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Résumé :

Dans le but d’étudier la réaction des vaches a différents traitements de superovulation ; un
lot de deux génisses donneuses d’embryons ont était utilisé au moment de leurs arrivées a
leur chaleur naturel en utilisant deux protocoles différents de superovulation avec le standard
pFSH 50 UA (Stimufol ®).

Le premier protocole(P1) consiste & pratiquer des injections journaliéres de pFSH 50 UA
(qui est dilué dans 9 ml de solvant) & un intervalle de 24h et pendant 3 jours. La derniére
injection est suivie d’une injection de prostaglandine F2a (Estrumate ®). Pour le deuxiéme
protocole(P2) le rythme des injections se faisait selon la modalité de 2 injections de
Stimufol® par jour avec intervalle de 12 h entre les injections et selon des doses
décroissantes, pendant 4 jours de traitement. Au troisiéme jour aprés début de traitement de
superovulation ; une double injection de la prostagladine Foa (Estrumate ®) d’intervalle de

12h avait lieu

L’observation des chaleurs, I’insémination et la récolte on était réalisé 7jours plus
tard. Les réponses au différents traitement ont était apprécié selon les critéres suivants :
intervalle PGF2a — début de chaleur, le nombre de corps jaune palpé sur les ovaires ; et le

nombre d’embryons récoltés.

Pour le protocole 1; la vache n’a pas rentré en chaleurs aprés I’injection de la

prostagladineF,, et le nombre de corps jaune palpé était de 17 CJ.

Cependant, pour le protocole 2; I’intervalle PGF20, — début de chaleur était 48h, moyenne des

corps jaune palpés était de 12.5 CJ, et la moyenne d’embryons récoltés était de 0.5.

Mots clés : transfert embryonnaire, superovulation, intervalle PGF2a-début de chaleur, corps

jaune.



Abstract:

In the aim of studying the reaction of the cows with various treatments of superovulaﬁon; a
batch of two donors of embryos was used at the time of their arrivals to their natural heat by
using two different protocols of superovulation using th pFSH 50 UA (Stimufol ®).

The first protocole(P1) consists in practising injections day labourers of pFSH 50 UA (which
are diluted in 9 ml of solvent) with an interval of 24h and during 3 days.The last injection is
followed of a prostaglandin injection F2a (Estrumate ®). For the second protocole(P2) the
rhythm of the injections was done according to the method of 2 daily injections of Stimufol ®
with an interval of 12 H between the injections ; and according to decreasing amounts', during 4
days of treatment. At the third day after beginning of treatment of superovulation; a double
injection of the prostagladine F2a (Estrumate ®) of interval of 12h took place.

The observation of heats, insemination and harvest one was carried out later 7jours. The
answers to different the treatment have was appreciated according to following criteria’s: interval
PGF2a - beginning of heat, the number of yellow bodies palpated on the ovaries; and number of
collected embryos.

For protocol 1; the cow did not return in heats after the injection of the prostagladine Fa
and numbers palpated yellow body was of 17 CJ.

However, for protocol 2; the interval PGF2a - beginning of heat was 48h, average palpated
yellow bodies were of 12.5 CJ, and the average of collected embryos was 0.5.
Key words: embryonic transfer, superovulation, interval PGF2a-beginning of heat, yellow

bodies.
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Introduction générale

Introduction générale

Les biotechnologies de la reproduction sont apparues comme 1’une des clés du
développement des élevages en promouvant le potentiel génétique, face aux exigences du

marché qui poussaient les élevages & assurer une production plus performante et compétitifs.

Le transfert d’embryons chez les bovins constitue la deuxiéme génération ces biotechnologies
apres celle de I’insémination artificielle .

En termes simples, le transfert d'embryons consiste & prélever un embryon dans
l'oviducte ou I'utérus d'un animal (femelle donneuse) et le placer dans l'oviducte ou l'utérus
d'un autre animal (femelle receveuse) qui se situe & la méme phase du cycle génital que la
femelle donneuse (Hare 1984). Chez les bovins, on administre généralement a la femelle
donneuse a haut potentiel génétique des hormones pour accroitre sa ponte ovulaire
(superovulation) et donc sa production d'embryons par rapport au nombre qu'elle pourrait
produire dans les conditions naturelles(Hare 1984). Une insémination artificielle est alors
réalisée sur ces femelles et une semaine plus tard, la récolte d’embryons au stade morula ou
blastocyste peut avoir lieu (Seidel; 1991). Ces embryons sont ensuite soit réimplantés
directement (transfert en frais) sur des receveuses dont le cycle sexuel a été synchronisé avec
celui des donneuses, soit congelés dans de I’azote liquide pour une utilisation ultérieure.

Deux problemes majeurs identifiés dés le début de I’utilisation de transfert
embryonnaire: le nombre moyen d’embryons récoltés par vache traitée reste faible, ce qui a
pour conséquence un cofit de production élevé, et la fréquence des animaux qui ne produisent
aucun embryon transférable est trop €levée pour que la technique soit utilisée au mieux dans

les programmes d’amélioration génétique.
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Chapitre I : Physiologie du fonctionnement ovarien dans I’espéce

bovine

1. Introduction :

A la naissance, les deux ovaires de la génisse disposent d’une réserve de follicules
primordiaux (en majorité au stade quiescent) estimés aux environs de 133 000 (Erickson,
1966). Cette réserve reste relativement stable jusqu’a 1’dge de 4 ans et tend & diminuer
progressivement par la suite pour disparaitre vers I’Age de 20 ans (Erickson, 1966). La
croissance de ces follicules primordiaux sera initiée 4 divers temps de la vie de 1’animal. Une
trés faible proportion des follicules seulement poursuivra leur croissance (99% de la réserve
vont dégénérer) (Erickson, 1966).

Les modifications morphologiques et physiologiques de I’appareil génital femelle au
cours de la période d’activité génitale dépendent de I’activité cyclique de 1’ovaire, régulée par
ses propres sécrétions hormonales, elles-mémes sous dépendance étroite des hormones

gonadotropes hypothalamo-hypophysaires (Hanzen, et al 2000).
2. Aspect morphologique du développement folliculaire :

2.1. Dynamique du développement folliculaire :

Les étapes du développement folicullaire sont au nombre de trois: la phase de
multiplication, la phase de croissance et la phase de maturation. Elles sont indissociables du
développement de I’ovocyte qu’ils renferment. L’étude descriptive de la folliculogénése serait
incompléte si elle n’envisageait pas également un processus qui concerne la majorité des

follicules présents & la naissance sur ’ovaire, 4 savoir, ’atrésie (Hanzen et al ; 2000).

2.1.1. Phase de multiplication :

Vers la 6°™ semaine de la gestation chez la vache, les cellules germinales
primordiales (cellules souches d’origine extra-embryonnaire), localisées au niveau de la paroi
de la vésicule vitelline, colonisent, aprés migration au travers de I’embryon le long du
mesentére dorsal de I’intestin postérieur, la créte génitale et donnent naissance aux ovogonies.
Les cellules germinales souches se multiplient entre le 6087 et e 1702™e jour de gestation
(Wandji et al., 1992). Pendant la gestation un stock de 2 millions d’ovogonies qui, une fois la
phase mitotique terminée, entament une division méiotique qui se trouve bloquée en prophase

1: elles se transforment en ovocyte primaire. L’induction de la méiose serait contrdlée par un

2
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facteur d’origine mésonéphrotique appelé MIS (Meiosis Inducing Substance), synthétisé par
les cellules mésenchymateuses de 1’ovaire (Westergaard et al, 1985). Le contact des
ovogonies avec les cellules d’origine mésonéphrotique est donc indispensable pour assurer
leur transformation en ovocytes primaires (Byskov, 1979). A cette méme période, quelques
cellules endothéliformes et une membrane conjonctive dite basale, future membrane de
Slavjanski, viennent entourer I'ovocyte primaire formant ainsi les follicules primordiaux qui
représentent la réserve des cellules germinales d'ou s'échapperont les follicules destinés 2 se
développer et dont quelques-uns seulement arriveront & maturité.

L’importance du stock folliculaire dépend de I'espéce (235.000 chez la vache) de la
race, de l'individu, de I'dge, du niveau hormonal ou du statut de reproduction ( Cahill, 1981).
Cette réserve folliculaire décline progressivement au cours de la vie de ’animal. Chez la
vache, le nombre de follicules primordiaux a été estimé 4 40.000 vers ’4ge de 2 4 3 ans et &
2500 entre 12 et 14 ans (Erickson, 1966b).

2.1.2. Phase de croissance :

La phase de croissance ne concerne que 10 % du stock folliculaire. Comprise entre le
moment ou le follicule quitte la réserve folliculaire et celui de l'ovulation. I’ultime fonction
est de libérer, lors de I’ovulation, un ovule (ovocyte mature prét & étre fécondé et a se
développer). La croissance de follicule est donc indissociable de celle de I’ovocyte qu’il
contient (Fair, 2003).

Cette phase se caractérise par des modifications qui concernent tout a la fois le
follicule et 'ovocyte qu’il renferme. Les follicules en croissance sont actuellement classées en
deux catégories selon leurs stade de développement (Drion et al ., 1996) : les follicules pré-
antraux correspondent aux follicules prémordiaux ,aux follicules primaires et aux secondaires,
les follicules cavitaires ou antraux correspondent aux follicules tertiaires. Le terme de Degraff

ne s’applique qu’un follicule mir (figure 1)
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Follicule primordial (1 couche de cellules folliculaires aplaties,
(=) entourée d’une membrane basale)

{e} Follicule primaire (1 couche de cellules cuboidales, formation de la
membrane de Slavjansky a partir de la membrane basale

Follicule secondaire {couches multiples de cellules de la granulosa,
formation de la zone pellucide, formation des théques)

Follicule tertiaire {formation de U'antrum et du cumulus oophorus)

5 Follicule pré-ovulatoire ou follicule de De Graaf (reprise de
—~ la méiose et acquisition de la compétence ovocytaire)
Antrum {contenant le
liquide folliculaire)

Corona radiata
Granulosa
Qvgcpe Complexe ovocyte-cumulus
Cumulis eophorus
Théque \
Membrane de
Zone pellucide Stavjansky

Figure 1 : Evolution morphologique du follicule au sein du stroma ovarien (d’aprés Drion et
al., 1996.

2.1.2.1. Le follicule primordial :

Centré par I'ovocyte I, est entouré de quelques cellules folliculaires endothéliformes.
Habituellement localisé en périphérie de l'ovaire,
il représente le stade folliculaire quiescent. L'ovocyte, de diamétre compris entre 20 et 35 um,
se trouve bloqué au stade diploténe de la prophase de sa premiére division méiotique

(ovocytes primaires).

2.1.2.2. Le follicule primaire :

Il se caractérise par l'augmentation du volume de l'ovocyte et par l'agencement a sa
surface d'une couche réguliére de cellules cubiques. C'est durant cette période que l'ovocyte
synthétise et sécrete les glycoprotéines qui donneront naissance 3 une enveloppe hyaline
poreuse: la zone pellucide, qu’est constituée de trois zones ZP1, ZP2, ZP3. Seule la
glycoprotéine ZP3 est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction acrosomique
(Yanagimachi, 1994). La ZP2 intervient lors de la fécondation en fixant transitoirement la téte

du spermatozoide pendant que celui-ci traverse la zone pellucide. La ZP1, composant le
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moins abondant (10 %), assure la stabilité de la zone pellucide jusqu'au stade blastocytaire

(Hanzen et al 2000 ).

2.1.2.3. Le follicule secondaire :

L'ovocyte a atteint son volume maximal. Il s'est entouré d'unepellucide bien
différenciée et de deux ou trois couches de cellules cubiques formant la granulosa.
L'ensemble est limité extérieurement par la membrane basale qui s’est transformée en
membrane de Slavjanski constituée de collagéne de type IV, de fibronectine, de laminine et de

protéohéparane sulfate (Hanzen ,et al 2000 ).

2.1.2.4. Le follicule tertiaire :

11 est dit cavitaire en raison de I'apparition au sein des couches de cellules folliculaires
de petites cavités résultant de I'accumulation d'un transsudat plasmatique et de la sécrétion des
cellules de la granuleuse. Ces cavités finissent par confluer pour former l'antrum.

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

Chez la vache, le nombre de follicules antraux est de maniére constante compris entre 25 et 50
(Armstrong, 1993). Il dépend du nombre de follicules entrant en phase de croissance, du taux
de croissance de ces follicules et du nombre de follicules qui s'atrésient (Armstrong, 1993).

Le volume de l'ovocyte demeure inchangé mais les cellules qui l'entourent se
disposent de maniére radiée, d'ou le nom de corona radiata donné a cette couche cellulaire
péri-ovocytaire en continuité avec la granulosa par le cumulus oophorus. A ce stade, et chez
tous les mammiferes, le follicule cavitaire s'entoure, en dehors de la membrane de Slavjanski,
d'une double enveloppe constituée par la théque interne, faite de cellules interstitielles riches
en ARN et en enzymes nécessaires a la stéroidogenése, et par la théque externe formée d'un

tassement de tissu conjonctif du stroma ovarien.

2.1.2.5. Le follicule miir :
Follicule de Degraaf repesent: la phase terminale du développement folliculaire. Cette

phase ne concerne qu'un follicule sur 1000 entré en croissance (Saumande, 1991).
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Le follicule miir se caractérise par une taille maximale de 25 mm chez la vache, par
un nombre maximal de cellules granuleuses et par une activité mitotique minimale de la
granuleuse. Gonflé de liquide, le follicule affleure en surface de 'ovaire. L'ovocyte demeure
enfermé dans un massif cellulaire formé de la corona radiata et du cumuls oophorus. Les
théques interne et externe sont bien différenciées et la membrane basale est bien visible entre
les cellules folliculaires et la théque interne. La théque interne est une glande a part entiére.
La théque externe est de nature fibreuse. Une fois I'antrum formé, l'ovocyte entretient des
échanges métaboliques avec le liquide follicullaire via les cellules du cumulus et avec le sang
via les cellules de la granulosa et la membrane basale, chez la vache , il faut 42 jours pour

qu’un follicule de 0,13 mm atteigne la taille préovulatoire (Lussier et al,1987).

2.1.3. Phase de maturation :

Elle concerne surtout ’ovocyte. Cette phase représente I'ensemble des modifications
nucléaires cytologiques et métaboliques permettant I'acquisition par 'ovocyte de 'aptitude &
€tre reconnu et pénétré par le spermatozoide. Elle est induite par le pic ovulatoire. Lorsque
l'ovocyte a atteint 80 % de sa taille finale, il a acquis la compétence ou l'aptitude a réaliser sa
maturation nucléaire proprement dite, c'est-adire la reprise de la méiose. Celle-ci correspond &
la disparition de la membrane nucléaire, 4 la condensation des chromosomes et finalement a
I'émission du premier globule polaire : 'ovocyte I se transforme en ovocyte II. Lors du cycle
sexuel, la maturation nucléaire ne survient qu'aprés la décharge ovulante.

La reprise de la division méiotique n'a pas lieu tant que 1'ovocyte reste en contact avec
les cellules de la granuleuse.

L'activation des récepteurs a la LH des cellules de la granuleuse induite lors de la
décharge ovulante permet non seulement a I'ovocyte de reprendre sa méiose (maturation
nucléaire), mais également de réaliser sa maturation cytoplasmique, préalable essentiel au
succes de la fécondation (Hanzen et al 2000). La maturation cytoplasmique de I'ovocyte se
caractérise par la migration des granules corticaux vers la périphérie de l'ovocyte, juste sous la
membrane plasmique. Ces granules contiennent une ovopéroxidase qui, lors de la
fécondation, a pour effet d'empécher la pénétration de spermatozoides supplémentaires et dés
lors de prévenir la polyspermie. Le cytoplasme est également le si¢ge d'importantes
protéosynthéses préparant l'ovocyte a une éventuelle fécondation et contribuant au
développement précoce de I'embryon.

La maturation membranaire comprend l'ensemble des processus permettant la

reconnaissance spécifique de l'ovocyte par le spermatozoide. La membrane pellucide

6
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synthétisée pendant la croissance ovocytaire joue un réle important lors de la fertilisation. Elle
doit notamment ne laisser pénétrer dans l'ovocyte que le spermatozoide fécondant, favoriser et
préparer la fusion spermatozoide-ovule et protéger I'ovocyte contre la polyspermie (Hanzen et
al, 2000).

2.2. L’atrésie folliculaire:

Elle constitue le devenir de la majorité (99. 9 %) des follicules présents dans I'ovaire
des mammiferes. Elle joue donc indirectement un rdle important dans la régulation du taux
d'ovulation. Elle peut se produire n’importe quel moment de la folliculogénése.

L’atrésie est controlé par un mécanisme de la mort célullaire programmé appelé
apoptose pour les stades antraux I’atresie est souvent entrainée lors de la sélection, par une
réduction de la FSH secondaire aux sécretion d’oestradiol et d’inhibine par le follicule
dominant. Sa durée, ses causes et son mécanisme sont encore mal connus faute d'une
détection précoce et fiable. Cytologiquement, elle n'est identifiable que chez les follicules
primaires, secondaires ou tertiaires par la mise en évidence d'apoptose (corps apoptotiques)
dans les cellules de la granuleuse (Hughes et Gorospe, 1991). Biochimiquement, elle
s'accompagne d'une augmentation des concentrations en enzymes lysosomales et en
glycosaminoglycans ainsi que d'une diminution des concentrations en oestradiol (Mariana et
al, 1991). La granuleuse disparait progressivement et le cumulus se dissocie. L'ovocyte
dégénéré reste la derniére cellule identifiable.

Sur le plan fonctionnel, la distinction entre les follicules atrétiques ou non peut étre
réalisée par la détermination du rapport de leurs concentrations en oestradiol/progestérone
(Ireland et Roche, 1982), ou mieux encore, par le rapport de leurs concentrations en

oestradiol/ocytocine (Meidan et al., 1992).
2.3. La notion des vagues follicullaire :

On parle de vagues folicullaires pour décrire le phénoméne cyclique et continue selon
lequel des follicules entrent dans un schéma de croissance puis de décroissance aboutissant

soit & ’ovulation soit & ’atrésie d’un ou de plusieurs follicules, selon les espéces.
Le cycle oestral des vaches se compose de 2 ou 3 vagues folliculaires:

Les cycles a 2 vagues durent 2 4 3 jours de moins que les cycles & 3 vagues (19 — 20 jours

contre 22-23 jours.) ( Noseir ,2003 ; Adams et al .,2008).
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La tendance chez les vaches laitiéres a fort potentiel laitier, telles que les Prim’Holstein ,
est d’avoir des cycles a 2 vagues (Townson et al., 2002) contrairement aux génisses laitiéres
et aux vaches des races allaitantes qui ont une prédominance de cycle & 3 vagues

follicullaires ( Gunther et al , 1989) .

Lors de cycle a 3 vagues, on observe, 2 vagues anovulatoires avant une dérniére vagues
ovulatoire (Macmillan et al ., 2003). Ces vagues folliculaire intérréssent des follicules
provenant des 2 ovaires évoluant de maniére synchronisée, répondant aux variation hormonal
systémiques et locale comme une seule entité ( Adams et al,2008). La durée d’une vagues
comprise entre 7 et 10 jours selon le nombre de vagues dans un cycle (Picard-Hagen et al.,
2008). L’emergence des vagues est observée a J1 et J9 a4 10 du cycle pour les cycle a 2
vagues, alors qu’elle se fait 4 J1 J8 4 9 et J16 pour les cycle 4 3 vagues (Ennuyer,2000, cité
par huyart,2004).

2.3.1. Recrutement :

Correspond 4 I’émergence d’une cohorte de follicules tertiaires entre JO (ovulation) et
J2 d’un cycle oestral. Cette étape marque le début d’une nouvelle vague folliculaire.
Les follicules sont visualisés & 1’examen échographique lorsqu’ils mesurent entre 4-5 mm
(Ginther et al., 2001). L’émergence d’une nouvelle vague folliculaire est initiée par un pic de
sécrétion de FSH. Aprés le retrait expérimental du follicule dominant par aspiration, on
observe dans les 12heures un pic de FSH et ’émergence d’une nouvelle vague folliculaire
dans les 24 heures (Adams e al., 2008). Cette phase du cycle est caractérisée par sa « quasi
indépendance» hormonale. Mise en évidence suite a4 Dobservation qu’une croissance
folliculaire précoce persiste aprés une hypophysectomie chez la brebis (Driancourt ef al.,
1987). Une complémentation des animaux hypophysectomisés en hormones gonadotropes a
cependant démontré un recrutement plus efficace, ¢’est pourquoi leur rdle n’est pas nul. Une
fois recrutés, la dynamique des follicules est dépendante des variations hormonales qui

conditionnent leur maturation jusqu’a stade de follicules préovulatoires.
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2.3.2. Sélection :

Cette phase est commune & certains follicules (au nombre de 7 4 11 généralement) qui
permet de réduire au sein d’une cohorte le nombre de follicules primordiaux au quota
ovulatoire spécifique d’une espéce .

La sélection est achevée lorsque le nombre de follicules sains d’une cohorte en cours de
croissance équivaut au nombre de follicules qui ovuleront. Chez la vache, espéce mono-
ovulante, on observe pendant la phase de sélection une divergence dans la croissance des deux
plus grands follicules: ce moment correspond a la déviation. Généralement la déviation
survient entre 60 et 62 heures apres le recrutement, au moment ou le plus grand follicule a
atteint le diameétre de 8,5 mm (Ginther et al., 2001 ; Lopez et al., 2005a).

La FSH est reconnue aujourd’hui comme une des hormones clé du processus de sélection
d’un follicule unique chez les espéces mono-ovulantes. En effet ’administration de FSH
pendant la phase de croissance avant la déviation inhibe le processus de déviation et conduit
au développement de follicules co-dominants (Mihm er al., 2002). Or, au cours de la
croissance des follicules, les cellules de la granulosa secrétent de maniére active des
oestrogenes et de I’inhibine. L’oestradiol exerce un rétrocontrle positif, se traduisant par une
augmentation de la fréquence des pulses de LH; alors qu’il exerce également
concomitamment un rétrocontrole négatif sur la production de FSH (Picard-Hagen et al.,
2008). Jusqu’au moment de la déviation, tous les follicules possédent la capacité de devenir
dominants si le follicule de plus grande taille est retiré par aspiration (Ginther ef al., 2001). En
effet, la prévention de la chute de 1a FSH par injection de cette hormone & petite dose conduit
a une polyovulation (Ennuyer, 2000). Lorsqu’un follicule dominant a acquis suffisamment de
récepteurs a LH pour lui permettre de subsister quand le taux de FSH diminue, il sécréte de
grandes quantités d’oestrogénes et continue & croitre en raison de I’augmentation de sa propre
sensibilité a la FSH et a la LH, et par production de facteurs locaux, notamment des IGF.
L’action de 'IGF-I semble régulée par la concentration en ses protéines-ligands, les IGFBP
(Insulin-like Growth Factor Binding Proteins) : une diminution de la concentration en IGFBP,
entrainant une plus grande biodisponibilité de ’IGF-I, serait déterminante dans le mécanisme
d’acquisition de la dominance (Austin ef al., 2001 ; Monget et al., 2002). La sécrétion réduite
de FSH ne permet plus en revanche la croissance des follicules non sélectionnés (Ennuyer,
2000).
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2.3.3. Dominance :

Fait suit a la sélection et associe & 1’amorce de la régression des autres follicules
recrutés et au blockage du recrutement de nouveaux follicules (Driancourt et al 1991).

Chez la vache, un seul follicule accéde au rang de dominant et continue sa croissance
alors que les follicules subordonnés continuent de régresser sous 1’action combinée de
Pinhibine et de 1’oestradiol.

Le follicule dominant provoque ’atresie des follicules subalterne 2 3 4 jours aprés le
début de la vague de croissance follicullaire, et est caractérisé par:

.sa taille supérieure a celle des autres follicules et (une vitesse de croissance superieure )
jusqu’a atteindre 15 mm de diametre avant ’ovulation ;
. la théque: aquisition de récepteur & la LH associe & la sécrition active de la LH par
Phypophyse, d’oli une sécrition élevée de I’AMPc dans les cellules follicullaires;
. la granulosa: forte activité aromatase liee a la synthése d’ostradiol, avec amplification
de la synthése de I'IGF-1;
Jiquide follicullaire : rapport oestrogene/progesterone superieure & un.
Ainsi une vascularisation plus importante et une expression de récepteurs 3 FSH et LH dans
les cellules de la theque augmentée par rapport a celle des autres follicules .

Contrairement & ce qui était supposé, I’acquisition de récepteurs a la LH par les
cellules de la granulosa du follicule dominant, le rendant ainsi insensible a la baisse de FSH et
lui permettant de poursuivre sa croissance sous dépendance de la LH dans un contexte de
faible concentration de FSH, n’est pas le facteur déclenchant de la déviation mais une
caractéristique du développement précoce du follicule dominant. Aprés la déviation, la LH
contribue a la croissance et au bon fonctionnement du follicule de plus grand diamétre. Les
follicules subordonnés, moins ou non pourvus en récepteurs & LH, ne poursuivent pas leur
croissance et s’atrésient (Lopez ef al., 2005a).

La LH assure la maturation de follicule dominant dont I’avenir dépend de la fréquence
des décharges de LH, régulés par la GnRH. Lorsque un corps jaune est présent une fréquence
de décharge de LH toutes les 3 ou 4 heurs aboutit 2 la perte de dominance et  I’atrésie de
follicule, donc a I’absence d’ovulation et d’oestrus. Une nouvelle vague follicullaire émerge
alors précédé par augmentation transitoire de FSH. Lorsque la fréquence est d’un pic par
heur, Povulation peut avoir lieu. Cette fréquence n’est atteinte que lorsque la levée de
Pinhibition de la progestérone sur la production de la GnRH, & la suite de la lutéolyse
(Ennuyer, 2000).
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Figure 2 : Roles relatifs des gonadotrophines et des facteurs de croissance au cours
développement folliculaire (d’aprés WEBB, 1999).

3. Physiologie du cycle oestral de la vache:

La vache est une espéce poly-oestrienne de type continu avec une durée moyenne de
cycle de 21/22 jours chez la femelle multipare et de 20 jours chez la génisse (Mialot ef al,
2001). L’activité sexuelle débute 4 la puberté, quand 1’animal a atteint 50 4 60 % de son poids
adulte, puis elle est marquée par cette activité cyclique, caractérisée par 1’apparition
périodique de I’oestrus. Presque la totalité des génisses laitiéres sont cyclées & 15 mois
(Mialot et al , 2001).

Le cycle oestral de la vache est le résultat des interactions de plusieurs hormones
sécrétées par I’hypothalamus, I’hypophyse antérieure, les ovaires et I'utérus (Mapletoft,
2006). Parmi ces hormones figure 1’hormone hypothaiamique GnRH (Gonadotropin-
Releasing hormone), les hormones hypophysaires FSH (Follicle Stimulating Hormone), LH
(Luteinizing Hormone) et ocytocine, les hormones ovariennes 1’androsténedione, ’estradiol
17 B (E2) et la progestérone (P4), et la prostaglandine F 2a (PGF 2a) produite par les cellules

endométriales.
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4. Phases du cycle oestral :

Le cycle oestral de la vache dure en moyenne 18 4 24 jours. La phase folliculaire du
cycle oestral de la vache est assimilée & une série de vagues folliculaires (Rajakoski, 1960).
En fonction des vaches, un cycle peut renfermer 2, 3 voire méme 4 vagues folliculaires

(Zeitoun et al., 1999) et comporte 4 phases :

4.1. OEstrus ou chaleur : Jour 0 (J 0)

L’oestrus ou chaleur est la période d’acceptation du méle et de la saillie. C’est la période
du maturité folliculaire au niveau de I’ovaire, suivie de 1’ovulation.

L’oestrus dure de quelques heures & 24 heures pendant laquelle un mugissement, une
hyperactivité et une décharge de glaire cervicale peuvent étre observés (Roelofs et al., 2005).
L’ovulation a lieu 6 & 14 h aprés la fin de I’oestrus et est suivie par la formation du corps
jaune et Pinstallation d’un état prégravidique de 1’utérus, correspondant & la période
d’installation de la fonction lutéale (Derivaux et al, 1986).

L’apparition de I’oestrus est précédée par une augmentation graduelle de Ia
concentration de la FSH associé 4 une concentration maximale de la LH (Bernard et al, 1984).
Vingt quatre heures avant le début de I’eostrus, la concentration de I’E2 est 4 son maximale

(Glencross et Pope, 1981).
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Figure 3 : Evénements hormonaux et ovariens du cycle oestral de la vache 4 2 vagues
folliculaires (Adams et al. 2008).
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4.2. Metoestrus: J1aJ3

C’est la période d’ovulation qui est un processus inflammatoire (Richards et al, 2002).
L’ovulation est accompagnée de la reldche post ovulatoire de la FSH qui permet le
recrutement et I’émergence d’une nouvelle vague folliculaire. A J 1, la premiére vague
folliculaire débute et les follicules émergent possédent un diamétre de & 3 4 4 mm (Lussier et
al., 1994). La période est suivie par le début de la phase lutéale durant laquelle, une faible
concentration de P4, d’E2 ainsi que de LH est observée (Niswender et al., 2000).

La croissance des follicules de la nouvelle vague émergente se poursuit et les cellules
de la granulosa du follicule ovulé commencent déja & sécréter une petite quantité de P4 et &
former le nouveau corps jaune (CJ) (Roelofs et al, 2005).

4.3. Dioestrus : J4a J 16

C’est la phase la plus longue du cycle, car elle dure environ 12 jours et se divise en
trois périodes distincts :

- Début du dioestrus (J 4 a J 5) : Caractérisé par la sélection du follicule dominant qui est
dans 80% des cas, le follicule possédant un diamétre de 9 mm (Kulick et al., 2001).
- Milieu du dioestrus (J 5 2 J 10) : Entre J 8 et J 10, le CJ est 4 son développement maximal
et sécréte une concentration maximale de P4. Sous ’action de cette derniére, les cellules
endoméitriales restent dans un état quiescentes.
- Fin du dioestrus (J 10 4 J 16) : La présence de la concentration élevée de P4 fait qu’il y a
une augmentation moins marquée de LH durant la deuxiéme vague (Kulicke et al., 2001).
Sous I’action de la P4, les récepteurs de P4 des céllules endométriales se désensibilisent et
favorisent la synhtése des récepteurs d’E2. La fixation de E2 a son récepteur stimule 3 son
tour la synthése des récepteurs de 1’ocytocine et par conséquent la synthése et la sécrétion de
PGF 2a (Okuda et al., 2002).
4.4. Proestrus : J 16 a J 21

Vers la fin du dioestrus, les neurones hypophysaires sécrétent ’ocytocine qui induit au
niveau des cellules de I’endométre la sécrétion de PGF 2a. Cette hormone stimule la
production d’ocytocine par le CJ qui & son tour augmente la production de PGF 2a. Cette
derniére induit la lyse du CJ et entraine une diminution de P4 & sa concentration basale
(Poyser, 1995). Le proestrus correspond au début de la phase folliculaire. La croissance
folliculaire se poursuit jusqu’a la sélection du follicule dominant (Lussier et al., 1994). De J
16 a J 19, la fréquence de reldche de LH augmente et la production d’E2 par le follicule
dominant afteint son seuil critique provoquant la reliche préovulatoire de LH et par

conséquent I’apparition de I’estrus (Hansen et Convey, 1983).
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5. Les hormones intervenant dans la régulation du cycle cestral

Au cours d’un cycle cestral, les follicules sont soumis 4 I’action de diverses molécules:
5.1. D’origine hypothalamique:
5.1.1. GnRH :

Ou gonadolibérine, est une neuro-hormone peptidique synthétisée dans les corps des
neurones hypothalamiques et c’est elle I’initiateur et le régulateur de la fonction reproductrice.
La GoRH se lie aux récepteurs spécifiques situés sur les cellules gonadotropes de
’antéhypophyse, ce qui provoque la synthése et la sécrétion des gonadotrophines FSH et de
LH (Roche 1997).

S5.2. D’origine hypophysaire :

Les activités biologiques de la FSH et de la LH sont pratiquement toujours associées.
Cette synergie est de type séquentielle (une hormone préparant le terrain pour I’autre) ou

parfois simultanée.
5.2.1. FSH :

Est une glycoprotéine synthétisée par 1’antéhypophyse. La FSH principalement assure
le développement de I’ovaire, la croissance folliculaire, prépare I’action de la LH par
fragilisation de la membrane de follicule et stimule la synthése des cestrogenes par les
follicules (Rieutort, 1995). La FSH controle I’aromatase, enzyme responsable de
’aromatisation des androgénes en cestrogénes et dont Iactivité est plus importante dans le
follicule dominant que dans les follicules dominés (Hanzen2000). L’émergence d’une

nouvelle vague folliculaire est initiée par un pic de sécrétion de FSH (Diskin ef al, 2000).
522.LalLH:

Dont I’action a été préparée par la FSH, assure plus particuliérement la maturation
folliculaire, provoque ’ovulation, la reprise de la méiose au niveau de I’ovocyte, la formation
du corps jaune et la sécrétion de progestérone par les cellules lutéales (Bertrand et al. 1976,
Bruyas 1991). La décharge cyclique de LH, ou « pic ovulatoire », qui est responsable de
ovulation est induit lorsqu’un certain seuil plasmatique d’cestradiol 17 8 est atteint (Lyimo

et al. 2000).
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La concentration en FSH est basse et les follicules subordonnés, moins pourvus en récepteurs
a LH, ne seraient pas capables de poursuivre leur croissance et s’atrésient (Lopez et al.,

2005a).

3.3. D’origine folliculaire: protéines et peptides (activine, inhibine, follistatine, IGF) et

hormones stéroidiennes ou non (17B-oestradiol et progestérone).

5.3.1. Action inhibitrice sur la croissance folliculaire
5.3.1.1. Inhibine

L’inhibine est une glycoprotéine synthétisée par les cellules de la granulosa du
follicule en cours de croissance. Elle est identifiée comme étant, avant la déviation, la
principale responsable de la baisse du taux de FSH (Lopez ef al., 2005a) par une action
inhibitrice sur sa synthése hypophysaire. Ainsi I’administration 4 des vaches d’un sérum anti-
inhibine & J12 du cycle suivie d’une injection de prostaglandine provoque une augmentation
dose-dépendante de la concentration en FSH ainsi que du taux d’ovulation (Akagi et al,
1997).
3.3.1.2. GCIF (Granulosa Cell Inhibitory Factor)

Est un composé ovarien nouvellement identifié, il se pourrait que ce peptide soit un
des inhibiteurs spécifiques de la croissance folliculaire des petits et moyens follicules. 11 est
produit par les cellules de la granulosa du follicule dominant et serait donc responsable de
Iatrésie des follicules subordonnés. Deux observations ont conduit & émettre cette hypothése :
- la sensibilité des cellules de la granulosa des follicules de petite et moyenne taille, méme
pour des concentrations basses, & I’action inhibitrice exercée par le GCIF (Morris et al.,
2002).

- Le fait que le follicule dominant soit le principal producteur de GCIF (Morris et al., 2002).

5.3.2. Action stimulante sur la croissance folliculaire
5.3.2.1. Follistatine
La follistatine est une protéine de liaison de ’activine, un autre peptide ovarien exercant par
une action paracrine et autocrine des effets inverses de I’inhibine.
5.3.2.2. Insuline et IGFs

- Les IGFs, produits par I’ovaire lui-méme, combinent actions endo, para et autocrines
sur 1’;ovaire et le taux d’ovulation (Hunter ef al, 2004) en stimulant la croissance et la
différentiation folliculaire (Rivera et Fortune, 2001) et en optimisant I’action de FSH et LH

(Lopez et al., 2005a). Elles s’opposent par leurs effets a ’atrésie des follicules.
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Le systéme IGF est formé de deux ligands (IGF-1 et IGF-2), de deux types de récepteurs (1 et
2) et de six protéines de liaison différentes (IGFBP 1 a 6).

Les effets des IGFs sont sous contrdle des récepteurs présents au niveau des cellules
de la granulosa, de la théque et des cellules lutéales. La biodisponibilité des IGFs dépend
également des IGFBPs qui limitent les interactions ligand-récepteur et de la concentration en
protéases qui libérent les IGFs de leur site de fixation aux IGFBPs.

Le rble des IGFs dans I’acquisition de dominance d’un follicule (production
d’oestrogénes dans un contexte de FSH faible) est suggéré par la mise en évidence d’une
activité protéasique d’ IGFBP-4 plus intense dans le liquide folliculaire du follicule dominant
par rapport aux autres follicules subordonnés 2-3 jours aprés 1’émergence d’une vague

folliculaire (Rivera et al., 2001).

5.3.2.3. Somatotropine ou Growth Hormone (GH)

Ce peptide hypophysaire a une action directe sur le corps jaune et le follicule, et
indirecte via IGF-1. Ses effets sur la folliculogenése, initialement indépendamment puis sous
dépendance gonadotrope, consistent & favoriser la prolifération cellulaire et & inhiber I’atrésie
des follicules. De plus, il agit indirectement sur la qualité de 1’ovocyte en accélérant et en
coordonnant sa maturation nucléaire et cytoplasmique. Il augmente la production d’hormones
stéroidiennes et facilite I’ovulation (Hull et Harvey, 2001).

5.4. Hormones ovariennes

5.4.1. OEstrogénes (17 beta oestradiol)

Ils sont synthétisés & partir des androgénes (androsténedione secrétée par les cellules
de la theque) par I’aromatase (cytochrome P450 CYP19) dans les cellules de la granulosa.
L’activité de I’aromatase est sous dépendance de la FSH (Herath et al, 2007). L’oestradiol a
un effet trophique sur I’ovocyte et les cellules folliculaires.

Au cours de la croissance des follicules, les cellules de la granulosa secrétent de
maniére active des oestrogénes. Lors de la phase folliculaire, la concentration en oestradiol
augmente et agit par rétrocontrole négatif (diminution de la quantité de récepteurs 3 FSH et
LH sur les cellules de la granulosa) sur la sécrétion hypophysaire de LH et FSH (Herath ez al.,
2007). Dans un contexte de concentration élevée en oestrogénes et de concentration basse en
FSH et en progestérone, la sécrétion massive de LH provoque ’ovulation. A partir de la
lutéinisation des cellules folliculaires, I’oestradiol n’est plus synthétisé par les cellules de la

granulosa.
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5.4.2. Progestérone

Hormone stéroidienne synthétisée par les cellules lutéales de corps jaune, elle est le
précurseur de I’androsténedione a partir de laquelle la testostérone et ’cestradiol sont
synthétisés. C’est donc une hormone clé du systéme reproducteur de la vache. Ces effets sont
démultipliés en présence d’cestradiol par augmentation du nombre de récepteurs a la
progestérone. Son rdle dans le maintien de la gestation est reconnu (Graham et Clarke, 1997).

La progestérone, exerce un rétrocontrdle négatif sur la production de GnRH, FSH et LH.

5.5. Prostaglandines :
La Prostaglandin (PGF2 « ) est synthétisée par 1’utérus a la fin de la phase lutéale lorsque

la vache n’est pas gestante. Elle provoque la lyse du corps jaune et Parrét de la sécrétion de

progestérone (Bruyas, 1991).
6. Fécondation et développement embryonnaire:

La fécondation a lieu dans 1’ampoule de I’oviducte et se caractérise par la fusion des
pronuclé des gamétes male (spermatozoide) et femelle (ovocyte). L’ovocyte bloqué en
metaphase II lors de 1’ovulation, reprend sa division cellulaire. Puis, débute la période
embryonnaire caractérisée par une succession de mitoses et ’apparition des premiéres

différenciations qui vont conduire au stade blastocyste (figure4).
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Jour * Etape Lieu Description
O lLa fécondation marque le début de la péricde embryonnaire. C'est
1 Fécondation | Y |Fensemble des transformations qui se produisent dans loeuf, suite a
I; linteraction et & |z fusion des gamétes.
U |La premiére étape du développement de f'eeuf fécondé ou zygote est]
. C |appelée segmentation et correspond & des divisions répétées, quij A
2-4 | Segmentation | | eutissent a la formation de celliles semblables de plus en plus peties| ¥
E |ou blastoméres.
L'étape de compaction, cest-d-dire liaison intime entre les cellules,
5 Morula survient au stede morula {32-64 cellules), environ 5 jours aprés
{150 pm}) les chaleurs. Pendant la compaction, [a morphologie des blastoméres
évnlue de facon différenciée pour aboutir 4 Ia formation du blastocyste.
Le blastocyste est défini par |a présence d'une cavité cenlrale, le biastoceele, |
78 Blastocyste U entouré par une couche de cellules, appelée trophoblaste {futur placenta) et
{150-350 pm) ! par un petit groupe de cellules formant le bouton embryonnaire (futur veau).} B
E Il est entouré de Ia zone pellucide, qui joue le rile de barriére protectrice.
org | Ecosion g L'éclosion comrespond 4 la perte de la zone pellucide par le biastocyste.| #™= —.
{400 ym->2cm) Celle-ci s'amingit puis se rompt suite a l'expansion du blastoccele de 'embryon. |« gw 4
A pariir du 117 jour, le blastocyste perd sa forme sphérique et s'allonge A"
. trés rapidement : clest ['élongafion. Pendant cefte période, il envahit
" Elongation . o ; e S o
progressivement la cavité utérine, qu'il accupe en fotalité vers le 18 jour. 4
1l atteint alors 40 cm. '
* par rapport aux chaleurs source images de 1 2 5 UNCEIA et 6 INRA

Figure 4 : Stade du développement embryonnaire de Ia fécondation a I’élongation du
blastocyste (UNCEIA Groupe Fertilité Femelle, 2006).

Pendant cette étape de segmentation de 1’ceuf (ou zygote), les mitoses répétées
aboutissent a la formation des blastomeéres, cellules semblables et de plus en plus petites
Jjusqu’au stade morula. La mise en route du génome embryonnaire se produit & un moment
précis du développement embryonnaire, au stade 8-16 cellules. Tout retard & la mise en route
de la lecture du génome embryonnaire met I’embryon en danger. Le zygote arrive a la
jonction utéro-tubaire 24-48 heures aprés la fécondation, il est généralement au stade 8
cellules. L’entrée dans I"utérus se fait au stade 16-32 cellules, 5-6 jours aprés la fécondation.
Le phénomeéne de compaction qui a lieu 6-7 jours aprés la fécondation (au stade 64 cellules)
aboutit a la formation d’une cavité blastocoelique et & I’expansion du blastocyste. Le

blastocyste de 7-10 jours est sphérique avec une cavité centrale, le blastocoele, complétement
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entouré par une assise cellulaire appelé trophectoderme ou trophoblaste et par un petit groupe
de cellule situé sous le trophectoderme, la masse cellulaire interne ou disque embryonnaire.
Le trophoblaste formé d’une seule couche de cellules minces et 4 noyaux petits est
étroitement appliqué contre la membrane vitelline et la zone pellucide (ZN) commence 2
s’amincir. L’expansion du blastocyste suite 4 une accumulation de liquide provoque une
augmentation de son diamétre. L’éclosion (sortie de la zone pellucide), étape cruciale du
développement, se produit alors vers 9 a 10 jours aprés la fécondation. Dés lors la croissance
est rapide, les parties extra-embryonnaires s’allongent en envahissant la cavité utérine. Le
blastocyste s’allonge de 0,40 mm de long sur 0,25 mm de large 4 plus d’un métre 4 semaines
plus tard, c’est la phase de I’élongation. L’embryon se délimite vers 18 jours et les premiers
somites se forment vers le 19¢me jour. A cette date ’embryon est long de 3-4 mm, la
fermeture du tube neural est déja commencée. Le coeur commence 2 battre. L’organogenése
de D’embryon continue et s’achéve vers 42 jours de gestation (Anonyme, 1972).
L’implantation dans I"utérus se produit vers le 19éme jour chez la vache (Guillomot, 2001) et
aboutit & la mise en place des structures placentaires. Aprés I’orientation du blastocyste, il y a
apposition entre le trophectoderme et I’épithélium utérin. Cette phase s’accompagne d’une
réduction des microvillosités de la membrane des cellules trophoblastiques contribuant & un
rapprochement étroit des deux tissus. Un systéme d’interpénétration des microvillosités
utérines et de la membrane plasmique du trophoblaste se met en place. Le trophoblaste
s’insére entre les cellules épithéliales sans les lyser, assurant 1’ancrage du blastocyste a
’endométre. L’invasion par intrusion est limitée & un nombre restreint de cellules
particuliéres, les cellules binucléées du trophoblaste qui fusionnent avec les cellules de
’endometre formant ainsi un syncytium alternant avec un épithélium simple (Wooding et
Wathes, 1980). Cela aboutit & la mise en place d’un placenta épithéliochorial (cellules
trophoblastiques au contact des cellules épithéliales utérines) et partiellement syndesmo-
chorial. L’implantation implique une synchronisation précise entre le stade de développement
du blastocyste et la réceptivité utérine au début du processus. Aprés son bon établissement, Ia

nutrition de I’embryon et sa protection sont assurées au travers de la placentation.
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Chapitre I : Superovulation et récolte des embryons:

1. La superovulation :

La Superovulation est la premiére étape du programme de transfert embryonnaire
.C’est un traitement 4 base d’hormones gonadotropes exogénes capables de stimuler la

croissance, la maturation de nombreux follicules et I’ovulation de ceci (Briante et al 2007).

Donc I’objectif de ce traitement est produire le maximum d’ovocytes fécondables et
d’embryons transférable capables de produire une gestation (Armstrong ; 1993. mapletoft ;
2002).

1.1.Choix des donneuses :

Le choix des donneuses est basé sur des critéres d’ascendance, du potentiel génétique
et de confirmation, en plus des exigences de I’intégrité du tractus génital et de la régularité de
la reproduction. Le plus souvent, la sélection de la donneuse s’opére en fonction de son mérite
génétique. La donneuse doit étre de la classe trés bonne ou excellente en termes de conformité
(Mapletoft, 1985). Le choix peut étre aussi fait en fonction des caractéres bien fixés et

transmis dans la lignée (le nombre de filles dans I’étable par exemple).

1.1.1. Age :

Keller et Teepker, 1990; la donneuse doit avoir un minimum de 8 mois d’4ge mais
dans la plupart des cas, les donneuses choisies sont en majorité des vaches du fait de la
connaissance de leurs performances productives et reproductrice.

Lamonthe signale que plus la donneuse avance en 4ge, plus la réponse 2 la superovulation est

erratique et il conseille une tranche d’4ge entre 5 et 10ans.

1.1.2. Etat sanitaire:

L’anamnése reproductrice de la donneuse est trés importante (Hanzen, 2009). Un
examen geénéral et génital de la donneuse peut étre fait pour sélectionner la donneuse
potentielle et pour avoir une bonne réponse (Mapletoft, 1985). Les vaches possédant des
chaleurs irréguliéres, des kystes ovariens et des infections utérines sont 2 éliminer. Les
donneuses a sélectionner sont, par exemple, celles qui sont normales aux examens général et

génital (sécrétions génitales normales) et celles qui ont des manifestations des chaleurs

20



Parie bibliographique chapitre I

réguliéres a intervalles de 2 voire 3 cestrus et des mises bas normales (Hanzen 2010). Le
rétablissement des fonctions reproductrices, incluant I’involution utérine compléte, la reprise
du cycle cestral et I’élimination des infections utérines, est indispensable avant la
superovulation. De plus, la donneuse sélectionnée devrait avoir terminé sa période
d’annovulation postpartum. Aussi, une période d’au moins 70 jours aprés mise bas est
nécessaire avant la super ovulation (Mapletoft, 2006). A 70 jours en lait (JEL), le pic de
lactation est atteint, la balance énergétique négative diminue progressivement et permet une
fonction reproductrice efficiente (Santos et al., 2008).

La donneuse peut étre aussi choisie en fonction de son profil de P4. Une mesure de la
concentration de P4 dans le sang (Callesen et al., 1988) et dans le lait (Herrler et al., 1990)
durant la période pré-ovulatoire permet d’exclure les donneuses non potentielles. Le
nombre d’embryons transférables varie significativement en fonction de la concentration dans
le lait et du profil plasmatique de P4 (Callesen et al., 1988). Selon Herrler et al. (1990), les
donneuses ayant une concentration de P4<10.7 + 1.3 ng/mL produisent moins de CJ,
d’ovocytes et/ou embryons et d’embryons transférables comparativement aux donneuses
ayant une concentration de P4 > 10.7+ 1.3 ng/mL (3.4+1.0vs 10.8+0.7CJ; 1.7+ 0.8 vs 6.2
= 0.9 ovocytes et/ou embryons; 1.2 + 0.7 vs 2.8 + 0.4 ET).

L’état sanitaire de la donneuse conditionne certainement en grande partie non
seulement le nombre d’embryons récupérés, mais aussi la qualité des embryons. Sur le plan
général, la donneuse devra étre indemne de toute maladie susceptible d’étre transmise a
I’embryon (tuberculose et surtout la brucellose). Les traitements antiparasitaires et vaccination

aurront ét¢ effectués 30 jours au moins avant le traitement de superovulation (Hanzen, 2009).

1.2. Les différentes hormones utilisées dans le traitement de superovulation

L’initiation de la sperovulation consiste & supprimer les effets du follicule dominant et
a initier une nouvelle vague folliculaire pour avoir une ovulation simultanée de plusieurs
follicules & I’aide de gonadotrophines, préparées & partir des extraits pituitaires de porc et de
eCG (Murphy et al, 1984).

Chez la vache trois différents types de gonadotrophins ont été employés pour induire
la superovulation; gonadotrophines des extraits pituitaires porcin ou d'autres animaux
domestiques(ovins et bovins), gonadotrophin chorionic équin (eCG) et gonadotrophin
menopausal humain (hAMG) (Alkemade et al ; 1993. Murphy et al 1984).
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Les gonadotrophines différent 1'une de I’autre par leurs compositions en FSH et LH (Murphy
et al, 1984). La vache superovulé semble mieux rependre au traitement gonadotrophine si ce
dernier est commencé autour du jour 10 du cycle (Foot et al 1970, Phillippo et al 1975,
Sreenan et al 1977, Mapletoft 1985).

L’initiation du traitement de SOV entre le 8&me et le 12éme jour du cycle oestral a
permis d’avoir une meilleure réponse (Bo et al., 1995). Tl semble que la période entre le 8&me
et le 12éme jour du cycle coincide avec le moment de I’émergence de la deuxiéme vague
(chez les vaches a 2 et 3 vagues folliculaires) durant la quelle il y a croissance d’une cohorte
de follicules (Ginther et al., 1989).

1.2.1. Les extraits hypophysaires:
1.2.1.1. FSH: Follicular Stimuling Hormone

Plusieurs produits ont été disponibles sur le marché : FSH-P (100% FSH); NIH-FSH-
P1 (68% FSH et 32% LH); Folltropin V® (est un extrait pituitaire porcin constitué de 84%
FSH et 16% LH, Mapletoft et al., 2002). Actuellement, au Canada, I’hormone la plus utilisée
dans le traitement de SOV est la Folltropin V® (Mapletoft, 2002).

La société Mérial (Bd Sylvain Dupuis 143 1070 Bruxelles) commercialise le Stimufol.
Ce produit contient 500 pg de FSH porcine et 100 ug de LH porcine. 11 est fabriqué par le

laboratoire de Physiologie de la Reproduction de la Faculté de Médecine Vétérinaire.

Récemment la pFSH a été modifié chimiquement avec un polyéthyléne glycol (PEG)
pour former des dérivés : PEGylatedpFSH. Les résultats indiquent que la PEGylatedpFSH
est encore bioactifs bien que cette activité est réduite et I'élimination d'immunoréactivité par
PEGylation suggére cette modification mérite la création d'un produit utile dans l'induction de

superovulation bovine (UCHIYAMA Y ; 2009)

La FSH posséde une demi-vie plus courte (5 & 6 heures) que la PMSG (Hanzen ;
2010). Sa moindre richesse en acide sialique (5 %) oblige des injections répétées pour induire
une superovulation avec suceés (Mapletoft, 2002, Monniaux et al 1983). Sa concentration
atteint une valeur maximale 3 heures aprés leur injection et n’est plus décelables 12 heures
aprés I’injection.

La durée du régime habituel est de 4 ou 5 jours, avec des injections bijournaliéres avec
une dose totale de 28 & 50 mg (Armure) d'un extrait pituitaire brut (Fsh-p) ou 400 mg Nih-
fsh-pi de extrait pituitaire épuré, ® de Folltropin - V.
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Quarante huit a 72 h aprés le déclenchement du le traitement, la PGF est injecté pour
induire le luteolysis. L'oestrus se produit entre 36 et 48 h, avec l'ovulation 24 et 36 h plus
tard (Mapletoft, 2002).(figure 5 et 6)

§ Vaches donneuses cyclées
i de chaleurs observé :

¥
-

257

Préiévement
d’embryons et
implantation

i 1
<————— 113 12jours

Figure 5: Schema de traitement hormonaux des donneuses et des receveuses cyclé(

Dominique 2003).

L’utilisation répétée de FSH n’entraine pas la formation d’anticorps contrairement 4 la
€CG. La société Mérial (Bd Sylvain Dupuis 143 1070 Bruxelles) commercialise le Stimufol.
Ce produit contient 500 pg de FSH porcine et 100 pg de LH porcine. 11 est fabriqué par le

laboratoire de Physiologie de la Reproduction de la Faculté de Médecine Vétérinaire.

1.2.2. eCG : equine Chorionic Gonadotrophine
Anciennement; PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) ; extraite du sérum de
jument gravide entre le 42¢éme et le 100éme jour de gestation. Le gonadotrophin chorionic
équin est une glycoprotéine complexe avec les deux activités de la FSH et celle de LH
(Murphy 1984). Le rapport FSH/LH dépend du stade de gestation de la jument. Elle est
injectée par voie IM & une dose comprise entre 1500 & 3.000 UL Sa concentration est

maximale dans ’organisme 15 & 32 heures aprés son injection (Hanzen , 2010).
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On lui a montré pour avoir une demi vie (de 40 h) imputable & sa richesse en acide sialique
(13 %) qui la protége de la dégradation hépatique et rénale (Mapletoft 2002). Elle persiste
Jjusqu'a 10 jours dans la circulation de bovin (Dieleman, 1993)

Ainsi elle est injectée une fois a une dose de 1500 & 2000 UI suivie de ’injection de la
PGF, 48 h plus tard (Dieleman, 1993). La longue demi vie d'eCG est a ’origine d’une
stimulation ovarienne continue, d’ou la formation des kystes folliculaires, des profils
anormales d'endocrines ainsi qu’une qualité réduite d'embryons (Moor 1993, Saummande
1978. Mickel 1984). Aussi il est indispensable de lui adjoindre une injection intraveineuse
d’anticorps anti-eCG & I'heure de premiére insémination, 12 4 18 h aprés le début de l'cestrus
(Dielemen 1993. Ganzales 1994). Ces anticorps ont pour objet d’inhiber 1’action de la eCG et
ce faisant le développement d’une seconde vague de croissance folliculaire et d’éviter la
formation de follicules kystiques. Elle n’induit qu’une superovulation limitée chez les
bovins.le nombre d’embryons de bonne qualité produits par vache donneuse est comparable

celui obtenu avec FSH (Chupind, 1988).
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Figure 6: Schema de traitement hormonaux des donneuses et des receveuses cyclé(

Dominique 2003).
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La répétition des injections de eCG & 1 voire deux mois d’intervalle est susceptible de

réduire I’efficacité du traitement étant donné la réaction antigénique possible.
*Prostaglandine (PGF,a)

Dans tous les cas, ces traitements sont renforcés par une injection de prostaglandine
48h apres le début du traitement de la superovulation. Cette injection est destinée & dissoudre

le corps jaune éventuel, qui s’opposrait a I’ovulation. (figures 5 et 6).
1.3. Facteurs déterminants la réponse de superovulation:

Deux problémes majeurs sont identifiés dés le début de I"utilisation de la technique de
TE: le nombre moyen d’embryons récolté par vache traitée reste faible, ce qui a par
conseéquence un cout de production élevé, et la fréquence des animaux qui ne produisent
aucun ET est trop €levé pour que la technique soit utilisée au mieux dans les programmes
d’amélioration génétique (J. Saumande1995).

La variabilité de la réponse ovulatoire des donneuses rend difficile la planification
rigoureuse du nombre de femelles receveuses et limite le développement du transfert
embryonnaire.

La faible réponse de la SOV peut étre due a la perturbation des fonctions
physiologiques de I’axe hypothalamo-hypophysaire et ovaro-utérin durant Ie traitement
(Kafi et McGowan, 1997). Il semble méme que le faible nombre d’ET récolté résulte de la
perturbation du transport des spermatozoides dans ’oviducte (Kafi et McGowan, 1997).

1.3.1 Facteurs intrinséques 2 la donneuse

1.3.1.1. Age :

Lerner (1986) rapporte que 1’augmentation de 1’Age de la donneuse a une influence
négative sur la réussite de la SOV et sur la production d’ET. Cette influence négative résulte
de la variation de la réponse a la FSH. Il semble qu’a partir de 6 4 9 ans, les vaches tendent &
donner un grand nombre d’ovocytes non fécondés et un faible nombre d’ET. Cette diminution
est due & la réduction du nombre des follicules capables de répondre au traitement de
gonadotrophines (Lerner et al., 1986) ou de la compétence des ovocytes (Pritpal et al., 2007).

Cependant ’4ge n’est pas le facteur déterminant de la variation de la réponse de la
SOV (Hasler, 1992). Le faible taux de récolte chez les donneuses agées serait due 3 la

réduction de la compétence des ovocytes a ovuler (Pritpal et al., 2007).
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1.3.1.2. Etat de santé:

-La présence d’infections virales: I’impact des infections & pestivirus sur la réponse de la
SOV a ét€ évalué par Kafi et al. (1997). Les résultats montrent que les vaches infectées
donnent peu de CJ palpable et un faible nombre d’ET par rapport aux vaches non infectées de
BVD et IBR. 1l semble qu’un faible taux d’ovulation est la cause de la faible réponse des
vaches infectées.

- La présence d’infections utérines: plusieurs facteurs comme la rétention placentaire, Ia
dystocie et délai d’expulsion des lochies prédisposent la vache aux infections bactériennes
utérines. Suite au vélage, la majorité des vaches se retrouve avec une contamination
bactérienne de [I'utérus. Les bactéries les plus impliquées sont Escherichia coli,
Arcanobactérium pyogenes, Pseudomonas aeroginosa, Staphilococcus spp, Streptococcus
spp, Pasteurella multocida, Clostridium spp, Bacterioides spp et Fusobacterium spp
(Bondurant, 1999; Sheldon, 2004).

La présence de certaines bactéries dans 1’utérus génére une inflammation utérine (métrite,
endométrite) agissant au niveau des ovaires, de I"hypothalamus et de I’hypophyse (Sheldon,
2004) qui, par conséquent, pourrait modifier la réponse de la SOV. La plupart des infections
utérines ont €té associées aux modifications de profils hormonaux des vaches qui peuvent &tre
a origine de la variation des réponses de la SOV. Par exemple, une endométrite clinique ou
subclinique peut étre associée a un profil anormal de la P4 entrainant une anovulation, des
kystes ovariennes et une longue phase lutéale (Opsomer et al, 2000; Royal et al, 2000). Ces
anomalies résultent de la perturbation des sécrétions de GnRH par les produits libérés par les
bactéries (Karsch et al, 2002).

1.3.1.3. Stade du cycle eestral au moment de la superovulation

Le statut ovarien ainsi que la qualité de I’ovocyte au moment de la SOV a toujours été
considéré comme le facteur déterminant de la réponse a la SOV chez la vache (Monniaux et
al, 1983; Bo et al, 2002). Il semble que la réponse a la SOV peut étre prédite en fonction du
nombre de follicules supérieure ou égale & 2 mm de diamétre au moment de 1’émergence de la

vague folliculaire (Singh et al, 2004).

La présence du follicule dominant est un facteur limitant de la réussite de la SOV

(Guilbault et al, 1991; Huhtinen et al, 1992; Lussier et al, 1995).
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Une diminution de la réponse & la SOV et un faible nombre d’embryons récoltés ont été
attribués a la présence de follicules dominants, de plus de 10 mm de diamétre, au moment de
la SOV (Grasso, 1989). Ces résultats ont été confirmés par Bungartz et Niemann (1994) sur la
base de SOV faite en présence de follicule dominant. L’initiation de la SOV en présence ou
aprés la sélection du follicule dominant résulte en un faible taux d’ovulation a cause de son
effet inhibiteur sur la croissance des petits follicules recrutés durant la SOV (Adams et al,
1993). Par contre, la suppression du follicule dominant 48 heures avant la SOV a un effet
promoteur de la croissance folliculaire et donne lieu 4 un taux d’ovulation élevée avec moins
de variations du nombre d’ET (Guilbault et aZ, 1991; Kim et a/, 2001). L’initiation de la SOV
en présence de 9 4 10 follicules de 3 a2 8 mm de diamétre donne lieu 4 une augmentation
significative du taux d’ovulation et de nombre d’ET (Bergfelt et al, 1994; Garcia et al, 1998).
Les résultats de SOV sont les mémes si les traitements ont été initiés au moment de
I’émergence de la premiére ou de la deuxiéme vague du fait qu’il n’y a pas de différence du
nombre de follicules recrutés, du nombre d’ovulations induites et du nombre d’embryons et
d’ovocytes récoltés entre I’initiation de la SOV durant la premiére ou la deuxiéme vague
folliculaire (Adams, 1994). Par contre, I’initiation de la SOV 1 jour aprés I’émergence des
vagues semble réduire la réponse du traitement car peu de follicules sont recrutés résultant en

un faible taux d’ovulation (Nasser et al., 1993).
1.3.1.4. Variation du temps de maturation des follicules et moment de ’TA

Il semble que la différence en termes de stade de développement des embryons
récoltés aprés la SOV résulte de la variation du temps de maturation des follicules et du
moment de I’TA (Dominko et Firsti, 1997).

En effet, 35 heures aprés 1A, la plupart des embryons sont au stade de 2 cellules. L’TA
juste apres la formation des corps polaire de ’ovocyte donne lieu 3 une diminution du taux de
clivage de ’embryon au stade de 8 cellules. Par contre, la retardation de I’TA améliore
significativement le développement des embryons au stade de 8 cellules, car ce délai permet
un bon développement et une bonne maturation de I’ovocyte et éventuellement la réussite de
la fécondation (Dominko et Firsti, 1997).

Durant la SOV, des follicules ovulent alors que d’autres n’ont pas encore achevés leur
croissance. La maturation des follicules des vaches surovulées ne se fait pas en méme temps.
La SOV induit une reldche précoce de la LH qui ne permet pas aux follicules d’acquérir une
maturation adéquate. Ce phénoméne résulte de la perte des activités mitotiques et de

I’expansion de la membrane de la granulosa des follicules 24 & 26 heures aprés le pic de LH
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(De Loos et al, 1991b). Ces anomalies ont été rapportés, surtout lorsque la SOV a été faite a
I’aide de I’eCG (Murphy et Martinuk, 1991; Laurincik et al., 1993a).

L’asynchronie de I’ovulation des follicules résulte de I’action de la LH contenu dans les
gonadotrophines utilisées et la production de P4 vers la fin de la SOV (Callesen et al.,

1988). La LH des gonadotrophines induit I’ovulation des follicules larges au début de la

SOV tandis que la présence de P4 élevé (due a la supplémentation de P4, CIDR) durant la
période préovulatoire entraine la défaillance de ’expression de la chaleur ainsi que la relache
de la LH. Cette derniére perturbe 1’activité mitotique des follicules qui retarde 1’ovulation
(Foote et Ellington, 1988).

Dans le cas de I’insémination artificielle (IA) programmée & un moment déterminé

aprés ’arrét du traitement, le succes de la fécondation des ovocytes est en partie limité par la
variabilité¢ du moment de 1’ovulation par rapport a I’'IA (Ponsart et al 2004).
La tendance a observer de meilleurs résultats de production d’embryons chez des donneuses
inséminées plus de 10 h aprés le pic de LH, suggére que le moment de I’IA pourrait étre
optimisé, ce qui permettrait d’une part d’agir sur une variabilité intrinséque de 1’animal (stock
de follicules stimulables) et d’autre part, d’obtenir des réponses moyennes optimales (Lafri M
et al 2008).

1.3.2. Facteurs extrinséques a la donneuse

1.3.2.1. Température, saison et environnement

Les génisses surovulées sous l’influence du stress thermique produisent plus
d’embryons anormaux (Putney et al., 1988). Les températures et humidité élevées altérent la
croissance des follicules (Wolfenson et al., 1995) en affectant négativement les cascades
enzymatiques de la stéroidogenése des cellules de la théque des follicules (Misra et al., 1993)
qui entraine une production d’embryons de mauvaise qualité (Kafi et McGowan, 1997).

L’effet de la saison sur la réponse de la SOV résulte de I’effet du stress thermique sur
la vache (Kafi et McGowan, 1997). Les études menées par Misra (1993) et Ryan et al. (1993)
indiquent que la réponse de la SOV durant I’été donne lieu 4 un faible taux de fécondation et
de nombre d’ET. Le faible taux de fécondation des ovocytes pendant 1’été résulte de ’effet du
stress thermique sur la maturation des ovocytes (Sartori et af, 2002).

L’impact de I’environnement sur ’efficacité de la SOV réside sur I’action du stress

environnemental sur la sécrétion des gonadotrophines. Il semble que le transport des vaches

28



Parie bibliographique chapitre II

durant le traitement de SOV a la FSH donne lieu 3 un faible taux d’ovulation due a la
sécrétion de cortisol (Edwards et al, 1987; Gilad et al, 1993).

1.3.2.2. Nombre de SOV précédentes :

En général, la fréquence des surovulations affecte la réponse ovarienne des vaches. Le
taux de fertilisation est négativement affecté par le nombre de surovulation (Hasler et al.,
1983).

Le taux passe de 77% (a la premicre récolte) a 44% aprés 10 SOV consécutives.
Toutefois, les faits sont contradictoires (Hasler et al, 1983).

Henzen, 2004: le traitement de la SOV n’a pas un effet négatif sur la fertilité ultérieure
des vaches ; 98% des vaches peuvent étre inséminées dans les 25 jours suivant la récolte.

1.3.2.3. Effet de Pinsémination artificielle et de Ia semence :

Le nombre d’insémination a ét€ progressivement réduit & deux (12h aprés le début des
chaleurs) sans que le pourcentage d’ceufs soit affecté (J. Sanmande, 1995). 1l a été montré
que si ’cestrus était détecté avec beaucoup de rigueur une seule IA est suffisante (Lacaze et al
1992). Ces méme auteures non pas mis en évidence Peffet taureau. Et il faut penser que le

choix de taureau dépend en premier lieu de la caractéristique d’origine génétique.

Il y a une corrélation positive entre la fertilité de la semence utilisée et le taux de
fécondation des ovocytes chez les vaches surovulées (Callaghan et King, 1980). Le taux de
fécondation varie de 89% pour une semence dont la fertilité est au dessus de la moyenne, &
70% pour une semence dont la fertilité est en dessous de la moyenne. En outre, la congélation
de la semence semble avoir un effet négatif sur la fécondation des ovocytes. La comparaison
de 5 semences congelées montre que le pourcentage d’embryons récoltés variait de 32,6 a
84,4% (Misra et al, 1999b). Par ailleurs, il semble que le nombre d’embryons récoltés résulte

du nombre de spermatozoides contenu dans la semence (Kafi et McGowan, 1997).

1.3.2.4. Nutrition
La relation entre la nutrition et la reproduction est complexe car la nutrition agit a
différents niveaux du systéme reproducteur (Santos et al., 2008). Briant et a1,2007 ; Santos et

al, 2008: I"état corporel et le statut nutritionnel interviennent précocement et tout au long du
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processus de croissance folliculaire, notamment sur le nombre de follicule recrutés, donc la

nutrition de la donneuse peut influencer la qualité des ovocytes et des embryons récoltés ().

La réduction de I’apport alimentaire affecte la croissance folliculaire et contribue, par
conséquent, aux variations de la réponse 4 la SOV (Murphy et al., 1990). La persistance d’une
balance énergétique négative postpartum (BEN) favorise la mobilisation des acides gras
libres. Ces derniers; qui a leur tour, affectent la viabilité des embryons (Leroy et al, 2008). La
réponse a une SOV varie en fonction des conditions de chair des donneuses (Baruselli et ai.,
2006). Une variation du taux d’ovulation de 39,7 & 56,7% résulte de 1’augmentation de la
condition de chair de 3,0 & 4,0. Une supplémentation en minéraux et en vitamines de la diéte
des donneuses serait nécessaire (Vaughan, 1990). Les effets négatifs d’une suralimentation au
moment de I’insémination et pendant le développement embryonnaire est de plus en plus
¢évident et s’expriment par une augmentation du métabolisme des hormones stéroidiennes au
niveau du foie ce qui provoque une diminution de P4 circulante et par conséquent une
diminution du développement et de viabilité de 1’embryon (Santos et al., 2008). Par exemple,
une hyperglycémie chez la vache est associée a la production d’embryons de mauvaise qualité
(Gong et al, 2002). Alors qu’une hyperinsulinémie et une augmentation de I’insulin like
growth factor 1(IGF-1) affectent le transport de glucose au niveau de I’embryon, et le rend
vulnérable a I’apoptose (Armstrong et al, 2002).

1.3.2.5. Méthode de récolte

Le faible taux de récolte embryonnaire ne résulte pas seulement de la réponse i la
SOV. La méthode non chirurgicale est la plus utilisée, car elle est répétable, se fait & la ferme
et n’affecte pas le tractus reproducteur. Le taux de récolte d’embryon par cette méthode varie
selon les études. Ces variations peuvent étre dues aux différences entre les techniques
utilisées, I’habilité de la personne et les variations des traitements de SOV. Il est évident qu’il
y a des variations dans la technique de récolte non chirurgicale. Selon les études de Sartori et
al. (2002), le taux de récolte d’embryons varie en fonction de ’endroit o le ballonnet est
placé. La pose du ballonnet dans les pointes des cvornes donne un taux de récolte de 30,9%
tandis que la pose du ballonnet juste aprés la bifurcation des cornes donne un taux de récolte
de 60,3%.
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2. Recolte :

Aprés leur sortie de ’oviducte (J4-Js), les embryons sont collectés dans I"utérus avant
leur éclosion (qui a lieu a Jo), La collecte est donc réalisée entre Js et Jg aprés IA et presque

toujours a J; (Nibart, 1991).

Tableaul: stades de développement embryonnaire normale en fonction des jours de

Peestrus d’une donneuse (Seidel et al ; 1991)

Stade de développement Jours aprés début de 1’cestrus
1-cellule 0-2
2-cellules 1-3
4-cellules 2-3
8-cellules 3-5%
16-cellule 4-5%
Jeune morula 5-6
Morula compacte « tight morula » 5-7
Jeune blastocyste 7-8
blastocyste 7-9
Blastocyste expansif 8-10
Blastocyste éclos 9-11

* Embryon en général se déplace de I’oviducte vers I’utérus du stade 8 au 16 cellules

1. Techniques de récoltes :

1.1. Récolte invasive « chirurgicale » :

Réalisée sous anesthésie générale la récolte invasive était, autrefois, la seule technique de
collecte des embryons, 3 la faveur d’une incision au niveau de ligne blanche en avant du pis,
I'utérus était extériorisé, une incision d’un cm de long était pratiquée a la base de la corne utérine
pour permettre 1’introduction d’un cathéter a deux voies (sonde de FOLLEY). Le ballonnet était
ensuite gonflé. (Curtis et al, 1991).

Le liquide de récolte €tait injecté vie une aiguille & bout mousse au sommet de la corne
utérine et récupéré par ’orifice situé & la base du ballonnet qui assure 1’étanchéité. Aprés récolte,
le ballonnet est dégonflé, I'utérus et les plans chirurgicaux sont suturés. Cette technique a pour
avantages un taux de récupération élevé des embryons (70 & 80 %), la possibilité de juger la

réponse ovarienne au traitement de superovulation par un comptage direct des corps jaunes. Elle
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fut pratiquement abandonnée étant donné la lourdeur de sa mise en ceuvre mais aussi la difficulté

de la pratiquer plusieurs fois chez un méme sujet (Curtis ef a/, 1991).

Figure 7 : Collecte par voie chirurgicale (Idres T, 2011)
1.2. Récolte non chirurgicale : ou dite par voix cervicale :

cette procédure plus ou moins récente a permis de facilité la récolte embryonnaire pour le
praticien du TE, en plus de la réduction des risques de complications chez la donneuse

(complication opératoires et postopératoires ( Gordon , 1996).

La toute premiere étape de cette technique est la palpation ovarienne pour estimer le
nombre de corps jaunes sur chaque ovaire et donc d’évaluer la réponse superovulatoire (dans

certain circonstance les donneuses qui ont mal ou pas répondu, ne sont récoltés) (Seidel, 1992).

Une anesthésie épidurale basse est recommandée pour la procédure de récolte non chirurgicale.
La zone d’¢€lection pour 1’anesthésie est la base de I’insertion de la queue avec le sacrom : plus
précisément entre la 1°7¢ et la 2°™¢ vertébre coccygienne. La zone est tendue et lavée avec du
savon i0od€ et ensuite badigeonné avec de 1’alcool a 70° pour prévenir les infections spinales. Une
quantité de 5 ml d’une solution stérile de 2% de procaine est suffisante. Une bonne ¢épidurale basse

se constate par une flaccidité de la queue (Seidel, 1992).

Lorsque I’anesthésie prend effet, la queue est attachée sur un coté Uarriére train est nettoyé de ma
bouse et de la boue le rectum est vidé de toute matiére fécale. La zone vulvaire est nettoyée

entierement, par un bon lavage au savon iodé puis un ringage abondant est pratiqué

L’opération proprement dite commence par I’introduction de la sonde de Foley (voir figure8) entre
les deux lévres vulvaires puis le passage de celles-ci & travers les anneaux cervicaux ’operation

est enticrement guidée par 1’autre main, placée dans le rectum (Seidel, 1992).
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Lors du passage de la sonde de Foley dans 1’utérus ; on a le choix entre deux approches pour
positionner le ballonnet; celles-ci sont nommées « Flushing » du corps ou des cornes. La premicre
se fait en gonflant le ballonnet juste aprés le cervix. 10 & 20 CC d’air suffisent avant de le clamper.
Un excés de gonflement peut provoquer la rupture de ’endomeétre. La deuxieme se fait toute en

placant le ballonnet & I’entrée de la corne choisie aprés la bifurcation (2 travers 3 4 4 cm apres

celle-ci) (voir figure9).

Figure8:sonde a deux voies dite de Foley avec Figure9: position de la sonde de Foley pour un Flushing et

sans ballonnet gonflé.(Kuzan et Seidel, 1986) des cornes (Seidel 1991).

La technique se résume a injecter le liquide de récolte préalablement chauffé & la
température du corps puis le récupéré (la récupération se fait automatiquement pour la sonde a
trois voies « capillarité » car la voie de drainage est différente de la voie d’injection des liquide de
récolte, alors que la sonde a4 2 voies se fait avec aspiration des fluides par la meme voie
d’administration grace & une grosse suringue . Un massage utérin durant I’opération est préconisé
pour détacher d’éventuels embryons accrochés ou piégés sur la paroi. Les liquides récoltés sont
envoyés au laboratoire et ils sont laissés pour décompter ou sinon filtrés a travers des filtres
spéciax pour embryons de la taille de 75pum. Le culot ou le sédiment résultant est examiné sous un

bon binoculaire (Seidel, 1992).
2.2. Examen et classification des embryons:

Les embryons récoltés aprés superovulation se présentent sous des aspects

morphologiques divers.

Il est important d’apprécier la qualité des embryons avant leur transfert ou autres
manipulations biotechnologiques €ventuelles (Hanzen ; 2000). Les plus importants critéres de

tout schéma de classification des embryons doivent étre basés sur les caractéres
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morphologiques facilement reconnaissables, et devront étre retenus en relation aux taux de
gestation estimés, et attendus pour chaque grade (Seidel et al, 1991) (tableau 2). Le tableau
fournit une classification des embryons selon 4 catégories d’embryons transférable, évaluant

le meilleurs taux de gestation pour chaque groupe.

Tableau2: taux de gestation des embryons classés dans 4 groupes basés sur la
morphologie (Seidel et al, 1991)

Classification Nombre Pourcentage des embryons Taux de gestation
Excellent 275 54 632

Bon 152 30 582

Moven 42 8 312

Pauvre 42 8 12¢

ab,c

taux de gestation avec différentiels P<05

11 est clair que ce type de systéme de classification des rangs d’embryons est raisonable, puisqu’il se

base sur des données statistiques (Elsden et al., 1978).

L’évaluation de la qualité des embryons se fait par I’intermédiaire de la taille, de la
couleur, du nombre et de la compacité des cellules, de la taille de 1’espace périvitellin, du

nombre de cellules dégénérées, et du nombre et de la taille des vésicules.

L’INRA-UNCEIA donne une définition précise de quatre qualités différentes.

34




Parie bibliographique

chapitre i

Tableau 3: classification des embryons selon leur qualité (d’aprés PINRA- UNCEIA 1990).

Classification

Qualité

Description

Excellent

Embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique,
symétrique avec des cellules de couleurs et de texture
comparables.

Blastomeres polygonaux au stade morula aspect compact.

Bon

Embryon un peu en retard de développement par rapport a
son jour de collecte . '

Ou embryon semblable a !’embryon excellent mais
asymétrique.

Ou exclusion de quelque blastoméres dans [’espace
périvitellin.

Moyen

Embryon en retard de développement 1 a 2 jours blastoméres
sphériques au stade morula ou des défauts bien précis
comme :

Nombreuse cellule échappées dans 1’espace périvitellin, des
vésicules des cellules dégénérées blastomeéres de taille
variable.

Aspect plus clair ou plus sombre que normal.

Meédiocre

~mais présence d’une masse celullaire homogéne qui apparait

Nombreux défauts comme de nombreuses cellules échappées,
de tailles différentes, des vésicules grosses et nombreuses ;

viable.

Mort
dégénéré

ou

Arrét de développement & un stade précoce.
Celulles dégénées.

Quelques uns des laboratoires ont un classement de 6 niveaux; pour ceux classés

congelables ou transférable est fondé sur une classification finale avant congélation ou

transfert, cette étapes est basé sur un remplissage d’un formulaire a point, détaillant quelques

crittres suivants: I’dge(jours apres 1’cestrus), nombres de cellules, couleurs de cytoplasme,

zone de dégénérescence, nombres de blastomére expulsées, taille de ’espace périvitellin,

stade de développement embryonnaire et le nombre de jours de retard s’il existe par rapport 4

la normale. Aprés cette notation les embryons sont classés dans les 6 catégories suivantes :

» Excellent: parfait embryon pour son stade

> Bon: imperfections insignifiants tel que une zone pellucide ovale et un petit nombre

de cellules expulsés ou une forme 1égerement asymétrique.
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»> Moyen: anomalies peu nombreuses a titre d’exemple: un nombre modéré de cellules
expulsées, petite taille un peu de dégénérescence ou un retard de développement d’un
jour.
> Pauvre: dégénérescence considérable, cellules vésicules, grande variation de taille de
cellules, défaut de compaction, trés petit et/ou un retard de 2 jours.
> Dégénéré: de sévére dégénérescence sans valeur transférable.

> Non fécondé ou embryon avec 2 - 3 cellules.

Il est souvent impossible de déterminer si un embryon est trés dégénéré ou c’est un ovocyte
non fécondé, méme si ’embryon contient 2 ou 3 cellules par ce qu’un ovocyte non fécondé

peut étre fragmenté (Amara 2003).

D’aprées Kennedy et al (1983); Cing échelles ont été utilisées pour repartir
morphologiquement les embryons des vaches avant et aprés une cryoconcervation. Les détails

de ce systéme de classification sont montrés dans ce tableau n’3:
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Tableau 3: notion d’embryon de vache sur des bases et des carecteristiques morphologiques
(d’aprés Kennedy et al 1983).

Le niveau | La qualité | Caractéres typiques des embryons

Embryon parfaitement symétrique, montrant de la granulation
Grade 1 Excellent | , ‘L . .
égale et un contour précis, distinct; aucune expulsion de
blastomére. I’embryon devra étre a I’étape attendue de son

développement par rapport & son 4ge.

Embryon montrant une granulation égale avec un contour précis et

Grade 2 Bon distinct, quelques blastomeres expulsés et un nombre précis de

blastomeére dégénérés; par fois de forme asymétriques symétrique.

Les embryons sont intactes mais avec un contour brumeux par

Grade 3 Rioge endroit défaut évident et apparent tel que des cellules expulsé

vésiculisation, et quelques-uns des blastoméres dégénérés.

Les embryons montrent de la granulation irréguliére un contour

Lirade 3 Famre brumeux beaucoup d’expulsion de blastoméres et une

dégénérescence évidente quelques fois de formes anormale.

La dégénérescence est danc prononcée avec une impossibilité de

Grade 3 Degrnces déterminer le stade exacte de développement; quelques fois de

formes anormale.

Le devenir de I’embryon peut dépendre de ces qualités, car 'IETS que si les embryons
de qualité 1 a 3 sont transférables en frais, et seul les embryons de qualité 1 sont congelables
(Legrand, 2003).

Chaque embryon est alors logé dans une paillette, entre deux bulles d’air, paillette
obturée par des poudres de différentes couleurs pour identification.

Apres, les embryons sélectionnés pour la congélation passent dans un congélateur progressifs,
jusqu’a -196°. Les autres maintenus a -15°, sont utilisables sur les receveuses dans un délai de
24 a 36 heures (Hanzen; 2000).
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;
Ch apitre Il La cryoconservation des embryons:

1. Introduction :

La conservation des embryons récoltés sur un animal donneur ou obtenus par
fécondation in vitro constitue une étape essentielle du transfert d’embryons. Cette
conservation peut s’envisager & court ou long terme (Hanzen. 2610).

Les premitres conservations d’embryons par le froid chez la vache datent des anndes
70 (Wilmut et Rowson 1973). Un refroidissement lent {0,2°C/min) en présence de DMSO
comme cryoprotecteur €tait utilisé, avant stockage des embryns dans I’azote liquide (-196° C).

Dans les années 80 se développe une nouvelle technique de cryoconservation, la
vitrification, qui consiste & plonger trés vite les embryons dans I"azote liquide (Rall et Fahy
19835, Scheffen er al 1986).

Aujourd'hui, grice aux énormes progrés réalisés, la cryoconservation des embryons
fait partic des biotechnologies de pointe (Guingot, 2005). Les avantages économiques,
sanitaires et génétiques apportés par cette technique sont trés importants pour les éleveurs et
les sélectionneurs. En Europe, en 2003, plus de la moitié des transferts embryonnaires bovins
se sont faits & partir d'embryons cryoconservé (Guingot, 2005).

Une multitude de protocoles sont réalisés, allant de Ia congélation lente, & la
vitrification traditionnelle ou ultra rapide, avec différents cryoprotecteurs organiques

pénétrant dans les cellules ou non.

2. Principe de la cryoconservation:

La cryoconservation doit permettre le ralentissement, voire P'arrét de tous les
phénoménes biologiques; & des températures inférieures & - 150° C, les mouvements
moléculaires sont trés réduits et les réactions chimiques et enzymatiques sont inhibées: le
temps cellulaire est suspendu (Guignot, 2005). Cependant, a cette température, 'eau,
constituant majeur de I’embryon, est sous forme solide. Le probléme de Ia cryoconservation
réside donc dans le fait d’atteindre des températures trés basses et d’en revenir sans trop de
dommages, c¢’est-3 dire de permettre 3 Pembryon, lors du réchauffement, de revenir 3 un état
liquide viable (Guignot, 2005).

3. Intérét de la eryoconservation:
% La cryoconservation des embryons 2 un intérdt €conomique et génétigue non

négligeable.
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¢ Elle permet la sauvegarde des espéces et des races en voie d’extinction, le maintien et
le stockage de la biodiversité dans une cryobanque nationale.

% Le transport de matériel génétique plus facilement que I’animal sur pied, évitant ainsi
la perte d’animaux importants génétiquement pendant le transport, réduisant les
risques samitaires et permettant une commercialisation plus facile et moins cofiteuse
d’animaux 3 forte valeur génétique.

% La cryoconservation permet également une régénération plus facile et plus rapide des
lignées lors de maladies ou de catastrophes impliguant fa disparition d*un troupeau

entier.

Enfin, ¢’est une technique qui 2 un avantage certain en terme de taux de survie aprés transfert
par rapport & la cryoconservation des ovocytes. Cette derniére; est loin de pouvoir rentrer dans
des programmes de conservation de la diversification génétique. car, pour Vinstant, elle est
encore au stade expérimental avec des résultats trés limités et surtout trés peu de données

apres transfert.

4. Type de cryoprotecteurs:
11 existe 2 types:

-

Cryoprotecteurs pénétrant

- ceux qui pénétrent dans les cellules de 'embryon (glycérol, DiMethylSulfOxyde (DMSO),
éthanol, éthyléne glycol)

Cryoprotecteurs non pénétrant

- ceux qui restent a4 Dextérieur des cellules (Polyvinylpyrrolidone (PVP), saccharose,
glucose).

Ces substances sont en général ajoutées en différentes étapes pour éviter les chocs osmotiques
qui pourraient endommager les cellules embryonnaires. Les molécules les plus commmément
utilisées sont le glycérol, le DMSO et plus récemment I’éthyléne glycol. On utilise en général
le glycérol 2 1,0M, le DMSO 2 1,5M et I"éthyléne glycol 4 1,2M (Groza et al ; 2009).
5. Rale des cryoprotecteurs:

Tous les cryoprotecteurs ont pour but de préserver ’embryon de la formation de
cristaux de glace intracellulaires pendant le refroidissement, de faciliter la déshydratation des
cellules, de protéger les membranes celfulaires et d’éviter le phénoméne de recristallisation

lors du réchauffement de I"embryon avant transfert dans une femelle receveuse.
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%
6. Les dommages engendrés :

La congélation cellulaire constitue un processus physicochimique complexe de la
temperature et le transport de I'eau entre la cellule et le milieu environnant {Mapletoft,
1985).11 existe un taux de refroidissement optimum pour chaque type cellulaire. Il dépend de
la taille de la cellule, son rapport volume/surface, sa perméabilité 4 'eau, et au coefficient de
la température de cette perméabilité (Mapletoft, 1985).

Des cellules sont blessées durant la congélation et le dégel principalement par les effets de la
solution et par la formation de glace intracellulaire {Mapletoft, 1985).

S.1. Formation de glace intra cellulaire:
Au cours du refroidissement I’cau des cellules embryonnaires se transforme en

cristaux de glace intracellulaire, au fur et 3 mesure que la température décroit, la taille des
cristaux qui se forment augmente, ce qui présente un risque de Iésion pour les membranes et
les organites cellulaires, tels Pappareil de Golgi, les mitochondries, les lysosomes, ainsi gu’un
risque de dénaturation du cytosquelette des cellules. Ces risques peuvent altérer de facon
critique les fonctions de la cellule (Guignot, 2005).

5.2. La surfusion:

La glace ne se forme le plus souvent que si le point de congélation est dépassé.
Cependant, il arrive que des températures inférieures 2 celles du point de congélation puissent
ére atteintes sans qu’il 0’y ait formation de glace. Clest I’état de surfusion. II est
particuliérement instable. Il suffit d’une vibration, d’un choc mécanigue, d’une injection
d’azote liguide ou d*une impureté pour initier le processus de cristallisation (Hanzen, 2010).
Une fois amorcé ce processus de cristallisation (seeding), on constate que [a température
remonte jusqu'a celle correspondant au point de congélation de Ia solution utilisée. Un pic de

surfusion trop important (> 2°C) est préjudiciable a la survie des embryons (Hanzen, 2010).

5.3. Effet solution :

Pour éviter intracellulaire la congélation, embryons doit &tre refroidie 3 IC/min ou plus
lent. Cependant, un taux trop bas du refroidissement peut également endommager des
cellules par ce qui désigné sous le nom de I'effet de solution

Lors du refroidissement, les premiers cristaux de glace se forment dans le milieu
extracellulaire, induisant une augmentation des sels dissous dans ce compartiment et une
hypertonicité de celui-ci. Par osmose, I’eau des cellules embryonnaires va donc sortir dans le

milieu extracellulaire. C’est I’effet solution (Gongnot, 2005). Il présente un grand risque pour
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Pembryon, car une augmentation trop forte de la concentration des solutés intracellulaires
entrainerait la modification de la structure tertiaire et le fonctionnement des protéines, et la
mort cellulaire par effet de salage. De plus, if pourrait induire une trop forte contraction du
volume embryonnaire (Gongnot ; 2005). Méme avec une ceriaine résistance mécanique
Pétirement de la membrane plasmique, & chaque déshydratation et réhydratation, le volume
celiulaire est modifié, générant des stress mécaniques pour la membrane, et une modification

trop rapide de la surface cellulaire entrainerait des ruptures irréversibles de celle-ci.
7. Les méthodes de cryoconservation:

7.1. La congélation lente:
7.1.1. Principe :

C’est I’équilibration progressive entre les cryoprotecteurs et le compartiment aqueux
de embryon. Les cryoprotecteurs utilisés sont le glycérol, I'éthyléne glycol, le DMSO ou
encore le propane-diol, & la concentration de 10 % environ. L’incorporation des
cryoprotecteurs a tendance 2 se faire en une seule étape actuellement, mais elle peut se faire
en plusicurs étapes : les embryons sont alors déposés dans différents bains de concentrations
croissantes en cryoprofecteurs environ 5 minutes dans chague bain), afin d’éviter les chocs
osmotiques importants.

Les embryons sont en;uite conditionnés dans des paillettes de 0,25 ml (figure10) qui
vont éire réfrigérées suivant un protocole précis, nécessitant un appareil de congélation
programmable pour régler les différents paliers de refroidissement successifs. La température
descend tout d’abord jusqu'a - 7° C & la vitesse de 1 & 3° C/min pour les appareils
programmables 3(congélateur & circulation d’ean notamment); pour les autres appareils
(congélateur 2 bain d’alcool et 4 azote liquide), 12 descente jusqu'a - 7° C n’est pas
programmable, les paillettes sont déposées dans ["appareil de congélation préalablement
refroidi & - 7° C. Dans tous les cas, les pailleties sont maintenues 4 - 7° C pendant 5 minutes
environ, avant I"induction de Ia cristallisation (« seeding ») par refroidissement localisé de
celles-ci & P'aide d’une pince refroidie dans 'azote ou grice & un systéme ncorporé a
Pappareil de congélation.

La cristallisation doit étre induite par "opérateur avant qu’elle ne se fasse de manicre
spontance afin d’éviter une congélation des cellules 3 une température trop basse qui
entrainerait une baisse brutale de la température (pic de surfusion) dans la paillette et

provoquerait par conséquence des dégits cellulaires.
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La température de « seeding » dépend du point de congélation de Ia solution, donc elle
peut varier en fonction des cryoprotecteurs utilisés (- 6° C 4 - 7° C).De-7°Ca30°C, 1a
température descend trés lentement (0,1 & 0,3° C/min) pour permettre fa déshydratation des
embryons.
En fonction des protocoles, ’arrét de la descente progressive de température se fait entre - 25°
C et - 35° C. Les paillettes sont ensuite rapidement plongées dans I'azote liguide & - 196° C,
pour éviter une déshydratation trop poussée qui serait létale pour embryon. Dans ces
conditions de cryoconservation, la déshydratation des cellules embryonnaires n’est donc que
partielle : il reste une certaine quantité d’eau intracellulaire qui se transforme en glace. Pour
empécher le phénoméne de recristallisation de cette eau au dégel, il faut décongeler
rapidement les paillettes. Elles sont donc plongées rapidement dans un bain-marie & une
température comprise entre 22 et 37° C selon les protocoles. La vitesse de réchauffement est
de ’ordre de 2 500° C/min.

i bouchon usine
bouchon PYVA avec cryoprotecteurs -
v T
? e & . 3
‘ A &

F 3

bulie d'air <ryoprotecteur
cryoprotecieur

Figurel0 : Congélation lente (paillette de §,25ml)

7.1.2. Avantage:

Cette technique est facile & mettre en cuvre. Les temps dans chacun des bains sont
relativement longs, ce qui peut permetire & une personne peu expérimentée de pratiquer cetie -
-Les cryoprotecteurs sont utilisés & des concentrations relativement peu toxiques. Elles
donnent des résultats trés reproductibles et qui sont a peine inférieurs 4 ceux obtenus aprés
transfert des embryons frais, environ 10 2 15 % de moins {(Hasler 2001). La possibilité de
faire des transferts directs évite d’avoir recours 4 une équipe de spécialistes pour faire le
transfert, et les taux de mises bas sont aussi bons qu’aprés retrait des cryoprotecteurs (Baril ez
al 2001a, Martinez er af 2002a).

7.1.3. Inconvénients:
-Cette technique est trés cofiteuse en temps et en argent. Pour le refroidissement, il faut

nécessairement faire ’achat d’un congélateur programmable. Un cycle de refroidissement ne
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peut étre Jancé que lorsque tous les embryons sont préts 4 étre congelés ce qui fait que certains
embryons peuvent attendre avant d”étre refroidis.

-D’autre part, cette technique ne convient pas & toutes les espéces, motamment I'espéce
porcine, ni 2 tous les stades de développement. Or, c’est la technique classiquement utilisée
sur le terrain pour la congélation des embryons bovins, caprins et ovins produits in vivo

{Guignot, 2603).

7.2. La vitrification:
7.2.1. Principe

Meéthode de cryoconservation extrémement simple, visant & obtenir un embryon &
Iétat « vitreux » (Ponsart et al 2004), par remplacement plus important de I'eau intraceliulaire
par des agents cryoprotecteurs en plus haute concentration (6 & 7,5 M) et en doses croissantes
couplée 3 un refroidissement trés rapide (ponmsart et al 2004), pour limiter les chocs
osmotiques liés aux trés fortes concentrations en cryoprotecteurs utilisées, I’eau passant en
effet beaucoup plus vite les membranes que Ies cryoprotecteurs, méme de petite taille
(Guignot, 2005). Les embryons sont ensuite conditionnés dans des paillettes, avec de part et
d’autre de P"embryon, des colonnes de solution de dilution contenant des sucres {galactose,
saccharose, tréhalose...) pui; immédiatement et rapidement plongés dans I'azote liquide
(refroidissement de "ordre de -2500°C/min, en paillette de 0,25 ml (figurell). Au dégel, les
pailleties sont rapidement plongées dans un bain marie & 25 — 30°C. Les embryons sont

ensuite rincés et transférés dans une femelle receveuse (Baril et al 20012, 2001b).

embryons S
bouchon PVA avec cryoprotecteurs _
houchon BY

: i — l
. A
£

.85 M galaciose
Figurell: vitrification (paillette de 0,25 ml) ou congélation lente avee transfert direct.
7.2.2. Avantage :
Cette technique est trés rapide, elle ne nécessite pas d’équipements cofiteux, et les
embryons peuvent &ire vitrifi€¢s au fur et & mesure de leur collecte {pas de temps d’attente

contrairement 2 la technigue de congélation lente).
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Le passage direct de [’état liquide a I’état solide est un point trés important surtout pour les
embryons supportant mal le refroidissement comme les embryons de porc.

7.2.3. Inconvénients :

11 est difficile d’appliquer cette méthode de facon tout a fait répétable en ferme, du fait du
manque de "souplesse” des protocoles (Ponsart,2004), i€ 2 la toxicite des cryoprotecteurs
utilisés a fortes concentrations et a Venchainement d'étapes d'éguilibration exitrémement
courtes et précises(Guignot, 2005) ; le temps de passage dans chacun des bains, surtout le
dernier est trés critique : la déshydratation de "embryon doit s’arréter & un temps précis,
dépendant de la vitesse de pénétration des cryoprotecteurs et de leur concentration ainsi que
de la température d’incubation. I faut donc respecter scrupuleusement les temps imposes,
d’ou la néeessité d’avoir une main un peu experte pour réaliser cette technique {Guignot,
2005).

-Cette méthode est encore au stade expérimental pour les embryons porcins et €quins. Chez
les embryons bovins, caprins et ovins, la congélation lente est entrée dans la pratique, et
donne des résultats trés satisfaisant sur le terrain et similaires & la vitrification (Guignot,
2003).

7.2. La vitrification ultra rapide:

Repose comme son nom ['indigue sur des vitesses de refroidissement encore plus
rapide, de ordre de 20 000°C/min. Ceci est possible grice au faible volume vitrifi€ et & Ia
faible épaisseur des parois des pailleties dans lesquelles sont montés les embryons: des
paillettes étirées (Open Pulled Straw d’oi: le nom de la technique : OPS). Cette technique 2
permis de conserver I’embryon de porc (Berthelot ef al, 2000). Un autre systéme, la« cryoloop

», permet également d’atteindre des vitesses de refroidissement trés rapides (Guignot, 2003).
(Figures12 et 13).

Figure:12 Cryoleop conienant deux Figurel3:Tube ou est rangée la crycloop
embryons (d’aprés Lane ef g/, 1999). {d’aprés Lane ef ol, 1999)
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8. Facteurs affectant Pefficacité de la cryoconservation :

Plusieurs facteurs inhérents & la qualité de embryon modifient les taux de survie
apres gel/dégel de celui-ci. Ce sont, I’origine de ’embryon, son stade de développement au
moment du refroidissement et I"espéce dont il est issu (Guignot; 2005).

8.1. Origine des embryons (production in vivo ou in vitroj:

Niemann (1991), Hasler (2001), Martinez ef af (2002b} ont prouvés que dans espéce
bovine, le taux de mise bas 4 partir d’embryons produits i vive, et congelés, n'est que
légérement inférieur 2 celui obtenu aprés transfert des embryons a I'état frais.

Chez la chévre comme chez la vache, senlement 30 % de survie embryonnaire ont §té obtenus
apres transfert d’embryons produits iz vitro et vitrifiés (Vajta et af 19976, Lane et al 1998,
Traldi 2000) et 42 % aprés congélation lente (Hasler ef af 1995).

Les embryons produits in vitro différent énormément de ceux produits iz vivo de par leur
structure cellulaire (Crosier et al, 2001, Fair et al 2001), leur métabolisme et cette différence
est dépendante des conditions de culture in vifro appliquées. Les embryons produits in vitre
ont notamment un espace périvitellin plus grand, une plus grande richesse en vacuoles, un
nombre réduit de blastoméres et de mitochondries, des jonctions entre les cellules
trophoblastiques moins nombreuses et une densité plus faible due 4 un rapport lipides /
protéines plus élevé comparés aux embryons produits in vz'vow(Leibo et Loskutoff 1993, Abd
El Razek er al 2000, Crosier er al 2001), ce qui peut expliquer leur forte sensibilité 3 Ia
congélation. En effet, par exemple, lés désordres du métabolisme tipidique induits par la
culture in vifro peuvent entrainer des changements de la composition lipidique des
membranes, et donc des différences de perméabilité aux cryoprotecteurs, ainsi gque des
changements de stabilit€ et de résistance membranaires. Des cultures d’embryons in vifro sur
tapis cellulaires (Rizos et al 2001),0u encore les cultures d’embryons en absence de sérum
(Abe er al 2002, Hoshi 2003), substance connue pour augmenter le taux de triglycérides dans
Pembryon par rapport 4 un embryon produit in vivo (Ferguson et Leese 1999), Sont parmis les
conditions de cultre in vifro qui permetient d'obtenir des embryons de qualité quasi
équivalente a celle des embryons produits in vive, pour ce qui est de leur résistance au froid.
La culture d’embryons bovins issu de fécondation i vifro du stade de deux cellules jusqu’au
stade blastocyste dans des oviductes de brebis, permet d’obtenir des embryons presque aussi
résistants au froid que les embryons produits in vivo (Rizos et al 2002). L’ajout d’agents
antioxydants comme le B mercaptoethanol protégeant I’embryon du stress oxydatif 1ié 3 Ia
culture in vitro (Feugang et al 2004) ou Putilisation de milieux séquentiels mieux adaptés aux
besoins évolutifs de embryon pourraient galement améliorer leur résistance.
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8.2. Stade de développement

Les stades avancés de développement embryonnaire toiérent généralement mieux Ia
cryoconservation. Dans I'espéce bovine, 40 % de mise bas sont obtenus & partir de
blastocystes produits in vive et congelés contre seulement18 % a partir de mornia (Martinez e7
al 2002a). Des résultats Iégérement inféricurs sont obtenus & partir d’embryons produits in
vitro et vitrifiés : 32 % de gestation 2 J 90 avec des blastocytes contre 11 % avec des morula
(Pugh et al 2000). Par contre, dans I’espéce humaine, comme chez la souris, les embryons
plus jeunes sont plus résistants au froid (Mukaida et o/ 2003).
Dans ["espéce équine I"apparition d’une capsule autour des embryons, qui est synthétisée par
wme coopération entre les cellules du trophoblaste et les cellules de "endométre, et ceci
quelgues heures aprés I'arrivée de 'embryon dans 1'utérus. Seuls les embryons qui ont atteint
le stade blastocyste ont donc une capsule de nature glycoprotéigue, la capsule a une structure
trés compacte et trés stable qui limite la diffusion des cryoprotecteurs jusqu’au centre de
I’embryon et rend la cryoconservation des blastocystes trés difficile (Legrand et a 2000). Par
opposition, les plus jeunes embryons, au stade morula et trés jeune blastocyste, de taille
inférieure 3 300 um et qui eux n’ont pas de capsule, peuvent &tre cryoconservés avec plus de
succes (Hochi et al 1995).
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Chapitre IV : Transfert embryonnaire.

1. Intérét du transfert embryonnaire chez la vache:

Depuis la production du premier veau par transfert d'embryon en 1951, la méthode a
¢té progressivement améliorée et peut désormais étre utilisée a des fins commerciales
(Mapletoft 1985) :

Dans les pays du tiers monde, le TE trouve ses avantages dans I’introduction de race
genétiquement supérieures ; par 1’utilisation de femelles bovines indigénes en tant que
receveuses. Les embryons transférés acquiérent, de ce fait, une immunisation passive (dite
colostrale) relative aux germes présents dans leur nouvel environnement (Seidel G.E. et
Seidel S.M. 1981. Youssao ef al, 2000 Fieni et al 2008). Le transfert d'embryons offre donc

des perspectives de recherche favorables & 1'amélioration des performances de reproduction
(Hare1984).

Utilisé comme vecteur du progrés génétique dans les schémas de sélection, le TE
permet, dans les pays développés, une augmentation des performances de production au

niveau individuel et donc & I’échelle de I’élevage, (Menissier, 1982).

L’avénement du transfert embryonnaire (TE) a mis & contribution I’apport génétique femelle
d’¢lite en leur permettant d’avoir un plus grand nombre de descendance de qualité sanitaire

contr6lée par an (Thibier, 1990).

L’embryon congelé permet sous un faible volume d’exporter de trés nombreux animaux
(Fieni et al 2008). Et donc promouvant ainsi le capital génétique d’une région a travers le
monde (Gerris et al, 2005). L’échange de génes a travers le monde passe dans des conditions
de haute sécurité sanitaire (Thibier et Nibart 1991).

La réduction de I’intervalle de génération contribue & une pression de sélection plus
importante aboutissant & un progrés génétique plus rapide (Thibier, 1990). Ce dernier est
exploiter afin d’orienter les productions d’un €levage ou de les améliorer ou encore de

repeupler un troupeau décimé par un abattage sanitaire (Scherzer et al, 2007).

Le rendement d’une vache a 1’4ge de 6 ans tourne autour de 3 veaux, ce méme résultats peut

Etre obtenu a I’4ge de 2 ans grace au TE (Colleau et al, 1998 ; Gerris et al, 2009).
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En dépit de I'impact qu’aura un programme de production d’embryon chez des
geénisses impuberes, ces derniéres peuvent étre exclusivement destinées a étre pourvoyeuse

d’embryons durant leurs carriéres reproductrices.

Les applications de cette méthode sont nombreuses dans le domaine de la recherche mais son
enjeu économique se situe surtout dans les programmes de sélection bovine. L'intensité de
sélection des femelles peut étre doublée dans les troupeaux d'élite, accroissant ainsi les

possibilités de produire des taureaux d'insémination et des génisses a hautes performances
(Mapletoft 1985).

La technique du transfert d'embryons peut &tre utilisée aussi pour la détection de caractéres
récessifs, la production de jumeaux chez les vaches allaitantes, la conservation du matériel

génétique de vaches définitivement malades ou de troupeaux infectés (Mapletoft 1985).

Le TE a contribué¢ a engendrer les biotechnologies de la reproduction de 3e génération

(sexage d’embryons, fécondation in vitro et reprogrammation nucléaire) (Thibier et Nibart
1991).

2. Historique du transfert embryonnaire chez la vache en Algérie :

L’Algérie accuse un retard indéniable en matiére de biotechnologies de
"embryon, les quelques travaux effectués dans ce domaine constituent des sujets de théses de
doctorat, de mémoires de magister et de fin d’étude, c’est & dire que le transfert

embryonnaire, et toutes les étapes préalables lui étant attribuées, n’est qu’au stade

expérimental.

En 2003, a étudie les réponses aux traitements de superovulation des femelles laitieres
Avwasa
en testant un extrait hypophysaire le Pluset ® (Laboratoires Calier, S.A., Espagne) et abouti a

des résultats pas trés concluants .
web
En 2004, a entreprend une étude comparative de deux extraits hypophysaires en vue
de la production d’embryons, il compare ses résultats obtenus en utilisant le Stimufol ®

(FMV ULG, Belgique) et ceux obtenus par Amara en 2003 qui a utilisé le Pluset ®, Adel

conclut a la supériorité des résultats obtenus par le produit qu’il a utilisé.
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En 2006, Kaidi réalise, une étude contributive au transfert embryonnaire chez la vache

laitiere et compare la réponse aux traitements de superovulation des vaches améliorées et des

vaches de race locale.

En 2008, la premiére publication relative a la race locale parait, entreprise par
Ferrouker et al,.., elle rapporte les premiers résultats de la production et du transfert

embryonnaire issus de race locale.

En 2011, Idres Takfarines s’intéresse aux doses de Stimufol ® & utiliser chez les races
locales afin d’assurer une réponse optimale en terme de superovulation toujours dans
'optique du transfert embryonnaire, pour ce faire, il compara deux doses, 32mg et 40mg et

mit en exergue, en passant, plusieurs données sur la physiologie de la reproduction des

femelles de races locale.

3. Réalisation du transfert :

Une fois les embryons récoltés, classés et conditionnés, ils sont mis en place dans les
receveuses selon deux méthodes : une méthode chirurgicale par le flanc et 1’autre méthode

non chirurgicale empruntant la voie vaginale et cervicale.

3.1. La méthode chirurgicale:

Le transfert d'embryon a d'abord été mis au point par transposition des méthodes
chirurgicales proposées par la recherche vétérinaire (Rowson et al., 1969) et cette méthode a
¢t utilisée en station, puis en ferme, depuis 1951 jusqu’en 1980-1981 (Ponsart 2004) .

Une préparation chirurgicale du creux du flanc préceéde une anesthésie locale de la
peau et des tissus plus profonds. Aprés incision cutané€e, une dissection mousse des muscles
abdominaux suivie d’une ponction du péritoine sont réalisées. La corne utérine est saisie et
extériorisée dans sa partie proximale. Une incision ponctiforme de sa paroi permet le passage
de la paillette montée au préalable sur une seringue de 1 ml. L’embryon est alors déposé dans
la lumiére utérine. La perforation utérine n’est refermée qu’avec une compression
hémostatique de la paroi. Les plans musculaires, sous-cutanés et cutanés sont suturés
(Philippe-Olivier, 2001). Des traitements anti-inflammatoire et antibiotique sont administrés
pendant trois a cinq jours (East L et al 1999)

Cette méthode permet d’opérer dans des conditions strictement stériles et donc d’éviter toute

contamination de la lumiére utérine lors du dépdt de I’embryon (Philippe-Olivier, 2001).
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Une des raisons de ['utilisation de la methode chirurgicale est de donner & la receveuse et a
’embryon de grande chance de gestation. D’aprés Coulthard (1991), si I’embryon a été
congelé puis décongelé ou de classe 2, 10% d’amélioration dans le taux de géstation sont produis

lors de I’approche chirurgicale au niveau de flanc, avec comparaison avec la methode non

chirurgicale.

Cependant, la méthode chirurgicale d'implantation des embryons étant lourde et
contraignante, des travaux ont été menés a partir de 1975 afin de mettre au point une méthode
d'implantation non chirurgicale; beaucoup plus pratique et moins cofiteuse dans les

programmes de sélection (Fieni et al 2008).

3.2. Méthode non chirurgicale ou cervicale :

Elle consiste a déposer l'embryon au-dela du col de l'utérus par voie vaginale (Renard
et al, 1977. Philippe-Olivier, 2001. Ponsart, 2004.). Cette méthode, facile a mettre en ceuvre et
donc elle a €té a I’origine du réel développement du TE (Ponsart et al, 2004).

L’¢tat général de chaque femelle est évalué. Une palpation transrectale est
systématiquement réalisée afin de vérifier la présence d’un corps jaune, d’évaluer sa qualité et
de le latéraliser. Une injection épidurale de Lidocaine est ensuite réalisée a raison de 10 ml
pour une vache de 700 kg et de 5 ml pour une génisse de 400 kg. La dose est alors de 7 ml
pour une vache et 5 ml pour une génisse. L’efficacité de 1’injection de lidocaine est évaluée
par la relaxation de la queue de 1’animal (Legrand 2003).

Quand celle-ci est relichée et ne réagit plus aux stimulations, le transfert peut avoir lieu.

Le pistolet est introduit dans le vestibule en écartant les 1évres de la vulve, puis dans le vagin.
Avec I"autre main, par palpation transrectale, le pistolet est guidé jusqu’au col. Il faut alors
perforer la chemise sanitaire, franchir le col et déposer 1’embryon dans la corne ipsilatérale au
corps jaune, le plus loin possible. Le pistolet est ensuite retiré (Legrand 2003). Des infections
par des germes non pathogénes ont notamment été décrites (Lagneaux , 1988). Les taux de
gestation ont connu une augmentation spectaculaire dés les premiéres années d'utilisation
(Ponsart 2004). Dés 1981, des taux de gestation de I'ordre de 50 % ont en effet été obtenus en

ferme, seulement inférieurs de 10 % a ceux obtenus par transfert chirurgical (Heyman, 1982 ;
Nibart, 1982).
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Partie expérimentale

1. Objectifs

L’objectif de notre travail consiste a étudier la réaction des vaches & différents traitements de
superovulation.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel :

2.1.1. Lieux des expérimentations:

La 1¥®expérimentation 3 été réalisée au niveau de la station expérimentale de Ia

facuité agro vétérinaire de I"université Saad Dahleb de Blida.

La 2°™¢ expérimentation a était réalisé au niveau du complexe de I’élevage bovin
LAHYANI et fils au niveau de la commune de H'TATBA au lieu-dit TEKTEKA ; ce
complexe s’est spécialisé, depuis plusicurs années, dans D’élevage de bovins laitier
« Holstein » importé du Canada, actuellement, une diversification de la production est

envisagée avec 1’introduction de bovins « Charolais ».

Photol : Complexe Lahyani et fils Photo2 : Station éxperimentale de ia
de HTATBA. faculté vétérinaire de Blida
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2.1.2. Animaux:

Le travail s’est déroulé au niveau de la station expérimentale de la faculté de Blida, a
porté¢ sur 02 de vaches pie noires de race holshiein dgées de 4 et 6 ans. Avec état

d’embonpoint égal 4 3.

Les vaches ont €t choisies selon I’état corporel et aprés un examen général puis un examen
spécial de I’appareil génital et qui n’a révélé aucune affection apparente du tractus génital.

Les vaches avaient une cyclicité réguliére.

Et concernant le travail qui avait lieu au niveau du complexe de I’élevage bovin
LAHYANI et fils ; était réalisé sur trois génisses; la premiére génisse (PN 903) qui éfait en
chaleur et qui a fait Pobjet de notre travail. C’est une Holstein pie noire. Les génisses sont
nées suite & un TE en utilisant des embryons sexés femelles.

2.1.3. Hormenes et preoduits utilisés:

Extraits hypophysaires :

STIMUFOL ® (ULg FMV PhR, Sart-Tilman, Belgique) est un extrait hypophysaire
comprenant deux fractions, de 1a follitropine et de 1a lutropine d’origine porcine sous forme

Iyophilisée 4 reconstituer avant emploi.

Un flacon de solvant composé de :

Chloride de sodium 90mg
Parahydroxybénzoates de méthyle | 16mg
Parahydroxybénzoates de propyle 2,5 mg

- Solution de reconstitution physiologique apyrogéne | 10 ml

Prostaglandine :

Le oproduit wutilisé, lors de Pexpérimentation, était Ie Cloprosténol
(ESTRUMAT®Schering-Plough) qui est un analogue de synthése de la prostaglandine F2 «
{PG) qui a un effet luteolytique.
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2.1.4. Matériel de récoite :

-Sonde avec mandrin métallique & deux voies (sonde de folley); une voie pour gonfler le
ballonnet et ’autre pour Pinjection et la récupération du liquide de lavage des cornes utérine.
La sonde est stérilisée et désinfectée.

-Milieu de conservation PBS: ¢’est le tampon phosphate salin (phosphate buffered saline.}
-Milieu et matériel de congélation :

-Ethyléne glycol.

-Milieu de conservation pour le lavage des embryons « olding medium Bovi ProMinitube®»
-Plaque chauffante pour maintenir les embryons dans une température de 37°C.

-Paillette de conservation des embryons.

-Seringue a insuline pour la manipulation des embryons.

-Cong¢élateur réglable

-Gants pour Ie fouill€ rectal.

-Papier hygiénique, eau tidde.

-Microscope pour la mise en évidence des embryons.

-Boites de pétrie quadrillées.

-Bouteille stérile d’un litre permettant de contenir le liguide de lavage.

-Anesthésie: Xylocaine & 2%.

-Seringue de 50mli qui sert & administrer et recupérer le liquide de lavage de ia corne utérine.
-Sonde dilatatrice

-Seringues de: 20mi et 10 ml 5 mi

-Alcool pour désinfecter et des compresses

- Pinces chirurgicux

-Bio-congélateur réglable
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I - Sonde FOLEY 2 — Mandrin

3-Dilatateur du cervix 4- Xylocaine® 2% 5- Seringue a 50cc 6 — Seringue de 10cc 7~ Gants de fouillet

rectale 8- pinces hémostatique et ciseau 9 — Seau c.

2.2. Méthode :

2.2.1. Détection de chaleurs:

Nous avons suivi le cycle de chaque vache pendant 3 chaleurs successives. Le contrie

------

dans une aire d’exercice. L’acceptation de chevauchement par des vaches congénéres,
Pécoulement muqueux abondant et la congestion vulvaire était considérée comme des signes
majeurs de chaleurs. Des palpations transrectales ont été réalisées pour confirmer Ia présence

d’un follicule dominant.
2.2.2. Superovulation, insémination des donneuses :
2.2.2.1. Protocol de superovulation :

Le traitement de superovulation (SOV) a été initie le 11éme jours aprés manifestation de

chaleurs naturelle pour le premier protocole, et le 10 éme jour pour Ie deuxiéme protocole.
a. Protocole 1:

Avec e STIMUFOL ®pFSH 50 UA ; trois injections intramusculaires &’ intervalle 24h
ont été effectudes et pendant trois jours. Le produit est dilué dans une quantité de 9 ml! de

solvant ; dont 3 ml pour chaque injection. Afin de provoqué la lutéolyse et déclencher les
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chaleurs pour une IA éventuelle; une injection de 2 mi de prostaglandineF>a (Cloprosténol)

avait lieu apres la derniére injection de pFSH.

b. Protocole 2 :

Le traitement a &t¢ réalisé par des injections intramusculaires de STIMUFOL ® (pFSH

50 UA) dilué dans 10ml de solvant. Protocol de 8 injections de pFSH50 dont 2 injections par

jour espacée d’intervalle de 12 h ; administré par I’éleveur pendant 4 jours. Au troisiéme jour

apres début de traitement de superovulation; une double injection de la prostagladine Fra

(Cloprosténol) avait lieu (voir figurel4). Sachant que cette genisse PN 903 a été traitée et

récoltée deux fois avec le méme protocole; dont le protocole 2 pour le premier traitement et

le protocole 3 pour le deuxiéme (voir tableau5).

Tableau 5: Schéma de traitements hormonaux des vaches.

STIMUFOL ® ESTRUMAT ®
Jours Matin Matin Soir |
qoms | SE@ms o §22h3{}
Protocole | Jit | 22/03/2013 | 3mi
312 | 23/03/2013 3w
1 13 | 24/03/2013 3ml 2 mla 13k
Protocole | Ji | 15avril 2013 6mg(2ml) | 6mg2ml) - -
in | 16/64/ 2013 S5mg(l,5mi) | 5 mg(l,5mi) | -- --
2 [T | 17/04 2013 Sme(tmh | 3mg(lmh | 2ml 2wl
T |18 /047 2013 2 mg(0,5ml) | 2 mg(0,5ml) | — =
[Protocole [T | 11/05/2013 FSH2ml | FSH 2mi
Tu | 120572013 FSH15ml | FSH 1sml
3 [T, | 13/05/2013 FSH1ml | FSHi1ml | 2md 2md
T | 14/05/2013 FSHOSml | FSHO5 mi
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Figure 14: Schéma chrenolegique de Pexpérimentation pour la PN 963.
Durant les jours de Papplication du traitement de superovulation, les femelles traitées
€taient mise 4 ’écart des autres vaches pour mieux les manipuler.

2.2.2.2. Apparition des chaleurs et insémination artificielle

Apres injection de Ia prostagladine Fya (Cloprosténol) la génisse PN 903 a manifesté
ses chaleurs. Une double IA avait Heu 12h aprés début des chaleurs dont Pintervalle entre les

deux A réalisé est de 12h.

La génisse était inséminée 4 I’aide d’une semence d’un taureau de race pie noire
Holstein avec deux paiilettes pour chaque insémination.
2.2.3 Récolte des embryons:

Durant Ia période du notre pratique, on a récoité Ia vache PN 903 deux fois. La
premiére récolte a été effectuée au 7€ jour aprés I'insémination artificielle. Cependant, la
deuxiéme récolte avait lieu au 65™¢jour aprés insémination artificielle.

2.2.3.1. Technique de récolte:

La technique réalisée pour nos récoltes est la non chirurgicale (dite par voie cervicale).
Une exploration rectale des ovaires est effectuée pour estimer le nombre d’embryons a

récolter.
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Figure3: Palpation transrectale en vue de Pappréciation du nembre de corps jaune.

-Rasage de la région périnéale puis Ia bien désinfecté avec de la bétadine.

-Par la suite une anesthésie épidurale basse est effectuée & raison de 5 m! de xylocaine 42 %
dans I’espace vertébral de la 1°° et la 2éme vertébre coccygienne (voir photo).

Phete5: anesthésie épidurale basse

-délicatement, on introduit Ia sonde & 45° vers le haut pour éviter fe méat urinaire, puis

on penetre le col (vu Panatomie de appareil génital de la vache, la sonde va se diriger
facilement vers la come droite).

-A Pentrée de la corne, le mandrin est légérement retiré de la sonde pour permettre
d’avancer la sonde plus profondément (3 2 4 cm en avant de Ia bifurcation}, gunid€ par la main
présente dans le rectum. Aprés la fixation de Ia sonde par gonflement du ballonnet (10a 15 ml
d’air) le mandrin est totalement retiré.
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Photo4: introduction de Ia sonde de Folley

-On effectue un ringage de la corne utérine droite dans le but de récupérer les embryons qui
s’y trouvent. Cela est fait en injectant et récupérant 3 travers Ia sonde une solution PBS avee
des volumes croissantes (2x20mil; 2x30ml; 2x40ml; 50mt et en fin 50 mi dont 20ml air et

30ml PBS) avec des massages de la corne. Le liquide est ensuite aspiré aprés chaque injection
puis versé dans un flacon stérile en verre.

-Une fois ’opération terminée au niveau de la corne droite, le mandrin est remit, le ballonnet
dégonflé, Ia sonde légerement retiré et placée 3 Pentrée de 1a corne gauche.

-L’opération est répétée de la méme maniére qu’avec la corne droite.

Une fois le ringage des deux cornes terminé, on dégonfle le ballonnet; on retire la
sonde on injecte un antibiotique et Smi de PGF2a en IM.

2.2.3.2. Recherche et classification des embryons :
Les flacons en verre contenant le liquide de ringage des cornes utérines sont laissés a
décompter pendant 10 & 15 minutes sur une plaque chauffante & 37°C, aprés quoi, le lquide

est siphonné de sorte & ne laisser que 100 ml & peu prés du contenu du flacon {(photo).

Photo6 : flacons en verre cotennant le liquide de ringage des deux cornes uterines.
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Le décantat est ensuite versé dans des boites de Pétri quadrillées et mises sous une

loupe binoculaire Nikon ® (figure), la recherche des embryons peut alors commencer.

L’opérateur peut procéder de la maniére qui lui convient le mieux, il faut juste, qu’a la

fin de la recherche, tous les carrées soient passés.

Phete7 : Recherche des embryens dans le liquide de ringage des cornes.

Dans notre travail et afin de pouvoir apprécier et de classer les embryons trouvés ,
nous nous sommes référés, aux critéres morphologiques de qualité et de viabilité dictés par

PINRA- UNCEIA 1990

Une fois Pembryon repéré, il est déposé dans une cupule contenant du Holding
Medium BoviPro® pendant quelques minutes. L.’ embryon a subit deux lavages dont la durée
du chaque lavage est environ 5 min. A chaque fois qu’on vue changer le milieu on remet
Pembryons sous microscope pour qu’on puisse le remonté dans la paillette. Pendant toute la

durée de la manipulation I"embryon doit étre maintenu dans une température de 37°C.

Photo8: Aspiration de Pembryon avee pheto9: HeldingmediumBoviProMinitube®

seringue a insuline.
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2.2.3.3. Mise en paillette et cryoconservation :

Dans ce travail, on a considéré embryon obtenu de la classe I comme transférable et

congelable.

A Y aide d&’une seringue d’insuline montée sur paillette on aspire embryon : une petite
quantité de holding medium, du Pair ; en suite "embryons dans son milieu de congélation,
puis du I"air ; et enfin une autre fois le milieu de conservation et on ferme Ia paillette avec une

colle polyvinyle.
Pour la congélation on a utilisé la méthode de 1a congélation Iente :

1 faut remplir le biocongelateur avec I’azote liquide, et régler & -7°C jusqu’a stabilisation.

Apres, on dépose les paillette dans le biocongélateur pendant 5 min & -7°C.

Pour Ia cristallisation; on prend Ia pince métallique prévue 2 cet effet et plangé dans I"azote,
on touchant les deux extrémités de la paillette (sans toucher ’embryon) ; puis on laisse se
stabiliser pendant dix min -7°C. En suite, déclencher la congélation lente « seeding » et on

laisse la température baisser jusqu’a -35°C.

Une fois la température escomptée atteinte (-35°C) ; on plange la paillette dans 'azote
liguide.

3. Résultats

3.1. Résultat de suivie de Ia cyclicité:

Les animaux du notre expérimentation ont montrés ume cyclicité réguliére (voir
tableau) Des palpations transrectales ont ét¢ réalisé pour confirmer la présence d’un corps

Jjaune cyclique (chaque 11 jours). Les résultats sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 6: résultat de suivie de la cyelicité des vaches.

Vaches | 1%7¢chaleur 2°7 chaleur 3%™€ chaleur
PN 07604 09/01/2013 30/01/2013 07/03/2013
PN 090603 29/12/2012 20/01/2013 11/62/2013
PN 903. 25/62/2013 15/63/2613 - 05/64/2013
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population ovarienne présente. Une alternance follicule — corps jaune est met en évidence

chaque 11 jours.

L’acceptation du chevauchement par des vaches congénéres, Pécoulement mugueux
abondant et la congestion vulvaire était considérée comme des signes majeurs de chaleurs. La

durée du cycle de toutes les femelles est de 21 jours durant au moins 3 chaleurs successives.

La vache PN 07004 a présenté un déréglement de cycle et examen du son tractus
génital & révélé une métrite et pour cette raison elle a était met sous un traitement et écarté de

Pexpérimentation.
3.2. Chaleurs de superovulation par rapport 4 Pinjection de prostaglandine :

Pour la PN 09003, aucun signe de chaleur n’a apparu malgré le respecté du protocole

et les doses du traitement et méme fes moments des injections.

Cependant, chez la génisse PN 903 et dans les deux protocoles; I’intervalle entre injection de

PGF ; a et Ie début des chaleurs est d’environ de 48h.
3. 3. Réaction ovarienne :

La réponse ovarienne au traitement de superovulation est estimée par un fouillet rectal juste

avant Ia récolte. Les résultats sont présentés dans e tableau suivant.

Tableau 7: résultat de Ia réaction ovarienne.

OD oG Total Moyenne
P N 09003protocoll | 8 9 17 8.5
PN903 (protocole 2) 11 10 21 10.5
PN903 (protocole3) 2 2 4 2

Soit une moyenne de 14 CJ pour chaque vache.
3.4. Nombre et qualité des embryens

La vache 09003 n’a pas présentée des signe de chaleurs et elle n’a pas ét€ inséminée et

donc elie n’a pas ét€ récoltée.
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Dans notre travail et sur les deux récoltes effectuées sur la méme génisse PN 903; On

a pu metire en évidence un seul embryon du stade morula de classe I (photo).

Pour la PN 903 et dans le protocole 2 et malgré la bonne réponse ovarienne au
traitement de SOV (OG 10;0D 11) et malgré que la récolte fiit effectuée dans des bonnes

conditions; aucun embryon n’est récolté.

Lors de la deuxiéme récolte qui est effectuée sur la méme femelle 903 et avec les
mémes conditions de récolte, mais avec des doses différentes de FSH et avec une semence
différente. La réponse & la SOV était faible (2 CJ OG, 2 CJ OD) on a pu récolter qu’un seul
embryon du stade morula de classe IL. Pour la classification de ’embryon nous nous sommes
référés, aux critéres morphologiques de qualité et de viabilité dictés par PINRA-
UNCEIA1990.

photoil : Embryon de stade moruia classe I1.
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4. Discussion :
*L’intervalle PG-début des chaleurs :

La FSH qui est une gonadotrophine majeure utilisée en superovulation bovine, est
usuellement utilisable en multiple injections biquotidiennes ( 8 & 10 fois ) pendant 4 & 5 jours ,
(Looney et al 1981 et Ushinohama et al 1998). La réduction du nombre d’injection de la
PFSH pour la superovulation sans diminution du rendement peut etre moin stressant pour les
animaux donneurs; elle fait réduire la main d’ceuvre requise pour la production des
embryons. Plusieurs études ont visé a la réduction du nombre requis des injections de la FSHp
était procédés ; inclus I’étude qui utilisait une seule injection de la pFSH dissoute dans le
PVP (polyvinilpyrolidone) ou celle qui utilisait une seule injection journaliére de la pFSH
¢tablie pendant trois a cing jours (Looney et al 1981 Kelly et al 1997, Yamamoto et al 1995,
Sugano et Shinogi, 1999, Martens et al 2005, Yamamoto et al 1992). Toute fois, I’application

pratique des études était limitée.

Dans notre expérimentation et pour la vache PN 09003 et qui a subi le protocol de
superovulation a trois injections de pFSH 50 UA; n’a pas manifesté des signes de chaleurs
apres linjection du prostaglandine F2a, cela peut etre due probablement au conditions
d’elevage et a une alimentation déséquilibrée. En effet (Santos et al, 2008) ont montré aussi
Ieffet d’environnement dans les élevages et 1’alimentation comme un effet défavorable sur la
réponse des donneuses . En général la répitition des traitements se traduit par une diminution
de la production d’embryons , I’augmentation du rang de collecte a pour effet une baisse
significative du nombre d’embryons transférables et une augmentation du nombre d’ovocytes

non fécondés et du nombre d’embryons dégénéres (Nibart et Humblot, 1997).

Tout retard au début des manifestations cestrales est synonyme de retard de maturation

ovocytaire et plus précisément, de maturation nucléaire (Briante ; 2007).

Lors d’une manifestation tardive ou de maniéres trés variables des chaleurs, et aprés la
réalisation des IA a des heures fixes lors de cycles maitrisés des vaches ; des anomalies de

fécondation peuvent étre observées justifiant la qualité inférieure des embryons récoltés
(Briante ; 2007).

Concernant le protocole avec des Injections bijournaliére a doses décroissante e
intervalle PG-début des chaleurs était de 48h, ce qui est un résultat supéricur de ceux

obtenus dans plusieurs travaux ; (Idres, 201 1) a obtenu dans ses recherches un intervalle de
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37.27 h pour la totalité de 1’effectif utilisé, avec une moyenne de 39,00 h pour le groupe FSH-
32 et 35,79 h pour le groupe FSH-40 ; Ferrouk et al. (2008) ont obtenu un intervalle de 39,5h
+ 3,26h. Un intervalle moyen PG-début des chaleurs de 42h dans un troupeau de vaches de
race Montbéliarde a ét€ rapporté dans une étude antérieure (Laizeau, 2009). Cet intervalle est
caractérisé par une variabilité considérée comme I'un des facteurs limitant la production

qualitative des embryons (Laizeau, 2009).

*La réponse ovarienne :

La courte demi vie de la FSH necessite des traitements biquotidiens, qui sont strissants
et source d’erreurs . Des protocoles recents du traitement ont permis la superovulation avec

une seule injection ou deux injections de la F SHp 48heures d’intervalle (Reuben et al ; 2011).

Durat le 2éme et le 3™ protocol une moyenne de 14 CJ par vache . ce résultat est
superieur a celui obtenue par (Son et al ; 2007) et qui était de 10.0 CJ et en utilisant une dose
total de 24 mg FSHp donné en six doses décroissantes pendant trois jours. Lubbadech et al
1980) a obtenu par 17.9 CJ ; en utilisant une dose total de 50 mg de pFSH donnée en dose

décroissante et en quatre injections journaliére en sous cutanée.

Pour Ferrouk et al,. (2008), le nombre de CJ palpé a était de 7,5 + 3,26 largement
inférieur & notre ce qui prouve la diversité a la réponse au traitement de superovulation qui
peut €tre différente d’une race 3 une autre, d’un animal 4 un autre et méme d’une collecte 3
une autre. En Afrique, des moyennes de 6,50 CJ et de 14,40 CJ ont été rapportées,
respectivement, chez la race Baoulé au Soudan (Chicoteau, 1989) et la race Ndama en
Gambie (Jordt ef al, 1992) traitées avec une dose de 40 mg de pFSH. Une moyenne de corps

Jaunes était de 6,90 CJ chez la race Baoulé au Burkina-Faso traitée avec 32mg de pFSH
(Bianchi ef al, 1986).

Afin d’expliquer la faiblesse de leurs résultats, les auteurs précédemment cités
(Bianchi ef al , en 1989. Chicoteau, 1986) avancent les hypothéses suivants : des extraits de
FSH inappropriées aux races locales étudiées (lots d’extraits hypophysaires, dont le rapport
LH/FSH est souvent variable ou des doses insuffisantes pour des réponses optimales), des
exces de poids et des BCS importants au moment de Pinstauration des traitements et enfin,

des conditions d’élevage souvent incontrdlables et difficiles & standardiser surtout en milieux

villageois.
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* La récolte des embryon :

Deux probleémes majeurs sont identifiés dés le début de I’utilisation de la technique de
TE: le nombre moyen d’embryons récolté par vache traitée reste faible, ce qui a par
conséquence un cout de production élevé, et la fréquence des animaux qui ne produisent
aucun ET est trop €levé pour que la technique soit utilisée au mieux dans les programmes

d’amélioration génétique(Saumande1995).

Lors de la premiere récolte et malgré la trés bonne réponse au traitement de
superovulation constatée apres dénombrement des corps jaune présents sur les ovaires (21 CJ)
; aucune structure (embryon, ovocyte et zone pellucide vide) n’a été repéré. Pour essayer
d’expliqué le résultat négatif, plusieurs hypothéses ont été émises:

1- ovulation prématurée (ovulation précoce) : durant la superovulation, certains follicules
ovulent alors que d’autres n’ont pas encore achevés leur croissance. La maturation des
follicules des vaches surovulées ne se fait pas en méme temps (Briante Et al 2007). La SOV
induit une reldche précoce de la LH qui ne permet pas aux follicules d’acquérir une
maturation adéquate (De Loos et al, 1991b). Ce phénoméne résulte de la perte des activités
mitotiques et de ’expansion de la membrane de la granulosa des follicules 24 a 26 heures
apres le pic de LH (De Loos et al, 1991b). L asynchronie de I’ovulation des follicules résulte
de I’action de la LH contenu dans les gonadotrophines utilisées et la production de P4 vers la

fin de la superovulation (Callesen et al.,1988).

La LH des gonadotrophines induit 1’ovulation des follicules larges, et donc la
production une source de production de P4 aura lieu dans les étapes ultérieurs du traitement
de superovulation, en particulier au moment de I’TA (Callesen et al., 1988). La présence d'un
taux ¢levé de progestérone (> lrig/ml), (Kafi, Mcgowan ,1997) durant la période pré-
ovulatoire, peut entrainer 1'échec de I'expression de cestrus et / ou I'échec d’un pic de LH. La
relache de la LH perturbe 1’activité mitotique des follicules qui retarde I’ovulation (Foote et
Ellington, 1988).

Callesen et al, (1986) a rapporté que L'incidence de l'ovulation prématurée chez les bovins
superovulées était approximativement & 13%, et que le traitement pFSH induit moins
d'ovulations prématurés (9%) que le traitement avec eCG (14%), et l'incidence d'ovulations

prématurés €tait plus élevé chez les génisses (21%) que chez les vaches (3%).
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Il semble méme que le faible nombre d’ET récolté résulte de la perturbation du
transport des spermatozoides dans I’oviducte (Kafi et McGowan, 1997).
2-Luteinisation des follicules: Au stade préovulatoire, certains follicules se transforment
progressivement et partiellement en structures comparables & un Ccorps jaune, sans que
I"ovulation ne soit détectable a I’échographie (Briant; 2007). En fait, contrairement 4 une
ovulation normale ot le follicule se rompt, celui-ci se remplit progressivement de cellules qui
secretent de la progestérone. Ces follicules surviennent dans 4 4 8 % des cycles non stimulés

(Ginther et Pierson1989, Mc Cue et Squires 2002, Briant2004).

3. Anovulation des follicules : Dans la premiére récolte aucune structure n’a était mis en
évidence (embryon, ovocyte ou bien une zone pellucide vide) ; cela peut étre due selon
(Nibart ef al 1988, Humblot e al 1994) a une anovulation des follicules qui est consécutive a
’absence de pic de LH. Cela pourait étre du a une erreur d’injection de la prostaglandine au
troisiéme jour du traitement de superovulation. Cependant, d’autres causes sont probables car
certains follicules n’ovulent pas, méme aprés administration de LH ou d’une molécule & effet
¢quivalent (Liu et Sirois 1998). Contrairement aux follicules «normauxy qui montrent une
diminution de la sécrétion d’oestradiol et une augmentation de la progestérone 15 & 17 h aprés
le pic de LH, les follicules anovulatoires contiennent encore de 1’oestradiol 30 h apres ce pic
(Callesen et al 1986). Ce défaut d’ovulation a été associé & une absence d’expression de la
prostaglandine G/H synthase 2 (PGHS2), enzyme clé dans la synthése des prostaglandines,
induite dans les cellules de granulosa par le pic préovulatoire de LH endogéne. Celle-ci serait
consécutive a une désensibilisation du follicule & la LH, du fait d>un apport trop précoce de
cette hormone (Liu et Sirois 1998).

Certains follicules atteignent la taille préovulatoire, mais n’ovulent ni spontanément,
ni en réponse & l’administration de LH exogene. Ils régressent progressivement et

disparaissent en général au cycle suivant (Briant; 2007).

4. Obstruction bilatérale du salpinx : Une salpingite due a une inflammation des trompes de
Fallope qui aboutit & une obstruction bilatérale du salpinx d’ot un blocage du passage des
ovocytes et la continuité de son acheminement ; peut étre Porigine du résultat négative lors

premicre récolte. La descente des ovocytes aprés 1’ovulation des follicules n’aura pas lieu.
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Conclusion :

La courte demi vie de la FSH necessite des traitements biquotidiens, qui sont
stréssants et source d’erreurs . Des protocoles recents du traitement ont permis la
superovulation avec une seule injection ou deux injections de la pFSH 48heures d’intervalle.
Ce travail a permis de démontré que malgré la diminution du nombre d’injections ; la réponse

ovarienne reste satisfaisante avec un nombre de corps jaune de 17.

Dans notre expérimentation plusieurs facteurs ont influencé négativement sur la
réponse des vaches au traitement de superovulation, comme 1’alimentation et 1’environnement

et la fréquence élevé des kystes ovariens.



Recommandations

-Bien choisir les donneuses (bonne santé, bonne performance laitiere ou viandeuses, age

optimale).

-Répéter les traitements de superovulation plusieurs fois, en essayant 4 chaque fois d’€liminer

les facteurs limitant tel que : ’alimentation et les facteurs d’environnement.
-Refaire I’expérience sur des cheptels importants en qualité et en quantite.

-Informer les éleveurs sur les diverses biotechnologies de 1’embryon nécessitant la
superovulation afin de partager I’expérience et de crier des lieux de pratique.
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