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Chez les oiseaux, la biologie des gametes présente de nombreuses spécificités qui allient
I’oviparité a un systeme de fécondation interne trés €laboré. Les données les plus récentes sur
les gametes, la fécondation polyspermique et quelques-unes de leurs applications pour la
production d’ceufs et pour la maitrise de la reproduction en élevage, sont présentées ici.

Les oiseaux forment une classe de
vertébrés supérieurs dont les membres
antérieurs ont évolué en ailes pour per-
mettre I’exercice du vol. L’aptitude au
vol s’accompagne de caractéristiques
physiologiques favorables a ce mode de
déplacement, comme les plumes et les
sacs aériens. D’autres adaptations
physiologiques facilitent 1’adaptation a
des conditions environnementales trés
variables. Parmi celles-ci, 1’oviparité
des oiseaux a évolué vers la production
d’ceufs télolécithes (avec un volume
considérable de vitellus) entourés d’une
coquille solide et qui procurent a I’em-
bryon un environnement nourricier tres
sécurisé. Dans la plupart des espéces
aviaires, la présence d’un seul tractus
chez la femelle adulte rationalise I’espa-
ce abdominal. La fécondation est inter-
ne comme chez les mammiferes. Le
stockage prolongé des spermatozoides
dans des zones spécialisées de I’oviduc-
te, comme les glandes utéro-vaginales,
optimise la gestion des gameétes males
en vue de la fécondation, participe a la
sélection des meilleurs spermatozoides
et a une compétition complexe entre
géniteurs.

Le stockage des spermatozoides
dans les glandes utéro-vaginales (cf.
revue de Blesbois et Brillard 2007),
permet aussi une «liberté adaptative»
aux femelles, qui peuvent ainsi rester
fertiles plusieurs semaines en absence
de male. Cette adaptabilité est par
exemple mobilisée lorsqu’une nouvel-
le fécondation est nécessaire en fin de
cycle annuel de reproduction en cas
de perte d’embryons ou de poussins
assez tard en saison. Car la plupart des
oiseaux présentent un cycle annuel de
reproduction qui, en pays tempérés,
est surtout réglé par les variations de
la durée du jour. En Europe, les
oiseaux se reproduisent en général en
jours a photopériode croissante

(hiver-printemps) de telle sorte que
les petits de 1’année soient suffisam-
ment vigoureux dés 1’automne, pour
entreprendre une éventuelle migra-
tion.

L’efficacité de la reproduction de
certains oiseaux comme la poule, a été
utilisée depuis des millénaires pour
diversifier I’alimentation humaine par
la production d’ceufs et de viande
(Sauveur 1988, Blesbois 2005). Cela a
¢été d’autant plus intéressant que ’enle-
vement des ceufs d’une couvée stimule
une nouvelle ponte et permet ainsi la
production d’un grand nombre d’ceufs,
si les conditions d’alimentation restent
favorables... jusqu’a une certaine limi-
te bien sir. Cette limite a été cependant
largement repoussée par la maitrise des
cycles de reproduction.

Le développement de I’industrie avi-
cole au 20¢me siécle et I’introduction
de la sélection généalogique ont permis
la production de volailles, dont les per-
formances de ponte sont maintenant
trés standardisées. Les cycles de repro-
duction ont été optimisés en utilisant
des photopériodes optimales et des ali-
ments adaptés aux besoins énergé-
tiques élevés, nécessaires pour une
production intensive d’ceufs. En envi-
ronnement contrélé, poules pondeuses,
cailles et canes pékin peuvent produire
un ceuf par jour (voire plus) tout au
long de 1’année. Des biotechnologies
ont également pris leur essor: incu-
bation, Insémination Artificielle (IA)
et conservation de la semence s’ap-
puient sur les originalités du systéme
de reproduction et de fécondation
aviaire (Blesbois 2005, Batellier et al
2005, Govoroun et Batellier 2005,
Blesbois et Brillard 2005, Héraut et al
2005).

L’objectif de cette revue est de faire le
point sur les principales particularités

de la biologie des gamétes aviaires qui
concourent a un systéme de fécondation
spécifique et original. Nous développe-
rons également les applications qui en
découlent pour la gestion de la fertilité
des reproducteurs et pour les biotechno-
logies de la conservation des ressources
génétiques.

1 / Le gaméte femelle «ma-
ture»

Le gaméte femelle, I’ovocyte, est pro-
duit dans 1’ovaire gauche bien souvent
unique de la femelle adulte. Dans cet
article, nous décrirons 1’ovule mature
présent dans les gros follicules (F6) de
la grappe ovarienne de la femelle adulte
et dont la libération dans I’infundibu-
lum (ponte ovulaire) permet d’engager
le processus de fécondation (figures 1
et 2). L’ovogénese et la folliculogénése
sont par ailleurs bien décrits dans plu-
sieurs ouvrages récents (Johnson et
Woods 2007, Nys 2010). L’ovocyte
mature d’oiseau est volumineux (en
moyenne 3-4 cm de diametre, mais avec
de trés grandes variations en fonction
des espéces) et principalement composé
de vitellus (figures 2a et 2b). A la sur-
face du vitellus, le disque germinal
(3-5 mm de diamétre) forme le pole ani-
mal. Le disque germinal contient du
vitellus blanc, la plupart des organites
cytoplasmiques et le matériel génétique.
Comme chez la plupart des vertébrés,
I’ovocyte mature est ovulé alors que,
dans son noyau (au pole animal), les
chromosomes sont en métaphase de
deuxieme division méiotique. Une par-
ticularité cependant : a I’inverse de ce
qui est observé chez les mammifeéres, la
femelle porte le sexe hétérogamétique
(ZW), les males étant ZZ. Les ovocytes
matures, haploides possédent donc un
seul des chromosomes sexuels, soit Z
soit W. Si la fécondation suit ’ovulation,
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Figure 1. Systeme reproducteur de la poule adulte.

1a. Schéma de l'ovaire et de I'oviducte de poule. D’aprées Romanoff et Romanoff, 1949, adapté par Breque et al (2003)
1b. L'ovaire (gauche) et sa grappe ovarienne (Elis 2007). Remarquez la taille croissante des follicules qui montre une hiérarchie
folliculaire précise, garante d’'un bon ton taux de ponte. Le follicule le plus gros est celui qui ovulera dans les prochaines 24 h,

le suivant vers environ 48 h etc...

1c. Un oviducte de poule pondeuse (Elis 2007). Sur cette photo, la forme de 'utérus (également nommé glande coquillére, en
anglais «shell gland», figure 5) indique qu’il contient un ceuf dont la coquille est en cours de calcification.

Ovaire : follicules hyérarchisés

Isthme

Dépot des
membranes
coquillieres

JuvV
Stockage

spermatozoides

Cloaque

1a

I’ovocyte terminera sa deuxiéme divi-
sion méiotique et expulsera son deuxie-
me globule polaire. Précisons qu’un cer-
tain taux de parthénogénése existe chez
les oiseaux en absence de spermatozoide
(par exemple par fusion du deuxieéme
globule polaire avec le noyau de 1’ovo-
cyte haploide). Cette propriété a méme
pu étre sélectionnée chez la dinde et chez
la caille (Parker et al 2010).

Les autres compartiments de I’ovocy-
te sont le vitellus, surmonté d’une cou-
che périphérique riche en ARN dit
«extra-embryonnaire» et I’ensemble est
entouré¢ par la membrane plasmique de
I’ovocyte, puis par la Membrane
Périvitelline Interne (MPVI).

Le vitellus, encore appelé «jauney,
est une émulsion contenant une partie
aqueuse (environ 48% d’eau), des
lipoprotéines riches en triglycérides,
et diverses protéines et stéroides. Sa
principale fonction est d’assurer les
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apports énergétiques permettant la
croissance ultérieure de I’embryon.
Les lipides sont les premiers consti-
tuants biochimiques de 1’ceuf puisque
le rapport lipides/protéines est de 2/1.
Ils sont intégralement associés a des
complexes lipoprotéiques et consti-
tués majoritairement de triglycérides
(62%), de phospholipides (33%) et de
moins de 5% de cholestérol (Guerin-
Dubiard ef al 2010). Les caroténoides,
qui donnent la couleur au jaune,
représentent moins de 1% des lipides.
La majorité des protéines du jaune est
associée a des lipides pour former des
lipoprotéines de basse densité (66%),
ou de haute densité (16%) de la matie-
re seche. En plus du jaune, ’ovocyte
accumule des ARN messagers et des
hormones qui peuvent avoir un impact
sur la fécondation et sur le développe-
ment précoce de I’embryon. Chez la
caille, deux pools d’ARN messager
ont été décrits, un dans le disque ger-
minal et 1’autre, plus abondant en

périphérie du vitellus. Le pool «extra-
embryonnaire» périphérique diminue
de 80% aprés la fécondation
(Malewska et Olszanska 1999). Chez
la poule, le stock d’ARN messagers
ovocytaires est a son maximum dans
I’ovocyte pré-ovulatoire. Ces ARN
sont trés probablement stockés afin
d’étre utilisés ultérieurement pour les
besoins de synthéses protéiques, lors
de la fécondation et du développe-
ment précoce de I’embryon. En effet,
le génome embryonnaire ne prend le
relais du génome de 1’ovocyte qu’en-
viron 24 h apres la fécondation quand
I’embryon contient déja 30 a 50 000
cellules (Elis et al 2008). C’est donc
I’ovocyte seul, avec ses stocks
d’ARN, qui supporte le démarrage de
I’embryon.

Stéroides et hormones thyroidiennes
sont ¢également bien présents dans
I’ovocyte mature. Leur role est
important dans le développement et la
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Figure 2. L’'ovocyte de poule (adapté de Elis 2007).

2a. Schéma d'un follicule mature prét a ovuler. En périphérie, de I'extérieur vers I'in-
térieur, remarquez successivement les théques externes puis interne et la couche
de cellules de granulosa. L'ovocyte est entouré par ces trois couches.

2b. Schéma d’'un ovocyte mature. Remarquez le disque germinal a la surface de
I'ovocyte et la couche d’ARN extra embryonnaire en périphérie du vitellus. La mem-
brane plasmique située juste sous la membrane périvitelline interne est peu visible.

ARN extra embryonnaire

Membrane plasmique de 'ovocyte

Membrane périvitelline interne

Disque germinal

Vitellus

2a Follicule mature

croissance des organes de 1’embryon
comme le cerveau et les gonades. Ils
conditionnent aussi les comportements
ultérieurs, par exemple le comporte-
ment sexuel (Johnson et Woods 2007).

La membrane plasmique de I’ovocyte
qui entoure le vitellus et le pdle animal
a fait I’objet de trés peu d’études et sa
continuit¢é méme est parfois question-
née. Elle est entourée par la MPVI qui
constitue la couche la plus externe de
I’ovocyte mature. Chez tous les verté-
brés, ovipares comme vivipares, 1’ovo-
cyte est entouré d’une membrane extra-
cellulaire qui représente le site initial de
contact entre les spermatozoides et 1’o-
vocyte lors de la fécondation. La MPVI
assure cette fonction chez les oiseaux et
est donc considérée comme 1’homolo-
gue du chorion des poissons ou de la
Zone Pellucide (ZP) des mammiferes.
Comme chez ses «homologues» pois-
sons ou mammiféres, la MPVI est une
membrane extracellulaire composée
principalement de protéines ZP (ainsi
nommées car identifiées initialement
dans la zone pellucide mammalienne),
qui est une famille de glycoprotéines
trés conservées, aux roles multiples et
qui contiennent toutes un «ZP-domai-
ne» d’environ 260 acides aminés (cf.
revue de Wassarman et Litscher 2010).
A D’inverse de la zone pellucide mam-

Disque germinal

Vitellus

2b Ovocyte mature
Granulosa

Théque interne

Théque externe

malienne, la MPVI aviaire est une fine
couche fibreuse qui se rompt facilement
y compris sous le poids de I’ovocyte.
Apres la fécondation, une autre mem-
brane perivitelline, la Membrane
Perivitelline Externe (MPVE), plus
épaisse, est ajoutée (cf. § 3).

La MPVI n’exerce pas le role de bar-
ricre que la ZP mammalienne joue
pour empécher les spermatozoides sur-
numéraires ou ceux d’autres espéces de
pénétrer dans 1’ceuf. Au contraire, la
polyspermie est physiologique chez les
oiseaux et la fécondation interspéci-
fique assez courante. Cette dernicre est
utilisée pour développer des hybrides
d’espéces assez lointaines les unes
des autres. Par exemple, les hybrides
entre deux espéces de canards assez
¢loignées (croisement canes Pékin et
canards de Barbarie), sont devenus la
base de I’¢levage de canards mulards
pour la production de viande et de foie
gras.

La synthése des protéines ZP de la
MPVI résulte de divers mécanismes.
Ainsi, chez les oiseaux (contrairement
aux mammiferes), la ZP1 est sécrétée
par le foie (Bausek et al 2000) puis
transportée via la circulation sanguine
dans le follicule puis I’ovocyte. La ZP3
est en revanche synthétisée par les cel-

lules de granulosa (Waclawek et al
1998) alors que la ZPD est fabriquée par
I’ovocyte a la fin de sa maturation (Elis
et al 2008). Le nombre et la nomencla-
ture des protéines ZP de la MPVI est
encore confus. Si Mann (2008) dénom-
bre 8 protéines ZP, Goudet et al (2008)
en signalent 6. Leur role est lui aussi
encore assez mal connu, d’autant que la
spécificité d’action de ces protéines
semble peu marquée (Horrocks et al
2000) et que le stade de maturation de la
MPVI (avant ou apres ovulation/fécon-
dation) est peu discriminant pour acti-
ver le spermatozoide (Lemoine et al
2008). Cependant, I’implication de ZP1,
ZP3/ZPC et ZPD dans les premicres
interactions entre spermatozoides et
ovocytes est maintenant bien admise
(Bausek et al 2004, Han et al 2010).

2 / Le gaméte male et son
devenir dans le tractus
femelle

Les spermatozoides d’oiseaux sont
produits par les deux testicules (gauche
et droit) logés a I’intérieur de la cavité
abdominale. La spermatogénése se pro-
duit donc a la température du reste du
corps de ces animaux homéothermes
(41-43°C chez le coq). D’une fagon
générale, spermatogéneése et transport
des gamétes dans les voies déférentes
males sont des phénoménes rapides (cf.
revue de Aire 2007), qui contrastent
avec la longue durée de conservation
des mémes spermatozoides dans les
voies génitales femelles. A titre
d’exemple, chez le coq, la durée de la
spermatogénése est d’environ 14 jours,
le transit dans les voies déférentes males
d’environ 24 h, mais la conservation
des spermatozoides fécondants dans les
Glandes Utéro-Vaginales (GUV) de la
femelle peut aller jusqu’a 3 semaines
(cf. revue de De Reviers 1988). Au
cours de la saison sexuelle, la produc-
tion spermatique est orientée vers la
production d’un maximum de gamétes a
un moindre «colt biologique». De fait,
la concentration en spermatozoides du
sperme ¢jaculé peut étre trés élevée
(10 milliards/mL chez le dindon) mais
le volume de sperme réduit (volume
moyen d’¢jaculat, 200 uL chez le din-
don). Les fonctions des voies déférentes
males sont bien souvent réduites au
minimum (pas de glande annexe
comme chez les mammiféres) et, dans
beaucoup d’especes, le phallus a com-
plétement disparu (ex : galliformes).
D’ailleurs, a la sortie du testicule, les
spermatozoides possédent déja I’essen-
tiel de leur capacit¢ de motilité
(Ashizawa et Sano 1990) et un pouvoir
fécondant non négligeable (Howarth
1983). Ces capacités se renforcent
quand méme le long de 1’épididyme.

INRA Productions Animales, 2011, numéro 3
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Mais le challenge majeur des spermato-
zoides aviaires intervient aprés 1’éjacu-
lation. La sélection des spermatozoides
dans les voies femelles est en effet dras-
tique (ex : chez le coq, 1 spermatozoide
&jaculé sur 10 000 accéde au site de
fécondation (Brillard 1993)). Cette
adaptation biologique a d’ailleurs donné
lieu a la théorie connue sous le nom de
stratégie de compétition spermatique,
partie «gamétique» de la compétition
entre males reproducteurs (Birkhead et
Brillard 2007).

En raison de I’importance du transit
des gameétes males dans les voies femel-
les, nous allons maintenant décrire plus
précisément la semence telle qu’elle est
a I’éjaculation et son devenir dans 1’ovi-
ducte jusqu’au site de fécondation.

2.1/ Le sperme éjaculé

Comme dans toutes les especes ani-
males, celui-ci est composé de sperma-
tozoides et de plasma séminal. Les sper-
matozoides aviaires présentent des
caractéristiques communes aux especes
amniotes et sont adaptés a leur systéme
complexe de fécondation interne
(Jamieson 2007). Ce sont des gamétes
filiformes qui comportent une téte, une
picce intermédiaire et un flagelle (figu-
res 3 et 4). La téte contient ’acrosome et
le noyau. L’acrosome est conique et
assez petit (2,5 um de long, 0,5 de large
chez le coq). Il contient la vésicule acro-
somique, structure dérivée de 1’appareil
de Golgi qui fonctionne comme un
réservoir de calcium et contient plu-
sieurs enzymes protéolytiques utiles au
moment de la fécondation. Parmi elles,
I’acrosine, majoritairement sous forme
de pro-acrosine dans le sperme éjaculé,
serait indispensable a 1’hydrolyse de la
MPVI au moment de la fécondation
(Brown et Hartree 1976, Bakst et
Howarth 1977). D’autres enzymes
hydrolytiques sont également présentes
comme la hyaluronidase et la N-acetyl-
beta-glucosaminidase. Sous la vésicule
acrosomique se trouve une structure
rigide en pointe a base d’actine, le perfo-
ratorium, connu chez les insectes pour
participer a la pénétration des annexes
de ’ovocyte, mais dont le réle chez les
oiseaux n’est pas connu. En dessous de
I’acrosome, le noyau (0,5x6 pm chez le
coq), également filiforme et entouré
d’une double membrane nucléaire, est
tres condensé. Cette condensation extré-
me constitue une garantie pour la protec-
tion du noyau avant qu’il ne soit intégré
a ’ovocyte. Chez certaines especes, en
particuliers de passeriformes, une gaine
hélicoidale entoure la téte donnant un
aspect «vrillé» au spermatozoide.

La pi¢ce intermédiaire (5-6 pm de

long chez le coq) est située juste en des-
sous du noyau. Elle est composée d’un
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Figure 3. Schéma
Reviers M., 1988).

Téte (10um long

de lultrastructure d’un spermatozoide de coq (d’apres De

Membrane cytoplasmique
Membrane acrosomique
ACROSOME

Perforatorium
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« Centriole proximal (9 triplets de fibrilles périphériques sans fibrilles centrales)

05um large)
NOYAU
Col
- 1 Centriole distal (idem)
Piece =

intermédiaire

Annulus

Queue
(90um long)

centriole proximal, d’un centriole distal
trés allongé entouré d’une gaine mito-
chondriale, I’ensemble permettant a ces
gameétes sans réserve énergétique d’as-
surer le métabolisme d’entretien et sur-
tout la motilité¢ du flagelle, indispensa-
ble pour accéder d’abord aux glandes
utéro-vaginales, puis pour remonter au
site de fécondation et réaliser cette der-
niére. Le nombre de mitochondries
varie beaucoup en fonction des espéces
(une trentaine chez le coq, prés de 150
chez la caille japonaise) et elles peuvent
se prolonger assez loin dans le flagelle.
Le flagelle constitue la partie la plus

Gaine fibreuse

FLAGELLE (9 doublets de fibrilles périphériques
+ 1 doublet central)

4 15 Jonction Centriole distal-flagelle
Wl =~ Mitochondrie

longue du spermatozoide (70 a 90 um
de long chez le coq) (Korn et al 2000).
I1 prend naissance au niveau du centrio-
le distal de la picce intermédiaire a
laquelle sont rattachés les deux fila-
ments centraux du complexe axonémal.
L’axonéme comprend un doublet cen-
tral et neuf doublets de microtubules
périphériques. Il est constitué¢ principa-
lement de tubuline sous forme de dime-
res de dynéine. Chez la plupart des
oiseaux (sauf les passériformes), 1’axo-
néme est entouré d’une gaine fibreuse
sur une grande partie du flagelle. Seule
la partie distale n’en possede pas.

Figure 4. Photos de spermatozoides de coq au microscope optique.

4a et 4b. Spermatozoides de coq colorés a I'éosine-nigrosine. Les spermatozoides
«blancs» sont vivants, ceux qui sont partiellement ou totalement roses sont considé-
rés comme morts (photo de |. Grasseau, INRA).

4a. Spermatozoide vivant et normal
4b. Spermatozoides anormaux, cassés ou morts.
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Figure 5. Glandes utéro-vaginales chez la poule (photo M. Bakst, USDA, Stepinska et Bakst 2007).

A gauche, un schéma d’oviducte. En haut a droite, les glandes utéro-vaginales séparées apres dispersion enzymatique. En bas
a droite, une glande utéro-vaginale remplie de spermatozoides. Des spermatozoides fluorescents (Hoescht 33258) sont obser-
vés dans la lumiere de la glande. Les tétes des spermatozoides sont orientées vers le fond des glandes. Le diametre extérieur

de la glande est d’environ 40 pm.

( \
Infundibulum{
\
(
Magnum < gi
\

A 1’¢éjaculation, les spermatozoides
sont dilués dans le plasma séminal. En
absence de glande annexe dans le trac-
tus génital male, il semble que les cellu-
les qui tapissent les voies déférentes
participent a son ¢élaboration (De
Reviers 1988). C’est un milieu biolo-
gique a pH neutre ou légérement
basique selon les espéces et de pression
osmotique comprise entre 300 et 400
mOsm, soutenue par une forte concen-
tration en acides aminés comme le glu-
tamate. Le plasma séminal est riche en
lipides, avec des concentrations ¢levées
en cholestérol et phospholipides issus
des nombreuses vésicules lipidiques
et de lipoprotéines (HDL, VHDL)
(Blesbois et Hermier 1990, Douard et a/
2000). Dix fois moins concentré en pro-
téines que le plasma sanguin, sa protéi-
ne la plus abondante est une «serum
like» albumine (Blesbois et Caffin
1992). Le plasma séminal stimule la
motilit¢ des gametes et est donc utile
lors de D’¢jaculation. Il contient des
fractions de haut poids moléculaire
favorables au maintien du pouvoir
fécondant et d’autres de faible poids
moléculaire, au contraire défavorables.
Il n’est cependant pas un bon milieu de
conservation in vitro pour les spermato-

Cloaca

¢ Shell gland

Isthmus

zoides et est éliminé avant leur stockage
dans les glandes utéro-vaginales
(Blesbois et De Reviers 1992, Etches
1996).

2.2 / Le devenir des spermatozoi-
des dans les voies femelles

Aprés ’accouplement ou I’IA, les
spermatozoides sont déposés dans le
vagin. Dés lors, ils subissent un proces-
sus drastique de sélection vaginale.
Seulement 1% d’entre eux sont retrou-
vés par la suite dans les glandes utéro-
vaginales (revue de Bakst 1994). La
sélection des spermatozoides serait
partiellement basée sur leurs capacités
de motilité et permettrait d’éliminer les
gamétes de mauvaise qualité qui
seraient piégés dans le mucus vaginal,
avant d’accéder aux glandes utéro-vagi-
nales. Mais la motilité des spermatozoi-
des est loin d’étre le seul facteur en
cause. Le role de mécanismes immuni-
taires, mettant en jeu 1’exclusion de cer-
tains spermatozoides porteurs d’immu-
noglobulines particuliéres, a aussi été
suggéré (Steele et Wishart 1992).
L’activité de 1’épithélium cili¢ qui borde
la muqueuse vaginale semble également
importante. Les femelles pourraient

I’utiliser pour faire une sélection post
accouplement des spermatozoides a
conserver et donc des «péres» de leurs
descendants (Pizarri et al 2002,
Birkhead ef al 2007). Ainsi, les sperma-
tozoides issus d’accouplements réalisés
avec des males «de second plan» pour-
raient étre rapidement expulsés. Au
contraire, les gamétes provenant de
males appréciés par les femelles, pour-
raient étre favorisés par Iactivité ciliai-
re, afin d’accéder rapidement aux glan-
des de stockage.

Les femelles oiseaux posseédent en
commun avec les reptiles et les hymé-
noptéres des structures spécifiques de
I’oviducte pour le stockage des sperma-
tozoides. Les glandes utéro-vaginales
sont des structures cylindriques, généra-
lement non branchées qui sont nichées
dans les replis de la muqueuse de la
jonction entre le vagin et ’utérus (figu-
res 5 et 6, revue de Stepinska et Bakst
2007). Leur nombre dépend des especes
(environ 200 chez certains passerifor-
mes, 3000 chez la poule, jusqu’a 20 000
chez la dinde). Les spermatozoides peu-
vent y rester fécondants pour des durées
également caractéristiques de 1’espece,
et qui vont de 10 jours chez la caille
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Figure 6. Coupes transversales de glandes utéro-vaginales chez la poule (photo

J.P. Brillard, INRA).

6a. Glandes utéro-vaginales sans spermatozoides
6b. Glandes utéro-vaginales remplies de spermatozoides

jusqu’a 3 mois chez la dinde. Cette
durée de stockage est héritable et a servi
de base a la sélection de femelles plus
fertiles chez la poule ou la cane. Un
exemple de durée de période fertile
(nombre de jours ou les ceufs sont pon-
dus fertiles, aprés un accouplement ou
une insémination) est donné chez la
poule pondeuse sur la figure 7 (revue de
De Reviers 1988). D’autres glandes de
stockage ont été décrites au niveau de
I’infundibulum, mais celles-ci ont été
beaucoup moins bien étudiées et pour-
raient ne pas exister dans toutes les
especes.

Dans les glandes utéro-vaginales, le
milieu intra-glandulaire et les interac-
tions entre les cellules des glandes et les
spermatozoides sont certainement
impliqués dans la survie et la conserva-
tion du pouvoir fécondant. Les sperma-
tozoides sont maintenus dans un état
«quiescenty» ou leur activité métabo-
lique est réduite par différents facteurs,
qui incluent de fortes concentrations en
calcium et en zinc et un pH relativement
acide (Holm et al 2000).

Apres une durée de stockage variable
dans les glandes utéro-vaginales, les

Figure 7. Evolution du nombre d’ceufs pondus fertiles apres une insémination
unique chez la poule pondeuse Leghorn (d’apres De Reviers 1988).
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spermatozoides sont libérés dans la
lumiére de 1’utérus par des mécanismes
inconnus mais qui pourraient étre pas-
sifs selon certains auteurs ou au contrai-
re impliquer la motilit¢ des gameétes
(Froman 2003, Stepinska et Bakst
2007). Les mécanismes de remontée des
spermatozoides jusqu’au site de fécon-
dation dans I’infundibulum n’ont pas
non plus été décrits, mais pourraient
également étre passifs selon certains
auteurs (Brillard 1990). La capacitation
des spermatozoides (série de modifica-
tions biochimiques et biophysiques qui
commencent dans [’oviducte par un
efflux de cholestérol des membranes
plasmiques et qui aboutissent a une dés-
tabilisation membranaire qui permet la
réaction acrosomique) semble ne pas
exister chez les oiseaux. En effet, des
spermatozoides éjaculés sont capables
d’initier sans délai cette réaction a
condition d’étre en présence de calcium
et de membrane périvitelline, ou de cal-
cium et d’ionophore calcique. Ce der-
nier permet de «forcer» I’entrée du cal-
cium extracellulaire dans le cytoplasme
des spermatozoides (Lemoine et al
2008).

3 / L’oviducte de poule, un
double role

Chez les oiseaux, I’oviducte représen-
te les voies génitales de la femelle.
Cette appellation differe de celle qui est
utilisée chez les mammiféres chez qui,
ce que I’on nomme «oviducte», est juste
la partie haute du tractus génital.

Quoiqu’il en soit, I’oviducte de 1’0i-
seau femelle a une double fonction.
Premicérement, cet oviducte est chargé
de «récupérer» lors de [’ovulation
I’ovocyte mature, puis de I’entourer suc-
cessivement d’une MPVE, du blanc
d’ceuf, des membranes coquilléres et de
la coquille. L’ensemble est indispensable
au développement de I’embryon. Sa
deuxieme fonction consiste a assurer la
remontée des spermatozoides vers le site
de fécondation, a abriter cette féconda-
tion puis a soutenir les premiéres divi-
sions zygotiques jusqu’a la ponte finale
de I’ceuf (oviposition) quand 1’embryon
a alors 30 a 50 000 cellules.

Pour répondre a cette double fonction,
I’oviducte a adopté une compartimenta-
tion trés précise (figure 1) que nous
allons décrire en partant de sa partie
haute, I’infundibulum et en terminant
par le vagin.

3.1 / L’infundibulum

L’infundibulum est le site de féconda-
tion. A 1’ovulation, 1’infundibulum
déclenche des contractions qui le
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Figure 8. Schéma des premieres segmentations embryonnaires dans I'oviducte de poule (d’aprés Sauveur 1988).
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Couche cellulaire intermédiaire

conduiront a «happer» 1’ovocyte mir
encore sur la grappe ovarienne. Ce role
actif de I’infundibulum facilite le main-
tien de la cohésion de 1’ovocyte qui, a
ce stade, est entouré d’une seule mem-
brane périvitelline, la MPVI, et est trés
fragile. Outre les «replis» ou glandes de
stockage «court» des spermatozoides,
I’infundibulum contiendrait également
des «corps calciques» qui pourraient
étre utiles a la fécondation (Rabbani et
al 2006, 2007). Mais I’infundibulum est
aussi une zone sécrétoire. Il est respon-
sable du dépdt d’une ou deux «extra-
couches» de membrane périvitelline. La
nomenclature n’est pas encore trés clai-
re a ce syjet. Ainsi Mann (2008) sugge-
re I’existence de 2 MPVE alors que
Stepinska et Bakst (2007) évoquent plu-
tot d’abord le dépdt de matériel extra-
cellulaire non constitué en membrane
organisée, puis seulement le dépot
d’une seule MPVE. Les principaux
composants de la MPVE sont, en pre-
mier, du lysozyme (60% de la matiére
séche), un complexe a base d’ovomuci-
ne équivalente a celle du blanc d’ceuf, et
deux protéines basiques, la «Vitellin Membra-
ne Outer I» (VMO I) de 17.5 Kda et la
«Vitellin Membrane Outer [I» (VMO II)
de 6 Kda. La VMO II a récemment été

identifiée comme étant la beta défensine
aviaire 11, un peptide antimicrobien
également présent dans le blanc et dans
la coquille. La MPVE a aussi été décri-
te comme ayant une fonction de barrié-
re a la polyspermie une fois la féconda-
tion réussie. Cependant, plusieurs
expériences in vitro ont bien montré que
les spermatozoides traversaient aisé-
ment la MPVE (Lemoine et a/ 2008).

3.2 / Le magnum

Aprés dépot de la MPVE, I’ovocyte,
fécondé ou non, passe environ 4 h dans
le magnum, principal lieu de sécrétion
des protéines du blanc d’ceuf (Sauveur
1988, Guérin-Dubiard et a/ 2010). Les
protéines représentent 90% de la matie-
re séche du blanc. Parmi elles, 1’ovalbu-
mine représente plus de 50% des protéi-
nes mais on dénombre aujourd’hui plus
de 12 familles différentes de protéines
sécrétées par le magnum. L’eau reste
cependant le principal composant du
blanc (88%). L’hydratation du blanc se
passe principalement dans les deux par-
ties suivantes de 1’oviducte, 1’isthme ou
I’ceuf séjourne environ 1h30 et surtout
I’utérus ou il passe prés de 20 h. Si I’o-
vocyte a été fécondé, la fusion des pro-

nuclei male et femelle se produit 3 h
apres la fécondation, lorsque I’ceuf est
encore dans le magnum.

3.3 / Doviducte distal et le zy-
gote

La premiére division du nouveau zygo-
te se produit au moment ou I’ceuf arrive
dans I’isthme plus de 4 h apres la fécon-
dation. Les divisions du zygote vont alors
s’enchainer a un rythme tres élevé (figu-
re 8). Jusqu’au stade 32 cellules, elles
sont perpendiculaires, puis ensuite paral-
leles a la surface du disque germinal. Une
cavité subgerminale apparait alors (blas-
tocoele) et entraine a la surface de ce qui
est devenu un blastoderme situé dans
I’utérus, 1’apparition de deux zones
concentriques, 1’aire opaque en périphé-
rie et I’aire pellucide en zone centrale. A
partir de ce stade (6-8 h avant la ponte),
I’orientation et I’axe de symétrie du futur
embryon sont définitivement fixés, suite
a ’enroulement des chalazes pendant la
formation de la coquille. La ponte (ou
oviposition) se produit 20 h apreés la pre-
micre division du zygote, a un moment
ou le génome du nouvel embryon peut
étre activé si les conditions sont favora-
bles (couvaison ou incubation).

INRA Productions Animales, 2011, numéro 3
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Figure 9. Schéma du déroulement de la réaction acrosomique chez le coq (d’apres

Okamura et Nishiyama 1978a).

A : région antérieure de la téte de spermatozoide intacte (AR : acrosome ; NE : enveloppe
nucléaire ; SR : baguette sub-acrosomique ; PMS : membrane plasmique du spermatozoide ;

NE : enveloppe nucléaire).
B : étape initiale de la réaction acrosomique.

C : ouverture de I'acrosome dans sa région apicale par fusion avec la membrane plasmique et

de la membrane acrosomique externe (OAM).

D et E : derniers stades de la réaction acrosomique, les membranes ont fusionné et disparais-

sent.

F : téte d’'un spermatozoide aprés la réaction acrosomique la membrane acrosomique
interne (IAM) a fusionné avec la membrane plasmique pour former une membrane conti-

nue.

L’isthme est le principal lieu de sécré-
tion des membranes coquilléres et de la
partie inférieure de la matrice de la
coquille. Le reste de la coquille et 1’es-
sentiel de I’hydratation du blanc sont
réalisés dans 1’utérus encore appelé
«glande coquillére». Dans cette zone de
I’oviducte, les concentrations en cal-
cium peuvent étre trés élevées (jusqu’a
15 mMolaire) et les quantités de gluco-
se peuvent atteindre 9 g/L. Ces deux
composants peuvent étre trés importants
pour la remontée des spermatozoides
dans les voies femelles, I’'un comme
acteur indispensable a I’initiation du
mouvement et comme second messager
de signalisation, et l’autre comme
«fuel» pour le métabolisme des sperma-
tozoides (Dupuy et Blesbois 1996,
Lemoine et al 2008). Apres le dépot de
la coquille de I’ceuf dans 1'utérus, I’ceuf
est expulsé via un péristaltisme utérin et
vaginal tres efficace. Pour cette raison,
I’accouplement ou I’TA sont trés décon-
seillées dans les deux heures qui préce-
dent ou qui suivent I’expulsion de I’ceuf
car les spermatozoides ne réussissent
alors pas a remonter a contre-courant
pour accéder aux glandes utéro-vagina-
les. L’expulsion de I’ceuf est nommée
«oviposition» ou «ponte». A ce stade,
I’embryon, au pole germinal du jaune,
est un blastoderme stade X (Eyal-
Giladi et Kochac 1976). Le génome
embryonnaire est alors prét a prendre le
relai du génome ovocytaire si les condi-
tions (température, humidité, retourne-
ment) sont favorables a la poursuite du
développement, donc en cas d’incuba-
tion ou de couvaison. Dans le cas
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contraire, les ceufs qui contiennent un
embryon stoppent leur développement
jusqu’au retour de conditions favora-
bles.

4 / Mécanismes de la fécon-
dation

4.1 / Membrane périvitelline
interne et réaction acrosomique

Chez les oiseaux, la fécondation a lieu
dans l’infundibulum, juste apres la
«ponte» ovocytaire et est initiée par la
fixation des spermatozoides sur la
MPVI. Cette fixation impliquerait les
fractions N-Glycanes des protéines ZP
de la MPVI (Horrocks et al 2000). Plus
précisément, les fractions N-oligosac-
charidiques avec des résidus terminaux
N-acetyl-glucosamines des protéines
ZP, pourraient contribuer a stimuler le
déclenchement de la réaction acroso-
mique. Récemment, la proximité d’une
fraction O-glycane (trés conservée dans
la phylogénie, importante pour la fixa-
tion des spermatozoides) et d’une
région C-terminale, positivement sélec-
tionnée et trés variable de la ZP3 aviai-
re, a ét¢ montrée (Han et al 2010). Cet
assemblage suggére un rdle concerté
des deux régions de la ZP3 dans la régu-
lation des spécificités de reconnaissance
des gametes (Wassarman 2010). Mais,
chez les oiseaux, la spécificité de la
MPVI pour déclencher la réaction acro-
somique est faible puisque la MPVE ou
les deux membranes périvitellines utili-
sées conjointement (MPVI+ MPVE),

sont aussi efficaces (Lemoine et al
2008).

Chez le coq, in vivo, la fixation des
spermatozoides sur la MPVI, entraine
I’activation de la voie de signalisation
des PI3 Kinases (Lemoine et al 2009).
En présence de calcium extracellulaire,
les voix des kinases de type PKA et
MAPKI sont par la suite activées, per-
mettant le déclenchement de la réaction
acrosomique (Lemoine et al 2009).

La réaction acrosomique est une réac-
tion d’exocytose qui existe chez les
spermatozoides de toutes les espéces a
fécondation interne et chez certaines
espéces a fécondation externe comme
I’oursin. Chez les oiseaux, elle permet
de libérer le stock enzymatique facili-
tant la traversée de la MPVI, la mobili-
sation de calcium qui pourrait (entre
autre) contribuer a I’activation de 1’ovo-
cyte et, sans doute, 1’accessibilité des
sites de fusion entre la membrane plas-
mique des spermatozoides et de 1’ovo-
cyte. Au cours de la réaction acroso-
mique, la membrane plasmique et la
membrane externe de l’acrosome se
rompent et fusionnent, ce qui conduit a
leur vésiculation et finalement a leur
disparition de la région acrosomique
(figure 9, Okamura et Nishiyama
1978a). Le stock d’enzymes de 1’acro-
some est alors libéré. A la fin de la réac-
tion acrosomique, la membrane interne
de I’acrosome délimite I’extrémité anté-
rieure du spermatozoide.

Comme dans d’autres classes ani-
males, le calcium joue un rdle central
dans la réaction acrosomique aviaire.
L’influx de calcium extracellulaire est le
seul ¢lément vraiment indispensable au
déclenchement de la réaction in vitro
(Lemoine et al 2008). 11 serait suivi par
plusieurs vagues d’augmentation du
calcium intracellulaire. La premiere
participerait a la stimulation de
phospholipase C (PLC) permettant la
production d’inositol 1,4,5-triphosphate
(IP3) et ’ouverture d’autres canaux cal-
ciques intracellulaires qui eux méme
contribuent a la libération d’un stock
important de calcium intra-acrosomique
et a I’activation d’autres canaux, puis
d’une nouvelle entrée massive de cal-
cium extracellulaire (Roldan et Shi
2007). De trés nombreux autres acteurs
membranaires et intracellulaires
seraient également mis en jeu dans la
réaction acrosomique, mais la plupart
n’ont pas encore été étudiés chez les
oiseaux.

Lors de la fécondation aviaire, les
spermatozoides se fixent préférentielle-
ment sur la région de la MPVI qui
recouvre le disque germinal. Vingt fois
plus de spermatozoides se fixent sur
cette zone et jusqu’a plusieurs centaines
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Figure 10. Membrane Périvitelline Interne (MPVI) et spermatozoides (photos Bakst M.R. USDA, Stepinska et Bakst 2007).
10a. Un spermatozoide (marqué au Hoescht 33258) pris dans les mailles de la MPVI (tache claire allongée Iégérement a droi-

te de la photo).

10b. Un spermatozoide en train de pénétrer la MPVI.
10c. Un trou effectué par les spermatozoides dans la MPVI. Remarquez que deux spermatozoides sont engagés dans le méme trou.
10d. Membrane périvitelline observée dans la région du pdle germinal de I'ovocyte aprés pénétration par les spermatozoides.
Les petits ronds clairs indiquent les zones de la MPVI digérées par les spermatozoides. La zone centrale plus sombre indique
la place du noyau de I'ovocyte. Remarquez que les zones denses en impacts des spermatozoides sont en périphérie du noyau

de l'ovocyte.

de trous d’hydrolyse peuvent y étre
dénombrés (cf. revue de Stepinska et
Bakst 2007). Les mécanismes de cette
fixation préférentielle au pole animal ne
sont pas encore connus. Parmi les hypo-
théses, un nombre de sites de fixation
des spermatozoides plus élevé ou une
hydrolyse plus facile de cette région ont
été suggérés. Enfin, la structure du
disque germinal lui-méme pourrait
avoir un role puisque les projections des
microvillosités de ’ovocyte sont plus
nombreuses dans cette région. Notons
que, lorsque les spermatozoides péne-
trent la MPVI au niveau du disque ger-
minal, le centre du disque n’est quasi-
ment pas touché (figure 10, Stepinska et
Bakst 2007). Cette restriction pourrait
contribuer a protéger le pronucléus
femelle, afin d’éviter qu’un nombre
excessif de pronuclei males a proximité

du noyau ovocytaire, ne fragilise trop ce
dernier.

4.2 / Fusion cellulaire, pronuclei
et syngamie

Aprées la pénétration de la MPVI au
niveau du disque germinal, I’apex de la
téte du spermatozoide a effectué¢ la
réaction acrosomique et se positionne
contre 1’ovocyte (figure 11, Okamura
et Nishiyama 1978b). La surface de la
membrane interne de 1’acrosome et la
membrane plasmique de 1’ovocyte
fusionnent, puis le contenu du sperma-
tozoide est intégré au cytoplasme ovo-
cytaire. Cette opération est réalisée en
plusieurs points puisque généralement
plusieurs spermatozoides pénétrent
dans I’ovocyte. Par la suite, les noyaux
des spermatozoides se décondensent

pour former les pronuclei males.
L’enveloppe nucléaire est désintégrée,
le noyau gonfle et change de forme
pour devenir sphérique. Dans le méme
temps la chromatine est décondensée
puis, a un stade plus avancé, la mem-
brane nucléaire se reforme. En consé-
quence de la polyspermie, de nom-
breux pronuclei males sont formés
dans le disque germinal. Chez la poule,
entre 10 a 60 pronuclei ont pu étre
dénombrés.

Juste avant la syngamie (association
d’un pronucléus male avec le pronu-
cléus femelle), les pronuclei males sur-
numéraires ne peuvent pas étre distin-
gués du pronucléus qui fusionnera avec
son partenaire ovocytaire. Les moteurs
du choix du pronucléus male qui acce-
dera a la syngamie, donnent lieu a de
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Figure 11. Schémas de la fusion ovocyte-spermatozoide et formation des pronuclei
males (d’apres Okamura et Nishiyama 1978 a, b).

11a. Fusion entre la membrane plasmique des spermatozoides et la membrane

plasmique ovocytaire.

11b. Transformation du spermatozoide en pronucleus male dans le cytoplasme ovo-

cytaire.

IAM : membrane acrosomale
PMO : membrane plasmique de I'ceuf
NE : enveloppe nucléaire

11a

PMS : membrane plasmique du spermatozoide

O : ovocyte
SR : baguette sub-acrosomale

e -

PNE : enveloppe pronucleique
N : noyau

SR : baguette sub-acrosomale
MP : piéce intermédiaire

PP : piéce principale

nombreuses hypothéses. L'une d’entre
elles, met en cause le point d’entrée le
plus central possible (a I’exception de
I’extréme centre) du spermatozoide
dans le disque germinal. Sur le modéle
d’observations faites chez le triton,
Stepinska et Olszanska (2003) ont sug-
géré que le spermatozoide qui a eu la
chance d’accéder a la meilleure zone
d’«entrée» dans 1I’ovocyte, pourrait étre
favorisé dans sa course vers la syngamie
par un gradient favorable d’activation
du MPF (maturation/ M PHase-promo-
ting factor). Le MPF pourrait faciliter la
maturation du pronucléus male qui sub-
irait alors une moindre attaque par les
DNAses de I’ovocyte.
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Coté noyau ovocytaire, la formation
du pronucléus femelle commence par
I’achévement de la seconde division
méiotique au moment ou les pronuclei
males sont eux méme formés (Perry
1987). Les moteurs de I’activation de
I’ovocyte, lors de la fécondation ne sont
pas encore bien connus chez les
oisecaux. Cependant, de fagon générale
chez les vertébrés, 1’activation est indui-
te par l’entrée du spermatozoide, qui
provoque une augmentation de calcium
intracellulaire dans 1’ovocyte. Cette
augmentation du calcium est a ’origine
de la formation du pronucleus femelle.
L’augmentation du calcium intra-ovo-
cytaire est dérivée pour partie du reticu-

lum endoplasmique ovocytaire a travers
I’action de I’IP3 (cf. revue de Runft et
al 2002). Les spermatozoides eux-
mémes, contiendraient un facteur acti-
vateur soluble qui est diffusé dans
I’ovocyte au moment de la fusion et sti-
mule directement 1’IP3. La phospho-
lipase C zeta (PLCC) est le principal
candidat pour étre ce facteur des sper-
matozoides qui active 1’ovocyte chez
les mammiferes. Chez les oiseaux, 1’in-
jection d’extraits de spermatozoides ou
de PLCC cRNA de poulet dans des ovo-
cytes de souris, a permis la libération de
calcium et I’activation de 1’ovocyte
(Dong et al 2000, Coward et al 2005).
Chez la caille, I’injection conjointe d’un
spermatozoide et de PLCE cRNA dans
I’ovocyte, a montré son efficacité pour
faciliter la formation du pronucléus
femelle, la segmentation cytoplasmique
et finalement le nombre de blastoder-
mes formés (Mizushima et al 2008,
2009). Une quantité suffisante de PLCQ
cRNA peut d’ailleurs remplacer le sper-
matozoide. Il semble donc bien, que, au
moins chez la caille, la PLC( libérée par
les spermatozoides soit aussi un candi-
dat probable pour activer 1’ovocyte.
L’effet dose positif de PLCL cRNA,
pourrait étre relié¢ a I’intérét physiolo-
gique de la polyspermie dans les espe-
ces aviaires. L’ovocyte pourrait étre
d’autant mieux activé que la dose de
PLCC, elle-méme proportionnelle au
nombre de spermatozoides participant a
la fécondation, est élevée.

Les pronuclei males surnuméraires ne
participent pas a la syngamie et se
dispersent a la périphérie du disque ger-
minal, ou ils peuvent engager les premi¢-
res mitoses. Mais tous finissent par dégé-
nérer lors des stades précoces de clivage,
par des mécanismes qui sont encore
inconnus. Les DNAses du disque germi-
nal ovocytaire sont trés actives au
moment de la formation des pronuclei et
pourraient jouer un role important dans
la dégénérescence des éléments surnu-
méraires (cf. revue de Stepinska et Bakst
2007). Elles ont été également mises en
cause dans I’échec des transgéneses ten-
tées via I’injection d’ADN dans des ceufs
récemment fécondés. Tout se passe
comme si, chez les oiseaux, 1’absence de
barriére a la pénétration des spermatozoi-
des dans I’ovocyte était compensée par
une forte activité des DNAses dans le
disque germinal, cette activité étant des-
tinée a dégrader en temps utile les pronu-
clei surnuméraires.

Mais finalement, quel est le role de
cette polyspermie physiologique, et
est-elle vraiment obligatoire ?

Depuis que Hrabia et a/ (2003) ont
montré que ’injection d’un seul sper-
matozoide dans I’ovocyte de caille per-
mettait la fécondation, nous savons que
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la polyspermie n’est pas absolument
indispensable, au moins in vitro, pour
démarrer la formation du zygote. Mais,
comme nous I’avons vu, elle améliore-
rait I’efficacité de la fécondation puis du
développement des embryons (Mizu-
shima et al 2008, 2009).

L’hypothése adaptative la plus répan-
due reste cependant liée a la taille énor-
me de I’ovocyte aviaire. Ainsi, le nom-
bre de spermatozoides qui accédent au
site de fécondation serait proportionnel
a la taille de I’ceuf dans de nombreuses
especes, 1’idée sous-jacente étant que
plus I’ceuf est gros, plus il a besoin d’un
grand nombre de spermatozoides pour
étre fécond¢ (Birkhead ef al 1994).

De fagon générale, le role de la poly-
spermie physiologique des oiseaux (et
des autres sauropsidés) commence a
étre identifié, mais fait encore 1’objet de
nombreuses hypothéses.

5 / Les applications a I’éle-
vage et aux biotechnologies
de la reproduction

La connaissance de la biologie des
gametes et de la fécondation est tres
importante pour optimiser la reproduc-
tion en ¢levage. Elle permet par exem-
ple, de comprendre pourquoi les accou-
plements ou IA réalisés a proximité de
la ponte, ne sont quasiment pas fertiles.
Elle permet aussi de mesurer 1I’impor-
tance d’apports élevés de calcium dans
I’alimentation des femelles pour soute-
nir la production d’ceuf. On comprend
alors combien les besoins alimentaires
des males reproducteurs différent de
ceux des femelles et les dérives qui peu-
vent se produire (ex: fragilité des
males et mauvaises productions de
semence, voire infertilit¢ en cas d’ap-
port calcique trop élevé dans 1’aliment
des coqs).

Il est également fondamental de
connaitre la biologie des gamétes pour
mieux appréhender les apports des bio-
technologies de la reproduction. La pre-
miere des biotechnologies de la reproduc-
tion aviaire, qui a impulsé un impact trés
fort au développement de I’aviculture
dans les siécles passés, est I’incubation
artificielle. Appliquée aux especes
domestiquées, cette méthode a facilité
I’augmentation du nombre d’ceufs pon-
dus et de poussins produits par meére
(Sauveur 1988, Blesbois 2005, Batellier
et al 2005).

Dans la seconde moiti¢ du vingtiéme
siécle, I’industrialisation de 1’aviculture
a conduit a optimiser les conditions
environnementales des animaux (ex :
photopériode et alimentation) et a

rechercher d’autres facteurs de stimula-
tion de la production d’ceufs et de pous-
sins. Parmi ceux-ci, I’IA, combinée a la
conservation «liquide» de la semence, a
trouvé sa place : en sélection dans tou-
tes les especes aviaires domestiques ; en
multiplication dans les espéces dinde,
pintade, et dans les croisements de
canards, a I’exemple du croisement
entre la cane pékin et le canard de bar-
barie, pour la production de canard
mulard en France (Blesbois et Brillard
2005, Héraut et al 2005). La congéla-
tion des gamétes est également une
question en développement et son utili-
sation est surtout orientée vers la ges-
tion des ressources génétiques (Massip
et al 2004, Blesbois 2007, Blesbois et al
2010, Blesbois 2011). Les méthodes de
transgénése sont encore peu efficaces
chez les oiseaux. La voie de transfert de
matériel génétique via I’utilisation de
vecteurs viraux rencontre cependant un
certain succeés (Mc Grew et al 2004).

Notre objectif n’est pas ici de faire une
liste exhaustive des applications du syste-
me de fécondation aviaire. Nous allons
prendre appui sur certaines particularités
de la biologie des gamétes pour en mont-
rer les atouts et les limites d’application,
en prenant I’exemple de la conservation
des spermatozoides et des ovocytes.

La conservation des ovocytes in vitro
n’est pas développée chez les oiseaux.
En effet, les caractéristiques de 1’ceuf
télolécithe (en particulier son contenu
en vitellus, et la structure en syncytium
des premicres étapes du développe-
ment), le rendent impropre a la congéla-
tion et aux transferts d’embryon. De ce
fait, dans les méthodes de transgéneése,
des systemes de culture «ex ovo» qui
nécessitent le transfert d’un ovocyte
fécondé contenant le transgeéne (apporté
via par exemple un lentivirus) dans une
«coquille hotey», ont été développés
(Perry 1988, Mc Grew et al 2004,
Sherman 2011). Par ailleurs, pour
conserver dans 1’azote liquide des cellu-
les de reproduction diploides, la com-
munauté scientifique s’est tournée (en
I’absence de congélation d’embryon)
vers l’utilisation de cellules diploides
embryonnaires. Celles-ci sont des cellu-
les de blastodermes pluripotentes prises
au stade de la ponte, ou des cellules ger-
minales primordiales prélevées dans la
circulation sanguine de I’embryon a 2,5
jours d’incubation chez la poule ou plus
tard dans la gonade embryonnaire.

La conservation des spermatozoides
est par contre d’un usage beaucoup plus
large. Elle est pratiquée a 1’état liquide
pour la pratique de I'IA, tandis que la
congélation est la seule méthode non
invasive de conservation des ressources
génétiques, complémentaire de la
conservation d’animaux sur pied.

Dans les deux cas, les exigences de
maintien de la qualit¢ des gametes
males sont d’autant plus élevées que
ceux-ci, apres un passage in vitro, doi-
vent rester fécondants plusieurs jours a
plusieurs semaines dans les glandes
utéro-vaginales, pour assurer la fécon-
dation d’ceufs, produits quasi quotidien-
nement par les femelles. Ces contraintes
impliquent des conditions précises de
composition des milieux, un contréle du
plasma séminal, et I’absence de compo-
sants comme le calcium qui pourrait sti-
muler trop vite la réaction acrosomique
(cf. revue de Blesbois et Brillard 2007).
D’autant plus que la capacité des sper-
matozoides de coq a déclencher la réac-
tion acrosomique, est fortement altérée
par la conservation liquide de la semen-
ce (Lemoine et al 2011).

La congélation du sperme fait face a
des problémes spécifiques. Ainsi, I’ad-
jonction de jaune d’ceuf dans le milieu
de conservation (pratique courante
dans les autres classes animales), n’est
souvent pas possible car délétére. De
plus, un des agents cryoprotecteurs les
plus efficaces, le glycérol, doit étre
¢liminé¢ avant l’insémination car sa
présence empéche les spermatozoides
de remonter jusqu’aux glandes utéro-
vaginales. Enfin, la manipulation
d’agents cryoprotecteurs est trés déli-
cate puisque leur premier contact avec
les spermatozoides provoque une perte
immédiate de la capacité a enclencher
la réaction acrosomique (Mocé et al
2010).

Conclusion

Les oiseaux ont développé des syste-
mes de reproduction adaptés au mode
de vie d’animaux parfois trés mobiles et
qui, avec les migrations, peuvent par-
courir de grandes distances dans des
environnements variés (ex : les sternes
arctiques parcourent la planéte depuis
leurs aires de reproduction péri-arc-
tiques jusqu’a I’Afrique Australe ou
I’ Antarctique). Dans les espéces domes-
tiques, la souplesse et I’efficacit¢ du
systtme de reproduction ont été utili-
sées pour optimiser la production
d’ceufs et de poussins, destinée a 1’ali-
mentation humaine. Aujourd’hui, I’o-
vaire et 1’oviducte de la poule, de la
cane commune et de la caille sont deve-
nus des organes remarquables par leur
«efficacité» de production, premicre-
ment d’ovocytes riches en vitellus et
finalement d’ceufs coquillés pour la
production d’ceufs de consommation
ou d’animaux de chair. Par comparai-
son avec le niveau tres élevé d’élabora-
tion de la production d’ceufs, celle des
spermatozoides peut paraitre «hative»
et semble favoriser la production d’un
grand nombre de gametes males de
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maturation sommaire, qui sont rapide-
ment expulsés vers les femelles. Issus
d’un tri trés sévere des spermatozoides
conservés finalement dans des glandes
spécialisées de 1’oviducte, plusieurs
spermatozoides finissent par féconder
un méme ovocyte. Mais le role adapta-
tif de cette polyspermie reste encore
une énigme.
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La biologie des gamétes et de la fécondation aviaire constitue un modéle a part d'adaptation physiologique. Elle tient compte de deux
facteurs fondamentaux : 1) un systéme ovipare qui permet d'assurer le plus d'autonomie possible aux descendants et 2) un systéme
de fécondation interne trés élaboré qui vise a sélectionner la descendance des meilleurs reproducteurs. Dans cette synthése, nous pré-
sentons briévement la structure et la fonction des gamétes males et femelles ; 1'originalité du systéme de conservation et de sélection
des spermatozoides dans un oviducte aux multiples fonctions ; les données les plus récentes sur la fécondation et sa polyspermie
physiologique et finalement quelques une des applications biotechniques. D'une facon générale, I'optimisation du systéeme de repro-
duction aviaire a largement contribué au succés de 1'élevage des volailles. Dans I'avenir il doit étre pris en compte dans les enjeux de
durabilité des systémes de production animale du XXIéme siécle.

Abstract

Gametes and fertilization in birds

Avian reproduction shows specific features linked to oviparity and to a complex system of internal fertilization, which contributes to
the reproductive strategy of flying animals. In this paper, we review the main characteristics of bird gamete biology and fertilization
such as the system of sperm storage/selection in the female oviduct and the polyspermic fertilization. Their consequences on the
development of reproductive biotechnologies and their role in the efficiency of poultry production are also presented.

BLESBOIS E., 2011. Gamétes et fécondation chez les oiseaux. INRA Prod. Anim., 24, 259-272.
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