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RESUME

Chez les mammiferes, la fonction de I’ovaire est de produire & chaque ovulation un ou
plusieurs ovocytes fécondables et de créer un environnement hormonal propice au démarrage
¢ventuel d’une gestation. C’est ainsi que nous avons mise au point une méthode qui nous
permet d’utiliser le potentiel productif de la vache en limitant le gaspillage, par atrésie. En
effet, une superovulation, suivie d’une insémination artificielle qui aboutit a la fécondation de
ces ovocytes produites et production d’embryon en fin. On les transfére sur des receveuses
ou encor les congelés.

Le travaille de notre étude expérimental a été réalisé dans une ferme privés dont le
sujet a était porter sur quatre vache laitiere de race Holstein, ou on a obtenue une moyenne de
7,2 corps jaune par vache et par collecte aprés traitement de superovulation a base de extrais
hypophysaire porcine sous le nom déposer Stimulfol.

On a réalis€ 11 récoltes et on a obtenue 55 embryons, on a réalisé 6 transferts et on a

obtenue un taux de gestation de 33,33% confirmé par échographie.

Mots clef : Superovulation, extrait hypophysaire, transfert d’embryon, station privé, taux de

gestation.



Abstract

In mammals, the function of the ovary is to produce at each ovulation one or
more fertile eggs and creating a hormonal environment conducive to start a possible
pregnancy. Thus we have developed a method that allows us to use the productive
potential of the cow by limiting waste, by atresia. Indeed, superovulation, followed by
artificial insemination leading to the fertilization of eggs produced and the production
of embryo end. They were transferred into the recipient or still frozen.
The work of our experimental study was conducted in a private firm of which the
subject was wearing four Holstein dairy cow, or it has obtained an average of 7.2
lutea per cow per collection after superovulation treatment was based extrais pituitary
of swine under the name file Stimulfol.
It has conducted 11 crops and 55 embryos were obtained, we conducted six transfers

and we obtained a pregnancy rate of 33.33% confirmed by ultrasound.
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Introduction général :

Les biotechnologies de 1’embryon c’est I’ensemble des techniques mises au point &
partir des connaissances de base acquises sur le développement de I’embryon. Leur essor est
récent et encore & bien des égards modeste. Elles se sont développées chez les mammiferes
domestiques a partir des années 80, d’abord dans 1’espéce bovine ou la reproduction des
animaux  €tait, depuis déja trente ans, largement organisée autour de 1’insémination
artificielle. Chez cette espéce, I’embryon a d’abord été produit exclusivement iz vivo apres
stimulation hormonale des femelles donneuses. Ce mode de production a permis le
développement de la technologie du transfert d’embryons associée 4 leur congélation. Plus
récemment, une deuxiéme génération de technologies est apparue qui s’appuie sur la
production d’embryons en culture, aprés maturation et fécondation in vitro d’ovocytes
prélevés sur ’animal vivant. Les progrés de nos connaissances sur la physiologie de
'embryon de mammifére permettent maintenant I’émergence d’une troisiéme génération de
techniques. Celles-ci tirent parti de Iextraordinaire plasticité des premiers stades de
’embryogénése et visent & modifier encore plus en avant les caractéristiques de I’embryon :
le transfert nucléaire qui aboutit & la production de clones, et la transgénése qui consiste a
introduire un géne étranger dans les cellules de 1’embryon en sont les illustrations
(COLLEAU, J.J. ; HEYMAN, Y. ; RENARD, J.P 1998).

Le premier essai couronné de succes de prélévement d’un embryon suivi de son
transfert dans une lapine fut réalisé par HEAPE en 1891. C’est en 1951 que naquit le premier
veau issu du transfert d’un embryon d’une donneuse sur une receveuse (WILLETT et al.
1951). Le premier veau né aprés transfert d’un embryon congelé puis décongelé naquit en
1973 (WILMUT et ROWSON 1973). 1l portait le nom de frosty II. Frosty Iétant né suite & une

fécondation réalisée au moyen de sperme congelé.

Dans ce contexte la réalisation d’une étude de réaction de vache améliores & un
traitement de superovulation dans notre étude a pour objectif de maitriser les différentes
ctapes de la production d’embryons dans I’espéce bovine, en utilisant des extraits
hypophysaires dans un protocole classique de superovulation ainsi que la technique de

transfert en frais.
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Introduction :

La production des gamétes femelles fécondables, ou ovogenése, est un processus de
développement long et discontinu. Chez les mammiféres, la méiose qui aboutit a la
formation des gametes haploides, ou ovules, débute au stade feetal, se bloque au stade de
prophase de premicre division méiotique lors de la formation des follicules ovariens, puis
reprend a I’ovulation pour se bloquer & nouveau au stade de métaphase de deuxiéme division
méiotique, stade auquel I’ovocyte mature est expulsé dans les voies génitales femelles.

Ce dernier blocage ne sera levé qu’a la fécondation si elle a lieu, et I’ovule est donc une
cellule «fugace et rare». L’ovogenése est d’autant plus complexe qu’elle s’imbrique dans un
autre processus de développement, la folliculogenése avec laquelle elle entretient des liens
étroits. Ainsi, le follicule apporte & I’ovocyte qu’il renferme I’environnement nécessaire a sa
croissance et a l’acquisition de sa compétence & la fécondation et au développement
embryonnaire. A I’inverse, la promotion du développement folliculaire par ’ovocyte a été
longtemps ignorée, mais est maintenant bien établie (MATZUK et al, 2002), (KNIIGHT et
GLISTER ,2006).

L’ensemble des connaissances actuelles confirme que I’ovogenése est absolument
indissociable de la folliculogenése. Le développement des follicules ovariens, ou
folliculogenese, commence au démarrage de croissance du follicule primordial et se termine
a Povulation, stade ultime de la folliculogenése, ne se produit que si les caractéristiques
endogenes (développementales, hormonales, métaboliques) de [I’individu et son
environnement (saison, nutrition, interactions sociales) le permettent. L’influence des
facteurs environnementaux sur le développement folliculaire et I’ovulation varie fortement
selon les especes de mammiféres considérées, comme I’illustre par exemple I’existence
d’animaux 2 reproduction saisonnée ou non, et d’animaux a ovulation spontanée ou
déclenchée par la saillie. Néanmoins, pour tous les mammiféres, la maturation folliculaire et
I"ovulation sont sous le contrdle direct du systéme hypothalamo-hypophysaire qui intégre les
informations des facteurs endogenes et exogenes, et les retraduit par des modifications de
sécrétion des gonadotropines FSH et LH. Le role crucial des gonadotropines dans le controle
de la folliculogenése et le déclenchement de l’ovulation est désormais bien établi.
Cependant, ces processus sont aussi régulés par de trés nombreux autres facteurs, dont

I’importance varie au cours de la folliculogenése.
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I- Ovogenése et folliculogenése :
I-1- Stade embryonnaire :

Dans les gonades embryonnaires, dés 45 jours de gestation chez la vache, 1’ovaire est
le siége de multiplications intenses des cellules germinales ou cellules primordiales,
aboutissant & la création d’un pool important de cellules appelées ovogonies. Pendant la
période feetale, vers 75-80 jours de gestation, les ovogonies entreprennent des divisions
méiotiques. Ces derniéres sont interrompues au stade de prophase 1 : les cellules issues de

ces divisions sont appelées ovocytes primaires (ADAMS et al, 2008).

I-2- A la naissance :

A la naissance, chaque ovaire de génisse contient une moyenne de 150.000
follicules primordiaux (Figurel), c’est-a-dire les ovocytes primaires entourés d’un
épithélium simple (cellules de pré-granulosa).

Des la différenciation de cet épithélium en cellules de la granulosa, on parle de follicule
primaire. Jusqu’a la puberté, ces follicules continuent de croitre, jusqu’a ’acquisition de
deux ou plusieurs couches de cellules de la granulosa ainsi qu’une membrane basale
(follicules secondaires) (Figure2), puis d’une couche de cellules théquales interne et externe
(follicules tertiaires) (Figure3). Leur croissance s’arréte alors : les follicules s atrésient.

Epithelium germinatit’

couche de cellules
folliculaires

arrét au stade
meiose I

(diploténe)
- N Ma” 4 T 5 Follicule primordial
E\ A - A, ’r—'_—- contenant un ovocyte primaire
L = & : \
) 22 —~
w Vi o
i§ o R noyau et nucléole

Figure 01 : Follicules primordiaux sur une coupe transversale d’ovaire de bovin
(GAYARD ,2008).
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zone pellucaide (ZP)

stroma

granulosa pluristratifiée (ZG3)
Figure 02: Follicule secondaire sur une coupe transversale d’ovaire de bovin
(GAYARD, 2008).

theque extane

Theque mterme

: o s o

celiules de la gramilosa

Figure 03: Follicule tertiaire sur une coupe transversale d’ovaire de bovin (GAYARD,
2008).
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I-3- A la puberté :

La puberté survient chez les génisses entre 7 et 18 mois. La croissance des follicules,
sous dépendance des hormones gonadotropes FSH et LH, se poursuit au-dela pour atteindre
le stade de follicule pré-ovulatoire ou de « De Graaf ». Avant ’ovulation, les ovocytes
primaires (ovocytes I) poursuivent la division méiotique au sein des follicules, et expulsent
le premier globule polaire. IlIs s’arrétent en métaphase II du cycle méiotique. Lors de
I"ovulation, ¢’est donc un ovocyte II bloqué en métaphase II (ou ovule) qui est libéré. Ce
n’est qu’apres la fusion du spermatozoide avec I’ovule que ce dernier expulse le deuxiéme
globule polaire et achéve sa méiose. On qualifie d’embryon ’entité contenant un pronoyau
méle et un pronoyau femelle. La figure 4 présente un schéma récapitulatif de la

différentiation des cellules et de la croissance folliculaire de la vie feetale 4 la puberté.

Muitiplication
Vie foetale \

Naissance I‘lllllll.lllllllllllllllllllllll EEFTEEERES

Pubertd  _ \ ? 1
Ovulation GP 1

Fecondation

1

Meiose

Figure 04: Schéma récapitulatif de I’ovogenése et de la folliculogenése chez les
Mammiferes (GAYARD, 2008).
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II- Dynamique de la croissance folliculaire :

II-1- Vagues folliculaires :

On parle de vagues folliculaires pour décrire le phénoméne cyclique et continu selon
lequel des follicules entrent dans un schéma de croissance puis de décroissance aboutissant
soit a I’ovulation soit a I’atrésie d’un ou plusieurs follicules, selon les espéces.

Le cycle cestral des vaches se compose de 2 ou 3 vagues folliculaires : les cycles & deux
Jours durent 2 a 3 jours de moins que les cycles & 3 vagues (19-20 jours contre 22-23jours)
(NOSEIR ,2003) et (ADAMS et al ,2008).

La tendance chez les vaches laiti¢res 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 de races allaitantes qui ont une prédominance de cycles a 3 vagues
folliculaires (GINTHER et al, 1989). Lors de cycles & 3 vagues, on observe deux vagues
anovulatoires avant une derniere vague ovulatoire (MACMILLAN et al, 2003).

Ces vagues folliculaires intéressent des follicules provenant des 2 ovaires évoluant de
mani€re synchronisée, répondant aux variations hormonales systémiques et locales comme
une seule entité (ADAMS et al, 2008).

II-1-1- Recrutement :

Le terme de recrutement s’applique a tout follicule qui a dépassé le stade auquel
habituellement la plupart des follicules deviennent atrétiques (FORTUNE, 1994). 1l concerne
donc chez les ruminants 2 a 5 follicules de taille comprise entre 3 et 6 mm (DRIANCOURT
et al. 1991).

II-1-2- Sélection :

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 diametre de 8,5 mm (GINTHER et al, 1989), (LOPEZ et al, 2005).

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 1’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 et al, 1997).
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Or, au cours de la croissance des follicules, les cellules de la granulosa secrétent de maniére
active des cestrogenes et de I’inhibine qui agissent par rétrocontrole négatif sur la sécrétion
hypophysaire de LH et surtout de FSH, en régulant I’expression des récepteurs 8 FSH et LH
sur les cellules de la granulosa (HERATH et al, 2007). La concentration de FSH baisse
progressivement pour atteindre un nadir au moment de la déviation (ADAMS 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 et al,
2001).

1I-1-3- Dominance :

Le follicule dominant se développe sur 1’ovaire droit ou gauche indépendamment du
cOté de la précédente ovulation. Un seul follicule (dans les espéces mono-ovulantes) acceéde
au rang de dominant et continue sa croissance alors que les follicules subordonnés
continuent de régresser sous I’action combinée de I’inhibine et de I’cestradiol. Le début de la
période de dominance se définit par la présence d’un follicule de diamétre supérieur de 1 a2
mm au follicule de diameétre immédiatement inférieur, ainsi que par un arrét de la croissance
des follicules subordonnés par rapport au follicule dominant (IRELAND et ROCHE ,1983).
La dominance d’un follicule s’apprécie, in vitro, par la présence d’une concentration en
cestrogenes plus €levée dans le fluide folliculaire et une activité aromatasique -activité de
I’enzyme aromatase, convertissant la testostérone en cestradiol- des cellules de la granulosa
plus importante dans ce follicule par rapport aux autres (FORTUNE et al, 2001).

D’autres caractéristiques distinguent encore le follicule dominant des follicules subordonnés
ainsi une vascularisation plus importante (ACOSTA et al, 2007), et une expression de
récepteurs & FSH et LH dans les cellules de la théque augmentée par rapport a celle des
autres follicules. Contrairement a ce qui €tait supposé, 1’acquisition de récepteurs 4 la LH
par les cellules de la granulosa du follicule dominant, le rendant ainsi insensible & 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
deviation, la LH contribue a la croissance et au bon fonctionnement du follicule de plus
grand diametre. Les follicules subordonnés, moins ou non pourvus en récepteurs & LH, ne
poursuivent pas leur croissance et s’atrésient (LOPEZ et al, 2005).

Les raisons pour lesquelles un follicule plus qu’un autre acceéde au statut de follicule

dominant sont pour le moment en cours de recherche. Dans 75% des cas, le plus grand
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follicule émergeant devient le follicule dominant : au moment du recrutement, la dominance
se manifesterait déja sous forme d’un avantage de taille (WILTBANK et al, 2000).

Mais cette caractéristique n’est pas fiable pour déterminer quel follicule exercera la
dominance sur les autres. La découverte de sensibles changements morphologiques et
physiologiques des le recrutement laisse supposer que la mise en place des mécanismes
conduisant a I’ovulation d’un seul follicule dominant est antérieure et non contemporaine a
la sélection comme les études initiales le présupposaient. La confirmation de cette hypothése
a €t€ obtenue : ds le deuxiéme jour aprés I’émergence d’une nouvelle vague folliculaire, le
follicule dominant exprime des caractéristiques de dominance. De plus, au cours de la
premiere vague folliculaire d’un cycle cestral, le follicule de la cohorte dont la concentration
en IGFBP-4 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein 4) dans le liquide folliculaire est la
plus faible au moment du recrutement devient toujours le follicule dominant (MIHM et al,

2000).
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Figure 05: Représentation schématique des vagues de croissance folliculaire au cours du

cycle sexuel chez la vache ( FORTUNE 1993).
II-2- L'evulation :

Lorsque le follicule est a son développement maximal, il est protubérant a la surface
de T'ovaire. Le systéme vasculaire sanguin et lymphatique autour du follicule favorise un
taux croissant de sécrétion d’un fin fluide folliculaire. Cette sécrétion est influencée par une
augmentation de la pression et de la perméabilité dans les capillaires sanguins au cours du

procestrus et de I'cestrus. L'accumulation de liquide fait gonfler les follicules mais la pression
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intra folliculaire n'augmente pas. De petites hémorragies ont lieu dans la paroi folliculaire.
Cette paroi devient trés mince et transparente a la périphérie du site d'ovulation. Ces
changements dans la paroi du follicule précédent la rupture qui est due a la libération de
collagénases. La LH stimule la production de prostaglandines PGF2a et PGE2. On pense
que la PGF2a entraine la libération des collagenases a partir de cellules folliculaires, causant
la digestion de la paroi folliculaire et sa distension au niveau du stigma. Le processus de
digestion libére également des protéines qui provoquent une réponse inflammatoire avec une
infiltration de leucocytes et la libération d'histamine. Tous ces processus dégradent la paroi
et I'épithélium germinatif, alors le follicule se rompt au niveau du stigma et l'ovocyte est

libére (LAFOREST, 2005).

II-3- L’atrésie :

Puisque seulement un petit pourcentage des ovocytes potentiels est libéré par l'ovaire
lors de I'ovulation (généralement un seul chez la vache) plusieurs follicules régressent & un
certain moment. Cette régression est appelée atrésie. Quatre-vingt dix-neuf pourcent des
follicules subissent une atrésie. Dans l'atrésie des follicules primaires et secondaires chez la
vache, la cellule ceuf dégénere avant la membrane folliculaire alors que pour les follicules
tertiaires, c'est l'inverse qui se produit. Les changements atrésiques dans les follicules
tertiaires résulteraient de la formation de deux types morphologiques différents des follicules
atrésiques : oblitératif et kystique. Dans 1'atrésie oblitérative, les couches de la granulosa et
de la théque pourraient s'atrophier ou seule la couche de granulosa s'atrophie et la théque se
lutéinise, se fibrose ou se hyalinise autour de l'antrum. Dans les cas d'insuffisance
hormonale, ce phénoméne pourrait expliquer la persistance pathologique de kystes
folliculaires ou lutéiniques (LAFOREST, 2005).

II-4- Le corps lutéal ou corps jaune :

Apres l'ovulation, cependant, le stratum est vascularisé par les vaisseaux de la théque
interne. Alors, les cellules de la granulosa s'élargissent, se luteinisent et forment la
population des grosses cellules lutéales du corps jaune. Les cellules de la théque contribuent
a la population des petites cellules lutéales du corps jaune. La luteinisation est le processus
par lequel les cellules de la granulosa et de la théque se transforment en cellules lutéales.
Ceci inclut 'hypertrophie et I'hyperplasie des deux types de cellules. Un pigment jaune, la
lutéine, apparait dans les cellules lutéales chez la vache. Des mitoses post-ovulatoires

continuent pendant 40 heures pour les grosses cellules lutéales de la granulosa, et pendant 80
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heures pour les petites cellules lutéales de la théque. L'augmentation de taille du corps jaune,
apres cette période d'activité mitotique, est principalement due a I'hypertrophie des grandes
cellules. Les petites représentent une part mineure du corps jaune et occupent
essentiellement les zones trabéculaires périphériques. Cependant, les deux types de cellules
sont mélangés dans le corps jaune. Chez la vache, le corps jaune est totalement développé et
vascularis€¢ 9 jours apreés ’ovulation mais il continue a grossir jusqu'au 12éme jour ou il
atteint environ 25 mm (LAFOREST, 2005).

. telliculs follicule folliculs folticule de Oe Graaf
primordisl primaire socondaire  heque extemns . e

Figure 6: Schéma de 'ovaire (LAFOREST, 2005).

III-Variations hormenales au cours du cycle cestral :

Communément, on distingue deux parties pendant le cycle cestral de la vache : la
phase folliculaire, dominée par les cestrogénes et la phase lutéale, dominée par la
progestérone, mais avec des variations du taux d’cestrogénes en fonction de la progression
des vagues folliculaires.

- Folliculaire : de courte durée, 3 jours, qui consiste en une croissance explosive et une

9
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maturation du futur ovule qui va &tre libéré : elle est caractérisée par la production intense
d'eestrogenes. Elle est initiée au moment du recrutement d’un pool de follicules par un pic de
sécrétion de FSH et se termine au moment de I’ovulation (considéré comme le jour JO du
cycle) (ADAMS et al, 2008).

- Lutéale: dure 14 & 16 jours, dans les 5 & 6 jours suivant ’ovulation, les cellules de la
granulosa se différencient en grandes cellules lutéales et celles de la théque en petite cellules
lutéales qui acquicrent la capacité de sécréter de la progestérone. Cette lutéinisation du
follicule aboutit a la formation d’un corps jaune. La concentration plasmatique en
progestérone augmente ainsi de moins de 1 ng/ml & 3 jours post ovulation (PO), 4 3 ng/ml &
6 jours PO (ADAMS et al, 2008). Elle atteint un plateau entre 10 et 14 jours PO (>4 ng/ml).
Vers le seizieme jour du cycle, la libération de prostaglandine F2a (PGF2q) par I’endométre
de la vache non gestante provoque la hyalinisation des vaisseaux du corps jaune. Les
cellules hypoxiques ne produisent plus de progestérone et la concentration chute : on parle
de lutéolyse.

ITI-1- Les hormones hypophysaires :

Elles sont sécrétées par les cellules basophiles de I'hypophyse antérieure, ce sont des

glycoprotéines de fort poids moléculaire (3 000 daltons).

Ce sont la FSH (follicule stimulating hormone) et la LH (luteinizing hormone).

Im-1-1-LH :

La concentration plasmatique de LH est a un niveau bas dit "tonique" de l'ordre de 1 & 2
ng/ml alors qu'au moment de I'eestrus, 24 h approximativement avant l'ovulation, il y a une
decharge cyclique intense (de 40 a 50 fois le taux basal) et de courte durée (6 heures) de LH.
Les pics de LH sont peu fréquents pendant la phase lutéale. Leurs fréquences et amplitude
augmentent fortement pour donner la décharge cyclique pré-ovulatoire pendant la phase
folliculaire (DALICHAMPT, 1989).

III-1-2- FSH :

La cinétique de libération de FSH est analogue & celle de LH : niveau tonique puis
décharge cyclique (de plus faible amplitude 3 & 5 fois) au moment de l'ovulation. Par
ailleurs, les secrétions de FSH et surtout de LH ont la particularité d'étre pulsatiles. Pour la
FSH, le pic pré-ovulatoire correspond seulement & une augmentation d'amplitud
(DALICHAMPT, 1989).
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IIT-2- L’hormone hypothalamique :

L'hypothalamus contrdle la libération de LH et de FSH par l'intermédiaire de la
gonadoliberine ou GnRH. L'hypothalamus possede deux régions fonctionnellement
différentes : l'hypothalamus médian qui est le centre de la tonicité et l'hypothalamus
antérieur, centre de la cyclicité, qui permet la décharge ovulatoire de LH. Il existe donc deux
types de sécrétion de la gonadoliberine : une sécrétion tonique responsable de la sécrétion de
base de FSH et de LH, et une sécrétion sous forme de pulses trés fréquents a I’origine de la
décharge cyclique ovulante de gonadotropines. Par ailleurs, I'hypothalamus en connexion
avec le thalamus est en étroite relation avec le cortex cérébral et les organes des sens. Des
stimuli nerveux tels que la lumiére, la température extérieure, le stress et d'autres facteurs de

l'environnement influencent l'activité sexuelle (BRUYAS, 1991).

III-3- Les hormones ovariennes :
ITI-3-1- Les cestrogénes :

Ils interviennent par un retro contrdle positif ou négatif sur l'axe hypothalamo-
hypophysaire. Les cestrogenes exercent une rétroaction négative sur I'hypothalamus. En
effet, suite a une ovariectomie compléte, on constate une hypertrophie de certaines cellules
de T'hypophyse antérieure secrétant de la LH et de la FSH ; parallélement a cette
hypertrophie il y a une augmentation du taux de GnRH. Ce phénoméne existe au début de la
croissance folliculaire. Un taux élevé d'cestrogénes permet une rétroaction positive sur
I'hypophyse antérieure ou sur I'hypothalamus avant l'ovulation, ce qui induit la décharge
ovulante de LH. Ce phénomeéne a lieu en fin de croissance folliculaire (HUMBLOT et
GRIMARD, 1996).

III-3-2- La progestérone :

Secrétée par le corps jaune, elle exerce une rétroaction négative tant sur
I'hypothalamus que sur l'hypophyse, ce qui entraine une diminution du taux de LH,
interdisant ainsi l'ovulation (HUMBLOT et GRIMARD, 1996).

III-3-3- Les prostaglandines :

Molécules polyinsaturées, ce sont des dérives de 1'acide arachidonique. Elles sont
sécrétées au niveau de l'appareil génital femelle et retrouvées au niveau de l'ovaire et de la
paroi utérine. La PGF,0, est synthétisée par I'utérus a la fin de la phase lutéale et passe par
l'artére utérine qui a des rapports étroits avec l'artére ovarienne (HUMBLOT et GRIMARD,
1996).
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Introduction :

L’augmentation du potentiel reproducteur de la femelle peut passer par des techniques
fondées sur la superovulation et le transfert embryonnaire. Avec cette technique, une vache
donneuse produit plusieurs embryons qui peuvent étre transplantés chez plusieurs
receveuses. De plus, les embryons récoltés sont facilement congelables, ce qui autorise une
meilleure diffusion ou bien une utilisation plusieurs mois, voire plusieurs années plus tard.
Le nombre moyen d’embryons transférables se situe entre 5 et 7 par femelle selon les
auteurs. En France en 2000, sur 6716 femelles collectées par 35 équipes, le nombre total
d’embryons collectés était de 62538, soit 9,3 embryons totaux par collecte, et le nombre
d’embryons transférables collectés était de 36263, soit 5,4 embryons transférables par
collecte Les taux de gestation sur transfert d’embryons frais (58%) ou congelés (60%) étant
proches de ceux obtenus par insémination artificielle, on peut donc obtenir par cette
technique plus d’un veau par vache collectée et par an (de I'ordre de 2 & 3 par collecte).
(UNCEIA ,2000).

I- Choix de la donneuse :

Habituellement, 1’éleveur choisit une génisse ou une vache de haute production
laitiere ou de bonne conformation viandeuse. Il convient d’en analyser les performances de
fertilit¢ et de fécondité. De méme, il s’avere indispensable d’identifier la présence éventuelle
de lésions du tractus génital. L’animal superovulé aura autant que faire se peut accoucher
normalement, n’aira pas présenté de complications puerpérales ou du post partum tells
qu’une rétention placentaire, une infection utérine, une fiévre vitulaire ou de ’acétonémie. Il
aura accouché depuis 60 voire 90 jours au moins et sera en phase de bilan énergétique
positif. Il aura manifesté deux ou trois chaleurs & intervalles réguliers. A ’exploitation
manuelle, le col et les cornes utérines seront de diamétre normal (<5cm). Un corps jaune
sera présent sur I’ovaire. L’examen vaginal au moyen d’un spéculum éliminera la possibilité
d’une infection utérine ou d’un urovagin. Certains examens complémentaires (tests de
perméabilité tubaire, examen échographique) seront le cas échéant effectués. Les traitements
antiparasitaires et vaccinations auront été effectués 30 jours au moins avant le traitement de

superovulation ( HANZEN 2009).
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II- Influence de la stimulation hormonale :

Dans la reproduction assistée, l'objectif de stimulation ovarienne est d'augmenter le
nombre de follicules antraux donc augmenter le nombre d"ovocytes de haute qualité et le
taux de blastocytes transférables. Plusieurs protocoles de stimulation multi-folliculaire ont
ét¢ développés, cependant le taux de récolte dun nombre maximum d'ovocytes pour
fécondation de chacun de ces protocoles demeure controversé. Plusieurs protocoles de
stimulation ovarienne ont €t€ rapportés. Ils ont utilisé notamment le PMSG et le HCG. Suite
a une stimulation optimale & base de FSH, plus de 75 % des ovocytes immatures deviennent
des blastocytes suite & la production iz vitro en comparant avec le taux de 40 % de

blastocytes en production in vitro sans traitement in vivo (BLONDIN et al, 2002).

III- Traitement de superovulation :

ITI-1- Traitement par FSH :

Lors du traitement avec FSH, les meilleurs résultats sont obtenus, pour une dose totale
de 32 a 40 mg chez la vache et de 28 mg chez la génisse, en doses décroissantes, en 2

injections par jour pendant 4 jours (NIBART, 1991).

Une injection unique de FSH semble aussi pouvoir étre pratiquée. Ainsi, en superovulant des
vaches par une unique injection sous-cutanée de FSH (Folltropin®, Vetrepharm). Entre J8 et
J10 du cycle cestral (BOG et al, 1994) .Ou bien sur cycle induit par cestrogénes et
progestagenes ou apres ponction du follicule dominant (BERGFELT et al, 1997).

Concernant la dose , ESTRADA et al (1998) ont évalué la réponse d’élevages adaptés aux
conditions tropicales, suite & des traitements de superovulation constitués de 2 doses
différentes de Folltropin®, 24 et 36 mg par vache. Ils ont enregistré des différences
significatives entre les élevages pour le nombre d’embryons transférables, mais la dose de
FSH (24 contre 36 mg) n’influencait pas de fagon significative la réponse. Au contraire,
YAAKUB et al (1998) ont observé une augmentation linéaire de la réponse (nombre de
corps jaunes et d’embryons/ovocytes non fécondés) avec I’augmentation des doses de FSH-
p (400, 600 ou 800 UI). Cependant, le nombre d’embryons transférables n’était pas différent
entre 600 et 800 UL
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Tableau 01 : Effet du rapport FSH/LH sur la production d’embryons (LUCAS-HAHN et

NIEMANN, 1991).

Résultats FSH purifiée FSH purifiée + FSH commerce
Par +40% LH 20% LH (80% LH p
Donneuse (0,423 UD) (0,069 UI) ou 8,5 UI)
Nombre moyen de
) 12,6 £ 1,1 10,1+£0,9 9,0+09 <0,05
COTpS jaunes
Nombre moyen
d’ovocytes 51+13 2,6+0,6 2,7+0,5 <0,05
fécondés
Nombre moyen
d’embryons 34+ 06 2,2+035 22+0,5 >0,05
transférables
2 injections
quotidiennes
de FSH-
Chaleurs de P
référence
JO J8al3
PGF2a

Figure 07: Schéma de traitement de superovulation par FSH (NIBART, 1991).
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HII-2- Traitement par PMSG :

Afin de limiter les effets négatifs de la longue demi-vie de la PMSG, ['utilisation
d’anticorps anti-PMSG aprés le pic de LH a ét¢ proposée. En effet, sans anticorps anti-
PMSG, une seconde vague de croissance folliculaire démarre aprés 1’ovulation, ce qui
entraine des concentrations en oestradiol dans le sang élevées au moment du développement
embryonnaire, ce qui est néfaste pour ’embryon.(DIELEMAN et BEVERS, 1987). Les
résultats en termes de nombre d’ovulations et du nombre d’embryons transférables seraient
alors améliorés par I’injection d’anticorps anti-PMSG juste aprés le pic pré-ovulatoire de
LH. Globalement, lors d’utilisation de PMSG, I’emploi d’anti-PMSG 48 4 60 h aprés
I’injection de prostaglandines permettrait d’améliorer la réponse.

(DIELMAN et al, 1989) ; (HAHN, 1992).
L’administration d’anticorps anti-PMSG provoquerait indirectement 1’atrésie des follicules
non ovulés de diamétre supérieur 2 10 mm avec une chute concomitante d’cestradiol. Par
contre, I’injection trop précoce de I’anticorps inhibe complétement la superovulation. Le
nombre de corps jaunes présents le jour de la collecte ne semble pas influencer par
I'injection d’anticorps 6 ou 18 heures apreés le pic de LH. Cependant, la qualité des
embryons lors d’utilisation d’anticorps anti-PMSG 18 heures aprés le pic de LH serait
supérieure a celle des embryons collectés aprés utilisation de PMSG seule. La meilleure
période pour I’injection d’anticorps anti-PMSG semble étre 18 heures aprés le pic de LH.
(BEVERS et al, 1993).

L’utilisation d’anticorps anti-PMSG permettrait également de réduire I’incidence des kystes
et de follicules pré-ovulatoires n’ayant pas ovulés le jour de 1’ovulation.
(DIELEMAN et al, 1989) ; (ALFURALJI et al, 1990) ; (BEVERS et al, 1993).

D’autres auteurs n’ont pas trouvé d’effet de ’emploi d’anticorps anti-PMSG au moment de
I’insémination. ZEITOUN et al (1988) n’ont constaté qu’une augmentation du nombre de
corps jaunes le jour de la collecte. Enfin, (ALFFURALJI et al ,1990) ; (ZEITOUN et al,
1991) et (BEVERS et al ,1993) n’ont pas trouvé d’effet de ’administration d’anti-PMSG

que ce soit sur le nombre d’embryons totaux ou transférables.
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PMSG
22500 U
Chaleurs de SIRRES .
e Collecte
référence ‘
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Figure 08: Schéma de traitement de superovulation par PMSG (en phase lutéale d’un
cycle naturel). (NIBART, 1991).

IV- Conséquence d’un traitement de superovulation :

La réponse variable (0 a 40 ovulations) et peu prédictible des animaux & un traitement
de superovulation constitue encore a I’heure actuelle un des facteurs limitant de la méthode.
Une récolte sur 3 ne produit aucun embryon transférable et 70% des embryons transférés
proviennent de 30% des récoltes réalisées. Semblables résuitats ont été observés chez la
vache laitiére. Selon certains auteurs, 70% de la variation des réponses observées peuvent
étre imputées a des facteurs intrinséques liés au statut ovarien de 1’animal ou a la nature et
au rythme d’injection des substances utilisées. Les causes peuvent en étre trouvées d’une
part dans les effets du traitement de superovulation sur la croissance folliculaire ou d’autre
part, dans la manque de synchronisme entre le début du traitement de superovulation et le
statut ovarien susceptible d’interfére avec un recrutement folliculaire optimal. (THIBIER et
NIBART ,1995).

V- La collecte des embryons :

Apres fécondation, les embryons sont collectés dans 1’utérus, aprés leur sortie de
’oviducte (J4-J5). Pour des raisons sanitaires et de fragilité, la réglementation internationale
impose de collecter les embryons encore inclus dans leur zone pellucide donc avant
I’éclosion qui a lieu a J9). La collecte est donc réalisée entre J6 et J§ aprés IA et presque
toujours a J7. (NIBART, 1991).
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La collecte des embryons est réalisée par voie cervicale au 7éme jour du cycle suivant les

chaleurs de polyovulation. Une technique chirurgicale est possible mais n’est pas utilisée en

France chez les bovins. (NIBART, 1991).

Le matériel utilisé est le suivant :

- un dilatateur de col.

- une sonde de récolte (sonde a 3 voies, LM.V.., L’ Aigle, France) avec chemise sanitaire.

- deux récipients en verre contenant le milieu de collecte avant et aprés la récolte.

- une enceinte thermostatée a 20-25°C contenant les deux récipients.

Tout le matériel non jetable est d’abord lavé avec un détergent non toxique, rincé dans de

I’eau distillée, séché et enveloppé pour la stérilisation.

Le milieu de collecte et de conservation des embryons est un milieu tamponné au phosphate

de sodium (milieu PBS (Phosphate Buffered Saline) ; pH = 7,2 ; pression osmotique = 290

milli-Osmoles ; LMLV, L’ Aigle, France).

La donneuse d’embryons est systématiquement placée dans une cage de contention

sur€levée dans sa partie antérieure et regoit une injection épidurale basse d’un anesthésique

local (6 a 10 ml de xeloucaine ; Vétoquinol, Lure, France). Le rectum est vidé de son

contenu et la région vulvaire est soigneusement lavée, désinfectée et essuyée.

La collecte consiste en un ringage des cornes utérines avec le milieu de collecte. Une fois le

col passé, I’extrémité de la sonde est placée dans la corne correspondant a I’ovaire qui a le

mieux répondu au traitement (détermination par palpation transrectale avant la collecte), a la

jonction entre le premier et le deuxiéme tiers de la corne. Le ballonnet situé & extrémité de

la sonde rigide est alors gonflé : il permet de fixer la sonde dans la corne et évite le reflux du

liquide de collecte. La sonde souple est progressivement dépliée jusqu’au fond de la corne et

le ringage commence. Apres avoir injecté, en plusieurs fois, 350 4 400 ml de PBS

préalablement placé dans ’enceinte thermostatée, la sonde souple est progressivement

retirée, le ballonnet est dégonflé et la méme opération est réalisée dans 1’autre corne.
(NIBART, 1991).

V-1- Examen des embryons :

La recherche et I’examen des embryons dans le liquide de récolte doivent étre
effectués dans de bonnes conditions sanitaires, avec du matériel stérilisé et 4 température
constante (20-25°C). Aprés décantation du liquide de récolte ou bien aprés filtration, le

décantat (ou filtrat) est examiné a la loupe binoculaire.
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Les criteres d’appréciation de la viabilité des embryons sont exclusivement morphologiques.
A J6, I’embryon est au stade morula compactée, a J7 au stade blastocyste.

La sortie de la zone pellucide se fait a J9. Les ovulations n’étant pas toutes synchrones,
plusieurs stades embryonnaires peuvent étre observés au cours d’une méme récolte.
L’observation de l'intégrité de la zone pellucide, la taille et I’homogénéité de la masse
cellulaire incluse dans celle-ci, la formation du blastoccele, du bouton embryonnaire et du
trophoblaste permet de juger de la viabilité¢ de ’embryon. Tous ces critéres figurent dans la

blastographie publié¢e par 'INRA-UNCEIA (1990).

V-2- Identification du stade :

La morphologie générale des embryons bovins est la suivante : diamétre compris entre
150 et 190 pm dont une zone pellucide de 12 4 15 um. Ce diameétre reste constant du stade
zygote au stade du blastocyste épanoui. On donne 1’4ge de I’embryons en fonction du
nombre de cellules qui le composent jusqu’au stade 16 celiules. Ensuite, le comptage des
cellules devient plus difficile et d’autres critéres morphologiques sont nécessaires. On
distingue les stades suivants selon (SAHA et al, 1983). (L 4ge est donné en prenant pour
repere I’oestrus comme jour z€ro) :
- Le stade morula (5 jours) ou les blastomeres sont difficilement identifiables. La masse des
cellules occupe tout 1’espace périvitellin.
- Le stade morula compacte (6 jours) ou des blastoméres ont fusionné, formant une masse
compacte. L’embryon n’occupe plus que 60 & 70% de I’espace périvitellin.
- Le stade jeune blastocyste (7 jours) ol une cavité commence a se former. Il est possible de
voir une différence entre les cellules de la masse cellulaire interne et les cellules
trophoblastiques (a I’extérieur).
- Le stade blastocyste (7 jours) avec une nette différence entre les cellules du trophoblaste et
les cellules de la masse cellulaire interne, plus sombres. L’embryon occupe la presque
totalité de I’espace périvitellin.
- Le stade blastocyste épanoui (8 jours) ou le diameétre total de I’embryon augmente
beaucoup (de 20 a 50 %) avec un amincissement de la zone pellucide jusqu’a un tiers de son
€paisseur initiale. Les embryons récoltés & ce stade sont en général aplatis a cause d’une
disparition du blastocoele.
- Le stade blastocyste €clos (9 jours) : I’embryon quitte ou a quitté sa zone pellucide. 11 peut

&tre plus difficile a reconnaitre lors d’une collecte.
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Une récolte a un jour donné ne contient pas toujours que des embryons du méme stade, il
existe une certaine variabilité : six jours apres les chaleurs, ce sont surtout des embryons au
stade morula qui sont récoltés, mais il peut arriver que des blastocystes soient également
récoltés a ce stade. (SAHA et al, 1983).

V-3- Evaluation de la qualité des embryons :

L’¢valuation 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 I’espace périvitellin, du
nombre de cellules dégénérées, et du nombre et de la taille des vésicules. L’IETS donne une
définition précise de quatre qualités différentes. (ROBERTSON et NELSON, 1994).

Les embryons sont observés au grossissement 200 pour évaluer leur qualité. On distingue
quatre classes de qualité embryonnaire :

- Excellent (qualité 1) : Embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique, symétrique
avec des cellules de couleur et texture comparable, blastomeéres polygonaux au stade morula
- Bon (qualité 1) : Embryon un peu en retard de développement par rapport & son jour de
collecte, embryon semblable a I’embryon excellent mais asymétrique ou exclusion de
quelques blastomeres dans I’espace périvitéllin.

- Moyen (qualité 2) : Embryon en retard de développement de 1 a 2 jours ou présentant des
défauts précis tels que des cellules échappées dans 1’espace périvitellin, des blastoméres de
taille vanable, quelques cellules dégénérées, et quelques vésicules et un aspect plus claire ou
plus sombre que normal.

- Médiocre (qualité 3): Nombreux défauts comme de nombreuses cellules échappées,
dégeénérees, de tailles différentes et des vésicules grosses et nombreuses, mais présence
d’une masse cellulaire homogeéne qui apparait normal.

- Mort ou dégénéré (qualité 4) : Arrét de développement a un stade précoce avec des
cellules dégénérées. (INRA-UNCEIA, 1990).

VI- Les facteurs influencent sur la production d’embryons :
VI-1- Influence de la donneuse d’embryons :
VI-1-1- Facteurs génétiques :

- La race :
Dans une étude rétrospective portant sur 1596 collectes. Le nombre total d’embryons

collectés varie significativement entre 6,0 et 16,2 selon la race, le nombre d’embryons
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transférables de 2,8 a 6,6, le pourcentage d’embryons transférables de 35% a 68% et le taux
de gestation par collecte de 37% a 75%. (DONALDSON, 1984).

VI-1-2- Facteurs physiologiques :
- L’age et la parité :

Les différentes études relatives a ’effet de I’Age de la donneuse sur la production
d’embryons mettent en évidence deux tendances d’intérét majeur. Tout d’abord, la
production d’embryons est supérieure chez les vaches par rapport aux génisses.
(HASLER et al, 1981) ;(DETTERER et al, 1997) ; (MENARD et MARTINEZ, 1997).
Les vaches produiraient en moyenne 1 4 2,5 embryons transférables de plus que les génisses.
Cependant, apres avoir atteint un pic pendant la 2¢éme lactation, le nombre d’embryons
transférables par collecte diminue de fagon significative (p<0,05) lorsque la parité augmente.
On observe donc une baisse du nombre d’embryons transférables par collecte & partir de la
3eme lactation. (GOVIGNON et al, 2000).

Dans cette €tude, le nombre moyen d’embryons transférables par collecte pour les génisses,
les vaches en premicre lactation, en deuxiéme lactation et & 3 lactations ou plus était
respectivement €gal a 4,77. 5,33. 5,62 et 4,00. Le nombre moyen d’embryons transférables
par collecte diminue a partir de 1’dge de 7 ans (soit & partir de la 5éme lactation).

(HASLER et al, 1981).

Concemant I’effet de ’4ge des génisses & la premiére collecte, le pourcentage d’embryons
viables est inférieur pour les génisses de moins de 16 mois & celui obtenu chez les génisses
de plus de 16 mois (respectivement 39 % versus 78 %, p<0,001) ; le pourcentage de
femelles collectées apres traitement est également inférieur pour les génisses de moins de 16
mois (respectivement 51 % versus 84 %, p<0,01) ; les auteurs concluent que plutdt que ’Age
lui-méme, il semblerait que ce soit I’4ge 4 la puberté en relation avec 1’alimentation et le
nombre de cycles sexuels avant la superovulation qui soient importants (NIBART, 1992).

- La lactation et le niveau de production laitiére :

Les conclusions des différentes études concernant D’effet de la lactation sur la
production d’embryons sont contradictoires. Pour DARROW et al (1982), le nombre
d’embryons transférables est significativement supérieur chez les vaches en lactation par
rapport aux vaches taries (4,0 versus 2,8 ; p<0,01) ; ils observent aussi une diminution
progressive du nombre d’embryons transférables avec 1’avancement de la lactation. A

I'opposé. Pour DE RUIGH et al (1995), les vaches en lactation produisent moins
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d’embryons viables que les vaches taries (p<0,01). Concernant le niveau de production
laitiere, alors que pour HASLER et al (1983) la production journaliére et le stade de
lactation n’influencent pas la réponse aux traitements de superovulation. MANCIAUX et al
(2000) ont montré que le niveau de production laitiére influence de fagon significative le
nombre d’embryons transférables, le nombre d’embryons de qualité 1 et le nombre
d’ovocytes non fécondés.
- L’intervalle vélage — collecte :

Pour HASLER et al (1983), le taux de fécondation est significativement plus élevé
151 a 300 jours apres vélage (71 %) par rapport aux vaches & moins de 150 jours (65 %) ou
a plus de 300 jours (66 %). Plus récemment. PEREZ et al (2001) ont montré que des vaches
allaitantes traitées avec de la FSH (Follicle Stimulating Hormone) durant les 20 premiers
jours post-partum produisaient en moyenne 19,4 follicules contre seulement 1,1 follicules
dans le groupe témoin et donc que les premiers jours du post-partum n’étaient pas

incompatibles avec une stimulation ovarienne.

VI-1-3- Facteurs sanitaires :

- Infertilité et production d’embryons :

Dans une €tude portant sur 984 collectes en race Prim’Holstein, ont comparé les
résultats de collectes de vaches «en bonne santé » (n = 666) par rapport 4 des vaches
«infertiles » (vaches présentant un kyste ovarien, des adhérences de ’appareil reproducteur,
une infection utérine ou des vaches infertiles a chaleurs normales (n = 318). Les donneuses
«en bonne santé » ont produit plus d’embryons viables que celles classées comme infertiles
(6,4 versus 2,4 ; p<0,05), leur taux de fécondation était également plus élevé (66 % versus
42 % ; p<0,05) ; 51 % des donneuses infertiles n’ont produit aucun embryon contre
seulement 14 % des donneuses en bonne santé (p<0,05). Enfin, au cours des 2 premiéres
années de cette étude, 18,8 % des donneuses dites infertiles n’ont montré aucun signe
d’oestrus aprés traitement et n’ont donc pas été inséminées, contre seulement 5.5 % des
donneuses classées en bonne santé (HASLER et al, 1983).

- Influence d’une infection par le virus BVD :
L’inoculation par voie intranasale, d’une souche non cytopathogéne du virus BVD, 9
Jjours avant I’insémination, & des génisses superovulées de race Prim’Holstein, affecte la
maturation folliculaire et le processus de I’ovulation, ce qui a pour conséquence une
diminution significative du nombre et de la qualité des embryons produits (KAFI et al,
1997).
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VI-2- Influence du méle :

VI-2-1- Effet direct du taureau :

Plusieurs €tudes ont mis en évidence un effet significatif du taureau utilisé sur la
qualité¢ des embryons : PONSART et al (2001), GOVIGNON et al (2000), HUPKA et al
(2000), MANCIAUX et al (1997) et DE RUIGH et al (1995).

Pour GOVIGNON et al (2000), le nombre moyen d’embryons de qualité 1 par collecte
varie entre 1,1 et 3,7 (p<0,05) en fonction du taureau utilisé. Pour HUPKA et al (2000), le
taureau utilisé influence significativement la qualité des embryons (p<0,01) mais la fertilité
du taureau en ferme ne serait pas corrélée a sa fertilité¢ dans les programmes de transfert
embryonnaire. A I’opposé, AURICH et HAHN (1993) font un paralléle entre le taux de non
retour en chaleur aprés insémination pour un taureau donné et le nombre d’embryons

transférables obtenus par traitement de superovulation pour ce méme taureau.

VI-2-2- Effet du protocole d’insémination :

Plusieurs protocoles d’insémination ont été comparés pour optimiser la production

d’embryons. Ils différent selon :

Le nombre d’inséminations : 1 insémination versus 2 inséminations (LACAZE et al, 1991 ;

SLIMANE et al, 1995 ; HUPKA et al, 2000),

Le moment des inséminations par rapport au début des chaleurs et par rapport au pic de
Luteinizing Hormone (LH) (SLIMANE et al, 1995),

Le nombre de taureaux utilisés : 2 inséminations avec le méme taureau versus 2

inséminations avec 2 taureaux différents (HUPKA et al, 2000),

Le type de semence : fraiche versus congelée (GOULDING et al, 1994).
SLIMANE et al (1995) ont ainsi montré que Le nombre total d’embryons et le nombre
d’embryons viables sont significativement supérieurs dans un protocole avec 2
inséminations par rapport & celui ne prévoyant qu’une seule insémination, Les meilleurs
résultats sont obtenus lorsque la premiere insémination est pratiquée plus de 6 heures aprés
le pic de LH. Les autres études n’ont pas mis en évidence d’effet significatif du protocole

d’insémination sur la production d’embryons.
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VI-3- Influence du traitement :
VI-3-1- Les hormones utilisables :

A T’heure actuelle, deux hormones gonadotropes sont utilisables pour les traitements
de superovulation : 1’'une d’origine chorionique, la PMSG également appelée eCG, 1’autre

d’origine hypophysaire, la FSH.

> Association PMSG/anti-PMSG :

La trés longue demi-vie de la PMSG (environ 120 heures) explique sa facilité
d’emploi (une seule injection suffit) ; mais elle entraine aussi des effets défavorables : la
croissance folliculaire persiste apres le pic de LH entrainant une sécrétion élevée d’cestradiol
qui modifie ’environnement utérin et par-la méme le développement embryonnaire précoce.
L’utilisation d’anticorps anti-PMSG a donc été proposée afin de limiter les effets
défavorables de la PMSG (BOLAND et al, 1991).

> Influence du rapport FSH/LH des préparations commerciales :

De nombreux auteurs rapportent que les variations du rapport FSH/LH des différentes
préparations de gonadotropines sont une cause importante de la grande variabilité de la
réponse ovarienne suite 4 une stimulation. Les préparations de FSH contenant une grande
quantit¢ de LH conduisent & une réponse ovarienne faible (sans doute du fait d’un
déréglement dans la maturation ovocytaire et dans I’équilibre endocrinien) ; cependant, il
existe un certain seuil de LH en dessous duquel il ne faut pas descendre sous peine de ne pas
obtenir d’ovulation : les préparations de FSH hautement purifiées induisent
significativement moins d’ovulations que les préparations complémentées en LH. LUCAS-
HAHN et NIEMANN (1991), ont alors évalué la réponse & une stimulation chez des vaches
laitieres avec de la FSH purifiée plus ou moins complémentée en LH et ’ont comparée a
celle obtenue avec une préparation commerciale fortement contaminée par la LH. Les
résultats montrent que la solution & 40 % de LH produit plus de corps jaunes et d’ovocytes
fécondés, mais aussi plus d’embryons dégénérés, que la solution & 20 % de LH et la solution

commerciale.
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VI-3-2- Le protocole :
> Rythme d’injection :

Du fait de la courte demi-vie de la FSH, les protocoles classiques de superovulation
nécessitent de nombreuses injections. Actuellement, il semblerait que les meilleurs résultats
soient obtenus lorsque la FSH est injectée 2 fois par jour pendant 4 jours avec des doses
décroissantes. Cependant, de nombreuses études ont pour but de tester I’efficacité de
protocoles plus simples limitant le nombre d’injections et par la méme le stress occasionné

lors de la manipulation des animaux, ainsi que le travail des éleveurs.

> Site d’injection :

La réponse ovulatoire et le pourcentage de vaches présentant un cestrus ont été
significativement plus élevés (p<0,05) chez les vaches Holstein ayant recu une dose de 400
mg de FSH porcine (Folltropine ND) diluée dans 20 ml de solution saline en une seule
injection par voie SC derri¢re I’épaule (n = 17) par rapport a celles ayant regu la méme dose
par voie SC dans la région du cou (n = 17). Cependant, cette étude ne tient pas compte de
I’état d’engraissement des vaches, en effet, nous avons vu précédemment que lorsque les
vaches sont maigres, une injection de 400 mg de FSH porcine (Folltropine ND) par voie SC
dans le cou est moins efficace que la méme dose injectée par voie SC en arriére de 1’épaule
(HOCKLEY et al, 1992).

» Cycle naturel ou maitrisé :

L’intérét de la combinaison d’un implant ou d’une spirale vaginale de progestagénes a
un traitement de superovulation (par de la FSH ou de la PMSG) est la possibilité d’initier le
traitement a n’importe quel moment du cycle ovarien et donc de s’affranchir d’une
surveillance des chaleurs (ALMEIDA, 1987). Cependant, bien que cette combinaison
présente un aspect pratique, elle ne permet pas toujours d’obtenir une production maximale
d’embryons (ALBERIO et al, 1994).

VI-3-3- Influence de la répétition des traitements :

En général, la répétition des traitements se traduit par une diminution de la production
d’embryons. L’augmentation du rang de collecte a pour effet une baisse significative
(p<0,05) du nombre d’embryons transférables (DE RUIGH et al, 1995 ; GOVIGNON et
al, 2000 ; PONSART et al, 2001). HUPKA et al (2000) constatent une augmentation
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significative du nombre d’ovocytes non fécondés (p=0,0035) et du nombre d’embryons
dégénérés (p=0,004). Par contre, pour GOVIGNON et al (2000), la répétition des collectes
n’a pas d’effet sur le nombre d’embryons dégénérés et I’augmentation du nombre
d’ovocytes non fécondés n’est significative (p<0,05) qu’a partir de la 4éme collecte.
L’hypothése la plus souvent avancée pour expliquer la diminution de la réponse ovarienne
associée a la répétition des traitements est celle d’une auto-immunisation contre les
hormones de stimulation ovarienne, PMSG et FSH (DONALDSON et PERRY, 1983 ;
NIBART, 1991). A T’heure actuelle, il n’y a pas de données disponibles concernant
Pexistence d’anticorps anti-FSH. Par contre, 1’existence d’anticorps anti-PMSG, chez les

bovins, a récemment été confirmée par DRION et al (2001).
VI-3-4- Influence du jour du cycle auquel débute le traitement :

Le jour du cycle cestral auquel débute le traitement de superovulation est responsable
de grandes variations dans les résultats de collecte d’embryons. LINDSELL et al (1986) ont
obtenu de meilleurs résultats pour le nombre d’embryons collectés et une tendance pour le
nombre d’embryons transférables en commengant le traitement a j9 (n = 10) par rapport a j3
(n=11),j6 (n=11) et j12 (n = 10). De facon similaire, GOULDING et al (1990) observent
une réponse ovarienne significativement plus faible quand le traitement est commencé le
deuxiéme jour du cycle par rapport au dixiéme jour du cycle. Cependant, DONALDSON
(1984b) et HASLER et al (1983) qui ont étudié de fagon plus précise la seconde moitié du
cycle (j8 a j13) n’ont pas réussi & mettre en évidence des différences significatives de
production entre ces différents jours. Ces résultats sont donc contradictoires ; cette approche
ne permet pas de déterminer avec précision le moment idéal pour débuter le traitement. Ce
n’est pas le jour du début du traitement pendant le cycle qui influence les résultats mais la
population folliculaire et notamment la présence ou I’absence de gros follicules au moment
de I’initiation du traitement de superovulation (SAUMANDE, 1995).

VII- La congélation des embryons :

Aujourd’hui grice aux énormes progres réalisés la cryoconservation des embryons fait
partir des biotechnologies de pointe. Les avantages économiques, sanitaires et génétiques
apporte par cette technique sont trés important pour les éleveurs et les sélectionneurs.

Les premiers conservations par le froids datant des années 70 (WHITTINGHAM et al, 1972
chez la souris ; WILMUT et ROWSON, 1973 chez la vache). Un refroidissement lente (0,2°
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C/min) en présence de DMSO (Diméthylsulfoxide), comme cryoprotecteurs utilise, avant
stockage des embryons dans 1’azote liquide (- 196°C). Dans les années 80 se développe une
nouvelle technique de cryoconcervation, la vitrification, qui consiste 4 plongé tres vite les
embryons dans I’azote liquide (RALL et FAHY, 1985, SCHEFFEN et al, 1986). A présent,
une multitude de protocoles sont réalisés, allant de la congélation lente, 4 la vitrification
traditionnelle ou ultra rapide, avec différents cryoprotecteurs organique pénétrant dans les
cellules ou non. Tout ces cryoprotecteurs ont un but de préserver I’embryon de la formation
de cristaux de glace intracellulaires pendant le refroidissement, de faciliter la déshydratation
des cellules, de protéger les membranes cellulaires et d’éviter le phénoméne de
recristallisation lors du réchauffement de I’embryon avant transfert dans une femelle
receveuse. La cryoconservation des embryons a un intérét économique et génétique non

négligeable. Elle permet la sauvegarde des espéces et des races en voie d’extinction.

- Le principe de la congélation :

La congélation se fait au cours d’une descente en température jusqu’a un point ot il y
a transformation de I’eau libre en cristaux de glace. Pour les cellules embryonnaires, cette
réaction exothermique se fait a une température dite de surfusion, inférieure a celle du point
de congélation de ’eau pure. Les cristaux se forment de fagon extracellulaire dans un premier
temps (FAHY, 1995). La membrane cellulaire empécherait la croissance des cristaux
extracellulaires dans la cellule (MAZUR, 1970). La pression de vapeur étant plus élevée a
Pintérieur (eau en surfusion toujours liquide par rapport au milieu extracellulaire), les cellules
23 s’équilibrent en se déshydratant progressivement. Mais si la diminution de température est
trop rapide, cette €quilibration des pressions se fait par formation de cristaux de glace
intracellulaires (MAZUR, 1970). Ces cristaux cellulaires engendrent des dommages
mécaniques

au niveau de la membrane plasmique (SEIDEL, 1996).
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I- Introduction :

Chez la vache, la réponse au traitement de superovulation est trés variable. Il est en
effet possible d'obtenir de 0 & 50 embryons (KAFI et Mc.GOWAN, 1997). En 1999, les
€quipes de transplantation agrées ont réalisé en France 7336 collectes afin de récolter 9,3
embryons par collecte dont 5,5 sont transférables (PONSART, 2000). Mais pour ces deux
parametres, la variabilité est comprise entre 50 et 60 % (NIBART et HUMBLOT, 1997). De
plus, les résultats ne sont que peu évolués depuis 10 ans (PONSART, 2000).

II- Objectif :

L’objectif de notre travail est de maitriser les différentes étapes de la production
d’embryons dans I’espece bovine, en utilisant des extraits hypophysaires dans un protocole

classique de superovulation ainsi que la technique de transfert en frais.

III- Matériel :
IT1-1- Animaux :
% Le choix des donneuses :

L’étude a été effectuée dans la ferme de Mr. EZZRAIMI MOHAMED qui se situe
dans la cit¢ SIDI YAHIA, CHIFFA, wilaya de BLIDA, elle regroupe 100 vaches laitiéres en
lactation, 50 en tarissement, 60 génisses et 20 véles. Le travail s’est déroulé durant la période
allant d’octobre 2008 a janvier 2010

Le cheptel expérimental est composé de 04 vaches laitiéres de race Holstein, une pie
rouge et 3 pies noirs, leurs notes corporelles varient entre 3 et 3,5. Elles sont 4gées de 5 ans,
deux sont en 2°™ lactation et les deux autres sont vides aprés la 2™ lactation (femelles
séches).

Les vaches ont €té choisies sur la base de critéres sanitaires (intégrité de ’appareille
génital, absence de pathologies) et zootechniques (ige, numéro de lactation, note d’état
corporelle, intervalle post partum)

Au cours de notre é€tude, les vaches en lactation sont nourries de fourrage vert
compos¢ de trefle en hiver et de sorgho en été, de concentré (produit au niveau de
I’exploitation) & raison de 10 kg /jour/animal et du foin. Les vaches en fin de lactation sont
nourries de la paille et du son de bl¢, I’eau et le fourrage sont a volonté. Toutes les vaches

sont en stabulation entravée en hiver et en stabulation libre le reste de Pannée.
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Air d’exercice

de VL

Air d’exercice
de génisse

Batiment
VL

Air d’exercice

de VL

Batiment
VL

Entré
principal

Photo 1 : Vue général de I’exploitation.

< Le choix des receveuses :

Les receveuses sont représentés par 3 génisses agées de 15mois et 3 vaches laitiéres en
3% lactation de race Holstein dont les chaleurs correspondent a celle de superovulation des

donneuses et sont indemnes de tous problémes gynécologiques.

III-2- Extrait hypophysaire et traitement :

La solution utilisée est le Stimulfol (ND) produite par 1’équipe du Pr. BECKERS de
la faculté de médecine vétérinaire de I’université de LIEGE (BELGIQUE).

Cette solution comporte deux gonadotrophines purifiées a partir de 1’hypophyse
porcine, la FSH et la LH avec un rapport FSH/LH 40% qui est le plus adéquat pour le
traitement de superovulation (TOUATI, K. 1993).

La prostaglandine utilisée est commercialise sous le nom de Prostavet ND, elle est
présentée en flacon de 2 ml.

Des antibiotiques ont été utilisés aprés chaque récolte localement ou par voie générale
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ITI-3- Matériel d’insémination collecte, transfert et de congélation des embryons
(photo 2):

>

YV V VYV VY

YV V.V V V V V VY V VY

VvV V V V V V V VY V VY

Matériel d’insémination artificielle (pistolet d’insémination, BT 2, gaines et chemises
sanitaires).

Une sonde souple (type Foley) a double voies avec mandrin métallique.

Chemises sanitaires pour protégé la sonde.

PBS (Phosphate Buffered Saline) sous forme de solution.

Milieu de conservation des embryons, PBS enrichie avec 40/00 de BSA, d’antibiotiques et
antifongiques.

Un milieu de congélation a 1’éthyléne glycol.

Seringues de 50 ml.

02 bouteilles stériles d’un litre.

Un dilatateur cervical.

Un désinfectant.

Alcool chirurgicale.

Anesthésique locale, Xylocaine a 2%.

Boites de pétries carrés et rondes quadrillées, pour la recherche des embryons.

Microscope inversé pour la mise en évidence des embryons.

Une paillette montée sur une seringue a insuline qui permet la manipulation des
embryons.

Un bio congélateur programmable.

Pinces hémostatiques.

Ciseaux.

Bistouri.

Porte bistouri.

Seringues de 10 ml.

Alcool polyvinyle.

Paillétes 0,25 ml.

L’azote liquide pour la congélation des embryons.

Echographe.
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Boites de pétré Becher
carrée quadrillé

Gaines de
transfert
Gaines PBS
d’1A |
Microscope Milieu de
inversé congélation
Alcool Milieu de
polyvinyle conservation
Paillettes
17/09/2008 Seringues

Photo 2 : Matériel d’observation et de conditionnement des embryons

IV- Méthode :

IV-1- L’observation des chaleurs (naturelles) :

Un suivi des chaleurs des donneuses a été réalisé pour déterminer leur état de cyclicité.
L’observation des chaleurs était effectuée trois fois par jour pendant 30 minutes sur trois

chaleurs successives:

IV-2- La superovulation :

Les vaches ont €t€ récoltées durant toute ’année, nous avons fixé un intervalle de temps
minimum entre deux opérations de récoltes de deux mois. Cet intervalle s’est allongé dans
certains cas pour des raisons de pathologies diverses, principalement des kystes ovarien et des

métrites. C’est pour cela que certaines vaches n’ont été récoltées que deux fois.
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m

Le traitement des superovulations est réalisé avec de la FSH et de la LH porcine
(Stimufol) dos€ 4 40 unités Armour (une unité Armour correspond 4 10 microgramme de FSH
pure) avec un pourcentage de 40% de LH, cette association FSH/LH est diluée dans 10ml de
NaCl isotonique, administré en huit injections intramusculaires biquotidiennes en doses
décroissantes et 2 12h d’intervalle. A la 5™ injection de FSH, on associe une injection de
prostaglandine « Prostavet » par voie intramusculaire.

Le traitement commence au dixiéme jour aprés apparition des chaleurs de références,
et dure quatre jours, au cinquieme jour du traitement, I’animal recoit une double insémination
artificielle, La collecte des embryons est réalisée au 7°™ jour aprés insémination artificielle
(voir tableau 2 et figure 9).

Tableau 02 : Protocole du traitement de la superovulation.

Jours Traitements

Jo . chaleur de référence Aucun traitement (observation des chaleurs)

Injection FSH/LH 40% : 2ml (matin et soir & 12h
Jio : 1% jour du traitement d’intervalle)

Injection FSH / LH 40% : 1,5ml (matin et soir a 12h
J11 : 2™ jour du traitement | d’intervalle)

1- Injection FSH/LH 40% : 1ml (matin et soir & 12h
J12: 3 jour du traitement | d’intervalle) |
2- Injection de PG : 2ml matin seulement (Prostavet)

Injection FSH/LH 40% : 0,5ml (matin et soir & 12h
J13 : 4°™ jour du traitement | d’intervalle)

J14: 5% jour du traitement | Insémination artificielle 12h apres la demiére injection de
FSH (matin et soir a 12h d’intervalle)

J21 : 77 jour aprés 1- Récolte des embryons
insémination 2- Injection de PG : 2ml
3- Administration d’antibiotiques par voie locale
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Figure 09: Protocole de traitement de superovulation.

IV-4- La récolte des embryons :

La récolte des embryons se fait 07 jours aprés insémination artificielle. La premiére
étape consiste a effectuer une exploration rectale pour compter le nombre de corps jaune au
niveau des deux ovaires, ces derniers sont ensuite examinés par échographie pour confirmer
I’examen rectal. Aprés rasage du poil dans la région sacro coccygienne on réalise une
c¢pidurale basse en administrant 5 ml de Xylocaine 2%, on désinfecte ensuite la région
vulvaire. On introduit la sonde protégée par une chemise sanitaire par voie vaginale, une fois
arrivé 4 ’entrée du col en tire la chemise sanitaire puis on continue vers la corne droite ou
gauche, a Scm environ de la bifurcation on gonfle le ballonnet pour fixer la sonde. On vérifie
que la sonde est bien fixée et que le ballonnet est bien gonflé avant d’injecter le PBS avec des
volumes croissant (deux fois 20ml, deux fois 30ml, deux fois 40ml une fois 50ml, une fois 20
mi+30ml d’aire). Tout le liquide est récupéré dans une bouteille stérile de 11. Une fois la
récolte de la come droite terminée on dégonfle le ballonnet et on tire la sonde vers le corps
utérin pour passer a I’autre corne et on procéde de la méme maniére. A la fin de la récolte on

administre la PGF,0 et de ’antibiotique en intra utérine.

IV-5- Recherche des embryons :

La recherche des embryons se fait 4 partir du culot formé dans les flacons contenant le
PBS que I’on déverse dans des boites de pétri quadrillées. L observation est réalisée a I’aide
d’un microscope inversé en commengant par le plus faible grossissement. Chaque embryons

trouve est photographié, classé et récupéré dans une boite contenant le milieu de conservation.
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< La mise en paillettes :

A I’aide d’une paillette montée sur une seringue 2 insuline les embryons sont aspirés
dans des paillettes de 0.25 ml entre deux bulles d’aires pour le transfert en frais. Les
embryons destin€s a4 la congélation sont mis dans le milieu de congélation puis aspirés a leur
tour dans des paillettes de la méme maniere que les premiers. Chaque paillette est observée

sous le microscope pour s’assurer de la présence de I’embryon.

V- Les résultats :

V-1- Apparition des chaleurs de superovulation par rapport a injection de PG

Dans chaque opération et lors de I’insémination artificielle on a remarqué que
certaines vaches ont présenté des chaleurs apres 60 h et d’autres aprés 48 h de I’injection de la

prostaglandine.

Tableau 03 : La durée d’apparition des chaleurs aprés PG en heures.

Numéro de Chaleur post PG
vache
Opération 1 Opération 2 Opération 3

1 48 48 60
2 60 48 -
3 60 60 -
4 48 60 60

Moyenne 54 54 60
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Figure 10 : Résultats de détection des chaleurs.

V-2 - Les résultats obtenus de ’exploration rectale :

L’¢évaluation de la réponse ovarienne au traitement de la superovulation par fouillis

rectal avant ’opération de récolte a montré la présence de corps jaunes, de follicules ainsi que

certaines kystes ovariens, un total de 10 récoltes ont été réalisées. Les résultats sont

représentés dans le tableau suivant (tableau 4) :

Tableau 04: résultats de I’examen rectal.

Numéro opération (1) opération (2) opération Totale de | Moyenne de
de 3) corps jaune Cj par
vache
Vache | Corp Kyste | Corp Kys | Corp | F | Kyst
S S te S e
jaune jaune jaune
1 1 0 11 0 10 1 1 22 7.33
2 8 0 15 0 _ . _ 23 11.5
3 0 3 6 0 4 0 0 10 5
4 8 0 2 2 5 0 0 15 5
Moyenne/récolte 7.2

F : Follicule.
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Figure 11 : structures trouvées lors de I’exploration rectale.

V-3- Appréciation du résultat global des récoltes :

Tableau S : Le resultat global des récoltes.

Les Nombre de | Nombre de recolte | Nombre de recolte | Nombre de
recoltes recolte nulle <4 embryons recolte > 10
embryons
Opérationl 4 1 2 0
Opération2 4 1 0 2
Opération3 3 1 1 0
Total 11 3 3 2
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Figure 12 : Le nombre d’embryons par récolte.
Remarque :

Le pourcentage est le taux des récoltes qui ont donné un nombre d’embryons intermédiaire.

V-4- Resultats la classificationdes embryons :

La recherche des embryons sous un microscope inversé est suivie de leur classification nous a

montres que nous avons obtenu un taux de fécondites de 75% .

Tableau 06 : Classification des embryons.

Classe des embryons | Nombre Pourcentage
Classe 1 04 7%
Classe 2 12 22%
Classe 3 10 18%
Dégénéré 21 38%
Non fécondé 08 15%
Total 55 100%

37



PARTIE EXPERIMENTALE

J

| ao% = |
i o 1
! [ 1
35% 4i ;

| 30% o
| | 0, i
| 25% - 2an # Classe 1
| i 18% !
- 20% o ) 15% H Classe 2
9 3 a
- 15% ﬂt o ' Classe3
[ 10% - . {
| | B Dégénéré {
5% - |
0% - ' ; £ { Non fécondé E
i i
, N s e
: <& é_)@q’ ’bé,z é\e} o"‘& |
P c® o) & &
| &

Figure 13 : Les classes des embryons.

V-5- Appréciation de la qualité des embryons:

On a pris en considération les embryons de classe 1 et 2 comme embryons
transférables, les classe 3, les dégénérés et les non fécondés comme embryons non

transférables.

Tableau 07 : Les récoltes et les embryons obtenus.

Nombre d’embryons
Numero de Nombre de Transférable Non transférables
vache récolte
Vache 1 3 2 17
Vache 2 2 8 13
Vache 3 3 3 4
Vache 4 3 3 5
Total 11 16 39

Sure les 11 récoltes on a obtenu 55 embryons dont 16 sont transférables et 39 sont non
transférables.

B lastocyste
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Morula

Jeunes

blastocyste

B lastocyste

Photo 2: quelques embryons transférables.

Photo 3 : Embryon non fécondé.
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V-6- Les résultats du transfert :

Les embryons transférés sont: 2 embryons de classe 1 et 4 embryons de classe 2. Le
diagnostic de gestation a été effectué par échographe au 56 jour aprés le transfert. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Résultats du transfert en frais.

Vaches Classe d’embryon Diagnostic de gestation
receveuses transféré par échographe a j56
Receveuse 1 Classe 1 Positif
Receveuse 2 Classe 1 Négatif
Receveuse 3 Classe 2 Positif
Receveuse 4 Classe 2 Négatif
Receveuse 5 Classe 2 Négatif
Receveuse 6 Classe 2 Négatif

Sur 6 transferts on a eu 2 gestations donc la moyenne est de 33,33%.

® Diagnostic positif

® Diagnostic négatif

Figure 14 : Taux de gestation
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Photo 04 : Diagnostic de gestation 4 j56 Photo 05 : Diagnostic de gestation a j64

par échographe. par échographe.
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V- Discussion :

Concernant les resultats de I'apreciation des chaleurs de superovulation des vaches
nous avons noté que 45,46% de vaches entrent en chaleur 48h post PG et 54,54% de vaches a
60h post PG. A la suite d’une superovulation par la FSH, I’intervalle moyen PGF20. — oestrus
varie de 41heures (YADAYV et al, 1986 ; DIOP et al, 1987) 4 51heures ( FOOTE et al, 1989).
En comparant des génisses superovulées par la FSH par rapport a des temoins (ROBERGE et
al, 1995) notérent également que cet intervalle apparait en moyenne 48,3+0,3h vs 66,7£9,6 h
respectivemment. L’alongement de cet interval peut expliquer une partie des mauvaise

réaction et des embryons de mauvaise qualité dans notre cheptel.

A D’exploration rectale nous avons noté¢ une moyenne de 7.2 CJ par vache etpar
récolte ce qui est considéré comme peu satisfaisant au regard des résultats de CHUPIN (1988)
qui est de 14,7 CJ, CHUPIN et PROCUREUR (1983) qui obtiennent un nombre de CJ de
15,9+15,0 (P 0,05) et LUCAS-HAHN et NIEMANN (1991) avec un nombre moyen de corps

jaunes 12,6 + 1,1.

Les résultats de nos récoltes ont donnés un taux d’embryons transférable de 29.09%,
ce pourcentage est conforté par la litérature ou il est rapporté qu’une récolte sur 3 ne produit
aucun embryon transférable et 70% des embryons transférés proviennent de 30% des récoltes
réalisées (THIBIER et NIBART ,1995). Ce faible taux peut étre expliqué par I’état de I’ovaire
au début du traitement de superovulation en effet 70% de la variation des réponses observées
peuvent Etre imputées a des facteurs intrinseéques liés au statut ovarien de I’animal (THIBIER
et NIBART ,1995). 1l est & noter que dans notre étude nous n’avons considéré comme

embryons transférables que ceux de classe 1 et 2.

Apres transfert nous avons obtenu 2 gestations pour 6 embryons transférés, ce qui
représente un taux de 33.33% ; il est loin de la norme de 55,8% recherchée dans certains pays
europeens (UNCEIA, 2003), cela est dii @ une mauvaise préparation des receveuses, en effet
les vaches destinées au transfert étaient celles dont la venue en chaleur correspondait avec
’entrée en chaleur des donneuses en fin de superovulation. Il est 4 noter aussi qu’une

variation de la note d’état des receveuses a pu influencer le résultat du transfert.
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CONCLUSION

Une bonne production laitiére, une bonne cyclicité, une bonne alimentation, une bonne

détection de chaleurs avec une bonne conduite d’¢levage contribuent dans I"amélioration de la
biotechnologie lie aux productions des embryons. A ce moment 13, une bonne récolte avec

des embryons d’excellents qualités est soumise an plusieurs facteurs influencant 1a réponse au

traitement de super-ovalation des vaches dont les résultats soit des embryons de mauvaise
qualités soit des récoltes nuiles. '

Notre travaille est basses non senlement sur les résuitats du transfert mais il nous 3

montr¢ que leur réussite est lides a :
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Une bonne sélection de Ia donneuses en visant & production laitiére, une bonne
cyclicités indemne de toute pathologie gynécologique ef une note corporelle comprise
enfre 2.5 e 3,5.

Une bonne détection de chaleurs {naturelle) pour Papplication du traitement dans le
moment idéale.

Une alimentation adéquat et équilibres.

Un respect des intervalles du temps dans les injections du fraitement.

Un t¢s bonne actes de "insémination artificielle évitant toutes blessures qui conduite
a des infections peut évoluent en gravites.

Une qualification 2 passé le col utérin avec Iz sonde de récolte le jour de récolte
¢vitant les biessures et lors de Popération du transfert.

Une rapidité de récolies prenant fous nos précautions.

Une t8s grande patience dans 1a recherche des embryons sous le microscope inversé.
Une ir¢s bonne observation des constituants de P’embryon pour les classifier.

Un bon déroulement de congélation, débutant de Ia mise en paillétes passant par Ia
cristallisation et en fin 1a mise dans Pazote liquide.

Un bon suivi aux receveuses accompagne avec des examens échographiquies pour le
diagnostic précoce de gestation.
Et malgré que les résuliats de notre travaille sont loin aux résultais actuelles des

secteurs spécialiser dans ce domaine et que ie manque de "expérience et du matérielson 2
arrivées a faires des récoltes et avoirs des embryons d’excellents qualités, de transférer

quelques unes ef congelées les autres.



RECOMMANDATIONS

Au cours de notre pratique, nous avons constaté gu’on peut obtenir des résuitats
meilleures gue les résultats obtenues lors de notre travaille avec In disponibilité des produits
approprigs. Dans ce conteste nous avons amrivé 3 sortir quelque recommandation, débutant par
la premiére, il est recommands de faire tout d’abord une sélection parfaite au donneuses et de
la répéter ces traitements plusicurs fois, en essayant chaque fois d’¢liminer les facteurs
limitant y 1a réponse aux traitements y la production des embryons, tel que Palimentation, le
stresse, intervalle vélage début de traitement et les facteurs lides 2 P"environnement.
Il est recommandé de faires ces opération sous un suivie bien déterminer avee suivie des
chaleurs et e respect des intervalles des heures d’injections des hormones et de ne négliger
aucun paraméire observé. Sa de part.

D’autre part, pour rendre le travaille plus facile, il faut avoir un €quipement adéquat,
notamment les loupes appropriées pour "identification des embryons, il est tout 3 fait possible
qu’on soit passé 3 coté de plusieurs embryvons fante de matériel adapté.

Il faudrait penser aussi 2 Ia formation du personnel intervenants dans les différents
Stapes, ce gui permetire leur application sur terrain et nous donnera une meilleurs maitrise de
la technique, pour envisager d’en fhaire ensuite une pratique d’élevage et la pratique sur des
élevages privé.

Enfin, puisque le bute essentiel du transfert d’embryons est la sélection, il serait trés
intéressant d’envisager de faire des stages de formation et des conventions avec les &leveurs ct
le CNIAAG pour préserver la race de toutes espéces des animaux de rente et diminuer ou
arréter les changes &trangéres { importation des embryons congelds) et faire participer dans

I’amélioration de I"économie national par le lancement dans ce domaine.



ANNEXES



ANNEXE 01 : Le suivi de la croissance de I’embryon.

PN 2h 48

Annexe 02 : Classification proposée.

Fragmentation <1076 411 >50% 423

Classification a 3 chiffres (BLEFCO0)

ler chiffre : Nombre de blastoméres, généralement de 4 4 J2 et 8 4 J3.
2¢me chiffre : forme des blastomeres : 1 : typique (normale) 2 : atypique.
3eme chiffre : Taux de fragmentation : de 1 : inf. 210% 2 3 sup. & 50%.
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