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Résumé

Résumé

Au total 47 lapines nullipares locales Algériennes ont ¢té présentées pour la
premicre fois au maéle al’dge de 4 4 5 mois, (& poids vif minimum de 1.900 kg). 20
lapines ont accepté 1’accouplement, puis sacrifiées a des intervalles de temps allant de Oh a

13h post -coitum. Leurs ovaires sont prélevés afin de réaliser des coupes histologiques.

Les observations microscopiques montrent la présence des follicules ovariens a divers
stades évolutifs : les follicules préantraux sont les plus volumineux dés 8h post-coitum, et les
follicules matures sont trés proches de 1’épithélium ovarien, la paroi épithélio-ovarienne et
folliculaire et trés amincie et la rupture folliculaire et I’expulsion de I’ovocyte (ovulation) est
observée dés 10h post-coitum. Le début de la formation de corps jaune & partir du follicule

déhiscent apparait 2 10h 30mn et la totalit¢ du corps jaune apparait a 12h post-coitum.

Mots-clés: Lapin, population locale, nullipare, ovulation, saillie naturelle, appareil génital,

Follicule.
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Abstract

Abstract

On the whole 40 nulliparous rabbits local Algerian were presented for the first time at the
male at the age of 4 - 5 months, (with minimum live weight of 1kg 900g). 20 rabbits accepted
the coupling, and then sacrificed to intervals of going time of Oh at 13h post coitum. Their

ovaries are taken in order to build the histological cuts.

The microscopic observations show the presence of the follicules ovarian at various
evolutionary stages: the pre-antraux follicules are the bulkiest dice 8h post coitum, and the
mature follicules are very close to the epithelium ovarian, the wall épithélio-ovarienne and
follicular and very thinned and the follicular rupture and the expulsion of the oocyte
(ovulation) are observed as of 10h post coitum. The beginning of the yellow formation of
body starting from the follicule dehiscent appears with 10h 30mn and the totality of the
yellow body appears with 12h post-coitum.

Key words: Rabbit, race local, nulliparous, ovulation, natural meating, apparatus genital,

Follicules.
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Introduction générale :

L’ €levage du lapin en Algérie a été longtemps ignoré et marginalisé. L algérien est peu
porté sur la consommation de viande de lapin qu’il consomme trés rarement, particuliérement
dans les villes. Le lapin est intéressant en tant que source de protéines de part sa prolificité et
sa relative facilité d’élevage. Son introduction et intensification a été tenté entre 1985 et
1988 mais a subit un échec en raison de la méconnaissance de ’animal et ’absence d’un
aliment industriel adapté. Depuis 1990, des travaux ont été menés au sein de quelques instituts
d’élevages et certaines universités, notamment 1’Université de Tizi-Ouzou qui ont permis de
caractériser la population locale Kabyle et de constituer une souche (Zerrouki ef al, 2001).

Les populations locales Algériennes présentent des caractéristiques importantes du
point de vue de leur adaptation aux conditions alimentaires et climatiques Algériennes
(résistance avérée a certaines maladies et a la chaleur). Ces populations présentent toutefois
une variabilité¢ phénotypique résultante des croisements intempestifs et parfois volontaristes
avec des races €trangeres introduites en Algérie au cours des années 70 (Blanc Néo Zélandais,
Californien, Géant des flandres).

Par ailleurs, pour tout projet de développement d’une production cunicole utilisant le
lapin local doit reposer sur une logique d’ensemble comprenant en premier lieu,
I’identification de 1’animal et la connaissance de ses aptitudes biologiques et zootechniques
ainsi que son adaptabilité. Plusieurs travaux de recherche ont été menés dans la perspective a
préserver ce patrimoine génétique, d’étudier et d’identifier ses caractéres zootechniques.

Des programmes de caractérisation de ces populations et de contrdler leurs
performances zootechniques ont ét¢ menés par : Berchiche er af, 2000 ; Gacem et Lebas,
2000 ; Berchiche et Kadi, 2002 ; Belhadi, 2004 ; Lakabi et al, 2004 ; Zerrouki et al, 2005a ;
2005b; Gacem et Bolet, 2005 ; Gacem ef al, 2008.

Les performances de la reproduction de la population locale ont fait I’objet de
nombreux travaux qui avaient pour objectif la mesure des paramétres zootechniques
(Zerrouki, 2007 ; Zerrouki et al, 2009), les aspects physiologiques et les profils hormonaux
des lapins adultes et I’effet du rythme de reproduction sur les performances de reproduction et
la production.

La lapine est une espéce & ovulation provoquée par ’accouplement. La durée de
gestation est en moyenne de 31 jours. Elle produit de 5 4 9 lapereaux par portée (Lebas,
2000). Elle accepte ’accouplement dans les heures suivant la mise bas. Cependant, jusqu’a
ce jour tres peu de données sont disponibles sur 1’étude de 1’ovulation chez la lapine locale.

A la lumiére de ces données effectuées sur la lapine locale Algérienne, notre travail se
compose de deux parties :
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Une premicre partie bibliographique ot nous présentons un état de connaissance sur
I’appareil génital de la lapine, la physiologie de la reproduction, I’étude de I’ovulation avec
ses mécanismes et son induction.

Une deuxiéme partie expérimentale qui comprend la méthode de la saillie naturelle, le
déterminisme de la réceptivité chez les lapines nullipares de la population locale et enfin les
résultats obtenus sur la réceptivité selon la couleur de la vulve, et ’observation des coupes
histologiques d’ovaires des lapines afin de connaitre lesquels des lapines ont ovulé. Enfin une
discussion permettra de faire une synthése des résultats obtenus et d’envisager des
perspectives de travail.
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Chapitre I Généralités sur lappareil reproducteur de la lapine

Chapitre I :
Généralités sur I’ appareil reproducteur de la lapine

L. Anatomie de !’ appareil génital de la lapine @

Les organes sexuels femelles du lapin sont constitués de deux ovaires, deux oviductes,
deux utérus, deux conduits cervicaux, un vagin et une vulve (Barone, 197 3).

1.1. les ovaires : _
Sont localisés dans la partie dorsale et postérieure de |’abdomen, au niveau de la 4

vertebre lombaire, environ 1 cm en arriére des reins. Tls sont maintenus en place & I’aide d’un.
ligament, le mésovarium, mais aussi grace a la pression qu’exercent les autres Organes
abdominaux sur Cux. Les ovaires sont ovoides et atteignent de 12 1,5 cm dans leur plus
grande dimension. Ils sont compos¢és d’une portion centrale ou médulla et d’une portion
externe ou cortex. C’est au niveau de ce dernier que 1’on retrouve les follicules ovariens, les
corps lutéaux, les follicules atrésiques. 1’ensemble est recouvert d’un épithélium superficiel
sauf au niveau du hile ol les vaisseaux sanguins et les nerfs entrent dans la glande (figure 1).

follicule follicule
secondaire terhiaire
follicules

\ / cortex

- : médulla
primordiany [ TR :

corpus___——/ ‘

——follicule de
De Graaf

follicule
prirnaire

ligament” \
utéro-ovanen - ovulation
/ \ ov ocyte
corps expulse

jaunes

Figure I : anatomie de I’ovaire (Gayrard, 2007).

Les ovaires produisent les cellules germinales femelles, les ovocytes, ainsi que les
hormones sexuelles femelles, les cestrogenes.

1.2. les oviductes :

Sont des petits canaux longs de 10 & 16 cm, constitués du pavillon, de ’ampoule et de
’isthme, qui permet la connexion entre les ovaires et les utérus. Chaque oviducte, encore
appelé trompe de Fallope, forme des circonvolutions dans les plis du mésovarium.
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-le pavillon, trés développé, s’ouvre dans la cavité péritonéale sous I’ovaire. Regoit I’ovule au
moment de la ponte ovulaire.

-’ampoule, constitue la partiec antérieur de I’oviducte. C’est le lieu de fécondation. La
lumiére de ce tube comporte de nombreuses cellules ciliées permettant d’acheminer les
gametes.

- P’isthme est un tube beaucoup plus étroit, tapiss€ de mucus et de cellules sécrétrices mais
doté de beaucoup moins de cellules ciliées. L’isthme débouche dans la corne utérine au
niveau de la jonction utéro-tubaire.

L3. utérus :

Contrairement a beaucoup d’autres especes de mammiferes, la lapine possede un double
utérus (utérus duplex).

Bien que I’anatomie extérieure de 1’appareil reproducteur laisse penser que les cornes
utérines se réunissent dans leur partie postérieure en un seul corps, il y a en réalité deux utérus
cylindriques et indépendants de 6 & 12 cm de long et de 2 & 7 mm de large, s’ouvrant
séparément par deux conduits cervicaux dans le vagin (Figure 2).

Ovaire gauche

1

Tissus adipeux Pavillon Oviducte

QOvaire droit };fgy

{avec follicufes) [ “ )
—>_- Ligament large

Jonction
utéro-tubaire

Corne utérine
gauche

Corne uterine droite {=utérus gauche)

( = uterus droit}
¥
Utérus bifide

Caols de I'utérus {double} 4
Vessie

. . Neat urinaire
Vagin (ouvert)

- Clitoris

Glande de Barthelin

Vestibule vaginal Glande prepuciale

{ouvert]

Levre vulvaire

Figure 2 : Appareil génital de la lapine (Lebas et al., 1996).
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L.4. le vagin:

Le vagin est 1’organe qui recoit les spermatozoides lors du dépdt de la semence (Boussit,
1989; Esther Van Praag, 2005). Il est aplati de dessus en dessous et se dilate d’avant en
arriére. Il a une longueur de 6 a 10 cm (Lebas, 1994), selon Henaff et Surdeau (1981), elle est
de4a6cm.

A la partie antérieure de la cavité vaginale, il existe deux orifices externes (col de
I’utérus), situés cote a cote (Esther Van Praag, 2005).

Le méat urinaire qui prolonge la vessie s’ouvre dans sa partie antérieure au niveau de
premier tiers environ. En avant et a gauche de méat urinaire, on voit, habituellement, 1’orifice
d’un canal de Gartner qui, aprés avoir disparu, dans la paroi du vagin, se montre plus en
avant, le long de 1’utérus gauche dans le ligament large (Boussit, 1989).

LS. les parties externes:

e Vestibule :

Le vestibule a une longueur de deux a trois cm environ. Il fait suite au vagin, sa paroi
contient des glandes de Bartholin. Le vestibule se poursuit par la vulve et les Iévres vulvaires
dont la couleur varie selon 1’état physiologique de 1’animal (Boussit, 1989). Le rdle de la
vulve est la réception du pénis lors de I’accouplement et le passage du feetus lors de la mise
bas (Barone, 1990).

e (litoris :

Le clitoris est développé (2 & 3 cm). Il comprend un corps clitoridien érectile dont
Iextrémité libre, effilée et aplatie, apparait comme un pénis lorsqu’elle est sortic de la
commissure vulvaire inférieure. Dans la fosse clitoridienne, existent des glandes préputiales.
(Boussit, 1989; Lebas, 2000).

I1. Histologie de Pappareil génital :

IL.1. L’ovaire :

Les ovaires de la lapine, au nombre de deux, atteignant 1 a2 2 cm dans leur plus grande
dimension. La section longitudinale montre un fond opaque, jaunatre, a nodules punctiformes
et a minces cordons jaunatres, il présente des follicules de toute taille.

Ces organes sont le siege de production des ovules ou gamétes femelle (fonction exocrine)
et de la synthése et sécrétion d’cestrogéne et de progestérone (fonction endocrine).
(Lesbouyries, 1949; Boussit, 1989; Barone, 1990)

Sur la surface de ’ovaire, il y a présence de structures sous forme de bosses qui se
trouvent a différents stades de développement, ce sont les follicules, les moins développés
sont les follicules primordiaux entourés d’une assise de cellules folliculaires plates et petites.
Les follicules primordiaux deviennent primaires par la transformation des cellules
folliculaires aplaties en cellules cubiques. Ces derniers deviennent follicules secondaires qui
sont plus nombreux. Les cellules folliculaires se disposent en plusieurs couches autour de
I’ovocyte (Barone, 1990).
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L’ovaire est un corps de tissu conjonctif, revétu de toute part d’un €pithélium germinatif,
qui est un €pithélium péritonéal modifié sauf chez le cheval ou 1’épithélium germinatif n’est
présent que dans la région de la fosse ovulatoire. Le revétement de 1’ovaire est entiérement
constitué d’un épithélium superficiel, lui-méme formé de cellules cubiques, qui deviennent
basses dans 1’4ge adulte.

Au dessous de I’€pithélium germinatif, le tissu conjonctif forme une couche : le stroma
appelé 1’albuginée responsable de la couleur blanchitre de 1’ovaire dont les cellules de type
fibroblastiques, s’agencent en faisceaux tourbillonnants dans tout le stroma cortical inter
folliculaire. (Maillet, 1980).

En outre, on distingue une zone corticale de tissu trés dense dans laquelle se trouvent les
follicules ovariens, a divers stades de développement et de dégénération, ainsi qu'une zone
médullaire d’une constitution plus ldche mais richement pourvue de vaisseaux sanguins (Grau
et Walter, 1975).

e Zone corticale (parenchymateuse) :

La zone corticale parenchymateuse périphérique chez la plupart des mammiferes (sauf
chez le cheval) se compose de :

-une couche unique de cellules iso prismatiques ou prismatiques hautes formant I’épithélium
de I’ovaire.

- une tunique albuginée

-le stroma ovarien formé d’un tissu conjonctif primitif capable de transmutation.

C’est dans le stroma ovarien que se trouve la majeure partie des follicules ovariens, a
différents stades de développement (follicules primaires, secondaires, tertiaires, de DE Graaf,
et le corps jaune).

Les fibrocytes du stroma assurent 1’énorme pouvoir de transformation de I’ovaire lors du
cycle, ils peuvent devenir histiocytes phagocytaires, mais aussi des cellules intercalaires
epithlioides formatrices d’hormones.

e Zone médullaire (vasculaire) :

La zone vasculaire de 1’ovaire consiste en un tissu conjonctif lache, dans lequel se
trouvent les plus grands vaisseaux et nerfs de ’organe. Au niveau du hile, il peut se trouver
un réseau ovarien, reliquat du rein sous forme ramifi€s épithéliaux. (Grau et Walter, 1975).

II.1.1. Vascularisation :

Chez la majorité des mammiferes, 1’artére ovarienne provient de 1’aorte abdominale qui
est inférieur a I"artere rénale. Elle pénétre dans I’ovaire via le mésovarium. Au niveau du hile,
elle donne naissance & plusieurs artéres spiralées primaires et secondaires ; ces derniéres
donnent naissance a un plexus capillaire qui entoure le follicule (Reynolds, 1973; Kanzani et
al., 1982).

Chez la lapine, les veinules drainant le plexus capillaire sont plus nombreux et ont un
diametre et une épaisseur plus gros que les artérioles (Reynolds, 1973); les veinules post
capillaires rejoignent les veines primaires et secondaires et prennent la méme voie pour
émerger de ’ovaire au niveau du hile (Burr et Daud, 1965).
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La vascularisation du follicule primaire est représentée par un simple réseau capillaire qui
s’accroit en fur et 2 mesure de la croissance de celui-ci, assurant 1’apparition de plusieurs
plexus capillaires. Les veinules sont distinguées des artérioles par leur large diametre et le
grand nombre de capillaires drainant vers elle (Okumura er al., 1980); le nombre de
capillaires dans le plexus reste constant comme celui du follicule tertiaire. Apres stimulation
par I’HCG, les capillaires augmentent de taille au méme rythme de la croissance folliculaire
(Kranzfelder et al., 1984).

Plusieurs vaisseaux lymphatiques naissent de riches réseaux a la périphérie des follicules
et des corps jaunes. Au-dela de hile ils déléguent un nombre réduit de troncs qui aboutissent
aux nceuds lymphatiques lambo-aortique.

IL.1.2. Innervation :

Le nerf ovarien provient du segment spiral T10 et T11 (Kuntz, 1945; White, 1949) qui
donne un plexus aorto- rénal et qui suit ’artére ovarienne comme un plexus nerveux jusqu’a
I’ovaire (Lesbouyries, 1949). Au niveau du hile, les fibres sensorielles proviennent du
segment spiral et accompagnent les fibres sympathiques. L’innervation para sympathique est
dérivée du nerf vague (Hill, 1949; Lepére, et al., 1966).

IL.2. Poviducte :

La fonction de I’oviducte est triple : glandulaire, ciliaire et contractile. Elle est sujette a
des variations cycliques (Courrier, 1969) L’oviducte recueille les ovocytes, livre passage aux
spermatozoides qui remontent les voies génitales femelles aprés le coit, abrite la fécondation
lorsqu’elle se produit, assure le début de segmentation du zygote et sa migration vers I’utérus
(Vaissaire, 1977).

La paroi de 1’oviducte se divise en trois tuniques concentriques qui sont :

I1.2.1. La muqueuse (épithélium plus paroi) :

La muqueuse se distingue par la formation de replis compliqués qui dans le segment
proche de I’ovaire, sont extraordinairement ramifies, mais deviennent cependant plus simple
et plus petits en direction de 'utérus (Lesbouyries, 1949). L’épithélium est prismatique
simple cilié, 1l limite la lumiére tubaire recouvrant les plis et les franges, il contient : des
cellules ciliées, des cellules sécrétrices, des cellules intercalaires et des cellules de réserve
dont les proportions varient au cours du cycle (Maillet, 1980).

Le chorion est dépourvu de glandes, et se compose d’un tissu conjonctif trés vascularisé
et contenant des fibres musculaires.

II. 2.2. La musculeuse :

Elle est formée surtout de faisceaux circulaires, mais aussi de faisceaux isolés
transversaux et longitudinaux; elle est la plus puissante au niveau de 1’isthme.
I1.2.3. La séreuse :

Elle contient dans sa sous séreuse une couche serrée de fibres musculaires longitudinales
du myométre, entre la longitudinale et la circulaire de ’organe se trouve du tissu conjonctif
trés vascularis€ (Maillet, 1980).
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Chapitre II: Physiologie de la reproduction

Chapitre I1 :
Physiologie de la reproduction

I. Ovogénése et différenciation sexuelle :

Les cellules de la lignée germinale qui ont colonisé trés t6t les gonades embryonnaires
subissent une division intense pour donner naissance & des ovogonies. Les ovogonies se
différencient pour donner les ovocytes primaires. Ces cellules diploides (2n chromosomes)
subissent une division au niveau des chromosomes (prophase méiotique) juste aprés la
naissance pour donner des cellules haploides (n chromosomes). Les ovocytes primaires
augmentent de volume et s’entourent de cellules nourriciéres aplaties ou cellules folliculaires
et donnent ainsi des follicules primordiaux. Contrairement & la plupart des Mammiféres
(brebis, vache,...) le stock de follicules primordiaux chez la lapine, comme chez la chatte,
n’est pas déterminé pendant la vie foetale mais s”établit pendant la période néonatale, lors des
premieres semaines qui suivent la naissance (Figure 3). La différenciation sexuelle s’établit,
comme chez le mile, au 16 jour du développement embryonnaire. (Mauléon, 1969;
Monniaux, 2009).

Ra:

Hlouse YTy

Guinea-gig

230 ¢

) o 2rad
ngw =

Figure 3 : comparaison du déroulement de I’ovogénése chez les mammiferes
(Mauléon, 1969).In : Monniaux et al., 1997).
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Les cellules germinales primordiales de 'embryon de lapin sont localisables dés le 9™
jour p. c. dans l'endoderme, en amriere de l'intestin postérieur, et dans le mésoderme du
bourrelet allantoidien; le 12°™ jour, deux tiers des cellules germinales sont encore distribuées
en dehors des crétes génitales. Le 14°™ jour, les proportions sont inversées par rapport au
stade précédent. Deux tiers des cellules germinales sont repartis dans les crétes génitales. A
16 jours, la plupart des gonocytes primordiaux se trouvent dans les gonades qui sont
sexuellement différenciées et la migration est achevée le 18 et le 20™ jour. Le nombre des
cellules germinales est maximum & 26 jours et le stock d’ovogonies est maximal et atteint
(contre 16 000 chez le méle) pour ensuite diminuer par dégénérescence d’un certain nombre
12500 d’entres elles et arriver a 8 000 (contre 11 000 chez le méle) quelques jours avant la
mise bas (Chretien, 1966). Au 14°™ jour aprés la naissance, le stock d’ovocytes est définitif,
Povogenese est compléte avec la croissance simultanée des follicules primordiaux. Les
premiers follicules secondaires, tertiaires et & anfrum apparaissent respectivement a 4, 8 et 12
sematnes aprés la naissance (Foote et Carney, 2000). Ces données confirment les observations
de Mariana et Solari (1993) qui n’ont décelé que des petits follicules de 3 ou 4 couches de
cellules follicules secondaires ou tertiaires dans les ovaires de lapines de 30 jours. A ce stade,
I’apparition des premiers follicules & antrum ne marque pas I’établissement de la puberté chez
la lapine car 'immaturité des structures ovariennes et du systéme hormonal ne permet pas le
développement de ces follicules jusqu'au stade préovulatoire. Les premiers follicules
régressent alors par atrésie deés lors que leur croissance devient dépendante des hormones
gonadotropes.

A la puberté, le follicule cavitaire évolue en follicule de De Graaf a la suite d’un
accouplement qui provoque I’ovulation. L’ovocyte primaire termine sa division méiotique
pour donner 'ovocyte secondaire entour¢ de cellules folliculaires et expulse le premier
globule polaire. En cas de fécondation I’ovocyte secondaire termine sa division méiotique
pour donner un ovule mir incluant le deuxieme globule polaire. Aprés la naissance, les
ovaires se développent nettement moins vite que I’ensemble du corps. Une accélération est
observée a partir de 50 a 60 jours (Lebas, 2005) (Figure 4).
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Figure 4: Evolution du poids des deux ovaires chez la jeune femelle entre 20 et 180
jours. D’apres Prud’hon (1973), cité par Lebas, 2005.
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II. Croissance folliculaire et folliculogenése :

La folliculogenese est la succession des différentes étapes du développement folliculaire
ovarien, depuis le moment ou il sort de la réserve jusqu’au moment de sa rupture dés I’instant
de ovulation (Monniaux ef al., 1999 ; Thibault et Levasseur, 2001).

La croissance folliculaire se déroulerait en deux phases avec une premiére phase ou le
développement des follicules est lent (les follicules passeraient de 100 & 200 pm) et une
deuxi¢me phase au cours de laquelle la croissance s’accélére lorsque les follicules se creusent
d’une cavité antrale pour arriver au stade préovulatoire.

Du stock de follicules primordiaux formés durant la vie feetale ou aprés la naissance,
quelques follicules commencent a croitre durant la vie de animal jusqu’a ce que ce stock soit
termin€. Le rdle de I’ovocyte dans I’initiation de la croissance folliculaire est déterminé par la
mesure des diameétres de ovocyte et du follicule. La croissance de 1’ovocyte entraine des
changements de forme des cellules folliculaires initialement cuboides. La croissance et la
maturation folliculaire dans I’ovaire représente une séquence de transformation subcellulaire
et moléculaire de différents composants du follicule tel que: ovocyte, la granulosa et les
théques (Morbeck et al., 1992).

Le développement des follicules antraux est régulé par les hormones gonadotropes, la
FSH et la LH ainsi que des facteurs locaux tels que les facteurs de croissance, les cytokines,
les stéroides et autres molécules régulatrices connues et inconnues. Ces régulations peuvent
€tre autocrines, paracrines et endocrines, récemment, deux protéines, le récepteur kit et son
ligand kit, ont ét¢ identifiés comme syst¢me paracrine étant impliqué dans la croissance
ovocytaire et la différenciation des cellules de la théque en début de la folliculogenése
(Driancourt et al., 2000).

Boussit (1989) affirme que la taille de la réserve folliculaire n’est pas limitante pour la vie
reproductive d’une lapine, notamment dans le cadre de 1’élevage. D une fagon générale, le
nombre de follicules en croissance représente toujours une faible proportion de Peffectif
folliculaire total qui est d’environ 8000 chez la lapine, 20 000 chez la ratte et 160 000 chez la
brebis (Driancourt ef al., 2001).

La croissance folliculaire n'est pas interrompue pendant la gestation chez la lapine,
(Hammond et Marshall, 1925; Hill et Parkes, 1932), le hamster ou la souris (Greenwald,
1964; Greenwald et Choudary, 1969). Les follicules préovulatoires sont présents a n'importe
quelle étape de gestation chez la hase, et leur nombre augmente car la gestation progresse, a
mesure que chez la lapine (Adams, 1968).

IL1. Les étapes de la folliculogenése :
IL.1.1. Les follicules primordiaux :

Cette masse représente la réserve non renouvelable de follicules pour la vie reproductive
des mammiféres (Diancourt e al., 1991).

Le follicule primordial, centré par l'ovocyte I, est entouré de quelques cellules
folliculaires endothéliformes. Son diamétre moyen est de 40 pm. Habituellement localisé en
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Chapitre II: Physiologie de la reproduction

périphérie de l'ovaire, il représente le stade folliculaire quiescent. L'ovocyte, de diamétre
compris entre 20 et 35 pm, se trouve bloqué au stade diploténe de la prophase de sa premiére
division méiotique (ovocytes primaires). L apparition des follicules primordiaux dans I’ovaire
a lieu durant I’embryogénése.

Ce type de follicule se caractérise par un ovocyte bloqué en prophase de la premiére
division méiotique au stade dictyé et entouré par une seule couche de cellules épithéliales
aplaties : les cellules de pré-granulosa. La présence de ces cellules de la granulosa serait
nécessaire pour que 1’ovocyte puisse survivre et croitre (Byskov et Lintern-moore, 1973;
Driancourt ef al., 1991).

Le follicule primordial est clairement délimité par du stroma ovarien et une lame basale.
Ces cellules stromales mésenchymateuses seraient possiblement Porigine des cellules de la
theque (Gougeon, 1996). Le cortex périphérique de I’ovaire contient les follicules
primordiaux (Zamboni, 1974), lorsque les follicules et les ovocytes commencent & prendre de
volume et & s’éxpansionner, ils se déplacent plus profondément a I’intérieur de cortex.

zone peliucide
ovocyte
vésicule germinale

granulosa
gros follicules a antrum sains

/
’ vaisseaux sanguins
/
/
" 7 4

i’
-y /,/’ corps jaune
/7 /
/

- e i

petit follicule 2 antrum

granulosa
/

2 Sl - P
follicule primaire

Figure 5: coupe histologique d’ovaire et principaux types de follicules ovariens
(Monniaux, 2009).

IL1.2. Le follicule primaire :

Les groupes de follicules primordiaux commencent & se développer pour devenir
follicules primaires avant la naissance. Ce phénomeéne se produit indépendamment des
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hormones pituitaires gonadotrophines et ne semble pas étre soumis qu’au contréle ovarien
(Peter et al., 1975).

Le follicule primaire se caractérise par l'augmentation du volume de l'ovocyte et par
l'agencement a sa surface d'une couche régulicre de cellules cubiques. Le diamétre du
follicule primaire est compris entre 60 et 80 pum et celui de ’ovocyte qu’il renferme entre 30
et 40 pm. les ovocytes ne commenceront & prendre du volume qu’au moment ou il y aura un
nombre suffisant de cellules de granulosa qui possédent a ce stade des sites de liaison pour la
FSH (Morbeck et al., 1993). A ce stade, le diametre folliculaire a progressé et mesure environ
100 um. Des changements importants prennent place lors du développement des follicules
primaires. C'est durant cette période que I'ovocyte synthétise et sécréte les glycoprotéines qui
donneront naissance a une enveloppe hyaline poreuse: la zone pellucide.

La participation de I’ovocyte dans 1’élaboration de la zone pellucide a été reconnue en se
basant sur I’importance de son appareil de golgi (Russe, 1983). Les mitochondries sont encore
de formes rondes, mais ont augmenté faiblement de volume.

11.1.3. Le follicule secondaire :

A partir de deux couches de granulosa (cellules cubiques), le follicule est appelé follicule
secondaire ou pré-antral, il s’entoure d’une ébauche de théque interne et la zone pellucide
entourant I’ovocyte qui a atteint son volume maximal s’épaissit. Néanmoins tout au long du
développement folliculaire, ’ovocyte et les cellules de granulosa qui I’entourent gardent un
contact étroit grice & 'existence de prolongements cytoplasmiques des cellules de granulosa
qui traversent la zone pellucide et viennent s’apposer contre la membrane plasmique de
I’ovocyte. La présence de jonctions communicantes (gap Junction) a ce niveau de contact est
responsable d’un véritable couplage métabolique entre ces deux types cellulaires permettant
des échanges d’ions et des petites molécules (Mauléon, 1969 et Monniaux, 1997).

L'ensemble est limité extérieurement par la membrane basale qui s’est transformée en
membrane de Slavjanski. Le diametre du follicule secondaire est compris entre 200 et 400
um. Celui de I’ovocyte varie entre 50 et 60 um (Hyttel ef al., 1997; Russe, 1983)

Des sites de liaison a la FSH sont présents sur les cellules de la granulosa. Bien que les
sites de liaison aux gonadotrophines soient présents a ce stade, il est bien reconnu que les
premiers stades de croissance folliculaire sont indépendants des hormones gonadotropes
(Driancourt ef al., 1991; Roche, 1996; Monniaux et al., 1997). Enfin, il y a élaboration des
granules corticaux et une migration des mitochondries rondes en périphérie.

IL1.4. Le follicule tertiaire :
Il est dit cavitaire ou antral en raison de l'apparition au sein des couches de cellules

folliculaires de petites cavités résultant de I'accumulation d'un transsudat plasmatique et de la

sécrétion des cellules de la gramulosa. Ces cavités finissent par confluer pour former
l'antrum.
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Kranzfelder et a/ (1984) ont étudi€ les croissances des follicules tertiaires (diamétre > 250
um) grace a ’analyse histologique des ovaires de lapines pubéres, deux groupes de follicules
tertiaires peuvent étre distingués : follicules en croissance (250-900 pym de diamétre) et
follicules matures (> 900 um de diametre). La croissance des deux groupes est influencée par
la décharge des gonadotrophines. A ce stade, la taille de ’ovocyte atteint environ 115um
(Morbeck et al., 1992).

Le développement progressif de /‘anfrum entraine la séparation des cellules de la
granulosa en cellules du cumulus. Celles-ci se différencient en corona radiata, couche
cellulaire entourant directement 1’ovocyte. Ces cellules du cumulus et de la corona présentent
de nombreuses zones jonctionnelles (GAP junction) qui constituent autant de moyens de
communication entre ’ovocyte et la cavité folliculaire et maintiennent 1’échange de facteurs

- régulateurs de la maturation ovocytaire.

A ce stade, et chez tous les mammiferes, le follicule cavitaire s'entoure, en dehors de la
membrane de Slavjanski, d'une double enveloppe constituée par la théque interne, faite de
cellules interstitielles riches en ARN et en enzymes nécessaires a la stéroidogenése, et par la
theque externe formée d'un tassement de tissu conjonctif du stroma ovarien. Il y a aussi
modification de la structure des mitochondries, qui sont devenues en forme de crochets, et
augmentation de leur dispersion. Juste avant I’ovulation un espace péri vitellin (dans lequel se
libére le premier globule polaire) se forme entre I"ovocyte et la zone pellucide (Larsen et
Wert, 1988).

Des caractéristiques steroidogéniques différentes ainsi qu une distribution différente des
récepteurs démarquent les cellules du cumulus des cellules de la granulosa (Gordon et Lu,
1990). Les cellules de la granulosa possédent des récepteurs & la FSH, tandis que les cellules
de la théque possédant des récepteurs a la LH a leurs surface. La steroidogénese folliculaire
est régulée par ces deux types cellulaires. C’est la théoric des deux cellules-deux
gonadotrophines. Les cellules de la théque produisent des androgénes une fois activés par leur
récepteur LH. Les cellules de la granulosa synthétisent les cestrogénes grice & Penzyme
qu’elles possédent, soit ’aromatase, qui transforme 1’androstenedione en cestradiol. Les
follicules au stade antraux sont devenus dépendants des gonadotrophines (Driancourt ef al.,
1991; Wandji et al., 1992; Spicer et al., 1993).

I1.1.5. Le follicule miir ou follicule préovulatoire :

Représente la phase terminale du développement folliculaire. Cette phase ne concerne
qu'un follicule sur 1000 entré en croissance chez la vache. A la fin de cette phase, le follicule
de De Graaf en pleine maturation libére son ovule par un processus connu sous le nom
d’ovulation. Apres I’ovulation, le follicule ovulatoire se développe en corps jaune.

Des ¢tudes de Kranzfelder ef al (1984) menées sur I’analyse histologique des ovaires des
lapines puberes ont constaté la présence des follicules matures ou préovulatoire d’un diamétre
supérieur a 900 pm. Le nombre de follicules matures est relativement constant entre les
individus avec, en permanence, 8 follicules susceptibles d’évoluer jusqu’a ’ovulation. La
présence des follicules matures entraine 1’inhibition de la croissance des follicules tertiaires
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dont le diametre est inférieur a 900 um qui évoluent en follicules atrétiques sans dépasser le
stade 700 pm. Le mécanisme d’inhibition est encore mal cerné mais il serait probablement lié
a la forte sécrétion d’cestrogenes par les follicules matures.

Le follicule miir se caractérise par une taille maximale de 10 mm chez la brebis et la truie
et de 25 mm chez la vache, par un nombre maximal de cellules de la granulosa et par une
activité mitotique minimale de la granulosa. Gonflé de liquide, le follicule affleure en surface
de l'ovaire. L'ovocyte demeure enfermé dans un massif cellulaire formé de la corona radiata
et des cumuls oophorus. Les théques interne et externe sont bien différenciées et la membrane
basale est bien visible entre les cellules folliculaires et la théque interne (figure 6).

Figure 6 : follicule préovulatoire de la lapine, Iépithélium germinal (GE) couvre la surface
de I’ovaire en face de la cavité péritonéale (PC) Les cellules de la granulosa (GF). Antrum
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: 1 A A : v 11441 qhnrdtant A AvrntA
rierie €S unc gianaf a part Onuicic, ses ceuies secretent Ges steroiacs
|

b4

7 A

(progestérone, androgene et cestrogene) (Moor et Trousson 1977) grace & un important

Adi~rilirens A liggo ot Aa itanhand- ~rStaa tihiilairac fa At act 1o
l\dl.l\./lzl.lbull \JLI.\.LUIJIGLDLIJLHU\/ 1100w Wi u\.«a _lllll.U\/llUll\.Lll\dD u vivivo I-blUU.l(-l-LlUD, v ‘.lul wOoLU ULl

caractéristique des cellules synthétisant des stéroides (Steven et Lowe, 1997). La z‘héque

4+ A 43 il 1la aqt. to ot fra Aa .
externe st ae nature Tioreuse, Sul &5t Comipacic €1 traversée-de vaisseaux Saﬁg'dlns etn’a pas

de fonction sécrétoire. Une fois l'antrum formé, l'ovocyte entretient des échanges

Atatanls aa 1o 14 ida Fallisaal 1 11441 ot
MCw@oti1ques avee & 1IGuiGe folliculaire via les cellules du cumulus et avec le sang via

cellules de la granulosa et de la membrane basale. Les cellules du cumulus sont, de plus

, . ot con s . s
~ nna la madnlatinn A2inhilait Aa 1o mmats +. (m + T -
uuyu\iueS Gais 1a moduialion G IinnioiiCurs 4 1a maturation \WCPPIng St UOWIIS, 1551

etal., 1994).
T a 40111 £All 1 14 A5 1 A A . A
La taille du follicule cavitaire passe en 45 jours de 0,2-0,4 mm & 6-8mm chez la brebiset &

16 mm chez la femme (Driancourt ef al., 1991). Chez la vache, il faut respectivement 30 et 42

! £A114 1a Aa N 12 «11a A A P e ] 1
intrrg narir arthim fallisanla Aa i atHa A
Jouis pour quuil 10uilui G v,15 mim al.l.\.u.su\‘ unc taille de 2 8 3 mm renaant POssi

I3 by

diagnostic échographique et la taille préovulatoire (Lussier et al., 1987).

[y
i



aDND NA v & A_Qrimn nhaor 1o lharalia af A

AR
La taille du follicule cavitaire nasse en jours de 0,2-0.4 mm 4 6-8mm chez la brebis et &

LA alilv WU LVILIIVUIV W cay LallU pasov vii 'I‘J Jv

16 mm chez la femm (Driancourt ef al., 1991). Chez la vache, il faut respectivement 30 et 42

C:..

M 5 nour gu'un Fallinnla Ao N 12 atHaiona 11ma +ailla Aa a2 nAa aihla
Jouis poul quun Ouilua G v, 15 MmN uu.\dsuu une taiue Ge 2 a 3 mm rendant }Juooxu1u Rt

7

diagnostic echographique et la taille preovulatoire (Lussier et al., 1987), Mariana et al (1989)
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lordose avec la croupe relevée et accepte 1’accouplement (Figure 8). Certaines lapines
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Yaschine ef al (1967) ont montré chez la lapine adulte que Povariectomie conduit & une
baisse du comportement d’cestrus et que I’injection d’cestrogéne le restaure. Par ailleurs,
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développés et susceptibles d’excréter des stéroides. Si ’on admet que la « réceptivité » peut
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clre en panic 1iCC a ia prcsencc aes stéroides chuu/uo, 1 Ciat GC mawurn€ G 1 ovairc a 11

semaines serait donc sufﬁsant pour permettre un comportement d’cestrus.
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Villemant, 1982). Plus elle est foncé, plus on a de chance d’étre en présence d’une femelle en

moatriia alasranys  1Q7Q\ T o wdnanticntd ot avimala laraanae la xmilira act raiioae of
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turgescente (Tableau ). Neanmoms une femelle gestante peut accepter ’accouplement,
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d’acceptation de la saillie (Quinton et Egron, 2001).
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I’accouplement/nombre de lapmes présentées au méle proche de 100 %) dans les heures qui
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oestrogénes/progestérone a I’approche de la parturition. Par la suite, les résultats observés sont
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la réceptivité décroit pour atteindre un minimum au 3-4""° jour de lactation (40- 65 %), puis
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son niveau initial (85-90 %) qu’aprés le sevrage (Diaz ef al., 1988 : Lamb ef al., 1988 :
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Laéau-Lidment ef ai., 199U ;) rortun ef al. , 17035, 1LAAZ EF G \1/\:8) ainsi quc Garcia ¢t Perez

(1989) ont montré que la réceptivité diminue lorsque le nombre de lapereaux augmente. De
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fort effet dépressif de la lactation et de son intensité (nombre de lapereaux allaités) sur la
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(Theau-Clément, 2001).
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La durée d’éclairage joue un rdle important sur la reproduction chez la lapine. Un procédé
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durant toute I’année (Lebas ef al., 1991). Ainsi, selon Walter et al (1968) les femelles élevées
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des photopériodes entraine selon les memes auteurs une inversion du pourcentage d'cestrus;
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Brecchia et al (2004), ont mis en évidence I’effet défavorable de la restriction alimentaire
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une réduction de la réceptivité (55,8 vs 70,9%) et de la fertilité (42,8 vs 59,2%) et par
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nourries ad libitum, le jeline appliqué durant 1 a 2 jours avant l'insémination déprime la

rAdnanticritd la foarti1litd ot la nlara Aa ndha vants T aq onnada A 1atina cvr lava
1\./\./\4]:}!.1"1!.\.«, 1a. Avitilitv Wi l.\.r ll\JlLlUl\a uv 1o YQLILD. 1L/wD \JULIDV\.ILI.UU.U\/D L J\,u.uv UL 1L AAW

hypothalamo-hypophyso-ovanen sont: la dumnutlon de l'expression des récepteurs des
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des cestrogenes, de 1'amplitude du pic LH 30 a 60 minutes aprés l'injection de GnRH.
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reproduction. Prud’hon et Rouvier (1969); Hulo et Matheron (1981); Blocher et Franchet
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mettant bas par rapport au nombre de femelles mises a la reproductlon
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reproduction (Quinton et Ergon ,2001). Le méme auteur note que les femelles non réceptives
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apres la parturition ont un taux de fertilité faible (Theau—Clement 2003).
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(Theau—Clement 1994) et qu’un simple changement de cage pour les femelles 48 heures
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durée est en moyenne 30 jours. Toutefois, Wilson et Dudley (1952) ont montré sur un grand
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La parité de la lapine joue également un role dans la détermination de la durée de la
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la saillie fécondante. En effet, avant le 9°° la palpation est inefficace, et apres le 14°™ jour
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La taille de la portée varie de 8 a 10 lapereaux (Parez, 1994), le corps jaune est nécessaire
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Le comportement sexuel d'une lapine en gestation est en général identique a celui d'une
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comportement d'eestrus chez des lapines au 14" et 15 jour de gestation, avec acceptation
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18 jours. Durant cette période, la lapine n’est pas fécondable. Au début, 1’évolution des corps
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développement ne se fait plus aussi rapidement et le taux de progestérone secrété diminue.
Vers le 12°™ jour aprés I"ovulation, ies corps jaunes régressent puis disparaisseni sous
I’action de la nrostaglandine PGF-...

La fin de la pseudogestation accompagnée d’une chute du taux de progestérone marque
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Les ovulations sans fécondation sont rares a la suite d’une saillie naturelle, mais, elles
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n’est fécondé (Lebas er al., 1996).
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Chapitre 111 :
L’ovulation

1. Définition :

L’ovulation est un processus complexe au cours duquel sont induits a la fois la reprise
de méiose de I’ovocyte, I’expansion du cumulus, la rupture du péle apical du follicule, et la
restructuration tissulaire associée a la différenciation cellulaire nécessaire a la formation du
corps jaune. Face a ce phénomeéne ponctuel, I’ovulation résulte de deux processus plus longs :
la folliculogenése et I’ovogenese. Au cours d’un cycle normal, tous ces événements doivent
€tre coordonnés pour aboutir 4 la production d’un ovocyte mature et fécondable, et d’un corps
Jaune capable d’assurer le début de gestation (Driancourt et Levasseur, 2001).

Chez la lapine, ’ovulation n’est pas spontanée, elle est induite par ’acte du coit
(Heape, 1905) a un intervalle assez défini d’environ 10 heures entre 1’accouplement et la
rupture réelle du follicule (Walton et Hammond, 1928), 10 4 18 heures selon Kayser (1963) et
10 a 12 h apres I’accouplement (Harper, 1961; Foote et Carney, 2000), et elle se fait sur toute
la surface de la zone corticale ovarienne.

Le développement du follicule miir, pousse ce dernier vers la surface de I’ovaire ;
Povisac serait refoulé vers 1’extérieur par un processus conjonctif partant de ’albuginée.
Dans sa poussée vers la paroi externe, le follicule miir amincit la couche du tissu ovarien qui
le recouvre et le point du plus grand amincissement est une tache blanchétre, le stigma. Le
diametre a ’ovulation constitue le diamétre maximal qu’atteint le follicule au cours de la
folliculogenése. Il est variable en fonction des différentes espéces (tableau III).

Tableau IIT: Diamétre du follicule a I’ovulation chez différents mammiféres (Baker, 1982 ;
Monniaux et al., 1997 ; Driancourt et al., 2001).

Espece Vache Truie Lapine Chatte Ratte
Diamétre a
12 s SR -
1 OvVUuldLiOf
10-20 7-11 0.8-2 3 0.6-0.9
(en mm)

Chez les mammif€res, I’ovulation a lieu & n’importe quel point de la surface de 1’ovaire,
sauf au niveau du hile alors que chez la jument, ’ovulation a toujours lieu au niveau de la
fosse ovulatoire.

Naturellement, D’ovulation résulte de I’élévation importante et rapide des
gonadotrophines en fin de la phase folliculaire. Mais les mécanismes induits par cette
décharge et assurant le déroulement de ces événements sont complexes. Leurs degré
d’intégration temporelle n’est pas bien connu (Lesbouyries, 1949).
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Le nombre d’ovulations par cycle sexuel, ou quota ovulatoire, est une caractéristique de

chaque espece. Certaines especes sont polyovulantes et donc trés prolifiques (rongeurs,
lapine, truie), d’autres essentiellement mono-ovulantes (femme, vache, jument).
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Figure 9 : Etat d’un follicule peu avant I’ovulation (Driancourt ez al., 2001).

II. Mécanismes et changements histologiques conduisant a ’ovulation :

II.1. Mécanisme de I’ovulation :

le coit agit comme un stimulus qui va entrainer une cascade neuroendocrine complexe
(Spies et al., 1997; Ramirez et Beyer, 1998; Bakker et Baum, 2000) aboutissant a la
stimulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, a la décharge préovulatoire de LH et
donc a I’ovulation 10 a 12 heure apres I’accouplement (Harper, 1961; Foote et Carney, 2000).
Le réflexe ovulatoire fait donc successivement intervenir les stimuli associés au coit par voie
nerveuse, et par la voie hormonale. Des études récentes menées sur les Lamas et les Alpagas
(Adams ef al., 2005; Ratto et al., 2005) ont nuancé cette théorie en montrant que I’ovulation
ne serait pas uniquement provoquée par ’accouplement mais aussi par un facteur présent dans
le plasma séminal.

Hors accouplement, le niveau de sécrétion des hormones folliculo-stimulantes est
relativement stable au cours du temps (Blanc et Hulot, 1982) malgré la présence de follicules
pré ovulatoires sécrétant de I’cestradiol. Cette particularité physiologique de la lapine est
totalement différente des processus existants chez les autres Mammiféres domestiques ot la
sécrétion d’cestrogénes par les follicules dominants entraine, & partir d’un certain seuil, un
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Chapitre 111 : Ov

feed back positif sur la sécrétion de LH entrainant le pic pré ovulatoire et 1’ovulation.
L’absence d’ovulation spontanée chez la lapine serait ainsi principalement due a la déficience
du rétrocontrdle positif des cestrogenes et donc a une difficulté & provoquer le pic de LH
(Ramirez et Beyer, 1998; Bakker et Baum, 2000).

Le processus d’ovulation est associé & une réaction de type inflammatoire (Espey, 1980).
La synthése ovarienne de cytokines inflammatoires (interleukines, TNF), de prostaglandines
et de cortisol (glucocorticoide & action anti-inflammatoire) s’accentue dans le follicule
préovulatoire au moment de I’ovulation. Elles stimulent ’activité d’enzymes protéolytiques et
la production de prostaglandines. De plus, elles sont capables de moduler la steroidogénese et
interviendraient aussi dans la maturation du complexe ovocyte-cumulus (Gérard ez al., 2004).

La rupture de la paroi folliculaire et I’expulsion de 1’ovocyte dans I’oviducte nécessitent
I’action d’enzymes protéolytiques dégradant la matrice extracellulaire. Sous I’effet de la LH,
la production locale d’activateur du plasminogene, de plasmine et de collagénases augmente
considérablement. L activateur du plasminogéne transforme le plasminogéne en plasmine, qui
elle-méme activerait certaines collagénases (Beers e al., 1975).

I1.2. Changements histologiques conduisant a I’ovulation :
I1.2. 1. Changements au niveau de la granulosa :

Entre 1/3 et 2 heure aprés I’injection d’hCG ou I’accouplement la surface épithéliale
des follicules ovariens a les mémes caractéristiques que celle des follicules chez la lapine non
stimulée, aucun changement dans la granulosa n’a été trouvé, les cellules de la granulosa a ce
moment sont semblables seulement au niveau du cumulus oophorus (Bjersing et Cajander,
1974).

Dés 2 heures apres I’accouplement, une légére dissociation est apparente dans les
cellules de la granulosa (cherney et al., 1975) qui ont une structure fine comme premiére
indication de libération de la LH. Le complexe de golgi des cellules de la granulosa est
agrandi et il ya une augmentation dans le nombre d’éléments vasculaires (Blanchette, 1966).
L’augmentation des espaces intercellulaires est bien visible & partir de la 4™ heure surtout au
niveau de la région apicale et latérale (voir figure 10), le nombre de jonctions perforées
diminue également jusqu’au moment de I’ovulation (Coons et Espey, 1977).

Dés 1a 65 heure, du coté de I’apex, la dissociation des cellules de 1a granulosa est plus

importante, elles sont largement séparées par des espaces remplis des fluides folliculaires et
plusicurs ccliulcs basalcs ont & attachécs & la mombranc basalc par dos proccssus
cytoplasmiques longs. Peu avant I’ovulation ces cellules ont pratiquement disparu de la zone
ou se produira Ia rupture (Cherney ez ai., 1975).

Pendant la 8™ heure les cellules de la granulosa ont également montré plus de liquide
folliculaire dont lequel I’ovule et ses cellules environnantes flottent librement (Bjersing et
Cajander, 1974).

Neuf heures aprés I’accouplement, le follicule n’est pas rompu. La matrice cytoplasmique
de beaucoup des cellules de gramulosa en particulier ceux de la périphérie du follicule

contient des granules denses de diamétre qui varie entre 250 et 300 p, ces granules sont des
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spheres réguliéres et homogenes sans sous-structure perceptible et aléatoirement distribuées
dans toute la cellule (Blanchette, 1966).

Deux heures avant ’ovulation, des projections de la granulosa pénétrent dans la lame
basale et la dissocient (Bjersing et Cajander ; 1974).

Les cellules du cumulus oophorus se dissocient comme celles de la granulosa mais leur
dissociation est compléte, ce qui libére I’ovocyte dans /’antrum. Celui-ci reste entouré par les
quelques cellules du cumulus qui étaient en contact direct avec lui et dont les prolongements
restent ancrés dans la membrane pellucide. Elles forment la corona radiata. Les cellules de
cumulus sécrétent pendant cette période une glycoprotéine qui englobe 1’ovocyte et sa corona
radiata formant une masse visqueuse qui s’étend a la surface de ’ovaire au moment de la
rupture et facilite la capture de 1’ovocyte par le pavillon (Thibault et Levasseur, 1979).

Douze heures aprés I’accouplement, dans un follicule nouvellement rompu les cellules
de la granulosa sont désorganisées et composent des groupes compacts, certains des cellules
sont hypertrophiées avec un diamétre environ 15u (Blanchette, 1966).

Figure 10 : ’apex d’un Follicule ovarien de lapine 4 heures aprés ’accouplement.
A : noic Ies espaces intercellulaires enire les cellules de la granuiosa, (G) 1’ wdéme (E) peut
&tre observe autour les cellules et les vaisseaux de la théque interne.
B : note la dilatation des fluides dans les cellules de la granulosa (G) et I’cedéme séparant la
théque interne (T) de la lame basale (Chemey et al., 1975).

I1.2.2. Changements au niveau des théques et Papex :

Bien que le volume du follicule augmente rapidement dans les heures précédant
"ovulation, il n’y a pas d’augmentation de la pression intrafolliculaire (Rondel, 1964, 1970).
Elle est égale a la pression sanguine intracapillaire (Blandau er al., 1963). Toute variation
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induite de la pression sanguine entraine un changement de méme sens de la pression
intrafolliculaire (Espey et Lipner, 1963).

A deux heure apres ’accouplement, on note I’apparition d’un cedéme de la région sous
épithéliale. Dés la 4™ heure cet cedéme est trés prononcé autour les cellules et les vaisseaux
de la théque interne qui contient plus de vacuoles (Blanchette, 1966). Les cellules de la
théque interne sont distribuées anarchiquement dans la région cedémateuse soit en cellules
isolées ou en petits groupes. La couche interne de la théque externe est perturbée, aucun
cedéme évidant n’a été trouvé au niveau du tissu conjonctif (Bjersing et Cajander, 1974). A ce
stade 1l y avait aucune rupture au niveau du mur des vaisseaux sanguins, cependant, une
légere hyperhémie a été observée. Les fluides causant 1’cedéme précipitent comme des
protéines homogenes ou elles entourent les cellules et les vaisseaux et perturbent les liaisons
locales entre les cellules et les capillaires dans la théque interne (Cherney, 1975).

La dissociation et la destruction partielle des fibres de collageéne (Espey et Coons, 1976),
ainsi que les dissociations cellulaires dues a I’infiltration sérique particuliérement intense au

niveau de I’apex, que I’on observe dés la 4™ heure dans la thégue externe, contribuent

accroitre 1’€lasticité de la paroi du follicule et a fragiliser I’apex (Bjersing et Cajander, 1974).

uit heures apics ’accouplement, il y a une augmentation marquée des fluides suite &
I’accumulation accrue des fluides sous-€pithéliaux poussant 1’épithélium qui semble comme
une boursoufiure. Les ceiiuies de 1’épithéiium superficiel maintiennent ia continuité par des
jonctions serrées. Les espaces remplis de fluides entre les éléments du tissu conjonctif
albuginé et la théque externe semblent avoir augmenté.

Les collagénases ont un role important dans la dissociation et la destruction de ’ensemble
des fibres de collagene de la thégue externe et de 1’albuginé (obstacle principal de ’extension
et de la rupture des follicules), conduisant ainsi & la rupture folliculaire (Espey et lipner,
1965). Chez la lapine il y a deux activités collagénolytiques, 1’une agissant a pH
physiologique (7-7.8), I’autre & pH acide (4-6.8) (Espey et Rondell, 1968).

Dés 10 heures aprés I’accouplement et juste avant ovulation une hyperhémie observée au
niveau des vaisseaux de la théque interne et ’apex du follicule ovarien, le mur apicale devient
cedémateux et les fluides extra cellulaires dissocient les éléments dense du mur et I’apex
devient plus mince suite & la pression intrafolliculaire.

Autres systemes enzymatiques de nature protéolytique sont impliqués dans la disparition de
la matrice qui unit les fibres de collagénes en faisceaux (Espey, 1967). Effectivement, le
liquide de follicule préovulatoire possede une activité fibrinolytique intense dépendant de la
présence de la plasmine (Beers, 1975; Beers et al., 1975) qui résulte de la production par les
cellule de la granulosa de I’activateur de plasminogéne qui transforme en plasmine le
plasminogene naturellement présent dans le sang et le liquide folliculaire, cette production de
Iactivateur est sous la dépendance des hormones gonadotropes : FSH, LH, PGEs, AMPc.

L’action protéolytique de la plasmine sur les assises folliculaires consiste en
"augmentation d’¢lasticité de lambeaux de follicule. De plus, elle activerait la procollagénase,
donc favoriserait la présence de collagénase (Beers, 1975). Finalement, la faible augmentation
de la pression intra folliculaire entre la décharge de LH et ’ovulation peut faciliter la rupture
du follicule qui s’achéve par la désintégration compléte de I’apex. L’ovocyte est alors expulsé
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Chapitre 111

en réponse a la chute de pression hydrostatique provoquée par la rupture folliculaire (voire
figure 11).

Figure 11 : état d’un follicule une demi-heure aprés I’ovulation (x 65),
(Cherney et al., 1975).

I1.2.3. Changements au niveau de ovocyte :

Chez la plupart des mammiferes, suite au pic de LH préovulatoire, 1’ovocyte bloqué en
prophase I pendant la folliculogenése reprend sa méiose pour atteindre le stade métaphase II
dans le follicule peu avant I’ovulation. A ce stade, I’ovulation a lieu et ’ovocyte est
directement apte a étre fécondé (Reynaud er al., 2005). En effet, dans le follicule, un facteur
inhibiteur transite des cellules de la granulosa au cumulus et 4 I’ovocyte par des jonctions
communicantes. Ainsi, le pic de LH induisant la phosphorylation de la connexine 43
constituant les jonctions communicantes, bloquant ainsi le passage d’AMPc par interruption
du couplage métabolique entre les cellules folliculaires et I’ovocyte (Norris et al., 2008). La
nature exacte de ce facteur dit « Oocyte Meiosis Inhibitor » n’est pas connue dans toutes les
especes.

Apres le pic de LH, I’ovocyte reprend donc sa maturation : il libére son globule polaire
puis reste bloqué en métaphase II jusqu’a sa fécondation (figure 12). Parallélement & cette
maturation nucléaire, une réorganisation des composants cytoplasmiques a lieu dans I’ovocyte

- les granules corticaux migrent vers la zone corticale en s’associant au cytosquelette,

- les mitochondries forment des agrégats avec le réticulum endoplasmique dans la région
] LS
SICaiie,

r

- les réserves en lipides et glutathion augmentent,

26



Chapitre I11 : Ovulation

- dans le cytosol, la concentration de calcium augmente.

Par ailleurs, les cellules qui entourent 1’ovocyte sont également modifiées. En effet, au pic
de LH, la sécrétion d’une matrice extracellulaire riche en acide hyaluronique provoque
I’expansion du cumulus (Monniaux et al., 2009).

Figure 12: A : follicule apres la rupture, 10 heures aprés I’injection d’hCG : & I’extérieur du
lieu de la rupture se trouve un ovocyte avec son premier globule polaire dans I’espace
périvitellin. B : rapport optique plus €levé de I’ovocyte. Ax106, Bx265, (Bjersing et Cajander,
1974).

IL.3. Corps jaune:

Le corps jaune est un organe endocrine transitoire dont sa formation est initiée par une
série de transformations morphologiques et fonctionnelles des cellules de la théque interne et
des cellules de la granulosa du follicule qui a ovulé ou lutéinisation. Deux types de cellules se
mélent les unes aux autres pour former un tissu d’aspect histologique plus homogéne. Les
cellules steroidogénese (caractérisées par un abondant réticulum endoplasmique,
mitochondries a crétes tubulaires) représentent environ 50% des cellules du corps jaune qui
comporte €également des cellules vasculaires et des cellules conjonctives (Gayrard, 2007). Les
cellules de la granulosa qui secrétaient principalement de 1’cestradiol se transforment en
grandes cellules lutéiniques qui secrétent de la progestérone, et celles de la théque interne en
cellules thécales plus petites. La théque externe garde son contour ovoide régulier et ses
cellules ne subissent aucune transformation. Le corps ainsi formé est indispensable a
I’établissement de la gestation en cas ou 1’ovocyte expulsé est fécondé et implanté dans la
muqueuse utérine, le corps jaune dans ce cas continue a croitre est s’appelle corps jaune
gestatif, dans le cas contraire le corps jaune est dite progestatif et son activité endocrine ne
persiste pas aussi longtemps qu’en cas de gestation parce qu’il va dégénérer sous I’influence
d’une substance lutéolytique, la PGF,, sécrétée par Iutérus et véhiculée par le sang, il ne
laisse qu’une tache blanche cicatricielle ou corpus albicans constitué essentiellement du tissu
conjonctif (Espey et Coons, 1976).
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ITI. Régulation neuro-hormonale de I’ovulation :

En saillie naturelle, I’ovulation est normalement induite par I’accouplement. On parle de
reflexe ovulatoire (Gallouin, 1981). Le reflexe ovulatoire naturel fait intervenir deux voies
successives :

ITL.1. La voie afférente (voie nerveuse) :

L’accouplement entraine le départ de stimuli sous forme de 2 informations suivants des
voies nerveuses différentes : ,

* Des messages érotiques traduisant vraisemblablement la qualité de la cour.
» Des informations propres a ’accouplement.

L’influx nerveux résultant est transmis au cerveau puis au rhinencéphale qui intégre
également d’autres types de messages internes (concentration des stéroides par exemple) et
externes (olfactifs, phéromones, gustatifs, visuels, auditifs) (Gallouin, 1981). Enfin I’ordre est
transmis & ’hypothalamus qui convertit les messages électriques en messages hormonaux.

I11.2. La voie efférente (voie hormonale) :

Suite a I’accouplement, I’hypothalamus envoie une décharge de GnRH qui atteint quasi
immédiatement ’hypophyse par le systéme porte hypothalamo-hypophysaire (Lebas, 2009)
figure (13). Cette molécule agit sur la partie antérieure de I’hypophyse qui libére a son tour 2
gonadotrophines :

e LH : molécule glycopeptidique, constituée d’environ 200 acides aminés. Son pic
s’observe environ 2 heures apres le coit. Elle permet la maturation des gros follicules &
antrum et de déclencher la ponte ovulatoire environ 10 & 12 heures aprés le coit.

» FSH : molécule glycopeptidique, constituée d’environ 200 acides aminés dont le role
chez la lapine est essentiellement la maturation folliculaire (Gallouin, 1981 ; Millis et al.,
1981 Lebas, 2009). Le role de la FSH sur le reflexe ovulatoire proprement dit reste mal
définit, mais elle pourrait renforcer I’action de la LH.
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Partie expérimentale

L. Objectif du travail :

L’objectif de notre travail est le suivi de la cinétique folliculaire au cours de ’ovulation,
dans les ovaires de lapines nullipares a des intervalles de temps de Oh & 13h apres la saillie
naturelle.

II. Matériel et méthodes :

I1.1. Matériel :
IL.1.1. les animaux :

Les femelles utilisées dans notre expérimentation sont des lapines nullipares de
population locale, €levées dans le clapier au niveau de la station expérimentale agrovétérinaire
de 'universit¢ SAAD Dahleb de Blida, durant la période allant du 15 juin 2009 au début
mars 2010.

Au total 47 lapines sont utilisées dans notre protocole expérimental, et parmi ce nombre
20 lapines sont réceptives, et se caractérisent par un age allant de 4 mois a Smois, un poids
vif qui varie entre 1.900 kg et 3.400 kg et de couleurs de robe différentes oscillant entre le
noir, le blanc, le marron et le gris sont les couleurs les plus dominantes (photo 1).

Photo 1 : (A, B, C, D) lapines nullipares de population locale Algérienne.

_ Les femelles sont logées dans des cages individuelles (photo 2) et sont nourries ad
libitum a base d’un aliment industriel sous forme de granulé jusqu’a 1’Age de 4 4 5 mois, ces
femelles sont alors présentées au male pour la premiére fois.
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Photo 2 : lapines logées dans des cages individuelles dans la salle d’engraissement
au niveau du clapier de la station.

e (Conduite de la saillie naturelle :

Pour la réalisation des saillies, On a utilisé 3 males de population locale et 2 males de race
Californienne de forte ardeur sexuelle (fertilité prouvée), 4gés entre 7 a 10 mois, et avec un
poids moyen de 3 kg.

La saillie doit obligatoirement effectuer dans la cage du male et jamais I’inverse, car la
femelle devient agressive dans sa cage, elle risque de mordre le male et méme le blesser et
empéecher ’accouplement.

Avant de présenter la femelle au male, on doit la peser, puis noter la couleur de sa vulve
qui est un indicateur de 1’état de réceptivité de la femelle (réceptive ou non réceptive). Le
taux de réceptivité des lapines diminue avec la paleur de la vulve, et augmente lorsqu’elle est
rose turgescente (photo 3).

Pheto 3 : état de la vulve avant la saillie (rose turgescente).

Les saillies sont effectuées le matin, entre 8h et 10h. La femelle est introduite pour la
premicre fois dans la cage du premier male, au bout de 3 4 4 mn si elle accepte
I’accouplement, elle s’immobilise rapidement, s’étend et reléve légérement 1’arriére train ce
qui permet au male de la chevaucher et de réaliser la saillie (photo 4). Dans le cas ou certaines
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femelles dans notre expérimentation ont refus¢ la saillie avec le premier male, elles ont été
présentées le jour méme & un deuxi€éme male pendant une période allant jusqu’a 15mn et dans
ces cas ces lapines ont accepté 1’accouplement avec le deuxiéme male. Si la saillie est
positive le male tombe soit sur le coté soit vers I’arri¢re et parfois certains males poussent
méme un cri.

Photo 4 : lapins (male et femelle) au moment de la saillie.

Dans le cas ou la femelle refuse le premier et le deuxiéme male (en respectant la durée)
elle présente une agressivité particuliére envers le male, se blottissant dans un coin de la cage,
elle est considérée comme non réceptive et donc éliminée de notre protocole expérimental.

Pour s’assurer que la saillie est positive, il est nécessaire de contrdler visuellement, que
le male a €jaculé a ’intérieur du vagin.

11.1.2. Instruments :

e Gants
e (Coteau
e Bistouri

e (Ciseaux mousses

e Sonde cannelée

e Pinces a préhension

e Formol & 10 %

e Paillasse pour manipulation

e Appareillage : (microtome, appareil & circulation automatique, appareil & coloration
automatique, bain marée, bac & paraffine et microscope & appareil photo intégrée,
Motic BA 200).

II.2. Méthodes :
IL.2.1. procédure de prélévement d’organe :

Les lapines réceptives sont sacrifiées par saigné a des heures bien définies aprés le coit
(Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 10h 30mn, 11h, 12h, 13h), (cf. tableau IV).
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Tableau IV : Tableau récapitulatif des résultats obtenus de la coloration de la vulve, poids des
femelles et taux d’acceptation.

Taux
heure fe;eflle date 1:1\0’1;1)5 (i%ei:) Couleur de la vulve d’acceptation Hz::ﬁeede 3::.1;?:
1er s Jem’
Oh 265 1021209 2300 4 r0se turgescente - 1030 10:30
1K | 011209 1900 3 TOse turgescente + 1040 10:40
M § 0212001 2200 4 rose turgescente + 0935 11:33
- 9 02:1200] 2300 3 rose claire turgescente + 09 43 1145
ih 4K [ 061209 2300 3 rose turgescente + 09 33 13 35
208 | 081209| 2800 3 rose turgescente + 08:13 12:15
61 16 190110 2300 4 rose turgescente % 08 :13 14:12
17 190110 2,100 4 T0se turgescente & 08:16 14:16
Sh 14 190110 2400 4 rose turgescente - 08 :33 1653
13 100110 2,100 4 rose turgescente + 02 :00 17:00
10k 12 190110 2400 4 rose turgescente + 0§ 32 18:52
13 190110 2,700 4 T0S€ turgescente + 08 38 1§38
10 :30k 4 2202101 2,600 4 rOse turgescente + 0840 19:10
- 7 220210| 2800 4 rose turgescente + 09:13 1943
1 220210| 1,900 4 rose turgescente + 0§ 30 19 30
11k 3 70210 D% 1 ¥ o = R NER
2 220210 | 2,500 4 rose turgescente 0§ :33 191233
12 11 230210 3400 4 T0s¢ turgescente e 0738 19:38
B $ 230210 2,300 4 rose claire murgescente + 08 01 2001
13h 34 24027101 1900 4 Y0se turgescente o 1036 2336
3 2 23027101 2400 4 rose turgescente s §:30 2130

Aprés dépouillement, la lapine est mise en décubitus dorsal puis une incision est
pratiquée au niveau de la ligne blanche. L’extériorisation de la masse intestinale permet un
acces plus facile sur la matrice qui sera prélevée.

Les ovaires sont prélevés séparément (photo 5). Puis plongés dans du formol & 10% pour
la fixation. Ils seront destinés ultérieurement pour la préparation des coupes histologiques.




Partie expérimentale

Photo S : ovaires prélevés a différentes heures post-coitum : H, I, ovaires de lapines sacrifiées
6h p.c. ; B, E, ovaires de lapines sacrifiées 8h p.c. ; A, G, ovaires de lapines sacrifiées 10h
p.c.; C, F, ovaires de lapines sacrifi¢es 10h 30mn p.c.; D, ovaire avec follicules
hémorragique d’une lapine sacrifiée 10h 30mn p.c.

I1.2.2. Préparation des coupes histologiques :

e Mécanisme de la fixation :

L’histologie permet d’étudier la morphologie des tissus vivants mais pour que cette
¢tude soit réalisable il faut immobiliser les tissus dans un état aussi proche que possible de
I’état vivant c¢’est pourquoi on procede a leur fixation. Celle-ci doit aller plus loin que la
simple préservation du tissu, elle doit lui permettre de résister a toutes les manipulations qu’il
aura a subir subséquemment. La fixation agit sur les molécules qui composent les cellules.
Cette action a deux facettes, la premiere est I’inactivation des cellules qui pourraient changer
la morphologie tissulaire (les enzymes), la seconde consiste en la préservation de I’intégrité
chimique des tissus, ce qui permet de faire la relation entre leur morphologie et leur chimie.

e Les fixateurs :

Il existe plusieurs types de fixateurs : physique (congélation, chaleur...etc.) et chimique
(Bouin, Carnoy...etc.). La fixation par les agents chimiques permet la plupart du temps
d’obtenir des résultats satisfaisants de plus elle est commode, fiable et d’utilisation simple.
Dans notre étude on a utilisé du formol & 10%, qui est un bon fixateur de routine pour les
études morphologiques, il donne une bonne fixation aprés 6 a 12h & la température de la
piece.

e La technique de fixation :

Aprés leurs prélevement, les ovaires sont mis séparément dans des boites identifiées
contenant du formol a 10%, le volume doit étre de 20 & 50 fois celui du prélévement afin de
permettre une bonne pénétration du fixateur a I’intérieur du tissu, et donc d’empécher une
putréfaction du tissu par autolyse et par altération microbienne.

I1.2.3. La macrotomie :

C’est une opération qui consiste a la réalisation des coupes macroscopiques 4 partir de
’organe a étudier étant donné que le spécimen est plus ou moins volumineux.

On réalise des coupes longitudinales au niveau des ovaires, ensuite chaque prélévement
est mis dans des cassettes spéciales (cassettes d’inclusion) identifiées et qui sont mises dans le
fixateur en attendant les étapes suivantes.

34



Partie expérimentale

11.2.4. la circulation :
Toutes les opérations suivantes seront réalisées par un appareil a circulation automatique
(photo 6).

Pheto 6 : appareil a circulation automatique (Leica).

e l.a déshydratation :

C’est la premicre étape de la circulation proprement dite, elle consiste a débarrasser le
tissu de ’eau qu’il contient dans le but de préparer la pénétration de la paraffine non miscible
a I’eau aux différents tissus de la piece. Elle est réaliser grice a un appareil a circulation de
12 bains ; 6 bains contenants de 1’éthanol & des degrés alcoolométriques progressivement
croissants pour éviter la plasmolyse des cellules. On commence la déshydratation dans de
I’éthanol a 60% pour augmente la concentration de 10% 0 la Fois jusqu’a I’éthanol absolu.
L’¢thanol provoque une forte réaction et un durcissement des tissu, il n’est pas miscible a la
paraffine : on doit compléter son action & 1’aide d’une autre liquide intermédiaire qui est le
toluene.

e L’éclaircissement :

Consiste a remplacer 1’éthanol dans le tissu par un solvant de la paraffine tels que le
toluéne et le xyléne qui sont des hydrocarbures benzéniques, leurs indices de réfraction
entrainent un net éclaircissement du tissu.

e L’imprégnation :

C’est €tape terminale de circulation, 1’agent le plus fréquemment utilisé est la paraffine
liquide dans le point de fusion est de 60°C, la durée d’imprégnation est d’une heure ceci pour
€liminer totalement le toluéne, cette opération est renouvelée une deuxiéme fois, donc il s agit
de deux bain d’une heure de paraffine fondue.

IL.2.5. L’enrobage (P’inclusion) :

Cette €tape se fait a I’aide d’un bac a paraffine (photo 7).
L’enrobage suit la circulation ainsi le milieu dans lequel se fait doit étre le méme que celui qui
impregne le tissu a la fin de la circulation. On note que la paraffine est la plus utilisée des
milieux d’inclusion fondus.
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Photo 7 : Bac a paraffine a droite, (Leica) ; plaque réfrigérée a gauche.

Le but de cette partie du processus d’inclusion est 1’obtention d’une imprégnation aussi
compléte que possible des picces, le refroidissement au moment du collage des bloques
transformant le tissu hétérogéne de point de vue de la consistance et de 1’élasticité en une
masse homogene dont les déférentes parties se composent de fagon sensible égale lors de la
confection des coupes.

A la fin de la circulation, les cassettes contenant les tissus sont dans le dernier bain de la
paraffine, elles portent une identification (organe et heure apres le coit).

v' On retire les cassettes du dernier bain de paraffine et on les place sur la plaque
chauffante du bac a paraffine. De cette maniére, la paraffine reste liquide et on peut manipuler
les tissus facilement.

v" Enlévement de couvercle de la cassette, puis on vers la paraffine liquide dans le moule
et on y dépose la piece a inclure 4 1’aide d’une picce propre et chauffée.

v On oriente le morceau de tissu de maniére que la surface de coupe permette de voir
simultanément toutes les structures que 1’on veut observer.

v" On place sur le moule une cassette et on laisse la surface de la paraffine figer affin de
sceller la cassette au moule.

v' On remplit I"arriere de I’attache de plastique avec la paraffine liquide.

v" Le moule est déposé sur la plaque réfrigérée de ’appareil & enrobage (-5°C).

v" Aubout de 10 & 15 mn le bloc est complétement durci et séparer du moule.

Afin d’avoir une bonne inclusion, il faut prendre certaines précautions qui sont
v' Eviter la formation des bulles d’air.
v' Le refroidissement des blocs enrobant la piéce doit étre ni trop lent ni trop rapide.

I1.2.6. La microtomie :

L’opération s’effectue a 1’aide d’un microtome rotatif (Leica RM 2135), (photo 8) une
fois le rasoir est fixé on procéde a I’installation du bloc pour effectuer un rabotage ou la
dégradation jusqu’a I’apparition de toutes les structures permettant ainsi d’obtenir des coupes
utiles. Puis on procede a la confection des coupes qui se collent les unes aux autres pour
former un ruban.
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Photo 8: microtome (Leica RM 2135).

I1.2.7. Etalement et collage des coupes :

Les tissus inclus dans la paraffine sont trés comprimés dans la coupe, affin d’atténuer
cette compression on dépose la coupe dans un bain thérmostaté (photo 9).servant a
I’étalement des coupes dont la température de 1’eau est de 39°C, la paraffine se ramollit
brusquement et la coupe sous I’effet de la tension de la vapeur présente 4 la surface de I’eau
se décompresse, ensuite la coupe est repéchée a 1’aide d’une lame histologique qui porte la
méme identification inscrite sur le cassette et sera posée sur la plaque chauffante du bain,
séché ensuite dans une étuve a la température de 40°C a 60°C pendant 10 mn.

Photo 9 : A : le bain thérmostaté, B : 1’étuve.

I1.2.8. La coloration :

On distingue trois temps, il y a d’abord les étapes préparatoires 4 la coloration puis
celles de la coloration proprement dite et enfin les étapes préparatoire au montage. Toutes les
¢tapes de la coloration se font automatiquement par un appareil & coloration (photo 10).
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Photo 10 : appareil a coloration automatique (Leica ST 4040).

I1.2.8.1. Les étape préparatoire a Ia coloration :

Ce sont de simples manipulations qui servent & préparer la coupe a recevoir les colorants

qu’on veut lui faire capter :
e Le déparaffinage :

I1 sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants puissent le pénétrer, le réactif
le plus utilisé est le xyléne, car c’est I’agent éclaircissant qui dissout le mieux la paraffine. Les
picces passent dans deux bains pendant 3 & 5 mn, le xyléne du premier bain peut &tre usagé
tandis que celui du second doit étre pur.

e I’hydratation :

Etant donné que les colorants utilisés sont en solution aqueuse, leur pénétration ne peut
étre assurée que si les coupes sont imprégnées d’eau. L hydratation a donc pour objectif de
retirer le xyléne du tissu et de le remplacer d’eau. L’agent utilisé est 1’éthanol & concentration
décroissante. Le mode opératoire consiste & commencer par deux bains d’éthanol absolu, suivi
de trois bains d’éthanol a 95%, 80% et 70%, on termine par un traitement de 3 4 5 mn a I’eau
courante.

I1.2.8.2. La coloration proprement dite :
v" Plonger les lames hydratées dans I’hématéine de Harris 15 mn.
v Laver les lames a I’eau de robinet.

v Différencier les coupes dans ’alcool acide 1 a 2 plongées : déposer ensuite les lames
dans un bain d’eau et vérifier la différenciation au microscope, les noyaux doivent étre rouge
et le fond clair.

v’ Laver a I’eau.

v Bleuir dans I’eau ammoniacale.

v" Colorer dans la solution d’éosine pendant 2mn.

I1.2.8.3. Les étapes préparatoires au montage :

Le montage s’effectue dans des milieux qui sont habituellement dissous dans ’agent
€claircissant ; mais comme le milieu de montage doit imprégner complétement les tissu pour
Etre efficaces et que celui-ci ait ét¢ au préalable par I’agent éclaircissent. On doit procéder
successivement a :
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e La déshydratation :

On passe les coupes dans un bain d’éthanol a 95% pendant 30 secondes, puis dans un
bain d’éthanol absolu pour une durée équivalente.

e I’éclaircissement :

On peut utiliser du xyléne ou de toluéne. On a recoure a deux bains de 30 a 60 secondes.
On laisse les coupes dans le second bain pour les monter.

e Le montage :

Apres le dernier bain de xylene, mettre une goutte d’une résine 4 base de xyléne a 60%
(Montex) sur une lame couvre objet propre pour couvrir la préparation.

=% Appuyer prudemment sur la lame afin de chasser les bulles dair.

%+ Tromper les lames dans le xyléne et essuyer-les.

%+ Sécher les lames dans I’étuve 40 4 60°C pendant 10 mn.

= Apres séchage les lames sont prétes pour ’observation microscopique.

=+ Prise des photos avec un appareil 4 photo intégré au microscope.

II1. Résultats et interprétation :
IIL.1. La réceptivité :

Tableau V : taux d’acceptation des lapines suivant la coloration de la vulve.

' heure | N: | Poids | Couleur de la vulve | Taux

‘ . femelle . (Kg) | d’acceptation

| | | ; ' 1"'__" Qéme o

- oh | 265 | 2300 | rose turgescente -

| .1k | 1500 | rose turgescente N ‘

| 2h | 8 {2,200 | rose turgescente s

; | 2300 rose claire turgescente | N

| 4h ; 4K 2,500 rose turgescente 1 e |

i | 208 | 2800 | rose turgescente | I __#

| 6h | 16 | 2,300 | rose turgescente N

L :P %7 , 2100 | rose turgescente I S

| 8h | 4 0 2400 rose turgescente __;______f.;_A |

15 | 2100 | rose turgescente s

| 10h | 12 | 2400 | rose turgescente 1 o+ ]

; 7 13 2700 rose turgescente s

| 10:30h = | 2,600 0 ro{ E__z:;gsce'wte ] + *‘ ]

7 | 2800 | rose turgescente I B

| 11h 1 | 1900 | rosefurgescente | |+ |

| 2 | 2,500 | rose Turgescente s

C12n | 11| 3400 | rosetugescente | < |

L 8 | 2500 | rose claire turgescente | |+

' 13h | 34 | 1800 | rose turgescente |+
1 29 | 2400 | = roseturgescente | + | |
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On a noté une relation entre 1’état morphologique de la vulve avant la saillie et le taux
d’acceptation du male (la réceptivité de la lapine). Comme 1’indique le tableau V, la plupart
des femelles ayant la vulve rose turgescente (14 lapines) ont accepté facilement
I’accouplement avec le premier male et probablement elles vont ovuler, cas des lapines n° 12,
13, 4 et 7 sacrifiées & 10h et 10h 30mn post-coitum.

A P’inverse, les femelles (n°8 et n°9) ayant une vulve rose claire et turgescente avaient
refusé I’accouplement avec le premier male mais 1’ont accepté avec le deuxiéme. La vulve
rose turgescente est donc une forte présomption d’cestrus mais pas une épreuve.

Nos résultats sont en accord avec les observations de Quinton et Egron, (2001) qui ont
démontré que 79% des femelles ayant la vulve rose turgescente acceptent facilement
I’accouplement.

Par ailleurs Theau-Clément et Roustan, (1992) montrent que la coloration et 1’état de la
vulve sont des indicateurs relativement fiables de la réceptivité des lapines nullipares. Ils
indiquent qu’en générale qu’aucune femelle & vulve blanche non turgescente n’accepte
I’accouplement.

IIL.2. Les coupes histologiques :

L’observation des coupes d’ovaires de lapines réceptives (R+) & Oh. p.c. montre que les
follicules secondaires et tertiaires sont présents (photol1), alors que 1’on observe seulement
un ou deux follicules cavitaires a partir de 2h. p.c. proches de I’épithelium ovarien (photos
12 et 13). L’ovocyte est central entour¢ de la zone pellucide et de la corona radiata qui est
reliée aux cellules de la granulosa par I’intermédiaire du cumulus oophorus (photos 14, 15).
A 2h. p.c. on note que la membrane basale est toujours intacte, et la lumiére des capillaires est
étroite. Les cellules de la granulosa sont étroitement liées les unes. A cette heure on n’observe
pas encore d’cedéme au niveau des théques.

Photo 11 : coupe d’ovaire de lapine réceptive Photo 12: coupe d’ovaire de lapine R+
(R+) sacrifiée Oh. p.c. Follicule tertiaire sacrifiée 2h. p.c. follicule cavitaire (Fc);
(FT); une partie d’un follicule secondaire Antrum (A). HE. GX40.

(FS) ; Ovocyte (o) ; Granulosa (G) ; Antrum

(A). HE. GX10.
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Photo 13: coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 14 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifié¢e 2h. p.c. Follicule cavitaire (Fc); sacrifiée 2h. p.c. Ovocyte (0); Corona
Epithélium ovarien (Ep). H.E. GX40. radiata (CR) ; Antrum (A). H.EE. GX40.

Photo 15 : coupe d’ovaire de lapine R+ sacrifiée 2h. p.c Ovocyte
(o) entouré de la zone pellucide (zp) et des longs prolongements
cytoplasmiques des cellules de la corona radiata (CR) ; Noyaux
(N) des cellules de la corona radiata. HE. GX100.

A 4 h p.c, I'ovocyte est toujours en position centrale (photos 16, 17,18). L’ovocyte
étant reli€ a la granulosa par le cumulus oophorus. On note que dans la région ou le gros
follicule est proche de I’albuginée, les cellules de I’épithelium ovarien qui normalement sont
prismatiques elles ont plutdt une forme arrondie et contiennent des granules intra
cytoplasmiques qu’on peut confondre avec celle du noyau de la cellule. Certaines cellules
présentent des cils au niveau apical.
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Photo 16 : Coupe d’ovaire de lapine R-+sacrifiée Photo 17: Coupe d’ovaire de lapine R+
4h. p.c. Follicule mature (Fm) ; Follicule tertiaire sacrifi¢e 4h. p.c. Follicule mature avec
(FT); Ovocyte central (o); Epithélium ovocyte central. H.E. GX40

ovarien(Ep). H.E. GX10.

Photo 18: Coupe d’ovaire de lapine R+ sacrifiée 4h. p.c.
Ovocyte entouré de la zone pellucide et des longs prolongements
des cellules de la corona radiata. H. E. GX40

Par ailleurs, dans la granulosa des follicules cavitaires on note la présence des corps
de Call et Exner (photos 19,20). Les capillaires sous la membrane basale et les larges
vaisseaux de la théque apparaissent dilatés et contiennent des érythrocytes (photo 21). Dés la
4™ heure, un léger cedéme est observé dans la théque interne. On constate 1’apparition
d’espaces vides entre la corona radiata et le cumulus oophorus et une dissociation entre les
cellules de granulosa.
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2

Photo 19: Coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 20: Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifi¢e =~ 4h. p.c.  Antrum  (A); sacrifiée 4h. p.c. Deux corps de Call et Exner
Granulosa(G) ; Corps de Call et Exner (CEx) au sein de la granulosa (G). HE.
(CEx); membrane basale (mb), théque GX100.

interne (thi) et externe (the). H.E. GX10.

Photo 21: Coupe d’ovaire de lapine R+ 4h. p.c. Antrum
(A) ; Granulosa murale (Gm) ; Capillaire (ca) Théque interne
(thi) ; partie d’un follicule secondaire (FS). H.E.GX40.

Plus tard a 6h. p.c. le nombre de gros follicules pré ovulatoires (photo 22), devient plus
important, ils sont proches de I’albuginée, tandis que le nombre de follicules tertiaires
diminue, ils sont remplacés a leur tour par les follicules secondaires qui apparaissent au milieu
de ovaire. Les cellules de la granulosa sont largement séparées par les espaces remplis de
liquide folliculaire et plusieurs cellules basales de la granulosa demeurent attachées a la
membrane basale par de longs processus cytoplasmiques, on observe un cedéme dans la
théque interne (photo 23).
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A 8 h, les fibroblastes de 1’albuginée semblent étre dissociés. Au niveau de 1’apex la
membrane basale d’un autre follicule parait détruite, de méme que les cellules de la granulosa
sont détachées de la membrane basale, la théque interne montre clairement un important
cdéme (photos 24, 25). On note que I’ovocyte est complétement détaché du cumulus

oophorus, il parait flotter librement dans le liquide folliculaire (photo 26).

Photo 22 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée 6hp.c. Follicule préovulatoire
(Fpr) ; Le follicule est totalement rempli de
liquide folliculaire, wune importante
dissociation des cellules de granulosa. Les
aires claires au niveau de I’apex (ap)
pourraient &tre les zones de rupture du
follicule. H.E. GX10.

Photo 24 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée 8h p.c. On note la dissociation des
fibroblastes de 1’albuginée (fia) ; Epithélium
ovarien(Ep) (Edéme dans la théque interne
(oe) ; cellules de la granulosa détachées de
la membrane basale ; Lumiére dilatée des
capillaires (ca). H.E. GX40
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Photo 23 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée 6h p.c. Epithélium ovarien (Ep),
cedéme (oe) dans la théque interne (thi).
Membrane basale intacte, capillaires (ca),
cellules de la gramulosa attachées sur la
membrane  basale par de  longs
prolongements cytoplasmiques (pcy). H.E.
GX100.

Photo 25: Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifié¢e 8h.p.c. Epithélium ovarien (Ep);
Albuginée (al); Cellules de la granulosa
détachées ; H.E.GX40
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Photo 26: Coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 27 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée 8h p.c. : ovocyte libre qui baigne sacrifiée 10h p.c. (Edéme (oe) dans la
dans le liquide folliculaire d’un follicule théque interne (thi); Lumiére trés dilatée
préovulatoire, .H.E. Gx10. des capillaires (ca) ; Erythrocytes (Er) ;

Absence de la membrane basale, et
cellules de granulosa libre dans !’antrum
(A).H.E. GX100

A 10 h, I’cedéme devient treés important au niveau de la théque interne et I’albuginée,
de méme que la lumicre des capillaires sous la membrane basale est tres dilatée, les
€rythrocytes sortent de ces capillaires et la membrane basale parait absente a certains endroits
envahis par ces érythrocytes. On observe également que les cellules de la granulosa sont
complétement détachées de la membrane basale, elles ne laissent que des débris
cytoplasmiques dans la lumiere, (photo 27).

On observe un gros follicule, dont le sommet est orient¢ en direction de la paroi
ovarienne (Photo 28), mais dans ce follicule comme celui qu’on a observé a 8h, les cellules de
la granulosa sont encore fixées a la membrane basale par de longs prolongements elles
paraissent intactes pour ce follicule qui n’est pas encore prét a se rompre. La lumiére de
capillaires est dilatée, on note la présence d’érythrocytes, (photo 29). De méme la théque
interne présente un important cedéme.

Dés 10h 30min, les follicules a différents stades de développement peuvent étre
identifiés. On a observé la présence de jeunes corps jaunes, avec une cavité large mais
absence de caillot sanguin (photos 30, 31), et un corps jaune jeune fraichement formé a
10H30 min, ot I’on remarque une forte hémorragie au sommet du follicule post ovulatoire.
Apres rupture des vaisseaux sanguins entourant les follicules. Par occasion certains follicules
ce sont rompus avant que ne débute 1’observation, il parait que les ruptures des follicules se
suivent a des courts intervalles de temps.

On estime qu’a 11H (photo 32), que ce follicule est a 30 min post ovulatoire. Il y’a
une immense invasion au niveau du sommet, parties basales et latérales d’érythrocytes
quittant la paroi des vaisseaux, et traversant la membrane basale de méme la migration de
polynucl€aires neutrophiles, (photo 33), des érythrocytes libres paraissent échapper a travers
la paroi des capillaires de la théque interne de la partie basale et passent entre les cellules de la
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granulosa (photo, 34), Sur le méme ovaire on observe un follicule déhiscent, ou la rupture a
eu déja lieu environ probablement 30min , apres la déhiscence une hémorragie se produit on
voit une cavité ronde et le point de rupture se ferme par un bouchon constitu€ par des cellules
folliculeuses et de liquide folliculaire, il est enserré par les théques revenues sur elles mémes.
En effet on note sur ce follicule déhiscent I’existence de quelques cellules de la granulosa
(photo 35).

La plupart des follicules rompus observés a 11h sont caractérisés par une invasion
d’érythrocytes venant des capillaires de la theque interne, pendant que les cellules de la
granulosa et celles de la théque interne ne sont pas encore luteinisées. De méme la membrane
basale, séparant la granulosa de la théque interne a été constatée fine, a certains endroits et
détruites dans d’autres. 12 & 13h aprés on a observé des corps jaunes totalement formé.

Photo 28: coupe d’ovaire de lapine Photo 29 : Coupe d’ovaire de lapine R+
R+sacrifiée 10h p.c. Gros follicule mature, sacrifiée a 10h p.c. Partie de la membrane
sommet tourné vers paroi ovarienne, ovocyte basale détruite. Noyaux des cellules de
central. H.E. G X40. granulosa (NG) Lumiére du capillaire (ca)

trés dilatée. Grand nombre d’érythrocytes.
(Edéme (oe) proéminent dans la théque
interne. H.E. GX100.

Photo 30: Coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 31: Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée 10h30 p.c. Jeune corps jaune (CJ), sacrifié¢ a 10h30 p.c. Jeune corps jaune (CJ) ;
Follicule tertiaire (FT). H.E. GX10. Follicule mature(Fm) le plan de coupe ne

montre ’ovocyte. H.E.GX10.
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Photo 32: Coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 33 : Coupe d’ovaire de lapine R+

sacrifiée a 11h p.c. Jeune corps jaune, présence sacrifiée 1lh.p.c. Sommet du jeune corps

d’hémorragie au niveau stigma du sommet. jaune (photo 32), Neutrophile (NT);

H.E.GX40. Fibroblaste (fi); Erythrocytes (E). H.E.
GX100.

e,
‘ )

Photo 34 : coupe d’ovaire de lapine R+ Photo 35 : Coupe d’ovaire de lapine R+
sacrifiée a 11h p.c. Partie basale de la sacrifiée 11h p.c. Follicule déhiscent.
théque interne, présence de neutrophiles H.E.GX40.

(NT) dans la lumiére des capillaires.

H.E.GX100.
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Discussion:

L’ovulation chez la lapine a été décrite pour la premicre fois par Heape (1905), elle est
seulement induite par le coit. Cependant un faible pourcentage d’ovulation a été observées
chez des femelles a la suite d’une stimulation mécanique du vagin et/ou du cervix (Hammond
et Asdell, 1926 ; Hulot et Poujardieu, 1976). Elle peut survenir sans I’intervention du male a
la suite d’une excitation sexuelle sans pénétration vaginale (Hammond, 1925 ; Brook, 1937 ;
Templeton, 1952). Les travaux de (Hulot et Poujardieu, 1976) ont montré que 1’injection
d’hormones exogeénes, chorioniques ou hypophysaires, induisaient chez des femelles
nullipares la ponte ovulaire de fagon automatique. L’importance de cette décharge en
hormones hypophysaires conditionne la libération par le tissu interstitiel de ’ovaire de la 20
Dihydroprogesterone (LH), (Hilliard et al. 1969) qui intervient dans la rupture folliculaire en
induisant un amincissement de la paroi du follicule dans les heures qui suivent sa décharge
(LH) (Bjersing et Cajander, 1974).

Les études des remaniements morphologiques et cytologiques aboutissant a la rupture
folliculaire ont été réalisées sur des coupes d’ovaires de lapines au microscope optique et
beaucoup plus en microscopie électronique par induction de 1’ovulation par I’'HCG , (Heape,
1905 ; Walton et Hammond, 1928 ; Staples, 1965, Cajander, 1974 ; Bjersing et Cajander,
1975), mais beaucoup d’auteurs ont exploré le mécanisme de I’ovulation plutdt par des études
in vitro (Kobayashi ef al. 1981 ;Testart ef al. 1983 ;Thébault ef al. 1983).

Dans notre étude les lapines locales sont saillies naturellement, celles qui ont accepté le
male apres une ou deux tentatives, sont réceptives, et prennent la position en lordose ce qui
permet au male de les chevaucher facilement. Selon (Lebas, 1986) chez le lapin
l'accouplement est un comportement qui se déroule dans un laps de temps trés court. Si la
lapine qui est présentée a un maéle est réceptive, la saillie proprement dite commence en
général 10 a 15 secondes apres l'introduction de la femelle dans la cage. L'éjaculation dure
une demi-seconde. Immédiatement apres 1'éjaculation, le méle se rejette en arriére et le plus
souvent émet un cri caractéristique.

Au moment de 1’accouplement, les lapines réceptives ont de nombreux follicules
primaires, secondaires et tertiaires, mais peu de follicules cavitaires. L’ovocyte central est
entour¢ de la zone pellucide et de la corona radiata, reliée aux cellules de la granulosa par le
cumulus oophorus. La membrane basale des follicules cavitaires parait intacte et la lumiére
des capillaires sub-jacents, étroite. quatre heures aprés, la taille et le nombre des follicules
cavitaires augmente, les cellules de la corona radiata commencent & émettre des
prolongements cytoplasmiques. De plus, on assiste, ainsi que ’ont observé Okuda et al,
(1983), a un début de dilatation des capillaires périfolliculaires et sub-jacents a la membrane
basale, suivi de I’apparition d’un cedeme au niveau de la théque interne tel que décrit par
Cherney et al (1975). Six heures apres ’accouplement, /'antrum est trés important repoussant
I’ovocyte en position excentrée et les cedémes s’intensifient dans la théque interne. Huit
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heures apres la saillie, I’ovulation se prépare. En effet, les ovocytes entourés de quelques
cellules filiformes de la corona radiata, sont généralement libres dans le liquide folliculaire, a
ce stade la membrane basale s’amincit et un ou plusieurs apex apparait a la périphérie de
I’ovaire. Deux heures apres, I’extréme dilatation des capillaires autorisent le passage des
érythrocytes. La premiére ovulation est observée a dix heures 30 p-c., I’hémorragie est visible
au niveau du stigma du follicule rompu. Toutes les lapines observées douze heures apres
I’accouplement ont ovulé.

Sur les coupes histologiques d’ovaires de lapines sacrifi¢es on a pu observer que

I’épithélium ovarien est composé de cellules cylindriques qui se transforment par endroits en
cellules arrondies selon qu’on soit au voisinage d’un follicule immature préantral ou
préovulatoire prét a se rompre. Les changements ultra structuraux au niveau des cellules de
I’épithélium ovarien (inclusion intracytoplsmiques) ainsi que ceux du follicule de De Graaf
en phase préovulatoire sont accessibles seulement a la microscopie électronique cependant il
est difficile de les mettre en évidence en microscopie optique (Young, 1961; Asdell, 1962).
Le microscope électronique (Cajander, 1976 ; Bjersing et Cajander, 1974) a démontré que la
présence de ces granules €tait importante dés 4H post coitum. 1ls augmentaient en nombre et
montraient un maximum d’accumulation entre 8 -10 h. Environ deux heures avant la rupture
folliculaire, ces derniers se vidaient et leur contenu était expulsé dans la tunique albuginée
sous-jacente en engendrant la dégénérescence des fibroblastes ainsi que la désintégration des
fibres de collagene Cajander, (1976).Ces observations supportent 1’idée que du matériel
lysosomal contenu dans les granules contribue a la rupture de la surface épithéliale. Avant la
disparition de ces demniers, ils deviennent moins denses révélant une fine matrice fibrillaire
(Bjersing et Cajander, 1975). Selon (Espey et Lipner, 1965) il est possible que ces granules
intra cytoplasmiques soient la source d’enzymes protéolytiques comme la collagénase
pouvant induire la rupture folliculaire.
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Conclusion

Le suivi de la cinétique folliculaire au cours de 1’ovulation, dans les ovaires de lapines
nullipares nous a permis d’observer I’activité continue des ovaires durant tous les intervalles de
temps étudi€s (de Oh a 13h). En effet on a observé la présence des follicules ovariens a différents
stades évolutifs. Le nombre de follicules primordiaux primaires et secondaires est trés élevé par
rapport a celui des follicules tertiaires, bien que ces demniers soient en évolution rapide pour
atteindre un nombre considérable dans les derniéres heures étudiées.

Immédiatement apres la déhiscence (10h30mn & 11h) la paroi folliculaire affaissée se
plisse fortement, sa cavité rétrécie est remplit en partie, par un peu de liquide folliculaire, en
partie par le caillot sanguin issu de la rupture des vaisseaux de la théque interne c’est le corps
jaune qui se trouve en méme temps que d’autres follicules qui ne sont pas encore rompus ce qui
signifie que la rupture des follicules n’est pas simultanée.

Ces résultats confirment donc que chez la lapine réceptive, ’ovulation induite par
’accouplement, se produit dés 10h30 post-coitum et que ses ovaires sont en activité sexuelle
continue.

Enfin, nous souhaitons au travers de ce modeste travail pouvoir réaliser un petit pas envers la
maitrise de la reproduction chez la lapine. Néanmoins, d’autres travaux sont nécessaires, pour
I’approfondir et le compléter.

Perspectives et recommandations

Afin de mieux comprendre le moment et le mécanisme de I’ovulation chez la lapine
population locale une série d’examens sont & prévoir :

ff Dosage hormonal (cestrogénes, progestérone, FSH et LH) a des intervalles de temps
allant de Oh & 12h aprés la saillie.

ft Etudes des effets de I’administration des hormones (PMSQG, GnRH, FSH, hCQG)

f FEtude des facteurs extérieurs (photopériodisme, température...etc.) et leur impacte
sur la réceptivité, fertilité, productivité... etc.
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Annexes 1: clapier de la station expérimentale.
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Annexes 2 : sale de maternité au nivaux du clapier
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Annexes

Annexe 6 : microscope a appareil photo intégrée, Motic BA 200).
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