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Résumé

Le transfert d'embryons (ou transplantation embryonnaire) est une biotechnologie nouvelle
de reproduction assistée consistant a obtenir un poulain a partir d’une jument d’¢€lite qui ne
peut assuré une gestation a terme soit pour des raisons médicales « pathologiques » ou liées a
sa carriére « jument de compétition». Le principe de cette méthode est de collecter un
embryon dans I'utérus d'une femelle dite donneuse pour le placer dans l'utérus d'une femelle

appelée receveuse, ol Il poursuivra sa croissance et son développement jusqu'a la mise bas.

Dans le volet principal de notre projet on a opté pour définir la technique de récolte
d’embryons chez I’espéce équine ainsi que certains facteurs qui peuvent avoir une influence
sur la réussite de la récolte et ainsi la qualité de ’embryon récolté. Cet embryon sera donc

prét A étre transféré immédiatement ou congelé pour une utilisation ultérieure.

Six récoltes ont été réalisées chez 3 juments de la Garde Républicaine de I’ANP en deux
essais. La premiére série de récoltes nous a servi pour nous familiariser avec la technique vu
quelle est la premiére réalisée chez cette espéce, les trois collectes ont €té nulles (sans
embryons). La deuxiéme série de récoltes réalisée quelques semaines plus tard a donnée lieux
a ’observation d’un embryon qui est le premier récolté chez une jument en Algérie. En

considérant les deux essais le taux de récolte calculé est de 16.6%.

Mots clés :

Transfert d’embryons- Transplantation- Biotechnologie- Récolte d’embryons-Taux de récolte-

Femelle donneuse- Femelle receveuse




Summary

Embryo transfer is a new biotechnology consists to breeding or obtains a foal from mare elite
highest potential that can’t safely carry the foal to full term. Whatever his reason, if there are
medical reasons or in order that the mare may continue her competition .the foal is transferred

to another one who ensured the development setup low and subsequently its breastfeeding.

In a principal objective of our project, we had opted for the technique of collecting embryos
on equine species, and all parameters, we had define the technique of embryo collection in
the equine species, and all parameters to have or obtain at the and a great quality embryos,

able to be transferred immediately or freeze for a later use.

Six collections was made in 3mares of the republican guard of ANP in two trials , the first
series of collection served us to familiarized ourselves with the technique . because it is both
the first realize in this species ; the three collections were without embryos , the second series
of collection in a few weeks again gave us the possibility to observe an embryo which is the
first collected from a mare in Algeria ,if we considered both tests or trials calculated rates are

16.6%
Key words:

Embryo transfer —biotechnology-collect embryos-rate of collect
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INTRODUCTION



Introduction :

La transplantation embryonnaire a connue un grand essor durant ces derniéres années
chez les différentes espéces aussi chez ’homme que chez ’animale, le premier transfert
réussis a été fais en (1890) par ’englais W. Heape(11). chez I’espéce équine aussi dont le
premier transfert a été fais par Oguri et Tsutsumi (1972)(18) ,il est passé du stade
expérimentale médicale au stade commerciale est ceux ;dans différents pays d’ou son intérét
qui prend de I’ampleur chez cette espéce ; ou il permet en premier lieu d’exploité encore et
encore la durée de vie de la jument qui est disant pubére a I’4ge de 2 ans et qui ne peut étre
mise a la reproduction qu’a I’dge de 3ans,(3) de méme une jument et dite dgées a 1’4ge de
17ans ou elle ne peut assuré une gestation a terme ;aussi on obtiens des embryons d’une meére
tout en réservant sa carriére sportive (24) .

Le transfert d'embryon permet d'augmenter la production de juments d'élite par récoltes et
transferts répétés. ,c'est-a-dire la mére génétique « la donneuse » poursuit sa vie sans avoir
besoin de porté I’embryon et qui sera confier a une autre jument la « receveuse » appelé
encore « la porteuse »assurant son développement normal a terme , et cela ne pourras étre
achevé que si la donneuse et la porteuse sont synchrone c'est-a-dire il faut les synchroniser en
utilisant des hormones artificiels ; elles sont obligatoirement suivi gynécologiquement ; par
écographie pour avoir ainsi le jour exacte de ’ovulation et donc la saillie.

une fois la jument donneuse est fécondée son embryon ne doit dépassé la semaine dans son
utérus il est retiré et mis dans I’utérus de la porteuse au 7eme jour ( au stade blastula) (11/12),
transplanté dans 1’état frais ou encore congel€ il doit avoir la taille conforme « un embryon de
qualité » pour qu’il soit implanté normalement d’ou I’avantage de cette technique nouvelle est
pratique le TE ,qui permet de transférer que les embryons de qualités ;deux techniques sont
utilisées la chirurgicale et la non chirurgicale « par siphonage » pour avoir ’embryon avant ca
I’ovule, on peut faire une super ovulation pour obtenir non pas un seul ovule mais encore un
nombre €levé ,c’est ce qui est fait réellement dans les centres de transplantation embryonnaire
d’autre buts encore de ce dernier sont mis en évidence .

Apres avoir parlé sur quelques généralités a propos de la physiologie de la jument et son
anatomie de [’appareil reproducteur on aborde la transplantation embryonnaire et ses

spécificités chez ’espece équine.




PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



[-Anatomie et physiologie
de ’appareil génitale chez
la jument



I/Anatomie et physiologie de la reproduction chez la jument :

I-1/Approche sur ’anatomie de I’appareil génital de la jument :

L’appareil génital de la femelle a pour role, d’une part 1’élaboration des gamétes et des
hormones sexuelles, et d’autre part d’étre le siege de la fécondation, de la gestation et de la
mise bas. L’appareil génital peut étre divisé en trois grandes parties selon leur fonction : la
section glandulaire, constituée par les ovaires qui produisent les ovocytes et différentes
hormones. la section tubulaire, constituée par les voies génitales proprement dites, et qui
présente trois étages : les trompes utérines captent les ovocytes et sont le siége de la
fécondation ; I'utérus regoit I’ceuf fécondé, permet la mise en place du placenta puis le
développement feetal ; enfin le col de Iutérus et le vagin séparent le corps de I'utérus du sinus

uro-génital.

Le sinus uro-génital est constitué du vestibule du vagin et de la vulve, qui permettent de
recevoir le pénis de I’¢talon lors de la saillie ainsi que le passage du nouveau-né lors de la

mise bas.

Nous décrivons 1’appareil génital femelie de la partie la plus caudale a la plus créniale :

La vulve : ensemble des parties extérieurs de ’appareil génitaux-urinaire (fais partie de la
filiere pelvigénitale et comprend le méat urinaire).

Le vagin : partie de la filiere pelvigénitale (trajet parcourus par le feetus) située dans la
ceinture pelvienne et s’étendant du col utérin a la vulve.

Col utérin : d’environ 10cm de longueur extrémité inferieur de 1’utérus s’ouvrant sur le vagin
et servant a maintenir un milieu stérile dans 1’utérus. Le col se dilate quand la jument est en
chaleurs et il se referme en absence de chaleurs ou de gestation.

L’utérus : organe constitué du corps proprement dit de I"utérus qui s’ouvre sur le col utérin,
vers D’extérieur, et qui, du coté postérieur, posséde deux cornes utérine divergente qui
débouchent sur les oviductes. L utérus est 1’endroit ou I’embryon se développe est se nourrit.
Il produit en outre des hormones et sert de réceptacle a la semence lors de la monte naturelle.
L’oviducte : long conduit & circonvolutions allant de P’infundibulum a la corne utérine
correspondante. Sert a acheminé le sperme et ’ovule vers le site de la fécondation qui se
trouve dans le tiers supérieur de I’oviducte (1’ampoule). L’ovule fécondé est ensuite transporté

jusque dans ’utérus.




L’ovaire : gonade (glande sexuelle) de la jument. L.’ovaire produit 1’ovule qui sera fertilisé et
sert de glande endocrine produisant les hormones qui sont les cestrogénes et la progestérone.
Ligament large : couche résistante du tissus fibreux renfermant des vaisseaux sanguins et des
nerfs qui sert a suspendre la majorité du tractus génitale dans I’abdomen.

L’infundibulum : structure en forme d’entonnoir venant coiffer "ovaire a extrémité de
I’oviducte et permettant de capter I’ovule libéré a I’ovulation et de le transporté jusque dans

Poviducte.

Ligamant iarzs Ligament large Lig rond de i'utdrus
i

Bourzo ovarique Cerne croite de Iuterus Corne Gaurha da 'utdrus l Ovsire gauche
i

Trompe widrine &roito Corps de !uterus
;

|

Col do f'utérus

Ovaire droit

H
Terminaison ce i'uretére gauche !
Trompe utdrine gauche ;
infundibulum ce ia trompe utérine
Vsssis unn@Te = Vagin

fi

Urdtre tominin

Ligament mécian os is vessie

Vesibule Ju vag:n et m.

Ug. iatéral da ia vessio

{ Commissure ventraie

Lévre groite

Vulve
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I-2/Particularités de la physiologie du cycle sexuelle chez la

jument :

[-2-1/Comportement de la jument en chaleurs :

Comme I’étalon ; la jument Quand elle est réceptive, elle adopte un comportement particulier.
Elle commence par aller vers 1’étalon. Quand celui-ci s’approche, elle reléve la queue et urine
(urine qui contient la LH). Puis, elle présente un clignotis de la vulve(15). Ce clignotis est en
fait un mouvement de la vulve de la jument qui fait ressortir le clitoris pour le présenter a
I’étalon en signe de 1’excitation de la jument (1). Ce signe particulier permet aussi de faire
descendre le col de I'utérus et de le reldcher afin de permettre une bonne entrée des
spermatozoides. Enfin, la position ultime est le campement : la jument écarte les postérieurs,
cambre le dos en relevant la téte(13). Cette position est le signe le plus explicite d’une jument
en chaleur et ayant une bonne réceptivité.si a I’approche de ’entier elle tape rude et s’énerve

c’est quelle n’est pas encore préte.

De nos jours et pour une bonne métrise de la reproduction, les juments sont séparées des

étalons afin de contrdler les généalogiques et filiations

I-2-2/hormone sexuel et cyclicité :

Chez la femelle, I'ovaire est 1'organe au sein duquel se développent, avant d'étre expulsées, les
ovules. Ces ovules sont enfermés dans un sac constitué par des cellules épithéliales, c'est
l'ovisac ou follicule ovarien ou follicule de deGraaf(12).

Pendant toute la période précédente (la puberté), ces ovisacs se développent petit a petit,
puis a un moment donné, lorsqu'ils atteints une taille suffisante, 'évolution se précipite sous
l'influence des gonadostimulines.

Les follicules se remplissent d'un liquide albumineux, ou liquide folliculaire, et I'ovaire
commence a secréter la folliculine sous l'influence de laquelle apparaitront les caractéres
sexuels secondaires qui consistent en une croissance de l'utérus, un épaississement de
I'endométre, des modifications somatiques et des transformations psychiques(13).
L’hypophyse a une action sur les ovaires et vis-vers-ca ; avec I’interaction et sous I’influence

des hormones on déduit différentes phases.




I-2-2-1/Les différentes hormones :

-Les hormones ovariennes :

cestrogénes/progestérone : ce sont des hormones stéroidiennes peuvent étre obtenue par

synthese, elles sont identique dans les différentes espéces, ne risque pas de provoquer de

réaction immunologiques lorsque elles sont employées en injection
-Les gonadotrophines hypophysaires :

FSH / LH : ce sont des hormones protéiques qui ne peuvent pas étre obtenue par synthése,
elles peuvent avoir une activité réduite quand elles sont employées dans une autre espéce que

celle dont elles proviennent, chaque espece a ces gonadotrophines spécifiques
-Les gonadotrophines placentaires :

PMSG : c’est une hormone protéique qu’on trouve que chez la jument entre le 40eme et le
120eme jour de la gestation ,elle a un fort effet FSH et un faible effet LH chez la jument ,ses

effets ,a dose égale ,sont bien moins nets, role pendant la gestation pas encore déterminé

HCG : elle est extraite de ’urine de femme enceinte elle a un fort effet LH et un faible effet
FSH sont utilisation est largement répandue chez la jument pour induire ’ovulation .La
prudence nous dicte d’éviter I’emploie de dose excessive et fait préférer la voie intraveineuse

aux voies intramusculaire et sous-cutanée.

I-2/Saisonnalité :

La saisonnalité est 1’alternance entre I’ancestrus (automne /hiver) et 1’activité cyclique
(printemps /ét€) ; Elle est gouvernée par le systéme nerveux central(9).

En fait, I’hypothalamus intégre les messages €mis par 1’environnement et recueillis par le
cerveau, il les transforme en message hormonal ; le message le plus signifiant de la saison
pour le cerveau est la durée de la nuit(12) ; la mélatonine, hormone sécrétée pendant la phase

obscure par la glande pinéale (I’épiphyse) indique au cerveau la durée de la nuit .




I-2-1/saison anovulatoire :

Elle s’étend durant les mois d’hiver ou les jours sont plus courts, Cette saison est
caractérisée par I’absence d’ovulation et un taux de progestérone plasmatique proche de
z€ro(5), on prend méme en considération qu’il peut exister des périodes de chaleurs,
survenant de fagon irréguliére, mais qui restent anovulatoires.

L’activité folliculaire reste trés faible pendant la plus grande partie de cette période, a
I’exception dune phase terminale caractérisée par une reprise de la croissance des follicules.
On distingue donc une phase d’ancestrus profond (8); caractérisé par :

- des ovaires petits avec des follicules inférieurs 4 5 mm de diamétre ne dépassent pas 10
mm(8) ; bien que d’autres études histologiques sur des ovaires (dans différentes périodes de
I’année) ont montrées qu’il n’existe pas de différence entre population folliculaires des période
d’ancestrus ou fin de période de reproduction.

- Le col est dur, ferme, facile & individualiser par palpation transrectale.

- L’utérus est atone, flasque, difficile a individualiser.

- Les niveaux de FSH et LH sont bas.
Une phase d’ancestrus dit superficiel ou période de transition caractérisé par :

- Les ovaires sont plus actifs, avec des follicules de 5 a 30 mm.

- Le col est pale, dur, ferme, facile a individualiser par palpation transrectale.

1-2-2/Saison ovulatoire :

C’est une période de reproduction, elle se déroule pendant les mois a jour long et qui est
une succession de cycles cestraux(5), chaque cycle comporte une période de chaleur, L’cestrus
aboutissant a I’ovulation suivie d’une période de maturation du corps jaune autrement dit, Elle

s’étend de la premiére a la derniére ovulation.

1-3/ Cycle ovarien de la jument:

Le cycle cestral est défini comme la période allant d’une ovulation a ’ovulation suivante,
chaque ovulation étant accompagnée de signes d’cestrus et de concentrations Plasmatiques de
progestérone en dessous de 1 ng/ml(8).

La durée du cycle cestral est de vingt et un jours en moyenne (entre 19 et 21 jours) avec six

jours de chaleurs (variable) 15 jours d’intercestrus.
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Le cycle cestral peut étre divisé en trois phases : I’cestrus (phase folliculaire), 1’ovulation et
le di cestrus (phase lutéale) (15).

I-3-1/Phase folliculaire :

Les follicules ont tendance a croitre par « vagues folliculaires » a raison de deux vagues
par cycle(8). La croissance folliculaire se décompose en 2 phases, une non régulée
indépendante de I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et une régulée dépendante des
sécrétions (celle-ci étant absente pendant une partie de I’ancestrus saisonnier). Chaque jour

quelque « follicules primordiaux » jusque la quiescent débutent leurs croissance.

Pendant la premicre phase non régulée et par multiplication de cellules folliculaire
I’ovocyte débute la maturation en augmentant de taille puis aprés 85 jours et par la sécrétion
de ces méme cellule d’un liquide folliculaire, une cavité dite cavité folliculaire se forme .le
follicule augmente encore de taille, il devient sensible a I’action de la FSH et LH quand il
atteint une taille de 5 & 10 mm de diamétre , la phase régulée débute ainsi(2) .Tout les
follicules cavitaires sont sensibles et donc ils seront « recrutés » suivant une croissance et une
maturation rapide aprés quelque jours, parmi ces follicules recrutés un ou deux sont
« sélectionnée » le follicule dit dominant va devenir préovulatoir , ovule que si la décharge

gonadotrope est ovulatoire(16).

Ces périodes sont variables et d’une durée non définis , le follicule dominant ovule aprés
la régression du corps jaune du cycle précédent ,son diamétre est de 30 470 mm avec une
moyenne ¢tant de 40 & 45 mm de diamétre(17) .Les follicules ovulatoires sont souvent de
46mm t6t dans la saison de reproduction (mars & mai) comparés a ceux 40mm qui ovulent au

plus fort de la saison (juin et juillet).

I-3-2-/(Estrus et ovulation :

Au cours de cette phase, la jument est sexuellement réceptive a 1’étalon ainsi que son
tractus génital Qui est apte a accepter et transporter le sperme jusqu’aux oviductes pour
fécondation

Durant I’cestrus, le follicule dominant synthétise et sécréte des cestrogénes, la libération
de I’ovocyte est un procédé rapide, arrive approximativement 24 4 48heures avant la fin de la

période de réceptivité sexuelle (cestrus)(12), a la suite de cette libération la cavité du follicule
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commence a ce remplir de sang ;elle est palpable comme structure souple et pateuse dans les
12heures qualifiée de « corps jaune » ; atteint la taille maximale dans les 2jours qui suivent, sa
consistance durcis progressivement .1’écographie permet la différenciation entre follicule et
corps hémorragique.

La période écoulée par rapport au début des chaleurs est variable. A peu prés 80% des
juments ovulent dans les 48h heures avant la fin de 1’cestrus(8). L’ovulation semble avoir lieu
plus fréquemment la nuit.

11 existe que I’ovulation soit double dont I’incidence est de 4a44 % d’une moyenne de 16%
voir méme triple mais d’une faible incidence de 1%(15). La longueur de I’cestrus est ainsi
variable elle peut allez de 2 & 12 jours plus élevée pendant la saison de reproduction, elle est
donc influencé par de variable facteurs tels que les facteurs environnementaux, régies
d’élevages, et des prédispositions génétiques.

Cette ovulation peut étre induite expérimentalement en utilisant des hormones (hormone

de méme espéce) ou encore la superovulation.

1-3-3/Phase lutéale :

Au cours du dicestrus, la jument refuse 1’étalon et le tractus génital est préparé a accepter

I’embryon. Sous I’action de la « Prostaglandine » Le dicestrus se termine par la régression du
corps jaune également appelée « lutéolyse » 14 ou 15 jours aprés I’ovulation, et le début
d’une nouvelle phase folliculaire un ou deux jours plus tard. La longueur du dicestrus reste

relativement constante de 14 a 15 jours et n’est pas affectée par la saison(8).




I-Production d’embryon
chez la jument



II-Production d’embryon chez la jument :
II-A-Généralité
11-1/Définition :

Le transfert embryonnaire est une méthode biotechnologique consiste a prélevée un

embryon issu in vivo ; d’une femelle dite donneuse soit par saillie naturelle ou aprés une
insémination artificielle(15), pour le remettre & une autre femelle dite receveuse ou porteuse,
ou il va poursuivre son développement jusqu'a terme, qui par la suite va assurer encore sa

lactation.

1I-2/Historique :

Le premier transfert d’embryons rapporté a €té réussi chez I’espéce lapine par Walter

Heape de I’Université de Cambridge en 1890. Ce n’est que 40ans plus tard, soit en 1930,
qu’on a pu reproduire les mémes travaux chez les animaux domestiques, cette technique est
pratiquée chez la vache, la jument, la chévre et la brebis. Chez les animaux exotiques, elle y
trouve une application chez des espéces comme les chevreuils, les wapitis, les bisons, les

chats sauvages (35).

Chez I’espéce équine la premilre transplantation a eu lieu en 1972 par Oguri et Tsutsumi.
Cependant ce n’est que dans les années 80 que ces deux auteurs annoncent le premier succes

de transfert d’embryon chez la jument. (36)

En France, les premiers essais de transfert ont débutés en 1982. Du matériel de transfert
congu pour les bovins a d’abord été utilisé puis un matériel plus spécifique a I’espéce équine a
progressivement été mis au point pour permettre en 1985 de réaliser la premicre
transplantation embryonnaire commerciale & I'INRA de Tours sur la jument Blandice de

Monsieur Rocherfort. (42)

Le transfert d’embryon est actuellement la technique de reproduction assistée la plus
largement utilisée chez la jument.il est également utilis€é comme outil de recherche.

(Vanderwall, 2000).




II-B/Aspects techniques :

I1-1-/Préparation des donneuses :

11-1-1/Sélection et traitement :

Pour obtenir de meilleur résultats il est préférable voire essentiel de faire un examen
gynécologique (transrectale par écographie , biopsie utérine ) (26) et ceux afin de prévoir
toute anomalies dans I’appareil reproducteur qui assure ainsi une fécondation (chez la
donneuse) et la gestation pour la (receveuse) il est donc impérative que la jument soit de trés
bonne santé ,de jeune 4ge, cyclique et qui a un bon passé reproducteur, (les jument subfébrile
ou 4gée ont un taux de récolte faible concernant la receveuse ).

Il faut exploité au maximum les cycles de la jument durant I’année car il est couteux de
faire une superovulation chez cette espeéce qui nécessite I’FSH de la jument elle-méme
(récolté au niveau de I’abattoir) un traitement photopériodique aboutissent a un éclairement de
15 a 16h par jour est appliqué au 1¥ décembre permet également d’obtenir des jument
prématurément cyclées(5) , puis une injection lutéolytique au jour de la récolte permet de
réduire 1’intercestrus ; en augmentant ainsi le nombre de cycles exploitables , les juments en

bonne santé peuvent donnée 6 a 8 embryons par an(11).

I1-1-2/synchronisation:

Afin de maximiser la chance de succes de la procédure du transfert d’embryons chez le
cheval la synchronisation du moment de 1’ovulation entre les groupes de juments donneuses et

receveuses est la méthode de choix.

Cette synchronisation est beaucoup plus complexe chez I’espéce équine que chez ’espéce
bovine a cause de la grande variation individuelle dans la longueur de I’cestrus chez la jument
et ’influence de la saison sur I’ovulation.

La méthode utilisée pour induire I’ovulation & un moment donné doit imiter le processus qui

induit I’ovulation de maniére naturelle.

La capacité d’une seule injection d’une faible dose de prostaglandine F2a (PGF20), ou de
divers analogues de la prostaglandine, a induire une lutéolyse rapide chez la jument en
dicestrus a fourni les bases des méthodes de traitement utilisés pour contrbler I’ovulation.
(Allen, 1982a)

deux types de protocoles sont actuellement utilisés en matiére de reproduction équine.
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Le premier consiste en deux injections de PGF2a ou d’un analogue de synthése
(Fluprostenol 250g) a 14-15 jours d’intervalle chez des juments cyclées.il en résulte que 90%
des juments présentent un cestrus 6 jours aprés la deuxiéme injection et environ 75% ovulent

dans les 20 a 24 jours aprés la premiére injection. (Duchamp et al. 1987)

Le second qui semble étre le plus performant consiste en un traitement mixte de
progestatifs (Allyltrenbolone) a raison de 40mg par jour per os pendant 7 4 10 jours suivi
d’une injection de prostaglandine ou d’un analogue le dernier jour du traitement. L ovulation
a lieu autour du 9°™ jour aprés la derniére injection avec une variabilité assez importante.
Ceci peut étre associé ou non a I’utilisation de human Chorionic Gonadotrophin (hCG-
SUIVKg IV ou IM) ou de Deslorelin acétate, un agoniste de la Gonadotropin Releasing
Hormone (GnRH) (ovulpant® ; 2,2 mg) (39). Ceci permet d’induire I’ovulation dans les 24 a
48 heures si I’injection est faite en présence d’un follicule souple de diamétre supérieur ou
égal a 35 mm. (Vanderwall, 2000) (52)

Ainsi une injection de Chloprostenol, un analogue de la prostaglandine, aprés la
récupération d’un embryon induit un cestrus dans les 2 4 3 jours et la jument doit donc ovuler
dans les 4 a 5 jours qui suivent. Suite & un accouplement, la récolte d’un embryon sera donc &
nouveau possible 7 jours plus tard ; cette méthode permet donc d’obtenir des cycles de 13 a

15 jours (Allen, 1982b).

I1-1-3/Insémination artificielle :

Les techniques d’insémination artificielle permettent d’obtenir une fertilité proche de
celle obtenue en saillie naturelle, elle s’effectue idéalement dans les 24 heures avant
I’ovulation. La jument est donc suivie par échographie pour effectuer I’IA quand le follicule
est sur le point d’éclater. Un contrdle par échographie est effectué le lendemain, si le follicule
est toujours intact. La jument n’a donc pas ovulée et elle est inséminée & nouveau, il est ainsi
nécessaire d’effectuer 2 a 3 insémination par chaleur en début de saison de monte puis ce taux
diminue légérement dans la suite de la saison(34).

La jument devrait étre inséminée et est préparée aussi soigneusement que pour une
saillie. L’insémination est effectuée par un manipulateur ayant des gants stériles et qui dépose
la dose de sperme contenant un minimum de 200 millions de spermatozoides,(15) directement
au niveau du col de ’utérus de la jument en chaleur ce que la monte naturelle ne peut garantir,

le dépot de la semence se fait & ’aide d’une sonde et une seringue. Tous les instruments sont
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stérilisés au préalable.

En diluant le sperme, il est possible de 1’ utiliser sous forme de doses et ainsi augmenter
le nombre de juments fécondées par le méme étalon (entre 4 & 6 juments par prélévement)
(34) . Le rendement moyen d’un cheval est donc multiplié par 5. Les étalons passent moins de
temps a la saillie et peuvent poursuivre plus facilement leur carriére de compétiteur en
paralléle a celle de reproducteur.

L’absence de contacte directe entre 1’étalon et la pouliniére permet la quasi-absence de

transmission de maladies vénériennes (46).

Les étalons prélevés sont systématiquement examinés médicalement et les pouliniéres ont un
suivi gynécologique régulier. L hygiéne sanitaire en est fortement améliorée et les résultats
sont satisfaisants. De plus, I’insémination artificielle permet la congélation du sperme ce qui
peut, éventuellement, augmenter artificiellement la reproduction d’un étalon géniteur aprés sa
mort ou sa castration.

L’IA est autorisée pour 1’espéce équine sous certaines conditions. Elle doit étre pratiquée dans
des centre agrées par le ministére de I’ Agriculture et par des agents titulaires d’une licence de

chef de centre ou d’inséminateur en espéce équin(51).

11-1-4/L.a superovulation :
11-1-4-1/Définition :

Ce traitement permet d’induire, au cours d’un méme cycle, la croissance de plusieurs

follicules préovulatoires (35), qui doivent aboutir & la production de plusieurs embryons
viables par cycle.
Dans I’espece équine, I’association de cette technique a celle du transfert d’embryons

permettrait de proposer aux €leveurs un moyen d’augmenter la productivité des juments.

II-1-4-2/Particularités chez I’espéce équine et hormones utilisées :

Chez la jument, espéce mono-ovulante, au cours de la phase folliculaire, la FSH
endogéne ne stimule I’émergence et la croissance des follicules qui sécrétent des quantités
croissantes d’cestradiol et d’Inhibine jusqu’a I’ovulation.

L’Inhibine est une protéine qui exerce un rétro-control négatif sur la sécrétion de I’FSH

hypophysaire. Quand le follicule dominant atteint environ 20 mm, la FSH endogéne est
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fortement déprimée et seul le follicule dominant peut atteindre la taille préovulatoire et ovuler
lors de la montée de la LH(38).

Les traitements de superovulations consistent a compenser la dépression de la FSH
endogéne, soit en injectant une hormone a activité FSH ou la FSH équine en elle-méme, soit
en stimulant la production de FSH endogéne par neutralisation de I’Inhibine. L’immunisation
anti-inhibine peut étre active (vaccination anti-inhibine) ou passive (injection d’anticorps anti-

inhibine) (39).

1I-1-5/Suivie ovarien :

Pour déterminer le jour de la récolte et pour ne pas tomber dans I’erreur de décalage il est

obligatoire de faire un suivie gynécologique dés le début de I’cestrus(4). Ce suivie est fais par
écographie qui permet de suivre la croissance folliculaire (d’un ou de plusieurs follicules) par
la suite I’ovulation qui va déterminer le jour de la saillie ; les résultats sont obtenus par saillie

en monte en main ou par insémination artificielle (plus utilisé en pratique).

II-2/préparation des receveuses :

I1-2-1/ sélection et traitement :

Il est trés important de bien choisir les receveuses car avant de voir les capacités maternelle il
faut d’abord étre vigilant dans I’examen gynécologique qui permet I’étude de certains
paramétres : la présence, la taille la consistance et I’activité des ovaires, la conformation et
’anatomie du cervix, du vestibule, du vagin et de I’appareil externe(27). Pour assurer ainsi
un bon déroulement de développement de I’embryon et par la suite du feetus qui Iui a été
confié, en premier et avant tout une taille normale d’un utérus aurait une incidence sur la taille
du poulain 2 la naissance; I’effet de la receveuse sur le poulain est davantage dii a des facteurs
gestationnels (irrigation sanguine, volume utérin) qu’a des effets postnataux (lactation par

exemple). Pour cela il faut éviter les races de petite taille comme receveuse(19).

Pour certains chercheurs la jument receveuse doit avoir un jeune 4ge compris entre 3 et
10ans, pour d’autres I’Age optimal est de 5 a 7ans; la sélection devrais fondre sur I’examen

externe (conformation) ou interne (kyste utérin, cedéme de I’endométre, tumeur ovarienne) de
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[1I-Récolte d’embryon



II1/Récolte d’embryvons :

I11-1/choix du jour de la récolte :

C’est la physiologie du développement embryonnaire pré-implantatoire qui détermine en
réalité le jour de la récolte : ’embryon doit étre descendu dans les cornes ou le corps de
’utérus et il ne doit pas €tre & un stade avancé au moment de la récolte.

D’apres certaines expériences on suppose que 1’embryon équin aprés son transit intra-tubaire
géme

pouvait gagner I’utérus dés le jour apres ovulation(40). Mais, les taux de récolte sont

assez faibles a cette date. Par contre, des récoltes réalisées aux 7™, 8™ et 9°™ jours aprés
1’ovulation ont donnés de meilleurs résultats qu’une récolte faite le 6™ jour(53). Cependant,
apres toutes ces études, on n’a pas pu déterminer 1’4ge réel de ’embryon le jour de la collecte,
puisque I’ovulation n’a était déterminée par échographie que de matiére quotidienne.

Il semble que la totalité des embryons parviennent dans I’utérus entre le 6™ jour (144°™
heure) et 6.5 jours (156™ heure) aprés ovulation. BATTUT et al, ont montrés aprés un
contrdle échographique plus précis de I’heure d’ovulation que le taux de collecte n’¢était pas
différent entre des récoltes réalisées a la 156°™ heure (6.5 jours) et la 168°™ heure (7 jours)
post ovulation, alors qu’il était nul si la récolte était effectude a la 144°™ heure (6 jours). Soit
en déterminant plus précisément la date d’ovulation par suivi bi ou quadri quotidien ce qui
permet, en réalisant la récolte & 6.5 jours apres constat de I’ovulation, d’obtenir des embryons
agés de 6 .75 +/- 0.25 jours (suivi biquotidien) ou de 6.25 +/- 0.125 jours (suivi
quadriquotidien) ce qui peut étre nécessaire dans certaines conditions (congélation
d’embryons, endométrite) (43).

Soit en récoltant plus tardivement a partir du 7°™ jour aprés constat de I’ovulation si le
suivi gynécologique n’est que quotidien (4ge de I’embryon = 7.5+/-0.5 jours)

A partir du 6™ jour I’embryon augmente de taille de maniére trés rapide alors qu’a partir du
7™ jour se développe au sein de la masse cellulaire embryonnaire une cavité appelée
Blastocele. A ce stade les embryons et leur blastoceele deviennent plus fragiles et leur
manipulation est plus délicate.

Il n’est pas souhaitable de transférer un embryon agé de plus de 8 a 9 jours malgré que la
vésicule embryonnaire reste mobile dans I’utérus jusqu’au 16-17"™ jour de gestation.

Malheureusement il n’existe que trés peu d’études comparatives des taux de gestation en
fonction de la taille et de I’dge des embryons lors d’un transfert d’embryons. Dés 1982,
SQUIRES et al. Avaient montrés que le transfert d’embryons de 8 jours donnait

significativement plus de gestations que celui d’embryons de 9 jours (32% contre 4%). De
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plus, le taux de gestation aprés transfert est significativement plus faible lorsque la taille de

I’embryon est plus importante. (41, 47)

II1-2/technique de la récolte :

La technique de la récolte consiste & introduire une sonde de 8mm de diamétre par voie
vaginale : et ceux aprés une désinfection de la partie péri vaginales, la sonde est munie d’un
ballonnet apres avoir atteint sa place le ballonnet est remplis de 50a 60ml d’aire ou de milieu
de collecte(12),Le lavage sera fait dpres ’introduction d’un liquide physiologique PBS d’une
température physiologique qui est de 37degrée ; par gravité d’aprés la sonde.

Il est laissé un temps de 3 a 6mn puis il est siphonné par gravité et par I’aide des
contractions utérines, il n’est donc pas préférable voir déconseillé d’utilisé des tranquillisants
qui entraine fréquemment de reldchement du tonus utérin qui par la suite ne permet la sortie
du liquide introduit . Avant ¢a, Un massage par voie transrectale de ’utérus peut étre pratiqué
pour améliorer la répartition du liquide (dans I'utérus) de collecte et favoriser son retour lors du
siphonage, d’autre auteurs ont d’autres avis opposés ils préferent éviter de pratiquer ce massage
transrectal afin de diminuer le risque de contamination, et préférent donc de stimuler les
contractions utérines en maintenant une main dans le vagin pendant toute la durée de la collecte.
PBS (Phosphate Buffered Saline) le liquide utilisé pour le lavage utérin ; modifié, enrichi de 2
a 4g/1 d’albumine sérique ou de sérum sanguin a 1 ou 2 %(4). La quantité du liquide employé
a chaque lavage est de I’ordre de 1 litre et I’opération est renouvelée pour chaque récolte 2 ou
3 fois. Enfin, si aucun embryon n’a été collecté lors d’une premiére collecte, un nouveau
lavage peut étre pratiqué car si la moiti€¢ des embryons (cas de superovulation) collectée lors
du lerringage, il est possible d’en récupérer au 4eme voire au Seme ringage utérin.

Cela confirme qu’il est toujours possible de laisser un embryon dans I'utérus de la donneuse ; il
faudra donc dans un premier temps de déterminer le nombre de lavages-siphonages & effectuer en
fonction de la valeur de la jument et dans un deuxiéme temps, aprés la derniére récolte, pratiquer
une injection lutéolytique de prostaglandines pour éviter toute gestation éventuelle non désirer.
Cette injection constitue en outre une excellente méthode de prévention des infections utérines

installées suite aux collectes.

16




Flushing
liquid

Cvary
~——Cervix

=y
Oviduy ct-—gﬂ%x
AV
\

Inflatable cuff-

Figure. 2 Schéma montrant la sonde de récolte en place
dans l'utérus d'une jument (33)

TI1-3/ recherche et évaluation de ’embryvon :

I11-3-1/ méthode de recherche de ’embrvon :

On utilise deux méthode pour rechercher ’embryon et ceux comme suit :

-Premiére méthode : clle est trop facile mais un peut lente, on laisse décanter le liquide
récolté et qui contient ’embryon équin dans une température ambiante de 25 dégrée a peut
prés avant ca on laisse le liquide reposer pour quelque temps pour permettre a ’embryon qui
est de poids lourd de sédimenté au fond ,les 900ml sont siphonné pour ne laisser que les 100
ml(50CC) contenant ’embryon a examiner sous la loupe(34) .

-Deuxiéme méthode : celle-ci est plus utilisée, c’est une méthode rapide et pratique consiste a
faire passer le liquide récolter dans un filtre et ceci est fais immédiatement apres récolte le
filtre est de 67 um (IMV, L’aigle) ; Apres filtration, il ne reste plus qu’une 20ene de millilitres
dans le filtre(4).

Le liquide obtenus apres décantation ou celui qui reste aprés filtration est mis dans des boites

de pétris quadrillées stériles et rondes (typiquement 100 a 150 mm de diameétre et 15 mm de
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profondeur) et I’embryon est recherché au moyen d’une loupe binoculaire (grossissement x 40

a 80) (26).

111-3-2/évaluation

II1-3-2-1/Stade de développement :

Bien que les embryons soient tous collectés & J7pour d’autre a 8 ou encore a 9jours (9
jours aprés ovulation constatée), Leur stades de développement peut étre différent et est donc
évalué, au début du développement 1’embryon ne grossie presque pas Il passe de la taille de
P’ovocyte (100 & 160 um) a 120 & 180 um au stade 16 cellules (Squires, 1995) (2), On peut
repérer Eventuellement des ovocytes non fécondés qui pourraient étre présents dans les cornes
utérines dans 3% des cas (Squires, 1982) afin de ne pas les traiter.

La classification suivante est dérivée d’une classification bovine (Merton, 2002) (2,33).
Les stades sont décrits dans 1’ordre Chronologique de leur développement dans la cavité
utérine et cela jusqu’a une limite extréme du jour de collecte :

- Morula, 5éme-6eme jours post ovulation :

Zone pellucide (ZP) épaisse, toujours visibles (Betteridge e al, 1982). Blastoméres plus ou
moins condensés, La taille de I’embryon est

Comprise entre 145 et 174 um.

- Jeune blastocyste, 6éme-7¢éme jours :

Diminution de la ZP, apparition de la capsule (Oriol, 1994) entre la ZP et le trophoblaste,
Blastoccele présent (<50% du volume de I’embryon) (Merton, 2002).

- Blastocyste :

Zone pellucide devient de plus en plus fine et s’étire (McKinnon et al, 1989 et Hochi ef al,
1993) Blastoccele >50%, masse cellulaire interne et trophoblaste bien discernables.

- Blastocyste épanoui, 7¢me-8&me-9éme jours :

L’embryon sorti de sa zone pellucide est alors uniquement entouré de la capsule, structure
particuli¢re aux embryons équins (décrite ultérieurement) et il est alors appelé aussi
blastocyste expansé

Disparition de la ZP, capsule intacte, augmentation de diamétre.

- Blastocyste éclos :

Forte augmentation de taille. L’embryon sorti de sa zone pellucide est alors uniquement
entouré de la capsule, structure particuliére aux embryons équins (décrite ultérieurement) et il

est alors appelé aussi blastocyste expansée(4)

T —————
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Figure.3 Photo d’un jour blastocyte équin Figure.4 Photo d’un blastocyte équin en cours d’éclosion

[180um] (Photo : A Allard)(4) [310um] (Photo : A Allard)(4)

Figure.5 Photo d’un blastocyste expansé équin [660 um] (photo A.Allard) (4)

II1-3-2-2/Evaluation qualitative :
Une note de 1 a 5 (McKinnon et SQUIRES) (Betteridge 1989) est donnée aprés classification

qualitative également réalisée selon les critéres suivants:

La compaction des blastomeres, 1’expulsion des blastomeéres dans 1’espace périvitellin, la
couleur de I’embryon, la forme générale de ’embryon, les altérations de la ZP et de la capsule
et la proportion de 1’espace périvitellin occupé par la masse embryonnaire (Slade,1985 ;

Squires, 1995)(4) I’évaluation permet d’éliminer les embryons de mauvaises qualités avec
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lesquelles leur taux de sucées aprés transfert embryonnaire est diminué (17% pour un
embryon de stade 4) Les variations notées sont dues soit a I’ajout du cryoprotecteur soit a la

congélation/décongélation. Le tableaul suivant montre les 4 grades de qualités(32) :

Tableaul : Evaluation de l’embryon par : A. McKinnon et J.L.Voss et Febiger 1993 (4)

Embryons Qualités et grades Commentaires

Embryon idéal, sphérique,
cellules de taille,

1 : excellent couleur et texture

uniformes

Imperfections légeres :
quelques
2 :bon blastomeéres expulsés,

forme de I’embryon

irréguliére, séparation du

trophoblaste

Problémes bien définis

mais peu séveéres :

i

3 : correct blastomeéres expulsés,
cellules dégénérées,
ou blastoccele collabé

(embryon contract¢)
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Problémes sévéres :
blastoccele collabé,

4 : médiocre nombreux blastomeres
expulsés, cellules
dégénérées mais masse
embryonnaire

apparemment viable

5 : mauvais Oocyte non fécondé ou

embryon dégénéré

Des testes sont actuellement disponibles :

L’analyse morphologique (Squires et Garcia 1985) trop subjective, 'analyse histologique,
fiable mais irréversible.Une ¢tude comparant deux méthodes d'analyse : mesure du
métabolisme embryonnaire et fluorescence des cellules mortes marquée au DAPI (Huhtinen e?
al 1995) a permis de montrer la fiabilité de ces deux tests indépendants. Ainsi, le test de
marquage au DAPI, fiable, efficace, n'est pas préjudiciable pour l'embryon, puisque des
gestations, des poulinages et des poulains totalement sains ont été obtenus avec des embryons
préalablement testés (Huhtinen et al 1997, Lagneaux et al 1997) (11,18). Ce test est un outil

indispensable pour tout progrés « de recherche sur I'embryon ».

III-3-3/diameétre et identification de ’embryon :

En cas ou on veut faire un transfert embryonnaire non immédiat et on doit avoir recours a
la congélation, on étudie les différent diamétres celui interne (embryon sans la ZP et la

capsule) et celui externe ;(4) que I’on traduit ensuite par des volumes dont on étudie les
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variations, comme le reflet des flux osmotique au cours des différentes phases de la
cryoconservation(13).

Ces volume sont relatifs aux volumes initiaux de chaque embryon qui sont comparés
puisque aucun embryon on n’a la méme taille a la collecte. Et pour cela Le dernier critére que
I’on observe également au grossissement 90 a la loupe binoculaire est «le diamétre » ;

appréci€s a I’aide de graduations intégrées dans le systéme optique de la loupe.

» Diametre interne

Diamétre externe

Figure .6 diamétre a évaluer au cours de [’expérimentation(4)

I11-3-4/Traitement de ’embryon :

L’embryon est lavé successivement dans des bains « milieu stérile » identique dans sa

composition au milieu de collecte (PBS). Il est transport¢ d’un bain a 1’autre par des
micropipettes stériles ce qui assure son ringage et aussi une dilution successive des éventuels
germes contaminants(11).

Un bon nombre de bains est essentiellement recommandé, ¢’est-a-dire une dizaine comme
cela est préconisé pour les embryons bovins. On aspire I’embryon avec une petite quantité de
son milieu de collecte et on le met dans une pailléte stérile.

Pour garder cette stérilisation et pour un meilleur conditionnement il est préférable de
réaliser toutes ces manipulations

Sous hotte a flux laminaire qui assure un environnement quasi stérile au niveau de la platine
de la loupe et la paillasse de manipulation. D’autre part, la viabilité de ’embryon étant
fortement diminuée aprés deux ou trois heures a 20°C dans le milieu de récolte, il est

impératif de réaliser toutes ces opérations le plus rapidement possibles.
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III-4/Techniques du transfert d’embryons:

11 existe deux méthodes pour transférer I’embryon :
-une méthode chirurgicale.

-une méthode non chirurgicale par voie vaginale puis cervicale.

IT1-4-1/ méthode chirurgicale :

Cette méthode comme son nom I’indique est purement chirurgicale elle consiste a faire
une incision médiane ventrale ou encore incision aux niveaux du creux du flanc(26), tout en
respectant les conditions d’asepsie et tout ce qui prévoit une chirurgie c'est-a-dire une
anesthésie.

Dans le cas ou on fait une incision médiane ventrale il est impérative de faire une
anesthésie général et I’animal est donc couché, apres I’incision réalisé par un bistouri émoussé
on fait ressortir I’utérus (la corne utérine) et une incision et faite sur ce dernier ; I’embryon
est maintenus dans une pipette stérile entre deux bulles d’aires, il est ensuite mis dans la
lumi¢re de la corne utérine.

L’incision dans le creux du flanc est une méthode moins traumatique adopté cette fois ci
’anesthésie est local et ’animal ainsi est debout, "utilisation d’un tranquillisant générale est
essentiel pour bien maintenir la jument. Une petite incision du creux du flanc est fait, on fait
ressortir par la méme technique la corne de 1’utérus une incision punctiforme est réalisé sur
cette derniére est I’embryon est ainsi placé 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, Des traitements anti-inflammatoire et antibiotique sont
administrés pendant 3 a 5 jours post opératoire.

Cette méthode permet d’opérer dans des conditions strictement stériles et donc d’éviter
toute contamination de la lumiére utérine lors du dép6t de I’embryon, d’aprés (Iuliano et al)
(24). Le pourcentage de cette méthode semble plus élevé que celui du transfert par méthode
non chirurgicale.

IIs ont obtenu un taux de gestation de 72% avec la méthode chirurgicale significativement
différent des résultats obtenus avec la méthode cervicale (45%) (6). Plus récemment, un
récapitulatif de trois ans de transfert embryonnaire commercial & 1’'université du Colorado
permet de confirmer ces résultats (58% versus 39% au 50°™ jour de gestation). Elle nécessite
cependant la mise en place d’une chirurgie techniquement plus lourde que la méthode
cervicale Les deux méthodes consiste a faire implanté un embryon trés jeune qui est dgée de

2a 4jours maximum, peut étre mis dans la trompe de Fallope ou il accéde seul a 1’utérus(23).

e e e S e i
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Figure.7 Structure histologique du jeune embryon équin : stade morula et blastocyste,

d’aprés LAGNEAUX(11).

II1-4-2/méthode non chirurgicale :

Chez cette espéce aussi le transfert embryonnaire par méthode non chirurgicale est

similaire a celui fais chez d’autre espéces chatte et AL d’aprés Meira et Henry 1991(21).

Cette méthode consiste & 1’utilisation d’un pistolet de transfert d’embryon stérile gainé. Il
permet de limiter les contaminations apportées par le matériel de transfert en passant par le
vagin et le cervix ; seule la partie recouverte stérile accéde théoriquement au corps de 1’utérus.
Son ouverture latérale protége la paillette et I’embryon tout au long de leur progression

vaginale et cervicale.

Le rectum de la receveuse est tout d’abord vidangé, la queue recouverte d’un gant long
stérile est attachée en hauteur. La zone périnéale et vaginale est savonnée plusieurs fois avec

un antiseptique et rincée. L’opérateur utilise lui aussi des gants stériles.

Malgré toutes ces précautions, cette technique donne encore des résultats inconstants : ils
dépendent en fait de ’habitude et de ’habileté du technicien. Des infections par des germes
non pathogénes ont notamment été décrites, ainsi qu’un relargage excessif de prostaglandine
lors de la manipulation du col pouvant entrainer I’expulsion de I’embryon (13).

La méthode non chirurgicale est en réalité plus recommandée de nos jour elle est
largement utilisée en pratique car, L’embryon transplanté est de I’4ge de 5 a 8jours, le
pourcentage de gestation de 40a270% été reporté par (Allen et Rowsn, 1975, Castle Berry et Al
1980, Oguri et Tsutsumi, 1980, Unilson et Al 1987) (25).
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IT1-4-2-1 /transplantation de ’embryon état frais :

Les résultats varient selon les équipes et en fonction des techniques pratiquées (Bruyas et
Lagneaux 1992) et des races utilisées (Lagneaux et Palmer 1989) (12). Le taux de collecte
dépend de la fertilité de la jument donneuse et de 1'étalon utilisé(10).

Le taux de gestation dépend de la qualité de la jument receveuse, de son degré de
synchronisation avec la jument donneuse, mais aussi de la qualité intrinséque de I’embryon.
Les résultats récents des Haras Nationaux donnent un taux de collecte de 40-50 % et un taux
de gestation a 15 jours par embryon transféré de 65 % (Lagneaux 1999) (12).

Le degré des synchronisations entre donneuse et receveuse est un facteur de réussite
essentiel, des solutions palliatives permettent de contourner cette contrainte comme
l'utilisation de receveuses ovariectomisées ou en anoestrus pour lesquels un traitement

supplétif a base de progestatifs est nécessaire.

ITI-4-2-2/ transplantation de I’embryon état congelé :

La réfrigération des embryons, encore trés peu utilisée, permet (en particulier aux Etats-
Unis) de transporter des embryons dans un milieu de culture (Ham F10) 4 I'aide d'un container
thermostaté (a 4°C) du lieu de récolte au lieu de présence de la porteuse(27).

La remise en place est différente de 24 & 48 heures, réalisée avec un taux de réussite
comparable 2 celui qui est obtenu lors de transferts des embryons frais préliminaires ; ils ont
montré l'importance du diamétre de I'embryon a la congélation
Seuls les Petits embryons - stade morula ou jeune blastocystes sont congelables. Le protocole
de congélation des embryons équins est d'inspiration bovine.

11 nécessite 1'emploi d'un cryoprotecteur (généralement du glycérol). Le refroidissement
de I'embryon se fait par étapes : de 3 °C/min jusqu'a -7 °C, a cette température c'est-a-dire (-7
°C) seeding (terme anglais signifiant " ensemencement " ; il s’agit d’un acte technique
permettant d’initier - ensemencer le premier cristal de glace dans un milieu liquide pour
obtenir sa cristallisation (4) puis de 0,3 °C/min jusqu'a -30 °C, enfin stockage dans 1'azote
liquide & -196 °C. La décongélation est rapide dans un bain-marie a 37°C, pendant 30
secondes(4). Le nécessaire retrait du cryoprotecteur s'effectue par lavages successifs dans
différents bains & concentrations décroissantes.

Le saccharose utilisé comme additif lors du retrait du cryoprotecteur prévient les risques

d'éclatement cellulaire (Lagneaux et al 1997) (4).
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Les résultats obtenus aprés transfert d'embryons congelés-décongelés sont actuellement
inférieurs a ceux obtenus lors du transfert d’embryons frais : moins de 40 % (synthése de
Squires et al 1999) vs 65-70 %, méme si de tout récents résultats permettent d'espérer des

progres intéressants(29).
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PARTIE
EXPERIMENTALE :
récolte d’embryon



I- MATERIELS ET METHODE

1- Matériels :

1-1 lieu de I’expérimentation :
Sl s 5 — ) i gl i) —s ) seenll G all AS) sl 5 AT 1T 8
Le groupe 11 de cavalerie et de convoiement de la Garde Républicaine de I’ANP -

Bordj El Kifane Alger

1-2/ Animaux :

1-2-1/ Juments :

09 juments ont été mises a notre disposition au niveau du Haras pour I’expérimentation. A
partir de ce cheptel initial nous avons sélectionné 04 juments comme donneuses d’embryons.
La sélection des femelles donneuses s’est faite sur la base d’un examen général,
gynécologique et un suivi de la cyclicité.

Le signalement des femelles donneuses est porté sur le tableau :

Tableau 2: juments donneuses utilisées

Juments Race Age Robe Observations

Jument 1 :

BARIKA Barbe 18 ans grise Déja poulinée
Jument 2 : Arabe grise Déja poulinée
SEDRATA Barbe 7 ans pommelée Réputée calme
(MINIA)

Jument 3 : Déja poulinée
Arabe 15 ans grise Réputée
SAMARA dangereuse
Jument 4 : Arabe- Déja poulinée
DIHIA Barbe 13 ans grise Réputée calme

1-2-2/ Etalons :

Pour la saillie nous avons disposé de quatre étalons reproducteurs dont les antécédents de

fertilité sont connus et deux étalons souffleurs pour la détection des chaleurs.
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1-3/ Matériel et milieux de récolte :

Le matériel utilisé pour cette expérimentation est composé de :
- Sonde de récolte d’embryon a deux voies (type folley CH 18) : La premiere pour gonfler le
ballonnet, la deuxiéme pour injecter et récupérer le liquide de ringage de I’utérus ;

- Mandrin métallique pour sonde de récolte ;

Microscope inversé pour la recherche des embryons ;

Chemises sanitaires ;

Boites de pétri quadrillées ;

Plaque de culture cellulaire 24 puits ;
Paillette 0,25 mm de diamétre ;

PBS pour le ringage de I’utérus ;

Milieu de conservation pour embryons ;

Bain marie ;

Flacons stériles 1 litre ;

Seringues de 60 ml pour gonfler le ballonnet ;

Gants stériles et gants pour exploration rectale ;

Compresses stériles et purifiées ;
Perfuseurs ;
Antibiotique ;

Tranquillisant.

1 aF

Figure.8 Sonde de récolte figure.9 bain Marie + flacon contenant du

PBS
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Figure. 10 Boite de pétri quadrillée Figure.11 Microscope inversé

2-Méthode :

2-1/ Synchronisation des chaleurs :

Pour des raisons pratiques notamment le rapprochement des récoltes les juments donneuses
ont été synchronisées grice 4 deux (02) injections de prostaglandine F2a, a intervalle de 14
jours et a raison de deux (02) ml par injection. Pour le 2°™¢ essai, une seule injection

seulement de prostaglandine F2a.

2-2/ Détection des chaleurs :
Un test a la barre bi quotidien a été réalisé chez les donneuses a partir du cinquiéme jour

suivant 1’injection de prostaglandine F2a (quatriéme jour pour le 1¥ essai). Une fois le test

était positif, nous avons procédé a la saillie naturelle.
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Figure.12 test & la barre positif (clignement de la vulve)
2-3/ Saillie :
Pour le bon déroulement des opérations de saiilies, des mesures préventives ont été prises :
- Déferrage des sabots postérieurs chez les juments et des sabots antérieurs chez les étalons
afin d’éviter toute blessure ;

- Bandage de la queue et désinfection de la région périnéale des juments ;

- Désinfection du fourreau et de la verge des €talons reproducteurs.

Figure.13 désinfection de la région périnéale
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- Ensuite, nous avons procédé a la saillie en main des juments donneuses et ce toutes

les 48 heures jusqu’au refus du méle. 11 est & noter que chaque saillie est précédée

par un test positif a la barre.

Tableau3 : Programmes des saillies
Etalon Jument Date 1°° Date 2°™¢ Date 3™
saillie saillie saillie
Ahmiri Samara 22/02/2012 / /
Amir Barika 22/02/2012 / /
Igli Sedrata 22/02/2012 24/02/2012 /
Rendass Sebdou 24/02/2012 26/02/2012 28/02/2012

Figure. 14 approche de l'étalon

figure. 15 Chevauchement de la jument
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2-4/ Récolte et identification des embryons :

La récolte a été réalisée entre le 6™ et le 8™ jour aprés la derniére saillie pour les deux
essais.

La technique utilisée consiste en plusieurs lavages-siphonages & partir du corps utérin (des
cornes utérines lors du 1¥ essai) avec une solution de Phosphate Buffered Saline (PBS) en

suivant cette chronologie :

- Lavage et désinfection de la région périnéale des juments donneuses

Figure. 16 Elimination de toute trace de désinfectant

- Ringage de la sonde de récolte par du PBS réchauffé a 37°c ;

- Exploration par voie transrectale de 1’utérus ;

- Introduction, par voie vaginale, de la sonde placée dans une chemise sanitaire et maintenue
dans la paume de la main jusqu'a atteindre le corps utérin ;

- Vérification par voie transrectale de ’emplacement idéal de la sonde dans le corps utérin
puis retrait du mandrin et gonflage du ballonnet avec de I’air & raison de 60 ml pour garantir

une meilleure fixité de la sonde avec fermeture hermétique de la lumiére du corps utérin;
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Figure.17 introduction de la sonde Figure.18 gonflage du ballonnet

- Ringage des cornes et du corps utérins avec une quantité de 1,5 litre de PBS par jument a

raison de 500 ml par lavage;
- Massage de la corne par voie transrectale pour une bonne répartition du produit de récolte;

- Siphonage du produit de récolte dans un flacon stérile rincé au préalable avec du PBS et
étiqueté (portant le nom de la jument donneuse en question) et enfin injection d’une quantité
d’air (30 ml) pour récupérer le maximum du liquide de ringage;

- Dégonflage du ballonnet et retrait de la sonde ;

- Maintien des flacons de récolte dans le bain marie & 37°C pour un temps ne dépassant pas

les 04 heures;

- Couverture antibiotique pour les 03 juments.

2-5/ Recherche d’embryons :

7N

Aprés décantation du produit récolté, nous avons procédé a :

- L’aspiration du surnageant a I’aide d’une canule;

33




- Larécupération du culot qui est réparti dans les boites de pétri quadrillées ;

- L’observation minutieuse au microscope & un grossissement de 40 fois en balayant toute la

boite.

2-6/ Traitement de ’embrvon:

Apres localisation et identification de 1’embryon, ce dernier a été aspiré a 1’aide d’une
paillette de 0,25 ml reli€ a une seringue. Ensuite, il a été transféré dans des bains de ringage a

base de (milieu nutritif) afin d’éliminer toutes impuretés et enfin.

Figure.19 ringage de l'embryon
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II- RESULTATS ET INTERPRETATION :

Apres la synchronisation des juments et le passage au test & la barre, cinq (05) ont manifesté

des signes de chaleurs, soit un taux de 63 %.

En fonction des résultats obtenus, nous avons répartis les juments en quatre (04) donneuses et
une (01) receveuse (03 donneuses et 02 receveuses lors du 17 essai) pour avoir plus de chance

d’obtenir un embryon lors de la récolte, comme mentionné dans le tableau3 ci-dessous :

Tableau 4 :¥épartition des juments donneuses

Numéro Nom Chaleurs
01 Samara i
02 Barika %
03 Sedrata +
04 Dihia -

L’absence de signes de chaleurs chez les trois (03) juments (pour les deux essais)
comme le montre le tableau ci-dessus peut s’expliquer par un ancestrus saisonnier prolongg ou

d’un cas pathologique.

Sur les quatre (04) donneuses sélectionnées, nous avons réalisé la récolte que chez trois
(03) juments qui étaient synchrones avec la receveuse (& la méme phase du cycle), par
ailleurs, une jument donneuse a été écartée étant donné qu’elle a présenté un cestrus plus long

par rapport a la receveuse.

Aprés recherche minutieuse au microscope inversé, nous avons mis en évidence une

structure sphérique réguliére identifiée comme étant un embryon (figure 20) composée d’une

e N e R P e o e =
35




coque externe (zone pellucide) et une masse interne périphérique (trophoblaste) avec une
grande cavité en son centre (blastoccele). L’embryon en question est issu de la récolte de la
jument Sedrata. En revanche les autres récoltes étaient nulles sans embryons ce qui

représente un taux de réussite de 16.6%.

Figure.20 Embryon équin récolté vue au microscope (4x10)
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III- DISCUSSION :

Notre travail avait comme objectif I’initiation a la technique de récolte d’embryon chez
la jument, en 1’absence de travaux dans ce domaine nous avons essayé d’adapter les méthodes
déja maitrisée chez les bovins ainsi que le matériel.

La technique en elle-méme ne présentait pas de difficultés particuliéres en raison de
I’emplacement de la sonde de récolte (au niveau du corps de 1’utérus) contrairement a ce qui
se fait chez la vache ou le ringage des cornes se fait individuellement.

Sur les six récoltes effectuées une seule était fructueuse et a donné un embryon ce qui
représente un pourcentage de 16.6%, ce taux est relativement faible par rapport a ce qui est
rapporté dans la bibliographie, des travaux récentes des haras nationaux ont obtenus entre 40
et 50%(10), par contre Bruyas et Lagneaux ont eu un résultat qui est de 34% ,(34) en utilisant
un seule ringage avec une quantité de PBS de 1 litre, ce taux a été amélioré en multipliant le
nombre des ringages avec un pourcentage d’environ 69% au deuxiéme rincage et 91% au
troisiéme ringage.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce faible taux de récolte :
- L’absence de suivi échographique des ovaires ne permet pas de déterminer avec
précision le moment de I’ovulation, le moment optimal pour la saillie et le moment

de la récolte
- Le matériel utilisé lors de la récolte n’est pas spécifique a I’espéce équine, la sonde
de collecte est destinée au bovin

- Le volume de liquide utilis€ est plus faible a ce qui est d’usage chez cette espece

avec 1.5 litre en trois ringages de 0.5 litre chacun
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C/ Conclusion :

L’optimisation du potentiel reproducteur prend toute son importance chez la jument compte
tenu des enjeux économiques présents dans la filire équine. La maitrise des nouvelles
biotechnologies de reproduction assistée telles que le transfert d’embryons joue a ce titre un
réle primordial.

En terme simple ; le transfert d’embryons équins consiste a prélever par lavage utérin un
embryon de 7 4 8 jours aprés ovulation a partir d’une jument dite donneuse et le placer dans
I'utérus d’une jument dite receveuse qui se situe & la méme phase du cycle cestral de la
donneuse.

Notre expérience est une initiative en matiére de reproduction équine en Algérie. Au fait
c’est une étude qui souligne le rdle prépondérant du transfert d’embryons & satisfaire les
exigences des €leveurs a obtenir un poulain a partir de juments dgées mais de haute valeur
génétique ou commerciale ou bien des meres poursuivant leurs carriéres sportives qui ne
pouvant ou ne devant pas assurer une gestation, I’embryon récolté est donc confié a une
receveuse qui portera le futur poulain jusqu’a terme et I’éleévera par la suite sans avoir aucun
effet génétique sur ce dernier.

Le développement de cette technique reste limité en raison de son coit élevé et des
lourdes contraintes techniques. La mise au point d'une technique fiable de congélation des
embryons associée a un traitement efficace de super-ovulation sont les objectifs principaux
des thémes de recherches. Le test d'appréciation de la qualité des embryons, un outil efficace,
doit permettre d'accélérer l'obtention de progres significatifs. Enfin il faudra savoir réserver
cette technique a la production de qualité en évitant la course a I'augmentation de la quantité;
la transplantation embryonnaire restera alors ce qu'elle est dans les autres espéces animales :

un outil de production pour reproducteurs d’élite.
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