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LISTE DES ABREVIATIONS

AA: Acide Aminé

Ach:Acétylcholine

ACN:Acétonitrile

APS:Ammonium Persulfate
BCA:AcideBicinchoninique

BSA: Bovin SerumAlbumin

Cas : Caséine

CEM : cellules épithéliales mammaires

°D : Degré Dornic

Da : Dalton

DA: Dopamine

EGF: Epidermal Growth Factor

GABA:Acide Gamma-Aminobutyrique

GH: Growth Hormone

GMQ : Gain Moyen Quotidien

HES : Hématoxyline Eosine Safran

HPLC: High-performance liquid chromatography
IA :InséminationAtrtificielle,

IGF-1:Insulin Growth Factor-1

lleu : Isoleucine

INRA : Institut National de Recherche Agronomique
ITELV: Institut Technique des Elevages
ITMAS : Institut de Technologie Moyen Agricole Spécialisé
kCal/kg : kilo Calorie

kDa : kilo Dalton

L1 : 1% jour de lactation,

L21 : 21°™ jour de lactation

LC-MS : Chromatographie en phase Liquide couplée a un Spectrometre de Masse
Leu : Leucine

MB : Mise bas

2-ME : 2- Mercapotoéthanol

MN: Mort-nés

MO : Microscopie Optique

Moy. : Moyenne

MW : Marqueur de poids moléculaires
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Introduction

La cuniculture en Algérie suscite un vif intérét, que ce soit, par le secteur privé ou étatique.
Plusieurs élevages s’installent, des unités de productions d’aliments industriels se créent et la
viande de lapin est de plus en plus proposée dans les marchés urbains. Les élevages cunicoles
sont confrontés a un probléme de mortalit¢ des lapereaux en période d’allaitement. Ce
probleme représente un véritable frein au développement de la filiere cunicole en raison des

pertes financieres qui en résultent.

En Algérie, bien que les populations locales de lapins existent et soient bien adaptées aux
conditions climatiques, leur prolificité et leur poids sont trop faibles. Une collaboration entre
I'INRA et I’'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, ayant comme finalité 1’amélioration
de la cuniculture, existe depuis de nombreuses années. Dans ce cadre, une souche «
synthétique » (SS) issue de I'insémination de femelles d'une de ces populations locales par de
la semence de males de la souche INRA 2666 a été développée (Gacem et Bolet, 2005 ;
Gacem et al., 2008). Une comparaison des performances de reproduction des lapines
appartenant aux deux types génétiques élevés dans la région de Tigzirt, a savoir le lapin de
population blanche (PB) et de souche SS a montré une supériorité de cette derniere pour les
caracteres « prolificité a la naissance » et « poids des lapines et des portées nées » (Zerrouki et
al., 2014 ; Lebas et al., 2010). Cependant la productivité au sevrage dans la SS, exprimée en
nombre de lapereaux sevrés par femelle et par portée et/ou par an s’aveére trés faible surtout en
période estivale. Ces faibles productivités sont liées a une forte mortalité (18% chez les
lapines de la population blanche, 12% chez les lapines de souche synthétique) durant la phase
d’allaitement (Zerrouki et al., 2014 ; Chibah-Ait Bouziad et al., 2014).

Afin d’identifier les causes de cette forte mortalité, des études portant sur I’évaluation
quantitative de la fonction lactée des lapines ont été réalisées. Elles ont essentiellement porté
sur I’évaluation quantitative de la fonction lactée des lapines (Zerrouki et al., 2012 ; Chibah-
Ait Bouziad et al., 2014 ; Chibah-Ait Bouziad, 2016). L’aspect qualitatif en rapport avec la

mortalité des lapereaux sous la mere n’a en revanche jamais été exploré.

Notre travail s’inscrit dans un projet de collaboration franco-algérien, réalisé dans le cadre du
partenariat Hubert Curien (TASSILI). La partie algerienne a été réalisée dans le cadre des
activités de I’équipe de recherche dirigée par Mme Nacira ZERROUKI au niveau du
laboratoire Ressources naturelles de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. La partie

francgaise a été réalisée au sein des equipes « Génomique Fonctionnelle et Physiologie de la
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Glande Mammaire », sous la direction de Mme Madia CHARLIER et « Lait Génome et
Santé », sous la direction des Ms. Patrice MARTIN et Guy MIRANDA (INRA, UMR
1313GABI, Jouy-en-Josas).

L’objectif de cette thése consiste a apporter des €léments de réponse face aux problémes de
mortalit¢é en s’appuyant sur une évolution de la mortalité des lapereaux en période
d’allaitement en rapport avec les aspects qualitatif de la production laitiére dans un élevage
comprenant les lapines de la population blanche et les lapines de la souche synthétique. Cette
these comprend deux parties principales :

-la premiére partie présente une synthese des connaissances sur la lactation chez la lapine avec un
rappel de quelques particularités de la reproduction, de la composition du lait et des facteurs
déterminant ses variations chez la lapine ;

-la deuxiéme partie est consacrée aux cing expérimentations menées, en décrivant précisément le
matériel et les méthodes utilisés, en présentant et discutant les résultats obtenus et enfin, en

concluant sur les apports généraux de la these.
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Chapitre I : Caractéristiques de la cuniculture en Algérie

1- Généralites sur le lapin

1-1-Historique

Originaire du sud de I'Europe et de I'Afrique du Nord, le lapin sauvage, Oryctolagus
cuniculus, aurait été « découvert » par les Phéniciens lors de leur prise de contact avec
I'Espagne vers I'an 1000 avant J.-C. Des le 16e siecle, on connait plusieurs races de lapins,
premier signe d'un élevage contrdlé, remontant ainsi la domestication du lapin a la fin du
Moyen Age. Au début du 19e siécle, I'élevage du lapin en clapiers se développe dans toute
I'Europe occidentale, en milieu rural mais aussi chez les ouvriers des banlieues. A cette méme
époque, le lapin est disséminé dans le monde entier par les Européens, la ou cela n'avait pas

encore été réalisé, comme en Australie et en Nouvelle-Zélande.

1-2-Systématique
D’apres Linné (Animaliumspecierum1759), le lapin domestique se situe dans la classification

taxonomique suivante (Figure 1) :

-Regne: Animal
-Embranchement: Vertébrés

-Classe; Mammifeéres

-Ordre: Lagomorphes
-Famille: Léporides (lievre et lapin) Figure 1 : Le lapin (Oryctolagus cuniculus).
-Genre: Oryctolagus

-Espéce: Oryctolaguscuniculus

2- Les atouts de I’élevage du lapin

La prolificité et la vitesse de croissance sont des critéres spécifiques au lapin,tout comme la
qualité de sa viande. En moyenne, une lapine conduite en mode de reproduction intensif
parvient a mettre bas 10 a 11 fois par année. Avec des tailles de portées de 11 a 12 lapereaux,
une femelle peut donner naissance a 100 voire130 lapereaux par an (Rossilet, 2004).D’apres
Lebas et al., (1996), en mode semi intensif, la lapine produit de 40 a 50 petits par an
représentant 60 a 65 kg/lapine/an. A titre de comparaison, chez le bovin et [’ovin

respectivement les femelles ne produisent 0,6 et 1,4 petits par an (Koehl, 1994).

Suivant le degré d’intensification pratiqué, la période d’engraissement du lapin est

relativement courte (1 & 2 mois). De plus, le lapin permet de valoriser au mieux les fourrages



Chapitre I : Caractéristiques de la cuniculture en Algérie

et les sous-produits de 1’agriculture et de 1’industrie, contrairement aux volailles qui

consomment des céréales.

Apres le poulet, le lapin se place en seconde position en termes d’efficacité de transformation
protéique. En effet, ’organisme du lapin fixe 20% des protéines contenues dans sa ration
alimentaire sous forme de viande maigre. De plus, la composition biochimique de la viande
de lapin particulierement en matiere grasse (5 + 3,3%) et en protéines (21 + 1,5%) place cette

derniére devant les viandes de beeuf, mouton, poulet et dinde.

Elle présente un ratio protéine/énergie intéressant dans le contexte de limitation des apports
caloriques (Combes, 2004). Par ailleurs, sur le plan économique, la production d’une viande
d’une telle qualité nutritionnelle, diététique et organoleptique demande un investissement et

des frais de main d’ceuvre peu élevés comparés aux autres productions carnées.

L’ensemble de ces atouts font du lapin une espece d’intérét économique majeur. Il représente
en effet une opportunité trés pertinente pour le développement des petits élevages, en
particulier dans le cas des pays en voie de développement, ou les protéines animales sont

difficiles a produire.

3- Elevage du lapin dans le monde
En perpétuelle évolution, la production mondiale de viande de lapin a été estimée a 1 841000
tonnes de carcasses (Lebas et Colin, 2000), alors qu’en 1984, elle était estimée a 1 million de

tonnes.

Plus de la moitié de la production (52,9 %) provient de I’Europe ou la demande est tres forte,
suivie par 1’Asie avec 30,8 % dont la grande partie revient a la Chine qui se place au premier
rang mondial avec 417 000 tonnes de carcasses par an. L’ Afrique en produit 10,8 % dont 60,8
% proviennent de I’Afrique du Nord (15000 tonnes/an pour 1’Algérie) (Gidenne, 2007)
(Figure 2).
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Figure 2 : Production cunicole mondiale (tonnes/an) (Gidenne, 2007).

La consommation de viande lapin est répartie de maniere irréguliere a travers le monde. En
effet, la consommation la plus élevée est enregistrée en Europe avec 1,7 kg/an/habitant.
L’Afrique du Nord arrive en troisieme position avec 0,66 kg de viande

consommeée/an/habitant (Figure 3).
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Figure 3 : Consommation mondiale de viande de lapin (kg/habitant/an) (Gidenne, 2007).

4-Elevage du lapin en Algérie

L’¢levage cunicole a longtemps été délaissé. Entre 1985 et 1988, il y a eu une tentative
d’intensification basée sur un cheptel exotique, avec 1’objectif d’atteindre 5000 tonnes/an.
Néanmoins, cette action a échoué en raison de la méconnaissance de 1’espéce cunicole ainsi
que le faible niveau technique des éleveurs. La fragilit¢ du cheptel importé (hybrides), la
déficience en cellulose de 1’aliment utilisé et I’absence de batiments d’¢levage adéquats ont
également contribué a cette situation. Suite & cet échec, le développement de 1’élevage

cunicole s’est orienté vers une démarche plus rationnelle et progressive, tenant compte de la
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situation des éleveurs déja en exercice et de leurs préoccupations techniques et économiques.
Dans ce sens, les programmes de développement de la cuniculture lancés dans les wilayas de
Tizi Ouzou et de Constantine, respectivement en 1997 et 2000, dans le cadre de I’emploi de
jeunes et de I’agriculture de montagne, ont permis I’obtention de résultats trés encourageants
grace a une assistance soutenue des services techniques agricoles et de 1’Institut Technique

des Elevages.

Actuellement, les éleveurs utilisent a la fois des souches importées et des populations locales
afin d’équilibrer leurs rendements. En parall¢le, des travaux de recherche sur les raceslocales
delapin menés par 1’université et I’'ITELV, ont permis d’enregistrer de bonnes performances
zootechniques(reproduction et croissance), trés prometteuses pour certaines, comparativement

aux résultats obtenus avec les souches exotiques (Feliachi, 2003).

4-1-Especes cunicoles en Algérie

Les espéces cunicoles en Algérie sont représentées par la famille taxonomique des Iéporidés,
qui integre les lapins domestiques (Oryctolagus cuniculus domesticus) et les lievres (Lepus
capensis) ou " le lievre brun™ dont le phénotype résulte des croisements parfois volontaristes,
basés sur la recherche de caractéres de performances, avec des races étrangeres introduites en
Algérie, au cours des années 70, dans le cadre de projets de développement rural (le Blanc
Néo-zélandais, le Fauve de Bourgogne, le Géant des Flandres, le Californien et méme le
Géant d'Espagne). Ce processus a été aggravé par I’introduction, entre 1985 et 1989, des
reproducteurs sélectionnés, (hybrides comme Hyla et Hyplus), destinés aux élevages intensifs
(Berchiche et Kadi, 2002; Ferrah et al., 2003; Othmani-Mecif et Benazzoug, 2005; Zerrouki,
2006).

Selon Berchiche et Kadi (2002), le résultat de ces introductions aléatoires fut un mélange
anarchique et la disparition du lapin originaire dans certaines régions (La Kabylie).De plus, la
tentative d’introduction et d’intensification de 1’élevage du lapin a échoué¢ en raison de
nombreux facteurs dont la méconnaissance de I’animal, l'absence d'aliment industriel adapté
ainsi que l'absence de programme prophylactique. Apres cet échec, la stratégie de
développement de cette espéce s’est basée sur la valorisation du lapin des populations locales
(Gacem et Bolet, 2005).
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4-1-1- Population locale : le lapin Kabyle

En Algérie, une population kabyle du lapin a été le sujet de plusieurs études essentiellement
zootechniques (Tableau 1). Appartenant a la population locale de la Kabylie (région de Tizi
Ouzou), c'est un lapin caractérisé par un poids adulte moyen de 2,8 kg, valeur permettantune
classification dans le groupe des races légéres, comme les lapins Hollandais et Himalayen
(Zerrouki et al., 2001 ; Zerrouki et al., 2005 ; Zerrouki-Daoudi., 2006 ; Zerrouki et al., 2007).

Tableau 1 : Syntheése bibliographique portant sur les poids vifs obtenus pour le lapin Kabyle
a différents ages.

Classe | (Jeunes) Classe Il (Adultes)
Age (Semaine) Poids (kg) Poids (kg) Références
13 1,800 - Fettal, Mor et Benachour (1994)
1-2 1 S;OO 3’(200 Zerrouki et al., (2001)
13 1,926 . Berchiche et Kadi, (2002)
15 2,290 2,810 Lakabi et al., (2004)
- - 2,890 Zerrouki et al., (2005)
12 2,03 - Zerrouki et al., 2006 ; 2007 ; 2008 ; 2009

Présentant une bonne adaptation aux conditions climatiques locales, cette population est
principalement utilisée dans la production de viande, néanmoins sa prolificité et son poids
adulte sont trop faibles pour étre utilisables en 1’état dans des élevages de chair a réel potentiel
économique. La productivité numérique enregistrée chez les femelles de cette population est
de l'ordre de 25 & 30 lapins sevrés /femelle /an (Berchiche et Kadi, 2002 ; Gacem et Bolet,
2005; Zerrouki et al., 2005).

4-1-2- Population blanche (PB)

La population blanche algérienne est issue des programmes de développement de la filiére
cunicole. En effet, durant les années 70, 1’ Algérie a importé quelques individus de races pures
(Néo-Zélandais, Californiens, Fauve de Bourgogne) élevés a la coopérative de Draa Ben
Khada. Durant les deux années 1985 et 1986, un autre programme a été lancé. Une
importation de I’hybride « Hyplus » commercialisé par Grimaud freres (France) a été initiée
au centre par ’ORAC, a I’ouest par ’ORAVIO et a I’est par ’ORAVIE. Cette population, de
phenotype albinos dominant, est décrite comme plus prolifique et de poids plus important que

la population kabyle locale précédemment décrite (Zerrouki et al., 2007).

4-1-3-Souche synthétique (SS)

Une collaboration entre I'INRA, I'ITELV et I'universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou,
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ayant pour finalit¢é 1’amélioration de la cuniculture en Algérie, a produit une souche
synthétique de lapins . Ces animaux sont issus de I'insémination de 81 femelles de population
locale par la semence de males de la souche INRA 2666 France (Gacem et Bolet, 2005 ;
Gacem et al., 2008).La souche 2666 a été sélectionnée a I’INRA de Toulouse pour sa
prolificité (9 lapereaux nés vivants par mise bas et 7,52 sevrés) et parce qu’elle posséde un
poids adulte sensiblement plus élevé ainsi qu’une une meilleure aptitude a la croissance que la
population locale algérienne (4,2 kg adulte, vitesse de croissance de 35-37g/jour dans les
conditions francaises) (Lebas et Zerrouki, 2010).Cette souche est elle-méme une souche
synthétique crée a partir de la Souche INRA 2066 a I’origine des hybrides commerciaux
francais (lignées maternelles) et de la Linea Verde espagnole, sélectionnée & Valence, pour
son aptitude a la reproduction en conditions chaudes (Lebas, 2007 ; Bolet et al., 2012).

4-2-Performances zootechniques des especes cunicoles en Algérie

4-2-1-Performances de reproduction

Les lapines de la souche synthétique ont un poids plus important au moment de la saillie que
les lapines des populations blanche et locale. Les écarts de prolificité observés montrent
également une nette supériorité de la souche synthétique en comparaison avec les deux autres
types genétiques (Tableau 2) (Gacem et al., 2009 ; Lebas et al., 2010 ; Zerrouki et al., 2014).

Tableau 2 : Synthése bibliographique des performances de reproduction évaluées sur trois
types génétiques de lapines (Gacem et al., 2009 ; Lebas et al., 2010 ; Zerrouki

etal., 2014).
Souche synthétique PE?:A?ES” Population locale
Poids de la femelle a la saillie (g) 3633° 3434° 3278°
Taux d'acceptation de saillie (%) 64,5 69,2 6
Taux de fertilité (%) 51 52 51
Taux de mise bas 9,5° 7,42 6,75°
Nés totaux/mise bas 8,74° 6,84 6,23°
Sevrés/Sevrage 7,08 6,09 5,45°
Poids indiv.Naiss. (g) 54° 62° 61°
Poids indiv. Sevrage (g) 553" 554° 565°

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b, c) sont différents (p<0,05).

4-2-2-Performances de croissance
En raison des performances de croissance modestes pour les trois types génétiques, le sevrage
s’effectue entre 30 et 35 jours d’age. Les lapereaux pesent alors entre 450 a 600 g et entament

leur engraissement (Berchiche et al., 2012).
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A T’abattage, soit entre 77 et 84 jours, le poids vif observé est inférieur au poids souhaité
puisque, les lapins de population locale pesent entre 1500 et 1970g, par rapport aux 2 kg
escompteés. Cette insuffisance pondérable est peu appréciée par le consommateur, en référence
au poids du lapin hybride plus lourd (2,4 kg), au méme age. La prolongation de la duree
d’engraissement d’une semaine (84jours), permet une amélioration du poids vif. Le poids
optimum est mis en évidence a 77 jours (55% du poids adulte) pour ce lapin de population
locale peu connu & un niveau rationnel ce qui a incité les expérimentateurs a multiplier les
essais pour déterminer la période favorable pour 1’abattage. L’ensemble des essais réalisés a

confirmé la lenteur de la croissance du lapin de population locale qui est d’un petit format.

La vitesse de croissance moyenne se situe entre de 24 a 32 g/jour pour les lapins de
population locale et de souche synthétique. En revanche, les lapins de population blanche, ont
un poids vif a 1’abattage qui atteint et parfois dépasse 2 kg. Leur croissance est améliorée,
particulierement lorsque leur aliment est de bonne qualité nutritionnelle. La vitesse de
croissance alors observée lors de ces essais se situe entre 35,6 a 38 g/j (Tableau 3) (Berchiche
etal., 2012).

Tableau 3 : Synthese bibliographique des performances de croissance évaluées sur trois types
génétiques de lapines : population locale, population blanche PB et la souche
synthétique SS (Berchiche et al., 2012).

1) ) ©) (4) (5) (6)
Population Population PB PB PB SS
locale locale ITMAS/ Eleveur/ Djebla/ ITELV
UMMTO ITELV UMMTO UMMTO UMMT
0]

Poids vif (g) a 5 semaines 453 621 + 208,4 564 445 590,86 -
Poids vif (g) & 11 semaines) 1975,83 1433 + 277,7 1909 1997,21 + 24571 | 2199,57 | 1506 +14
Poids vif (g) a12 semaines 2157,39 1576 £ 311,1 2011 2506,5 2506,5 -
GMQ (g) 5-11 31,11 25,33£1,9 - 36,8 38,30 2405
GMQ (g) 5-12 30,49 26,68 £ 9,5 32,05 37,56

(1) Berchiche et al., 2000 ; (2) Chaou, 2006 in Mefti- Kortby 2010 ; (3) Lounaouci et al.,2014; (4) Lakabi 2009

(5) Kadi et al., 2011 ;(6) Gacem et al., 2008 et 2009. GMQ : Gain Moyen Quotidien

4-3- Mortalité des lapereaux

4-3-1- Définitions

La mortalité des lapereaux peut survenir a différents stades eévolutifs du cycle de reproduction
de la lapine, notamment au cours de la gestation et de la période d’allaitement (Abdelli,
2016). La réduction de la taille des portées a la mise bas peut étre associée a la mortalité

embryonnaire et feetale des laperecaux. On parle de la mortalité prénatale (Theau-Clément et



Chapitre I : Caractéristiques de la cuniculture en Algérie

Poujardieu, 1994 ; Fortun-Lamothe et Bolet, 1995).En revanche, la mortalité périnatale ou
mortinatalité est définie le nombre de lapereaux retrouvés morts a la naissance et représente le
rapport entre le nombre des nés-morts et celui des naissances (Poigner et al., 2000 et Szendrd,
2000).

Les plus forts taux de mortalité sont signalés au cours de la phase d’allaitement, il s’agit
précisément des pertes enregistrées durant naissance-sevrage. Ces forts taux de mortalité sont
liés aux difficultés d’adaptation des lapereaux au passage de la vie feetale intra utérine (milieu
thermorégulé) et a ’existence autonome qui est un énorme challenge incluant le transition

alimentaire (Combes et al., 2013a).

En dehors des problémes pathologiques, les pertes des lapereaux ont des causes
diverses :d’une part des facteurs intrinséques liés a la génétique de I’animal,a 1’état
physiologique de la lapine (Fortun-Lamothe et Lebas, 1994 ; Fortun-Lamothe et Mariana
1998 ; Zerrouki et al., 2005 ; Verrier et al., 2009), la parité (Hulot et Matheron,1981 ; Afifi et
al., 1992 ; Bolet et al.,2007 ; Zerrouki et al., 2007) et a ses aptitudes (quantité et qualité du
lait) laitieres (Lebas, 1974 ; Rashwan et Marai, 2000 et Zerrouki et al., 2003).

D’autre part, plusieurs travaux de recherche impliquantdes facteurs extrinseques tels que le
poids a la naissance (Coureaud et al., 2000 ; 2003 ; Coudert et al., 2003 ; Maertens et
al.,2006a) , la taille de la portée (Perrier et al., 2003 ; Bolet et al., 2007 ; Garreau et al.,2008 ;
Layssol-Lamour et al.,2009 ; Chibah-Ait Bouziane et al., 2014), le comportement de la mére
a la mise bas(Abedelli, 2016),1’alimentation des lapereaux (quantité et qualité) (Lebas, 2002 ;
Fortun-Lamothe et Gidenne, 2003 ; Gyovai et al., 2012 ; Orengo et Gidenne, 2007;Combes et
al., 2013b) ainsi que la saison de mise bas sont mis en cause(Finzi,1989 ; 1990 ; Khalil et
Khalil, 1991 ; Marai et al., 2002 Kpodekon et al.,2006 ; Zerrouki et al., 2007).

4-3-2- Mortalité dans les élevages cunicoles Algériens

La rentabilité économique d’un élevage cunicole dépend, entre autres, du taux de mortalité et
de la croissance des lapereaux. Les taux de mortalité les plus importants s’observent de la
naissance au sevrage avec des proportions pouvant atteindre 60% (Belhadi et al., 2002). Ces
pertes enregistrees peuvent aboutir a la disparition, soit de quelques lapereaux, soit de la
portée entiere (Lebas, 1974; Coudert, 1982; Zerrouki et al., 2003 ; Zerrouki, 2006 ; Lebas et
al., 2010).

10



Chapitre I : Caractéristiques de la cuniculture en Algérie

A grande échelle, le probleme de la mortalité dans les élevages représente un véritable frein
au développement de la filiere cunicole en Algérie. A cet effet, plusieurs travaux
d’investigation ont été réalisés afin d’apporter des éléments de réponse en vue de limiter ces

pertes enregistrées.

La synthese des différents des travaux entrepris (Zerrouki et al., 2005 ; Zerrouki, 2006 ; Saidj,
et al., 2013 ; Mefti-Kortby, 2012 ; Gacem et al., 2009 et 2008) indique que les populations
locale et blanche, présentent respectivement de forts taux de mortalité notamment a la mise
bas ainsi qu’en période péri-sevrage. En revanche, chez les lapines de la souche synthétique,

on observe moins de pertes que dans les populations blanches et locales (Tableau 4).

Tableau 4 : Synthese bibliographique portant sur la mortalité des lapereaux au sein des
populations blanche, locale et la souche synthétique.

1) ) ®) (4) 5)
Population Population Population Population Souche
locale locale blanche blanche svnthétique
UMMTO ITELV Djebla Djebla yhthetig
A la naissance (%) 16 11,43 7,3 13 11,3
Naissance-sevrage (%0) 14 37,32 15,7 33 17

(1) Zerrouki et al., 2005; (2) Saidj, 2006 in Mefti- Kortby et al., 2010 ; (4) Yami- Cherfaoui, 2012 ; 2015; (4)
Zerrouki et al., 2008 ; (5) Gacem et al., 2009 et 2008.

En dépit de la vulnérabilité des lapereaux liée a leur relative immaturité et aux besoins
alimentaires spécifiques, le lapereau dispose d’un certain nombre d’aptitudes
comportementales et physiologiques qui lui permettent d’améliorer sa survie. La réponse a la
phéromone mammaire, le comportement de coprophagie au nid, I’adaptation de son systeme

digestif a la transition alimentaire constituent certains de ses atouts (Combes et al., 2013b).
Le lapereau présente donc une certaine fragilité, mais dispose également de capacités

d’adaptation qu’il convient de mettre a profit afin de limiter les pertes enregistrées au sein des

élevages cunicoles.
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Chapitre I1: La reproduction chez la lapine

La lactation est considérée comme la suite naturelle de la gestation dans la mesure ou il existe
un fond commun d’hormones qui président la gestation et qui régulent la lactation (Martinet
et Houdebine, 2006). C’est dans cette optique, qu’un rappel de quelques caractéristiques de la

reproduction chez la lapine s’impose avant d’aborder la fonction de lactation.

1-Particularités de la reproduction chez la lapine

La lapine est une femelle polytoque ayant une durée de gestation de 31 jours et dont
I'ovulation est induite par I’accouplement. Contrairement a de nombreux mammiferes, elle ne
présente pas d’ancestrus post-partum (Theau-Clément, 2008), mais est, a l'inverse, tres

réceptive dans les heures qui suivent la parturition.

La réceptivité de la lapine décroit pour atteindre un minimum a 3-4 jours de lactation, puis
augmente de nouveau progressivement jusqu’a 12-14 jours de lactation ; toutefois elle ne
retrouve son état initial qu’apres le sevrage (Fortun-Lamothe et Bolet, 1995). L’éleveur peut
donc choisir lui-méme le rythme de reproduction de son élevage. Les femelles peuvent
accepter 1’accouplement, pour la premicre fois, vers I’age de 10 a 12 semaines, mais cet
accouplement n’entraine pas encore 1’ovulation (Lebas, 2002). Vu I’absence de cycle estrien,
il est difficile de définir 1’age a la puberté qui dépend particulierement de la race. En effet, la
précocité sexuelle est meilleure chez les races de petit ou moyen format (4 & 6 mois) que chez
celle de grand format. La maturité sexuelle dépend également, du développement corporel : la

précocité est d’autant plus grande que la croissance a été rapide.

1-2-Différenciation sexuelle

Dans I’espéce cunicole, la différenciation sexuelle, se met en place dés le 16°™ jour post-
fécondation. Chez la lapine, les divisions ovogoniales commencent au 21°™ jour de la vie
feetale et se poursuivent jusqu’a constituer le stock définitif d’ovogonies. A la naissance, ces
divisions cessent et laissent place a 1’ovogenése : les premiers follicules primordiaux sont

formés dés le 13°™ jour aprés la naissance et les premiers follicules & antrum vers 65-70 jours.

1-3-Age de mise en reproduction

L’age de mise en reproduction s’effectue lorsque la femelle atteint 75% a 80% de son poids
corporel adulte (Lebas et al., 1986). C’est autour de ce poids que la maturité sexuelle est
atteinte, le plus souvent de 16 a 18 semaines d'dge. Rommers (2004) constate que

I’optimisation de la maturité sexuelle est le résultat d’une premiere insémination ou d’une
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saillie retardée dans le but dobtenir des femelles plus lourdes avec plus de réserves
corporelles en termes de protéines et de lipides. Toutefois, le report de la premiére
insémination a un age plus avancé conduit a la formation de dépdts excessifs de graisses chez
les femelles, ce qui peut engendrer des problémes sanitaires et de reproduction. En effet, une
augmentation de la mortalité des lapereaux lors de la mise bas a été observée chez les

femelles grasses (Partridge et al., 1989).

Le poids a la saillie des reproductrices semble étre conditionné, en partie, par la capacité de la
mére a élever ses lapereaux dans des conditions satisfaisantes (production laitiére,
comportement maternel...). Effectivement, Rommers et al., (2001), rapportent que la taille de
portée dans laquelle les jeunes lapines ont été elevées affecte leur poids corporel et la taille de
portée de leur premiere parité. Ainsi, les jeunes lapines élevées dans des portées de 12
lapereaux ont tendance a étre moins lourdes a la premiére saillie que les femelles issues de
portées de 9 ou 6 laperecaux. Cependant, d’autres travaux contredisent 1’effet de la taille de

portée d’origine sur les performances des futures des reproductrices (Biro'-Ne'meth et al.,

1999).

1-4-Ovulation

Contrairement a la majorité des mammiferes, la lapine ne présente pas de cycles cestriens. Elle
est considérée comme une femelle en cestrus permanent et I’ovulation ne se produit que s’il y
a accouplement. Lorsqu'un nombre suffisant de follicules matures est présent sur I'ovaire, le
taux circulant des cestrogenes est éleveé. Cette information est intégrée par le systéme nerveux
central qui modifie le comportement sexuel de la lapine et si ce taux est suffisamment élevé,
la lapine devient réceptive a l'accouplement. Compte tenu de la variabilité entre individus, ce
taux "suffisant” varie beaucoup d'une lapine a l'autre. L'ovulation est induite par les stimuli
associes au coit. Elle a lieu 10 a 12 heures aprés la saillie. Dans la minute suivant

I'accouplement, le taux d'ocytocine s'accroit tandis que celui de la prolactine (PRL) décroit.

Lorsque les ovocytes libérés ne sont pas fécondés, il se produit une pseudogestation qui dure
15 a 18 jours. Pendant les premiers jours, le développement des corps jaunes et I'évolution de
l'utérus sont les mémes que dans le cas d’une gestation ; toutefois, les corps jaunes
n'atteignent ni la taille, ni le niveau de production de progestérone des corps jaunes de
gestation. Pendant toute cette période, la lapine refuse 1’accouplement contrairement a ce qui

est observé durant la gestation. En effet, chez la plupart des mammiféres, la progestérone
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sécrétée durant la gestation inhibe totalement I'cestrus et la femelle en gestation refuse
I'accouplement. A I’inverse, la lapine gestante peut accepter I'accouplement tout au long de la
gestation. Vers le 120me jour post-coitum, les corps jaunes commencent a régresser, puis
disparaissent. La fin de la pseudogestation est accompagnée de Iapparition d'un
comportement maternel (construction d'un nid) lié a l'abaissement rapide du taux de
progestérone sanguin. Le développement de la glande mammaire chez la lapine en
pseudogestation est tres similaire a celui observée durant la premiere moitié de la gestation,
rendant ainsi possible 1’utilisation du tissu mammaire pseudogestant a des fins expérimentales

pour des études ex vivo (Strong et al.,1972).

1-5- Gestation

La durée de gestation chez la lapine est généralement de 30-33 jours. Cette durée varie selon
I’effectif de la portée (Lebas, 2000). Elle est parfois prolongée a 33-34 jours quand il n’y a
que 1 a 3 lapereaux, et souvent des morts nés (Lebas, 1994 ; 2002). Selon Marai et al.,(2004)
et Tama et al., (2010), la durée de gestation pourrait étre affectée par la parité de la lapine
dans la mesure ou entre la quatriéme et la cinquiéme mise bas, la durée de gestation est en
moyenne de 31jours. Xiccato et al., (2004) quant a eux, ont observé qu’a la troisiéme parité la
durée de gestation est, tout de méme, plus longue comparativementa la premiére ou la
seconde parturition mais que cet effet n’est pas significatif. Ainsi la relation déja existante
entre la période de gestation et I’ordre de parité pourrait étre étendue a la taille de portée. Plus
la lapine avance dans 1’age, plus la taille de la portée diminue, avec des corrélations négatives

(Ttma et al., 2010).

Chez les lapines de la population locale la gestation dure entre 26-27 jours, chez les lapines
de la population blanche elle varie entre 28 et 31 jours alors que chez les lapines de la souche

synthétique elle est comprise entre 30 et 34 jours (Zerrouki, 2006).

La gestation peut étre diagnostiquée par une palpation abdominale du 9™au 14°™ jour de
gestation (Lebas et al., 1991 ; Lebas, 2002). En revanche, en utilisant 1’échographie, ce
diagnostic peut étre avancé des le 7émejour (Gutierrez et Zamora, 2004 ; Chavatte-Palmer et
al., 2005) et le dénombrement des feetus au 9°™ jour dans le cas ou le nombre de feetus est
faible (<6) (Chavatte-Palmer et al., 2005). Au cours de la gestation, les femelles
reproductrices subissent de grandes variations dans la composition corporelle, les dépbts de

tissus de réserve et 1’énergie. En effet, Rommers et al., (2002) a montré une grande
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fluctuation du poids corporel des lapines durant la période de reproduction allant de la
premicre insémination jusqu’a la seconde mise bas. Toutefois, 1’évolution du poids corporel
est similaire quel que soit le poids des lapines a la premiere insémination. Selon Parigi-Bini et
al., (1990), ces variations de poids sont de plus en plus accentuées chez les lapines primipares.
Ces auteurs ont observé qu’en début de gestation (0 a 21 jours), le poids vif est similaire entre
les lapines gestantes et non gestantes, mais a la fin de la gestation (21 a 30 jours), le poids
corporel des lapines gestantes diminue suite a la perte des réserves énergétiques et protéiques
ainsi que le transfert de 1'énergie vers le feetus. Cependant, le poids des lapines non gestantes
continue a augmenter ; I'énergie est stockée dans 1’organisme, principalement sous forme de
graisses (Figure 4).
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Figure 4 : Développement corporel durant la période de reproduction chez des lapines
lourdes (L, n = 20), moyennes (M, n = 34), et petites (S, n = 16) inséminées a
14,5semaines d’age (Rommers et al., 2002).

1-6- Mise bas

Un comportement maternel spécifique a I’espece est observé a la fin de la gestation. La lapine
construit un nid avec des poils arrachés de son ventre, du fanon et de ses cuisses ainsi qu’avec
la litiere (paille, copeaux). Ce comportement est li¢ a une augmentation du rapport cestrogenes
| progestérone ainsi qu’a la sécrétion de prolactine (Lebas, 2002). La qualité du nid est un
critere décisif dont dépend la survie des lapereaux durant la période néonatale (Abdelli, 2016).
Par ailleurs, il semble que les corticostéroides secrétés par les glandes surrénales des foetus

constituent un signal de déclenchement de la parturition (Lebas, 2002 ; Theau-Clément,



Chapitre I1: La reproduction chez la lapine

2008). Parfois, et essentiellement a la premiére portée, la lapine ne construit pas de nid. La
mise bas dure 10 a 20 minutes, sans relation significative avec [’effectif de la portée.
Quelquefois, la lapine peut mettre bas en deux fois a plusieurs heures d’intervalle (Lebas,
2002). Apres la mise bas, 1’utérus régresse rapidement en moins de 48 heures et la lapine est
fécondable aussitot aprés mise bas et le sera durant toute la période d’allaitement. Parfois, la
lapine met bas hors du nid si ce dernier n’est pas accessible ou s’il a été refusé par la meére
suite aux mauvaises odeurs. II arrive aussi qu’elle tue ses petits et en mange certaines parties
(cannibalisme). Souvent, ce comportement est di au manque d’eau de boisson (Lebas et al.,

1991 ; Lebas, 2002), a la frayeur ou a I’absence de comportement maternel.

2-Lactation et I’allaitement

A la naissance, les lapereaux sont sourds et aveugles et leurs fonctions motrices sont peu
développées. Leur alimentation est exclusivement lactée dans les 2premiéressemaines de vie
(Lebas, 1969 ; Hassan, 2005). Leur survie dépend donc de leur capacité a localiser rapidement
la tétine maternelle lors de 1’unique allaitement quotidien (Lebas, 2002). Ce challenge, qui
sollicite fortement le systéme olfactif, intervient dans un contexte de compétition intense au

sein de la portée (Coureaud et al., 2000).
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Le lait synthétisé et secrété par la glande mammaire est adapté quantitativement et
qualitativement aux besoins du ou des lapereaux (Delouis et al., 2001).

En effet, le lait maternel contient tous les éléments nutritionnels dont a besoin le nouveau-né
ainsi que toute une série de molécules qui protégent le tractus digestif du nourrisson contre les

agents pathogeénes.

La sécrétion du lait est le résultat d’un long processus qui comprend la croissance et la
différenciation de la glande mammaire pendant la gestation, I’induction de la synthése du lait
a la parturition, la modification du métabolisme maternel qui se met au service de la glande
mammaire et enfin I’involution de cette glande apres le sevrage. Tous ces événements sont
contr6lés par une myriade d’hormones et de facteurs pour certains produits par la glande

mammaire elle-méme (Houdebine, 2007).

1-Glande mammaire

1-1-Développement, structure et fonction

La glande mammaire, caractérisant les mammiféres, posséde une structure anatomique unique
permettant la synthese du lait. Le lait maternel renferme tous les éléments nécessaires a la
croissance du jeune et comporte des éléments immunologiques et hormonaux qui protegent et
favorisent sa croissance. Le nombre de glandes mammaires est variable selon les espéces :
une paire pectorale chez I’humain, 5 paires thoraco-inguinales chez la souris ou encore de 4 a
6 paires ventrales chez la lapine. La quantité de lait synthétisé est extrémement variable en

fonction des espéces et des individus.

Chez la lapine (Figure 5), deux rangées de 4 a 5 et exceptionnellement 6mamelles sont
situées sur la face ventrale du corps. Le nombre de mamelles fonctionnelles peut ne pas étre
réparti de facon symétrique et présenter un nombre pair (8 ou 10 tétines) ou impair (9 ou

beaucoup plus rarement 11 tétines).
A chaque tétine, reliée a 5-6 canaux évacuateurs, correspond une glande mammaire séparée.

Le tissu mammaire est dispose entre la peau et les muscles pectoraux auxquels il est attaché

par du tissu conjonctif.
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Glande mentonniére

Tétine axillaire . . )
. Veine thoracique latérale

Glande mammaire thoracique
Conduit papillaire

Tétine thoracique Ostium papillaire
___ Corps mammaire

Tétine abdominale
Glande mammaire abdominale
Ombilic

e Glande inguinale
Tétine inguinale

Veine épigastrique caudale

Glande mammaire inguinale

Sinuscutane b
Périnéal inguinal —-%,, T

Figure 5: Glandes cutanées et mamelles de lapine (Barone et al., 1973).

1-1-1- Développement au cours de la vie

De maniere arbitraire, on peut séparer le développement de la glande mammaire en deux
phases. Une premiere phase considérée comme hormono-indépendante qui a lieu avant la
puberté et une seconde phase hormono-dépendante qui débute a partir de la puberté (Brisken
et O'Malley 2010). Cette seconde phase est en partie cyclique puisqu’aprés chaque lactation la
glande mammaire va subir une involution apres le sevrage, avant un nouveau cycle de

développement a la gestation suivante (Figure 6).
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1-1-1-1-Mammaogénese

La mammogénése correspond a une phase de croissance intense qui démarre lentement au
cours de I'embryogénese et s'achéve a la premiére gestation. En effet, le développement de la
glande mammaire débute dés le stade feetal ou 1’on distingue deux compartiments : le tissu
épithélial et le tissus tromal environnant, qui dérivent respectivement de I’ectoderme et du
mésoderme embryonnaires. Trés tot se forme la créte mammaire ou ligne lactéale. Le long de
cette créte apparaissent par paires symétriques des épaississements ou bourgeons mammaires
primitifs dont le nombre et la situation sont fonction de chaque espéce. Ils sont inguinaux
chez les ruminants et les cétacés, abdominaux et multiples chez les carnivores et les rongeurs,
pectoraux et au nombre de deux chez les primates. Ce nombre est en général double de celui
des petits que la mére peut porter. Chez I'étre humain unipare, la créte mammaire disparait a 6

semaines et seuls persistent les deux bourgeons pectoraux.

Puis, 1’épithélium se développe en un nombre limité de canaux et a la naissance seule une
arborescence canalaire rudimentaire est présente dans le stroma mammaire (Hovey et
al.,1999 ; 2002).La période allant de la naissance a la pré-puberté n’est pas une période de
quiescence totale. La glande subit une évolution lente et réguliere avec une croissance et une
ramification des canaux galactophores en canaux de deuxiéme et troisieme ordres, terminés
par des structures spécifiques appelés bourgeons terminaux. La croissance est dite isométrique

car I’organe grandit a la méme vitesse que le reste de 1’organisme.

L’¢étape suivante du développement mammaire aura lieu a la puberté (10 et 12 semaines apres
la naissance, chez la lapine).Les modifications observées pendant la puberté concernent
principalement la croissance de I’épithélium mammaire et la ramification des canaux. Dans le
cas du développement post-pubertaire de la glande mammaire, la croissance est allométrique,

I’organe se développant plus rapidement que le reste de I’organisme.

Pendant la gestation, le compartiment épithélial s’étend et les acini bourgeonnent a partir des
canaux. Le tissu conjonctif et la vascularisation du tissu adipeux se développent également
(Brisken et O'Malley 2010).Pendant cette étape, on observe une augmentation du volume de
la glande. Durant la seconde moitié de la gestation, les cellules épithéliales mammaires vont
se multiplier et s’organiser en acini. Un réseau lobulo-alvéolaire dense se met alors en place,

en lieu et place du tissu adipeux qui régresse (Neville et al., 1998).
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Plusieurs hormones a roles essentiels ont été mises en évidence (Figure 7) lors de la
mammogénese. L’cestradiol et la progestérone, sécrétés au début de gestation par le corps
jaune, agissent directement au niveau des cellules souches situées aux extrémités des canaux
mammaires. La prolactine, méme a faible concentration comme c’est le cas en début de
gestation ainsi que certains facteurs de croissance (EGF, TGFa, IGF1) stimulent la
multiplication de ces cellules. La progestérone est un frein puissant de la sécrétion lactée au
cours de la gestation, favorisant ainsi la concentration de I’effort énergétique vers les
phénomenes de croissance tissulaire du feetus et de la mamelle (Martinet et Houdebine 2006).
L’cestradiol agit par ses récepteurs pour diminuer les récepteurs de la progestérone, cette
derniére inhibe le nombre de récepteurs de la prolactine et elle peut aussi occuper, avec une
trés mauvaise affinité, les récepteurs des glucocorticoides. Ainsi la progestérone limite 1’effet
lactogéne de la prolactine et des corticoides pendant la mammogenese. L’cestradiol seul n’est
pas capable d’assurer la croissance mammaire, il intervient uniquement pour potentialiser
I’effet de la prolactine en augmentant le nombre de ses récepteurs (Delouis et al., 2001). Les
hormones du métabolisme général, (insuline et thyroxine) jouent également un réle dans le
développement de la glande mammaire. Ces hormones possedent des récepteurs dans le tissu

mammaire (Delouis et al.,2001).
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Figure 7 : Régulation neuro-endocrinienne de la mammogenese (Delouis et al., 2001).
GH : Growth hormone
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Cette étape du développement mammaire correspond a la différenciation des cellules
épithéliales alvéolaires, c'est-a-dire I'acquisition de la capacité de synthése et de sécrétion du
lait. Ainsi, a la fin de la gestation, quelques jours avant la parturition, les cellules épithéliales
s’hypertrophient et se polarisent afin de pouvoir capter les précurseurs du lait par leur péle
basal. Elles acquiérent des caractéristiques structurales de cellules différenciées capables
d'une importante synthése protéique et d'une intense sécrétion. En effet, le noyau de ces
cellules se place en position basale, leur cytoplasme s'enrichit en ribosomes et en
mitochondries, pendant que proliférent 1’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique
rugueux. Tous ces organites sont indispensables a la forte activité métabolique que ces
cellules épithéliales vont devoir fournir en produisant le lait. La lactogénese est sous la
dépendance de la prolactine pendant la gestation (Lebas, 2002). Elle est inhibée par les

cestrogenes et la progestérone (Johnson et Everitt, 2002) (Figure 8).
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Figure 8: Contrble hormonal de la lactogenése (Delouis et al., 2001).

1-1-1-3-Galactopoiése et involution

A la naissance du jeune, la glande mammaire est parfaitement fonctionnelle mais son niveau
de synthése est encore faible. A ce moment, la diminution rapide de la teneur en progestérone
et, sous I’effet de la libération de I’ocytocine, I’action de la prolactine est stimulée ce qui
permet la montée laiteuse (Johnson et Everitt, 2002 ; Lebas, 2002). Ainsi au moment de la

mise bas, il y a déja 50 a 80 g de lait dans les mamelles de la lapine. Ce type de lait est appelé
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colostrum dont I’aspect et la composition sont trés différentes de celui du lait (Ig, protéines

sériques...). Il est consommé par les lapereaux, au fur et a mesure des naissances.

Au cours de la lactation, la galactopoiese va représenter le processus de production et de
sécretion du lait entretenu par les tétées ou la traite de I'animal. Pendant cette période, les
composants du lait sont synthétises a partir de précurseurs issus des capillaires sanguins et les
cellules épithéliales alvéolaires en place. Pendant la période de sevrage ou de tarissement,
c'est l'arrét de la traite ou des tétées qui induit une involution du tissu épithélial mammaire et
la fin de la production du lait. Le tissu adipeux, jusqu'ici régressé en faveur des cellules

épithéliales, va alors se développer a nouveau et reprendre sa place prédominante.

1-2- Mécanismes de sécrétion du lait
Les stimuli créés par la tétée provoquent la sécrétion immédiate d’ocytocine, la pression intra-

mammaire augmente induisant I’éjection du lait qui sera consommé par les lapereaux (Lebas,

2002) (Figure 9).
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Figure 9 : Reflexe neuroendocrinienne de 1’éjection de lait (Delouis et al., 2001).
Ach : acétylcholine ; DA : Dopamine ; GABA : acide gamma-aminobutyrique ; NA : Noreadrenaline ; NSO: Noyau Suora-
Optique

La concentration plasmatique d’ocytocine s’accroit de 40 pg/mL de plasma deux jours apres

la mise bas, a 250 et 490 pg/mL au milieu et a la fin de lactation, avec un taux minimal de 20-
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25 pg/ml nécessaire a I’enclenchement du processus de sécrétion du lait. La demi-vie de cette
hormone qui est de 3 a 5 minutes, est le temps nécessaire pour une tétée de lapereaux (entrée -
sortie de la boite a nid dure de 2 a 4 minutes (Hudson et al., 2000). La durée de la tétée
décroit lentement et régulierement durant la lactation et passe de 200 a 150 secondes par
exemple, entre le 14°™ et le 35°™ jour d’allaitement. Cependant, cette durée est indépendante
du nombre de lapereaux allaités et du fait qu'une lapine soit ou non simultanément gestante
(Calvert et al., 1985). La femelle fixe le rythme des tétées, a une seule fois par 24 heures ou a
deux fois dans quelques cas (Hudson et al., 2000; Lebas, 2002), en raison d’une augmentation
de la pression intramammaire (Schuh et al., 2004). La seule succion exercée par les lapereaux

n’est pas suffisante pour déclencher la décharge d’ocytocine. Il faut la volonté de la mére.

La synthese du lait et son accumulation dans les glandes mammaires se fait a une vitesse
constante pendant les 23 heures et demi a 24 heures suivant un allaitement. Ensuite la
synthése du lait s’arréte trés rapidement si les lapereaux ne tétent pas. Ainsi il a été montré
que plusieurs allaitements au cours du cycle de 24 heures n’augmentent pas la quantité de lait
disponible pour les lapereaux (Lebas, 2002). Cing minutes aprés la fin de la tétée, on constate
une décharge de prolactine (25-35 ng/mL) dont le taux plasmatique reste élevé pendant 2 a 3
heures (Lebas, 2002).

1-3-Structure de la glande mammaire en lactation

La glande mammaire apparait donc comme un tissu complexe composé de différents types
cellulaires, entre autres, de cellules épithéliales, de cellules myoépithéliales, de cellules
progénitrices et entourées d’adipocytes. L’ensemble étant organisé en acini.

L’acinus est une structure de forme presque sphérique, dont la face interne est tapissée d’une
monocouche de cellules épithéliales mammaires (CEM) et dont le centre représente la lumiere
alvéolaire dans laquelle se déversent les constituants du lait. Des vaisseaux sanguins sont
également en contact étroit avec les acini mammaires permettant ainsi a la fois
I’approvisionnement des CEM en oxygene, nutriments et leur régulation par les hormones. Un
groupe d’acini entouré de tissu conjonctif forme un lobule ; les lobules eux-mémes sont
regroupés en lobes et sont séparés du tissu adipeux environnant par du tissu conjonctif. Outre
le tissu adipeux, la glande mammaire est formée d’une part, d’un ensemble de lobes connectés
entre eux par des canaux galactophores qui debouchent au niveau du mamelon, constituant
ainsi le parenchyme épithélial et, d’autre part, de tissu conjonctif fibreux et élastique

constituant le stroma (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma d'un acinus mammaire (Delouis et al., 2000).

1-3-1-Cellules épithéliales mammaires

Les cellules épithéliales mammaires (CEM) sont des cellules polarisées : leur pble basal est
situé du coté de la matrice extracellulaire et permet tous les échanges avec I’organisme via la
circulation sanguine. Les cellules sont liées entre elles par des jonctions serrées et sont
soutenues par une membrane basale constituée de laminine, de collagéne et de
glycosaminoglycanes. C’est au niveau de leur poOle basal que les CEM recoivent les
informations hormonales responsables de la stimulation de la synthése du lait, grace aux
récepteurs qui sont présents au niveau de la membrane plasmique. Dans la partie basale de la
cellule on retrouve également le noyau, ainsi que le réticulum endoplasmique rugueux. Le
pole apical ou luminal quant a lui, est situé du coté de la lumiere alvéolaire, et constitue le lieu
de sécrétion des composants du lait. Dans le cytoplasme, proche du pdle apical, se trouve
I’appareil de Golgi ainsi que les gouttelettes lipidiques et les vésicules de sécrétion (Mather et
Keenan 1998). La membrane plasmique apicale est composée de microvillosités, témoignant
d’une forte activité sécrétoire. La synthése des lipides du lait a lieu au niveau du réticulum
endoplasmique ou les gouttelettes se forment entre les deux couches lipidiques de la
membrane, puis migrent vers le pole apical de la CEM ou elles vont s’entourer de membrane
et bourgeonner avant d’étre libérées dans la lumiére sous forme de globules lipidiques. Les

protéines du lait sont synthetisées par les ribosomes a la surface du réticulum endoplasmique,
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puis subissent leur maturation post-traductionnelle dans 1’appareil de Golgi. Elles sont ensuite
organisées en micelles, pour une majorit¢ d’entre elles, avant d’étre incluses dans des
veésicules qui, en fusionnant avec la membrane apicale de la cellule, liberent les micelles de
caséines dans la lumiere des acini. Le lactose, quant a lui, est synthétisé au sein de 1’appareil
de Golgi et s’accumule dans les vésicules de sécrétion au niveau du pole apical de la cellule

(Mather et Keenan 1998) (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma d'une cellule épithéliale mammaire en lactation (Delouis et al., 2001).

1-3-2-Cellules myoépithéliales

Chaque acinus est entouré sur sa face externe de cellules myoépithéliales contractiles
permettant 1’¢jection du lait vers les canaux. Ces cellules sont situées entre les cellules
épithéliales et la membrane basale et correspondent a une variété trés particuliére de cellules
musculaires lisses. Elles sont d'origine épithéliale comme I'indique leur nom et enserrent les

unités sécrétrices de glandes exocrines comme, par exemple, les glandes salivaires,
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mammaires ou sudoripares. Sous contrdle du systeme nerveux autonome, la contraction de
ces cellules favorisent une expulsion du produit de sécrétion, par exemple le lait dans le cas de
la glande mammaire. Les cellules myoépithéliales sont souvent caractérisées par I’expression

de I’actine du muscle lisse, ou celle du récepteur de 1’ocytocine.

1-3-3-Cellules progénitrices

En plus des différents types cellulaires décrits précédemment, la glande mammaire est
également composée de cellules souches tissulaires adultes qui sont caractérisees par leur
aptitude, a 1’état isolé, a régénérer a long terme leur tissu d’origine dans sa structure et sa
fonction. Ces cellules présentent une propriété fonctionnelle essentielle, 1’auto-
renouvellement qui est défini comme la capacité a engendrer au moins une cellule fille
équivalente a la cellule mére aussi bien dans sa longévité que dans son aptitude a se
différencier. Les cellules souches sont dites multipotentes lorsqu’elles donnent naissance aux
différents lignages de leur tissu d’origine, unipotentes, elles ne donnent naissance qu’a un

lignage.

Les capacités de développement et de régénération de la glande mammaire suggeérent que
I’épithélium mammaire abrite des cellules souches. Des travaux de transplantation
orthotopiques montrent que des fragments d’épithélium mammaires issus d’un individu
adulte, peuvent reconstituer une arborescence compléte une fois greffés dans les coussins
adipeux dépourvus d’épithélium de souris pré-pubéres par ablation des ébauches épithéliales
(Deome et al., 1959). Ces méme techniques, répétées en série par transplantation secondaire
du fragment d’épithélium néoformé, ont permis de démontrer les capacités régénératives a
long terme de 1’épithélium mammaire (Daniel et al., 2009). D’autres études effectuées chez la
souris ont également montré que les cellules ayant un potentiel régénératif étaient présentes a
tous les stades du développement et dans toutes les régions de la glande mammaire (Smith et
Medina 1988). Enfin, des travaux récents ont montré que deux lignages mammaires ont pour
origine des cellules embryonnaires souches et que I’homéostasie de la glande mammaire
adulte pourrait étre maintenue par deux types distincts de cellules progénitrices (Van

Keymeulen et al., 2011).
1-3-4- Adipocytes

Le tissu adipeux mammaire est trés abondant et régresse au profit du tissu glandulaire lors de

la gestation et surtout, la lactation. Il est formé d’adipocytes blancs, contenant un noyau, des
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mitochondries et une vacuole lipidique qui représente la majeure partie de la cellule (Figure
12).
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Figure 12 : Principales adipokines sécrétées par les adipocytes (Delouis et al., 2001).
IL-1p: Interleukine 15, TNF-a :Tumor Necrosis Factor-a ,TGF-§ : Transforming Growth Factor

En dehors de son role dans 1’équilibre énergétique, la cellule adipeuse a progressivement
acquis un statut de cellule endocrine. En effet, en 1994, le groupe de Friedman découvre que
les adipocytes sécrétent la leptine(Zhang et al., 1994). Par la suite, de nombreuses études ont
mis en évidence un trés grand nombre de facteurs sécrétés par les adipocytes, regroupés sous
le terme d’adipokines (Ronti et al., 2006).

2-Production et composition du lait

Le lait maternel est I’aliment qui répond le mieux aux besoins du jeune. Les caractéristiques
de la composition du lait sont tres variables car elles dépendent de nombreux facteurs
inhérents au type de mammifére (espéce, race), a son état physiologique (stade de lactation,
naissance a terme...) son état sanitaire et enfin a son alimentation. Malgré la variabilité et la
multiplicité des facteurs influencant le volume et la qualité du lait maternel, il est possible de
déterminer deux types de lait distincts : le colostrum, épais jaune et peu abondant, déja sécrété
pendant la gestation jus qu’aux tout premiers jours post-partum et le lait mature, blanc et plus

abondant, secrété par la suite (Tableau 5).
La composition du lait fait I’objet de nombreuses études et de trés nombreux composés ont pu

étre identifiés et caractérisés dans le lait maternel. Comparé aux laits de vache, de chévre ou

de brebis, le lait de lapine est beaucoup plus concentré, a I'exception du lactose. L’analyse
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détaillée de la composition biochimique du lait de lapine sera abordée dans le chapitre 1V.

Tableau 5: Composition biochimique du lait de lapine comparé aux autres laits de
mammiféres (Jensen, 1995 ; Gros et al., 2009)..

Femelles Matiere grasse % Protéines % Lactose % Matiere séche %
Vache (Holstein) 3,5 3,1 4,9 12,2
Chévre 3,5 3,1 4,6 12
Femme 4,5 11 6,8 12,6
Lapine 12,2 10,4 1,8 26,4
Souris 29,8 12,7 1,7 45,5
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Chapitre 1V: Caractéristiques du lait de lapine

Chez les mammif¢res, 1’alimentation du jeune dépend exclusivement du lait, liquide complexe
dont les effets vont au-dela de sa valeur nutritionnelle. Le lait confere en effet au nouveau-né
des avantages d’ordre protecteur et adaptatif, a travers des molécules bioactives qui sont
transférées de la mére au jeune pendant la période d'allaitement. Dans ce contexte, les roles
joués par les composés bioactifs du lait (incluant des hormones, des cytokines et des
microARN) dans le développement néonatal sont d'une importance capitale. Dans le cas du
lapin, le lait constitue le seul aliment des lapereaux durant les 17 premiers jours de vie. De
bonne qualité et quantité suffisante, il permet une croissance harmonieuse du lapereau au

cours de la période de lactation (Fortun-Lamothe et Gidenne, 2003).

1-Production laitiére chez la lapine

1-1-Aspect quantitatif de la production laitiére chez la lapine

Il existe différentes formes de courbes de lactation. En général, quel que soit le stade de
fécondation par rapport a la mise bas, la production quotidienne augmente graduellement
durant les 3premieres semaines (Zerrouki et al., 2005 ; Hassan, 2005). Elle croit de 30-50 g
les 2premiers jours pour atteindre 200-250 g vers la fin de la 3*™ semaine de lactation, voire
300 g/jour pour les souches les plus laitieres. Par la suite elle décroit rapidement (Maertens et
al., 2006b). Selon ces mémes auteurs, la décroissance est plus rapide si la lapine a été

féecondée immédiatement aprés la mise bas (Figure 13).
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Figure 13 : Evolution de la production laitiere de lapines simplement allaitantes ou
simultanément gestantes et allaitantes (Fortun-Lamothe, 2006).

La production laitiere de la lapine augmente avec 1’effectif de la portée, mais chaque lapereau

consomme alors individuellement un peu moins de lait. Toutefois, en fonction du type
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génétique, ’accroissement de la production avec la taille de la portée cesse au-dela de 10 a 12
lapereaux allaités, voire moins pour les populations non sélectionnées (Lebas, 1969 ;
Lukefahr et al., 1983 ; Lebas, 2002 ; Zerrouki et al., 2005).

L’estimation de la production laitiére des lapines peut se faire par mesures indirectes c'est-a-
dire par pesée de la lapine avant et apres tétée (Lebas et Zerrouki, 2011). L’estimation est

1% jour

aussi possible a partir du poids ou du gain de poids des lapereaux de la naissance au 2
de lactation (Lebas, 1969 ; Fortun-Lamothe et Sabater, 2003 ; Zerrouki et al., 2005 ; Lebas et
Zerrouki, 2011). Selon Schuh et al., (2004), le gain de poids de la portée est un bon
prédicateur de la production laitiere, meilleur que le poids. Au-dela de 21 jours, I’estimation
est trés délicate puisque le lapereau ingére 1’aliment sec en plus du lait de sa maternel.
D’autres méthodes de mesure dites directes ont été utilisées tel que la méthode par la traite de

la lapine (Lebas, 1970; Marcus et al., 1990).

Cette méthode consiste a appliquer sur les lapines la technique utilisée chez les vaches et les
brebis, une traite mécanique ou manuelle de la mamelle qui exige de fortes quantités
d’ocytocine (2 a 3 UI par animal), qui sont jusqu’a 100 fois supérieures a celles libérées
naturellement au cours d’une tétée, et une injection de (chlorpromazine) (0,1 ml/ femelle)

avant la traite afin de calmer la lapine et de faciliter la manipulation (Boucher et al., 2007).

Avec cette méthode, nous pouvons extraire une quantité équivalente ou supérieure que celle
éventuellement consommée par les lapereaux. C’est pour cette raison que cette technique
N’est pas préconisée dans le cas de I’évaluation de la production laitiere des lapines mais est
généralement utilisée pour la collecte du lait de lapines transgéniques (Bio Protein
Technologies, 2006).

1-2-Aspect qualitatif de la production laitiére chez la lapine
Le lait maternel est 1’aliment qui répond le mieux aux besoins du jeune. Sa composition est
primordiale et se trouve directement liée a I’état de santé du lapereau. En effet, I’ingestion
d’un lait qui ne présenterait pas toutes les caractéristiques nutritionnelles ou sanitaires
appropriées entrainerait un retard de croissance et/ou augmenterait le risque de développer
une affection (Boucher et al., 2007 ; Lebas, 2007) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Composition chimique du lait de lapine.

Valeurs mini-maxi

En % de la Matiére Séche

Matiére azotée totale 34,5-51,3
Matiere grasse 38,9-56,1
Lactose 0,7-7,6
Cendres 5,3-8,3
Energie (Kcal/kg) 6313-6881
Matiére Séche (g.100g™) 27,0-44,2

D’aprés Davies et al., 1964; Lebas, 1971;Anderson et al., 1975; Fonty et al., 1979; El-Sayiad et al., 1994;
Pascual et al.,1999 ; Kra¢mar et al., 2001; Debray, 2002.

La composition du lait de lapine a fait I’objet de nombreuses études et de nombreux composés
ont pu étre identifiés et caractérisés. Les composants majeurs sont les matiéres grasses et
protéiques, représentant chacune de 40 a 50% de la matiere séche suivant les différentes

études. Les sucres sont minoritaires, et le lactose en est le principal représentant.
Comparé aux laits de vache, de chévre ou de femme, le lait de lapine est beaucoup plus

concentré avec une teneur en matiere seche d'environ 30%.Seul le lactose est présent a une

concentration moindre (Tableau 7).

Tableau 7 : Comparaison de la composition du lait de différentes espéces de mammiferes.

Femelles Matiere grasse % Protéines % Lactose % Matiere séche %
Vache (Holstein) 3,5 3,1 4,9 12,2
Chévre 3,5 3,1 4,6 12
Femme 45 1,1 6,8 12,6
Lapine 12,2 10,4 1,8 26,4
Souris 29,8 12,7 1,7 455

D’aprés Gors et al., 2009

1-2-1- Composants du lait de lapine

1-2-1-1- Protéines

La matiére azotée totale (MAT) du lait de lapine est représentée par deux fractions : la matiére
azotée non protéiqgue (MANP) et la matiére azotée protéiqgue (MAP) constituée parles

lactoprotéines.
La MAP ou les lactoprotéines sont composées majoritairement par des caséines (a, B et k) et

des protéines seriques, incluant la WAP (Whey Acidic Protein), I’a-lactalbumine et la
lactoferrine (Grabowski et al., 1991 ; Baranyi et al., 1995) (Figure 14).
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Matiére Azotée Totale (MAT)

Matiére azotée non Matiére azotee
protéique (MANP) protéique (MAP)

Caseines 75% Protéines sérigues 25%
(Protéines insolubles) (Protéines solubles)

Figure 14: Les fractions azotée et protéique du lait de lapine.

= Caséines
Les micelles de caséines sont constituées d’un agglomérat de plusieurs sous-micelles reliées
entre elles par des ponts phospho-calciques. Les caséines les plus hydrophobes constituent le
ceeur des sous-micelles. L’une d’entre elles, la caséine P, peut s’extraire hors du noyau
hydrophobe en fonction de la température (refroidissement du lait). Ce phénomeéne est
réversible et cette caséine peut réintégrer la micelle. Pour cela, il est nécessaire de maintenir la

température du lait a 37°C (Figure 15).

Sous-micelle

Caséine K
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Micelle Sous-micelle

Figure 15: Représentation schématique d’une sous-micelle et d’une micelle de caséines.
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Les caséines sont au nombre de 5 (caséines K, os1, Os2, Osp-Like et B) ; elles sont organisées en

micelles et représentent dans la plupart des espéces les protéines les plus abondantes du lait

(75%) (Tableau 8).

Tableau 8 : Caractéristiques des caseines du lait de lapine.

Caséines Nombre d’AA | PM (kDa) Roles biologiques Références
. -Transport des ions calcium et | Dayal et al.,1982
Cas¢ine-Alpha-S1 215 23972,0086 phosphate dans le lait Devinoy et al.,1988
. -Transport des ions calcium et | Dawson et al.,1993
Caseine-Alpha-S2 182 19926,6555 phosphate dans le lait AlSarraj et al.,1978
- . 19646,3787 | -Transport des ions calcium et | Dayal et al.,1982
Caseine-Alpha-S2-Like 180 phosphate dans le lait Dawson et al.,1993
Propriétés de la surface | 1estud et Ribadeau-
Caséine-Beta 228 24548,004 miceﬁlaire Dumas, 1973
Schaerer et al.,1988
-Maintien de la stabilité¢ des | Bdosze et al., 1993
. micelles de caséines Baranyi et al.,1996
Caseine- Kappa 180 18018,5574 | Inhibition de la précipitation | B8sze et, Houdebine,
des autres caséines 2006

Les caséines ont la particularité d’étre insolubles (de précipiter) sous I’effet du pH (pH acide)
ou sous I’action d’un extrait enzymatique isolé de la caillette de veau pré-ruminant, la présure

(constitué du mélange de 2 enzymes, la pepsine et la chymosine)

= Protéines du lactosérum ou protéines sériques
En marge des protéines insolubles que sont les caséines, le lait contient un ensemble de
protéines dites solubles car elles restent en solution dans le lactosérum aprés emprésurage et

coagulation des caseines.

Les protéines solubles, aussi appelées protéines du lactosérum, sont celles qu’on retrouve
dans le lait aprés avoir enlevé les globules gras et précipité les micelles de caséines. Elles sont
majoritairement représentées par la protéine acide du lactosérum ou WAP (Whey Acidic
Protein), I’a-lactalbumine, la transferrine, la lactoferrine, la sérum-albumine et diverses
immunoglobulines (Tableau 9).

Il est a signalé que chez la lapine la B lactoglobuline ne figure pas parmi les protéines du

lactosérum.

34




Chapitre 1V: Caractéristiques du lait de lapine

Tableau 9 : Synthése bibliographique sur les protéines sériques du lait et lapine.

Protéines sériques | Nombre d’AA PM (kDa) | Role biologique Références
Devinoy et al.,1988
L ) Thépot et al.,1990
WAP 127 AA 11601,44 -Inhibition de la protéolyse Grabowski et al. 1991
Pak et al.,1999
- Régulation de la
141 AA lactosynthétase au niveau Hopp et Woods,1979

a- lactalbumine 14060,95 des cellules épithéliales Pak et al.,1999

mammaires

-Protéine d’origine

plasmatique

66015.41 -Régu!ation de la pression

Sérum-albumine 608AA ' osmotique colloidale du Dayal et al., 1982

sang

-Transporteur de zinc dans

le plasma

- Capture et transport du fer

- Défense immunitaire Bradshaw et White,1985
Lactoferrine 696 AA 74886,17 - Bactéricide Sarra et al., 1990

- Anti-inflammatoire

» Protéines mineures
Le lait contient ¢galement de nombreuses hormones et enzymes d’origine maternelle. Les
autres protéines du lactoserum, constituent la fraction « protéines mineures » du lait. Les
protéines qui composent cette fraction sont quantitativement mineures mais peuvent avoir des
activités biologiques importantes : immunoglobulines, hormones, facteurs de croissance, ...
(Hue Beauvais, 2014) (Tableau 10).

Tableau 10 : Concentrations des immunoglobulines dans le sérum, le colostrum et le lait de
différentes especes de mammiféres (Berthon et Salmon, 1993).

Ig concentration (mg/ml)

Sérum Colostrum Lait
G 12,1 0,4 0,04
Homme A 2,5 17,3 1,0
M 0,9 1,6 1,1
G 7,5 1,5 0,1
Lapin A 0,005 30,0 5,0
M 0,01 0,01 Traces
G 7,8 0,7 1,5
Rat A 0,2 1,1 1,1
M 0,95 - 0,002
Gl 12,0 47,6 0,5
Vache G2 9,6 2,7 0,03
A 0,5 4,3 0,1
M 3,0 5,0 0,06
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Parmi les protéines mineures d’intérét, on distingue les immunoglobulines et plus précisément
les Ig A. Les concentrations respectives en Ig A dans le colostrum et lait de lapine (30mg/mL
et 5,0 mg/mL, respectivement) sont tres importantes comparativement au colostrum humain,
bovin et autres mammiféres, conférant ainsi au lapereau nouveau-né des avantages d’ordre

protecteur et adaptatif aux périodes post natale et d’allaitement (Hanzen, 2010).

1-2-1-2-Matiere grasse (MG)

Les lipides sont présents dans le lait sous forme de globules gras, constitués de 98,5% de
glycérides (esters d’acides gras et de glycérol), 1% de phospholipides et 0,5% de substances
liposolubles (cholestérol, vitamines...) (Tableau 11) (Smith et al., 1968; Demarne et al.,
1978; Perret, 1980; Pascual et al., 1999).

Tableau 11: Composition en acides gras du lait de lapine.

Smith et al., 1968 Demarne et al., 1978 Perret, 1980
% molaire % molaire % ponderal

C6:0 0,5 traces 0,5
C8:0 37,1 358 18,2
C10:0 27,4 31,9 19,7
C12:0 2.9 53 33
C14:0 11 15 2,0
C15:0 - 0.2 -
C16:0 08 7.1 17,28
C16:1 08 1,0 25
C17:0 - 01 -
C18:0 1,7 14 38
c18:1 9.2 6,6 13,6
C18:2 10,4 75 12,9
C18:3 0,9 16 32
C20:4 - - 1,9

Les globules gras vont fusionner dans le cytoplasme des CEM pour former des structures de
plus en plus grosses, qui seront sécrétées dans les lumiéres alvéolaires. Tout comme les
protéines, la composition du lait en lipides est trés variable d’une espéce a I’autre. Les acides
gras (AG) du lait different par la longueur de leur chaine carbonée, le nombre de doubles
liaisons et la position de celles-ci. lls peuvent étre synthétises par les cellules mammaires ou
bien étre apportés par voie sanguine lorsqu’ils sont issus de 1’alimentation ou de la lipolyse
des réserves maternelles. On note cependant que les AG contenant plus de 16 atomes de
carbones proviennent de la circulation sanguine puisque les cellules épithéliales mammaires
ne possédent pas d’élongase, enzyme indispensable a la synthése de ce type de lipides
(Debnath et al., 2003).

1-2-1-3-Glucides

Le sucre principal du lait est le lactose qui est un dioside composé de glucose et de galactose.
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Il est synthétisé dans I’appareil de Golgi, puis transporté dans les mémes vésicules que les
caséines, avant d’étre sécrété dans la lumicre alvéolaire. Le lactose a un fort pouvoir
osmotique, attirant 1’eau et déterminant ainsi le contenu en eau du lait (Ball et al., 1988). La
teneur en lactose au sein du lait de lapine a été rapportée dans un nombre restreint de travaux

de recherches raison de sa faible concentration (<2 g/100 g) (Lebas, 1971).

1-2-1-4-Fractions minérale et vitaminique
=  Minéraux

Selon Lebas (1971), le lait de lapine présente des teneurs élevées en éléments minéraux (2,3%

du lait frais).Les teneurs en calcium, phosphore, magnésium, potassium et sodium dépassent

largement celles enregistrées sur d’autres laitages domestiques comme les laits de vache, de

chévre et de brebis (Tableau 12).

Tableau 12: Composition minérale du lait de lapine comparée aux laits bovin, caprin et ovin.

Composants en g/kg de lait Lapine Vache Chevre Brebis
Calcium 5,60 1,25 1,30 1,90
Phosphore 3,38 0,95 0,90 1,50
Magnésium 0,37 0,12 0,12 1,16
Potassium 2,00 1,50 2,00 1,25
Sodium 1,02 0,50 0,40 0,45

(Lebas, 1971 ; Lebas et al., 1971 ; Jarrige, 1978).

= Vitamines
Le lait de lapine est plus riche que le lait de vache en vitamines hydrosolubles et en vitamine
A (Coates et al., 1964) (Tableau 13).

Tableau 13: Concentration des vitamines dans le lait de lapine.

Vitamines Teneur min - max (ug/ml)
Biotine (Bs) 0,08 - 0,45

Acide folique (By) 0,003 -0,30

Acide nicotinique (B;) 2-8,7

Calcium pantothenate (Bs) 6,2-22,1
Riboflavine (B1y) 23-49

Acide pyridoxal (Bg) 0,9-3,6
Vitamine (Bs) 0,06-0,11
Thiamine (B,) 0,3-1,7

Rétinol (A) 0,18 -6,70

2-Facteurs déterminants la composition biochimique du lait de lapine
La composition du lait varie grandement et dépend de nombreux facteurs inhérents au type

de mammifére (espece, race), a son état physiologique (stade de lactation, naissance a
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terme...), son état sanitaire, son alimentation et enfin au rythme de reproduction (El-Sayiad

etal., 1994 ; Xiccato, 2001 ; Khalil et al.,2005).

2-1-Stade de lactation
Malgré la variabilité et la multiplicité des facteurs influencant le volume et la qualité du lait
maternel, il est possible de déterminer deux phases distinctes au cours de la période

d’allaitement ou on observe une évolution progressive de la qualité du lait :

2-1-1-Stade colostrum

Le colostrum est un liquide épais jaune et peu abondant, sécrété pendant les premiers jours
post-partum.Il existe peu de travaux concernant la composition du colostrum de lapine
(Coates et al., 1964 ; Lebas ,1971 ; El Sayiad et al., 1994 ; Christ et al.,1996).

Le taux de protéines y est trés éléve du fait de la concentration élevée en immunoglobulines
(Maertens et al., 2006).La proportion des caséines y est faible et augmente progressivement

jusqu’au stade lait mature (Tableau 14).

Tableau 14 : Composition chimique du lait de lapine.

Constituants Colostrum 4°™ jour 1 semaine 18 jours 3 semaines
Solides, total (g/100g) 3,6 32,1 31 36 25,7
Matiére grasse (9/100g) 17,7 10,2 14,3 15,2 12,3
Lactose (anhydre) (g/100g) 2,32 1,76 1,29 1,28 1,12
Protéines (total N*6,38)(g/1009) - - 13,2 - 11,9
Potassium (mg/100g) 186 212 - 145 -
Sodium (mg/100g) 123 82 - 160 -

D’aprés Coates et al., 1964

Les concentrations en vitamines varient également lors du passage du stade colostral au stade

de lait mature avec un enrichissement progressif en vitamines (Tableau 15).

Tableau 15 : Contenu en vitamines (mg/ml) du lait de lapine, a différents stades de lactation.

Vitamines Colostrum 4iéme jour 1 semaine 18 jours 3 semaines
Biotine (Vit B7) 0,08 0,17 0,23 0,45 0,14
Acide folique (Vit B9) 0,003 0,013 0,10 0,30 -
Acide nicotinique (Vit B3) 20 7,0 84 49 8,7
Calcium pantothenate 14,3 22,1 15,8 14,5 73
Riboflavine (Vit B12) 2,9 2,3 2,3 4,6 2,8
Thiamine (Vit B1) 0,3 0,6 17 1,6 1,7
Vitamine B6 (as pyridoxal) 0,9 2,1 2,9 3,6 2,5
Vitamine B18 0,11 0,11 0,09 0,07 0,05
Vitamine A 6.70 3.05 271 1.82 0,84

D’aprés Coates et al., 1964
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2-1-2-Stade lait mature
Le lait de la lapine est concentré en matiere seche, matiere azote totale et matiere grasse au

2°me 3°™ semaine

début de la lactation. La teneur du lait en ces éléments décroit entre la et la

pour augmenter a nouveau en fin de lactation. Plus la femelle produit de lait, moins il est
riche. A partir de la 4°™ semaine, la teneur en matiére séche augmente et le lait devient plus
riche. Les proportions relatives de matieres azotées et grasse restent similaires ; en revanche,
la teneur en lactose, gquantitativement peu importante, aprés une augmentation durant les
quinze premiers jours, chute rapidement et avoisine le 0g/Kg en fin de lactation (Lebas ,1971 ;

Boucher et al., 2007).

2-2- Alimentation

La modification du régime alimentaire affecte la qualité du lait (Lebas, 1971). La quantité de
lipides incorporés dans l'aliment maternel influent cela composition en acides gras du lait de
lapine (Fraga et al., 1989 ; Christ et al., 1996 ; Lebas et al.,1996) (Tableau 16).

Tableau 16 : Composition du lait de la lapine en acides gras a différentes situations
physiologiques ou nutritionnelles.

Auteurs Christ et al., (1996) Fraga et al., (1989) Lebas et al., (1996)
Critere Stade de lactation % de fibres dans aliment Source d'énergie

étudié ler jour | 21°™ jour 18% ADF 24% ADF Amidon Huile
% lipides du lait 20,4 13,1* 14,1 12,3 10,0 9,0
Unité % des acides gras g/ 100 g de lipides % des acides gras
C4:0 - - 0,3 0,2 - -
C6:0 - - 0,3 0,4* 0,5 0,3*
C8:0 5,2 17,6* 20,6 23,3 32,5 26,6*
C10:0 6,2 12,8* 17,5 18,9 26,4 23,3*
C12:0 1,4 0,8* 2,9 2,9 4,1 3,7
C14:0 - - 2,6 2,1* 1,6 1,2*
C15:0 - - 0,6 0,6 0,3 0,2*
C16:0 17,6 9,7* 16,4 14,6 11,4 8,9*
C16:1 1,4 0,8* 3,1 2,2* 1,4 0,7*
C17:0 - - 0,7 0,8 0,4 0,3*
C18:0 3,1 2,7* 3,5 3,5 2,5 2,8*
C18:1 29,3 23,3* 13,0 11,0 7,6 9,1*
C18:2 18,1 17,6 12,3 13,4 7,8 9,1*
C18:3 3,5 4,8* 1,6 2,1 1,9 1,8*
C20:0 0,2 0,1* - - - -

En effet, des études (Hue Beauvais, 2011 ; 2015) ont montré qu’un régime obésogene est a
I’origine d’une glande mammaire envahie par le tissu adipeux et d’une production de lait dont
la teneur en lipides est trés importante. Ces deux parameétres seraient la cause du fort taux de
mortalité observée sur la descendance. Par ailleurs, une augmentation de la teneur en

protéines de 1’aliment au-dessus de 21% permet une augmentation de la production laitiere et
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le lait s’enrichit autant en lipides qu’en protéines (Fortun-Lamothe, 2003).

2-3-Rythme de reproduction et état physiologique

Le tableau 17 decrit la composition chimique du lait de lapine en fonction du rythme de
reproduction. Les femelles soumises a un rythme de reproduction intensif (1), a savoir saillie 2
jours aprés la mise bas, produisent un lait plus gras que celui des femelles soumises a un
rythme semi- intensif (S), ¢’est-a-dire saillie 10 jours apres la mise bas, (192,5 g/kg contre
133 g/kg).Le chevauchement de la lactation et de la gestation impacte, de par le rythme de
reproduction intensif, la composition du lait produit (Moumen et al., 2009). Ce fait a été
précédemment décrit par Kustos et al., (1996) qui confirmaient également 1’augmentation des

taux de protéines et matieres grasses dans le lait des lapines gestantes et lactantes a la fois.

Tableau 17 : Composition moyenne de lait de lapine en fonction du rythme de reproduction
(% de la matiére brute)

Rythme de reproduction Matiére séche Matiére minérale Matiére grasse ~ Matiére organique
Intensif 27 £ 6,41 (23,6) 6,56 £ 3,1 (47) 19,2 +14 93+3,1 (3)
Semi-intensif 29+9,7 (33) 6,48 +2,6 (40) 13,3 +10 935+2,6 (2

D’aprés Moumen et al., 2009

2-4-Effet de la race

La composition biochimique du lait ne varie pas de maniére significative entre les lapins de la
race Néo-zélandaise et ceux de la race Duch (Cowie, 1968) ou entre des hybrides
commerciaux (Maertens et al., 2006a). Cependant, El Sayiad et al., (1994) ont trouvé des
niveaux de protéines brutes significativement plus élevés dans le lait de lapine de race
californienne (12,02 g / 100 g) par rapport au lait collecté sur les lapine de race Néo-
zélandaise (11,02 g/ 100 g).

2-5- Effet de la saison

Les effets du climat et des changements saisonniers n’ont encore été clairement mis en
évidence. En revanche, dans des conditions climatiques dont la température avoisine les 30°C,
une tendance a la diminution des teneurs en matiéres grasses, en protéines et surtout en

lactose a été observée (Kustos et al., 1999).
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ETUDE

EXPERIMENTALE







Objectifs

Cette étude est le résultat d’un projet de collaboration franco-algérien, réalisé dans le cadre du
partenariat Hubert Curien (TASSILI). La partie algérienne a été réalisée dans le cadre des
activités de 1’équipe de recherche dirigée par Mme Nacira ZERROUKI au niveau du
laboratoire Ressources naturelles de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. La partie
francaise a été réalisée au sein des équipes Génomique Fonctionnelle et Physiologie de la
Glande Mammaire, sous la direction de Mme Madia CHARLIER et Lait Génome et Santé,
sous la direction des Ms. Patrice MARTIN et Guy MIRANDA (INRA, UMR 1313 GABI,

Jouy-en-Josas).

Ce travail est une contribution a I’acquisition des connaissances sur 1’¢levage de deux souches
de lapins élevés en Algérie, le lapin de population blanche (PB) et le lapin de souche
synthétique (SS) en conditions de production locale. Il est motivé d’une part, par le
développement important de la cuniculture en Algérie actuellement et, d’autre part, par le
probléme de mortalité des lapereaux rencontré dans les élevages et plus spécifiquement dans
la région de Tizi Ouzou.

Notre travail a pour premier objectif 1’évaluation de la mortalité des lapereaux en période
d’allaitement aussi bien dans la souche PB que dans la souche SS, en rapport avec leurs
performances de reproduction et de production laitiére (quantité et qualité) enregistrées sur
cinq années d’investigation. Dans un second temps, nous abordons les aspects histologique et
endocrinien de la glande mammaire a différents stades physiologiques. Nous ciblons
également, la composition biochimique du lait collecté sur les deux types génétiques de
lapines a différentes saisons et pendant différentes périodes d’allaitement. Dans un dernier
volet, nous nous focalisons sur la qualité des protéines du lait collecté sur les deux types
génétiques de lapines. L’ensemble de ces parameétres a été suivi et analysé sur plusieurs cycles
de reproduction et pourrait apporter des éléments de réponse au probléme de mortalité des

lapereaux sous la mere.

Le lieu et les conditions d’expérimentation seront présentés dans ce chapitre. En ce qui

concerne les protocoles propres a chaque expérimentation, ils seront traités indépendamment.
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Conduite d’élevage

1-Période et lieu du déroulement de I’expérimentation

L’expérimentation s’est déroulée au niveau du clapier privé localisé dans la région de Tigzirt
(36° 5320 N et 5°7° 30" E), plus précisément a Agni Rehan, route de Tifra, village situé a
43 Km au nord du chef-lieu de la wilaya de Tizi-Ouzou (2013-2017) (Figure 16).
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Figure 16: Situation géographique de la région de Tigzirt.

2- Conditions climatiques
La région de Tigzirt se caractérise par un climat mediterranéen, chaud et doux en été, froid et
humide en hiver. Les données climatiques enregistrées tout au long de 1’année sont rapportées

dans les Figures 17a et b.

AHAF

2013 2014 2015 2016 2017

= T. max (°C) T. min (°C) ®Préc. (cm)

Figure 17a : Conditions climatiques de la région de Tigzirt (Office national de métrologie
Tizi-Ouzou 2013-2017).
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T. Moyenne (°C)
B Préc. (cm)

I I II

Jan. Vev. Mars Avril Mai Juin Jui. Aout Sep. Oct. Nov. Déc.

Figure 17b : Conditions climatiques de la région de Tigzirt a différentes saisons (Office
national de métrologie Tizi-Ouzou 2013-2017).

3- Batiment d’élevage

Le batiment comprend 2 salles (engraissement et maternité) et un magasin de stockage
d’aliment. La batisse est pourvue de fenétres assurant un éclairage et une aération naturels
avec un programme lumineux de 16 heures/jour. En revanche, il n’y a pas de systéme de
ventilation électrique, de chauffage, ni de refroidissement. Cependant, les animaux sont a

I’abri des vents violents et des fortes températures grace a un faux plafond (Figures 18, 19).

2
Figure 18: Vue extérieure de la station d’élevage de Tigzirt.

La maternité renferme 200 cages grillagées disposées en flact-decket réparties en 2 rangées
dont 160 cages meéres munies de boites a nids métalliques. Chaque cage est dotée d’une

pipette pour I’eau et d’une mangeoire commune pour deux cages.
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Figure 19: Vue intérieure du batiment d’élevage.

4- Animaux

Le cheptel est composé par deux types génétiques d’animaux : les lapins de la population

blanche (PB) et les lapins de la souche synthétique (SS). Il comprend en moyenne 200
femelles /année (120 SS et 80 PB) et 40 males (20 SS et 20 PB).

Les lapines PB sont les descendants d’hydrides commerciaux, importés de France dans les

années 1980-1987 (Zerrouki et al., 2007). Les lapines SS sont issues d’un croisement entre la

population locale et la souche INRA2666, sélectionnée pour sa prolificité (Gacem et al.,

2008; Gacem et al., 2009) (Figure 20).

Lapines de la
population
blanche

Lapines de la
souche
svnthétiaue

—

Figure 20 : Différents phénotypes des lapines de la population blanche (PB) et de la
souche synthétique (SS).
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5-Conduite en reproduction
Les femelles sont mises en reproduction a I’age de 3 a 4 mois. Dans un premier temps (2013-
2015), les lapines ont été fecondées par saillie naturelle suivant un rythme semi intensif. Ce

rythme consiste a saillir la lapine 10 jours apreés la mise bas (Figure 21).

Saillie naturelle (SN)

Rythme de reproduction semi intensif : Intervalle saillie-Mise bas = 10-12j

Cycle n

Cyclen +1

Gestation Lactation

Cyclen +2

A A A A A A A

5N M SN MB SN VB SN

Figure 21 : Illustration du rythme de reproduction semi-intensif avec saillie naturelle (SN)

pratiqué entre I’année 2013 et la mi- 2015.
SN : saillie naturelle, MB : mise bas

A partir du mois de juin de I’année 2015, et avec la mise en place d’un laboratoire au sein du
clapier, les lapines ont été fécondées par insémination artificielle (I1A) suivant un rythme de
reproduction extensif. Ce rythme consiste & inséminer les femelles 25 jours apres la mise bas
(Figure 22).

Insémination artificielle (1A)
Rythme de reproduction extensif : Intervalle LA-Mise bas = 25 jours

Cyclen

Cyclen + 1

Gestation Lactation
Cyelen+2

Jours

—

A A A

MEB MEB MEB
Figure 22 : Illustration du rythme de reproduction extensif avec insémination artificielle (1A)
pratiquée a partir de la mi-2015.

IA : insémination artificielle, MB : Mise bas
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Le diagnostic de gestation se fait par palpation abdominale vers le 12-13°™ jour de gestation
(aprés I’insémination artificielle). Les femelles non gestantes sont aussitét remises en
reproduction (saillie ou insémination artificielle) en fonction de la période prise en

considération.

La préparation des boites a nids s’effectue 3 a 4 jours avant la date prévue de la mise bas. Les
portées sont dénombrées a la mise bas (nés totaux, nés vivants, morts nés). Ces informations

sont notées sur une fiche spécifique a chaque femelle.

Apres la parturition, les femelles ont acces a la boite a nid une seule fois par 24 heures, le
matin et pendant une durée ne dépassant pas les 3 min. La production laitiére a été estimée a
partir de la mesure du poids de la femelle et de la portée avant et apres tétée quotidienne par 2

a 4 mesures par semaine de lactation, en allant de la naissance de la portée jusqu’a 21jours.

6-Suivi des animaux

Les lapines ont été suivies durant plusieurs cycles de reproduction, de la saillie ou
insémination (en fonction de la période considérée) jusqu’a la fin de la période d’allaitement
de leurs portées. Elles ont été identifiées et tatouées a I’aide d’une pince a tatouer. Différentes
fiches techniques ont été établies, ou sont portées toutes les observations faites au cours des
manipulations. Une fiche de reproduction individuelle a été établie, caractéristique de chaque
femelle, ou sont enregistrées toutes les informations relatives a la saillie ou I’IA, la palpation,
et la mise bas. De méme, y sont notées toutes les informations portant sur les portées. Les

données enregistrees sont représentées sur la Figure 23.

7-Hygiéne et prophylaxie

L’hygiene du batiment d’élevage est assurée par un nettoyage et une désinfection quotidiens
du sol, des cages, des mangeoires, des abreuvoirs et des boites a nid, ainsi que les supports des
cages. Le nettoyage est complété par le passage des cages au chalumeau pour éliminer les
poils. Une fois par an, un vide sanitaire est pratiqué ainsi qu’une vaccination des lapines
principalement contre la maladie hémorragique virale (VHD) et la myxomatose. En cas de
diarrhée isolée, du vinaigre est additionné a 1’eau de boisson. A D’entrée du clapier, un

pédiluve est installé pour éviter les contaminations venues de I’extérieur.
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Figure 23 : Paramétres mesurés au cours du cycle de reproduction et de la lactation.

MN: Mort-nés ; NT : Nés Totaux ; NV: Nés Vivants
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Expérimentations

Le travail est présenté en cing expérimentations et chaque expérimentation comprend une
présentation du protocole, le matériel et méthodes utilisés, I’analyse statistique et les résultats

et discussion.

La premicre partie porte sur 1’évaluation de la mortalité des lapereaux sous la mere en rapport

avec la production laitiére (quantité et qualite).

La seconde partie traite de I’étude histologique et morphologique de la glande mammaire et

de son évolution a travers différents états physiologiques.
La troisiéme partie s’intéresse a 1’étude de la mortalité des lapereaux en période d’allaitement
en rapport avec la quantité de lait produit, sa teneur en protéines totales, le développement de

la glande mammaire et le taux de prolactinémie.

La quatriéme partie correspond a un essai portant 1’évaluation de la mortalité des lapereaux en

période d’allaitement en rapport avec 1’origine génétique du lait tété.

La cinquieme partie concerne une analyse fine et approfondie de la fraction protéique du lait

et son éventuel impact sur la mortalité des lapereaux en période d’allaitement.
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Chez les mammif¢res, 1’alimentation du jeune dépend exclusivement du lait, liquide complexe
dont les effets vont au-dela de sa valeur nutritionnelle. Le lait confére en effet au nouveau-né
des avantages d’ordre protecteur et adaptatif, a travers des molécules bioactives qui sont
transférées de la mére au jeune pendant la période d'allaitement. Dans ce contexte, les réles
joueés par les composeés bioactifs du lait dans le développement néonatal sont d'une importance

capitale.

Une comparaison des performances de reproduction des lapines appartenant aux deux types
génetiques élevees dans la région de Tigzirt a montré une supériorité du type SS en ce qui
» (Zerrouki et al., 2014 ; Lebas et al., 2010). Cependant la productivité au sevrage dans la
souche SS, exprimée en nombre de lapereaux sevrés par femelle et par portée et/ou par an
s’avere treés faible surtout en période estivale. Ces faibles productivités sont liées a une forte
mortalité durant la phase d’allaitement (Zerrouki et al., 2014 ; Chibah-Ait Bouziad et al.,
2014).Afin d’identifier les causes de cette forte mortalité, des études portant sur 1’évaluation
quantitative de la lactation des lapines ont été réalisées. Dans cette perspective, nous avons
évalué la mortalité des lapereaux SS en comparaison avec ceux du type PB et nous les avons

mis en relation avec la production laitiere des lapines (quantité et qualite).

1-1- Protocole expérimental
Parallélement a 1’estimation des performances de reproduction des lapines, I’expérimentation

se présente sur deux volets :

1-1-1-Evaluation de la mortalité des lapereaux sous la mére

Avec une moyenne de 5 mises bas par an, la mortalité a la naissance et entre la naissance et
21 jours a été évaluée sur 250 portées PB et 320 portées SS. Ainsi la mortalité a été estimée
par année et par saison et par stade de lactation sur chacun des deux types génétiques de

lapines en tenant compte du rythme de reproduction (Tableau 18).

Tableau 18 : Effectifs des lapines utilisés en fonction du mode de reproduction.

2013 2014 2015 2016 2017
rl\gs;joedﬂgtion R e e SRS SR
Types génétiques PB SS PB SS PB SS PB SS PB SS
Effectif lapines 80 120 77 110 75 95 90 100 88 115
Mises bas (total) 400 600 385 550 375 475 450 500 440 575
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1-1-2-Parameétres évalués

Tenant compte des différents enregistrements au cours de5 ans d’investigations, les données
recueillies ont permis le calcul des paramétres tels que la fertilité (exprimée par le taux de
mise bas ou le taux de gestation), la mortinatalit¢ ainsi que la mortaliteé en période

d’allaitement, notamment au 21%™ jour de lactation (L21).

Les formules mathématiques utilisées sont les suivantes :

e Taux de fertilité

) Nombre de femelles palpées positives
Taux de mise bas = — ——F— X 100
Nombre de femelles saillies /inséminées

e Taux de mortalité

) . Nés totaux — Nés vivants
Taux de mortinatalité = ~ x 100
Nes totaux

e Mortalité naissances - J 21

Nés vivants — Nombre de lapereauxa J 21

Taux de mortalité naissance — ] 21 = — X 100
Nés vivants

1-1-3- Evaluation de la production laitiere
L’évaluation de la production laitiere comprend I’estimation de la production laiticre
(évaluation quantitative) ainsi que 1’analyse biochimique des échantillons de lait collectés

(évaluation qualitative).

1-1-3-1- Evaluation quantitative de la production laitiére

L’évaluation quantitative de la production laitiere a été réalisée suivant la méthode décrite par
Lebas et Zerrouki (2011). La quantité de lait produit a été calculée par deux procédés : elle
correspond a la différence de poids des femelles et de leurs portées respectives avant et aprées
la tétée. Les collectes de lait ont éte effectuées 4 fois par semaine pendant les 21 jours de

lactation.
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1-1-3-2- Evaluation qualitative de la production laitiére

Les paramétres biochimiques (matiére séche, matiére azotée totale et matiére grasse) ont été
évalués par des techniques biochimiques standards courantes sur des échantillons de lait
prélevés manuellement (sans injections d’ocytocine) au nombre de 30 a 44 échantillons par
type génétique et par cycle de reproduction. Chaque analyse a été réalisée 3 fois. Il est a
signaler que les constantes physico-chimiques propres au lait de lapine ont été mesurées sur
des échantillons de lait fraichement collectés sur les deux types génétiques servant ainsi de
références.

e Organisation des collectes de lait

La traite manuelle des femelles a ¢été effectuée sans addition d’ocytocine et dans des
conditions d’hygiéne rigoureuses, nécessitant le nettoyage des mains entre chaque traite. Le
lait a été collecté aupres de 10 lapines SS et 10 lapines PB, dans des tubes en plastique
stérilisés et additionnés de thiomersal (0,005%0) (antifongique et bactériostatique puissant).

Les échantillons de lait ont ensuite été conserves a -20°C (Figure 24).

Figure 24 : Traite manuelle des lapines.

Les échantillons de lait congelés ont servi a des analyses biochimiques, plus précisément a
I’évaluation des parametres tels que la matiere seéche (MS), le taux de maticres azotées totales
(MAT), la teneur en matiére grasse (MG) et en protéines. Les jours consacrés a la traite n’ont
jamais coincidé avec les jours des pesées des lapines et de leurs portées respectives car cela
pouvait fausser les résultats de 1’évaluation quantitative de la production laitiere. Afin de
réaliser un tel protocole, une organisation ad hoca été mise en place consistant a alterner les

jours des traites avec les jours des pesées (Figure 25).

o L5 L7 L10 Li14 117 L21
{_#4 Lo | 4 N
T Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 de luetation
= Traite

Pisde

Figure 25 : Organisation des traites de lait et de 1’évaluation de la production laitiére au
cours des trois semaines de lactation.
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e Analyses biochimiques du lait
» Dosage de la teneur en matiére grasse par la méthode acido-butyrométrique dite
de Gerber (Annexe 1)

La manipulation consiste en une séparation de la matiere grasse du lait par centrifugation dans
un butyromeétre et cela apreés destruction des éléments de ce dernier (excepté la matiére grasse)
par l'acide sulfurique. Cette séparation de la matiére grasse est favorisée par l'addition de 1

mL d'alcool isoamylique par10 mL de lait.

= Dosage de la teneur en matiere séche (Annexe 2)
On entend par matiere seche du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les
conditions décrites ci-dessous : dessiccation par évaporation d'une quantité de lait et pesée du
résidu. La différence entre la pesée initiale de la prise d’essai et de la pesée finale constitue la

quantité d’eau contenue dans ce lait.

= Dosage de la teneur en matiére azotée totale par la méthode Kjeldhal (Annexe 3)
Cette méthode comprend deux parties, la minéralisation et la distillation :
-Minéralisation d'une prise d'essai avec un mélange d'acide sulfurique concentré et de sulfate
de potassium, en utilisant du sulfate de cuivre comme catalyseur pour convertir ainsi l'azote
organique présent en sulfate d'ammonium, le sulfate de potassium permet d'élever le point
d'ébullition de I'acide sulfurique et d'obtenir un mélange oxydant plus fort pour la
minéralisation. L’addition d'hydroxyde de sodium excédentaire au minéralisat refroidi permet
de libérer de I'ammoniac.
-Distillation : I'ammoniac libéré dans un excédent de solution d'acide borique est titré en
utilisant de I'acide chlorhydrique.

La teneur en azote est calculée a partir de la quantité d'ammoniac produit.

e Analyses physico-chimiques du lait
Les données bibliographiques actuelles ne font pas mention des constantes physicochimiques
propres au lait de lapines. Il s’agit notamment du pH, la densité, 1’acidit¢é Dornic...etc.
L’évaluation des paramétres physicochimiques sur des échantillons de lait fraichement
collectés permet de fixer des reperes en termes de conservation des échantillons. En effet, les
échantillons de lait peuvent subir une dégradation de leurs composés biochimiques en rapport

avec une acidification qui peut survenir soit a une mauvaise conservation ou a la manipulation
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répétée de 1’échantillon lui-méme. Cette acidification est a 1’origine des processus de
protéolyse et de lipolyse qui causent la détérioration partielle ou totale de 1’échantillon.

Dans un la détérioration partielle de 1’échantillon, il est difficile de déceler cette derniere. 1l
est donc primordial de vérifier I’intégrité de 1’échantillon en mesurant son pH par exemple et

en se référant aux constantes physicochimiques préalablement mises en place.

= LepH
Les mesures de pH effectuées sur les échantillons, sont basées sur une méthode
potentiométrique dont le principe repose sur une mesure de la différence de potentiel entre
une ¢lectrode dite de mesure et une de référence.Avant d’entreprendre les mesures, 1’¢électrode
du pH-métre est nettoyée avec de 1’ecau de robinet puis rincée a 1’eau distillée et séché. Le
pHmetre est étalonné avec des solutions tampon de pH 1, 4 et 9 avant de procéder a la
manipulation. La mesure se fait par immersion du bout de 1’¢lectrode dans le lait jusqu’a
stabilisation de la valeur du pH qui s’affiche sur I’écran. Avant d’entreprendre une autre

mesure, 1’électrode doit étre a nouveau nettoyée et rincée.

= Acidité Dornic (Annexe 4)
L'acidité Dornic est la résultante de I'acidité naturelle du lait liée a sa richesse en protéines et
minéraux a laquelle vient s'ajouter I'acidité développée grace a l'action des ferments lactiques
qui transforment le lactose du lait en acide lactique. L’acidité Dornic est un indicateur du
degré de conservation du lait. Naturellement le lactose contenu dans le lait se dégrade
progressivement en acide lactique par les bactéries. La quantité d'acide lactique contenue dans

un échantillon de lait est inversement proportionnelle a la fraicheur du lait.
= Densite
Le parametre densité est en rapport direct avec la richesse de 1’échantillon de lait en matiére

grasse et en extrait sec.

La mesure de la densité des différents échantillons s’est faite via le calcul de la masse

volumique de ces derniers. La mesure a été effectuée a I’aide d’un pycnométre (Figure 26).
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Figure 26 : Pycnométre.

Lorsqu’on ajuste le bouchon sur la fiole, ’exces du liquide s’échappe par I’extrémité

supérieure du tube. Dans la mesure ou le tube est trés fin, le volume du liquide est déterminé

avec une grande précision. La contenance du pycnometre est connue (5 mL), il suffit de peser

le flacon avant et aprés le remplissage pour calculer la masse volumique du contenu. Le

remplissage du pycnometre avec de 1’eau distillée donne apres calcul, la masse volumique de

I’eau. En second lieu, le remplissage du pycnomeétre avec du lait cru donne apres calcul,

lamasse volumique du lait. Le rapport entre les deux mesures (2 masses volumiques) obtenu

correspond & la densité du lait en question.

1-1-4-Variables calculées et analysées

Les parameétres mesurés dans les deux types génétiques de lapines (PB et SS) sont les

suivants :

Mortalité des lapereaux de la naissance au 21°™ jour sur 5 années
Quantité de lait produite (g) estimée a partir de la différence de poids des portées avant
et apres tétée

Composition biochimique du lait (g/100g de lait trait).

1-1-5-Effets considérés

Les effets considérés au cours de cette expérimentation sont:

Effets stade de lactation sur la mortalité des lapereaux sous la mére dans les deux
types génetique PB et SS (2 niveaux).

Effets de la saison sur la mortalité des lapereaux sous la mére dans les deux types
génétique PB et SS (2 niveaux).

Effets de la saison et du stade de lactation sur la production laitiere (quantité et
qualité) dans les deux types genétique PB et SS (2 niveaux).
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« Interaction entre la production laitiére (quantité et qualité) et la mortalité des lapereaux
des deux types génétique PB et SS (2 niveaux).

1-1-6-Analyses statistiques
L’ensemble des variables a été soumis a une analyse de variance avec le logiciel R. Pour
I’analyse des données de la mortalit¢ de la quantité de lait produit et la composition

biochimique du lait, des modeles linéaires mixtes ont été utilisés avec le package « nime ».

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de tableaux et de graphes. Les présentations
graphiques sont réalisées a 1’aide de Microsoft Excel 2013.

Les significations statistiques sont notées :

- ns : non significatif;

- * : significatif au seuil de 5 p100;

-** - significatif au seuil de 1 p 100 ;

- *** - significatif au seuil de 1 p mille.

Lorsque I'effet est globalement significatif, les moyennes sont comparées 2 a 2 par le test de
Student ou le test non paramétrique de Mann-Whitney lorsque les effectifs sont inférieurs a 10
individus. Les moyennes significativement différentes au seuil de 5% sont suivies de lettres
différentes (a, ab, b, c, ...).

1-2-Résultats

1-2-1-Evaluation de la mortalité des lapereaux sous la mere en rapport avec la
production laitiere des lapines de la population blanche (PB) et de la souche
synthétique (SS)

Les résultats présentés portent sur deux volets, ils concernent d’une part I’étude de la

mortalité des lapereaux sous la mere sur plusieurs années et dans différentes conditions

d’élevage. D’autre part, ils ciblent I’étude de la production laitiere (quantité et qualité) en

rapport avec les variations saisonniéres et le stade de lactation.
1-2-1-1-Evaluation de la mortalité des lapereaux sous la mere
La mortalité a été évaluée sur 5 années a différentes saisons a différents stades de lactation sur

deux types génétiques de lapine PB et SS.

= Mortalité a la naissance

La mortalité a la naissance, également désignée par le terme mortinatalité, est un critére de
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reproduction permettant 1’évaluation des performances de reproduction des lapines. Ainsi, la

mortinatalité moyenne enregistrée sur les portées PB est plus importante (P<0,001) que celle

enregistrée au niveau des portées SS avec un écart de 5, 24% (Tableau 19).

Tableau 19 : Effectifs de toute la période (2013 a 2017).

Effectifs PB Poids moyen (g) SS Poids moyen (g)
Lapines (moyenne) 824 3255+5,33 108 + 6 4098 +7,43
Mises bas (total) (moyenne) 317 350 +2,13 429 450 £5,23
Lapereaux/MB (moyenne) NT 7,3+0,1 50 + 0,45 9,0+£1,6 51+1,03
Lapereaux/MB (moyenne) NV 6,78 + 0,33 - 8,76 + 0,56 -
Lapereaux nés (total) (moyenne) 2994 +12 - 4849 +10 -
Lapereaux nés vivants (total) (moyenne) 27709 - 47397 -

% Mortinatalité (moyenne) 7,48 £ 0,22 - 2,24+0,01 -

MB : mise bas ; NT : Nés Totaux ; NV : Nés Vivants

Le mode et le rythme de reproduction semblent avoir un effet important sur la viabilité des

lapereaux recensée a la naissance, dans les deux types génétiques de lapines. En effet, un taux

de mortinatalité avoisinant les 10,50 % et 3 % a été enregistré respectivement dans les portées

PB et SS, avec des méres conduites en reproduction suivant un rythme semi-intensif et mises

en reproduction par saillie naturelle. En revanche, une baisse hautement significative de ces

taux (P< 0,001) est observée lorsque les lapines sont soumises a un rythme de reproduction

extensif et sous insémination artificielle (Tableau 20).

Tableau 20: Rythmes de reproduction et effectifs par année.

2013 2014 2015 2016 2017
Ir\:g:joeduction ! ot st Extensif Extensif
Types génétiques PB SS PB SS PB SS PB SS PB SS
Effectif lapines 80 120 77 110 75 95 90 100 88 115
Mises bas (Total) 400 600 385 550 375 475 450 500 440 575
Lapereaux/MB 7,5 8,2 6,9 9 7,5 10 8,1 8,9 6,5 9
Lapereaux nés 3000 4920 26565 4950 2813 4750 3645 4450 2860 5175
Nés vivants 2700 4743 2342 4800 2566 4656 3500 4399 2744 5099
% Mortinatalité 10,00 3,60 11,84 303 6,76 198 398 115 4,06 1,47
MB : mise bas
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= Mortalité des lapereaux en période d’allaitement (21 jours) en fonction des années
Durant les 5 années qu’a duré cette étude, les taux de mortalités des lapereaux les plus
importants ont été enregistrés chez les lapines de la population blanche (Figure 27).
Avec ’adoption de la technique de 1’insémination artificielle (IA) et du rythme extensif (une
IA tous les 2 a 2,5 mois) en 2015, une baisse de la mortalité a été observée. Cette baisse est
trés hautement significative (P<0,0001) notamment au cours de 1’année 2015 par rapport au

début de I’expérimentation en 2013.
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Figure 27 : Evaluation du taux de mortalité des lapereaux entre O et 21 jours chez les lapines
de la population (PB) et de la souche synthétique (SS) entre 2013 et 2017.

> Le mode et le rythme de reproduction ont ainsi un effet important sur la viabilité
des lapereaux sous la mere dans les deux types génétiques de lapines.

= Mortalité des lapereaux en période d’allaitement (21 jours) en fonction des saisons
Les taux de mortalité les plus importants ont été observés chez les lapines PB et ce, quelle que
soit la saison de I’enregistrement. Lorsque les deux types génétiques de lapines ont été pris en
compte, une variation trés hautement significative du taux de mortalité (P<0,0001) a été

observée en fonction des saisons.

Avec des ecarts de mortalité entre 11,8% (SS) et 16,6% (PB) entre les saisons estivale et

hivernale, les plus forts taux de mortalité ont été enregistrés au cours de 1’été (Figure 28).
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Figure 28 : Evaluation de la mortalité des lapereaux sous la mere en fonction des saisons
dans les deux types génétiques de lapines la population blanche (PB) et la
souche synthétique (SS). (Effectifs des lapereaux nés vivants PB = 1 352, 1

419,1 827,445 et SS=2804, 2642, 2 317, et 2 047 en automne, en hiver, au

printemps et en éte).
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> Les variations saisonniéres ont ainsi un effet important sur la viabilité des
lapereaux sous la mere dans les deux types génétiques de lapines PB et SS.

= Mortalité des lapereaux en fonction du stade de lactation

Au cours de la période péri-mise bas, notamment la période colostrale, de forts taux de

mortalité ont été observés dans les deux types génétiques de lapines (PB et SS). Avec une

perte moyenne de 4 lapereaux/portée, les lapines PB présentent un fort taux de mortalité par

rapport aux lapines SS qui présentent une mortalité moyenne de 2 lapereaux/portée. La

seconde et troisieme semaines de lactation sont caractérisées par une stabilité des effectifs au

sein des portées SS. En revanche, un léger déclin des effectifs a été noté dans les portées PB

avec une perte moyenne de 2 lapereaux /portée vers la fin de la seconde semaine de lactation

(Figure 29).
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Figure 29 : Evaluation de la taille de portée au cours de la lactation chez les lapines PB et SS.
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> Le taux de mortalité le plus élevé dans les deux types génétiques est observé au
cours de la période colostrale.

1-2-2-Evaluation de la production laitiere
La production laitiere a été évaluée dans les deux types génétiques de lapines. Elle concerne
en premier lieu la quantité de lait produit et en second lieu, elle s’intéresse a la composition

biochimique du lait et son évolution en fonction du stade de lactation et a travers les saisons.

1-2-2-1- Evaluation quantitative de la production laitiere

= Quantité de lait produit

Dans un premier temps, la quantité de lait produit a été évaluée pendant 4 phases
d’allaitement au cours de la saison estivale en raison des forts taux de mortalité observés. La
durée de la lactation considérée a été de 3 semaines apres la mise bas, soit a 21 jours de
lactation. Les résultats enregistrés suggerent que dans les deux types génétiques de lapines la
production laitiere augmente progressivement a partir du stade colostral jusqu'a la fin de la
lactation. Cependant, les lapines SS produisent plus de lait par rapport aux lapines PB au
cours de la période estivale avec une moyenne de 2 800 + 10 g contre 2 320 + 11g (Figure
30).

Quantité de lait produit
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Figure 30 : Evolution comparée de la quantité de lait produit chez les deux types génétiques
de lapines la population blanche et la souche synthétique (PB et SS).
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= Quantité de lait produit en fonction des saisons

La quantité de lait produit pendant la lactation a €té mesurée a différentes saisons

parallelement a I’évaluation des taux de mortalité dans les deux types génétiques de

lapines. La durée de lactation était de 21 jours pour I’ensemble des lapines.

Les lapines SS ont produit plus de lait que les lapines PB au cours des 4 saisons avec des

écarts plus marqués entre les périodes estivale et automnale d’une part et, hivernale et

printaniere, d’autre part. En effet, dans les deux types génétiques de lapines, la quantité de

lait produit était plus importante en hiver et au printemps par rapport a celles mesurées en

été et a

I’automne. De ce fait, les variations saisonni€res ont un effet trés hautement

significatif (P<0,0001) sur la quantité de lait produit (Figure 31).
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Figure 31 : Evaluation de la quantité moyenne de lait produit chez les lapines PB et SS en
fonction des saisons.
> Les variations saisonnieres ont un effet significatif (P<0,0001) sur la production
laitiére.

= Quantité de lait produit en fonction du stade de lactation

La quantité de lait produit dans les deux types génétiques de lapines augmente

progressivement a partir du stade colostral jusqu’a la troisiéme semaine de lactation (Figure

32).
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Figure 32 : Evaluation de la quantité de lait moyenne produit en fonction du stade de
lactation chez les lapines de la population blanche (PB) et de la souche
synthétique (SS).

> Effet stade de lactation : Le stade de lactation influence (P<0,0001) la production
laitiere aussi bien chez les PB que chez les SS.

> Effet type génétique :

Le type génétique a un effet hautement significatif

(P<0,0001) sur la production laitiéere.

> L’interaction entre les deux effets (type génétique et stade de lactation) est
hautement significative (P<0,0001) sur la production laitiére.

La production laitiere a été également mesurée a différents stades de lactation, a différentes

saisons et dans les deux types génétiques de lapines PB et SS. Les résultats observés sont

représentés au niveau de la Figure 33 et indiquent que :

» La production laitiére est progressive au cours des quatre saisons.

A\

Les lapines SS produisent plus de lait que les lapines PB au cours des 4 saisons.

» L’interaction entre les effets type génétique, stade de lactation et variations

saisonniéres significative (P<0,0001) et a un effet significatif sur la quantité de lait

produit.
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Figure 33 : Evaluation de la quantité de lait en fonction du stade de lactation et des saisons
chez les lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).

1-2-2-2-Evaluation qualitative de la production laitiere

= |dentification des parametres physicochimiques du lait de lapines
La détermination des constantes physicochimiques des échantillons de lait de lapines
fraichement collectés sur les deux types genétiques PB et SS est indispensable a la suite des

analyses biochimiques du lait.
Ces constantes ainsi fixées peuvent nous renseigner sur 1’état de conservation des échantillons

de lait avant de procéder a leur analyse biochimique garantissant ainsi la fiabilité des résultats

enregistrés. Les paramétres en question sont le pH, la densité et I’acidité Dornic (Figure 34).
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Figure 34 : Evolution des paramétres physicochimiques mesurés sur les laits PB et SS
collectés a différents stades de lactation.

Les échantillons de laits PB et SS présentent respectivement un pH moyen de 6,84 + 0,78 et
7,01 + 0,97 ces pH sont Iégerement plus élevés par rapport aux pH mesurés sur des laits bovin
et caprin (6,70 £ 0,10 et 6,50 £ 0,20).

Des variations du pH sont notées au sein des laits PB et SS, avec un des valeurs élevées au
stade colostral (PB : 7,26 et SS : 7,44). Aux stades premiére et seconde semaine de lactation,

le pH chute pour connaitre une augmentation au cours de la derniére semaine de lactation.

L’acidité Dornic mesurées sur les différents échantillons de lait indique une moyenne de
17,40 £ 0,65°D dans le lait PB et une moyenne de 17,30 + 0,22°D dans le lait SS.

Ces résultats sont plus élevés par rapport a I’acidité Dornic mesurée sur les laits bovin et
caprin (14°D - 16°D et 12°D - 16°D).

Des variations de I’acidité Dornic sont notées dans les laits PB et SS au cours des différents
stades de lactation.

En effet, I’acidité Dornic augmente progressivement du stade colostral jusqu’a la premiére

semaine de lactation, connait une stabilité au cours de la seconde semaine et chute vers la fin
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Les laits PB présente une densité moyenne de 1,014345 + 0,0003 alors que le lait SS présente

une densité moyenne de 1,07724 + 0,00023.

Ces résultats semblent indiquer que les laits de lapine PB et SS sont plus dense que les bovins

et caprin dont les densités respectives sont de I’ordre de 1,028 - 1,033 et 1,0260 - 1,0420.

» Le lait de lapine présente des constantes physico-chimiques spécifiques variant au
cours des différents stades de lactation. Ces constantes sont différentes de celles

des laits bovin et caprin.

» Les constantes physico-chimiques ainsi fixées pour le lait de lapine a différents
stades de lactation, nous permet de vérifier ’état de conservation de chaque
échantillon de lait avant de procéder a son analyse biochimique.

= Composition biochimique du lait en fonction des saisons

La composition biochimique du lait produit a été évaluée a différentes saisons dans les

deux types génétiques de lapines. Les lapines SS ont produit un lait plus riche en matiere

seche (MS), matiére azotée totale (MAT) et matiére grasse (MG) que les lapines PB au

cours des 4 saisons avec des écarts plus marqués entre les périodes estivale, automnale et

hivernale, printaniere.

En effet, la composition des laits a varié significativement (P<0,0001) en fonction des

saisons : les laits étaient plus riches au cours des saisons hivernale et printaniere (Figure

35).
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Figure 35 : Evaluation des teneurs en matiere seche (MS), matiére azotée totale (MAT) et
matiére grasse (MG) des laits en fonction des saisons dans les deux types
génétiques de lapines la population blanche (PB) et la souche synthétique (SS)
saisons (n = 12, 12, 12 et 12 lactations en automne, en hiver, au printemps et en été pour PB et

sS).
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Pour résumer :

» |l existe une interaction trés significative (P<0,001) des deux effets (saison et
origine génétique du lait) sur la composition des laits.

» La composition des laits varie hautement (P <0,0001) en fonction des saisons : les
laits sont plus riches au cours des saisons hivernale et printaniére.

= Composition biochimique du lait en fonction du stade de lactation
La composition des laits PB et SS varie significativement (P<0,0001) en fonction du stade de
lactation. En effet, les laits collectés au stade colostral sont trés riches en MS, MG et MAT.
Une baisse significative (P<0,0001) des taux est observée au cours des premiere et seconde
semaines de lactation. Une augmentation sensible en matieres utiles est observée vers la

troisieme semaine de lactation (Figure 36).
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Figure 36 : Evaluation des teneurs en matiere seche (MS), matiére azotée totale (MAT) et
matiere grasse (MG) des laits enfonction du stade de lactation les deux types
génétiques de lapines la population blanche (PB) et la souche synthétique (SS).

La biochimie du lait a également été analysée a différents stades de lactation, a différentes
saisons et dans les deux types genétiques de lapines. Les résultats observés sont représentés au

niveau des Figures 37 et 38.
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Figure 37 : Comparaison de 1’évolution de la composition des laits SS et PB en hiver et au

prlntemps.
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été et en automne.
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Ces resultats indiquent que la progression de la composition biochimique des laits PB et SS
varie significativement (P<0,0001) en fonction du stade de lactation et suit la méme
trajectoire au cours des quatre saisons a savoir, les laits sont trés riches (MS, MG et MAT) au
stade colostral. Une baisse est observée au cours des premiére et seconde semaines de
lactation. L’augmentation des taux est €galement observée durant la troisiéme semaine

d’allaitement.

» La composition biochimique du lait de lapines varie en fonction du stade de
lactation et des saisons.

» Les lapines SS produisent un lait plus riche par rapport a celui produit par les
lapines PB au cours des 4 saisons et a chaque stade de lactation.

» L’interaction entre les effets type génetique, stade de lactation et variations
saisonniéres est significative (P<0,0001), ce qui se traduit par un effet sur la
composition biochimique du lait.

Les variations saisonniéres et le stade de lactation semblent avoir des effets significatifs
(P<0,0001) a la fois sur la qualité, quantité de lait produit et sur la mortalité des lapereaux.
Aussi, les expérimentations menées sur plusieurs années a travers différentes saisons, sur les
deux types génétiques de lapines ont révélé une nette supériorité des lapines SS en termes de
productivité (9 + 1,6 lapereaux SS contre 7,3 + 0,1 lapereaux PB) et de production laitiére
(3118 £ 20 gcontre 2 750 + 17 g) (Tableau 21).

Tableau 21 : Performances de reproduction et de production laitiére des lapines PB et SS en
rapport avec le taux de mortalité enregistrés sur 5 années d’investigations.

Population blanche (PB) Souche synthétique (SS)
Effectif (portées) 2 050 2700
Production laitiére (g) 2750+ 17 3118+ 20 ***
Durée de lactation (jours) 21 21
% Mortalité des lapereaux entre 0 et 21 jours 19,7 £ 1,6%** 135 + 04

(*** P<0,05)

Pour résumer :
» Les taux de mortalite les plus importants sont notés en périodes estivale et
automnale.

» Les taux de mortalité les plus élevés sont notés au cours de la période colostrale.
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» La quantité et qualité du lait varient en fonction du stade lactation du type
génétique et de la saison. Il existe une corrélation entre I’origine génétique du lait,
le stade de lactation, les variations saisonnieres et la mortalité des lapereaux.

1-3-Discussion

Sur les cinq années d’investigation, on enregistre le plus fort taux de mortalité 0 a 21 jours
chez les lapereaux PB (19,7 £ 1,6 vs. 13,5 + 0,4 pour les SS). L’introduction de 1’insémination
artificielle comme mode de reproduction et I’adoption du rythme extensif (IA 25 jours apres
mise bas) semblent avoir réduit significativement la mortalité dans les deux types génétiques
de lapines (PB et SS). Avec ce mode de reproduction, la fertilité de ces lapines, a connu une
sensible amélioration.

Le mode de reproduction traditionnel additionné d’un rythme de reproduction semi-intensif
(saillie a 10 jours aprés la mise bas) impliqgue un chevauchement des deux états
physiologiques que sont la gestation et la lactation. En revanche, le nouveau mode de
reproduction adopté implique une insémination artificielle (1A) suivie par un rythme extensif
(1A 25 jours apres mise bas) ce qui permet une séparation des deux états physiologiques
(Tableau 22).

Tableau 22 : Evolution des taux de mortalité des lapereaux et de la fertilité des lapines de la
population blanche (PB) et la souche synthétique (SS) en fonction du mode de
reproduction.

% Mortalité % Fertilité
Années Mode d_e Rythme (_je SS PB p SS PB p
reproduction reproduction
2013 SN Semi-intensif 14,2 +1,2* 24,1 + 1,1b <0,001| 76,7 +3,2* 68,4+ 1,3b <0,01
2014 SN Semi-intensif 15,3 +2,0° 245+ 2,4b <0,001| 78,0+ 3,0° 66,2+ 2,0b <0,001
2015 SN + 1A Seg‘)‘(;'er:]tseirf‘s'f 12,0+1,0° 180+15° [<0,001| 97,2+34% 754 +2,0°|<0,001
2016 1A Extensif 12,5+0,9% 18,1+2,2° |<0,001| 96,4+1,8* 80,3+23"|<0,001
2017 1A Extensif 12,0 £0,6* 17,5 12,3b <0,001| 90,1+1,3* 854+ 3,4b <0,001

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05).
SN : Saillie Naturelle, 1A : Insémination artificielle.

Les changements au cours des années concernant les performances de reproduction aussi bien

chez les lapines PB et SS pourraient étre ainsi expliqués.

Ces resultats, rejoignent ceux rapportés par Fortun-Lamoth et Bolet 1995. Ils soulignent que
la lactation a un effet négatif sur le pourcentage de femelles ovulant, le taux de gestation, et la

viabilité foetale.
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L’hyperprolactinémie et la faible progesteronémie chez les lapines simultanément gravides et
allaitantes, ainsi que le déficit nutritionnel engendré par la production laitiére, semblent étre
les principaux facteurs responsables des effets observes.

Cette étude a révéle une corrélation entre les effets saison, stade de lactation et la mortalité
des lapereaux en période d’allaitement. En effet, les plus forts taux de mortalité ont été
observés chez les lapines de la population PB en été et en automne et plus précisément au

cours de la période colostrale (Figure 39).
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Figure 39 : Variations saisonniéres de la quantité de lait produit par les lapines PB et SS
comparées a la variation saisonniere de la mortalité des lapereaux en période
d’allaitement.

Ces données concordent avec les résultats enregistrés sur la population de lapines locales par

Zerrouki et al., (2003) qui associent I’effet saison a la mortalité des lapereaux en période

d’allaitement particulierement marqué au cours de la période automnale. Pour Abdelli (2016),

la saison de mise bas influe sur la viabilité des lapereaux et la saison printaniere reste la plus

favorable. Il est a signaler que 1’effet saison s’observe différemment en fonction des climats.

En effet, sous un climat tropical, la saison des fortes pluies, correspond aux taux de mortalité

les plus importants par rapport aux saisons les plus séches (Kpodekon et al., 2006).

L’évaluation de la production laitiére (aspect quantitatif) chez les deux types génétiques de
lapines indique une influence significative des variations saisonniéres et du stade de lactation
sur la quantité de lait produit. En effet, la production laitiére est progressive : elle est plus
importante chez les lapines SS quelle que soit la saison considérée ainsi que le stade
d’allaitement. Les plus faibles productions laitiéres ont été observées en été et en automne

rejoignant ainsi les plus forts taux de mortalité des lapereaux. Ces résultats ont également été
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rapportés par Zerrouki et al., (2005), Hassan (2005) et Fajemilehin et al., (2013) qui
soutiennent que la production laiticre présente une évolution progressive du début jusqu’a la
fin de la période d’allaitement avec un pic de lactation vers le 18émej0ur. La production
laitiére augmente fortement jusqu’au pic de lactation, puis elle diminue progressivement.

Une variation de la quantité de lait produit en rapport avec les changements saisonniers
(température ambiante) a été largement étudiée. En effet, Maertens et al., (1994, 2005, 20064,
2006b) ont montré qu’une température ambiante supérieure a 30°C est néfaste pour la
production laitiére des lapines qui diminue de 9 %. Szendro et al., (1999) ont observé que la
production laitiére totale diminue de 29 % lorsque la température varie entre 23°C et 30°C.Ce
fait serait li¢ aux grandes difficultés d’adaptation de I’espéce cunicole aux fortes
températures, notamment celles enregistrées en périodes estivale et automnale. Les aptitudes
de reproduction et de production laitiére se trouvent ainsi réduites (Rouvier, 1990 ; Lebas, et
al., 1991).

En effet, Matheron (1982) a constaté qu’a des températures supérieures a 30°C en France,
moins élevées qu’en Algérie, le taux d’ovulation était réduit de 5%. Ici les différences de
production laitiére ont été en moyenne de 22% (SS) et 25% (PB) de plus en hiver qu’en été.
De plus, Arveux (1988), affirme que les fortes chaleurs sont en partie a 1’origine de la
diminution de la fertilité et de la prolificité. Lebas (1987), explique cet effet par la diminution
du poids corporel des femelles, entrainé par la baisse du niveau d’ingestion a cause des

températures élevées.

Saleil et al., (1998) ont montré que les meilleurs résultats de fertilité ont été obtenus a des
températures de 16°C a 18°C. De plus, les températures élevées influencent négativement le
nombre de nés vivants (6 vs.13). Sachant que la taille de la portée influence significativement
la quantité de lait produit (Lebas, 1987 ; Chibah-Ait Bouziad et Zerrouki-Daoudi, 2015), les
fortes températures qui réduisent la prolificité des lapines réduisent de facon indirecte la
production laitiere en plus de I'influence du mécanisme de thermorégulation engagé par

I’organisme de la femelle pour lutter contre la chaleur.
L’estimation de la production laitiére (aspect qualitatif) chez les lapines appartenant aux deux

types genétiques, indique une forte influence de la saison sur la qualité du lait produit. En

effet, les laits les plus riches sont produits par les lapines SS particuliérement en périodes
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hivernale et printaniere. Les laits les moins riches sont collectés en été et en automne

concordant ainsi les plus forts taux de mortalité des lapereaux (Figure 40).
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Figure 40: Variation saisonniére de la qualité du lait produit par les lapines PB et SS
comparée a la variation saisonniére de la mortalité des lapereaux en période
d’allaitement.

L’effet des variations saisonniéres, notamment les changements de températures, ne semble
pas tres précis en bibliographie. Seulement a 30°C, une tendance a la diminution de la teneur
en matiéres grasses, protéines et surtout lactose a été observée (Kustos et al., 1999).Ces
informations confortent nos données qui indiquent une forte chute des teneurs en MG et en
protéines au cours des périodes estivale et automnale avec des températures journalieres

moyennes excedant les 30°C.

L’influence du stade de lactation a été tres significative dans les deux types génétiques de laits
(PB, SS). Les taux de matiére grasse et de matiére azotée totale sont tres importants au cours
de la période péri-mise bas. Ils connaissent une chute importante durant la premiere et
seconde semaine de lactation pour connaitre une nette augmentation vers la troisiéme semaine
d’allaitement. Cette méme évolution a été décrite par Maertens et al., (2006) dont les travaux
se focalisent sur les impacts des facteurs non alimentaires sur la quantité et qualité du lait

produit par la lapine (Tableau 23).
Boucher et al., (2007) se sont également intéressés a la composition biochimique du lait de

lapine et a son évolution au cours de la période d’allaitement et leurs résultats rejoignent nos

données.
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Tableau 23 : Synthése bibliographique portant sur 1’évolution de la composition

Expérimentations

biochimique du lait de lapines (différentes races) en fonction du stade de
lactation (Maertens et al., 2006a).

Semaines de lactation Moyenne £ SEM n Lait SS Lait PB
Colostrum 326+1,1 1 33,91+ 0,91 31,80 +1,18
MS 1 29,8+ 1,6 3 26,57 +0,97 24,82 + 0,08
(9/1009) 2 30+3,1 5 27,93 + 0,64 22,66 + 0,72
3 29,5+3,7 7 30,34 0,69 27,90 + 0,21
Colostrum 147+1,2 1 14,20 + 0,20 13,37+ 0,51
Protéines 1 12,8+2 4 12,09 + 0,54 10,67+ 0,28
(9/1009) 2 122+1,9 6 11,98 + 0,41 12,17+ 0,53
3 119+24 8 12,83+ 0,40 12,42 + 0,64
Colostrum 16,3+4,1 2 19,06 + 2,71 16,47 + 1,16
MG 1 12,7+34 3 15,07 + 1,09 12,14 + 0,27
(9/1009) 2 13,1+3,9 5 16,40 + 0,04 12,86 + 0,89
3 12,9+3,7 7 18,07 + 0,86 13,86 + 0,64

n=numéro de la référence bibliographique utilisée dans le tableau.
(1) Christ et al., (1996), (2) Cole et al., (1983), (3) Fraga et al., (1989), (4) Kowalska and Bielanski (2004), (5)
Lebas et al., (1996), (6) Maertens et al., (2005), (7) Pascual et al., (2000), (8) Xiccato et al., (1999).

Chez la majorité des mammiféres, la quantité de lait produit par la femelle est inversement
proportionnelle a sa quantité. Chez la lapine, début de le la lactation a savoir le stade colostral,
est marqué par une faible quantité de lait dot¢ d’une composition biochimique trés
particuliére : teneurs en matiére grasse et en protéines trés élevées. L’espéce cunicole ne
semble pas s’aligner avec les autres espéces mammiferes en termes de production laitiere
(quantite et qualité). 1l est a signaler que la période colostrale est marquée par les plus forts
taux de mortalité des lapereaux en dépit de la richesse du colostrum tété. Ce fait serait lié
d’une part, a la faible quantité de colostrum produit associé a une taille de portée importante
et, d’autre part, au changement brutal de la composition du lait lors du passage du stade

colostrum au stade lait mature.

En conclusion, I’étude des paramétres zootechniques, précisément la mortalité des lapereaux

sous la mere, la production laitiere et ses variations a montré que:
> La mortalité des lapereaux est plus importante chez les lapines PB que SS.

> Les taux de mortalité les plus importants sont notés en périodes estivale et
automnale notamment au cours du stade colostrum.
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La quantité et qualité du lait varient en fonction du type génétique et de la saison
. les lapines SS produisent plus de lait avec plus de matieres énergisantes
(protéines et matiéres grasses).

Il existe un rapport étroit entre l’origine génétique du lait, les variations
saisonniéres et la mortalité des lapereaux : les plus forts taux de mortalité sont
observes en été et en automne alors que le lait produit est plus abondant et plus
riche en périodes printaniere et hivernale.

L’introduction de I’insémination artificielle comme mode de reproduction et
d’un rythme extensif (IA pratiquée 25 jours aprés mise bas), suggére que de cette
technique améliore relativement les performances des lapines a travers
I’augmentation du taux de fertilité et la baisse du taux de mortalité des lapereaux
sous la mere.
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Comme il a été largement décrit au niveau de la partie bibliographique, le développement de
la glande mammaire au cours de la gestation est régi par une imprégnation hormonale précise,

déterminent le processus de la lactation aprés la mise bas.

L’expérimentation 1 a confirmé la supériorité des lapines de la souche synthétique par rapport
aux lapines de la population blanche en termes de production laitiere (qualité et quantité).
L’objectif de I’expérimentation 2 consiste a mettre en évidence 1’évolution du tissu mammaire
au cours des différents stades physiologiques (non gravide, gravide et allaitante) chez les

lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).

L’étude histologique de la glande mammaire a différents stades physiologiques dans les deux
types génétiques de lapines permettrait de déceler d’éventuelles différences morphologiques
de la glande mammaire pouvant étre a 1’origine des différences de production laitiere dont

dépond étroitement la survie des lapereaux en période d’allaitement.

2-1-Protocole expérimental
L’expérimentation s’est déroulée du mois mai au mois de juillet 2015. L’effectif ciblé était

composé de 32 lapines nullipares (16 SS et 16 PB) palpées positivement au 10°™

jour de
gestation suivant 1’insémination artificielle et suivies sur un cycle de reproduction. A chaque
stade physiologique (non gravide, mi-gestation et mi-lactation),3 lapines ont été sacrifiée sen

vue de réaliser une étude histologique du tissu mammaire (Figure 41).

31 LAPINES NULLIPARES

« Suivie sur 1 evele de reproduction
+ Etude histologique i différents stades physiologiques

16 lapines Souche synthétique | | 16 Lapines Population

3 Lapines sacrifices . X
{non gravides) blanche (non gravides)

3 Lapines sacrifiées

13 lapines Souche synthétique 13 Lapines Population

3 Lapines sacrifies (Mi-gestation) blanche (Mi-gestation) ¥ Lapines sacrilies
3 Lapines sacrifies 1 lapines '“J-n uche ?f}'ntll Etique L] I.n|]ines_l'n|mlalhinn 3 Lapines sacrifiées
(Mi-Lactation) blanche (Mi-Lactation)

Figure 41 : Schéma du protocole expérimental résumant 1’organisation des prélévements
des glandes mammaires et des prélévements sanguins, réalisés sur les lapines de
la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).
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2-1-1-Etude histologique de la glande mammaire

La procédure suivie au cours de cette manipulation repose sur la technique décrite par Gabe
(1968). Des prélévements de glande mammaires ont été réalisés en vue d’une étude
histologique sur 3 lapines de chaque type génétique, sacrifiées aux3 stades physiologiques

précédemment décrits.

e Prélévement et dissection de la glande mammaire
Apres sacrifice, une incision sur la peau au niveau de la naissance de la cuisse est réalisée.
Afin de prélever le tissu mammaire, une incision est effectuée permettant ainsi de détacher le

tissu mammaire de la peau et de ’abdomen de 1’animal (Figure 42).

Figures 42 (a, b, c, d) : Différentes étapes de prélevement de la glande mammaire.

Le tissu mammaire est posé sur une plaque en verre qui repose sur de la glace afin de limiter

la dégradation du tissu (Figure 43).
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Partie abdominale
de la glande
mammaire

Partie postérieure

de la glande o
mammaire
a-Glande mammaire prélevée \ Partie antérieure  b-Glande mammaire débrasée du
de Ia glande tissu conjonctif
mammaire

Tissu mammaire

c-Glande mammaire débrasée du tissu
conjonctif et du tissu musculaire lisse

Figure 43 (a, b, c) : Etapes de dissection de la glande mammaire.

= Fixation des prélévements et inclusion en paraffine
Une fois disséquee, des fragments de la glande mammaire inguinale sont prélevés pour une

étude histologique. Cette étude comprend plusieurs étapes :

-Fixation

Le but de la fixation est de conserver les structures. En effet, le prélévement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes, ce qui provoque une autodigestion
du tissu. De plus, a l'air ambiant, les prélévements peuvent étre contaminés par des bactéries,
ce qui entraine une putréfaction des tissus. Le fixateur le plus commun en microscopie
optique (MO) et le plus utilisé dans le monde est le formol a 4% (formaldéhyde a 10%). Son
action repose sur le fait qu'il réagit avec les groupements aminés des protéines. La durée de
fixation est variable et la quantité de fixateur utilisée doit étre au moins dix fois plus
importante que le volume de tissu a fixer : quelques heures suffisent donc pour fixer les petits

fragments de glande mammaire.
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-Inclusion dans de la paraffine

Pour que la lumiére puisse passer a travers le tissu a examiner, celui-ci doit étre trés fin. Or les
tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide. C'est le principe de
I'inclusion. L'inclusion en paraffine consiste a infiltrer et a enrober les tissus a examiner avec

de la paraffine.

L'inclusion est précédée de deux étapes essentielles. Il faut tout d'abord procéder a la
déshydratation: les tissus sont immergés dans des bains d'alcool de degré croissant (70°, 80°,
90°, 95°, 99°, puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’¢liminer le fixateur.
L'alcool (éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la paraffine : il s'agit soit de

xylene, soit de toluene (hydrocarbures). Ces substances éliminent 1’éthanol.

Au fur et a mesure de leur infiltration par le solvant, les tissus ont tendance a s'éclaircir : cette
étape est donc parfois appelée éclaircissement ou clarification. Une fois totalement imprégné,
le tissu est placé dans de la paraffine fondue (portée a 56/58°C) ; la chaleur provoque
I'évaporation du solvant: les espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine. Par la suite,
I’ensemble tissu + paraffine est placé dans des moules dédiés, a température ambiante, ce qui
provoque un durcissement et donc la rigidification des fragments tissulaires prélevés. On
procéde alors au démoulage : on obtient ainsi des fragments tissulaires inclus dans un bloc de

paraffine (Figure 44).

Figure 44 : Inclusion dans de la paraffine

e Préparation des coupes histologiques
Les prélevements inclus dans la paraffine sont ensuite coupés a une épaisseur de 5 um a I’aide
d’un microtome a mouvement vertical muni d’un réglage de 1’épaisseur des coupes, la

paraffine apparaissant translucide. Les coupes obtenues sont déposées sur des lames de qualité
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Super Frost (VWR, France) préalablement identifiées et doivent étre couvertes d’une goutte
d’albumine glycérinée. Ces lames sont placées sur une platine chauffante a 46°C afin de
permettre leur étirement, puis séchées a 1’étuve (1 heure a 37°C) avant d’étre colorées (Figure

45).

Figure 45 : Réalisation des coupes histologiques au microtome

e Coloration des lames
Les tissus de l'organisme ne sont pas spontanément colorés, ce qui rend les observations
difficiles. Les colorants utilisés en histologie sont plus ou moins sélectifs ; la plupart sont des
composants acides ou basiques en milieu aqueux qui forment des sels avec les radicaux
ionisés des tissus. Des composants acides sont utilisés pour les zones tissulaires basophiles, et
des composants basiques sont utilisés pour les zones tissulaires acidophiles. La coloration la
plus utilisée est une coloration a I’hématoxyline/éosine/safran (HES). L'hématoxyline est une
substance basique, qui colore les noyaux en violet en colorant les acides nucléiques. L'éosine

est une substance plut6t acide, qui colore les cytoplasmes en rose, donc les protéines.

Cependant, pour que l'on puisse utiliser une coloration, la paraffine doit étre éliminée. On
procede donc au déparaffinage qui consiste a passer les lames dans des bains de toluéne ou de
xyléne afin de dissoudre la paraffine. On effectue ensuite une réhydratation : I'alcool se
mélange avec l'eau et le toluéne, on passe les lames dans des bains d'alcool de degré
décroissant (de 100° a 70°, voire 50/40°) (Figure 46).
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Figure 46 : Préparation des lames histologique a 1’étape de la coloration

e Montage des lames histologiques
Les lames sont montées pour préserver les colorations. Elles sont déshydratées grace a 2bains
successifs de toluene puis des lamelles de verre sont collées par-dessus (grace a des résines
synthétiques) afin de préserver les préparations. Les lames ainsi montées peuvent étre
conservées et observées au microscope optique a différents grossissements ou scannées au

nanozoomer.

e Scanner des lames au nanozoomer et observations
Le nanozoomer permet de scanner et observer les coupes histologiques a différents
grossissements avec une grande résolution. Trois lames/animal colorées avec de
I'nématoxyline et I'éosine safran ont été examinées sous la lumiére microscopie optique et
numérisées a l'aide du NanoZoomer (Hamamatsu Photonics, Tokyo, Japon), soit au total 9
lames/type génétique/stade physiologique.

Figure 47 : Nanozoomer (Hamamatsu Photonics, Tokyo, Japon)
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Le logiciel Case Viewer qui accompagne le traitement des scanners garantit I’acces a
différents agrandissements et procure une haute résolution. Il permet également d’effectuer
des mesures de surfaces et de distances. Il s’agit notamment de la surface totale de la coupe, la

surface du tissu épithélial (TE), la surface du tissu conjonctif (TC) ainsi que la surface totale.

L’objectif ciblé par la détermination des différentes surfaces sur I’ensemble des coupes
histologiques (30/type génétique) est de déterminer la morphologie de la glande mammaire en
fonction du stade physiologique et du type génétique en fonction de la proportion relative de

la surface occupée par le TE par rapport au TC.

2-1-2- Variables calculées et analysées
Dans les deux types génétiques de lapines, la proportion relative du tissu épithélial (TE) par

rapport au tissu conjonctif (TC) a été mesurée a 3 stades physiologiques.

2-1-3-Effets considérés
Les effets considerés sont:
o Effets du stade physiologique sur le développement du tissu épithélial mammaire

(exprimé en proportion relative en TE).

o Effets du type génétique sur le développement du tissu épithélial mammaire (exprimé

en proportion relative en TE).

o Comparaison du développement du tissu épithélial mammaire entre les deux groupes

de lapines (PB et SS) a 3 stades physiologiques.

2-1-4- Analyses statistiques

Pour les données concernant les proportions relatives au tissu épithélial (TE) mesurées sur
chaque section de chaque coupe histologique, les valeurs sont présentées sous forme de
valeurs moyennes suivies de ’erreur standard a la moyenne. La signification statistique des
différences entre les moyennes comparées est appréciée par le test "t" de Student, utilisant le

logiciel Statistica.

-Si P > 0,05 : la différence n’est pas significative (NS)
- Si P <0,05 : la différence est significative (*)
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- Si P < 0,01 : la difference est trés significative (**)
-Si P < 0,001 : la différence est hautement significative (***)
-Si P < 0,0001 : la différence est tres hautement significative (****)

La présentation graphique des résultats obtenus a été réalisée en utilisant Microsoft Excel
2013.

Pour les résultats portant sur le dosage de la prolactine, les données sont présentées sous
forme de valeurs moyennes suivies de I’erreur standard a la moyenne. La signification
statistique des différences entre les moyennes comparées est appréciée par le test non
paramétrique de Mann & Whitney V5.1.1 (n <10).

L’ensemble des variables a ét¢ soumis a une analyse de variance avec le logiciel R. Pour
I’analyse des données portant sur la proportion relative du TE et les taux hormonaux, des

modéles linéaires mixtes ont été utilisés avec le package « nlme ».

2-2- Résultats et discussion

2-2-1-Etude morphologique de la glande mammaire

L’étude morphologique de la glande mammaire PB et SS qui a été entreprise au moyen
d’analyses histologiques, a révélé une évolution progressive du tissu épithélial (TE) au
détriment de la surface occupée par les tissus conjonctif (TC) et adipeux (TA) aux3 stades

physiologiques étudiés, non gravide, mi-gestation et mi-lactation.

Les Figures 48 et 49 montrent des coupes de glandes mammaires a 15 jours de gestation,
réalisées a partir de fragments mammaires issus des lapines PB et SS, aprés analyse au
nanozoomer. Les coupes histologiques photographiées a deux grossissements, montrent une
densité en acini mammaires (tissu épithélial) qui connait une évolution progressive en

fonction du stade physiologique considéré.
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Figure 48: Analyses histologiques des glandes mammaires prélevees a différents stades
physiologiques sur des lapines de la population blanche (PB). Les coupes ont été colorées a
I’hématoxyline safran (HES) et observées a différents grossissements. TA : tissu adipeux, TC :
tissu conjonctif, TE : tissu épithélial

Figure 49 : Analyses histologiques des glandes mammaires prélevées a différents stades
physiologiques sur des lapines de la souche synthétique (SS). Les coupes ont été
colorées a I’HES et observées a différents grossissements. TA: tissu adipeux, TE :
tissu épithélial, TC : tissu conjonctif
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Au stade non gravide, une différence hautement significative (P< 0,001) est notée entre les
proportions relatives représentées par les tissus adipeux et conjonctif par rapport a celles
occupées par le tissu épithélial (PB: TA+ TC= 97,95 + 1,22 vs. TE=2,05 + 0,51 ; SS:
TA+TC=98,01+1,20vs. TE =1,99 +0,22) chez les lapines PB et SS respectivement.

A la mi-gestation, nous observons une augmentation trés significative (P< 0,01) de la
proportion relative correspondant au tissu épithélial par rapport aux tissus adipeux et
conjonctif PB: TE= 99,65 £+ 0,32 vs. TA+ TC=0,35 + 0,01; SS: TE= 99,51 £ 0,43 vs.
TA+TC=0,49 £ 0,20).

A la mi- lactation, nous assistons a une augmentation hautement significative (P< 0,001) en
termes de proportions relatives du tissu épithélial par rapport aux tissus adipeux et conjonctif
PB: TE =99,65 + 0,32 vs. TA + TC=0,35+0,01); SS=TE: 99,51 + 0,43vs. TA + TC =
0,49 £ 0,20) chez les lapines PB et SS.

En revanche, on ne note pas de différences significatives (P>0,05) de la structure
morphologique des glandes mammaires prélevées sur les deux types génétiques de lapines et a

différents stades physiologiques (Tableau 24).

Tableau 24: Comparaison des proportions relatives du tissu épithélial (TE) par rapport aux
tissus adipeux (TA) et conjonctif (TC) sur les glandes mammaires prélevées
sur les lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS) a
différents stades physiologiques.

Non gravide Mi-Gestation Mi-Lactation
TE (%) TA + TC (%) p TE (%) TA + TC (%) P TE (%) TA + TC (%) p
PB 2,05+051° 97,95+1,22° <0,001 56,73 £2,09° 43,27+ 1,60 <0,01  99,65+0,32* 0,35 £0,01° <0,001
SS 1,99 +0,22° 98,01 +1,20° <0,001 54,88 +1,33* 4512 + 3,02° <0,01 9951 +043% 0,49 0,20 <0,001

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)

Ainsi :

> Le stade physiologique semble avoir un effet hautement significatif (P< 0,001) sur
le développent de la glande mammaire au sein des lapines PB et SS.

> Le type génétique ne semble pas affecter (P> 0,05) le développement de la glande

mammaire.

Ces analyses indiquent que 1’aspect morphologique de la glande mammaire de lapine connait

trois phases principales au cours desquelles d’importantes différences en termes proportions
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relatives de tissus épithéliale mammaire, adipeux et conjonctif peuvent étre observées. Il

s’agit d’une :

- phase proliférative, au cours de laquelle le tissu épithélial mammaire se developpe
progressivement sous 1’action des hormones gestationnelles ;

- phase de production, au cours de laquelle le tissu épithélial occupe toute la surface de
la glande mammaire. La lumiére des acini sont larges indiquant une activité de
production lactée ;

- phase d’involution ou de tarissement se situant vers la fin de la lactation, au cours de

laquelle le tissu épithélial régresse laissant place aux tissus adipeux et conjonctif.

L’étude de la structure de la glande mammaire des deux types génétiques de lapines et son
évolution entre 3 stades physiologiques ne révéle pas de différences significatives et ce, en
dépit d’une différence importante de production laitiére mise en évidence. Les résultats
enregistrés nous servent donc de références et 1’évolution du développement mammaire est

considérée comme « normale » pour chacune des deux souches considérées.
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Les deux expérimentations précédentes suggerent que les taux de mortalité sont plus
importants au sein des portées de la population blanche et que ces taux sont plus marqués en
période estivale.De plus, le facteur production laitiere semble constituer le facteur le plus
déterminant, malgré un développement mammaire similaire entre les deux types génétiques

de lapines.

L’objectif de I’expérimentation 3 consiste a mettre en relation la mortalité des lapereaux en
période d’allaitement avec la quantité de lait produit, sa teneur en protéines, directement lic¢e
au taux de prolactine sanguin et au développement de la glande mammaire au cours des

différents stades de lactation.
3-1-Protocole expérimental

3-1-1- Animaux

L’expérimentation s’est déroulée du mois de mars au mois juillet 2016. L’effectif était
composé de 80 lapines nullipares (40 PB et 40 SS), suivies sur trois cycles de reproduction.
Trois inséminations artificielles ont été pratiquées sur ces lapines suivant un rythme extensif
afin d’éviter le chevauchement entre les deux états physiologiques, la gestation et la lactation.
En effet, ce chevauchement peut entrainer une perturbation de la production laitiére en termes
a la fois quantitatif et qualitatif (Fortun-Lamothe et Bolet 1995). Apres ces trois cycles, 32
lapines multipares ont étéclassées en quatre groupes se distinguant par leurs performances de

reproduction respectives (voir section Résultats).

Aprés leur 4°™ inséminationartificielle, quatre groupes d’animaux ont été suivis et les
parameétresmortalité, quantité de lait produit, teneur en protéines totales et prolactine sanguine

ont étéévalués a différents stades de la lactation.
Au 5°™ cycle de reproduction, des prélévements de glande mammaires ont été réalisésau

14*™jour de lactation, sur les lapines les plus performantes et les moins performantes des

deux souches (Figure 50).
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Figure 50 : Schémas du protocole expérimental permettant la mise en lots des lapines de la
population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).

3-1-2-Parametres évalués
Au cours des trois cycles de reproduction, les enregistrements ont permis le calcul des
parameétres tels que les mortinatalité et mortalité des lapereaux sous la mere. Les effectifs

concernés par cette expérimentation sont représentés au niveau du Tableau 25.

Tableau 25 : Effectifs des lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique

(SS).
Effectifs PB SS Total
Effectif de départ 40 40 80
Lapines (moyenne) 23 25 48
Nombre de cycles 3 3 3
Mises bas (total) (moyenne) 69 75 144

L’ensemble des résultats enregistrés a permis de sélectionner 32 lapines sur les 48 de départ
qui ont mis bas régulierement sur les 3 cycles de reproduction. Les trente-deux lapines ont été
classées en deux groupes, bonnes (+) et mauvaises (-) laitieres. Ainsi en tenant compte de

I’origine génétique des femelles, quatre groupes d’animaux ont pu étre formés : 8 lapines PB+
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et 8 lapines PB- et 8 lapines SS+ et 8 lapines SS-. Cette mise en lot est liee aux performances
des lapines exprimées suivant les parametres fertilité des femelles et mortalité des lapereaux

en période d’allaitement.

3-1-2-Evaluation de la mortalité
L’évaluation du taux de mortalité a été décrite au niveau de I’expérimentation I. Ce taux est
calculé en fonction du stade de lactation :

-1% 2°™ et 3°™ semaine de lactation

-Mise bas, 21°™ jour de lactation

3-1-3-Evaluation de la quantité de lait produit
La mesure de la quantité de lait produit a été décrite au niveau de I’expérimentation I. Elle

concerne différents stades de lactation a savoir : 1%, 2°™ et 3°™ semaine de lactation.

3-1-4-Dosage du taux de protéines totales (Kit BCA) (Annexe 5)

L’acide bicinchoninique (BCA) est un détergent utilisé pour la détection et la quantification
colorimétrique des protéines totales. Cette méthode combine la réduction de Cu*? en Cu** par
les protéines en milieu alkalin avec la détection colorimétrique trés sensible et sélective du
cation cuivreux (Cu*t) en utilisant un réactif unique, contenant de I'acide bicinchoninique. La
couleur violette du produit de la réaction colorée de ce dosage est formée par la chélation de
deux molécules de BCA avec un ion cuivreux. Ce complexe posséde une absorbance optique
maximale a 562 nm qui est mesurable et proportionnelle a la concentration de protéines sur
une large plage (20 — 2 000 pg/mL). La concentration des protéines est généralement
déterminée en se référant aux normes d'une protéine commune telle que la sérumalbumine
bovine (BSA).

3-1-5-Dosage de la prolactine sanguine

Les dosages de prolactine sont faits sur des plasmas sanguins collectés au niveau des quatre
groupes de lapines des deux types génétiques PB et SS précédemment décrits, a différents
stades de lactation (1%, 2°™ et 3*™semaine). Ces dosages ont été réalisés dans le laboratoire
d’analyses biochimiques de 1’hdpital militaire de Ain Nadja (Alger).

Le Tableau 26 montre 1’organisation des prélévements en fonction des groupes de lapines au

cours de la période de lactation.
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Tableau 26 : Organisation des préléevements sanguins au cours de la période de lactation sur
les lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).

Groupes 5°™ jour de lactation 14°™ jour de lactation 21°™ jour de lactation
SS+ 8 8 5
SS- 8 8 8
PB+ 8 8 8
PB- 8 8 5
Total 32 32 32

3-1-5-1-Prélevements sanguins

Des quantités de sang allant jusqu’a 5 ml peuvent étre collectées a partir de la veine marginale
auriculaire, avec une aiguille 23 ou 25 G ou une aiguille 23 G a aileron, attachée a une
seringue ou un tube. Un cathéter souple (systeme "catheter-over-needle”, ou l'aiguille sert de
guide, seul le cathéter souple traverse les membranes et reste en place durant la collecte de

sang) peut aussi étre utilisé (Figure 51).

Figure 51 : Localisation de la veine marginale auriculaire

Dans le cadre du respect de I’animal, une anesthésie locale est réalisée afin de réduire la
douleur et d’éviter toute agitation assurant ainsi le bon déroulement du prélévement. De plus,
cette anesthésie améliore la visibilité de la veine. Un antiseptique est également utilisé pour
minimiser la survenue d’une éventuelle infection au niveau de 1’échancrure causée par la

seringue.

Aprés avoir rasé et application de I’anesthésie sur la région ciblée, la seringue est
délicatement introduite dans la veine, le sang passe alors par capillarité dans le tube. Une fois
que le prélevement achevé, 1’oreille est soigneusement désinfectée.

Une petite pression est exercée sur le point du prélévement afin d’induire une
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vasoconstriction et I’arrét du flux sanguin (Figure 52).
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Figure 52 : Etapes du prélévement sanguin au niveau de la veine marginale de I’oreille.

Juste aprés le prélevement les prélévements sanguins sont centrifugés a 2000g, pendant 20
minutes et les plasmas sont récupérés dans des tubes Eppendorf, puis congelés a -18°C en

attendant les analyses ultérieures.

3-1-5-2-Dosage de la prolactine par la méthode IRMA (Annexe 6)
Le dosage de la prolactine a été réalisé sur 96 plasmas répartis par groupes et par stade de
lactation. Ce dosage repose sur la méthode IRMA (radioimmuno metricassay), qui est une

technique in vitro utilisée en médecine nucléaire permettant de mesurer les substances
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biologiques, comme les hormones, en utilisant des anticorps marqueés (radioactifs).
Elle a recours a la méthode sandwich qui n’est applicable que si I’antigéne a doser possede au

moins deux déterminants antigéniques.

* Principe du dosage
Coat-A-Count Prolactine IRMA est un dosage radioimmunométrique en phase solide utilisant
des anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-prolactine : un aniticoprs monoclonal anti-
prolactine marqué a 1’iode 125, en phase liquide et un anticorps polyclonal anti-prolactine fixé

a la paroi du tube en polysyréne.

La prolactine est capturée entre 1’anticoprs polyclonal et anti-prolactine fixé a la surface
interne du tube en polystyréne et I’anticops monclonal anti-prolactine du traceur radiomarqué.
L’anticorps libre anti-prolactine marqué a I’iode 125 est ¢liminé du mélange réactionnel par
décantation et lavage du tube ; il en résulte une trés faible liaison non spécifique, assurant

ainsi une excellente précision pour les valeurs basses.

La concentration de la prolactine est directement proportionnelle a la radioactivité présente
dans le tube aprés I’étape du lavage. La radioactivité est mesurée grace a un compteur gamma
et les concentrations de prolactine dans les échantillons sont obtenues en comparant les

valeurs enregistrées a la gamme d’étalonnage.

3-1-6-Histologie de la glande mammaire
Au 5°™ cycle de reproduction, 3 lapines du groupe PB- et 3 lapines du groupe SS+ ont été
sacrifiées au 14°™ jour de lactation et des prélévements de glandes mammaires ont été

effectués en vue d’une étude histologique (voir protocole au niveau de I’expérimentation 2).

3-1-7- Variables calculées et analysées

Dans les deux types genétiques de lapines (PB et SS) ont €té mesurés les parametres suivants :
o Mortalité des lapereaux de la naissance au Zlémejour sur 4 cycles de reproduction.

e Quantite de lait produite (g) estimée a partir de la différence de poids des portées avant
et apres tétée.

o Teneur du lait en protéines totales.

o Taux de prolactinemie.
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3-1-8-Effets considéres
Les effets considéres au cours de cette expérimentation sont:
« Effet stade de lactation sur la mortalité des lapereaux sous la mére dans les deux types
génetiques PB et SS (2 niveaux).

« Effet groupe génétique sur la mortalité des lapereaux sous la mere dans les deux types
génétiques PB et SS (2 niveaux).

o Effet taux protéique du lait sur la mortalité des lapereaux sous la mere.

« Effet taux de prolactine sur la production laitiere (quantité et qualité) dans les deux
types génétiques PB et SS.

« Interaction entre taux de prolactine et la production laitiére (quantité et qualité) et la
mortalité des lapereaux des deux types génétiques PB et SS (3 niveaux).

3-1-9- Analyses statistiques
L’ensemble des variables a été soumis a une analyse de variance avec le logiciel R. Pour
I’analyse des données de la mortalit¢ de la quantité de lait produit et la composition

biochimique du lait, des modeles linéaires mixtes ont été utilisés avec le package « nime ».

Tous les résultats sont présentés sous forme de valeurs moyennes suivies de 1’erreur standard
a la moyenne (X + SEM).Les moyennes sont comparées deux a deux et la signification
statistique des différences entre les moyennes comparées est évaluée par le test "t" de

Studenta I’aide du logiciel Statistica.

-Si P > 0,05 : la différence n’est pas significative (NS)

- Si P <0,05 : la différence est significative (*)

- Si P < 0,01 : la différence est trés significative (**)

-Si P < 0,001 : la différence est hautement significative (***)

-Si P <0,0001 : la différence est tres hautement significative (****)

La présentation graphique des résultats obtenus a été réalisée en utilisant Microsoft Excel
2013.
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Pour les données concernant les proportions relatives du tissu épithélial mesurées sur chaque
section de chaque coupe histologique, les valeurs sont présentées sous forme de valeurs
moyennes suivies de l’erreur standard a la moyenne. La signification statistique des
différences entre les moyennes comparées est appréciée par le test "t" de Student utilisant le

logiciel Statistica.

3-2- Reésultats et discussion
3-2-1-Evaluation de la mortalité des lapereaux sur 3 cycles de reproduction
L’¢évaluation de la mortalité a été réalisée sur un total de 144 mises bas (69 PB et 75 SS) avec

un effectif de départ de 80 lapines et un suivi sur 3 cycles de reproduction.

Les résultats enregistrés au cours de cette expérimentation rejoignent ceux de
I’expérimentation 1. En effet, les plus forts taux de mortalité ont été enregistrés au sein des
groupes de lapines PB et particuliérement au niveau du groupe classé PB- avec un taux de
mortalité de 58,81 + 3,76% sur toute la période d’allaitement (21 jours).

Les taux de mortalité les plus faibles ont été notés au niveau des portées des lapines SS,
particulierement au niveau du groupe classé SS+ avec des pertes de 1’ordre de 8,70 £ 0,70%

sur toute la période d’allaitement (21 jours).

Ces résultats ont permis la mise en place de lots qui se distinguent par leur taux de mortalité
enregistrés au cours des 3 cycles de reproduction écoulés. Ainsi on distingue les groupes PB+
(12,86 = 1,11%), PB- (58,81 * 3,76%), SS+ (8,70 £ 0,70%) et SS- (22,89 + 4,36%) (Tableau
27).

Tableau 27 : Evaluation de la mortalité (%) des lapereaux au sein des groupes de lapines de
la populationblanche (PB- et PB+) et de la souche synthétique (SS- et SS+) sur
3 cycles dereproduction.

Groupes . Nombre de Sous-groupes Effectif % Mortalité mise bas-
e Effectifs . o NI .
génétigues lactations génétiques apressélection 21 jours
3 PB+ 8 12,86 +1,11°
PB 40
3 PB- 8 58.81 + 3.76°

Expérimentations

3 SS+ 8 8,70+ 0,70"

* Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)
3-2-2-Evaluation de la mortalité des lapereaux en rapport avec la production laitiere et

la prolactinémie au sein des groupes PB-, PB+, SS- et SS+
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3-2-2-1- Mortalité des lapereaux sous la mére

Au 4°™ cycle de reproduction et au cours des 3 semaines de lactation (21 jours), le plus fort
taux de mortalité a été noté au niveau du groupe PB- alors que le plus bas a été enregistré au
niveau du groupe SS+ (68,85 + 3, 43%vs. 9,91 + 0,34 %) avec une différence trés hautement
significative (P<0,0001) (Tableau 28).

Tableau 28: Evaluation de la mortalité (%) des lapereaux au sein des groupes de lapines de la
population blanche (PB+ et PB-) et de la souche synthétique (SS+ et SS-) au
cours des 3 premiéres semaines de lactation.

Taux de mortalité %

Population Blanche Souche Synthétique
PB+ PB- SS+ SS-
Semaine 1 10,22 + 2,53° 21,31+ 2,85° 6,51 + 1,56% 17,15 + 2,66%
Semaine 2 5,72 + 3,22 19,81+ 3,12° 2,35+1,68 7,14 + 1,08
Semaine 3 4,37 +2,35° 27,73+ 335" 1,136 £ 1,21° 3,86 £2,71°
Mise bas-21°™ jour de lactation 20,31 £ 1,66 68,85 £ 3,43 9,91+0,34 28,15+ 2,29

* Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)

Dans la plupart des élevages cunicoles, la mortalité se situe en moyenne entre 8 et 12%
(Lebas et al., 1991). Au sein des €levages francais controlés, le taux de mortalité sous la mére
est proche des 20%, selon Guerder (2002). De ce fait les groupes SS+ et PB+ présentent un

taux de mortalité acceptable par rapport aux normes énoncees précédemment (Figure 53).

——NN

Taux de mortalité (%) ——SS-
PB4
——PB-

Période
d'allaitement

—

Semaine | Semaime 2 Semaine 3

Figure 53 : Evolution des taux de mortalité au sein des groupes de lapines PB+, PB-, SS+ et

SS- a différents stades de lactation. ps+: lapines de la population blanche classées bonnes
laitieres, PB- : lapines de la population blanche classées mauvaises laitieres, SS+ : lapines de la souche
synthétique classées bonnes laitieres, SS- : lapines de la souche synthétique classées mauvaises laitiéres
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Dans les groupes SS+, SS- et PB+, une forte mortalité est enregistrée au cours de la premiere
semaine de lactation (SS+ 6,51 + 1,56%, SS- 17,15 * 2,66%, PB+ 10,22 + 2,53%) par rapport
au reste de la période d’allaitement. En revanche, dans les portées PB-, les pertes ont été
importantes dés la premiere semaine post-partum (21,31 + 2,85%), elles se stabilisent au
cours de la seconde semaine (19,81+ 3,12%) pour augmenter significativement (P<0,001) a la

derniére semaine de lactation (27,73 3,35%).

Ces résultats rejoignent les travaux de Poigner et al., (2000) qui soulignent un fort taux de
mortalité a la premicre semaine d’age des lapereaux ainsi qu’une mortalité enregistrée sous la
meére de 13,3%. Un taux de mortalité de 8,40 % a été obtenu a la premiere semaine de
lactation pour un taux global de 15,40% par Planinc et al., (2011). La mortalité qui survient
dans les jours qui suivent la mise bas est principalement liée a la disparition des lapereaux les
plus légers (Poigner et al., 2000; Szendrd, 2000 ; Perrier et al., 2003).

Ainsi :

> L’effet stade de lactation sur la mortalité des lapereaux sous la mére est trés
significatif (P<0,001) dans les deux types génétiques de lapines.

> Les effets type génétique et groupe sur la mortalité sont trés significatifs

(P<0,001) dans les deux types génétiques de lapines.

3-2-2-2- Production laitiére

= Quantité de lait produit

Avec une production de 1 900 + 7,25 g pendant les premiers 21 jours de lactation, le groupe
de lapines PB- produit la plus faible quantité de lait par rapport aux autres groupes (PB+: 2
767 + 12 g, SS+: 3500 + 10g, SS-: 3 148 + 18,56 g) avec une différence tres significative
(P<0,001).La quantité de lait produit par les lapines PB- (1 900 £ 7,25 ) est trés faible par
rapport a la quantité moyenne mesurée chez les lapines PB du méme élevage au cours des 5
années d’enregistrement (2 750 + 17g). Elle est également plus faible par rapport a la
production laitiere des lapines de race Néozélandaise (3 970 g) (Lukefahr et al., 1983) et
Californienne (3 567g) (Mohamed et Szendrd, 1992).

En revanche, les lapines SS+ (3 500 + 10 g) produisent davantage de lait par rapport a la
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quantité moyenne mesurée chez les lapines SS du méme élevage au cours des 5 années
d’enregistrement (3 118 + 20 g). Cette quantité reste inférieure a celle produite par les lapines

de race Néozélandaise (3 970 g) et ne différe pas de la quantité de lait produit par les lapine de

race Californienne (3 567¢g) (Tableau 29).

Tableau 29 : Evaluation de la production

laitiere (g) des 4 groupes de lapines dela
population blanche (PB+ et PB-) et de la souche synthétique (SS+ et SS-) au
cours des 3 premiéres semaines de lactation.

Population blanche

Souche synthétique

PB+ PB- p SS+ SS- p
Semaine 1 81,31 +483° 7184+104° |<001 |108,044228° 81,64+338° |<0,0001
Semaine 2 140,11+2.21% 105,50 +4,83° |<0,001 |150,12+3,37° 120 + 5,49 <0,0001
Semaine 3 14876 +589° 4550+4,52° |<0,0001 214,12 +413° 167,87 +13.46" |<0,0001
gﬂeifzctggf)fle J0UrS 5 767412 1000+725" |<0,0001|3500+10°  3148+1856° |<0,0001

 *Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)

La production laitiere augmente progressivement du début jusqu’a la fin de la lactation dans
I’ensemble des groupes de lapines suivies. Cette production croissante a déja été décrite par
Hassan (2005), Zerrouki et al., (2005) et Maertens et al., (2006a). Avec 108,049/S1,
150,129/S2 et 214,129/S3, les femelles SS+ sont celles qui produisent le plus de lait par
rapport aux trois groupes restants. Les femelles PB- produisent les plus faibles quantités de
lait avec 71,849/S1, 105,5¢9/S2 et 45,509/S3 (Figure 54). En revanche, une plus forte
production laitiere est observée au sein du groupe PB+ par rapport au groupe SS- au cours de
la semaine 2 (140,119 vs.120g).Au-dela de la troisieme semaine, la production laitiere décroit

sensiblement (Fortun-Lamothe et Bolet,1995).

—p— SN
Quantité de lait (g)
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~-SS-
PE+

——PR-
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Semaine 1

Figure 54 : Evolution des quantités de lait produit au cours de la période d’allaitement chez
les lapines de la population blanche (PB) et de la souche synthétique (SS).

PB+ : lapines de la population blanche classées bonnes laitiéres, PB- : lapines de la population
blanche classées mauvaises laitiéres, SS+ : lapines de la souche synthétique classées bonnes

laitieres, SS- : lapines de la souche synthétique classées mauvaises laitieres.
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Pour résumer :

> L’effet stade lactation sur la production laitiere est tres significatif (P<0,001)

dans les deux groupes génétiques de lapines.

> La quantité de lait produit affecte tres significativement (P<0,001) la viabilité des

lapereaux sous la mére dans les deux types génétiques de lapines (PB et SS).

= Taux protéique
La teneur en protéines totales a été mesurée sur les échantillons de lait collectés dans les 4
groupes de lapines (PB-, PB+, SS- et SS+) a différents stades de lactation.Les résultats
enregistrés, rejoignent les données de 1’expérimentation 1 a savoir une nette superiorité des
lapines SS en termes de qualité (protéines) du lait produit. Dans les deux types génétiques de
lapines, le taux protéique est important au début de la lactation, connait une diminution au
cours de la seconde semaine de lactation avant d’augmenter a nouveau a la troisiéme semaine

de lactation (Figure 55).

Taux protéique (g/100g) S8+
16 --S5S.
PB4

——PB-

Période
0 d'allaitement
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3

Figure 55 : Evolution de la teneur en protéines totales dans le lait de lapines PB+, PB-, SS+ et
SS- au cours de la période d’allaitement.

PB+ : lapines de la population blanche classées bonnes laitiéres, PB- : lapines de la population
blanche classées mauvaises laitiéres, SS+ : lapines de la souche synthétique classées bonnes
laitieres, SS- : lapines de la souche synthétique classées mauvaises laitiéres

Cette variation des taux protéiques a été également notée sur d’autres travaux de recherche

(Tableau 30).
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Tableau 30 :Evolution de la teneur en protéines totales du lait de lapines de la
populationblanche et de la souche synthétique en fonction du stade lactation
comparée auxdonnees bibliographiques.

Taux protéique (g/100g)

Population Blanche Souche Synthétique

Données

i e 5 S bibliographiques

=}

Semaine 1 10,67 0,78  08,63+0,49 13,22+0,22 11,22+0,54 1 12,80 + 2,00
Semaine 2 9,56+ 0,90 07,58+0,53 11,99+041 10,09+0,33 2 12,20+ 1,90
Semaine 3 11,04+045 06,99+033 1241+0,23 11,80+0,29 3 11,90 £ 2,40

n: numéro de la référence bibliographique dans le tableau
(1)Kowalska et Bielanski (2004), (2) Maertens et al., 2005, (3) Xiccato et al., 1999

La teneur en protéines totales mesurée sur le lait collecté dans le groupe SS+ est nettement
plus importante par rapport aux données bibliographiques, alors que la teneur en protéines
totales mesurée sur le lait collecté dans le groupe PB- on est nettement plus inférieure
(Xiccatoet al., 1999 ; Kowalska et Bielanski 2004 ; Maertens et al., 2005).

Pour résumer :

> L’effet stade lactation sur la teneur en protéines totales du lait est tres significatif
(P<0,001) dans les deux groupes génétiques de lapines (PB et SS).

> La teneur en protéines totales de lait produit affecte trés significativement
(P<0,001) la viabilité des lapereaux sous la mére dans les deux types génétiques
de lapines (PB et SS).

> L’interaction des deux effets stade de lactation et production laitiére affecte tres
significativement la survie des lapereaux sous la mére dans les deux types
génétiques de lapines (PB et SS).

3-2-2-3-Prolactinémie

Parallelement a la production laitiere (quantité et qualité), les taux de prolactine les plus
importants ont été observés sur les prélevements sanguins issus du groupe SS+, les plus
faibles dans le groupe PB- au cours des 3 semaines de lactation (32,06 ng/mL vs. 24,58 ng/ml
en S1, 36,75 ng/mL vs. 29,25 ng/mL en S2 et 48,93ng/ml vs. 16,83 ng/ml en S3).En revanche,
une prolactinémie plus élevée peut étre notée au sein du groupe PB+ par rapport au groupe

SS- au cours de la semaine 2 (34,5 ng/mL vs. 32,29 ng/mL) (Figure 56).
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Figure 56 : Evolution des taux de prolactine sanguins au cours de la période d’allaitement
chez les lapines PB et SS.

PB+ : lapines de la population blanche classées bonnes laitiéres, PB- : lapines de la population
blanche classées mauvaises laitieres, SS+ : lapines de la souche synthétique classées bonnes
laitieres, SS- : lapines de la souche synthétique classées mauvaises laitiéres

On note cependant une différence dans 1’évolution de la prolactinémie au cours des trois
semaines de lactation dans les deux groupes génétiques de lapines. En effet, les taux de
prolactine notés aux niveaux des groupes SS+ et SS- connaissent une évolution progressive

alors que dans les groupes PB+ et PB-, la prolactinémie décroit progressivement depuis la

Expérimentations

Ces résultats concordent avec ceux de Viard-Drouet et al., (1983) qui soulignaient qu’un fort
taux de prolactine est enregistré chez les femelles les plus performantes, en termes de

production laitiére, capables de sauvegarder I’intégrité de leurs portées.

La quantité et la qualité de lait produit varient significativement (P<0,001) en fonction du
type/groupe génétique et du stade de lactation et semblent étre régies par les variations de la
prolactinémie .Au sein des groupes PB+, SS- et SS+, la prolactinémie augmente
progressivement et parallélement a I’augmentation du taux protéique et de la quantité de lait
produit. Au sein du groupe PB-, la faible quantité de lait produit peut étre associée avec une
prolactinémie faible. De plus, la mortalité des lapereaux sous la mére est plus importante dans
les groupes de lapines produisant moins de lait avec une teneur faible en protéines, pouvant

étre corrélée avec une prolactinémie hautement basse (P<0,001) (Figure 56).

La production laitiere (quantité et qualité) semble étre directement liée a la prolactinemie.

Aussi, le type génétique ainsi que le groupe de classification semblent avoir un effet trés
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significatif (P< 0,001) sur la production laitiere.En effet, plusieurs études (Guyette et al.,
1979 ; Teyssot et Houdebine, 1980 ; Houdebine, 1986 ; Gaye et Denamur,1986 ; Pélissier et
Ribadeau-Dumas, 1986) ont rapporté le r6le de la prolactine dans le développement de la
glande mammaire en vue de la préparation a la fonction lactée, mais aussi dans la synthese
des constituants du lait, notamment des protéines et particulierement des caséines.Ainsi les
faibles taux de protéines dosés dans les échantillons de lait provenant des lapines PB- peuvent
étre reliés a la faible prolactinémie.

Pour résumer :

»  L’effet stade de lactation affecte trés significativement (P<0,001) le taux de
prolactine sanguine dans les deux types génétiques de lapines.

»  La prolactinémie présente un effet trés significatif (P<0,001) sur la production
laitiere dans les deux types génétiques de lapines.

»  L’interaction des effets stade de lactation, production laitiére et prolactinémie
présente un effet trés significatif (P<0,001) sur la mortalité des lapereaux en
période d’allaitement dans les deux types genétiques de lapines.

»  Les résultats enregistrés indiquent une corrélation entre les effets type génétique
de la lapine, groupe, aptitudes laitieres, stade de lactation, prolactinémie sur la
gualité du lait (teneur en protéines) et la survie des lapereaux sous la mere.

3-2-3-Etude morphologique de la glande mammaire

L’¢tude morphologique de la glande mammaire a ¢été¢ entreprise au moyen d’analyses
histologiques, a savoir une coloration des coupes de tissu mammaire a I’hématoxyline-€osine.
L’observation des prélevements de glandes mammaires réalisés sur les deux groupes
d’animaux (SS+ et PB-) au stade mi-gestation (15°™ jour de gestation) a été entreprise afin de
mettre en évidence d’éventuelles différences dans le développement du tissu épithélial

mammaire.

La structure histologique de la glande mammaire prélevée sur des lapines issues de la souche
SS présente un developpement épithélial plus important par rapport aux animaux de la
population blanche PB, qui se traduit par une proportion plus importante du tissu épithélial
ainsi que par I’ouverture des acini mammaires (Figure 57). En effet, les coupes histologiques
(30 coupes pour chaque groupe de lapines) soumises a des analyses morphométriques

indiquent que la proportion relative en tissu épithélial mammaire est significativement
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(P<0,0001) supérieure dans le groupe SS+ par rapport au groupe PB- (35,26 + 0,28% vs.
13,08 + 0,19%). Inversement, la proportion relative en tissu adipeux est plus importante
(P<0,0001) dans le groupe PB- par rapport au groupe SS+ (75,91 £ 0,21% vs.10, 11 £ 0,9%).
A mi-gestation, les lapines du groupe PB- présentent un retard tres significatif (P<0,001) du

développement du tissu épithélial (TE) mammaire par rapport aux lapines du méme groupe

génétique dites normales (PB expérimentation 2) au méme stade physiologique (23,08 + 0,19
% vs. 56,73 + 2,09 %).

Figure 57 : Coupes histologiques d’une glande mammaire de lapine gestante au 15°%me jour de
la gestation colorées a I’hématoxyline-éosine (HES) et observées a différents

grossissements.

A : glande mammaire prélevée sur une lapine SS représentative B : glande mammaire prélevée sur une lapine PB
représentative TA : tissu adipeux, TE : tissu épithélial, TC : tissu conjonctif
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En revanche, les lapines du groupe SS+ présentent un développement significativement
(P<0,001) précoce de la glande mammaire par rapport aux lapines du méme groupe génétique
dites normales (SS expérimentation 2) au méme stade physiologique (54,88 + 1,33 % Vvs.
77,26 £ 0,28 %) (Tableau 31).

Tableau 31: Comparaison des proportions relatives du tissu epithélial (TE) par rapport aux
tissus adipeux (TA) et conjonctif (TC) sur les glandes mammaires prélevées
sur les lapines des groupes PB- et SS+ au stade mi-gestation.

Mi-gestation
EXPERIMENTATION 2
TE (%) TA + TC (%) P
PB 56,73 + 2,09° 43,27+ 1,60° 0,01
SS 54,88 + 1,33° 45,12 +3,02° 0,01
EXPERIMENTATION 3
TE (%) TA + TC (%) P
PB- 23,08+ 0,19 76,92 £ 0,21 0,001
SS+ 77,26 + 0,28 23,11+£0,9 0,001

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)
PB- : lapines de la population blanche mauvaises laitiéres
SS+ : lapines de la souche synthétique bonnes laitiéres

Ce retard et cette mauvaise préparation de la glande mammaire au cours de la gestation peut
étre a I’origine de la faible production laitiére (quantité et qualité) expliquant les forts taux de
mortalité enregistrés au sein du groupe PB-. Les forts taux de mortalité étant a 1’origine de

tailles de portées réduites pourraient trouver leur cause dans une faible prolactinémie.

Une meilleure préparation de la glande mammaire au cours de la phase gestationnelle
s’accompagne d’une bonne production laitiere (quantité et qualité), pouvant réduire le taux de
mortalité des lapereaux en période d’allaitement. Les tailles des portés ainsi maintenues
seraient en rapport direct avec la stimulation de la production de la prolactine conduisant a un

taux de protéines totales correct.

Pour résumer :

> La mortalité des lapereaux en période d’allaitement, fortement marquée au sein
du groupe PB- peut étre corrélée a une faible production laitiere, un faible taux
protéique, une faible concentration en prolactine sanguine et s’observe par un
retard dans le développement du tissu mammaire au cours de la période de

gestation.
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Le lait constitue le seul aliment des lapereaux durant les dix-sept premiers jours de vie
(Amroun et al., 2015). En quantité suffisante, il permet une croissance harmonieuse du jeune
au cours de la période de lactation (Fortun-Lamothe et Gidenne, 2003).Nous nous sommes
interrogés sur 1’éventuelle implication du lait dans le phénomene de mortalité élevée observé
dans la population blanche.Nous avons ainsi mis en place un protocole basé sur des adoptions
croisées entre lapereaux PB et SS ayant pour objectif la mise en relation de 1’origine

génétique du lait téte par les lapereaux et de leur viabilité.

4-1-Protocole expérimental

La présente étude s’est déroulée sur une période qui s’étale du mois de septembre 2016 au
mois de mai 2017.Cette étude comprend 40 lapines PB et 40 lapines SS qui ont été suivies sur
trois cycles de reproduction. Les lapines ont été reparties respectivement en 4 lots dont 2 sont
témoins, c¢’est-a-dire allaitant leur propre portée et 2 autres sont expérimentaux, autrement dit

allaitant les portées adoptées (Figure 58).

20 Lapines 88/ Portées 88

— ¢ 102 nesSS
- - 20 Lapines S8/ Portées PB
80 Lapines
Inséminations artificielles
+ —=
Suivi sur 3 eycles de reproduction
+
Homogénéisation des portée
i la mise bas 20 Lapines PB/ Portées 88
y 40 Lapines PB '
20 Lapines PB/ Portees PB

Figure 58 : Organisation des adoptions croisées des portées entre lapines de la population
blanche (PB) et de la souche synthétique (SS) au sein des différents lots

expérimentaux.
MB :Mise bas

A la mise bas, les portées ont été dénombrées, pesées et homogénéisées (8 lapereaux /lapine),
puis réparties en 4 groupes (2 groupes témoins et 2 groupes expérimentaux) en fonction de
I’origine génétique du lait tété et en tenant compte d’un poids moyen commun des portées

aprés homogénéisation dans I’ensemble des lots (Tableau 32).
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Tableau 32 : Effectifs des groupes d’animaux témoins et expérimentaux aprés croisement des
portées entre les deux types de lapines (PB et SS).

Lots Effe_ctifs Nombre de Nombn:e de T\aille de Ia, pg)_rtée;
lapines cycles portées aprés homogénéisation
ISP Lapereaux PB + Lait PB 20 3 60 8
Lapereaux SS + Lait SS 20 3 60 8
L ots expérimentauix Lapereaux PB + Lait SS 20 3 60 8
Lapereaux SS + Lait PB 20 3 60 8
Total - 80 - 240 -

PB : lapines de la population blanche, SS : lapines de la souche synthétique

Au sein des deux groupes témoins comme dans les deux groupes expérimentaux, les poids des

portées ont également été homogénéisés a environ 400 g par portée (Tableau 33).

Tableau 33 : Homogénéisation des poids des portées a la mise bas dans les groupes témoins
et expérimentaux apres croisement des portées entre les deux types de lapines.

Poids moyens Taille de la PRLEs e ot

e R ; portée apres Poids moyens
individuels a portée A .
. homogénéisation  individuels (g)
la mise bas (g) L1 @
Lapereaux PB+Lait PB 55+ 3,71 8 399 £ 2,56 49,87 + 1,63
Lots témoins
Lapereaux SS+Lait SS 60,16 + 1,94 8 400 £ 11,2 50 + 0,66
. Lapereaux PB+Lait SS - 8 398 £12,02 49,75 + 2,02
Lots expérimentaux i
Lapereaux SS+Lait PB - 8 405 + 2,22 50,62 = 0,54

PB : lapines de la population blanche, SS : lapines de la souche synthétique

L1 : 1% jour de lactation, L21 :21°™ jour de lactation

Les portées ont été dénombrées et pesées deux fois par semaine au cours de toute la période
d’allaitement (21 jours) afin d’évaluer d’une part, la croissance des lapereaux et, d’autre part,
la mortalité.1l est a noter que des prélevements de lait ont été réalisés au cours de ce protocole

en vue d’une analyse approfondie de leur fraction protéique.

4-1-2- Variables calculées et analysées
4-1-2-1- Mortalité des lapereaux sous la mére
La mortalité a été mesurée dans les 4 groupes d’animaux et sur 3 cycles de reproduction,

pendant les 3 semaines de lactation.

L Nés vivants — Nombre de lapereaux a ] 21
Taux de mortalité naissance — ] 21 = — x 100
Nes vivants
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4-1-2-2- Croissance des lapereaux
La croissance des lapereaux au cours des 21 jours de lactation peut étre mesurée par la

formule suivante :

[ Poids Moyen (PM) : Pmi= PPi/ NVi ]

-PP : poids de la portée ()

-PMS : poids moyen des lapereaux a la naissance jusqu’au sevrage (g)

4-1-3- Effets considérés
Les effets considérés au cours de cette expérimentation sont :
e Effet de I’origine génétique du lait tété sur la mortalité des lapereaux (2 niveaux).
e Effet de 'origine génétique du lait tété par les lapereaux sur leur croissance (2
niveaux).
o Effet de I’origine génétique du lait sur la mortalité et la croissance des lapereaux (3

niveaux).

4-1-4-Analyses statistiques
L’ensemble des variables a ét¢ soumis a une analyse de variance avec le logiciel R. Pour
I’analyse des données de la mortalit¢ de la quantité de lait produit et la composition

biochimique du lait, des modeles linéaires mixtes ont été utilisés avec le package « nlme ».

Tous les résultats sont présentés sous forme de valeurs moyennes suivies de 1’erreur standard
a la moyenne (X + SEM).Les moyennes sont comparées deux a deux et la signification
statistique des différences entre les moyennes comparées est évaluée par le test "t" de Student

utilisant le logiciel Statistica.

- Si P> 0,05 : la différence n’est pas significative (NS)

- Si P <0,05 : la différence est significative (*)

- Si P < 0,01 : la différence est trés significative (**)

- Si P < 0,001 : la différence est hautement significative (***)

- Si P <0,0001 : la difference est trés hautement significative (****)
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Lorsque l'effet est globalement significatif, les moyennes sont comparées 2 a 2 par un test de
Student. Les moyennes significativement différentes au seuil de 5% sont suivies de lettres
différentes (a, ab, b, c, ...).La présentation graphique des résultats obtenus a été réalisée en

utilisant Microsoft Excel 2013.

4-2-Résultats et discussion

4-2-1- Evaluation de la mortalité des lapereaux

Les differentes observations réalisées au cours des périodes estivale et automnale (3 cycles de
reproduction) indiquent un taux de mortalité important au sein des portées PB allaitées avec
du lait PB (18,50 % =+ 0,19) par rapport aux portées SS nourris avec le lait SS qui présentent
un taux de mortalité de 12,50 % + 0,03 et la différence entre les deux est tres significative
(P<0,001) (Tableau 34).

Tableau 34 : Evaluation des taux de mortalité des lapereaux allaités par les lapines SS et PB
suivant le schéma des adoptions croisées (3 cycles de reproduction).

Effectif Poids moyens

Portées + origine Effectif Taux de mortalité

génétique du lait lapines Iap;tafux Iag)ir;fu P % P
Lapereaux PB + Lait PB 20 480 391,20 + 2,09° <0,001 18,50+0,18° <0,001
Lapereaux SS + LaitSS 20 480 420,00 +1,23°  <0,001 12,50+ 0,03 <0,001
Lapereaux PB + Lait SS 20 480 420,00 +1,11°  <0,001 12,50 +0,01° <0,001
Lapereaux SS + Lait PB 20 480 350,40 +3,41*  <0,0001 27,00 + 0,04 <0,001

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont significativement différents (p<0,05)
L1 : 1*jour de lactation, L21 :21°™ jour de lactation

Ces résultats rejoignent ceux enregistrés au cours de 1’expérimentation 1, ils s’accordent
également avec les résultats présentés par Chibah et al., (2014). Avec une différence de 6 %,
les lapereaux PB, survivent mieux lorsqu’ils sont allaités avec le lait SS par rapport au groupe
PB allaité avec le lait PB (12,50 % * 0,01 vs. 18, 50 % + 0,19) et cette différence est
hautement significative (P<0,001). En revanche, les lapereaux SS, allaités avec du lait PB
présentent un taux de mortalité plus important par rapport au lot SS allaité avec du lait SS
(27,00 % + 0,04 vs. 12,50 % + 0,03), la différence de 14,50 % est trés hautement significative
(P<0,0001).
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Donc:

> L’origine génétique du lait semble avoir un effet trés significatif (P<0,01) sur la
viabilité des lapereaux. En effet, le lait PB semble étre a ’origine du fort taux de
mortalité des lapereaux du type génétique SS. En revanche, le lait SS semble
ameliorer la survie des lapereaux PB. De ce fait, la composition du lait semble

jouer un role déterminant dans la mortalité des lapereaux PB.

4-2-2- Evaluation de la croissance
Aprés avoir homogeénéisé le poids moyen (400 g) a la mise bas et la taille de portée (8
lapereaux) dans I’ensemble des groupes de lapines, nous avons évalué la croissance des

lapereaux en fonction de I’origine génétique du lait tété (Tableau 35).

Tableau 35 : Comparaison des poids des portées et des poids individuels au sein de lapines
PB et SS suivant le schéma des adoptions croisées (3 cycles de reproduction).

Poids moyen de Taille Poids Taille de r:omgrs;s
Portées + origine portée apres dela  moyens de | . _ moy
R . A . . » a portée individuels
génétique du lait homogénéisation portée la portée a
@ L1 @ P L21 P (@) P
L21

Lapereaux PB + Lait PB 399 + 2,56 8 1600+1,09° 0,001 65+0,33" 0,001 2454 +1,02° 0,001
Lapereaux SS + Lait SS 400+ 11,2 8 1820+0,12*° 0,010 7,0+0,02* 0,010 257,1+0,88 0,010
Lapereaux PB + Lait SS 398 12,02 8 1750+1,22° 0,001 7,0£08* 0,001 250,6+ 1,66° 0,001
Lapereaux SS + Lait PB 405+ 2,22 8 1600+1,78° 0,001 6,0+£0,54° 0,001 2833+ 2,44° 0,001

*Les chiffres suivis d’indices différents (a, b) sont différents (p<0,05)
L1 : 1*jour de lactation, L21 :21°™ jour de lactation

A la fin de la troisieme semaine de lactation (L21), le poids moyen des portées SS du groupe
(Lapereaux SS + Lait SS) est plus important (P<0,001) que celui observé dans le groupe
(Lapereaux PB + Lait PB), soit1 820 £ 0,12 g vs. 1 600 + 1,09 g (Figure 59).

Avec un taux de mortalité de 12,5 % * 0,03 et une taille de portée moyenne de 7,00 £ 0,02, le
groupe (Lapereaux SS + Lait SS) présente un poids moyen individuel de 257,1 + 0,88 g a
L21.Ce taux de mortalité n’est pas différent de celui observé au sein du groupe (Lapereaux

PB + Lait SS), soit 12,50 + 0,01.
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Figure 59 : Evolution du poids des portées PB et SS au cours de la période de lactation
(groupes témoins).

A la fin de la troisiéme semaine de lactation (L21), les portées du groupe (Lapereaux SS/ Lait
SS) sont plus lourdes que celles du groupe (Lapereaux SS / Lait PB) (Figure 60).

En effet, une différence significative (P <0,01) du poids de la portée a été notée entre le
groupe (Lapereaux SS + Lait SS) et le lot (Lapereaux SS + Lait PB) (1 820 + 0,12 g vs. 1 700
+ 1,78 g). En revanche, le poids moyen individuel enregistré au sein du groupe (Lapereaux SS
+ Lait PB) est plus important par rapport au poids individuel au sein du groupe (Lapereaux SS
+ Lait SS) (283,33 £ 2,44 g vs. 257,14 £+ 0,88 g).Cette différence est liée a la taille de la portée
au sein des deux groupes SS (témoin et expérimental). En effet, le groupe (Lapereaux SS +
Lait PB) présente une taille de portée moyenne de 6,00 £ 0,54, alors que le groupe (Lapereaux
SS + Lait SS) présente une taille de portée moyenne de 7,00 £ 0,02 et la différence entre les

deux est significative (P<0,01).
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Figure 60 : Evolution du poids des portées des groupes (Lapereaux SS / Lait SS) et
(Lapereaux SS/ Lait PB) au cours des premiers 21 jours de lactation.
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Les portées du groupe expérimental (Lapereaux PB + Lait SS) présentent une meilleure
croissance par rapport aux portées du groupe témoins (Lapereaux PB + Lait PB) (Figure 61),
avec pour le groupe (Lapereaux PB + Lait SS) au 21°™ jour de lactation, une taille de portée
moyenne de 7,00 = 0,8, un poids de la portée moyen de 1 750 * 1,22 g et un poids individuel
moyen de 250,66 + 1,66 g.

2
2000 ~@-PB-LAIT PB
1800 —4—PB-LAIT §S
1600
1400
1200 |
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200
0 Période d’allaitement
1 5 10 15 21

Figure 61 : Evolution du poids des portées PB-lait PB comparée aux portées PB -lait SS au
cours de la période de lactation

La différence entre les deux groupes PB (témoin et expérimental) en termes de croissance des

lapereaux est trés significative (P<0,001). Elle est liée a I’effectif plus important présent au

sein des portées du groupe Lapereaux PB ayant tété du lait SS (Lapereaux PB + Lait SS).

Garreau et De Rochambeau (2003) ont démontré que la survie et le poids du jeune lapereau
sont déterminés d’une part, par son propre potentiel de croissance (effet direct) et, d’autre
part, par 'influence de sa mere. Ils affirment également, que 1’état physiologique lors de la
fécondation (allaitante ou non allaitante), la parité, la capacité laitiere ainsi que le
comportement de la lapine apres la mise bas constituent les effets maternels qui influent la
croissance de la portée. De plus, Lazzaroni et al., (2012), soulignent que la croissance pré-
sevrage du lapereau est sous la dépendance de plusieurs facteurs : des facteurs génétiques
associes au patrimoine genétique du lapereau et des facteurs liés a la mére (capacités utérines,
capacites laitiéres, statut physiologique...) et des facteurs exogeénes liés a ’effet du milieu
résultant des conditions dans lesquelles est mis le patrimoine génétique pour produire (saison,
alimentation, ...). La prolificité et la croissance des lapereaux semblent étre aussi affectées par
différents facteurs tels que la saison, le sexe et la parité.

Le protocole expérimental mis en place et exécuté en période estivale nous a permis
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d’éliminer les effets de la parité, de 1’état physiologique, de la saison et de la taille / poids de
la portée a la mise bas. De ce fait, le type génétique et I’origine génétique du lait tété sont les
seuls paramétres pouvant faire varier les taux de mortalité et la croissance des lapereaux sous

la mére.

En tenant compte du taux de mortalité en baisse et du poids de la portée qui augmente, la
consommation du lait PB par les lapereaux SS semble affecter négativement la survie de ces

derniers. A 1’opposé, la consommation de lait SS par les laperecaux PB semble étre bénéfique.

Pour résumer :

> L’origine génétique du lait semble avoir un effet tres significatif (P<0,001) sur la
croissance des lapereaux en période d’allaitement.

> L’origine génétique du lait tété présente un effet treés significatif aussi bien sur la
mortalité des lapereaux sous la mére que sur leur croissance.

> Le lait PB tété par les lapereaux du lot SS serait a I’origine de cette baisse de la
croissance et a I’augmentation du taux de mortalité.

> Les lapines SS semblent produire un lait en termes quantitatif et qualitatif
permettant une meilleure survie des lapereaux PB ainsi qu’une croissance plus
rapide.

L’ensemble de ces observations montre un lien entre la mortalité néonatale des lapereaux et la
nature du lait ingéré. Ce lien est d’autant plus pertinent que des différences au niveau de la
teneur en protéines entre les laits SS et PB ont été mis en évidence. Cette hypothése nous a
donc conduits a effectuer une étude approfondie de la composition fine du lait, notamment au

niveau de la fraction protéique.
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Ce travail vise a compléter 1I’expérimentation précédente dont les résultats semblent indiquer
que le lait PB pourrait renfermer des composants qui seraient a I’origine du fort taux de
mortalité enregistré au sein de la population blanche. 1l est basé sur I’hypothése selon laquelle
la qualité du lait ingeré pendant la période néonatale, notamment au niveau de la fraction
protéique, aurait un effet sur la viabilité des lapereaux. De ce fait nous avons procédé dans un
premier temps, a ’analyse fine de la fraction protéique des échantillons de lait collectés sur

les animaux témoins de I’expérimentation précédente.

5-1- Etude expérimentale

5-1-1- Choix des échantillons et des techniques d’analyse
Trois séries d’échantillons de lait ont été analysées chez les deux types génétiques de lapines
PB et SS:

-dans un premier temps, 10 échantillons de lait mature colletés au 10°me jour de la lactation
(L10).

-Dans un deuxieme temps, 30 échantillons de lait collectés formant 3 points de cinétique
répartis sur les 3 semaines de lactation (L7, L14 et L21).

-Enfin, 30 échantillons collectés durant la période colostrale a 2 temps différents : d’une part,
a la mise bas (L1) et, d’autre part, avant la premicre tétée des lapereaux, au geme

lactation (L5).

jour de

L’ensemble des échantillons a été soumis a un dosage des protéines totales (Kit BCA) et
analysé par chromatographie en phase liquide couplée a un spectrométre de masse (LC-MS).
De plus, afin de déterminer les masses moléculaires des lactoprotéines avant modifications
post-traductionnelles, permettant le calcul de la masse de la séquence peptidique de la
protéine, un échantillon de lait a été analysé en LC-MS aprés déphosphorylation et
déglycosylation. Enfin, parmi les échantillons analysés en LC-MS, I'un d’entre eux,
présentant un profil caractéristique, a été analysé en utilisant une approche bidimensionnelle
faisant appel dans un premier temps a une séparation des lactoprotéines majeures par LC-MS
(1% dimension). Les fractions d’intérét collectées ont ensuite été séparées par électrophorése

(SDS-PAGE, 2°™ dimension).

5-1-2-Dosage du taux protéique (Kit BCA)
Le mode opératoire de cette méthode figure en Annexe 5.
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5-1-3-Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a un spectrométre de
masse (LC-MS)

Ces analyses ont été effectuées sur les échantillons des laits PB et SS prélevés a différents
stades de lactation. Le principe de cette méthode est basé sur le couplage de la
chromatographie liquide avec la spectrométrie de masse de type ESI-Tof. Cette approche
permet dans un premier temps la séparation des protéines sur une colonne de chromatographie
de phase inverse (RP-HPLC),par I’utilisation d’un gradient croissant de solvant organique
(acétonitrile, ACN) et dans un deuxieme temps, la détermination des masses moléculaires
natives des protéines d’intérét par passage sur un spectrometre de masse muni d’une source
d’ionisation de type ESI (Electron Spray Ionisation) couplé & un détecteur a Temps de Vol,
Tof (Time of Flight).

5-1-3-1- Ecrémage et clarification des échantillons

Un millilitre de chaque échantillon de lait entier a été chauffé a 37°C pendant 5min, puis
écrémé par centrifugation a 2000 g, a 4°C pendant 20 min. Aprés écrémage, le lait a été dilué
5 fois (vol/vol) avec de 1’eau osmosée ou déionisée. Les ¢échantillons de lait écrémé ainsi
dilués, ont par la suite été « clarifiés » dans une solution dite de “clarification” (Tampon Bis-
Tris 0,1 M, pH 8,0, contenant 1,3 % de citrate trisodique, 8M urée et 0,3 % de DTT) qui va
permettre de dissocier la structure micellaire des caséines (citrate) et d’éliminer les
interactions hydrophobes (urée) ainsi que les ponts disulfures (DTT) existants entre les
différentes caséines. Dans le cas du lait de lapine, 20 uL de lait écrémé dilué 5 fois ont été

repris dans 300 uL de solution de clarification.

5-1-3-2- Analyse LC-MS des laits

Dix microlitres d’échantillon de lait écrémé et clarifi¢ ont été injectés dans une colonne
Discovery® BIOWide Pore (Supelco) C5 (150 x 2,10 mm, 300 A). La RP-HPLC a été
réalisée avec un systéme Ultimate LC 3000 (Thermo Fisher Scientific). Au cours de I'analyse,
I'échantillonneur automatique a été maintenu a 10°C et la colonne a été maintenue a 35°C. La
phase mobile de la colonne était constituée du mélange de 2 solvants : solvant A (0,025%
d’acide trifluoroacétique (TFA) dans de I'eau ultra pure, vol/vol) et solvant B (0,02% de TFA
dans ACN, vol/vol) a un débit de 0,2 mL/min. Les conditions d'élution étaient un gradient
linéaire de solvant B comme suit : 30% pendant2 min, 32 a 39% pendant 15,5 min et de 39 a
45% pendant 14 min. Ce gradient a été suivi d'une élution isocratique a 95% de solvant B

pendant 5 min, et retour linéaire a 29,5% de solvant B en 0,1 min. La colonne a ensuite été
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rééquilibrée dans les conditions de depart (29,5% de solvant B), pendant 10 min. Les
protéines éluées ont été detectées par leur absorbance UV a 214 nm. La colonne était
directement interfacée avec un spectrometre de masse ESI-TOF "focus microtof ™ II"
(Bruker Daltonics, Wissembourg, France) et I’effluent liquide a été¢ nébulisé dans la source
d’ionisation (ESI).La pression du gaz de nébulisation (N;) a été maintenue a 2,5 bars et le
débit du gaz de séchage (N,) a 8,0 L/min a 200°C. Le systeme LC/ESI-MS a été contrdlé par
le logiciel Hystar v.2.3 (Bruker Daltonics). Le nombre de charges des ions multichargés, les
spectres de masse déconvolués et la détermination de la masse moléculaire moyenne (Mr) ont
été obtenus a partir du logiciel Data Analysis v.3.4 (BrukerDaltonics). Un échantillon

« blanc » a été injecté aprés chaque échantillon de lait pour éviter les effets de transfert.

Les profils chromatographiques en UV 214nm ont été analysés a 1’aide du logiciel
Chromeleon (Chromeleon 7.0.0, Dionex, Thermo Fisher Scientific). Les variants génétiques
et les isoformes des lactoprotéines majeures ont été identifiés par comparaison des masses
moléculaires observées aux masses moléculaires théoriques des lactoprotéines de lapine
répertoriée dans une base de données construite au laboratoire par le Dr Guy Miranda

(quy.miranda@inra.fr). La quantification des lactoprotéines majeures de lapine a été réalisée

apres intégration de la surface des pics du chromatogramme a 214nm. Les valeurs ont été
exprimeées en pourcentage de la surface totale des pics.

5-1-4- Déphosphorylation et déglycosylation des protéines majeures du lait

Certaines des protéines majeures du lait de lapine sont phosphorylées (caséines K, as1, Osp,
aszlike, B et WAP), voire glycosylées dans le cas de la caséine k. Ces différentes isoformes
(de phosphorylation et glycosylation) ont été identifiées par comparaison des masses
moléculaires observées en LC-MS avec les masses théoriques contenues dans la base de
données. Toutefois pour certaines protéines, notamment la caséine K et certains nouveaux
variants, leurs masses natives (séquence peptidique hors modifications post-traductionnelles)
demandent a étre précisées et confirmées. Pour ce faire, il était nécessaire au préalable
d’effectuer une déphosphorylation des lactoprotéines majeures ainsi que plus spécifiquement,

une déglycosylation de la caséine k.
5-1-4-1-Déphosphorylation

La déphosphorylation a été effectuée avec 1’enzyme « Calf Intestinal alkaline Phosphatase »

(CIP,Sigma-Aldrich). Dix microlitres de lait de lapine (correspondant a environ 1 mg de
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caséines), auxquels sont ajoutés 50 uL d’eau osmosée, sont incubés préalablement a 100°C
pendant 5 min, afin d’inhiber 1’activité de protéases pouvant étre présentes dans 1’échantillon.
Apres avoir été refroidie & température ambiante, la solution est ensuite desséchée au
« speedvac » (évaporateur rotatif sous vide) pendant une heure, puis suspendue de nouveau
dans 500 pL de tampon CIP a pH 7,9 préalablement préparé (100 Mm NaCl 0,585 g/100 mL,
50 mM Tris-HCI 0,79 g/100 mL, 10 mM MgCl, 0,204 g/100 mL, 1 mM DTT 15,5 mg/100
mL). Un microlitre de phosphatase (10U) est ajouté, puis le mélange est incubé a 37°C

pendant au moins 18 heures.

5-1-4-2-Déglycosylation

La déglycosylation sur les micelles de caséines concerne uniquement la caséine k, seule
protéine glycosylée. Elle a été réalisée en utilisant le Kit «Enzymatic Protein
Deglycosylation » (Sigma-Aldrich) selon le protocole indiqué par le fournisseur, a partir de

30 pL de lait, correspondant environ a 6,84 mg de caséine K.

Aprés étre séchée au « Speedvac », la solution de micelles a été diluée dans 10 pL de tampon
de réaction et 2,5 uL de solution dénaturante, aprés homogénéisation par agitation au vortex,
le mélange est incubé a 100°C durant 5 minutes, puis laissé refroidir a température ambiante.
Par la suite, 2,5 pL de solution Triton X100 ont été ajoutés a la réaction, ainsi que 1 pL de
PNGase F, O-glycosidase, a-(2,3,6,8,9)-Neuraminidase, 3-N-Acetyl glucosaminidase et (3-1-

4-Galactosidase. Le mélange final a été incubé a 37°C pendant 3 heures.

5-1-5-Electrophorése SDS-PAGE
L’¢électrophorése est une méthode d’analyse qui est basée sur la migration différentielle de

particules chargées électriquement sous 1’effet d’un champ électrique.

5-1-5-1- Principe

Les protéines qui comportent des groupes chargés positivement ou négativement possedent
une charge globale non nulle sauf a leur pH isoélectrique, pH auquel ces charges se
compensent exactement. Si on place une protéine dans un champ électrique, elle va donc
migrer selon sa charge globale nette et sa taille moléculaire soit vers I’anode, soit vers la
cathode et d’autant plus vite que cette charge est élevée. On peut modifier la charge nette de
la protéine suivant le tampon de 1’électrophorése. Avec un tampon de pH 8,6 les protéines

majeures du lait ont une charge nette négative et migrent alors vers 1’anode. L’¢électrophorése
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peut étre pratiquée sur différents supports : sur papier ou sur acétate de cellulose, ou bien sur

gels, principalement d’amidon, d’agarose, de polyacrylamide agarose ou de polyacrylamide.

5-1-5-2- Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide est le produit de la polymérisation du monomere acrylamide et d’un
agent de pontage habituellement le comonomere N,N’-méthylene-bis-bisacrylamideet ce, en
présence de catalyseurs fournissant des radicaux libres dont les plus utilisés sont le persulfate
d’ammonium (APS) et le N,N-N-N’-tétramethyléthyléne-diamine (TEMED). Un réseau
tridimensionnel de gel est ainsi formé par un mécanisme de polymeérisation. Cette structure
détermine un ensemble de micro-canaux de pores dans lesquels les molécules protéiques vont
pouvoir se déplacer sous 1’effet plus ou moins marqué du tamisage moléculaire. La taille des
pores dépend de la concentration du monomere et du comonomeére. Plus le pourcentage
d’acrylamide est ¢élevé, plus la densité des chaines est élevée et les mailles du réseau sont

serrées, en conséquence moins les molécules volumineuses peuvent migrer.

Parmi les trois types d’électrophorése sur gel polyacrylamide, celle que nous avons utilisée est

I’électrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (PAGE-SDS).

5-1-5-3- Electrophoreése sur gel polyacrylamide en présence dedodécyl sulfate de sodium
et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

= Principe
La méthode utilisée est celle décrite par Laemmli (1970). Le dodécyl sulfate de sodium (SDS)
est un détergent anionique et un puissant dénaturant. Il se fixe sur les protéines et les
transforme en polyanions linéaires résultant du dépliement des protéines provoqué par 1’agent
dénaturant. En effet, lorsqu’il se trouve associé¢ a un agent réducteur chargé de rompre les
liaisons dissulfures, a savoir le mercapotoéthanol (2-ME) et a température élevée (5 min, a
100 °C), il permet la dissociation de la plupart des polypeptides et confie aux protéines de

fortes charges négatives (Figures 62, 63).
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Avant SDS Groupement R chargés

Zone hydrophobe

Apres SDS

Figure 62 : Fixation du SDS sur les chaines polypeptidiques.

Sur une protéine constituee d’un seule chaine polvpeptidigue

+ P mercaptoéthanol v

Chaines polypeptidigues
dénaturées et entourées

de SDS charge
/ négativement

SH
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S

Figure 63 : Action du SDS en présence du mércaptoéthanol sur les protéines.

Les protéines ainsi chargées vont migrer vers I’anode et ne seront séparées que selon leurs

tailles dans le gel de porosité appropriée.

L’¢électrophorése PAGE-SDS utilise un systéme polyphasique comprenant deux types de gels

SUPErposes :

-Un gel supérieur, appelé de concentration (stacking gel), faiblement réticulé qui
n’exerce aucun effet de tamisage sur les protéines. Cependant il permet la concentration
de I’échantillon avant sa pénétration dans le gel inférieur.

- Un gel inférieur dit de séparation (running gel), a travers lequel les protéines migrent

selon leurs poids moléculaires.
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= Mode opératoire
Afin d’harmoniser les quantités de protéines déposées sur les gels, un dosage protéique (Kit
BCA) a été réalisé sur les échantillons de lait écrémés. En fonction de la teneur en protéines
totales, une dilution ad hoc est effectuée de facon a avoir la méme concentration en protéines

déposées dans chaque puits pour I’ensemble des échantillons, a savoir 50ug/ul.

-Dénaturation des extraits protéiques

Les protéines du lait sont dénaturées pendant Smin a 40°C dans du tampon de Laémmli (50
mM Tris-HCLpH 6,8,10%p-mercaptoéthanol, 1,5% SDS, 20% sucrose, 0,05% bleu de
bromophénol).

- Migration des protéines en électrophorése sur gel polyacrylamide en présence du
dodeécyl sulfate de sodium et du 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Les protéines migrent sur le gel polyacrylamide en conditions dénaturantes a 12% sous
I’action d’un champ électrique a 80V/30 min, puis a 120V/40 min. La séparation et la
migration (vitesse et distance) des protéines sont dépendantes du facteur poids moléculaire.

L’ensemble de la technique est résumé dans la Figure 64.

o | J -1
L!’UT]U ooot
Peigne
Espaceur Plague en verre a encoche Plaque en verre
/—\—— Seringue /\
: Pl
] >
T Gel de “R=JURRIRIRIRIRIRRN]

concentration

-t Gelde
séparation

Coulace Champ
Coulage
du gel de séparation

Dépot des échantillons

Aup Coun ot 3 1 B0 de 13 ImEgranon

Montage de I’appareil Front de migratice

Seiprar ation dee barsiie
A cour e T g ation

Figure 64 : Illustration schématique de la technique d’électrophorése sur gel de
polyacrylamide (PAGE-SDS)
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-Préparation des gels :
Les plaques en verre doivent étre préalablement bien lavées (a I’éthanol) avant d’étre placées
en vis-a-vis et I’espace choisi permet une séparation de 0,75 mm entre les deux plaques. Le

gel de séparation est coulé en premier lieux.

-Gel de séparation 12%

Volume final 5SmL
H,0 1,6mL
30% Acrylamide Mix 29:1 2mL
Tris 1,5M pH 8,8 1,3mL
SDS 10% 0,05mL
APS 10% 0,05mL
TEMED 0,002mL

Pendant la polymeérisation du gel de séparation, on procéde a la préparation du gel de la
concentration.

-Gel de concentration (4%)

Volume final 3mL
H.0 2mL
30% Acrylamide Mix 29:1 0,5mL
Tris 1M pH 6,8 0,38mL
SDS 10% 0,03mL
APS 10% 0,03mL
TEMED 0,003mL

-Coloration du gel en SDS-PAGE

La coloration du gel en SDS-PAGE se fait dans une solution de bleu de Coomassie pendant
30 minutes, sous agitation. La décoloration nécessite deux solutions : le décolorant | pendant
20 min et le décolorant Il pendant 8heures.Les solutions utilisées sont les suivantes :

-Colorant :

1-0,2% de bleu de Coomassie a dissoudre dans un peu d’eau d’H,O distillée
2-50% de méthanol RP
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3- Dissolution 30 min sous agitateur magnétique
4- 10% d’acide acétique
5- Dissolution 15 min avec agitation

-Décolorant | :
1-Méthanol 50%
2-Acide acétique 10%
3-Agitation

-Décolorant 11 :
1-Méthanol 25%
2-Acide Acétique 7,5%
3- Agitation

Une fois décoloré, le gel est scanné et/ou conservé dans de 1’eau désionisée a 4°C.

5-2- Reésultats et discussion

5-2-1- Etude descriptive des laits de type PB et SS

5-2-1-1- Identification des protéines majeures du lait de lapine par LC-MS

L’analyse par LC-MS de chaque lait individuel a permis d’identifier les caséines «, dsp, Oso-
like, ag1 et B correspondant respectivement aux pics A, C, (F1 et F2), (Gl et G2) et H ainsi
que les protéines sériques lactoferrine, WAP (Whey Acidic Protein), a-lactalbumine (a-Lac)
et sérumalbumine (SA) correspondant respectivement aux pics B, (D1 et D2) et E (Figure
65). L’identification des différents pics a été réalisée par comparaison des masses
moléculaires observées en LC-MS avec celles théoriques référencées dans les bases de
données protéiques (Uniprot, http://www.expasy.org/).

| Lait PB Lait SS H

Figure 65 : Identification des protéines majeures des laits des lapines PB et SS.
Pic A : Cas k + k glycosylée, pic B : Lactoferrine, pic C : cas os, pics DI et D2 : WAP, pic E : a-
lactalbumine + Sérumalbumine, pics F1 et F2 : cas as-like, pics G1 et G2 : cas ag, pic H : cas
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La WAP ainsi que les caséines ag-like (cas asp-like) et os1 (cas os1) sont présentes sous forme
de 2 pics (isoformes) correspondant a des degrés de phosphorylation différents : D1 (WAP-
1P), D2 (WAP-2P), F1 (Cas os-like-2 a 6P), F2 (Cas os-like-7P), G1 (Cas 0s1-6P), G2 (Cas
as:-7P) (Figure 66).

UV 2i4nm Casug,—like
F,F,
Fl 4
2P <) - SP 6P
F
- 7P

Figure 66 : Isoformes de phosphorylation de la caséine as,-like dans le lait de type PB.
L’a-lactalbumine et la sérumalbumine sont quant & elles co-éluées (pic E).

5-2-1-2- Comparaison des laits de type PB et SS et quantification des lactoprotéines
majeures

Les profils chromatographiques de 7 laits collectés au 10° jour de lactation (3 de type PB et 4

de type SS) ont €été¢ comparés. Cette analyse a permis d’observer une relative homogénéité des

profils au sein d’une méme population et entre populations. Toutefois des différences

d’intensité relative peuvent étre observées au niveau des laits de type SS, dans le cas de la

caséine as; et le mélange a-Lac + SA (Figure 67, fleches noires).

Lait PB “Lait SS

| b

Lait 4
Lait 2 } Lait5
Lait3 { Lait 6
Lait 7

Figure 67 : Profils chromatographiques des laits de type PB (laits 1, 2, 3) et SS (laits 4, 5, 6,
7).
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Une quantification relative des lactoprotéines majeures a été effectuée (surface des pics
correspondant & une protéine donnée surface totale des pics du chromatogramme). Quel que
soit le type génétique, les moyennes des proportions relatives de chacune des lactoprotéines
majeures ne presentent pas de différence significative (test statistigue de Mann-Whitney)
(Tableau 36).

Tableau 36 : Quantification relative (% du total des pics du chromatogramme) des
lactoprotéines majeures des laits de lapines.

Type PB (n=3) Type SS (n=4)
K 2,9+0,25 2,4+0,29
Oy 3,8+£0,17 42+1,12
Caséines a-like 13,8 £ 0,06 13,3+ 0,58
O 23,3+ 0,09 24,1+225
B 26,9+ 0,12 26,4+2722
Total caséines 70,6 £ 0,01 70,4 £ 1,36
Lactoferrine 9,6 £0,08 10,4 + 0,50
Protéines sériques WAP 14,7+ 0,73 14,4 + 0,80
a-Lac + SA 22+0,13 2,8+0,45
Total PS 26,5+ 0,06 27,6 £1,61
Autres pics 2,9+0,28 2,0+0,44
Total 100 100

Les valeurs indiquées correspondent a la moyenne £ SEM (erreur standard a la moyenne)
o-Lac : o Lactalbumine ; SA : Sérum Albumine

Nous pouvons toutefois noter une plus forte dispersion autour de la moyenne dans le cas de la
caséine ogy et du mélange a-Lac + SA chez les individus du type génétique SS (CVas, = 0,239
pour PB vs. 0,457 pour SS et CV a-Lac + SA = 0,190 pour PB vs. 0,274 pour SS).

5-2-2- Mise en évidence de I’existence de nouveaux variants des lactoprotéines
majeures

Pour conforter les premiers résultats obtenus sur un nombre restreint d’échantillons de lait,
une nouvelle collecte de lait a été entreprise en Algérie au stade 10° jour de lactation (L10) et
4 échantillons supplémentaires par population ont été analysés. De plus, nous avons été
amenés a modifier les conditions d’élution en faisant varier le gradient afin d’améliorer la

séparation des caséines as,-like, as; et B en fin de chromatogramme.

La comparaison des chromatogrammes des laits issus des 2 populations PB (Figure 68) et SS
(Figure 69) montre une hétérogénéité de la population PB par rapport a la population SS. Si

on ne voit pas de différences quantitatives entre les lactoprotéines des deux souches, des
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difféerences qualitatives majeures sont néanmoins observées entre SS et PB, suggérant

I’existence de polymorphismes génétiques des protéines majeures, notamment au niveau des

caséines-as; et as;. En effet, on note chez certains laits issus des lapines PB 1’absence du pic

correspondant a la caséine ag; au niveau de leur profil chromatographique. De méme, en ce

qui concerne la caséines-as;, on observe la disparition de certains pics.

Lait lapine 09-PB
>

Cas agy Var Nat

v

1] i . - s, y
Lait lapine 11-PB Cas “‘2 Var Nat

Lait lapine 17-PB

Cas agy Var Nat

\

Luit lapine 15-PB Cas a, NV WAP

Cas a,, Var Nat

el

Casu, NV

2

Casa,, NV

¥

Cas u‘! Var Nat

Figure 68 : Comparaison des profils chromatographiques des laits collectés sur les lapines PB

au stade L10.

NV : Nouveau Variant ; Var Nat : Variant Naturel

Lait lapine SO2-58

Cas agy Var Nat

Lauit lapine 679-55

Cas a sy Var Nat
s2 1

Lait lapine 687.58
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Figure 69 : Comparaison des profils chromatographiques des laits collectés sur les lapines SS

au stade L10.

Var Nat : Variant Naturel
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5-2-3- Mise en évidence de nouveaux variants génetiques par analyse LC-MS

L’analyse de I’ensemble des échantillons de laits PB et SS par LC-MS a permis de confirmer
I’existence de variants génétiques nouveaux pour les caséines as os-like et ag. Ainsi deux
nouveaux variants ont été identifiés pour la caséine as, (Variants B et C), un nouveau variant
pour la caséine os-like (Variant B) et un nouveau variant pour la caséine og; (Variant B). La
mise en évidence de ces nouveaux variants par LC-MS est illustrée ci-dessous au niveau de
deux échantillons de lait issu de la population blanche (laits PB 400 et PB 579).

5-2-3-1- Mise en évidence des nouveaux variants (variants B) des caséines asp, as-like et
as; dans I’échantillon de lait PB 400

L’analyse LC-MS de cet échantillon a permis de déterminer son phénotype au locus des
caséines 0sy, Osp-like et as; par comparaison des masses moléculaires observées sous chacun
des pics du chromatogramme UV (214nm), avec les masses moléculaires théoriques des
lactoprotéines majeures du lait de lapine et de leurs isoformes et de mettre ainsi en évidence la

présence de nouveaux variants putatifs (Tableau 37).

Tableau 37 : Détermination des variants génétiques des lactoprotéines majeures du lait de la

lapine PB 400.
LAIT PB 400
Masses observées des L
isoformes . Intensité du . Mas_se Nouveaux variants
L Signal de Masse Variants naturels théorique .
majoritaires (ISM) (Da) putatifs
(Da)

Pic 1 k glycosylée
Pic 2 76803,04 4437 TRFE Var Nat - 10P 75685,97
Pic 3 20246,89 4529 as; Var Nat - 4P 20246,5715
Pic 4 11680,95 2746 WAP Var Nat - 1P 11681,4218
Pic5 11761,37 19508 WAP Var Nat - 2P 11761,4018

21134,61 1335 as; Var B - 4P ?2?
Pic 6 66070,14 902 SA Var Nat - 1P 66095,39

19885,36 188 asp-like Var B - 3P ??
Pic 7 19965,28 468 asp-like Var B - 4P ??

20043,31 840 as-like Var B - 5P ??

20125,33 404 as-like Var B - 6P ??

20205,81 15050 as-like Var B - 7P ??
Pic 8 24404,26 4008 as; Var Nat (-1Q) - 7P |  24403,7316

24533,15 6417 os; Var Nat - 7P 24531,8616
Pic 9 24321,68 533 as; Var Nat (-1Q) - 6P | 24323,7526

24452,08 541 ag; Var Nat - 6P 24451,8826
Pic 10 24289,15 1577 ag; Var B - 7P (-1Q) ??

24417,41 1813 ag; Var B - 7P ?2?
Pic 11 24209,27 3305 ag; Var B - 6P (-1Q) ??

24337,16 3406 ag; Var B - 6P ??
Pic 12 24856,58 57796 B Var Nat conflit- 4P 24855,874

TRFE : lactoferrine ; WAP : Whey Acidic Protein ; SA : sérumalbumine ; Var Nat : Variant Naturel ; g Var Nat
conflit : caséine S décrite par Thepot et al., (1991) dans la data base UniProt mettant en évidence un « conflit »
dans la séauence nucléotidique décrite initialement par Shaerer et al., (1988).

La masse observée dans notre échantillon de lait correspond a celle de Thepot et al., (1991).? : Identification
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- Caséine as)
La caséine ag, est présente sous forme hétérozygote Variant Naturel/Variant B. Le Variant
Naturel (Var Nat) correspond au pic 3, alors que le Variant B est présent dans le pic 5 en
mélange avec la WAP (Figure 70). Par ailleurs, I’intensité du signal de masse (ISM) du
Variant B (1335) de la caséine as; est environ 4 fois plus faible que celle du Variant Naturel
(45529), ce qui suggére que le Variant B pourrait constituer un variant quantitatif, ¢’est-a-dire
que D’allele correspondant est plus faiblement exprimé par rapport a celui codant pour le
Variant Naturel. La masse observée du nouveau variant de la caséine as (21134,61) présente
un différentiel de masse (Am) de +887,72 Da par rapport a la masse du Variant Naturel
(20246,89), ce qui pourrait laisser supposer, compte tenu de cette valeur, une insertion d’un
exon supplémentaire dans la séquence nucléotidique de la protéine. Par homologie avec la
Variant Naturel, on pourrait supposer que la masse observée du Variant B correspond a
I’isoforme 4P. Pour vérifier cette hypothése il est nécessaire de déterminer la masse de la

protéine déphosphorylée.
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Figure 70 : Masses observées des lactoprotéines présentes sous le pic 5. 11761,37 Da
correspondant a I’isoforme 2P du Variant Naturel de la WAP ; 21134,61 pouvant
correspondre a 1’isoforme 4P du nouveau Variant de la caséine as, (Variant B).
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- Caséine ag-like
Dans les pics 7 et 8, les masses observées présentent un un différentiel de masse (Am) de -1

Da par rapport a la masse théorique des isoformes de phosphorylation du Variant Naturel (Var
Nat) de la caséine agsp-like. A titre d’exemple : la masse théorique de 1’isoforme 6P du Var
Nat (20126,25) différe de la masse observée de 1 Da et c’est également le cas pour les
isoformes de 3 a 5P. Cette observation suggere la présence d’ un nouveau variant de la caséine
as-like (Variant B), différant du Var Nat de 1 Da. Cet échantillon s’avére donc étre
homozygote Variant B / Variant B au locus de la caséine as,-like. L’isoforme 7P du Variant B
est présente dans le pic 8 en mélange avec les isoforme 7P du Var Nat de la caséine og

(Figure 71).
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Figure 71 : Masses observees des lactoprotéines présentes sous le pic 8 du chromatogramme
du lait PB 400. 20205,81 Da peuvent correspondre a I’isoforme 7P du nouveau
Variant B de la caséine as-like ; 24533,15 correspondant a 1’isoforme 7P du Var
Nat de la caséine os;.
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Caséine as;

Dans les pics 10 et 11, les masses observées présentent un différentiel de masse (Am) de -

114,45 Da par rapport a la masse théorique des isoformes de phosphorylation du Var Nat de la

caséine as. A titre d’exemple : masse théorique de I’isoforme 7P du nouveau Variant B

(24417,41), présente dans le pic 10 vs. masse théorique de I’isoforme 7P du Var Nat

(24531,86), présente dans le pic 8, présentant un Am de 114,45 Da. Il en est de méme pour

I’isoforme 6P du nouveau Variant B, présente dans le pic 11 et de I’isoforme 6P du Var Nat

présente dans le pic 9. Ces observations suggerent la présence d’un nouveau variant de la

caséine os; (Variant B) différant du Var Nat d’environ 114,45 Da. Cet échantillon s’avére

donc étre hétérozygote Var Nat / Variant B au locus de la caséine ag; (Figure 72).

&
a
& =
= =
- ~
A = B i
s = - ° =
=
= e % - I '}' 'a‘,- = =
- M = - [ -
5 I % o z Z T =25 e
o b = ; ~ = b= = = 7
S Z = = = = S |
9 - = o = - =) R |
" = = I
3 - z ~ = - 5
ol gl @ S £ o x @ | «
o - a P = g « 2 < =
= e by [ 2
- }f E s 2
0 = - 2 : - = \ ,'?_ = "
- F-3 \ 53 \
= ] = - \\ & 1
- ~ - = |
= Ny & - !
" ) \| \3 \
5 . ; ) \ 2 2 ,
4 \ s 5 $ -
e~ IINIALY AL e - N
Ny A == » R
n 124 159 s ) e w|
= *
STH-L10 0Bd 01 Jan 4
z oS Pratie 1EATY Daw, 100%120 Pash Fhgvel Sxoofed [0 40 1 A Deoswohied
Py B B0 1O B
AS2 varC-3P l AS2-varC-4P
i
(21129,87) A (21207,18)
. [\
000 [\
[ ]
| i,
| |
) '
Ll / \
: :"\gu l"‘\l- I.b;%': “‘;7;',".,,.,- “\
X 21100 e X x 1% '
= 7 M8 Ut Wedows 1
teukmrtd I s L onn 51 %

Figure 72 : Masses observées des isoformes majoritaires des lactoprotéines présentes sous le
pic 10 du chromatogramme du lait PB 400. 24417,41 Da pouvant correspondre a
I’isoforme 7P du Nouveau Variant B de la caséine og ; 24289,15 pouvant
correspondre a un variant d’épissage (résultant de la perte d’un résidu Gln en
début d’exon) de I’isoforme 7P du nouveau Variant B de la caséine o;.
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5-2-3-2- Mise en évidence du nouveau variant (Variant C) des caséines ag; dans
I’échantillon de lait PB 579

L’analyse LC-MS de cet échantillon a permis de mettre en évidence la présence d’un variant

supplémentaire (Nouveau Variant C) de la caséine as, (Tableau 38).

Tableau 38 : Détermination des variants génétiques des lactoprotéines majeures du lait de la

lapine PB 579.
LAIT PB 579
) Intensité du
Masses observées : .
A Signal de . Masse Nouveaux variants
des isoformes Variants naturels o .
o Masse théorique putatifs
majoritaires (ISM)

Pic1 k glycosylée
Pic 2 76807,51 2004 TRFE Var Nat -10P 75685,9700
Pic 3 20247,58 4020 as;Var Nat -4P 20246,5715
Pic 4 11681,53 3324 WAP Var Nat -1P 11681,4218
Pic 5 23522,88 10301 WAP Var Nat - 2P (dimére) | 11761,4018
Pic 6 21207,18 1376 ag, Var C -4P ??
Pic 7 66102,85 1051 SA Var Nat -1P 66095,3900

202NK R2 Q022 o ~-lilka \/ar Nlat 7P 202NA 227

Expérimentations
Pic 9 24323,19 1064 as; Var Nat (-1Q) -6P 24323,7526
ic

24453,31 756 ag; Var Nat -6P 24451,8826

Pic 10 24856,58 65535 B Var Nat conflit -4P 24855,8740

TRFE : lactoferrine ; SALBU : sérumalbumine ; Var Nat : Variant Naturel ; ?: identification incertaine

Ce nouveau variant a été mis en évidence au niveau du pic 6 situé entre le pic 5 correspondant
a I’isoforme 2P de la WAP (pic 5) et le pic 7, correspondant a la sérumalbumine. La masse
observée de I’isoforme majoritaire présente dans ce pic (21207,18 Da) montre un Am de
+960,61 Da par rapport a la masse théorique de 1’isoforme 4P du Var Nat de la caséine as

(20246,57 Da).

Le nouveau Variant C pourrait dériver du nouveau Variant B mis en évidence dans
I’échantillon de lait PB 400. Le différentiel de masse Am (960,61 Da) pourrait résulter d’ une

mutation d’un ou plusieurs acides aminés au niveau de la séquence peptidique du nouveau

Variant B (Figure 73).
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Le différentiel de masse (72,8 Da) entre les nouveaux Variants C et B pourrait éventuellement

laisser penser a une substitution Leu/lleu (113,1 Da) vs. Trp (186,1 Da). Cette hypothese

pourrait étre vérifiee par séquencage.
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Figure 73 : Masses observeées des lactoprotéines présentes sous le pic 6 du chromatogramme
du lait PB 579. 21129,87 Da peuvent correspondre a 1’isoforme 3P du Variant C
de la caseine os2; 21207,18 peuvent correspondre a 1’isoforme 4P du Variant C de

la caséine asp.
Var C : nouveau Variant C de la caséine og,

5-2-4- Détermination des masses moléculaires avant modifications post-traductionnelles

des différents variants génétiques

Afin de pouvoir déterminer la masse moléculaire des variants potentiels avant modifications

post-traductionnelles (séquence peptidique de la protéine), des essais de déphosphorylation

(toutes les caséines) et de déglycosylation (caséine k) ont été effectués. Les expériences de

déphosphorylation et de déglycosylation ont été réalisées sur un échantillon de lait provenant

de la souche SS (Figure 74).
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aS2 et WAP as2-like
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Figure 74 : Profil LC-MS d’un lait écrémé de la souche SS au 10°™ jour de lactation.

Afin d’¢liminer les protéines du lactosérum, nous avons effectué une précipitation des
micelles de caséines par centrifugation a haute vitesse (16500 g) a 37°C pendant 20 min. Le

culot micellaire a ensuite été suspendu dans de I’eau milliQ. La solution micellaire ainsi

obtenue a été analysée en LC-MS (Figure 75).

AS2B-varB
WAP-varnat

micelles

Figure 75: Comparaison des profils chromatographiques de la solution de micelles de
caséines.

AS2B-Var B : nouveau Variant B de la caséine as, ; WAP-Var Nat : Variant Nature de la WAP

La Figure 75 montre que toutes les caséines sont présentes dans le culot de micelles ainsi que
la WAP mais en concentration tres faible par rapport au lait. Par ailleurs nous pouvons

constater la disparition de la lactoferrine, de 1’a-lactaloumine et de la sérumalbumine de la
fraction micellaire.
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5-2-4-1- Déphosphorylation des protéines micellaires et détermination des masses
moléculaires natives

La Figure 76 montre les profils chromatographiques obtenus en RP-HPLC avant et apres

déphosphorylation.

Figure 76 : Profils chromatographiques de la solution micellaire avant (A) et apres (B)
déphosphorylation.

La déphosphorylation a entrainé une modification du profil chromatographique obtenu. Les
masses moléculaires observées dans chacun des pics du chromatogramme avant et apres

déphosphorylation sont indiquées respectivement dans les Tableaux 39 et 40.

Dans ces tableaux sont indiqués, le numéro du pic (colonne 1), les masses observées des
différentes molécules présentes dans chacun des pics du chromatogramme (colonne 2), les
identifications correspondantes obtenues par comparaisons des masses observées avec les
masses théoriques contenues dans la base de données construite dans 1’équipe LGS (colonne
3) et I'intensité du signal de masse (abondance) de chacune des molécules du mélange

(colonne 4).
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Tableau 39 : Masses observées dans chacun des pics du chromatogramme avant

déphosphorylation.
Pic Mass(edsatl)tl;sne)rvées (m;g::;i{:]%%tri% nues) Intensité du signal de masse
2 11682,2822 WAP Var Nat -1P (11681.45) 748
11761,3621 WAP Var Nat -2P (11761.43) 7128
3 21133,9004 as; Var B -4P (21132.99) 1494
21053,5105 as; Var B -3P (21053.01) 578
20125,4262 asp-like Var B -6P (20125.32) 3981
20205,8925 asp-like Var B -7P (20205.29) 2075
6 20045,3795 as -like Var B -5P (20045.69) 2018
20108,6171 asp-like Var C -5P (20105.61) 1548
20027,8799 asp-like Var C -4P (20025.63) 867
24336,8488 as; Var B -6P (24336.8) 3865
24288,7149 ag Var B -7P (-1Q) (24288.64) 3550
24209,2217 g Var B -6P (-1Q) (24208.86) 3388
24161,0402 g Var B -7P (-2Q) (24160.51) 2013
! 24368,3001 0s; Var B -8P (-1Q) (24368.62) 1983
24240,1695 as; Var B -8P (-2Q) (24240.49) 1812
24416,4555 og; Var B -7P (24416.77) 1557
24081,0313 g Var B -6P (-2Q) (24080.54) 1171
24856,3702 BVar Nat conflit -4P (24855.87) 18225
24696,1898 BVar Nat conflit-2P (24695.91) 5878
8 24776,3301 BVar Nat conflit-3P (24775.89) 4064
247279324 B Var N?;:?;;"; 4')4P (-1Q) 3875
24616,0795 BVar Nat conflit-1P (24615.93) 2803

Var B : nouveau Variant B ; Var C : nouveau Variant C ; Var Nat : Variant Naturel

Avant déphosphorylation, la solution de micelles contient toutes les isoformes de
phosphorylation des caséines ainsi que celles de la WAP, pouvant aller jusqu’a 8§ sites de
phosphorylation selon les caséines. Apres déphosphorylation (Tableau 40), les masses
observées pour les caséines et la WAP correspondent toutes a I’isoforme OP, entiérement
déphosphorylée, indiquant ainsi que la réaction de déphosphorylation a parfaitement

fonctionné.
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Tableau 40 : Masses observées apres déphosphorylation.

Pic Masses observées Identlflgatlp ; Intensité du signal de masse
(masses théoriques)
2 11601,4296 WAP Var Nat -0P (11601,44) 1584
3 19646,5371 as,-like Var B -0P (19645,43) 996
os; Var Nat -0P (-1Q)
23844,2084 (23843,88) 671
4 23972,5859 ag;Var Nat -OP (23972,01) 474
as; Var Nat -0P (-2Q)
23716,5940 (23715.75) 403
23728,7450 as; Var B -0P (-1Q) (23728,79) 1190
5 23857,0470 os Var B -0P (23856,92) 906
23600,7922 as; Var B -0P (-2Q) (23600,66) 628
24536,0171 BVar Nat conflit-OP (24535,95) 3867
6 -
B Var Nat conflit -OP (-1Q)
24407,8088 (24407 824) 892

Var B : nouveau Variant B ; Var Nat : Variant Naturel

Les masses observées des isoformes OP des caséines et de la WAP correspondent aux valeurs
de la base de données. Il est a noter toutefois que la masse de I’isoforme OP (20813,075) du
nouveau Variant B de la caséine ogp n’a pas été observée, malgré la présence des isoformes 3P
et 4P dans I’échantillon déphosphoylé. De méme, il est a signaler que 1I’échantillon de lait
analysé et déphophosphorylé, est homozygote Variant B / Variant B aux loci des caséines

oszet aso-like, ce qui explique 1’absence des variants naturels de ces deux caséines.

5-2-4-2- Déglycosylation des protéines micellaires et détermination des masses
moléculaires natives

La déglycosylation ne concernant que la caséine kappa, nous nous intéresserons uniquement
au pic 1 du chromatogramme. Le Tableau 41, indique les masses observées dans le pic 1 du
chromatogramme avant et apres déglycosylation des micelles de caséines.

Aprés déglycosylation, les masses sont plus faibles que celles présentes avant
déglycosylation. Par ailleurs ces masses (surlignées en vert dans le tableau), comprises entre
18000 et 19000 Da, sont poches des masses théoriques des isoformesdéglycosylées de la
cas¢ine k (entre 18100 et 18200 Da selon les variants génétiques), ce qui laisse supposer que

la réaction de déglycosylation a bien eu lieu mais qu’elle est incompleéte.
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Tableau 41 : Masses avant et apres déglycosylation.

Caséine k non déglycosylée Caséine k déglycosylée
Masses observées (Da) Intensitfncitsjsseignal de Masses observées (Da) Intensit?n(itészignal de
11532,6231 962 18352,6400 198
11663,3608 3026 18464,3927 384
20803,3499 1395 18514,2600 504
21094,2479 841 18542,3738 767
21589,1607 992 18593,5213 568
22249,032 633 18667,6365 386
27409,1035 447 18717,1200 457
31512,9830 409 18747,3799 760
32243,5383 667 18797,2570 450
33156,9500 884 18953,9053 350
36845,7813 940 24791,2223 231
39806,8382 490 26670,0593 234
41099,2942 414 37462,6815 252
41851,7356 531 38317,9476 208

Cette hypothese est renforcée par I’observation des spectres de masses déconvolués du pic 1
du chromatogramme correspondant a la caséine k, avant (Figure 77) et aprés (Figure 78)

déglycosylation.
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Figure 77 : Spectre déconvolué du pic correspondant a la caséine k avant déglycosylation.
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Figure 78 : Spectre déconvolué du pic correspondant a la caséine k aprés déglycosylation.

Les différentiels des masses entre les pics des spectres déconvolués correspondent a la masse
des motifs de phosphorylation (79,98 Da) ou a celle des différents motifs possibles de O-
glycosylation  (GaN-Ga=365,3327Da) ; (GaN-Ga-SA=656,587Da) ; (GaN-Ga-
SA2=947,8413Da) ; (GaN-Ga-SA3=1239,0956Da). Les différentiels des masses présents sur
la Figure 66 montrent que la déglycosylation n’est pas totale. En effet, nous pouvons
constater que les Am n’incluent jamais la présence d’acides sialiques (acide neuraminique), ce
qui laisse supposer que la neuraminidase qui hydrolyse la liaison entre deux acides sialiques a
bien fonctionné, mais qu’en revanche, la O-glycosidase qui hydrolyse la liaison entre la

chaine peptidique et le motif de glycosylation n’a agi que de maniere incompléte.

Afin de déterminer les masses moléculaires qui auraient été obtenues a partir des masses
observées si la réaction de déglycosylation avait été compléte, nous avons construit un tableau
contenant les masses putatives apres soustraction des masses des quatre motifs de O-
glycosylation possibles et de la masse d’un ou plusieurs sites de phosphorylation (Tableau
42).

Les deux masses surlignées en jaune (18019,08 Da et 18017,0811 Da) sont trés proches de la
masse théorique du Variant Naturel de la caséine x (18018,5574 Da). La masse de 18019,08
Da correspond a la masse obtenue apres soustraction de la masse correspondant au motif
GaN-Ga (365,3327 Da) et de la masse d’un phosphate (79.98 Da) a la masse observée de
18464,3927 Da. La masse de 18017,0811 Da, correspond pour sa part, a la masse obtenue
apres soustraction de la masse correspondant au motif GaN-Ga (365,3327 Da) et de la masse
de 2 phosphates (159,96 Da) a la masse observée de 18542,3738 Da.
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Tableau 42 : Valeurs des masses théoriques attendues apres déglycosylation.

Masses potentiellement obtenues aprés soustraction des différents motifs possibles de O-
Masses observées aprés glycosylation et/ou de phosphorylation
_ Uéglycosylation (GaN-Ga) (GaN-Ga-SA) (GaN-Ga-SA?) (GaN-Ga-SA3)
incompléte de la caséine

(0P) (-365,3327Da) (-656,587Da) (-947,8413Da) (-1239,0956Da)
18464,3927 18099,0600 17807,8057 17516,5514 17225,2971
18514,2600 18148,9273 17857,6730 17566,4187 17275,1644
18542,3738 18177,0411 17885,7868 17594,5325 17303,2782
18593,5213 18228,1886 17936,9343 17645,6800 17354,4257
18667,6365 18302,3038 18011,0495 17719,7952 17428,5409
18717,1200 18351,7873 18060,5330 17769,2787 17478,0244
18747,3799 18382,0472 18090,7929 17799,5386 17508,2843
18797,2570 18431,9243 18140,6700 17849,4157 17558,1614
18953,9053 18588,5726 18297,3183 18006,064 17714,8097

(-1P) (-79,98Da) (-79,98Da) (-79,98Da) (-79,98Da)
18464,3927 18019,08 17727,8257 17436,5714 17145,3171
18514,2600 18068,9473 17777,6930 17486,4387 17195,1844
18542,3738 18097,0611 17805,8068 17514,5525 17223,2982
18593,5213 18148,2086 17856,9543 17565,7000 17274,4457
18667,6365 18222,3238 17931,0695 17639,8152 17348,5609
18717,1200 18271,8073 17980,5530 17689,2987 17398,0444
18747,3799 18302,0672 18010,8129 17719,5586 17428,3043
18797,2570 18351,9443 18060,6900 17769,4357 17478,1814
18953,9053 18508,5926 18217,3383 17926,0840 17634,8297

(-2P) (-159.96Da) (-159.96Da) (-159.96Da) (-159.96Da)
18464,3927 17939,1000 17647,8457 17356,5914 17065,3371
18514,2600 17988,9673 17697,7130 17406,4587 17115,2044
18542,3738 18017,0811 17725,8268 17434,5725 17143,3182
18593,5213 18068,2286 17776,9743 17485,7200 17194,4657
18667,6365 18142,3438 17851,0895 17559,8352 17268,5809
18717,1200 18191,8273 17900,5730 17609,3187 17318,0644
18747,3799 18222,0872 17930,8329 17639,5786 17348,3243
18797,2570 18271,9643 17980,7100 17689,4557 17398,2014
18953,9053 18428,6126 18137,3583 17846,1040 17554,8497

Ces données confirment que ’action de la O-glycosidase n’a pas été complete, contrairement

a celle de la neuraminidase. Cette action incompléte de la réaction de déglycosylation pourrait

s’expliquer soit par un mauvais rapport enzyme/substrat, soit par une mauvaise valeur du pH

du milieu réactionnel.

En conclusion, les expérimentations de déphosphorylation et de déglycosylation nous ont
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permis de verifier les masses natives avant modifications post-traductionnelles des variants
génétiques des caséines asy, os-like et og, présents dans 1’échantillon de lait analysé. Les
expérimentations de déphosphorylation et de déglycosylation, étant relativement codteuses,
nous n’avons pas analysé d’autres échantillons de lait qui nous auraient, entre autreS, permis

de vérifier les masses natives des différents variants de la caséine asp.

Ces nouveaux variants des caséines og, as-like et ogy, ont déja été décrits chez le lapin de
souche INRA1007 (Hue-Beauvais et al, 2017). Toutefois, leur caractérisation biochimique n’a

pas encore éte réalisée.

5-2-5- Caractérisation du lait de lapine par électrophorése SDS-PAGE

Afin de caractériser de la maniere la plus exhaustive les lactoprotéines majeures du lait de
lapine, nous avons adopté une démarche d’analyse bidimensionnelle faisant appel dans un
premier temps a une collecte des pics d’intérét (notamment le pic représentant le nouveau
Variant B de la caséine-as,) par chromatographie liquide (1ére dimension) et dans un deuxiéme
temps, a une séparation des constituants protéiques des pics d’intérét collectés par
électrophorése SDS-PAGE (2°™ dimension). Pour ce faire, nous avons sélectionné un lait

caractéristique (PB 400), contenant les variants génétiques d’intérét.

5-2-5-1- Collecte des pics d’intérét par LC-MS (1ere dimension)

Les fractions d’intérét ont été collectées et les masses des protéines contenues dans chaque
fraction ont été déterminées et comparées a la base de données afin de pouvoir les identifier
(Tableau 43). Les fractions F1 a F10 correspondent au pool de plusieurs tubes de collecte

comme indiqué sur la Figure 79.

Figure 79 : Collecte des fractions d’intérét par LC-MS. En vert sont indiquées les zones de
collecte et chaque tube collecté est indiqué par des traits verticaux.
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Tableau 43 : Identification des lactoprotéines présentes dans les fractions F1 a F10.

Intensité du signal de

Fraction Masses observées Masse Identification Masses théoriques
F1 kglycosylée
F2 74339,1493 1015 TRFE Var B -0P 74900,2000
20166,3706 1864 as Var Nat -3P 20166,5925
F3 20244,9826 19127 as; Var Nat -4P 20246,5715
73197,0731 450 TRFE Var B -0P 74900,2000
11681,1607 9954 WAP Var Nat -1P 11681,4218
F4 21053,7356 1162 as; Var B -3P 21053,0125
21133,6811 1943 agVar B -4P 21132,9915
F5 11760,3898 10014 WAP Var Nat -2P 11761,4018
3726,1768 370 Peptides ??
5878,0963 417 Peptides ??
ke 11761,7198 788 WAP Var Nat -2P 11761,4018
22111,2421 113 7
66071,7820 5593 SA Var Nat - OP 66015,4100
o 73404,9955 744 TRFE Var B -0P 74900,2000
- 20127,1010 12721 as-like Var Nat -6P 20126,2587
20205,4022 20909 as-like Var Nat -7P 20206,2387
22453,6746 4108 ag; Var B (-1Q) -7P 24288,6430
24208,9334 4477 as; Var B -6P 24336,7940
F9 24403,9101 6810 as; Var Nat (-1Q) -7P 24403,7316
24451,8357 1380 as; Var Nat -6P 24451,8826
24531,9298 6168 as; Var Nat -7P 24531,8616
F10 24856,2303 101227 B Var Nat conflit -4P 24855,8740

TRFE : lactoferrine ; SA : sérumalbumine ; Var B : nouveau Variant B ; Var Nat : Variant
Naturel ; ,?: masses non identifiées

5-2-5-2- Séparation par €léctrophorese SDS-PAGE, des constituants protéiques contenus
dans chacune des fractions collectées (2éme dimension)

Les fractions collectées ont été concentrées et une quantité correspondant environ a 30ug

estimeés a été déposée dans chaque puits.
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Figure 80 : Analyse des fractions collectées par LC-MS sur gel SDS-PAGE (12%). Dans la
partie gauche du gel sont regroupées les fractions correspondant aux caséines
(F1, F3, F4, F8, F9, F10). Dans la partie droite du gel sont regroupées les
fractions correspondant aux protéines du lactosérum (F2, F6, F7).
MW : marqueur de poids moléculaires (kDa), Lait : lait PB 400 éCrémé

La fraction 1 correspond a la caséine kappa glycosylée. Il est a noter que la bande
correspondante est présente sous forme diffuse couvrant une large gamme de masses, ce qui
indique que cette protéine n’existe que sous forme glycosylée dans le lait de lapine,
contrairement a d’autres espéces notamment chez les bovins ou elle co-existe dans un ratio
50 : 50 avec la forme non glycosylée. La fraction F3 correspond a la caséine as; Var Nat. Sont
présentes dans cette fraction les isoformes 3 et 4P de cette protéine. Cette fraction contient
également la lactoferrine (TRFE), protéine qui « traine » tout au long du chromatogramme,
autrement dit elle est présente dans la quasi-totalité des fractions comme observé sur la
Figure 80.

La fraction F4 correspond au mélange de 1’isoforme 1P du Var Nat de la WAP et du nouveau
Variant B de la caséine ag,. Cette derniére protéine est présente sous forme de 2 bandes de
faible intensité, ce qui pourrait suggérer le fait que ce variant pourrait constituer un variant
quantitatif (faiblement exprime). La fraction F8, correspond au melange des isoformes 6 et 7P
de Variant Naturel de la caséine asp-like. La fraction F9, représente le pool de 6 tubes de

collecte et correspond au mélange des isoformes 6 et 7P du Variant Naturel et du nouveau
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Variant B de la caséine os;. Dans cette fraction, une seule bande est visible sur le gel, ce qui
peut s’expliquer par le fait que le différentiel de masse entre les deux variants est tres faible

(environ 200 Da). La fraction 10 correspond a la caséine .

En ce qui concerne les protéines sériques, la fraction F2 correspond a la lactoferrine. La
fraction F6 représente un mélange contenant principalement 1’isoforme 2P de la WAP ainsi
que d’autres composés protéiques (22111,24 Da, 3726,17 Da et 5878,096 Da) non identifiés.
Théoriquement la fraction F7 devrait contenir 1’a-lactaloumine. Cependant le pic
correspondant est distribué entre les fractions F6 et F7 et donc la protéine est en quantité trop
faible pour étre détectée sur le gel. Enfin la fraction F7 contient un mélange constitué

majoritairement de serumalbumine et de lactoferrine en quantités plus faibles.

Lorsqu’un échantillon de lait de lapine est analysé¢ en SDS-PAGE, hormis la bande de
sérumalbumine et de lactoferrine, des bandes supplémentaires de hautes masses moléculaires
sont visibles en quantités non négligeables. Afin d’identifier ces protéines, nous avons
effectué une électrophorese SDS-PAGE dédiée aux hautes masses moléculaires (NUPAGE
gradient -12%, Thermofisher). Les bandes d’intérét ont été découpées, puis trypsinées afin
d’en extraire les peptides. Ceux-ci ont été finalement analysés en spectrométrie de masse

MS/MS de maniére a identifier les protéines correspondantes.

PB400 MW KDa
G===] | Fibronectine ]
: [ Xanthine oxydase |
97
[ 64 [ Lactofernine ]
E [ Sérumalbumine |
(| [ Amine oxydase |
T [ E— 51 r Vit D binding protsin ]
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= =] | Casaines o et u- ke |
! 19| Wap |

Figure 81 : Analyse du lait PB400 apres ecrémage sur gel NUPAGE (4-12%). MW : marqueur
de poids moléculaires (kDa).
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Au final I’identification des bandes électrophorétique visibles dans les Figures 80 et 81 nous
permet de suggérer un diagramme électrophorétique en SDS-PAGE des lactoprotéines

majeures du lait de lapines de la souche PB (Figure 82).

Fibronectine
Kanthine oxidase

— Em  |actoferrine

Amine oxidase
Yit D hinding protein

K R sl
> i ~

- o —4[‘ BwvarB +wvarC

C— " i el

WWAP + o Lac ?

produits hydrolyse (Cas v ?7?)

Figure 82 : Diagramme électrophoreétique des lactoprotéines majeures du lait de lapine de la
population blanche.

5-2-6- Mise en évidence d’une corrélation entre la nature des variants génétiques et la
mortalité néonatale

La mise en évidence des polymorphismes observés dans le lait de lapine pour les caséines asy,

as-like et os1, d’une part, et la mortalité néonatale élevée liée au lait PB, d’autre part, nous ont

conduits a rechercher une éventuelle corrélation entre la mortalité néonatale et la nature des

variants génétiques présents dans la population blanche. Cependant le nombre d’échantillons

de lait étant insuffisant, il a été nécessaire d’effectuer préalablement une nouvelle collecte de

lait, au méme stade de lactation (L10).

Afin de mettre en évidence cette corrélation, nous avons réparti les individus PB en fonction
de leur type génétique, c’est-a-dire en fonction des variants des caseines os, et os, puisS Nous

avons comparé la mortalité néonatale dans chacun des groupes ainsi constitués. Les variants
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de la caséine os-like n’ont pas été considérés parce qu’étant trés proches en masse (Am=1
Da), il était difficile de les discriminer avec certitude.

5-2-6-1- Corrélation entre mortalité néonatale et variants de la caséine agchez les
individus de la lignée PB

Tableau 44 : Répartition des échantillons de lait PB selon les variants de la caséine as;.

Groupes Echantillon Variant o Taux de mortalité %
689 B/B 58,33
1 ncl5 B/B 50,00
ncl6 B/B 53,85
Moyenne 54,06
SEM 2,95
400 VN/B 16,67
707 VN/B 18,18
nc2 VN/B 10,00
nc28 VN/B 25,00
ncl VN/B 8,33
2 ncl4 VN/B 25,00
nc20 VN/B 10,00
nc2l VN/B 11,11
nc22 VN/B 12,50
nc23 VN/B 16,67
nc24 VN/B 15,38
Moyenne 15,35
SEM 1,82
570 VN/VN 16,67
667 VN/VN 9,09
7788 VN/VN 9,09
669 VN/VN 18,18
nc3 VN/VN 20,00
nc4 VN/VN 8,33
ncé VN/VN 10,00
nc7 VN/VN 16,67
nch VN/VN 16,67
3 nc9 VN/VN 0,00
ncl0 VN/VN 0,00
ncll VN/VN 8,33
ncl2 VN/VN 8,33
ncl3 VN/VN 16,67
ncl7 VN/VN 10,00
ncl8 VN/VN 10,00
ncl9 VN/VN 10,00
nc25 VN/VN 20,00
nc26 VN/VN 16,67
nc27 VN/VN 8,33
Moyenne 11,65
SEM 1,34
606 B/C 45,45
4 661 B/C 33,33
673 B/C 36,36
Moyenne 38,38
SEM 4,46

VN : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B ; C : nouveau Variant C
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Tableau 45 : Tests statistiques entre la mortalité néonatale et les variants de la caséine as;
chez les individus PB.

Taux de mortalité B/B VN/B VN/VN B/C
(moyenne + SEM) 54,05 + 2,95 15,35+ 1,82 11,65 + 1,34 38,38 + 4,46
B/B 54,05 + 2,95 s s s
VN/B 15,35 + 1,82 NS s
VN/VN 11,65 + 1,34 s
B/C 38,38 + 4,46

VN : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B ; C : nouveau Variant C
S: différence significative ; NS : différence non significative ; ® : Test Student ; b Test Mann-Whitney

Les résultats des tests statistiques montrent une corrélation significative (test Mann-Whitney)
entre la présence des alleles B ou C au locus de la cas€ine as, (Tableau 44) et la mortalité
néonatale chez les lapereaux de la lignée PB (Tableau 45). Cette mortalité est plus forte chez
les individus homozygotes (B/B) au locus de la caséine as, que chez les individus
hétérozygotes (B/VN) et (B/C). Chez les individus hétérozygotes (B/C) le taux de mortalité
reste élevé (33.38%), mais moins important toutefois que chez les individus homozygotes
(B/B). Ceci suggere que la présence de ’allele C de la caséine as, entraine également un effet
délétere, mais toutefois moins marqué que celui de 1’allele B. L’allele VN de la caséine oy,
pour sa part, n’est pas associé a un caractere délétére puisque le taux de mortalité (11.65%)
des individus homozygotes (VN/VN) correspond a un taux normal de mortalité dans une
population d’élevage standard. En revanche il est & noter que la présence de I’allele VN

associé a I’allele B, entraine une forte diminution de I’effet délétere de ce dernier.

5-2-6-2- Corrélation entre mortalité néonatale et variants de la caséine as

Les résultats des tests statistiques montrent également qu’il existe une corrélation positive,
entre la mortalité néonatale des lapereaux PB et la présence de I’alléle B au locus de la
caséine as; (Tableau 46). L’effet délétere de I’allele B au locus de la caséine o, semble
toutefois moins marqué que celui de I’alléle B au locus de la caséine as, (respectivement
31,89 + 6,21 et 54,05 £ 2,95) (Tableau 47).

Les résultats de I’ensemble des tests statistiques, ont ainsi montré¢ [’existence d’une
corrélation positive entre la nature des variants génétiques des caséines as; et as; et le taux de

mortalité néonatale chez les lapereaux de la lignée PB.
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Tableau 46 : Répartition des échantillons de lait selon les variants de la caséine o,

Groupes Echantillon Variant o, Taux de mortalité%
ncl5 VN/B 50,00
nclé VN/B 53,85
606 VN/B 58,33
661 VN/B 50,00
673 VN/B 54,55

1 400 VN/B 16,67
707 VN/B 18,18
nc2 VN/B 10,00
nc28 VN/B 25,00
ncl4 VN/B 25,00
nc20 VN/B 10,00
nc2l VN/B 11,11

Moyenne 31,89

SEM 5,93
ncl VN/VN 8,33
nc22 VN/VN 12,50
nc23 VN/VN 16,67
nc24 VN/VN 15,38
579 VN/VN 16,67
655 VN/VN 9,09
570 VN/VN 16,67
667 VN/VN 9,09
7788 VN/VN 16,67
669 VN/VN 18,18
nc3 VN/VN 20,00
nc4 VN/VN 8,33

5 ncé VN/VN 10,00
nc7 VN/VN 16,67
ncb VN/VN 16,67
nc9 VN/VN 0,00
ncl0 VN/VN 0,00
ncll VN/VN 8,33
ncl2 VN/VN 8,33
ncl3 VN/VN 16,67
ncl7 VN/VN 10,00
ncl8 VN/VN 10,00
ncl9 VN/VN 10,00
nc25 VN/VN 20,00
nc26 VN/VN 16,67
nc27 VN/VN 8,33

Moyenne 12,28
SEM 1,11

VN : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B

Tableau 47 : Tests statistiques entre la mortalité néonatale et le variant de la caséine as; chez
les individus PB.

Taux de mortalité VN/B VN/VN

(moyenne + SEM) ™31 89 + 6,21 12,27 + 1,10
VN/B 31,89+ 6,21 % s
VN/VN 12,27 + 1,10

VN : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B
s”: différence significative (Test Student)
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Par ailleurs, des observations zootechniques ont permis d’observer des taux de mortalité plus
importants lors de la premiére semaine aprés la naissance, ce qui laisserait éventuellement
supposer une influence de la composition du lait précoce sur la mortalité néonatale. Afin de
vérifier cette hypothése, nous avons effectué des collectes de lait a différents stades de
lactation : jours 1-2 (L1, colostrum), 5 (L5), 10 (L10, lait « mature »), chez des lapines
appartenant aux deux lignées PB et SS. Nous avons par la suite effectué une analyse
quantitative des lactoprotéines majeures de ces laits par LC-MS. Les compositions moyennes
des lactoprotéines majeures de ces laits ont été ensuite comparées a 1’intérieur d’une méme
lignée aux 3 stades de lactation (L1, L5 et L10) et a un stade de lactation donné, entre les deux
lignées (PB et SS). Les résultats ainsi obtenus ont ensuite été comparés a I’aide d’analyses

statistiques.

5-2-6-3- Analyse quantitative comparative des lactoprotéines majeures des laits de
lapines PB et SS au cours de la lactation, aux stades L1, L5 et L10

Dans le cas des laits PB, aucune différence significative n’est observée d’un point de vue
quantitatif aussi bien pour les caséines totales que pour les protéines sériques totales (Tableau
48). Toutefois, lorsque chaque protéine est considérée individuellement, des variations
quantitatives apparaissent entre les stades L1 et L10 au niveau de la quantité relative des
caséines k, as et ag-like. La quantité relative des caséines k, as et ag-like augmente,
phénomene qui est compensé par la diminution de la caséine o, conduisant ainsi a I’absence
de variation du contenu total des casé€ines. Dans le cas des protéines du lactosérum, une
diminution de la quantité relative de lactoferrine est observée au stade L10 alors que les
quantites relatives de WAP, a-Lactalbumine et sérumalbumine restent constantes. Malgré la
diminution de la quantité relative de lactoferrine au stade L10, le contenu total des protéines

du lactosérum n’est pas significativement différent aux stades L1 et L5.
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Tableau 48 : Quantification relative (% du total des pics du chromatogramme) des protéines
majeures du lait de lapines PB a trois stades de lactation (L1, L5 et L10).

Laits PB L1 LS L10
(n=12) Moyenne SEM Moyenne SEM Moyenne SEM
K 6,85 0,22 7,35° 0,19 7,46%° 0,23
Var Nat 0,24%° 0,10 1,45° 0,32 1,55° 0,38
Var B 0,46" 0,12 0,44° 0,20 1,37%¢ 0,35
s Var C 0,35%" 0,12 1,02° 0,34 0,98 0,23
Var B + Var C 0,82° 0,21 1,46 0,37 2,35¢ 0,39
TOT 1,06"" 0,18 2,81" 0,46 3,80' 0,30
aep-like 8,25" 0,63 11,59 1,13 10,70 0,50
Var Nat 17,86 2,39 16,42 2,18 17,44 1,66
Ot Var B 8,00 1,96 6,37 1,62 5,76 1,57
TOT 25,86 1,05 22,79 0,75 23,20 0,63
B 22,15 0,85 21,07 0,32 21,78 0,68
Caséines TOT 64,16 0,92 65,62 0,64 66,93 0,80
TRFE 5,44" 0,31 5,16™ 0,35 3,57™" 0,26
WAP 11,15 0,50 12,33 0,70 11,73 0,80
a-Lac 0,18 0,02 0,20 0,03 0,16 0,02
SA 2,79 0,32 2,85 0,21 2,91 0,25
Lactosérum TOT 19,56 0,39 20,54 0,89 18,36 0,86
Autres 16,28 0,96 13,94 0,59 14,92 0,79

Var Nat : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B ; C : nouveau Variant C ; Var B + Var C :
somme des 2 nouveaux Variants ; TRFE : lactoferrine ; SA : sérumalbumine ; WAP : Whey
Acidic Protein ; a-Lac : a-lactalbumine ; Caseines TOT : total des caseines ; Lactosérum
TOT : total des protéines du lactosérum

Valeur moyenne de 12 échantillons de lait et erreur standard a la moyenne (SEM).

a, b, ¢,...p : différences significatives (Tests de Student ou de Mann Whitney)

Dans la lignée PB, la quantité relative des variants déléteres (B ou C) de la caséine as, est
toujours supérieure ou égale a celle du Variant Naturel aux différents stades de lactation et
principalement au stade L1 (colostrum) ou ils représentent un ratio de 4. En effet, si ’on
compare au niveau de la caséine as, le VN a la somme des 2 variants délétéres B et C, on
constate une augmentation au cours de la lactation des variants délétéres (2 fois au stade L5, 3
fois au stade L10). Le VN quant a lui augmente d’un facteur 7 entre les stades L1 et L et reste
constant entre les stades L5 et L10. Ainsi, au stade L1 les variants délétéres B et C sont en
concentration 4 fois plus importante que le VN. Au stade L5, les variants déleteres et le VN
sont a la méme concentration et au stade L10, ils sont 1,5 plus importants que le VN. De ce
fait, au sein de la lignée PB, les variants délétéres sont toujours supérieurs ou égaux au VN

aux différents stades de lactation, en particulier au stade colostral (L1) ou ils représentent un
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ratio de 4.

Dans le cas des laits SS, aucune différence significative n’a été mise en évidence dans la
quantité relative des caséines totales et des protéines sériques totales aux différents stades de
lactation (Tableau 49). Dans le groupe des caséines, les quantités relatives des caséines as; et
as-like augmentent progressivement entre L1 et L10, alors que celles des caséines aS1 et b
diminuent. Cependant a I’intérieur du groupe des lactoprotéines sériques, est observée une
diminution de la quantité relative de lactoferrine entre les stades L1 et L10, compensee par
une augmentation progressive des quantités relatives de WAP et d’a-Lactaloumine aux stades
L5 et L10.

Tableau 49 : Quantification relative (% du total des pics du chromatogramme) des protéines
majeures du lait de lapines SS a trois stades de lactation (L1, L5 et L10).

Laits SS L1 L5 L10
(n=7)

Moyenne SEM Moyenne SEM Moyenne SEM
K 6,21 0,38 7,31 0,15 7,05 0,27
Var Nat 0,58 0,24 1,31° 0,25 2,18° 0,42
Var B 0,47>¢ 0,09 1,15° 0,23 1,32° 0,39
Ol Var C 0,10 0,06 0,14 0,07 0,29° 0,05
Var B + Var C 057°f 0,11 1,29 0,23 1,61 0,37
TOT 1,06¢ 0,31 2,469 0,26 3,509 0,20
as-like 9,91" 0,64 11,80" 0,41 13,59" 0,46
Var Nat 12,98* 1,82 12,70' 0,52 10,93 "% 0,28
Ot Var B 13,99"™ | 1,99 9,88' 0,65 10,48™ 0,61
TOT 26,97™° | 0,63 22,58" 0,97 21,40° 0,41
B 242579 | 0,74 21,68° 0,65 20,911 0,65
Caséines TOT 68,40 1,07 65,83 0,74 66,40 0,78
TRFE 506" 0,59 4,85 0,46 3,43" 0,39
WAP 9,23°" 0,55 12,46° 0,31 12,47" 0,31
a-Lac 0,16" 0,01 0,23 0,02 0,29" 0,06
SA 2,83 0,38 3,27 0,35 3,19 0,49
Lactosérum TOT 17,28" 0,82 20,81" 0,58 19,38 1,01
Autres 14,32 0,74 13,38 0,66 14,27 0,94

Var Nat : Variant Naturel ; B : nouveau Variant B ; C : nouveau Variant C ; Var B + Var C :
somme des 2 nouveaux Variants; TRFE : lactoferrine ; SA: sérumalbumine; WAP :
WheyAcidicProtein ; a-Lac: o-lactalbumine; Caséines TOT : total des caseines ;
Lactosérum TOT : total des protéines du lactosérum

Valeur moyenne de 7 échantillons de lait et erreur standard a la moyenne (SEM)

a, b, ¢,...v : différences significatives (Testde Mann Whitney)
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Les quantités relatives des variants délétéres (B et C) de la caséine as, sont en proportion
égale aux stades L1 et L5, voire méme inférieure (stade L10), par rapport a la proportion
relative du Variant Naturel. Ceci pourrait expliquer le taux de mortalité supérieur observé
dans les élevages expérimentaux, dans la lignée PB par rapport a la lignée SS, notamment au

stade L1 correspondant au colostrum.

Donc aussi bien dans la lignée PB que SS, les quantités totales de caseines et de protéines du
lactosérum ne varient pas aux 3 stades de lactation étudiés. En revanche, individuellement les
lactoprotéines varient difféeremment. Lorsque les deux souches PB et SS sont comparées entre
elles au stade L1, le taux de caséines totales est plus faible dans la souche PB alors qu’aux

stades L5 et L10, aucune différence n’est observée (Tableau 50).

Tableau 50 : Quantification relative (% du total des pics du chromatogramme) des protéines
majeures du lait de lapines PB et SS a trois stades de lactation (L1, L5 et L10).

L1 k |LF | o, |WAP|a-Lac| SA |a,-like| a,, | B |Autres|Cas TOT|Lactoserum TOT
PR |1 685|544/ 106] 1115 | 018 |2.79| 825 |2586|2L15) 1628 | 6416 19,56

SEM | 422 | 0,31 | 0,18 0,50 0,02 0,32 0,63 1,05 0,485 0,96 92 0,39
Qg [eenfo21]506[1.06] 9.23 | 0.16 [283] 991 [2697]2425] 1432 | 68.40 17.28

SEM | 0,38 | 0,59 | 0,31 n35 0,01 0,38 0,64 0,63 0,74 0,74 1,07 0,82
LS k |LF | o, |WAP|a-Lac| SA |a,-like| o, | B |Autres|Cas TOT|Lactoserum TOT
PR [1oo|735]5:16|281] 1233 | 020 |285) 1159 |2279|2107| 1394 | 65,62 20,54

SEM | 0,19 | 0,35 | 0,46 0,70 0,03 0,21 113 0,75 032 0,59 0,64 0,89
Qg o] 7.31]485[2.46] 12.46] 0.23 [3.27] 11.80 [22.5821.68] 1338 | 65,83 20,81

SEM | 0,15 | 046 | 0,26 0,31 0,02 0,35 041 0,97 0,65 0,66 0,74 0,58
L.10 k¥ |LF | a, |WAP|a-Lac| SA |a,-like| a,; | B |Autres|Cas TOT|Lactoserum TOT
PR |1 746|357 |380| 1173 | 016 |291] 1070 2320|2178| 1492 | 6693 18,36

SEM | 8,23 | 0,26 | 0,30 0,80 0,02 0,25 0,50 0,63 0,68 0,79 080 0,86
Qg [Mewene]7.05[343[3.50] 12.47] 029 [3.19] 1354 [21.40]20.91] 1427 | 66.40 19,38

SEM | 8,27 | 0,39 | 0,20 0,31 0,06 0,49 046 041 0,65 0,94 0,78 1,01

TRFE : lactoferrine ; SA: sérumalbumine ; WAP : WheyAcidic Protein; a-Lac: o-
lactalbumine ; Caséines TOT : total des caséines ; Lactosérum TOT : total des protéines du
lactosérum

Valeur moyenne et erreur standard a la moyenne (SEM)

Valeurs en rouge : différences significatives (Test de Mann Whitney)

L’ensemble de ces résultats ne permet pas de justifier la différence de mortalité néonatale des

lapereaux entre les lignées PB et SS du point de vue de la composition globale du lait aux
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différents stades

Expérimentations

de lactation. Nous avons donc recherché d’éventuelles différences

quantitatives au niveau des variants génétiques des caséines as; et as; pour lesquels cette

corrélation a été montrée (Tableau 51).

Tableau 51 : Quantification relative (% du total des pics du chromatogramme) des protéines
majeures du lait de lapines PB et SS a trois stades de lactation (L1, L5 et L10).

o Oy
L1 g VN | 0VB [ 0aVC | g VB+VC | oy |y VN| aaVB | ay,
PB Moyenne| 0,24 | 0,46 | 0,35 0,82 1,06( 17,86 | 8,00 | 25,86
SEM 0,10 0,12 0,12 0,21 0,18 | 239 1,96 1,05
Moyenne| 0,58 | 0,47 | 0,10 0,57 1,06( 12,98 13,99 | 26,97
SS
SEM 0,24 0,09 0,06 0,11 0,31 1,82 1,99 0,63
LS @ VN | aVB | agVC | ag VB+VC | ay ey VN | aVB | a
PB Moyenne| 1,45 | 0,44 | 1,02 1,46 2,81|16,42 | 6,37 |22779
SEM 0,32 0,20 0,34 0,37 046 | 2,18 1,62 0,75
SS Moyenne| 1,31 | 1,15 | 0,14 1,29 2,46(12,70 | 9,88 | 22,58
SEM 0,25 0,23 0,07 0,23 0,26 | 0,52 0,65 0,97
.10 @ VN | aVB | agVC | ag VB+VC | ay ey VN | aVB | a
PB Moyenne| 1,55 | 1,37 | 0,98 2,35 3,80( 17,44 | 5,76 | 23,20
SEM 0,38 0,35 0,23 0,39 0,30 1,66 1,57 0,63
SS Moyenne| 2,18 | 1,32 | 0,29 1,61 3,50(10,93 /10,48 | 21,40
SEM 0,42 0,39 0,05 0,37 0,20 | 0,28 0,61 0,41

Var Nat : Variant Naturel ; B :

somme des 2 nouveaux Variants
Valeur moyenne et erreur standard a la moyenne (SEM)
Valeurs en rouge : différences significatives (Test de Mann Whitney)
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Discussion générale

Notre travail avait pour premier objectif d’évaluer la relation entre mortalité des laperecaux en
période d’allaitement dans les deux souches (PB et SS) et leur production laitiére (quantité et
qualité) enregistrées sur cinq années d’investigations. La premiere hypothése a été que le
fonctionnement du tissu mammaire pouvait étre a 1’origine des différences observées. Pour ce
faire, nous avons abordé 1’étude de la morphologie de la glande mammaire a différents stades
physiologiques et observé un développement plus important du tissu épithélial au sein de la
population SS. Les lapines SS montrent ainsi une production de lait supérieure a celle des
lapines PB. De plus, ces observations nous ont conduits a nous focaliser sur la composition
biochimique du lait collecté sur les deux types génétiques de lapines a différentes saisons et

pendant différentes périodes d’allaitement.

L’analyse globale de la fraction protéique des laits des deux populations a montré que le
contenu en caséines totales et en protéines solubles était identique et ce quel que soit le stade
physiologique considéré. Les lactoprotéines majeures identifiées ont des masses moléculaires
identiques dans les laits des deux types génétiques d’animaux et correspondent a celles
décrites dans la littérature. Sur les chromatogrammes obtenus par RP-HPLC, les caséines as;
et as-like, tout comme la WAP sont présentes sous forme de deux pics correspondant a des
degrés de phosphorylation différents. Baranyi et al., (1995) avaient déja rapporté la présence
d’isoformes multiples de phosphorylation pour les différentes caséines et pour la WAP. Par
notre approche méthodologique (LC-MS), nous avons non seulement confirmé ces résultats

mais aussi etabli avec précision le degré de phosphorylation des différentes isoformes.

Les caséines ag; et B sont majoritaires (50% des casé€ines totales a elles deux). La caséine as,-
like est trois a quatre fois plus abondante (13,5%) que les caséines o et k (respectivement 4
et 2,7 % en moyenne). Parmi les protéines sériques la WAP est majoritaire (14,5%), comme
décrit par Baranyi et al., (1995). La lactoferrine est abondamment représentée dans le lait de
lapine (10%), comparativement au lait d’autres espéces (environ 1% chez les caprins et les
bovins). Cette molécule est également présente en quantité importante dans le lait de femme
(15% ; Martin et Grosclaude, 1993) et de camélidés (22% ; Kappeler, 1998). Il est intéressant
de noter que le rapport caséines/protéines solubles dans les laits de lapines (70/30) est
différent de celui observé chez les ruminants (80/20 chez les bovins) ou chez la femme
(40/60) (Martin et Grosclaude, 1993).
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Discussion générale

Les résultats préliminaires présentés ici sur I’analyse du lait de lapines de deux types
génétiques différents (PB et SS) par chromatographie en phase liquide couplée a un
spectrométre de masse de type ESI-Tof, démontrent le potentiel de cette méthode qui permet
d’accéder a une description détaillée de la composition de la fraction « protéines majeures »
du lait de lapine. Les lactoprotéines majeures ainsi que leurs principales isoformes résultant
de modifications post-traductionnelles ont été mises en évidence. Indépendamment de ces
modifications I’existence d’autres facteurs conduisant & des différentiels de masse a été
rapportée, imputables a des variants génétiques et/ou d’épissage. Ces analyses ont montré une
variabilité plus importante des proportions relatives des lactoprotéines au sein de la
population PB, la population SS étant quant a elle beaucoup plus homogene.

S’agissant des différentes caséines, 3 variants de masses différentes ont été mis en évidence
pour la caséine as, (Var Nat, Var B et C) et deux pour la caséine ag; (Var Nat et Var B). Leurs
proportions relatives varient en fonction du stade physiologique au sein d’une méme
population et aux différents stades entre populations. Les différences les plus importantes
entre populations sont observées au stade de lactation le plus précoce (L1) et concernent
principalement les Variants B et C de la caséine os. Ces variations pourraient apporter des
éléments de réponse au probléeme de mortalité des lapereaux sous la meére. Les quantités
relatives des Variants B et C sont plus importantes au stade L1 (phase colostrale) dans la
population PB, population identifiée comme présentant une mortalité néonatale élevée. Ces
deux variants pourraient donc contribuer a I’effet négatif du lait PB sur la survie des lapereaux

comme nous 1’avons montré lors des expériences d’adoptions croisées.
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Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont permis d’améliorer nos connaissances sur les
aptitudes laitiéres des lapines élevées actuellement en Algérie, en I’occurrence la population
blanche (PB) et la souche synthétique (SS). Nous avons ainsi abouti aux conclusions

suivantes :

-La prolificité des lapines a la naissance est supérieure dans la souche SS par rapport a la

population PB (8,67 vs 9,38 lapereaux nés vivants).

-Le nombre de lapereaux allaités est également significativement plus elevé dans la souche SS

avec 8,18 lapereaux contre 7,47 lapereaux dans la population PB.

- La mortalité des lapereaux sous la mére est plus importante (spécifiquement au cours de la

période estivale) chez les lapines PB par rapport aux lapines SS avec un écart de 7,65%.

-La production laitiére totale (0-21jours) des lapines SS (3116g) est supérieure a celle des
lapines PB (3005g) ; un écart de +13% a été observé mais qui varie en fonction du stade

lactation et de la saison.

-Les lapines SS produisent un lait plus riche en matiere énergisante par rapport aux lapines
PB.

-Dans les deux types génétiques de lapines, les quantités de lait les plus importantes sont
produites au cours des saisons hivernale et printaniére et elles sont associées avec une

composition biochimique riche en protéines et en matiere grasse.

- Dans les deux types génétiques de lapines les taux de mortalité les plus importants sont
observés au cours des saisons automnale et estivale et sont en relation avec une baisse de la

production laitiere.

-Un effet significatif du génotype, du stade lactation et du taux de prolactine sanguin sur la
production laitiére (et de ce fait sur la survie des lapereaux) a été révélé. La morphologie de la
glande mammaire et son développement ont également été observés dans cette comparaison

entre les deux populations.
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Conclusion et perspectives

-La sélection de bonnes et mauvaises lapines, dans les deux groupes génétiques, sur la base de
leurs performances reproductrices a conforté la supériorité des lapines SS par rapport aux
lapines PB.De méme, au sein d’'un méme groupe génétique, on parvient a faire cette

distinction. La mortalité des lapereaux sous la mére peut étre associée a I’effet maternel.

L’expérimentation des adoptions croisées a révélé que 1’origine génétique présente un effet
significatif sur la mortalité des lapereaux en période d’allaitement. Le lait issu de lapines PB
semble renfermer des éléments déléteéres qui seraient a I’origine des forts taux de mortalité
observés au sein des portées PB. Ainsi la cause majeure de forte mortalité est liée a la fois a la
lapine, mais également & la composition du lait ingéré par les lapereaux en période

d’allaitement.

La mortalité des lapereaux est plus importante chez les lapines PB que les lapines SS.

o Les taux de mortalité les plus importants sont notés en périodes estivale et automnale.

o La quantité et qualité du lait varient en fonction du type génétique et de la saison : les
lapines SS produisent plus de lait avec plus de matieres énergisantes (protéines et
matieres grasses).

o Il existe un rapport étroit entre 1’origine génétique du lait, les variations saisonniéres et
la mortalité des lapereaux : les plus forts taux de mortalité sont observes en été et en
automne alors que le lait produit est plus abondant et plus riche en périodes printaniére
et hivernale.

e L’introduction de I’insémination artificielle comme mode de reproduction et d’un
rythme extensif (1A pratiquée 25 jours apres mise bas), suggeére que de cette technique
améliore relativement les performances des lapines a travers 1’augmentation du taux
de fertilité et la baisse du taux de mortalité des lapereaux sous la mere.

e L’influence des stades de lactation a également été étudiée : le stade colostral, la 1ére,
2™ et 3°™ semaine de lactation. Les résultats issus de cette étude cinétique feront
I’objet d’une publication. Cependant des analyses plus approfondies du lait s’aveérent
indispensables. Ces nouvelles données pourraient apporter des informations
permettant d’expliquer la forte mortalité observée chez les animaux de la population
blanche et particuliérement au cours de la saison estivale.

L’ensemble de ces résultats souléve un certain nombre de questions fondamentales sur la
fonction biologique, encore peu documentée, de la caséine as, au-dela de son réle dans la

structure de la micelle. Ces travaux ouvrent des voies de recherche originales et novatrices.
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Des travaux récents ont montré que la caséine as; bovine est vectrice de peptides a activites
anti-microbiennes (Alvarez-Ordéfiezet al., 2013). Dans cette perspective des études visant a
établir la structure de ces variants et des ADN complémentaires correspondants sont a
envisager pour permettre une définition plus précise des molécules bioactives (peptides
encryptés dans la séquence de cette caseine et de ses variants).

En marge de ces études, une analyse d’autres constituants majeurs (ARN non-codants, leptine,
acides gras, vésicules extracellulaires, ...) des laits de ces populations est évidemment
indispensable pour avoir une vision claire de cette problématique qui requiert, compte son
importance au niveau de 1’¢levage cunicole algérien, des réponses et des outils de

développement et de conseil.
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Annexe 1 : Dosage de la teneur en matiére grasse par la méthode acido-butyrométrique
dite de Gerber

I- Reactifs

- Acide sulfurique de masse volumique p 20 = 1,820 £ 0,005 g/mL.

- Alcool Isoamylique, exempt de furfural (masse volumique p 20 = 0,811 + 0,002 g/mL,
point d’ébullition 130 °C £ 2 °C).

I1- Appareillage
Matériel courant de laboratoire, et notamment :
- Butyrométre a lait muni d'un bouchon approprié. Il existe plusieurs types de butyrométres.
Il faut choisir celui dont la graduation correspond a la teneur en matlere grasse supposée.

- Pipette a lait de 11 ml, a un seul trait.

- Mesureur a acide sulfurlque (délivrant 10 mL) ou pipette de sOreté de 10 mL.

- Mesureur a alcool isoamylique (délivrant 1 mL) ou pipette de sOreté de 1 mL.

- Bain d'eau pour butyromeétres, a 65 - 70 °C.

- Centrifugeuse électrique pour butyrométres a lait :
Cette centrifugeuse doit atteindre en deux minutes, lorsqu'elle est entiérement chargée, une
vitesse produisant une accélération radiale, a I'extrémité extérieure du bouchon du
butyrometre, de 350 £+ 50 fois l'accélération due a la pesanteur. Une telle accélération est
produite par exemple par une centrifugeuse ayant un diamétre de 52 + 1 cm (distance entre les
extrémités extérieures des bouchons des butyromeétres diamétralement opposes) opérant a
1100 50 tours par minute.
La formule pour calculer d'autres combinaisons entre le diametre et la vitesse est la suivante :

a=1181.r. n%

a est I'accélération radiale en g, c'est-a-dire le multiple de I'accélération due a la pesanteur

r est la moitié de la distance, en centimetres, entre les extrémités extérieures des bouchons des
butyromeétres diamétralement opposés,

n; est le nombre de tours par minute, divisé par 1000.

I11- Mode opératoire

-Préparation de I'échantillon

Avant l'analyse, porter I'échantillon a 20 + 2 °C et mélanger soigneusement. Si I'on n'obtient
pas une dispersion homogene de la matiére grasse, chauffer I'échantillon lentement a 40 °C,
mélanger doucement et refroidir 8 20°C £ 2 °C

- Détermination

- Préparation du butyrométre

Introduire dans le butyrometre 10 ml d'acide sulfurique en évitant de mouiller le col.

Ajouter avec la pipette 11 ml de lait, en plagant la pointe de la pipette en contact avec la base
du col du butyromeétre et en évitant un mélange prématuré du lait avec l'acide.

Verser a la surface du lait 1 ml d'alcool isoamylique, en ayant soin de ne pas mélanger les
liquides ni de mouiller le col du butyrométre. Boucher le butyrométre.

- Agitation

Procéder a l'agitation jusqu'a ce que la caséine, qui se coagule dés que le lait est mélangé a
I'acide, soit entierement dissoute.

Remettre alors le butyromeétre dans la position gqu'il occupait avant l'agitation et attendre que
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le mélange ait complétement rempli l'ampoule terminale; aussitdt apres, procéder au
retournement et attendre que cette ampoule terminale se soit entiérement vidée ; procéder
deux autres fois a ces alternances de remplissage et de vidage de I'ampoule.

Grace a ces six retournements successifs du butyrometre I'agitation est suffisante et le
mélange homogeéne. .

Le butyromeétre se trouve porté a environ 80 °C, du fait du mélange de I'acide avec le lait. Il
faut veiller a ce qu'il ne se produise pas de refroidissement important pendant I'agitation qui,
pour cette raison, doit étre menée aussi rapidement que possible.

- Centrifugation

On procede ensuite a la centrifugation, aussitét apres l'agitation précédente, sans laisser
refroidir le butyrometre. Si une circonstance quelconque devait faire différer la centrifugation,
il faudrait avant d'y procéder, plonger le butyrométre pendant au moins cing minutes dans le
bain d'eau, puis l'essuyer avant de le mettre en place dans la centrifugeuse.

Au moment d'Introduire le butyrométre dans la centrifugeuse, ajuster le bouchon de maniére
que, apres la centrifugation, la colonne grasse se trouve dans I'échelle graduée.

La durée effective de cette centrifugation doit étre au moins égale a cing minutes.

- Lecture

Au sortir de la centrifuge, plonger le butyromeétre verticalement, bouchon en bas, dans le bain
deau et I'y laisser cing minutes avant de procéder a la lecture. Le niveau de I'eau doit
recouvrir I'ampoule terminale du butyromeétre, au moment de mettre le butyrometre au bain
d'eau, modifier s'il y a lieu le réglage du bouchon pour que la colonne grasse se place
exactement dans I'échelle graduéee.

La lecture doit étre effectuée rapidement (en moins de dix secondes), dans les conditions
suivantes:

a) Sortir le butyrometre du bain d'eau, saisir la panse aprés ravoir enveloppée d'un chiffon et
essuyer rapidement la tige graduée |

b) Le butyrométre étant placé verticalement, examiner le plan inférieur de la colonne grasse
et I'amener en coincidence avec une division par une manceuvre appropriée du bouchon. En
principe, il est préférable de faire descendre la colonne grasse plutdt que de la faire monter.
S'assurer qu'il n'a pas été projeté de matiere grasse dans I'ampoule terminale au cours de cette
manipulation ;

c) Cette coincidence étant obtenue, assurer I'immobilité de la colonne grasse en maintenant le
bouchon.

d) Déplacer le butyrométre devant I'ceil et lire le niveau le plus bas du ménisque supérieur de
la colonne grasse ;

e) Vérifier immédiatement le plan de séparation inférieur de la colonne grasse pour s'assurer
qu'il n'a pas bougé. S'il est déplacé, corriger la position par une manceuvre appropriée du
bouchon.

f) Relire de la méme maniére le ménisque supérieur. Si le plan inférieur ne s'est pas déplace,
cette deuxiéme visée doit donner la méme valeur que lors de la premiere lecture. Si la
deuxiéme valeur est différente de la premiére. Vérifier une fois de plus la position du plan
horizontal inférieur et procéder a une troisieme' lecture.

Il faut absolument aboutir a ce résultat : deux lectures consécutives du ménisque superieur
doivent donner la méme valeur. C'est la preuve de la constance de position du plan horizontal inférieur.

g) Si l'on n'est pas parvenu au résultat précedent en dix secondes, replonger le butyrometre
dans le bain d'eau et refaire la lecture deux ou trois minutes plus tard.

V- Expression des résultats
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La teneur en matiere grasse du lait, exprimée en grammes par litre, est égale a :
(n’>-n) X 10
Ou
n* est la valeur atteinte par le niveau supérieur de ta colonne grasse ;
n est la valeur atteinte par le niveau inférieur de la colonne grasse.
Si la teneur en matiére grasse doit étre rapportée a 100 grammes de lait. Il y a lieu, soit de
faire le calcul, la masse volumique du lait étant connue, soit d'utiliser une pipette spéciale

appropriée.
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Annexe 2 : Détermination de la teneur en matiére séche et en eau

I- Appareillage

-capsule en platine ou en autre matiere inaltérable dans les conditions de I'essai, de forme
cylindrique, a fond, bien plat, de 55 & 60 mm de diamétre et de 20-25 mm de hauteur, de
préférence avec couvercle.

- bain-marie a niveau constant, fermé par un couvercle métallique dans lequel sont ménagées
des ouvertures circulaires, d'un diamétre inférieur de 5 mm a celui des capsules employées;
celles-ci sont posée» de maniere a obturer entiérement les ouvertures. La distance entre le
couvercle et le niveau de I'eau doit étre de 5 a 6 cm,

-étuve 3103 °C £2°C.

- appareil de refroidissement en atmosphére ne permettant pas de reprise d’humidité, par
exemple dessiccateur, contenant un agent déshydratant efficace.

- balance analytique.

Eventuellement :

Pipettes a lait de 5 mL.

I1- Mode opératoire

-Préparation de I'échantillon

Avant l'analyse, porter I'échantillon a 20°C = 2 °C et mélanger soigneusement. Si I'on
n‘obtient pas une dispersion homogéne de la matiere grasse, chauffer I'échantillon lentement a
40 °C, mélanger doucement et refroidir a 20°C £ 2 °C.

- Prise d’essai

Dans la capsule séchée et tarée a 0,1 mg prés, introduire a la pipette 5 ml de lait ou peser, a 1
mg pres, environ 5 g de lait. Dans ce dernier cas, utiliser, de préférence, une capsule avec
couvercle.

-Détermination
Placer la capsule, découverte, pendant 30 minutes sur le bain-marie bouillant, puis l'introduire
dans I'étuve réglée a 103 °C + 2 °C et I'y laisser 3 heures. Mettre ensuite la capsule dans
I'appareil de refroidissement et laisser refroidir jusqu'a la température ambiante. Peser a 0,1
mg pres.
Effectuer au moins deux déterminations sur le méme échantillon préparé.

I11- Expression de résultats
2-1 -Mode de calcul et formule

La matiére séche, exprimée en grammes, par litre de lait, est égale a :

1000
{."l-"fi —_l'l-"fﬂ} = ?

La matiére séche du lait, exprimée en pourcent en masse, est égale a :
(M, — My)
0L, =71y ® 100

Ou:

My est la masse, en grammes, de la capsule vide,

M; est la masse, en grammes de la capsule et du residu aprés dessiccation et refroidissement,

M, est la masse, en grammes, de la capsule et de la prise d'essai,

V est le volume, en millilitres, de la prise d'essai.
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Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des résultats obtenus lors des déterminations
si les conditions de répétitivité sont remplies. Dans le cas contraire, effectuer a nouveau les
déterminations.

La quantité d’eau contenue dans la prise d’essaie, exprimée en grammes par lite de lait, est
égale a : M,-M;.
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Annexe 3 : Dosage de la teneur en azote total

I- Réactifs

Sauf indication différente, utiliser uniquement des réactifs de qualité analytique reconnue et
de I'eau distillée ou déminéralisée, ou de I'eau de pureté au moins équivalente.
-Sulfate de potassium (K,SO,), exempt d'azote.
-Solution de sulfate de cuivre (Il), (CuSO4) = 5,0 g par 100 mL.
Dans une fiole jaugée de 100 ml, dissoudre 5,0 g de sulfate de cuivre (ll) pentahydraté
(CuSQy, 5H,0) dans de I'eau. Diluer jusqu'au repere avec de I'eau, puis mélanger.
-Acide sulfurique (H,SO,), avec un rapport de masse compris entre 95 % et 98 %,
sans azote (p20=environ 1,84 g/ml).
-Solution d'hydroxyde de sodium (NaOH), exempte d'azote, contenant 50 g d’hydroxyde de
sodium par 100 g de solution.

- Solution indicatrice

Dissoudre 0,1 g de rouge de méthyle dans de I'éthanol a 95% (rapport de volume) et diluer a
50ml avec de I'éthanol. Dissoudre 0,5 g de vert de bromocrésol dans de I'éthanol a 95 %
(rapport de volume) et diluer a 250 ml avec de I'éthanol. Mélanger une dose de la solution de
rouge de méthyle a cing doses de la solution de vert de bromocrésol ou combiner et mélanger
I'ensemble des deux solutions.

- Solution d'acide borique, C(H3BO3) = 40,0 g/1.

Dans une fiole jaugée de 1 000 ml, dissoudre 40,0 g d'acide borique dans 1 litre d'eau chaude.
Laisser refroidir la fiole et son contenu a 20 °C. Compléter au volume avec de I'eau, ajouter 3
ml de la solution indicatrice et melanger. Conserver la solution, qui doit étre orange clair,
dans une bouteille en verre de borosilicate. Durant le stockage, protéger la solution de la
lumiére et des sources de vapeurs d'ammoniac.

- Solution volumétrique standard d'acide chlorhydrique, (HCI) = (0,1 + 0.000 5) mol/L.
Il est recommandé d'acheter ce matériau déja prénormalisé, répondant a ces spécifications.

- Sulfate d'ammonium [(NH,),S], ayant une pureté minimale de 99,9 % (rapport de masse)
sur matiére seche.

Immédiatement avant I'emploi, sécher le sulfate d'ammonium & 102 °C +2 °C pendant au
moins 2 h. Laisser refroidir a température ambiante dans un dessiccateur.

- Tryptophane (C11H12N20;) ou hydrochlorure de lysine (CsH1sCIN2O,), ayant une pureté
minimale de 99,9 % (rapport de masse) sur matiere séche.

Ne pas sécher ces réactifs dans une étuve avant I'emploi.

- Saccharose, dont la teneur en azote est inférieure a 0,002 % (fraction massique). Ne pas
sécher le saccharose dans une étuve avant I'emploi.

I1-Appareillage

- Bain d'eau, pouvant étre maintenu a une température de 38 °C £ 2 °C.

- Ballons de Kjeldahl, d'une capacité de 500 ml ou 800 mL.

- Balance analytique, permettant de peser a 0,1 mg preés.

- Corps facilitant I'ébullition, par exemple pierre ponce incandescente, poussiere de
zinc, piéces de porcelaine dures ou granules d'alundon amphotéres (carbarundon) lisses, d'une
pureté elevée et d'une taille de mailles de 10.

Ne pas réutiliser ces corps.

- Burette ou pipette automatique, permettant d'obtenir des doses de 1,0mL de solution
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de sulfate de cuivre.

- Eprouvettes graduées, d'une capacité de 50 mL, 100 mL et 500 mL.

- Appareil de minéralisation, pour maintenir les ballons de Kjeldahl en position
inclinée (a environ 45°), pourvu de résistances électriques ou de becs a gaz ne chauffant pas
les ballons au-dela du niveau de leur contenu, ainsi que d'un systéeme d'évacuation des fumées.

Il convient que la source chauffante soit réglable pour permettre de controler le réglage
maximal de I'élément chauffant & appliquer durant la minéralisation. Préchauffer la source
chauffante au réglage de I'élément chauffant a évaluer. La durée de préchauffage doit étre de
10 min dans le cas d'un bec a gaz et de 30 min dans le cas d'un élément chauffant électrique.
Déterminer, pour chacun des éléments chauffants, le réglage qui permet de porter a ébullition
250 ml d'eau et 5 & 10 corps facilitant I'ébullition (en partant d'une température initiale de
25°C) en 5 min a 6 min. Ce réglage correspond au réglage maximal de I'élément chauffant a
appliquer durant la minéralisation.

- Appareil de distillation, en verre de borosilicate ou autre matiére appropriée, pouvant étre
équipé d'un ballon de Kjeldahl, se composant d'une téte antiprojections efficace, relié a un
condenseur efficace avec tube intérieur droit et un tube d'écoulement fixé a son extrémité
inférieure.

Le tubage de connexion et le(s) bouchon(s) doivent étre étanches et de préférence en
néoprene.

- Fioles coniques, d'une capacité de 500 mL, graduées tous les 200 mL.

- Burette, d'une capacité de 50ml, graduée au moins tous les 0,01mL,

Il est également possible d'utiliser une burette automatique satisfaisant aux mémes exigences.
- Dispositif de titrage automatique pourvu d'un pH-métre .1l convient que le pH-metre soit
correctement étalonné dans la gamme de pH 4 a pH 7 selon les méthodes normales
d'étalonnage du pH en laboratoire.

I11- Mode opératoire

-Préparation de I'échantillon

Avant I'analyse, porter I'échantillon & 20 + 2 °C et mélanger soigneusement. Si I'on n'obtient
pas une dispersion homogene de la matiére grasse, chauffer I'échantillon lentement a 40 °C,
mélanger doucement et refroidir 820 + 2 °C

-Prise d'essai et prétraitement

Introduire dans le ballon de Kjeldahl propre et sec de 5 a 10 corps facilitant I'ébullition 15,09
de sulfate de potassium, 1,0 ml de solution de sulfate de cuivre (Il) , environ

5 ml + 0,1 ml de I'échantillon pour essai préparé, pesé a 0,1 mg pres, et 25 ml d'acide
sulfurique. A cet effet, utiliser I'acide sulfurique pour entrainer tout résidu de la solution de
sulfate de cuivre (Il), du sulfate de potassium ou de la prise d'essai restant sur le col du ballon.
S'il reste un peu de minéralisat brdlé sur le col, rincer avec une petite quantité d'eau. Mélanger
doucement le contenu du ballon de Kjeldahl.

IV-Détermination
-Minéralisation

Brancher le systeme d'évacuation des fumées de l'appareil de minéralisation avant de
commencer la minéralisation. Chauffer le ballon de Kjeldahl et son contenu sur l'appareil de
minéralisation en réglant I'élément chauffant sur une température suffisamment basse pour
que le minéralisat br(lé ne déborde pas en moussant par le col du ballon de Kjeldahl.
Effectuer la minéralisation a ce reglage de I'élément chauffant jusqu'a ce que de la fumée
blanche apparaisse dans le ballon au bout d'environ 20 minutes. Augmenter le réglage de
I'élément chauffant jusqu'a une position correspondant a la moitié du réglage maximal et
continuer le chauffage pendant 15 minutes. Au terme des 15 minutes, augmenter le chauffage
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jusgu'au réglage maximal. Une fois que le minéralisat s'est éclairci (il devient transparent avec
une coloration bleu clair a vert), continuer a faire bouillir le contenu pendant 1 h a 1,5 h au
réglage maximal. Si le liquide ne bout pas, il est possible que le réglage final du bec a gaz soit
trop faible. La durée totale de la minéralisation sera comprise entre 1,8 h et 2,25 h.

Au terme de la minéralisation, le minéralisat doit étre transparent et exempt de matiere non
digérée. Laisser refroidir le minéralisat a température ambiante dans des flacons ouverts
pendant environ 25 minutes. Si les ballons refroidissent sur les becs encore chauds, le temps
pour atteindre la température ambiante sera plus long. A la fin de cette période de
refroidissement de 25 minutes, il convient que le minéralisat refroidi soit complétement
liquide ou liquide avec quelques petits cristaux au fond du ballon. Ne pas laisser le minéralisat
non dilué dans les ballons pendant toute une nuit. En effet, le minéralisat non dilué peut se
cristalliser lors de cette période et il sera ensuite trés difficile de le remettre en solution.

-Distillation

Faire circuler I'eau du condenseur pour I'appareil de distillation. Ajouter 75 ml de solution
d'’hydroxyde de sodium au minéralisat dilué en versant délicatement la solution dans le col
incliné du ballon de Kjeldahl, de facon a former une couche au fond du bulbe du ballon. I
convient que l'interface entre les deux solutions soit nette. Pour réduire le risque de perte
d'ammoniac, relier le ballon de Kjeldahl a I'appareil de distillation immédiatement apres
I'adjonction de la solution d'’hydroxyde de sodium dans le ballon. La pointe du tube
d'écoulement du condenseur est plongée dans 50 mL de la solution d'acide borique contenue
dans une fiole conique. Agiter vigoureusement par un mouvement de rotation le ballon de
Kjeldahl jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de couches de solutions séparées visibles dans le ballon.
Placer le ballon sur le bec et mettre en marche le bec a un réglage suffisamment éleve pour
porter le meélange a ébullition. Continuer la distillation jusqu'a ce qu'une ébullition irréguliéere
(ébullition pulsative) commence, puis déconnecter immédiatement le ballon de Kjeldahl et
arréter le chauffage. Arréter I'eau du condenseur. Rincer & I'eau l'intérieur et I'extérieur de
I'extrémité du tube d'écoulement, recueillir I'eau de rincage dans la fiole conique et mélanger.

Le debit de distillation doit permettre de recueillir environ 150 ml de distillat avant que ne
commence 1’ébullition irréguliere (ébullition pulsative). Le volume total contenu dans la fiole
conique sera d'environ 200 ml. Si le volume de distillat recueilli est inférieur a 150 ml, il est
probable qu'une quantité d'eau inférieure a 300 ml a été ajoutée pour diluer le minéralisat.
L'efficacité du condenseur doit étre telle que la température du contenu de ta fiole conique ne
dépasse pas 35 °C pendant la distillation en cas d'utilisation d'un point final de titrage
colorimétrique.

V- Titrage

Titrer le contenu de la fiole conique avec l'acide chlorhydrique a l'aide d'une burette. Le
point final de titrage est atteint a la premiere trace de rosé dans le contenu. Estimer la lecture
de la burette a 0,05 mL prés. Une plaque agitatrice magnétique éclairée peut faciliter la
visualisation du point final de titrage.

Il est également possible de titrer le contenu de la fiole conique avec I'acide chlorhydrique
au moyen d'un dispositif de titrage automatique étalonné équipé d'un pH-métre. Le point final
de titrage est atteint au pH 4,6, qui correspond au point le plus haut de la courbe de titrage
(point d'inflection). Lire la quantité de solution titrée utilisée sur le dispositif de titrage
automatique.

VI- Calcul et expression des résultats
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- Calcul de la teneur en azote

Calculer la teneur en azote de I'échantillon pour un essai a l'aide de I'équation
suivante:

Wy = Vs — V)M,
) T

Ou
Wy est la teneur en azote de I'échantillon pour essai, exprimée sous forme de pourcentage en
masse;

Vs est la valeur numérique du volume, en millilitres, de I'acide chlorhydrique, exprimée au
moins a 0,05 mL pres;

Vp est la valeur numérique du volume, en millilitres, de I'acide chlorhydrique utilisé dans
I'essai a blanc, exprimée au moins a 0,05 mL pres;

M;, est la valeur numérique de la molarité exacte de l'acide chlorhydrique, exprimée a quatre
décimales pres;

m est la valeur numérique, en grammes, de la masse de ta prise d’essai, exprimée a 0, 1 mg
pres.

Exprimer les résultats obtenus a quatre décimales pres, si c'est nécessaire pour des
calculs ultérieurs. S'il s'agit de résultats finaux, exprimer la teneur en azote a trois décimales
prés et la teneur en matiere azotée totale & deux décimales. Il convient de ne pas arrondir les
résultats avant I'utilisation finale de la valeur d'essai.

-Calcul de la teneur en matiére azotée totale (MAT)

Calculer la teneur en matiére azotée totale de I'échantillon pour essai, a l'aide de
I'équation suivante:

wy = wy X 6.38 o

w, est la teneur en matiere azotée totale de I'échantillon pour essai, exprimée sous
forme de pourcentage en masse;

Wy est la teneur en azote de I'échantillon pour essai, exprimée sous forme de
pourcentage en masse, a quatre décimales pres;

6,38 est le coefficient multiplicateur généralement admis pour exprimer la teneur en
azote en tant que teneur en matiere azotée totale.

Exprimer les résultats obtenus pour la teneur en matiére azotée totale a trois
décimales pres, si c'est nécessaire pour des calculs ultérieurs. S'il s'agit de résultats finaux,
deux décimales suffisent.
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Annexe 4 : Détermination de ’acidité Dornic
I-Réactifs
- Phénophtaléine a 1%
- NaOH N/9
I1-Matériel

-Burette Burette contenant du I
-Becher NaOH N9 {

Cf

I11-Mode opératoire
Dans un bécher de 50 mL, introduire : 0

- 10 ml de lait;
- Ajouter 2 a 3 gouttes de Phénophtaléine a 1% Erloamarer conteanat
- Titrer avec une solution sodique (NaOH N/9) a 1’aide 10 ml de lait
d’une burette jusqu’au virage au
rose pale

- Lire le volume sur la burette (en millilitre de NaOH) Figure 1 : Dispositif de titration

IV- Calcul
La valeur en acidité titrable exprimée en degré Dornic (°D), est donnée par I’expression

suivante :

1°D =0,1mL de NaOH a N/9

La teneur en acide lactique est exprimée par la formule suivante :

1°D = 0,1 g d’acide lactique par litre de lait



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_lactique
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Annexe 5: Dosage du taux de protéines totales (Kit BCA)

e Mode opératoire
Dosage avec le kit BCA-Piece
-Mélange réactionnel :

50 volumes de réactif A pour 1 volume de réactif B

200 pl/ puit a doser

7 points de gamme x 3 —» 21 puits

X points Lait x 3 X —» =21 donc 21 x 3 = 63 Puits

Le nombre de puits total est de 21 + 63 soit 84 puits

Il faut préparer 200 pl x 84 de mélange réactionnel en tenant compte du rapport 50V A/1VB
Le volume final (VF) = 84 x 200ul —» 16800ul soit 16,80 mL
Je prends un VF de 20 ml/51 —» VB =0,392 mL
VA=VF-VB

VA =20-0,392

VA = 19,6 ml

VF=19,6 mL A+0,392mL B

-Dilution des échantillons de lait

Diluer chaque échantillon de lait écrémé au 1/200°
Soit 2pL de lait + 398uL d’eau pour un VF de 400uL
-Dosage
10uL de chaque point de gamme a déposer dans les puits x 3
10uL de chaque échantillons de les laits dilués au 1/200° a déposer dans les puits x 3
Ajouter 200 pL de mélange réactionnel a chaque puits
Incubation 15-30 minutes au bain marie a 37°C
Lecture de la plaque au multiseau a 540 nm (programme 6).
-Calcul
La concentration en protéines totales est déterminée a partir de I’équation donnée par la

courbe d’étalonnage (Figure 2)
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage BSA
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Annexe 6: Dosage de la prolactine sanguine

»= Mode opératoire
Le dosage nécessite 4 tubes organisés comme suit :
-Groupe T pour détermination de 1’activité totale
-Groupe Calibrateurs pour I’établissement de la courbe d’étalonnage.
-Groupe Témoin pour le controle.

-Groupe Sx pour les échantillons a doser

Respecter ’ordre d’addition des réactifs

e Pipeter 25uL de standard, contréle et échantillons dans les tubes revétu
correspondants.

e Pipeter 200 pL du traceur dans chaque tube et mélanger doucement avec un agitateur
de type vortex.

e Incuber deux heures a 37°C.

o Décompter ou aspirer le contenu des tubes.

e Laver deux fois les tubes selon la procédure suivante :
-Pipeter 1 mLI de la solution de lavage dans chaque tube.
-Secouer vigoureusement la grille de tubes durant 5 secondes.
-Vider les tubes de la solution de lavage, soit par décomptassions soit par aspiration.

e Mesurer la radioactivité liée aux tubes revétus a I’aide d’un scintillateur gamma réglé
sur la mesure de I’iode 125 (2 minutes minimum).



Résumé

Cette thése a pour objectif la recherche des causes des taux de mortalité élevés des lapereaux sous la
meére,observés dans deux types génétiques de lapines, la population blanche (PB) et la souche
synthétique (SS) élevées dans la région de Tigzirt, Kabylie, Algérie. Les évaluations de la production
laitiére des meéres et de la mortalité des lapereaux jusqu’a 21 jours ont été réalisées de 2013 a 2017 sur
un effectif de 82 et 108 lapines PB et SS respectivement. Le rythme de reproduction a été semi-
intensif, puis extensif. Avec 5 mises bas par an, la mortalité a été évaluée sur une moyenne annuelle de
2 995 et 4 849 lapereaux dont 2 770 et 4 739 nés vivants pour 317 et 429 portées PB et SS (taille de
portée moyenne 7,3 + 0,1 lapereaux et 9 = 1,6 lapereaux par portée dans les deux populations). Ainsi
la mortalité a été estimée sur 5 ans, a différentes saisons de mise bas sur les deux types génétiques de
lapines. Les plus forts taux de mortalité ont été observés pour la population PB en été et en automne.
Les lapines SS ont produit en moyenne plus de lait (3 118 + 20 g contre 2 750 + 17 g) et ont enregistré
moins de pertes avec un lait plus riche notamment au cours des périodes hivernale et printaniére. Cette
étude révele des effets significatifs (P<0,0001) des variations saisonniéres sur la mortalité des
lapereaux sous la mere en liaison avec la production laitiére (quantité et qualité).

Les différentes expérimentations ont révélé des spécificités individuelles intragroupe génétique qui se
traduisent par des différences hormonales, par une morphologie de la glande mammaire différente,
parallelement a des différences dans la production laitiere.Aussi les expérimentations d’adoptions
croisées ont révélé 'implication du lait dans le phénoméne de mortalité des lapereaux en période
d’allaitement. Ces résultats sont confirmés par 1’analyse fine de la fraction protéique du lait qui met en
évidence I’existence d’un nouveau variant génétique de la caséine as, en rapport avec cette mortalité.

Mots clés: Algérie, lapin, mortalité, lait, caséines

Abstract

The aim of this thesis was to determine the reasons of the high mortality ratesobserved in thepups of
two genetic types of rabbits, the white population (PB) and the synthetic strain (SS), raised inTigzirt,
Kabylia, Algeria. The assessment of lactation performance and the mortality of young rabbits up to 21
days were carried out between 2013 and 2017 on 82 et 108 female rabbits PB and SS. With 5 births
per year, mortality was evaluated on an annual average of 2 995 and 4 849 young, of which 2 770 and
4 739 were born alive for 317 and 429 litters (average litter size 7.3 £ 0, 1 rabbits and 9 + 1.6 rabbits
per litter)in PB and SS populations respectively. Thus the mortality was estimated over 5 years at
different calving seasons on both genetic types of rabbits. The highest mortality rates were observed
for the PB population in summer and in autumn. SS rabbits produced an average of milk quantity of 3
118 + 20 g compared to 2750 £ 17 g in PB group.SS rabbits exhibit fewer losses with richer milk,
especially during the winter and spring periods. This study revealed significant effects (P <0.0001) of
seasonal variations in maternal mortality of young rabbits in relation to milk production (quantity and
quality).

The different experiments showed individual genetic clustering specificities that combined with
hormonal differences, morphology of the mammary gland and milk production are involved in the
survival of the rabbits. Moreover, cross-adoptions experiments demonstrated the involvement of milk
in the neonate mortality during lactation period. These results are confirmed by the analysis of the
milk protein fraction, which shows the existence of a new genetic variant of ag, casein related to this
mortality.

Keywords: Algeria, rabbit, mortality, milk, caseins



