude a cause de la rareté de
cette espéce. En effet, ce travail a été effectué grace a la collaboration du D" Belhamra du
Centre Cynégétique de Zéralda.

2. CULTURES DE LYMPHOCYTES

Une culture de lymphocytes a été¢ entamée afin d’établir le caryotype de la gazelle leptocére
G. leptoceros loderi. Le prélévement de sang a été réalisé sans anesthésier I’animal. Au
niveau de la veine jugulaire, environ 15 mL de sang ont été prélevés, répartis dans 3 tubes
différents ; deux héparinés et un tube EDTA. Le tube contenant de ’EDTA a été conservé a -
20°C pour une étude d’ADN ultérieure.

Les 8 mL de sang qui ont été réservés pour la culture, ont été traités en deux étapes et répartis
en 8 tubes. Pour éviter les contaminations, les tubes ont été traités a deux jours d’intervalle.
Les lymphocytes ont été stimulés avec de la concanavaline A. Le milieu contenait du RPMI
(1640) enrichi avec 15% de sérum de veau feetal (SVF) et additionné d’antibiotiques,
d’antifongiques et de L-Glutamine. Ces différents tubes, ont été traités dans les mémes
conditions, sous une hotte a flux laminaire, et incubés a 37°C.

Des culots de lymphocytes ont été obtenus aprés 72h de culture (Figure 17). En effet, la
stimulation avec la concanavaline A a été réalisée avec succés dans cette étude. Ensuite les
cellules en division ont été¢ synchronisées pour 1’obtention de chromosomes allongés dits “a
haute résolution”.
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Figure 18: Téte de la gazelle leptocére male de profil et de face, Parc Zoologique de Ben
Aknoun (Alger) (A et B). Anneaux des cornes (C).

Figure 19: Culot de lymphocytes obtenu aprés 72h de culture a 37°C.
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Figure 20: (A) Meétaphases avec des chromosomes non colorés et des noyaux interphasiques
observés en contraste de phase (grossissement 10X). (B) Métaphase avec des chromosomes

colorés en bandes GTG (grossissement 100X).
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3. MARQUAGES CHROMOSOMIQUES ET DESCRIPTION DES CHROMOSOMES
DE LA GAZELLE LEPTOCERE GAZELLA LEPTOCEROS

3.1. SYNCHRONISATION DE LA CULTURE CELLULAIRE

La synchronisation des cellules de la gazelle leptocere loderi a été effectuée avec succes car
nous avons pu obtenir des chromosomes en prométaphase, allongés. A partir du sang prélevé
chez la jeune gazelle, six synchronisations différentes ont été réalisées.

Les cellules ont été bloquées par de la thymidine en exces pendant 18h. Ce blocage a permis
de synchroniser les divisions des lymphocytes de la gazelle G. leptoceros loderi et de récolter
les chromosomes en prométaphase. L’intervalle de temps nécessaire pour qu’un maximum de
cellules soit au stade de prométaphase au moment de la récolte varie selon les espéces. Les
cellules ont été récoltées 7 a 8 heures apres la levée du blocage. Ce temps a été estimé d’apres
les précédents travaux réalisés sur les gazelles, les ovins, les caprins et les bovins (Hayes,
1993). Comme on ne savait pas si les lymphocytes de la gazelle G. leptoceros loderi
résisteraient a la thymidine en exces, nous avons préféré alors, récolter les chromosomes de
deux tubes sans réaliser des synchronisations des cellules, au préalable.

Quelques minutes avant de récolter les cellules, la colchicine a été rajoutée au milieu de

culture. Ensuite, aprés le choc hypotonique et la fixation, les culots ont été rassemblés en 4
tubes différents. Pour chaque tube, une quinzaine de lames ont été étalées. Avant la
coloration, les lames ont été observées au microscope photonique (Zeiss Primostar) en
contraste de phase grossissement 10X et 40X.
Pour les tubes contenant les cellules non synchronisées, peu d’étalements ont pu étre réalisés
avec un indice mitotique qui était faible. Seules les lames riches en métaphases ont été traitées
afin d’effectuer un marquage chromosomique mettant en évidence les bandes morphologiques
GTG. Aprés digestion a la trypsine, les lames ont été colorées avec du Giemsa. Une
coloration d’une trés bonne résolution a été obtenue en bandes GTG (Figure 20).

Pour obtenir des bandes dynamiques RBG, du BrdU a été ajouté a la culture cellulaire.
Ensuite, pour favoriser 1’incorporation de ce dernier dans I’ADN chromosomique, du FdU a
été administré dans le milieu de culture. Apres la coloration au Giemsa, les lames ont été
analysées mais nous n’avons pas pu obtenir une coloration de bonne résolution en bandes
RBG. Comme nous avons effectué un seul prélevement a cause de la rareté de cette espéce
menacée, nous n’avions pas suffisamment de lames pour répéter ce type de marquage.

Les mitoses sont recherchées au faible grossissement, analysées et photographiées (Canon
Powershot A640 digital camera 10.0 megapixels) avec un objectif de grossissement 100X a
I’immersion.

3.2. ETABLISSEMENT DU CARYOTYPE EN BANDES GTG DE LA GAZELLE G.
LEPTOCEROS LODERI

Nous avons estimé le nombre diploide de chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi 32

chromosomes, avec 15 paires d’autosomes et une paire de chromosomes sexuels. Les
chromosomes ont été découpés avec le logiciel Adobe Photoshop 8.0.
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Figure 21: (A) Caryotype en bandes GTG de la gazelle leptocére G. leptoceros loderi femelle
issue du Centre Cynégétique de Zeralda. (B) Classement des chromosomes selon leur taille

relative.
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Nous proposons pour la premiere fois, la description des chromosomes de la gazelle
leptocere loderi de sexe femelle en bandes GTG (Figure 21A).
L’identification individuelle et la classification des chromosomes de la gazelle présente en
Algérie a été réalisée selon le caryotype standard en bandes GTG du beeuf bos taurus (Di
Bernardino et al., 1990). En effet, les caryotypes standards n’ont jamais été établis chez les
gazelles, c’est pour cette raison que nous avons utilisé le standard des bovins (Di Bernardino
et al., 1990) et des caprins (Hayes et al., 1990) pour classer les chromosomes de la gazelle G.
leptoceros loderi. Les chromosomes du caryotype qui a été proposé par Vassart (1995), n’ont
pas été classés selon le standard, ils ont juste été comparés aux chromosomes du caryotype
standard bovin (Di Bernardino et al., 1990). Aussi, les chromosomes n’ont pas été décrits
avec précision par Vassart. Nous proposons donc dans cette étude, une classification des
chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi, pour la premiére fois, selon la nomenclature
du caryotype standard bovin.
De plus, I’origine de la gazelle leptocere déja décrite dans la littérature est inconnue, et peut
ne pas correspondre a la gazelle G. leptoceros loderi.

Le caryotype a été prépare a partir de la méme métaphase. Le classement des chromosomes a
été réalisé selon leur taille, par ordre décroissant, et selon la position du centromére. Les
chromosomes ont été mesurés avec le logiciel Adobe Photoshop 8.0 (Figure 21B) et les
mesures ont été reportées sur le tableau (Tableau 1V).

Nous avons estimé le nombre diploide de chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi a
32 chromosomes, comprenant 10 paires de chromosomes métacentriques, 3 paires de
chromosomes submétacentriques et 2 paires de chromosomes acrocentriques. La formule
gonosomique est XX. Le chromosome X est un grand chromosome submétacentrique.

Les chromosomes en bandes GTG de la gazelle G. leptoceros loderi sont décrits avec
précision, pour la premiere fois, ci-dessous.

Le chromosome 1 de la gazelle G. leptoceros loderi est métacentrique. Il posséde un bras
court p avec 3 bandes positives alternées de 2 bandes négatives. Le bras long q présente 4
bandes positives et 4 bandes négatives.

Le chromosome 2 est métacentrique. Tandis que le bras court p présente 4 bandes positives
et 3 bandes négatives, le bras long q présente par alternance 5 bandes positives et 5 bandes
négatives.

Le chromosome 3 est métacentrique. Le bras court p présente 3 bandes positives et 3 bandes
négatives. Le bras long g présente 5 bandes positives et 5 négatives.

Le chromosome 4 est acrocentrique. Le bras long g présente 4 bandes positives principales et
2 bandes négatives.

Le chromosome 5 est submétacentrique. Le bras court p présente 1 bande négative flanquée
de 2 bandes positives. Le bras long g présente 3 bandes positives et 3 bandes négatives.

Le chromosome 6 est métacentrique. Le bras court p présente 3 bandes positives et 2 bandes
négatives. Le bras long g présente 3 bandes positives ainsi que 3 bandes négatives.
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Tableau IV : Mesure des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi (cm). Métaphases
photographiées avec un objectif (G X100). La photo a été agrandie et traitée avec le logiciel
Adobe Photoshop 8.0.

Chromosomes Largeur Longueur

X 0.37 3.02
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Le chromosome 7 de la gazelle G. leptoceros loderi est métacentrique. Le bras court p
présente 1 bande négative médiane et 2 bandes positives. Le bras long g présente 3 bandes
positives et 2 bandes négatives.

Le chromosome 8 est métacentrique. Le bras court p montre 3 bandes positives et 2 bandes
négatives aux extrémités. Le bras long g présente 4 bandes positives ainsi que 3 bandes
négatives.

Le chromosome 9 est métacentrique. Le bras court p présente 1 large bande positive flanquée
de 2 bandes négatives. Le bras long g présente 1 bande positive et 2 bandes négatives.

Le chromosome 10 est submétacentrique. Le bras court p présente 1 bande positive ainsi que
1 bande négative. Le bras long g présente 5 bandes positives et 2 larges bandes négatives.

Le chromosome 11 est métacentrique. Le bras court p présente 2 bandes positives médianes
et 2 bandes négatives. Le bras long q présente 3 bandes positives et 2 bandes négatives.

Le chromosome 12 est métacentrique. Tandis que le bras court p présente 1 large bande
positive encadrée de 2 bandes négatives, le bras long q présente 3 bandes positives médianes
et 2 bandes négatives.

Le chromosome 13 est submétacentrique. Le bras court p présente 1 bande positive et 1
bande négative. Le bras long q présente 2 bandes positives alternées de 3 bandes négatives.

Le chromosome 14 est acrocentrique. Le bras long g présente 4 bandes positives alternées de
3 bandes négatives.

Le chromosome 15 est métacentrique. Le bras court p présente 1 bande positive flanquée de
2 bandes négatives. Le bras long q présente 2 bandes positives et 2 bandes négatives.

Le chromosome X est submétacentrique. Le bras court p présente 5 bandes positives et 5
bandes négatives. Le bras long g présente 9 bandes positives ainsi que 8 bandes négatives.
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IV. DISCUSSIONS

Pour la réalisation de ce travail, un seul individu a été prélevé. Il est important de noter que
I’étude génétique d’especes en voie de disparition est extrémement difficile. Si les techniques
d’analyses sont les mémes que pour ’Homme et les animaux domestiques, en revanche
I’obtention des prélevements représente beaucoup d’investissements. En effet, attraper des
gazelles, méme en captivité nécessite de la compétence du personnel manipulateur. Pour
effectuer des prélevements (prises de sang et biopsies) sur ces animaux un protocole
d’anesthésie doit étre appliqué (Greth et al., 1993). Ces protocoles ne sont pas disponibles en
Algérie, parfois, certains anesthésiants manquent. Cependant, le stress occasionne lors de la
capture peut entrainer des arréts cardiaques lors de 1’anesthésie. Nous ne pouvions donc pas
risquer la vie de ce seul animal, c’est pour cela qu’il n’a pas été anesthésié avant d’étre
prélevé. 1l faut préciser que la jeune gazelle vit au centre depuis 4 ans et qu’elle se sentait
suffisamment en confiance pour se laisser approcher.

1. CULTURES CELLULAIRES

Une culture de lymphocytes a été effectuée, pour la premiére fois, en Algérie chez la gazelle
leptoceére G. leptoceros loderi. Les techniques appliquées ont été adaptées a cette espéce a
partir de protocoles mis au point chez I’'Homme et les mammiféres domestiques (Dutrillaux et
Courturier, 1981). L’asepsie est indispensable a considérer car certains micro-organismes
peuvent altérer la culture cellulaire. Il faut aussi tenir compte du milieu de culture, de la
nature des substrats, de la température, du pH, de la pression osmotique et de la durée de
culture (Rooney et al., 1992).

Dans les précédents travaux décrits, les caryotypes de gazelles ont été obtenus a partir de
cultures de fibroblastes apres avoir effectué des biopsies (Effron et al., 1976, Vassart et al.,
1995). Les cultures primaires de tissus fournissent en général des résultats plus réguliers. Le
suivi du cycle cellulaire apres la levée d’inhibition est possible grace au comptage des cellules
en divisons (cellules trés réfringentes) et des doublets issus des divisions cellulaires. Dans ce
travail, 'intervalle de temps entre la levée du blocage par de la thymidine et la récolte des
cellules a été estimé a 6h-7h comme pour les travaux déja réalisés.

Pour stimuler la prolifération des lymphocytes, nous avons utilisé comme agent mitogéne,
la concanavaline A. Le nombre de lymphocytes et leur stimulation potentielle par les
mitogenes varient en fonction de I’état physiologique de 1’animal. L’indice mitotique dépend
du nombre de lymphocytes qui peuvent étre transformés spécifiquement par 1’agent mitogene.
Les lectines utilisées pour les lymphocytes humains auraient pu ne pas étre adaptées pour les
lymphocytes de mammiféres (Renshaw et al., 1977). Cependant, de bons résultats, c’est a dire
des préparations riches en étalements chromosomiques, ont été obtenus dans ce présent travail
avec la mise en culture de lymphocytes de la gazelle leptocére. Nous avons constaté que les
lymphocytes répondaient particulierement bien aux agents stimulant le cycle cellulaire.
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Figure 22: A. Caryotype standard en bandes GTG du beeuf Bos taurus. (Di Bernardino et al.,
1990). B. Caryotype standard en bandes RBG de la chévre Capra hircus (Hayes et al., 1990).
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2. DESCRIPTION DES CHROMOSOMES DE LA GAZELLE LEPTOCERE ET
COMPARAISON AVEC LE CARYOTYPE QUI SERAIT ANCESTRAL

Les techniques de synchronisation des lymphocytes ont été suivies par des marquages
chromosomiques en bandes morphologiques GTG et nous ont permis de proposer pour la
premiére fois le caryotype de la gazelle leptocére gazella leptoceros loderi.

Les chromosomes de la gazelle leptocére G. leptoceros n’ont jamais été décrits
individuellement avec précision. Un caryotype a déja été établi dans le cadre d’une étude
phylogénétique (Vassart et al., 1995). Un doute subsiste quant a la sous espéce étudiée. En
effet, ’individu étudié¢ était installé au niveau du Parc Zoologique de San Diego, 1’origine
géographique de I’espéce est inconnue. Nous ne savons donc pas s’il s’agissait de la gazelle
leptocere loderi.

Il n’y a pas de caryotype standard disponible pour les gazelles, il n’existe donc pas de
nomenclature Internationale. L’identification individuelle et la classification des
chromosomes de la gazelle présente en Algérie a été réalisée selon le caryotype standard en
bandes GTG du beeuf bos taurus (Di Bernardino et al., 1990).

Le caryotype du beeuf bos taurus est constitué de 60 chromosomes qui sont tous
acrocentriques (Figure 22A), (Di Bernardino et al., 1990). Le caryotype du beeuf constitue le
caryotype ancestral des bovidés. Dans la mesure ou les chromosomes bovins et caprins sont
trés ressemblants, les chromosomes de la gazelle auraient pu étre comparés a ceux de la
chévre (Figure 22B), (Hayes et al., 1990). En effet, il a été reconnu que les caryotypes de la
vache et de la chevre seraient similaires au caryotype ancestral des Bovidés (Wurster et
Benirscke, 1968).

La comparaison entre le caryotype de la gazelle et de la chévre montre que le caryotype
ancestral des gazelles est trés ressemblant a celui de la chévre (Vassart et al., 1995) qui ne
comporte que des chromosomes qui sont acrocentriques (60 chromosomes) (Hayes et al.,
1990). De plus, les chromosomes 9 et 14 de toutes les espéces d’antilopes sont homologues
aux chromosomes 9 et 14 de la chevre (Buckland et Evans, 1978).

Le nombre diploide des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi obtenu dans ce

présent travail est identique a celui de la gazelle leptocére obtenu par Vassart (Vassart et al.,
1995). Les chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi ont été comparés un a un avec les
chromosomes de la gazelle leptocere étudiée par Vassart (Figure 23). Alors, des similitudes
ont été observées entre les 15 paires chromosomiques et les chromosomes sexuels XX.
Cependant, nous avons classé les chromosomes de la gazelle leptocére loderi pour la premiere
fois par ordre decroissant selon la nomenclature standard établie chez les bovins (Di
Bernardino et al., 1990). Par exemple, le chromosome 4 dans cette étude correspond au
chromosome 14 proposé par Vassart.
En effet, le chromosome que nous avons classé en 10 de la gazelle G. leptoceros loderi est
submétacentrique. Or, dans I’étude précédente, il est classé comme chromosome 5, il est
décrit comme étant un chromosome métacentrique (Vassart et al., 1995). Par ailleurs, nous
avons relevé quelques erreurs dans la description de la morphologie des chromosomes étudiés
par Vassart. Ainsi, d’autres erreurs concernent les chromosomes que nous classons en 14 et
15 qui sont télocentriques mais ont éte decrits par VVassart comme étant acrocentrigques.

71



D __"_ _”?__-,._ N L
1 ' H ik
- - ‘ |
1 2 3 4 14 5 13
1 2 3 4 5
@ *Q' .,'
ol W —y ) — = — _!?_ _P‘_
A.l L a :" . i l
6 7 7 4 g 9 10 5
6 7 8 9 10
Ty ’_ n_t9 :_ _:"_ B g : B -
‘8 ¢ ¥ i§ "
110 12 6 13 11 14 15 T
11 12 13 14 15
{olg
- _ v
} ]
\
¢ ¢
”
XX

Figure 23 : Comparaison des chromosomes en bandes morphologiques GTG de la gazelle G.

leptoceros loderi du Centre Cynégétique de Zeralda (a gauche) avec ceux de la gazelle leptocére
proposeés par Vassart (1995) (a droite).
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Figure 24: (A) Comparaison du chromosome X de la gazelle leptocére G. leptoceros loderi
avec celui du beeuf bos taurus. (B) Comparaison du chromosome X de la gazelle leptocére (a
gauche) avec le chromosome 5 du beeuf (a droite) (Di Bernardino et al., 1990). Les pointillés
représentent les similitudes entre les deux chromosomes.
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Dans des travaux précédents, ces chromosomes sont décrits comme étant acrocentriques ou
subacrocentriques. En effet, un marquage des bandes C a révélé la présence
d’hétérochromatine constitutive au niveau des bras courts de ces chromosomes (Effron et al.,
1976). Ces chromosomes présentent un petit bras clairement formé d’hétérochromatine, ce qui
confirme qu’ils sont télocentriques.

La comparaison des chromosomes sexuels de la gazelle G. leptoceros loderi du Centre
cynégétique de Zéralda avec ceux de la gazelle leptocere précédemment étudiée révéle une
similitude entre certains fragments chromosomiques. Une translocation impliquant le
chromosome X ancestral des bovins et un autosome (le chromosome homologue autosome
nommeé Y2 chez les gazelles) est a 1’origine de la formation du bras long du chromosome X
des gazelles. Le chromosome Y2 existe chez les méles et généralement, il est classé avec la
formule chromosomique sexuelle (Wurster, 1972). La partie distale du bras long du
chromosome X est homologue au chromosome Y2. Chez les gazelles, du fait de la présence
de translocations entre les chromosomes sexuels et les autosomes, les méales possédent un
chromosome acrocentrique Y2, issu de cette translocation. Dans le présent travail, nous
n’avons pas €té en mesure d’étudier le chromosome sexuel Y car la rareté de 1’espéce nous a
contraint & prélever le seul animal disponible qui est une jeune femelle.

Par ailleurs, nous n’avons pas noté la présence de différence entre les chromosomes X de la
gazelle G. leptoceros loderi et la gazelle déja décrite par Vassart. Il n’y a pas non plus de
différence pour le chromosome X. C’est un grand submétacentrique.

La comparaison des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi avec ceux du beeuf
domestique a montré une ressemblance entre le chromosome X de la gazelle et le
chromosome X du beeuf (Di Bernardino et al., 1990). Une autre homologie a été observée
entre le chromosome X de la gazelle et un autosome du beeuf. En effet, il semble que la partie
distale du bras long du chromosome X de la gazelle est homologue au chromosome 5 du beeuf
(Figure 24). La longueur du chromosome X serait due au fait que toutes les gazelles sont
porteuses de la translocation du chromosome 5 bovin sur le chromosome X (Vassart et al.,
1995).

La comparaison des chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi avec ceux du beeuf
domestique a révélé des homologies entre les différents bras chromosomiques. Le bras long
du chromosome 1 de la gazelle leptocére est homologue au chromosome 2 du beeuf qui est
acrocentrique. Le bras court de ce chromosome est homologue du chromosome 6 du bceuf.
L’analyse des chromosomes de la gazelle leptocere révele que chaque bras chromosomique
présente des homologies avec un chromosome acrocentrique du beeuf (Figure 25).

Dans I’étude réalisée par Vassart (Vassart et al., 1995), les chromosomes ont été classés
selon leurs homologies avec les chromosomes du caryotype standard du beeuf (Di Bernardino

et al., 1989).
3. CARTOGRAPHIE COMPAREE

3.1. COMPARAISON DES CARYOTYPES DE LA GAZELLE LEPTOCERE ET DE LA
GAZELLE DE CUVIER

La comparaison du caryotype en bandes GTG de la gazelle de Cuvier (Vassart et al., 1995)
avec le caryotype de la gazelle leptocére, G. leptoceros loderi, réalisé dans ce travail a été
effectuée (Figure 26).
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Figure 25 : Comparaison des chromosomes de la gazelle leptocere G. leptoceros loderi avec
ceux du beeuf bos taurus (Di Bernardino et al., 1990). Les similitudes entre les bras

chromosomiques ont représentées par les pointillés.
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Figure 26: Comparaison des chromosomes en bandes GTG de la gazelle leptocére G. leptoceros
loderi du Centre Cynégétique de Zeralda (a gauche) avec les chromosomes de la gazelle de Cuvier

(a droite) proposés par Vassart (1995).

La gazelle de Cuvier est une espéce Sahélo-Saharienne tres proche de la gazelle leptocére. La
similitude entre les deux caryotypes semble totale. lls comportent le méme nombre de
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chromosomes. Aucune différence de profil de bandes n’a été constatée dans cette étude, et
pourtant ces deux caryotypes appartiennent a deux especes différentes (Kumamoto et Bogart,
1984). Au cours de I’évolution, il semble que les espéces conservent un méme profil de
bande pendant les réarrangements chromosomiques (Effron et al., 1976). Les caryotypes de la
gazelle de Cuvier et leptoceére ont été comparés dans le cadre d’une étude phylogénétique
(Vassart et al., 1995). Les chromosomes ont été classés selon leur homologie avec le
caryotype standard du beeuf (Di Bernardino et al., 1989). Les chromosomes des gazelles G.
leptoceros et G. cuvieri présentent des homologies (Figure 26). Ainsi, le bras court du
chromosome 1 des deux gazelles est homologue au chromosome 6 du beeuf (Vassart et al.,
1995).

En comparant le chromosome 4 de la gazelle G. leptoceros loderi, étudiée dans ce travail,

avec celui de la gazelle de Cuvier, nous avons relevé une différence. Si un doute subsiste sur
le fait que le chromosome 4 de la gazelle G. leptoceros soit acrocentrique ou télocentrique,
celui de la gazelle de Cuvier est clairement télocentrique et confirme notre description de ce
chromosome.
De nombreuses études ont montré que les gazelles de Cuvier et leptocére sont deux especes
trés proches mais leur morphologie externe est différente ainsi que leur biotope. (Kumamoto
et Bogart, 1984). Seule, une étude utilisant des marqueurs moléculaires, pourrait apporter des
précisions sur leur appartenance ou non a une méme espece.

3.2. COMPARAISON DES CARYOTYPES DE LA GAZELLE LEPTOCERE ET DE LA
GAZELLE DORCAS.

Les chromosomes en bandes GTG obtenus dans cette étude ont été comparés aux
chromosomes de la gazelle dorcas G. dorcas (Vassart et al., 1995) (Figure 27). 1l s’agit d’une
autre espece locale menacée de disparition classée comme étant vulnérable par I’'UICN. D’un
point de vue phylogénétique ces deux especes sont éloignées (Vassart et al., 1995). Comme
ces deux espéces sont présentes en Algérie, nous avons trouvé intéressant de comparer leurs
caryotypes en bande G.

Les deux caryotypes présentent beaucoup de différences. Celui de la gazelle dorcas comporte
14 paires chromosomiques alors que celui de la gazelle leptocere en possede 15 (Effron et al.,
1976).

La comparaison du caryotype de la gazelle leptocére loderi avec le caryotype de la gazelle
dorcas a réveélé la présence de similitudes entre la morphologie et le motif des bandes G du
chromosome 3. En effet, une étude phylogénétique, comparant les chromosomes des gazelles
aux chromosomes bovins, a montré certaines ressemblances entre ces caryotypes. Certains
chromosomes de la gazelle leptocére présentent les mémes homologies avec les chromosomes
bovins que la gazelle dorcas. Le bras court (p) du chromosome 3 de la gazelle dorcas et de la
leptocere présente une homologie avec le chromosome 14 du beeuf. Alors que, le bras long
(q) est homologue au chromosome 8 du beeuf (Vassart et al., 1995). Les bras longs de la 2°™
paire chromosomique sont ressemblants. En effet, la comparaison du chromosome 2 de la
gazelle Dorcas (Vassart et al., 1995) avec le chromosome 2 de la gazelle G. leptoceros loderi
étudiée dans le présent travail, révele un méme profil de bande G pour le bras long (q). Les
résultats d’une précédente étude confirment nos observations. Le bras long du chromosome 2
des deux gazelles présente la méme homologie pour le chromosome 3 bovin (Vassart et al.,
1995).
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Figure 28: Comparaison du chromosome X de la gazelle G. leptoceros loderi (a gauche) avec
le chromosome X de la gazelle G. dorcas (Vassart et al., 1995). Les pointillés représentent les

similitudes observées entre les deux chromosomes.
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Le chromosome que nous avons classé comme 4 qui est acrocentrique de la gazelle leptocere,
est homologue au bras long du chromosome 1 de la gazelle dorcas (Figure 27). Des résultats
similaires ont déja été obtenus (Effron et al., 1976). Il s’agit des seules similitudes observées
pour un chromosome entier entre le caryotype de la gazelle leptocére et la gazelle dorcas.

Le bras court du chromosome 12 de la gazelle leptocére, présenterait ainsi une homologie
avec le chromosome 8 de la gazelle dorcas. Les bras courts des chromosomes 12 et 8
respectivement de la gazelle leptocere et dorcas sont homologues au chromosome 19 du beeuf
(Vassart et al., 1995).

Le chromosome sexuel X de la gazelle leptoceére est submétacentrique alors qu’il est
acrocentrique chez la gazelle dorcas (Figure 28). En effet, un marquage des chromosomes en
bande C indique que le chromosome X de la gazelle leptocére posséde un bras court constitué

d’hétérochromatine, ce qui n’est pas le cas pour celui de la gazelle dorcas (Effron et al.,
1976).

La comparaison des chromosomes de la gazelle leptocére avec ceux de la gazelle dorcas a
montré qu’il y a peu de ressemblances entre le caryotype de ces deux especes. Cependant, la
comparaison avec le caryotype du beeuf nous permet de constater que si les chromosomes des
gazelles sont différents entre eux, ils présentent par contre beaucoup de ressemblance avec
celui du beeuf. Le caryotype bovin est considéré comme ancestral, et il est constitu¢ de
chromosomes tous acrocentriques. Alors, ’hypothése de remaniements chromosomiques
survenus au cours de I’évolution ne peut pas étre écartée (Gallagher et Womack, 1992).
D’autres études comparant différentes espéces de bovidés suggérent que 1’évolution
chromosomique dans ce groupe s’est produite essentiellement par des fusions centriques a
partir d’un caryotype primitif comportant 58 chromosomes acrocentriques comme celui de la
cheévre domestique ou celui du beeuf (Wurster et Benirschke, 1968).

Comme I’ont suggéré Gallagher et Womack en 1992, 1’évolution chromosomique chez les
bovidés serait essentiellement due a des translocations Robertsoniennes avec trés peu de
remaniements intra-chromosomiques. L’hétérozygotie chromosomique résultant de ces
réarrangements jouerait un role trés important dans la spéciation, c'est-a-dire dans la
formation des especes, car elle contribuerait a la création d’une barriere de reproduction entre
les populations (Mayr, 1963). Cependant, d’autres processus seraient impliqués dans la
spéciation des gazelles, car il semble que certaines espéces ont le méme caryotype alors qu’il
s’agit d’especes différentes. C’est le cas de la gazelle leptocere et de la gazelle de Cuvier.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans ce travail nous avons proposé pour la premiere fois, une description précise des

chromosomes d’une espéce locale menacée de disparition, la gazelle leptocére gazella
leptoceros loderi. En effet, bien que le caryotype de cette espece ait déja été établi dans le
cadre d’une étude phylogénétique, aucune étude n’a été consacrée a la description individuelle
des chromosomes de cette espéce.
Ainsi, un caryotype a haute résolution en bandes GTG a été établi selon une classification
standard. Des cartographies chromosomiques comparées avec d’autres espéces de gazelles
(gazelle dorcas et gazelle de Cuvier), ainsi que le caryotype standard bovin, ont été réalisées.
Nous avons montré, apres la comparaison individuelle des chromosomes avec ceux de la
gazelle de Cuvier, la présence de similitudes entre la morphologie et les motifs des bandes
pour toutes les paires chromosomiques. A I’inverse, la comparaison avec les chromosomes de
la gazelle dorcas a montré une nette différence chez ces deux espéces. Seule la 3°™ paire
chromosomique des deux espéces présente un méme profil de bandes GTG pour le
chromosome entier.

Ces informations contribuent a une meilleure connaissance du génome de la gazelle
leptocere d’Algérie trés peu étudiée. Cette description des chromosomes de la gazelle G.
leptoceros loderi est donc une premiére approche pour 1’établissement d’une base de données
génétique.

Par ailleurs, notre étude a été effectuée sur un seul spécimen a cause de la rareté de cette
espéce. C’est une des raisons pour laquelle le caryotype a été établi uniquement a partir de
cultures de lymphocytes.

Pour poursuivre notre étude, nous envisageons de confirmer nos résultats par 1’analyse
d’autres animaux. En effet, I’objectif de la station de Brezina est d’améliorer le programme
d’élevage en captivité de la gazelle leptocere avec un suivi quotidien pour chaque individu.
Des biopsies sur différents animaux du centre d’¢levage d’El Bayadh est alors a envisager.
Nous pourrons réaliser des cultures de fibroblastes et mettre en place une banque cellulaire de
cette espece menacée. Une description plus précise des chromosomes pourra étre apportée en
réalisant un marquage des chromosomes en bandes RBG et CBG afin de lever les ambiguités
sur la position des centromeres des chromosomes de la gazelle leptoceére.

Il serait également intéressant de réaliser une étude génomique utilisant des marqueurs
moléculaires spécifiques afin de comparer les gazelles leptocere et de Cuvier et de déceler
certains réarrangements chromosomiques. En effet, ces deux espéces ont des caryotypes
ressemblants mais les données écologiques indiquent qu’il s’agit bien de deux especes
différentes.

Nous envisageons aussi de contribuer a la preservation de cette espece en détectant les
hybrides stériles par des marqueurs moléculaires.

Nous avons vu que I’évolution chromosomique chez les gazelles s’est réalisée
essentiellement par des fusions centriques a partir d’un caryotype ancestral. Il serait
intéressant de confirmer toutes les homologies déja décrites dans les précédentes études, par
des techniques de peinture chromosomique (Figure 29).
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Figure 29 : Métaphase partielle bovine sur laquelle s’est hybridée une sonde issue du
chromosome 14 humain. Des homologies sont observées entre le chromosome 14 de
I’Homme et les chromosomes 10 et 21 du beeuf.
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En effet, des sondes constituees de sequences entieres de chromosome bovin (ancestral)
pourraient étre hybridées sur les chromosomes de la gazelle G. leptoceros loderi. Ainsi, des
régions de conservation précises pourraient étre décrites et on pourrait localiser les éventuels
réarrangements chromosomiques survenus au cours de 1’évolution quand les gazelles ont
divergé.
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ABSTRACT

The Slender-horned Gazelle Gazella leptoceros called Rhim, is typically associated with the
habitat of sand dunes, especially the extensive dunes of Great Western Erg and Great Eastern
Erg. In recent years, the presence of this gazelle has been reported in four North African
countries (Egypt, Libya, Tunisia and Algeria). The slender-horned gazelle is classified as
endangered by the ITUCN.

In order to contribute to its conservation, a study of the Slender-horned Gazelle’s
genome is carried to detect possible chromosomal abnormalities. Genetic comparison with
other antelope’s species as dorcas gazelle and Cuvier’s gazelle are made. An enclosure of
livestock of Slender-horned Gazelle and dorcas gazelle is made as part of a project with la
Direction Générale des Foréts.

We propose for the first time in Algeria, the GTG band karyotype of the Slender-horned
Gazelle, prepared from lymphocytes culture. These cells were synchronized with a thymidine
block during the S phase in order to increase the yield of metaphase and early metaphase
cells, which provide high resolution chromosomes.

Comparison of the chromosomes of Slender-horned Gazelle Gazella leptoceros loderi
with the karyotype of Cuvier’s Gazelle, already studied, and based on GTG bands similarity,
revealed homologies between these species. However, comparison revealed homologies only
with chromosome 3. Slender-horned Gazelle and dorcas gazelle’s chromosomes are clearly
different and appear to have diverged after chromosomal rearrangements which occurred
during evolution.

Key words: Slender-horned Gazelle, Gazella leptoceros loderi, endangered species, Genome,
lymphocytes, culture synchronization, karyotype, high resolution chromosomes, GTG bands.
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