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RESUME

RESUME

Un essai d’application des techniques de production et de transfert d’embryons in vivo
chez la race Hamra a été effectué, dont I’objectif principal est la maftrise et la mise en ceuvre
de cette biotechnologie dans notre pays. En effet, Quelle qu’en soit la finalité, la
transplantation embryonnaire repose sur la capacité d’obtenir, a partir des donneuses, une
récolte suffisante d’embryons utilisables.

Notre expérience a concerné six (06) brebis, dont deux (02) donneuses de race Hamra et
quatre (04) receveuses de race mixte.

La superovulation, premiére étape obligatoire, induite par une dose de 16mg d’un rapport
adéquat de pFSH/pLH en doses décroissantes a la fin d’un traitement progestatif, a permet
d’obtenir une moyenne de 11,5 corps jaunes.

La saillie des donneuses a été effectuée, par un bélier Hamra sur chaleurs observées. Le taux
de fécondité ainsi obtenu est de 71,42%.

Le sixiéme jour aprés saillie, une récolte chirurgicale et une évaluation puis une classification
des embryons a été réalisée. Les résultats obtenus étaient encourageants avec un taux de
récolte de 91,30%, et une moyenne de six (06) embryons transférables.

Enfin, le transfert des embryons sous endoscopie a ¢té pratiqué le méme jour sur des
receveuses dont les chaleurs ont été préalablement synchronisées avec celles des donneuses.
Le résultat de 1’examen échographique, réalisé quarante (40) jours apres transfert, a montré un
taux de gestation de 75%.

Pour une premiére en Algérie, les résultats satisfaisants de production et de transfert
d’embryons in vivo chez la brebis Hamra, ouvrent la voie a d’autres initiatives afin de mieux
maitriser cette biotechnologie en lui promettant un meilleur avenir dans notre pays.

Mots clés : embryon, transplantation embryonnaire, in vivo, pFSH/pLH, brebis,
Hamra.



Abstract

Absrtact:

A test to application the techniques of production and transfer of embryos in vivo at
the Hamra ewes has been done, whose principal objective is the control and the
implementation of this biotechnology in our country.

The embryonic transplantation is bound on the capacity to get, from the donors, a
sufficient harvest of usable embryos.

Our experiment concerned six (06) ewes, including two (02) donors of Hamra ewes
and four (04) conductors of mixed race.

Donor ewes were subjected to superovulation using 16mg of an adequate report of
pFSH/pLH in decreasing doses at the end of a treatment progestatif, has permitted to get an
average of 11,5 corpora lutea.

The fertilization of the donors has been done, by a Hamra ram on observed estrus. The
fertilization rate thus gotten is 71,42%.

On day 06, after fertilization, a surgical recovery and an assessment and a
classification of the embryos has been achieved. The gotten results were encouraging with
91,30% of recovery rate and an average of six (06) transferable embryos.

Finally, the transfer of the embryos under endoscopy has been practiced the same day
on conductors whose estrus have been synchrorized previously with those of the donors. The
result of the ultrasound exam, achieved forty (40) days after transfer, showed a pregnancy
rate of 75%.

For a first in Algeria, the satisfactory results of production and transfer embryos in
vivo in the Hamra ewes, open the way to other initiatives in order to master this

biotechnology better while promising him a better future in our country.

Key words: embryo, embryonic transplantation, in vivo,pFSH/pLH, Hamra ewes.



u,a&laj'l

1gadldl

Giiady pSadll 5o g Yl ey g ol M el paall A 0 il Ll AiaY) Jysaty ) bl ksl &, 20
iyl b g gaal) A oa

lexion 446 diaf e il ) M oy Jignal 5,08 o aiad AiaY) i gad (18 Aanall 0S5 Laga 403 (14
Llhnuuawﬁmmejjcifﬂ\“m&numuum tc@%dﬁ@);ﬂk@d&ﬁé\h}ﬂ‘

‘";_)US}\S_)SQHPFSH/IJLHQAMMMJ&16 Ciide ja B jisa el 3l dilee Il cpanill Caiss

cazly Lale me|@‘@mﬁm&;mm&sjcpxﬂa%w@smnﬁ‘aaw}n&j
2071.42

ekiioats oh a5 o8 Aanl s Aaleny L) aDAT o el ) 22y ol a5
i satll A48 Tinl As Jann's %691.30 12 5o i Ansiy el Amio il Ll Jumndl) il

e g0 OIS (gl (1) cdltaadl () cpsdl i o (Endoscopie) St Uil casd Liall Jygas
claad gl el s

daw cidl Juipsdll Adee 2my Leg 40 (Echographie) gJJ.m]\ Bl il A48 Jlextindd Hlia) dAais
Y675 e

Graniadll dyia yall gilaill 8 t;xﬁimgﬂcw|mg@hag\;\ Jigads zU e el 8 A a3 J4lS
LSy 8 Jumdl ity L grenst y A58l o8 (E;Mies;:d,;iwdﬁi il jal Jlaall i Lale

51 paall czlad, pFSH/pLH Lo Alall g ) e rlalsl) ~Ude



Sommaire

LISTE DES TABLEATUX ....vutuiuttiuninemuiiatarssssiasestrstsansaenssstiitisasssiose I
LISTE DES FIGURES. .01 eueuruetrrasnasesssssssssissanssisnssosssasssnssssmnssasnssosssssnsissessas 111
LISTE DES PHOTOS. .o ueiuininiuieetientnreiaestiesassasasssesssneasnenstatasssssenatiasnaes v
LISTE DES ABREVIATIONS . ...cttueueusesesusmesrsosennurasnsnsossssssssssassssioneriossssssonn VI
TtrodUCtiON GENETALE ...uueeiuenitiiiierin ettt ettt ittt e st et sansess st s st sae e 1
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE I
LE RACES OVINES ALGERIENNES ET PRESENTATION DE LA RACE HAMRA
I) INEEOQUCLION 1vevvierereieuiiiiibisiintisnes s teestontst ettt r b s b s s st bt 2
I1) Les races ovines algériennes et présentation de la race Hamra ..o 2
I1-1) Les races 0vines algeriennes. ... .covireriiiiiiimininii s 2
II-1-A) Les races principales ......eoirerninesienmiiiiii s 2
a) La race Ouled djellal ... 2
b) La 1206 RUMDI «ocvereieiiiiiiiiiniiiiiensnnsinnsesenssssssesstonesnssssssnsssssnessansssssassssnassssssansases 2
¢) La race Hamra (Beni-Ighil) @ ... 3
c-1) Présentation de la race Hamra ......ccoviieiiiiiice 3
C-2) Berceau de 18 TACE ......coveiiireriernnimsisieniesteniit ittt 3
c- 3) DeScription PRYSIQUE.....uiiiiiiiermeeiereteieisis st 3
c- 4) Caractéristiques de reproduCtion ......oeeviinieiiiiimiii e 4
c- 5) Caractéristiques de Production .......covviiiiiiiii 4
II-1-B) Les races SECONAAITES ....veeerieiemieiormeesremsrinimiiisniinssstssss et sissssasesss e 5
) La 1808 BEIDRTE ..cceovviiriiiiiiiiiieieisssie sttt sttt s s s 5
b) La race Barbarine .........oieimimnnicnnsennssnsciiiiiiisssss s s 5
€) LA D INEN .ottt er it s 5
d) La Targuia-Sidaot ....cc.ceuiiimiiieiiiiines et 5
CHAPITRE 1I

RAPPELS ANATOMIQUES ET PHYSIOLOGIQUES SUR LA REPRODUCTION OVINE

I) Anatomie de I’appareil génital de 1a brebis ..o 6
I-1) section glandulaire........oerieererimnenessnisini s 6
8) LES OVAITES c.euvevieveuiiruiiersisesers ettt 6
[-2) Section tUDULAITE ......ccovviviiiirirrer ettt st 7
C) I D01 (s 111 =R ppsoRpeTe oo P it 7
8-1) Le PAVALION ...ccuvriiiiinirietiiiitststsiists s et 7



Sommaire

8-2) L'AMPOULE ..ottt 7
3 FLUBHING .. v vemmmpmmninsommunss s i R IR AN h st e e RS S ST SR RSP 7
0 R TR ki 55 mmmmemm sy e A A A P N SN AR RS Y 7
D=1) L85 COTIIES ..o e e eee e ¥
D-2) 18 COTPS ...ttt ettt 7
oS g B B e T ——————— 7
I-3) SRS WIOBENIHAL ...vovimioniitimimnmiinisnisinmmmmmns sransrsrassssresssasass ssssasassms s sester sbovsesssasss 8
B LB VBN cisiiisisucissssismmepmmonnsnenmmsnensansresasssnsxasmsessssos someomneshs o e a e aensmes tessa v s cants s 8
b) Les organes enitaux EXIEIMES . .....ovuriuieiiiiiiit oo eeee e 8
IT) Physiologie de la reproduction OVINe............cccooiuiiiiiiiiii e 8
1)y Saisonnalite del activite Sexuelle: ..o s RS ikt 8
II-1-A) Les facteurs déterminants la saisonnalité ...................ccccceieiiiiiieiiiee e 8
II-1-B) Mécanisme de régulation de ’activité sexuelle par la photopériode ................. 8
II-2) Aspects morphologiques du développement folliculaire (folliculogenése).......... 10
I1-2-A) Phase de multipliCation ...........cocveiiiiiiiiiiiiiicee et 10
[1-2-B) Phase de CTOISSANCE ........ccovuiiiiiiirietieieei et 10
II-2-C) Phase de Maturation...........ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 12
II-3) Notion de vague de croissance folliculaire...................oooviioeeeeoeeeeeeeeeeee 13
I1-3-A) Notion de recrutement, sélection et dOmMINANCE ..........oeeeveeeeeieeeeeeeeeeenn, 13
II-4) Le CYCle SEXUEL......coouiiiiiiieiiieie ettt sa e e rs et e s e 14
II-4-A) La phase folliCUlaire ............oc.oiiiiiiiiiicie e 15
II-4-B) La phase Tut€ale ..ottt 15
II-5) Modifications hormonales au cours du CYCIe..........c..covviiiuiioeieiiieieeeeeeeeeeeeeen, 15
II-5-A) Les hormones hypothalamiques ...........cc.oooiiiiiieeeeeeeee e, 16
II-5-B) Les hormones hypophySaires.........c..oovviiiieeieieeece e 16
TI-5-B=1) FSH ..ot e et e et e e 16
TI-5-B-2) LH ..o e s ee e eee e e s e e s s e 17
II-5-B-3) La prolactine ou LTH ........cccoiiiiiiiiiiicie e 17
H<5-C0) Los Dot Ones GVATIEIIGA 1uowvusvevssvwmosanmsssss s s i s 17
THsS5C-1) Lios OOSITORBINGS ivnuuosssmmin s shiiisis 155555 555555 sbonmnnsss samaesess smsssos srnomsapea ponsass 17
TI-5-C-2) La PrOBESEIONG .. cicucismmmisvmisnisnmiissssmnissssssesssassssossnsnss svnsassassssanssnmssesnneesenens 17

II-5-C-3) LINRibDINe.......ooiiiiiiiiiiiii e 18



Sommaire

II-5-D) 1.es factents itering [prostaglahdines) . ... ouimmimsssimsm s sasvesssnisssessssaissis 18
II-6) La régulation hormonale de I’activité sexuelle cyclique .............c..coevvrvvviennnn..n. 18
IT-6-1) L7OVUIATION. ....eivie ettt et e e e ene e e eeee e e 19
[1-6-2) I'atrésie follICUIAITE. ... ...iviiieieiieeeeee e 20
I1-7) La détection des Chal UrS .............couiiiiiiiiiicic e 20
11-8) Etapes successives du comportement d'oestrus femelle..................cccoooveieninnnn, 21
II-9) ACCOUPIEMENL.......cooiiiitiiiie it ee sttt eae et saeeeaae s reesneesreesmsenans 22
II-10) La fECONAALION . .....ociiiiiiiieiiiiiie ettt e e et e v e e e 23
II-11) Physiologie du développement embryonnaire ovin ...............cccoooeeeeeeeeeeeneenn... 23
II-11-A) La segmentation de I’embryon .........cocoooiiiiiiioiii e 23
11118 L& migration de 1 eMbryom. ... .ouw o mmsmevsimisos v s s dimmnsas 24
II-11-C) L implantation de Pembryon.....usmmimnsnismsim s i 25
CHAPITRE III

MAITRISE DE L’ ACTIVITE SEXUELLE DE LA BREBIS

D) INTOAUCTION: ...t e e et e e e et e e 26
IT) Techniques de maitrise de la reproduction chez 1’espéce ovine................cco.cu....... 26
II-1) Synchronisation des chalOurs. ... sy 26

TI=1=1} Moyens zootoehniOues oo s s sxs smsmad voe sonsamss i STvares s i vl

A BTt DELIOE ....uiccrnnesnnsesarnsesrnsssansasapnssssvsasansasannssssnsssansssnssssnnesrsnsansasenseanss nosssnssassonss 26
b) Alimentation (1e fIUShING) .........cocvviiiiiiiiiiie e 27
c) Photopériode (1’éclairement artificiel)...........ccccoeeiiiiiiiiiiiicceccece 27
H1=2) M thOdes BOPMOARIEE .....oviuammvsmivmvesiovimimemsmgs o s a5 T ess 28
s 28
b)) Lies prostagl aniGines o s e sy s sl v aiaio sane e 29
C)La MEIATOMINE ... ..ottt e e e e s e e e e e e e e e e e e e aanaeeeeeas 30
[1-2) Production et transfert d’embryons in VIVO ..........ccooveeeiiiiiiieioiececieeeeeeceeecee, 31

I1-2-1) Superovulation. .. ... ....coot v i et ces e et e e e e e eee e e e e eeaaann 3

11-2~1-3) Matuyre desfraitements hOrMONANK . .i... s woswwonssmians sossnmmammmsmss v spovsvamsn DL



Sommaire

D) PIMISG .ottt a e et e e et e et e e e e e e 32
2) les eXtraits HYPOPRYSAITES . ......iiiiiiiiiiiiiii it 32
3L L — 34
II-2-1-b) Conséquences d’un traitement de superovulation .............ccoceevieiiiicnineenne 34
A) Sur I’apparition des chal@Urs ............oooiiiiiiiiii e 34
0§ Ol I ETRIEIR, . et O I 35
G Sarlenombre @ ovulalion ..ot dssa sy 35
11-2-2) Insemingtion artificielle {TA }oonummumammansmmmsaasman s maamsisssn 35
d. Insemination BVee SPEIME FLAIS. .. c.er rorvmosmines ramasimssons spseiloss il Shaisein sipinsmsiig O
b. Insémination avec du SPerme CONGEIE. ........cooviiiiiiiiiiiiiii e 36
c.Mise en place de 12 SEMENCE ......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 38
I1-2-3 Préparation des animaux aux opération de collecte ou de transfert ................. 37

H:2:4) 1 18colle des-onibiyohis Ml MiVG... coccmmmnscs v swmmmmansamsas oo scomesass s swscmsod §

2) Technique ChITUTZICAIE ... ........coe e ies e iee e eee e e e oo e SR

b) Tochnigue JaparostoDIUE o vusmmssss s s asmre s e S I s s evevs 38
I[-2-5) Exartien et jogPmentdes SmMbIVONS ... . oo s ssaif i o smisiyisins 39
I11-2-6) Conservation des embryons avant transfert..............cococoviiiiiiiiiinn, 42
127 Trénciort SIMBETORBALE.......cocmommmmssmnsumummsssormes e sampasessmtmon 42
Bl Toehyionne BHIMERTGRIRD o ermsssnsmmammmsssmossmmmss R S TSN A1 42
B Toohnitue laparosoopiaue . w mmmmmsmn s s s 43
I1-2-8) Devenir des embryons transferes .. ..o ssmmmmimasviisinsssosesssimi svsass 43
11-2-9) Facteurs de variation de la production in vivo d’embryons......... ST 44
A) Les facteurs intrinSeques .........cocccvveeiviveniiineenicnnn. oAy e aran sl 45
B LAV s AR AR S S A 45
o TV TARNSMERUESHPSIEE NIRRT —— 46
EY LTAIE oo ernsrssmnsesmnnsoiossi R S R SN B 0o O S S gy S s s 46
e e T 47
B)L&S FAGIetrs eXtriNSBOUEE . .....ouvessvensessssrorsesamsnerssssssmessnsrmosnysns i o SaRRa TS TR RS BT 47
@) LA SAISOM.....eiitiiie ittt s 47
b Facleurs nutritionnels ... ouonnvmimuimmsisommmssss issomsss sosssassssmsmomsssn isapssas sy 47

¢) Lo choix de I"hormene du fTaitement ... wsmimmnmismssoesesemmmsssemmsrsomesssnnnns 48



Sommaire

didoses BUHSECE. ..o T R S 48
¢) Répartition des doses ot rappont BEHILH .covmummmuninsaimmoms i mminsie 49
f) Utilisation d un pretraitement ......oo.ueiiiiiiiiiiii e 49
g) Le nombre de traitement.........c..ooiiiiiiiiiiiieiiceic et 49
h).La teekinidue 4 iSemiiation GHHEEE. .. .covmuavunmmnmsses s e 50
) La techniguedde 18 reoultt BHHSEE . oo s s vemvsmsmss o i s s i s 50
I1-3) Les autres bioteChNOlOZIES ......c..oviiiiiieiiiiiecieie e 50
I1-3-1) Production d’embryons in VItro.........ccccoovviiiiiiiiiiniiieesienieeenn. e 50
A) CollECte deS OVOCYLES ..oiiiiiiiiiiieiiiiiie et e e et a e e e e e e e e e e e 51
B)) Capacitation in vitro des spermatozoldes...... i smmmarsis 51
C) Fécondation et développement du zygote i VItI0. ... cvosssise v ssimsress ismssssisns 51
III-3-2) sexape des embIVONE oo om i omsss ssss s ai vr ms 51
TII=3-3) 18 ClOMAZE ....cieveieeee et e e e e e e e e e e e s e e e e e aeeeeennnns 52
II1-3-4) La tranS@ENESE ...oocoeiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e ssaas et eseaeeeseeeeaneee s e e nsnnsssnsnansesaeeas 52
PARTIE EXPERIMENTALE
OB @IS ..ot ettt 54
CHAPITRE I

EVALUATION DE LA REPONSE OVARIENNE AU TRAITEMENT DE
SYNCHRONISATION/SUPEROVULATION

I) INTRODUCTTION :.ooiiiiiieiiisiiiee et ra e ssa e ssaesbaeesnneenbaessnseesnnees 55
II) MATERIEL ET METHODES .......cooiiiiiiiieiiiesiiieciee e e 55
TE T S BABEERIET  vununcossammmuimimmeresnimsesuenssss s R S G SR s eSS R ST NS A 55
T L] T MO v s R R R A R O SR A SRR A 55
a)les brebis........ccooeviiieiiiiienn, S 85
D)IES DELIEIS ...ttt ettt ettt et e et as 55
II-1-2) Appareillage, instruments et ProduitS...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiii e 56
A) Appareillage et INSTTUMENTS ......ooiviiiiiiiiiieeiie e eae e e 56
B PEOAUIE. . nimvnnns v s s i s s b g s s s i i O 57

VT2 ) IVTERITOR IR o mninsncmnmios o s 5 AR PR 4 A N T S P A TS A 57



Sommaire

I1-2-1) Examen €ChographiqUe ........ccccoveiiieiiiiiieeinieiiiiee e s 57
11-2-2) Protocole de synchronisation/superovulation ... 58
A)La syncl;rom'sation des cHAlEUrT iomisnis st s s s s s 58
A-1) Mode d’application des EPONEES ........ouerescisssvisiimsisssovieniosssssisssibissssussmissiadossnsns 58
B) La SUPETOVULATION ....vevieictiiecticiciceiiisie it 58
I1-2-3) Détection des chaleurs et Saillie .......c.ococeviiinnininiini e 59
[I-2-4) Examen endoSCOPIGUE ..o ismmseivsmstsmsmiasmiseisoasisssorsanssssuassssnosssammmssssssssass 60
D) PARTIE RESULTATS.....ounmmamussmmms s symmssasasussos cuorwss 62
TTT=1) 188 OTMIBTEEA .ovcovons arasnassnsnesnsssmmamanssssisasssisaiss sisbssiassasissssmmssssisssans bnasvpvsaninss 62
III-1-1) L’expression des chaleurs.........ocoooioiiiiiiiiiiie s 62
I11-1-2) Evaluation de 1a réponse OVATIENME. .......ccooiuiiiinieiiaeieiiiieis s 62
TTE-2) TIES TEOOVEUBEE Tiuussaucsvnciuis ettt s isiessssseassns sras st ssnmsss sassmssess s aus saatens s sesarpsanmsess 63
1-2-1) T expression des ehalEUS ... i sessssssass 63
111-2-2) Evaluation de 13 réponse OVATIEING. .. i ersiesiciimmmminsmimiavsisbvssmars isssnsersssss 63
CHAPITRE II

RECOLTE ET TRANSFERT D’EMBRYONS

DMATERIEL BT METHODERS 2icummvsmmmmissemiosssomsoosmssunesnsssssanmmosssnsssessons 65
L) WEBEEITEL scumonicsmsmsmisnsmsmmsmusmammmspo oo s i R e A R AN RS S 65
TSL =Y ARIIIRIIR o vannnsanssmannessnsansssiii e G S S SR TS A S b 65

I-1-2) Instruments et produits préparation du champ opératoire et des soins post

OPETALOITES ... ... ot e ter e et cen it et e et e et e e s e sen ee e e e sen e e e e e e 03

I-1-3) Matériel et produits de manipulation des embryons ...............ccoviiiniiinnnn 65

L T el rspmmnsnr o smmssmpoases s s TR W —————— o sl

1-2-1) Préparation des RIIIAUR S .oconmmmimimismirienisssssssns e s aniassssssessasssons 66
1-2-2) Collocts § emDITONG: 5 mmsen s s s s st s i s 66
12-3) Tiiet sélection des SMDIVONS .. unmmsiismminssi s imsimssaims s 67
1244} TianSTort A8 BIDTVONE ... onmsmmenss ohis Vst a0TaT 7R 4RSS A AR IR TR RS s 68

I-2-5) S0inS POSLOPETALOITE :....ccerrerresrerserressmsrmrsnesesraesasssasnnsnessassessosssitassssiasesasissssnsnss 68



Sommaire

1-2-6) Diagnostic de gestation. ... ...ceeueiiiiiieeieriiniiiiiii e 68
II) PARTIE RESULTATS ...coiiiiiinimieiieniiniiesienesss sttt ste s st sss s 69
I1-1) Dénombrement direct des COIPS JAUNES. ...c.eerurrirriinniiiiiitiisinre e 69
I1-2) L8 COIIECLE .veveviuiiiimiriieieis et sbes ket 69
A- Taux de TCUPSILALION :....c.cccciivvisiriiisinmsiieninnmiiessnsossssnessssessssessssnmimnesssassesssssaans 69
B- Taux moyen des structures T€CoItEES...c.ivuririrnmrnninermniiessessisesserenssssansssnersssiessniny 70
C= Taum de TECONAILE ..vviivivirimmsmmamsonnrononneonsassssssnossasassrspnsrenbssssssiass ssiisvassonsssspaisessnssss 70
D- Qualité des Structures réCOEES. ... .uuiuirniriririiieiieiieieire s, 71
I1-3) Résultats dil tANSTETE v vur wsemrnensmnennesmmunonns maosranes okt $eako 88 abEHS soRTohyERD IR S E oS 73
A- Détermination du taux de Zestation...........coc.uuiiireinrrniiieirrr 73
CHAPITRE III
DHSOUSSION. 1o aevocesiinassssossvasmssnans cnnrsmes ensness wosbssssssnssnssssssnssnssessssssissiosssussuasss %
CHAPITRE IV
COMEHIEION. . cascvnwennion wmeonmon masmiemmmmsmnansns momsssmme e sn ves 0 SHS I EHS SR80 30 R8N o TR EEOR RIS 80

Références bibliographiques



Liste des tablequx

LISTE DES TABLEAUX

Partie bibliographique

Tableau I : Effectif des principales races ovines locales (MAP, 2004). .........cc.cccovvevevennnee. 2
Tableau II : mensuration du corps des brebis et des béliers Hamra (Ferrouk, 2006). ........... 4
Tableau III : durées des phases du cycle folliculaire chez I’animal non gravide................. 12
(ALLO H, 1991). ittt 12
Tableau IV : Récapitulatif des donnés bibliographiques sur la durée de 1’oestrus et le
IOMENE 88 DOV i immm i aiasinsii s memsnsmsn o mmes s o sm g n SRR SO SO SRR ST RS 19
Tableau V : conduite de la lutte (Ouattara, 2001)..........c.c.ooiiiiiiiiioeeeeeeeeeeeee e, 22
Tableau VI : Chronologie du développement de I’embryon ovin (Torrres et Sevellec, 1987).
.............................................................................................................................................. 24

Tableau VII: Traitements hormonaux utilisés pour I’induction de 1’cestrus par la technique des
¢ponges-vaginales(Cognic et Mauleon, 1983). ..ommunsinmmnanammnammamaian 28
Tableau VIII : Effet de I’injection de PMSG aprés traitement progestatif sur I’intervalle fin de
traitement-apparition de 1’estrus (REUTES). .......oooviviiiiiiiiiiiececeeeeeec e 29
Tableau IX: Effets du rapport FSH/LH et le nombre de doses de pFSH sur la réponse
ovulatoire et la production d'embryons (D’Alessandro et al, 2005). ...........cccoevvivvveeenennnn. 33
Tableau X: comparaison de la réponse ovulatoire et du taux de récolte et de fécondation entre

deux traitements de superovulation (FSH, eCG/FSH) chez les brebis Sarda (Giovanni et al,

DUV Y:: 05w 51 45 wmsi i o R AR AT A AT RS S AR TR AT R BTSSR 34
Tableau XI: Effet des traitements de superovulation sur le début et la durée des chaleurs chez
la brebis Rambouillet (Naqvi et Gulyani, 1999). ...........ocoiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeee e 34
Tableau XII: Effet du type du traitement de superovulation sur le nombre d’ovulation. ....35
Tableau XIII : moment de I’insémination des brebis en fonction du type d’IA. (Evans et

WM wWEll, T8 cssmsumives sy e s T ST 55 Ao s S SRs P s 37
Tableau XIV: classification des embryons selon leur qualité (d’aprés I’INRA-

UNCETIA ;1990). ..ottt ettt eb e ese e es s sessens s s s essese e 41
Tableau XV : Fertilité apres un transfert laparoscopique ou chirurgical chez la brebis......44
(Brebion et al ; 1992). ..ot 44

Tableau X VI : Taux de mise bas et de survie embryonnaires aprés transfert direct ou

traditionnel d embryons vitrifies (Baril et:al . 2001) ....oveiumnamaimumssamsmi <



Liste des tablequx

Tableau X VII: effet de la race sur la réponse ovulatoire au traitement de stimulation
8y L= 11 T 46
Tableau X VIII; Variation du taux d’ovulation selon I’age. ...........cccoeeevevecineniecciee 47
Tableau XIX: Effet du type de traitement de stimulation ovarienne sur la réponse et le nombre
d’embryons transférables par femelle traitée (Cognie, 1984).........cccovviiiiniiiniiiiviiinenn 49
Tableau XX: Production d’embryons chez la brebis apres un prétraitement avec un
antagoniste de GnRH (Antarelix™) de 11 injections (0.5mg/j) et de 3 injections (1.5, 0.5 et
0.5mg) a 5 jours d’intervalle (Cognie et al, 2003). ......cccooiiiiiiiiiiiccee e 50
Tableau XXI: Nombre et qualité des embryons produits par les brebis Santa Inés soumises a

deux traitements successifs avec pFSH (Cordeiro et al, 2002).......cccoovvivvivcenirinienennnn 50

Partie expérimentale

Tableau I: Résultats de la détection des chaleurs chez les brebis superovulées. ................. 62
Tableau II: Réponse ovarienne globale chez les brebis superovulées .............cocooeveiinnn. 62
Tableau III: Réponse ovulatoire par ovaire chez les brebis superovulées..............c.ccceuneee. 63
Tableau I'V: Résultats de détection des chaleurs chez les receveuses..........coocvviiiiiiinene 63
Tableau V: Réponse ovulatoire chez 168 TECEVRUSES ... vuu vuuwiawummis sus s wwnsswwanin s us v o O
Tableag VI 50 Qe reouperation usmussmvessmssimmmississsimsmssm s 69
Tableau VII : Taux moyen des structures récoltées par brebis. ..........ccocveveieiniieiiccnene 70
Tableau VIII: Taux moyen des structures réColt€es Par COTNE. ..........ocvrrvveerereneienirrennnns 70
Tableau IX: taux de fECONAILE .........c.oooiiiiie et e 70
Tableau X: classification des embryons selon leur qualité. .............cc.ooeiiieiiiiiiii e, 7l
Tableau XI : Nombre et taux d’embryons transférables.............ccocoviieieniiiiiiiniiiiicnen, 72
Tablean X1 1o0 e BeSTOtION. . s v i s s i T e pEsa 73
Tableau XIII : Taux de viabilité des embryons transférés..................cco e 73



Liste des figures

LISTE DES FIGURES
Partie Bibliographique

Figure n°1: Représentation schématique des mécanismes physiologiques de régulation de
I’activité sexuelle par la photopériode chez les petits ruminants. SCG : Superior Cervical
Ganglion (D’apres Senger ,1997). ... 9
Figure n°2: Représentation schématique de la croissance folliculaire (Secchi, 1975). ....... 11
Figure n°3 : Principaux événement de la folliculogénése terminale au cours de la phase

folliculaire terminale, processus de recrutement, sélection et dominance (Thibault et

Levasseur, 2001). ...ooi ittt a ettt 14
Figure n°4 : Présentation schématique du cycle oestral de la brebis (Colin, 2004)............. 15
Figure n°5: L’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien (Hanzen, 2005). .........cc.ccoeiiiiiinnnn. 16
Figure n°6 : Comportement sexuel lors de 1’cestrus (Florence et al, 2005). ...........cccccees 21

Figure n°7 : Chronologie de développement embryonnaire (JO a J9) chez I’espece ovine
T e [ R T ——— 25
Figure n°8: Influence de ’administration de PMSG sur le moment d’appariation des chaleurs
aprés un traitement de progestagéne chez la brebis en ancestrus saisonnier (Cognié et al,
PO, o o commusinmsinons 539 FAmnerssose sun 10 St Tio S BsTs S ek S St 58 Tass
Figure n°9 : Exemples de protocoles d’utilisation de la méthode mélatonine en combinaison
avec la pose d’éponges vaginales (d’aprés CEVA Santé animale).................coooiiiinn. 31

Figure n°10 : Protocole de synchronisation/superovulation a base de progestagene

pendant 12 joms el Ao PMBG . vonummos s swsaonssning i ey amensiss 5 16 aman i 8t Husio
Figure n°11 : Protocole de synchronisation/superovulation a base de progestagene

pendant 12 jours et de pFSH (Giovanni et al, 2001)..........ccooioiiiriiniiiicccceeeeees 33
Figure n°12: Insémination cervicale chez la brebis (Youngquist, 1997)........ccccceeiiiiinnne. 36

Figure n°13: Insémination intra-utérine par endoscopie chez la brebis (Youngquist, 1997)
Figure n°14 : Méthode de collecte chirurgicale des embryons (D’apres Vallet et al, 1991).38

Figure n°15 : Collecte par technique laparoscopique avec sonde 3 voies. (D’apres Vallet et al,

199T) oot e e en e 39
Figure n°16 : Transfert embryonnaire par méthode laparoscopique(D’apres Youngquist,
1997).c i .44

Figure n°17 : Variabilité de la réponse ovulatoire : distribution des femelles donneuses en

fonction du nombre d’ovulation aprés traitement FSH (Brebion et al ,1992). ... 45



Liste des ﬁgures

Figure n°18 : Répartition des femelles en fonction du nombre d’ovulations ; apres 20mg de

FSH (1=226) (Brebion et al, 1992)... covees cos sosmmmminivn van san USRI |

Partie experimentale
Figure n°1 : Protocole de synchronisation/superovulation des brebis donneuses et

FECEVEUSES ..« -+ oo oo e e e e e e e e e e e e e e e e e D9

Figure n°2 : Schéma de montage de deux embryons pour un transfert en frais..............67

Figure n°3 : Qualité des embryons des donneuses...............ooven e v vevveenienceenn 71



Liste des abréviations

LISTE DES ABREVIATIONS

CAP : acétate de chlormadinone.

CJ: corps jaune.

E2: cestradiol.

e¢CG: equine Chorionic Gonadotropin.

FGA : acétate de fluorogestone.

FSH: Follicule Stimulating Hormone.

FVI: La fécondation in vitro.

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone.
hCG : human Chorionic Gonadotropin.

IA : Insémination Artificielle.

IETS: International Embryo Transfer Society.
IM: Intramusculaire.

LH: Luteinizing Hormone.

LTH : la prolactine.

MAP : acétate de medroxyprogestérone.
MGA: acetate de mélengestérone.

MOET: Multiple Ovulation and Embryon Transfer.
oFSH: ovine Follicule Stimulating Hormone.
OPU: Ovum Pick Up.

PBS: Phosphate Buffered Saline.

pFSH: porcine Follicule Stimulating Hormone.
PGF2a0: Prostaglandine F2 Alpha.

pLH :porcine Luteinizing Hormone.

PMSG : Pregnant Mare Serum Gonadotropin.
T.E : transplantation embryonnaire.

ZP : zone pellucide.



INTRODUCTION

Introduction générale :

L ovin est la plus importante espéce domestiquée en Algérie, elle occupe une place
importante dans 1’économie rurale, avec un effectif de 18.293.000 tétes (MAP, 2004). Le
cheptel ovin local représente la ressource la plus importante en viande rouge, assurée
essentiellement par les trois races principales (Ouled Djellal, Hamra et Rumbi).

La race Hamra est considérée comme la meilleure race a viande en Algérie, en raison
de sa bonne conformation bouchére (finesse de son ossature et la rondeur de ses lignes), ce
qui lui a valu, dans le passé, une grande réputation sur les marchés des pays Nord
méditerranéens sous 1’appellation du « petit oranais ». Cependant, au cours des quatre
derniéres décennies des changements notables dans la composition raciale des troupeaux ont
ete observés, et qui se réalisent au détriment de la race Hamra (Ayachi, 2002).

Afin de préserver cette race, il est alors nécessaire de maitriser la reproduction pour
fournir un plus grand nombre d’agneaux nés par brebis et par an de qualité voulue et au
moindre cofit.

Les biotechnologies de la reproduction, et en particulier la transplantation
embryonnaire, en sont un des moyens. En effet, ’induction d’ovulation multiples et la
transplantation embryonnaire (MOET) a toutefois permis une avenue plus pratique pour
parvenir & multiplier la descendance des femelles 4 haut potentiel génétique au dela de leurs
possibilités naturelles.

L’induction d’ovulations multiples (superovualtion) nécessite une  stimulation
hormonale des femelles donneuses. Cependant, plusieurs études ont montré pour les caprins et
les ovins, des différences de réponses au traitement de superovulation en fonction de la race
(Armstrong et Evans, 1983). Aussi, des études comparatives (Cognié et Baril, 2002) ont
montre la supériorité des extraits hypophysaires porcins (pFSH) en termes de production
d’embryons aptes au transfert.

En effet, la dose totale efficace pour obtenir une réponse ovulatoire optimale, varie
largement selon la préparation hormonale et le geénotype de la donneuse, et devrait &tre
déterminée préalablement au moyen d’une courbe dose réponse.

Dans cette optique, Il nous a paru essentiel d’essayer dans un premier temps de
maitriser la technique MOET et de déterminer la dose optimale a utiliser chez les brebis de
race Hamra, afin de pouvoir appliquer cette biotechnologie de reproduction comme moyen de
préservation des races en voie de disparition.

—t
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Chapitre | Les races ovines algérennes et présentation de |3 race HAMRA

I) Introduction :

L’ovin est I’espéce de ruminants la plus répandue dans notre pays vu I’importance de
son effectif qui représente 81,6% du troupeau, comparativement aux caprins 11,4%, aux
bovins 6,4% et aux camélidés 0,6% (MAP, 1998). L’effectif ovin a été estimé en 2004
a18.293.300 tétes dont prés de 12.314.998 reproductrices (MAP, 2004). Cela est peut étre du
a la domestication du mouton qui remonte a la plus haute antiquité et aux conditions
climatiques qui sont favorables au développement de cette espéce.

La rusticité et I’adaptation des races ovines algériennes au milieu aride steppique et
leur mode d’alimentation basé essentiellement sur la végétation naturelle, font que leur
concentration est trés importante dans les régions steppiques et les hauts plateaux, et a
I’apparition d’un type d’élevage basé sur le nomadisme (Chellig, 1992).

Cependant le systeme d’élevage reste traditionnel avec une productivité limitée, de 0,62
agneaux/brebis/an, liée surtout A son aspect extensif et aux conditions du milieu dans lequel il
évolue (Boutonet, 1989).

IT) Les races ovines algériennes et présentation de la race Hamra :
I1-1) les races ovines algériennes:

Les races ovines algériennes sont réparties en deux classes : races principales et races
secondaires (Chellig, 1992)

II-1-A) Les races principales:

Selon Chellig (1992), il y’a trois races : la race Ouled Djellal, la race Rumbi et la
race Hamra. La répartition des principales races ovines locales est rapportée dans le tableau I.

Tableau I : Effectif des principales races ovines locales (MAP, 2004).

Race Femelles Males Total
Ouled Djellal 5.337.770 3.050.154 8.387.924
Hamra 3.355.170 1.525.077 4.880.247
Rumbi 2.440.123 915.046 3.355.169
Total 11.133.063 5.490.278 16.623.341

a) La race Ouled Djellal (arabe blanche) : est la plus importante et la plus
intéressante, car elle forme presque la moitié de 1’effectif total avec plus de 8,3 million de
tétes (MAP, 2004). Cette race est introduite en Algérie au XI *™ siecle, du Hidjez par les Ben
Hillel. Elle est résistante aux zones arides, elle supporte la marche sur de longues distances
mais elle craint le froid. Elle-méme se devise en plusieurs types, dont on cite le type Hodna
(le plus lourd) et le type Ouled Djellal (le type marcheur).

b) La race Rumbi : a les mémes caractéristiques que la race blanche de Ouled
Djellal, avec les membres et la téte fauves. Elle est robuste, les pattes sfires, les sabots durs et
les cornes sont énormes chez les béliers. Cette race est adaptée a la marche, également aux
sols rocailleux secs et elle supporte mieux le froid.

¢) La race Hamra : (Beni-Ighil) :



Chapitre | Les races ovines algériennes et présentation de la race HAMRA

c-1) Présentation de la race Hamra :

La race Beni-Ighil dite Hamra est une race berbére dont I’aire géographique
d’extension va du chott Chergui 4 la frontiére marocaine. Elle couvre ¢galement tout le haut
Atlas marocain chez la tribu des Béni-Ighil d’ou elle tire son nom.

C’est la meilleure race 4 viande en raison de la finesse de son ossature et de la rondeur de
ses lignes (gigots et cotes). Elle est trés demandde par les frangais sous le nom du
« MOUTON ORANALIS ».

Elle est de petite taille 2 ossature fine et aux formes arrondies. La téte et les pattes sont

rouge acajou fonce, la toison est blanche et tassée (Cf. photo n°2).

c-2) Berceau de la race :

Son aire d’expansion est comprise entre le chott chergui 4 I'Est, I’atlas saharien au
Sud- Est et les monts de Tlemcen et de Saida au Nord.
La race Hamra comporte trois types principaux :
e Type d’El Bayadh : d’une couleur acajou foncé, localisé dans la daira de
Mechria.
® Type d’El Aricha : ¢’est le plus préféré, de couleur acajou presque noire, situé
4 la frontiére marocaine.
e Type Malakou et Chott Chirgui : de couleur acajou clair

c- 3) Description physique:

o Couleur: la peau est brune, les muqueuses noires, la téte et les pattes sont
brunes, rouges foncé, presque noires. La laine est blanche au Jarre volant brun
TOUX.

Cornes: Spiralées, moyennes

Oreilles: Moyennes pendantes

Profil: Convexe, busqué

Queue : Fine, longueur moyenne

Conformation: Corps petit mais court trapu et large, gigot court et rond, le
- squelette est fin.

© 00 00

Photo n°1 : Bélier Hamra (Hamaidi, 2007)



Photo n°2: Brebis Hamra (Hamaidi, 2007)

Les mensurations du corps sont reportées dans le tableau ci-dessous.

Tableau IT : mensuration du corps des brebis et des béliers Hamra (Ferrouk, 2006).

Hauteur  (m) | Longueur (m) | Profondeur (m) | Poids du corps (kg)

Béliers 0,76 0,71 0.36 71

Brebis 0,67 0,70 0,25 40

¢- 4) Caractéristiques de reproduction :(Chellig 1992).

L’ age de la brebis au premier cestrus est de 12 mois.

L’age de la brebis au premier agnelage est de 18 mois.

La Fécondité est de 90%.

La Prolificité varie de 110 2120%.

La longgvité varie de 10 a 12 ans pour les béliers et de 08 4 10 ans pour les
brebis.

YVVYVYY

¢- 5) Caractéristiques de production : (Chellig, 1992)

Le poids a la naissance est de 2,5kg.

Le poids au sevrage a 4 mois est de 25kg.

Le poids du broutard (Allouche) 4 1an.

Le poids 4 ’abattage : 42 4 45kg.

La croissance moyenne journaliére pendant I’engraissement : 150 3 180g.
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» Viande : ¢’est un mouton & viande par excellence, chaire fine a saveur
appréciée.

> lait : la production totale est de 50 4 60kg pendant 4 & 5 mois avec une bonne
aptitude 4 la traite.

> laine : le poids de la toison non lavée est de 1,5 2kg pour la brebis et 2,5 &
3kg pour le bélier .Cette toison tassée a méche carrée dont la longueur est de 5
a 7cm et d’une finesse moyenne de 25 4 26 microns.

I1-1-B) Les races secondaires :

Les races dites secondaires sont estimées & 1.669.959 tétes. Ce cheptel est inégalement
réparti sur le territoire national avec 75% de Ieffectif localisé dans la steppe. Elles sont
représentées par quatre races: Berbére, Barbarine, D’men et Targuia-Sidaou
(Chellig ,1992).

a) La race Berbeére : a Iaine zou lai (mouton des montagnes du tell) est de
petite taille, a 1’aine mécheuse blanche brillante. D’un effectif de 1 .000 .000 de tétes, elle est
localisée dans la chaine montagneuse du nord algérien.

b) La race Barbarine : localisée & Oued souf, est & grosse queue, apparentée
au mouton tunisien et asiatique avec un effectif approximatif de 50.000 tétes.

¢) La D’men : est une race saharienne répandue dans les oasis du Sud-Ouest
algérien, a I’aine grossiere qui couvre le haut du corps seulement et & queue fine, elle est trés
prolifique, son effectif est estimé & 30.000 tétes.

d) La Targuia-Sidaou : élevée par les Touaregs, elle est recouverte de poils,
n’a pas de laine avec une queue longue et fine. Elle semble qu’elle est d’origine du Soudan,
son effectif est de 20.000 tétes.
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Chapitre [l rappels anatomiques et physiologiques sur la reproduction ovine

I) Anatomie de ’appareil génital de Ia brebis :

L’appareil génital de la brebis comporte trois grandes parties (Barone ,1990) (Cf.
photo n°3)

e la section glandulaire, constituée par les ovaires.

¢ la section tubulaire, constituée par les oviductes et 'utérus.
e le sinus urogénital ou section copulatrice, comprenant le vagin et la vulve.

Bifurcation

Qviducte

Photo n°3 : Photographie de I’appareil génital de la brebis
(Jean-Loup Bister, 2002).

I-1) section glandulaire

a) Les ovaires: Les ovaires, gauche et droif, sont suspendus dans la cavité
abdominale par le ligament large (Soltner, 1993). Ils sont aplatis mesurant 1.5cm de
longueur et pése 3 a 10g (Barone, 1990). L'ovaire est composé de deux tissus
distincts: la partie médullaire, ou stroma, qui comprend du fibroblaste, des nerfs et des
vaisseaux sanguins et, le cortex dans lequel les différents types de follicules se
développent. C'est dans ce dernier que se déroule la folliculogénese. (Boukhliqg, 2002)
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1-2) Section tubulaire

a) L'oviducte : C'est un organe tubulaire qui va de l'ovaire & la corne utérine
correspondante. Tube circonvolutionné de 15 - 19 cm de long, il est constitu€, dans
J'ordre, du pavillon qui capture I'ovule pondu par ['ovaire lors de l'ovulation, de
I'ampoule et de l'isthme qui est relié a la corne utérine (Cf. photo 4). Il est logé dans le
ligament large (Barone, 1990).

Brebis

Photo n°4 : Photographie de I’oviducte de brebis (Jean-Loup Bister, 2002)

a-1) Le pavillon en forme d'entonnoir, a une surface d'environ 6 - 10 cm’
chez la brebis. L'ouverture du pavillon est rattachée en un seul point ceniral a I'ovaire
(Vaissaire, 1977).

a-2) L'ampoule est la partie la plus longue et la plus large de l'oviducte ot
les oeufs sont conservés plusieurs jours apres 'ovulation. (Boukhliqg, 2002).

a-3) L'isthme est la partie la plus courte et la plus étroite de l'oviducte. 11
est directement relié a l'utérus par la jonction utero tubaire. 1l joue le réle de filtre
physiologique dans la remontée des spermatozoides jusqu’a I’ampoule (Soltner,
1993).

b) L'utérus. Il est constitué de trois parties: les deux cornes utérines (10-15 cm
de long), le corps utérin (1-2 cm de long), et le cervix (4-10 cm de long, 2-3 cm de
diamétre). L'endométre et le myométre composent la paroi utérine. (Boukhlig, 2002).

b-1) les cornes : c’est le lieu ou se font la nidation et le développement
embryonnaire. Elles sont accolées dans une grande étendue, comme les canons d’un
fusil a deux coups. Leur longueur est de 10 4 12cm. (Soltner, 1993)

b-2) le corps : il est compris entre les comes et le col. Sa longueur est
d’environ 2cm (Craplet et Thibier, 1984).

b-3) Le col ou cervix : il forme la troisiéme partie de l'utérus. Ce sphincter
qui se jette dans le vagin posséde une paroi musculaire trés paisse. La mugueuse et
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I'épithélium présentent une morphologie originale avec de nombreux replis ou cryptes
ainsi que des canaux ciliés (Jean-Loup Bister, 2002).

I-3) Sinus urogénital:

a) Le vagin: C'est I'endroit ol la semence est déposée lors de la saillie. De 10
a 12cm de long (Craplet et Thibier, 1984).

b) Les organes génitaux externes: Ils sont constitués du vestibule, de la
grande lévre et de la petite lévre qui posséde des glandes sécrétant un liquide
visqueux qui facilite la copulation, du clitoris qui est un organe érectile et sensible
(Soltner, 1993).

IT) Physiologie de la reproduction ovine :

L’espéce ovine, comme les espéces caprine et équine, se distingue des autres
espéces par le caractére saisonnier de la reproduction.
Chez les ovins, la saison de reproduction, période ou l'activité sexuelle est maximale,
correspond a la période des jours décroissants; le reste de ’année ou Pactivité
sexuelle est faible ou nulle (période de jours longs) est qualifiée d’anoestrus
saisonnier (Colin, 2004).

II-1) Saisonnalité de ’activité sexuelle :
II-1-A) Les facteurs déterminants Ia saisonnalité :

L’un des éléments les plus importants de la reproduction chez les ovins est la
saisonnalité, ce n’est pas I'exclusivité de cette espéce. La reproduction ovine suit un
rythme saisonnier, c'est-a-dire avec une alternance de périodes d’anoestrus et
d’activité sexuelle. Dans les régions tempérées, la saisonnalité est sous le control de la
photopériode, c'est-a-dire de 1’évolution de la durée des jours : les jours courts ont la
particularité de stimulé ’activité sexuelle, et les jours longs entrainent les périodes
d’anoestrus (Evans, 1987 ; Henderson, 1991). -

Chez les races photopériodiques, la mélatonine traduit les effets de la lumiére sur la
reproduction (Driancourt et al, 1991). Tandis que le photopériodisme est le principal

facteur influengant I’activité saisonniére des moutons, d’autres facteurs, tels que la -

genetique (certaines races sont plus résistantes aux variations lumineuses), les
conduites d’élevage (effet male) et les interactions sociales, peuvent modifier le plan
de reproduction (Evans, 1987 ; Henderson, 1991).

II-1-B) Mécanisme de régulation de I’activité sexuelle par la photopériode :

Physiologiquement, les animaux a reproduction d’automne sont en anoestrus
saisonnier le reste de 1’année. Il a été prouvé que, durant cette période, la sécrétion de
gonadolibérine (GnRH) par I’hypothalamus est trés faible, d’ot une trés faible
sécrétion de FSH et LH par I’hypophyse antérieure et une absence de cyclicité
sexuelle. Une neurohormone sécrétée par la glande pinéale, la mélatonine, présente
une activité stimulatrice sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire chez les petits
ruminants. De plus, chez ces especes, la sécrétion de cette neurohormone est
inversement corrélée aux stimulations lumineuses de la rétine (Clément, 2006).
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Ainsi, durant les mois ou la photopériode est longue, les nerfs rétiniens sont
fortement excités et vont inhiber la glande pinéale par le biais du ganglion cervical
superficiel. La mélatonine est alors beaucoup moins sécrétée et l'activite de I'axe
hypothalamo- hypophysaire fortement déprimée, d’ott un anoestrus chez les petits
ruminants. Au contraire, quand la photopériode est plus courte, les nerfs rétiniens sont
moins excités et la glande pinéale est trés peu inhibée. La mélatonine est alors
sécrétée beaucoup plus souvent, d’olr une stimulation importante de 1"hypothalamus
qui va produire de la GnRH & ume fréquence plus importante. Les hormones
gonadotropes (FSH et LH) sont en réaction sécrétées en plus grande concentration et
’activité des glandes sexuelles se met en place (Senger, 1997) (cf. figure n°1).
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Figure n°1: Représentation schématique des mécanismes physiologiques de
régulation de I"activité sexuelle par la photopériode chez les petits ruminants. SCG :
Superior Cervical Ganglion (D’aprés Senger ,1997).

La saisonnalité agit non seulement sur les animaux sexuellement matures mais
aussi sur I’apparition de la puberté chez les jeunes.

Cependant, la généfique, ainsi que la date de la naissance, jouent un rdle
important sur le moment d’apparition de la puberté; par conséquent le
photopériodisme & un effet permissif déterminant I’animal soit & venir en chaleur a un
age précoce, soit a retarder sa puberté de plusieurs mois (Intervet, 1993).
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Méme si les béliers sont théoriquement capables de saillir toute ’année, une
baisse de libido et une diminution de quantité ou de la qualité du sperme en dehors de
la saison de reproduction sont responsables d’une diminution des résultats de
fécondation a contre saison de reproduction (Henderson, 1991).

II-2) Aspects morphologiques du développement folliculaire (folliculogenése) :

La folliculogénése est la succession des différentes étapes du développement
du follicule depuis ot il sort de la réserve jusqu’a I’ovulation ou plus fréquemment
jusqu’a Iatrésie (Green, 1972).

Chez le foetus ovin, cette folliculogénése débute & partir du 70%™ jour de
gestation, c'est-d-dire dés que les premiers follicules primordiaux sont formés. Les
agnelles possedent entre 100.000 et 200.000 follicules 4 la naissance (Land, 1970).
Les étapes du développement folliculaire (folliculogenése) sont au nombre de trois, la
phase de multiplication, la phase de croissance et la phase de maturation.

I1-2-A) Phase de multiplication :

Sit6t établie la différentiation sexuelle embryonnaire, les cellules germinales
primordiales colonisent la créte génitale et donnent naissance aux ovogonies. Celles-
ci se multiplient et seront entourées par quelques cellules endothéliformes et une
membrane conjonctive (membrane de Slavjanski) formant ainsi les follicules
primordiaux (Hanzen, 2000).

A la naissance, la population des follicules ovariens, principalement formée
par les follicules de la réserve ovarienne est d’environ 160.000 chez la brebis
(Thibault et al, 1991). Le nombre de follicules en croissance représente toujours une
faible proportion de I'effectif folliculaire total (Gougeon, 1996).

II-2-B) Phase de croissance :

Cette phase est caractérisée par les modifications concernant toute a la fois le
follicule et I’ovocyte qu’il renferme (Monniaux et al, 1983).Elle ne concerne que 10%
du stock folliculaire. L’ovaire de brebis contient 100 a 400 follicules en croissance
parmi lesquels 10 & 40 sont visibles sur I’ovaire (Hanzen, 2000)

La durée de croissance folliculaire depuis la sortie de la réserve folliculaire
jusqu’a I’ovulation est estimée & environ 6 mois chez la brebis, soit 130 jours jusqu’a
I"apparition de I’antrum, puis environ 45 jours jusqu’a I’ovulation (Cahill et Mauléon,
1980).

Le développement folliculaire est continu et comprend les stades de follicule
primordial, primaire et secondaire, constituant les follicules préantraux, puis les stades
tertiaire et de De Graaf représentant les follicules antraux (Monniaux et al, 1983) (cf.
figure n°2).
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Figure n°2: Représentation schématique de la croissance folliculaire (Secchi, 1975).

Le follicule primordial se caractérise par un ovocyte entouré par une seule
couche de cellules épithéliales aplaties : les cellules de la pré-granulosa (Byskov et
al, 1979). 1l représente le stade folliculaire quiescent. Cette population de follicules,
qui est & son maximum pendant la vie feetale, représente la réserve d’ovocytes pour la
vie reproductive (Driancourt et al, 1991).

La transition du follicule primordial au follicule primaire qui se caractérise
par une croissance de I’ovocyte (Monniaux et al, 1999), par 1’agencement & sa
surface, d’une couche réguliere de cellules cubiques. C’est durant cette période que
Povocyte synthétise et secréte les glycoprotéines qui donneront naissance a une
enveloppe hyaline poreuse : la zone pellucide (ZP) (Yanagimachi, 1994).

Le passage du stade follicule primaire au follicule secondaire est caractérisé
par la prolifération des cellules de la granulosa qui s’organisent en une structure
pluristratifiée autour de I’ovocyte (Monniaux et al, 1999). Au stade follicule
secondaire 1’ovocyte a atteint son volume maximal, il s’est entouré d’une zone
pellucide bien différenciée, I’ensemble est limité extérieurement par la membrane
basale ou membrane de Slavjanski (Hanzen, 2000).

Le follicule tertiaire est dit cavitaire ou antral en raison de I’apparition au sein
des couches de cellules folliculaires de petites cavités résultant de I’accumulation
d’un transsudat plasmatique et de la sécrétion des cellules de la granuleuse et qui
finissent par confluer pour former I’antrum (Hanzen, 2000). Le volume de I’ovocyte
reste inchangé mais les cellules qui ’entourent se disposent de maniére radiée d’ ot le
nom de corona radiata donné a cette couche cellulaire péri ovocytaire. A ce stade et

S —
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chez tous les mammiféres, le follicule cavitaire s’entoure, en dehors de la membrane
de Slavjanski, d’une double enveloppe constituée par la théque interne, faite de
cellules interstitielles riches en ARN et en enzymes nécessaires a la stéroidogenése,et
par la théque externe formée d’un tassement de tissu conjonctif du stroma ovarien
(Hanzen, 2000).

Le follicule de De Graaf représente la phase terminale du développement
folliculaire, cette phase ne concerne qu’un follicule sur 1000 entrés en croissance
(Saumande, 1991).

Le follicule mir se caractérise par une taille maximale de 10 mm chez la
brebis (15 mm chez la vache), un nombre maximal de cellules granuleuses et par une
activité mitotique minimale de la granuleuse, gonflé de liquide, le follicule affleure la
surface de I’ovaire.

L’ovocyte demeure enfermé dans un massif cellulaire, le cumulus oophorus.
Les théques interne et externe sont bien différenciées et la membrane basale est bien
visible entre les cellules folliculaires et la théque interne. La théque interne est une
glande a part entiére.

La théque externe est de nature fibreuse. Une fois ’antrum formé, ’ovocyte
entretient des échanges métaboliques avec le liquide folliculaire via les cellules du
cumulus et avec le sang via les cellules de la granulosa et de la membrane basale.

La taille du follicule passe en 45 jours de 0.2-0.4 mm 4 6-8 mm chez la brebis (16 mm
chez la femme) (Hanzen, 2000).

La durée permettant la réalisation de toutes ces étapes excéde de beaucoup la durée du
cycle chez toutes les espéces (Monniaux et Monget, 1997) (cf. tableau III).

Tableau III : durées des phases du cycle folliculaire chez I’animal non gravide
(Alilo H, 1991).

Phase pré- Phase Phase pré- Phase
Espece antrale antrale ovulatoire lutéale
(jours) (heures) (heures) (jours)
Brebis inconnue 4-5 22 14-15
Vache inconnue 10 40 18-19
Jument inconnue 10 40 15-16

II-2-C) Phase de maturation :

Elle représente I’ensemble des modifications cytologiques et métaboliques
permettant "acquisition par 1’ovocyte de Iaptitude a étre reconnu et pénétré par le
spermatozoide, a assurer la formation des pronucléus méle et femelle et & permettre
grace a ses réserves (ARNm, ribosomes, protéines élaborées pendant la phase de
croissance) le début du développement embryonnaire. Elle est induite par le pic
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ovulatoire, elle implique des modifications nucléaires, cytoplasmiques et
membranaires de ’ovocyte.

Lors du cycle sexuel, la maturation nucléaire ne survient qu’aprés la décharge
ovulante. Elle prend fin juste avant ’ovulation lors de I’émission du premier globule
polaire dans 1’espace périvetellin ovocytaire (Hanzen, 2000).

II-3) Notion de vague de croissance folliculaire :

Le développement folliculaire apparait non pas de maniére aléatoire mais sous
la forme de croissance et régression synchrones de plusieurs follicules, appelées
vagues. Une fois recrutés dans la réserve des follicules de diamétre supérieur 4 2 mm,
le follicule ovulatoire entame sa croissance vers le 1éme jour du cycle ¢’est-a-dire au
moment du début de la lutéolyse. Cette croissance se poursuit ensuite pendent 4 jour
au rythme de 1.2 & 1.4 mm/jour. Le rythme de croissance dépend cependant de la race
de I’animal (Hanzen, 2000).

Cette phase de croissance est strictement dépendante des gonadotrophines.
De nombreux travaux ont montré que :
> Lorsque les niveaux de FSH diminuent, les autres follicules antraux régressent
alors que le follicule dominant continue sa croissance (Ireland et Roche, 1983;
Zelenick, 1993).

» Lorsque le follicule dominant acquiert des récepteurs LH en fin de cycle, il
devient alors dépendant de la LH plutdt que de la FSH (Savio et al, 1993;
Ginther et al, 1996; Roche, 1996). En effet, le follicule dominant semble &tre
sous l'influence de la LH qui stimule la production d’androsténedione par les
cellules de la théque et son aromatisation en cestradiol par les cellules de la
granulosa.

Le follicule dominant libére de grandes quantités d’cestradiol (Staigmiller et al,
1982) et d'inhibine (Findlay et al, 1991) qui vont agir au niveau de 1'axe hypothalamo-
hypophysaire pour diminuer la sécrétion de FSH (Findlay et al, 1991 ; Adams et al,
1993; Ginther et al, 1996).

En phase lutéale, le corps jaune secréte de fortes concentrations de progestérone
qui exercent un rétrocontrdle négatif sur la libération de LH. La diminution de LH
induit la régression du follicule dominant et permet I'augmentation des niveaux de
FSH résultant en I'émergence d'une nouvelle vague folliculaire (Sirois et Fortune,
1990; Stock et Fortune, 1993; Taylor et Rajamahendran, 1994).

Cependant, en phase folliculaire, alors que les concentrations de la progestérone
sont faibles, la pulsatilit¢ de la LH augmente entrainant une augmentation des
concentrations d'cestradiol libérées par le follicule dominant et indirectement
provoque le pic préovulatoire de LH. Ceci cause l'ovulation du follicule dominant
(Lavoir et Fortune, 1990; Taylor et, Rajamahendran 1994). Dés le lendemain de la
premicére ovulation, une nouvelle vague s’amorce (Thibault et Levasseur, 2001).
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II-3-A) Notion de recrutement, sélection et dominance :

C’est en 1980 que Di Zerega et Hodgen ont pour les primates proposés les
concepts de recrutement, sélection et dominance. Leurs études histologiques in vitro
ont par la suite été confirmées in vivo chez la vache par échographie et chez la brebis
par marquage a 1’encre des follicules (Hanzen, 2000).

Tous les follicules gonadotropes dépendants présents sur les ovaires, entrent
alors en croissance terminale (recrutement), ils forment alors une « cohorte » (Cf.
figure n°3) qui comprend plusieurs follicules de taille et de sensibilité différentes aux
gonadotropes. A mi-phase folliculaire, une sélection se produit et la taille de la
cohorte est réduite en nombre d’ovulation caractéristique de la race ou de I’espece (1
4 2 chez la plupart des races ovines, 15 a 20 chez la truie).

Le (ou les) follicule destiné & ovuler, reconnaissable par la taille, est appelé follicule
dominant.

tale foliculzire {mm)
z ovulation
5 l gros
1 follicule
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cohorte de
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Figure n°3 : Principaux événement de la folliculogénése terminale au cours de la
phase folliculaire terminale, processus de recrutement, sélection et dominance
(Thibault et Levasseur, 2001).
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Pendant la période de dominance sont observés (Driancourt, 2001):

e lacroissance et la maturation terminale du (ou des) follicule préovulatoires.
e Larégression par atrésie des autres follicules de la cohorte.

e Le blocage du recrutement de nouveaux follicules.

I1-4) Le cycle sexuel :

Le cycle sexuel est la manifestation de I’activité sexuelle cyclique des
femelles, recouvre 4 la fois le cycle ovarien et le cycle cestral (Legan et al, 1981).
Les cycles sexuels se succédent & intervalles réguliers pendant toute la saison
sexuelle. Leur durée étant en moyenne de 16-17 jours (Colin, 2004) avec une
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variabilit¢ de 14 419 jours (Derivaux et Ectors, 1989). Cependant en période de
transition entre 1’anoestrus et la saison sexuelle (a la fin de 1’ét€), des cycles courts de
moins de 12 jours sont fréquemment observés. 1l est courant que les premiéres
ovulations de la saison ne s’accompagnent pas de comportement d’oestrus, on parle
alors de « chaleurs silencieuses » (Evans, 1975).

Comme chez les autres especes, on divise le cycle oestral en deux phases (Cf. figure
n°4):

II-4-A) La phase folliculaire :

Elle correspond a la période de la croissance folliculaire jusqu’a I’ovulation,
d’une durée de 2 jours en moyenne avec des ¢carts allant de 2 4 3 jours (Driancourt et
al, 1991). Les hormones gonadotropes (FSH et LH) produites par 'hypophyse vont
provoquer dans l'ovaire le déclenchement des derniéres étapes du développement d'un
ou plusieurs follicules. Ces follicules produisent des cestrogénes qui vont entrainer
I'apparition des chaleurs. La fin de la phase folliculaire est marquée par I'éclatement
du follicule qui libere alors I'ovule: c'est 'ovulation, environ 30 heures aprés le début
des chaleurs (Boukhlig, 2002). Soit 23-25 heures aprés la décharge ovulatoire
(Chaffin, 1999).

I1-4-B) La phase lutéale :

Qui prépare I'utérus pour l'implantation de 'embryon. Si la brebis n'a pas été
fécondée, la phase lutéale est interrompue au bout de 13 a 14 jours et laisse place a
une nouvelle phase folliculaire et donc 4 un nouveau cycle sexuel (Khiati, 1999).
Apres l'ovulation, le follicule se transforme en Corps jaune qui va produire de la
progestérone tout au long de la phase lutéale, bloquant ainsi la libération dhormones
gonadotropes par I'hypophyse. L'absence d'embryon dans I'utérus entraine, 13 3 14
jours apres l'ovulation, la production de Prostaglandines F,, par 1'utérus, I'arrét de la
production de progestérone et la destruction du corps jaune; la libération des
hormones gonadotropes par 'hypophyse peut alors reprendre (Boukhlig, 2002)

lutte

chaleurs:36h dioestrus {Sjours

Figure n°4 : présentation schématique du cycle oestral de 1a brebis (Colin, 2004)
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I1I-5-B-1) FSH

C’est une glycoprotéine, responsable de la croissance des follicules ovariens
(Ruck, 1981). Elle stimule aussi les cellules de la granulosa, elle ne peut exercer
pleinement son action pour la maturation folliculaire et ’ovulation qu’en liaison avec
la LH (Schaetz, 1977). La sécrétion de FSH existe sous deux formes, une sécrétion
basale continue tout au long du cycle et une sécrétion cyclique caractérisée par les
pics au moment des chaleurs et I’ovulation (Dupouy et al, 1992).

11-5-B-2) LH

Hormone glycoprotéine formée de deux sous unités o et B (Combanous, 1991).
La LH est une hormone lutéinisante, qui provoque I’ovulation. Elle est responsable de
la transformation du follicule mfir en corps jaune et stimule la sécrétion de
progestérone a partir de cholestérol au niveau des cellules (Martal, 1985). La mesure
de LH plasmatique dans la circulation générale indique un mode de sécrétion presque
exclusivement pulsatile ; I’augmentation rapide au niveau hormonale pendant 5 a
10mn et suivie d*une diminution progressive en fonction de demi vie d’hormone, les
concentrations de LH sont situés dans 1’échelle de ng/ml (Caldani et al, 1991). Pour ce
qui concerne le mode de sécrétion, une sécrétion tonique continue tout le long du
cycle sexuel et une sécrétion cyclique (pic de LH) qui vient 4 la fin de chaque cycle
oestral pour induire ’ovulation et la Iutéinisation (Dupouy et al, 1992). Le pic de LH
apparait entre 3 et 17 heures aprés le début de ’oestrus et la durée du picestde 1410
heures, ce pic correspond 4 une décharge brutale préovulatoire qui intervient par
rétrocontréle positif des oestrogénes (200ng/ml) (Craplet et Thibier, 1984)

II-5-B-3) La prolactine ou LTH :

Elle n’est pas considérée comme une hormone gonadotrope. Son rdle principal
est la stimulation lactée. Cependant elle joue un rdle important dans la reproduction
des animaux domestiques. Elle est responsable de la sécrétion de progestérone par le
corps jaune et son maintien lors de la gestation. Le pic de LTH dans le sang précéde
celui de LH et se prolonge plus longtemps (Derivaux et al, 1976).

II-5-C) Les hormones ovariennes :
II-5-C-1) Les oestrogénes :

L’oestradiol (oestrogéne est synthétisé et libéré surtout au cours de la phase
folliculaire du cycle alors que la progestérone est libérée par le corps jaune au cours
de la phase lutéale.

La synthése des oestrogénes nécessite chez la plupart des espéces, la présence
simultanée de la théque interne de la granulosa des follicules. Sous I’effet de LH, les
cellules de théques synthétisent des androgénes a partir du cholestérol. Ces
androgénes sont ensuite aromatisés en oestradiol par les cellules de granulosa sous le
contrdle des hormones gonadotropes.
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La secrétions d’cestrogéne, surtout 1’oestradiol 17p, varie au cours du cycle
sexuel de la brebis de 1 4 3pg/mg pour le taux de base et atteint 25pg/ml au pic oestral
(Derivaux et Ectors, 1989).

I1-5-C-2) La progestérone :

La progestérone est secrétée essentiellement au niveau des ovaires par les
cellules lutéales mais elle peut étre secrétée en faibles quantités par les cellules
granuleuses des follicules ovariens (Lennoz, 1987). La progestérone va assurer le
début et le maintien de la gestation et sa diminution aboutit 4 ’avortement ou a
I’accouchement (Roux, 1986).

Le jour de I’oestrus, le taux de progestérone est trés faible de 0,2 a 0,3ng/ml, il
augmente rapidement du 3°™ au 14°™ jour du cycle sexuel pour atteindre un pic de
2ng/ml. La régression survient 48 a 60 heures avant I’oestrus (Derivaux et Ectors,
1976). Pendant la cycle sexuel de la brebis, le taux de sécrétion de progestérone
durant la phase lutéale est de 3ng/ml alors qu’il est de 0,5ng/ml pendant la phase
oestrale. Les niveaux les plus élevés de la progestérone pendant la phase lutéale sont
associés 4 un taux d’ovulation plus élevé (Cahill et al, 1981).

I1-5-C-3) L’inhibine:

(C’est une hormone non stéroidienne, d’origine gonadique, de nature
glycoprotéine.

Chez la femelle I’inhibine est synthétisée par les cellules de granulosa, une
partie s’accumule dans le liquide folliculaire, 1’autre est secrétée dans le plasma
(Rotten, 1991).

L’action de I’inhibine semble se dérouler & différents niveaux : hypophyse,
hypothalamus et gonades (Souilem et al, 1992). L’inhibine avec I’oestradiol est 1'un
des facteurs importants régulant de fagon négative a la sécrétion de FSH chez la
femelle (Humbbot, 1990).

I1-5-D) Les facteurs utérins (prostaglandines) :

La prostaglandine (PGF2a) est synthétisée a partir de I’acide arachidonique, au
niveau de nombreuses cellules sécrétrices. La libération est contrélée par 1’ocytocine
d’origine lutéale. En effet ’ocytocine favorise la production de PGF2a (Nisurcuder et
Nett, 1988).

La PGF2a par sa double action lutéolytique (lyse du corps jaune) et
musculotrope, permet le contrdle du cycle (maitrise), de la gestation (avortement) et
de la parturition (induction) (Fontaine et Cadore, 1995)

I1I-6) La régulation hormonale de Pactivité sexuelle cyclique :

Les hormones hypophysaires et ovariennes interagissent les unes avec les
autres sous le contrdle de I’hypothalamus, assurant ainsi la régulation du cycle sexuel.

En prenant comme point de départ le début de la phase lutéale, les principales
étapes du cycle jusqu'a la fin de la phase folliculaire sont les suivants:
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Juste aprés I’ovulation, le taux de FSH augmente et stimule I’apparition d’une
nouvelle vague folliculaire. Trois vagues folliculaires peuvent ainsi se développer
pendant la phase lutéale.

Sous I’action de la LH, le corps jaune se forme, aprés lutéinisation des cellules
de la  granulosa, qui secrétent ainsi de la  progestérone.
La progestérone exerce sur le complexe hypothalamo-hypophysaire un rétro controle
négatif, bloquant toute production de GnRH, et maintenant & un niveau minimum la
sécrétion de FSH et de LH. La faible pulsatilité de LH induit ’atrésie des follicules
dominants sélectionnés dans les deux premiéres vagues folliculaires.

La progestérone prépare également I'utérus 4 une éventuelle gestation en
agissant 4 deux niveaux : elle inhibe les contractions du myométre (calme utérin) et
stimule le développement et la vascularisation de ’endometre (Florence et al, 2005).

En I’absence de fécondation et de signal embryonnaire, 1*utérus produit de la
prostaglandine PGF2a sous l’action de I’ocytocine sécrétée au niveau de la
posthypophyse qui provoque la lutéolyse du corps jaune et la chute du taux de
progestérone. La sécrétion de prostaglandine devient plus importante en fin de phase
lutéale, sa pulsatilité augmente (3 a 4 pulses de forte amplitude par 24h) ; il faut un
minimum de 5 pulses successifs pour induire la Iutéolyse compléte.
Il y a alors levée du rétrocontrole négatif sur le complexe hypothalamo-hypophysaire.
La sécrétion de FSH augmente progressivement et stimule le développement du
follicule dominant de la derniére vague folliculaire. Il en résulte une production
d’eestrogéne en quantité croissante (Hanzen 2000).

Les aestrogénes permettent 1’apparition du comportement d’oestrus. En outre,
ils exercent un rétrocontrdle positif sur le complexe hypothalamo-hypophysaire.
L’autosensibilisation de I’hypothalamus a des quantités d’oestrogenes permet une
production massive de GnRH (Florence et al, 2005).

Sous I’action de la GnRH, I’hypophyse réagit par une production massive de
FSH et LH. La production combinée d’cestradiol et d’inhibine par le follicule mature
est responsable de la chute de FSH observé au cours de la phase folliculaire, le pic
ovulatoire de gonadotrophine qui induit ’ovulation 24 — 28 heures plus tard
(Driancourt et al, 1991).

Les stimuli externes, tels que la variation de la durée du jour ou la
photopériode, agissent sur I’hypothalamus et provoquent ainsi des perturbations du
mécanisme normal de régulation (Florence et al, 2005).

11-6-1) L’ovulation :

Vaissaire en 1977 a défini "ovulation comme étant la libération d’un ou
plusieurs gamétes femelle (ovocyte ou ovule) prét & étre fécondés, apres rupture du
follicule de De Graaf a la surface de 1’ovaire. On parle également de ponte ovarique
ou ponte ovulaire. La ponte survient chez la brebis 20 & 30 heures aprés le début des
chaleurs (Fontaine et Cadoré, 1995). Les résultats donnés par les différents auteurs sur
le moment de 1’ovulation sont rapportés dans le tableau IV.

|

19




Chapitre Il rappels anatomiques et physiolodiques sur la reproduction ovine

Tableau IV : Récapitulatif des donnés bibliographiques sur la durée de 1’oestrus et le
moment de 1’ovulation

Auteurs Année Durée de I’oestrus | Moment d’ovulation
(heures) (heures apres le
début de I’ oestrus)
DERIVAUX 1971 30-36 24
CRAPLET et 1984 24-72 20-40
THIBIER
SOLTNER 1993 48-72 30
THIBAULT et 1991 24 18-36
LEVASSEUR

Elle est plus fréquente au niveau de I’ovaire droit que de 1’ovaire gauche,
I’ovule libéré serait fertilisable pendant 24 heures (Derivaux et Ectors, 1980).

1I-6-2) I'atrésie folliculaire:

L’atrésie se définit comme étant la régression du follicule jusqu’a sa disparition
dans le stroma ovarien (Thibault et Levasseur, 2001). Le follicule peut régresser a
n’importe quel stade de son développement. Néanmoins, la transition entre le stade
préantral et le stade du début d’antrum chez les rongeurs est la période la plus sensible
(Jolly et al, 1997). L’atrésie folliculaire est le processus normal qui permet d’éliminer
les cellules inutiles, qui ne se sont pas développées correctement et/ou qui sont
endommagées (Guthrie et la, 1995). Pour définir ’atrésie folliculaire, deux types de
critéres sont généralement utilisés :

1. Les critéres morphologiques tels que la taille du follicule, le nombre et ’aspect
des cellules de la granulosa, le nombre de pycnoses (point noir de nécrose).

2. Les critéres fonctionnels tels que la production d’cestrogéne, d’androgéne et de
progestérone, et liaison de LH et FSH sur les récepteurs.

Le mécanisme le plus probable par lequel s’opére ’atrésie est I’apoptose
(Hirshfield, 1991; Tilly, 1996). Environ 55% des follicules antraux iront vers la
dégénérescence de fagon normale, alors que 15% des follicules survivront
exceptionnellement lors des 3 jours précédant I’cestrus (Guthrie et Garett, 2001).
L’atrésie folliculaire qui se produit au cours de ces 3 jours a été associée a la baisse de
60 a4 70% du taux de sécrétion de FSH (Guthrie et Garett, 2001). L’atrésie se termine
par I’écrasement du follicule et I’invasion de I’antrum par des fibres conjonctives
(Thibault et Levasseur, 2001).

I1-7) La détection des chaleurs :

Les chaleurs correspondent a la période durant laquelle la brebis extériorise
son activité sexuelle. Cette période se définit par ’acceptation du mal par la femelle.
Par conséquent, les chaleurs sont caractérisées par un certain nombre de signes, le
seul signe fiable étant ’immobilité au chevauchement (Evans, 1987) (cf. figure n°6).

La détection des chaleurs par simple observation est difficile, car la brebis
n’en manifeste les signes qu’en présence d’un bélier. La difficulté de cette détection
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posera peu de problemes en monte naturelle mais beaucoup plus s’il sagit de détecter
pour pratiquer une insémination artificielle (Colin, 2004).

Figure n°6 : comportement sexuel lors de I’cestrus (Florence et al, 2005).
11-8) Etapes successives du comportement d'oestrus femelle.

Le comportement sexuel présente un intérét évident de ce point de vue. Les
performances d'un élevage dépendent de la reproduction et la reproduction dépend de
la volonté et de la capacité des animaux 4 s'engager dans un comportement sexuel ef 4
se féconder au bon moment. Ceci est vrai méme quand [I'¢levage implique
insémination artificielle, fécondation in vitro ou transfert d'embryon (Fabre, 2000)

Comparée aux autres ruminants, la brebis extériorise moins ses chaleurs. En
présence d’un bélier, les brebis en chaleurs cherchent le contact, si le bélier cherche a
les saillir, elles restent immobiles au chevauchement (Evans et Maxwell, 1987;
Henderson, 1991).

Outre la recherche active du male, les brebis manifestent d'autres signes
externes qui sont plus ou moins perceptibles, selon les races ou les individus, au
moment de l'oestrus. Il s'agit de I'agitation de la queue, la tte tournée vers le male,
souvent complétement, si celui ci se trouve derriére elle, des bélements, plus fréquents
si le méle est absent. Ces signes apparaissent et disparaissent progressivement avec le
début et la fin du comportement d'oestrus. Ces événements sont responsables des
modifications des comportements alimentaires et de repos chez la femelle. Ces
perturbations sont susceptibles de diminuer la productivité des femelles, quelle que
soit la méthode de lutte (IA ou saillie naturelle). La présence des miles et les
accouplements 1épétés sont capables de réduire la durée de I'oestrus. (Boukhlig,
2002).
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Etant donné que les brebis sont conduites en troupeaux, la pratique la plus
souvent mise en ceuvre consiste en l’utilisation de béliers équipés de harnais
marqueurs (Evans, 1987). On peut également utiliser des béliers vasectomisés ou
munis d’un tablier empéchant la saillie (Colin, 2004).

I1-9) Accouplement :

Dans ’espéce ovine, la période des accouplements est appelée « lutte », en
moyenne, deux cycles (environ 40 jours) suffisent pour que les brebis soient plaines.
La brebis mise a la reproduction doit avoir un état d’embonpoint suffisant comme la
plupart des autres espéces (Colin, 2004).

Cependant les béliers comme les brebis sont des reproducteurs soumis au
facteur saison (Henderson, 1991)

Dans I’espéce ovine, la lutte est le mode de mise en place de la semence le
plus utilis€ ; on distingue différentes modes d’organisation de celle-ci (Florence et al,
2005) comme le démontre le tableau ci-dessous.

Tableau V : conduite de la lutte (Ouattara, 2001)

TYPE DE LUTTE AVANTAGES INCONVENIENTS
Lutte libre : béliers en Simple, assez Agnelages étalés
permanences dans le troupeau | bonne prolificité Risque de combat entre les
et fertilité. brebis.
Impossibilité de controler la
paternité
Fertilité réduite si bélier stérile
Lutte par lot : repartir le Contrdle de la Fertilité moindre qu’en lutte
troupeau en lot de brebis; paternité. libre
(1 bélier/lot) Gestion des
(lutte de 6 a 8 semaines) périodes
En saison sexuelle: 40-50 d’agnelage.
brebis/bélier adulte.

En contre saison : 30-35 brebis
par bélier adulte.

Lutte avec monte en main
est utilisée seulement apres
synchronisation des chaleurs de
fagon a s’assurer que chaque
brebis a été effectivement
saillie; chaque brebis est saillie

2 fois (48h et 60h) apres le Sélection
retrait des éponges généalogique
précise Tres coliteuse

En saison sexuelle: 10
brebis/bélier/jour puis repos 3-4
jours

En contre saison: 5
brebis/bélier/jour puis repos de
7 jours.
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I1-10) La fécondation :

La fécondation c’est la formation, & partir d’un spermatozoide et d’un ovocyte,
d’une cellule souche diploide et totipotente (zygote) (Thibault et Levasseur, 2001). La
fusion a normalement lieu dans ’ampoule de I’oviducte que I’ovocyte atteint
quelques heures aprés 1’ovulation. Sa mise en place nécessite :

- la mise en place des gameétes males dans ’appareil génital femelle par saillie
oulA ;

- la rencontre de gamétes de bonne qualité : ovocytes aptes a étre fécondé,
spermatozoides dont le pouvoir fécondant est intact, ce qui suppose un déplacement
des spermatozoides du lieu de pose au lieu de fécondation réalisé dans des délais
compatibles avec le maintien de leur pouvoir fécondant (Florence et al, 2005).

Lors de la saillie, le bélier dépose, en moyenne, 3 4 4 milliards de
spermatozoides au fond du vagin de la brebis (400 millions dans le cas de
l'insémination artificielle). Quelques dizaines seulement pourront remonter jusqu'au
lieu de la fécondation; un seul d'entre eux assurera la fécondation en pénétrant dans
l'ovule. Huit heures sont nécessaires pour ce trajet, alors qu'il suffit de 3 heures a
l'ovule pour parcourir le chemin qui conduit de l'ovaire 2 ce méme lieu de
fécondation. L'ovulation se produisant vers la fin des chaleurs, c'est pendant la
deuxie¢me moitié des chaleurs que la saillie sera la plus efficace (Boukhlig, 2002).

II-11) Physiologie du développement embryonnaire ovin :
II-11-A) La segmentation de ’embryon :

D’un point de vue morphologique, suite & la fusion des 2 gamétes et de leurs
matériels génétiques, le point de départ est une cellule diploide de volume important,
le zygote. Cet embryon est entouré d’une zone pellucide assurant sa protection. La
cellule unique qui le forme subit alors des mitoses successives mais sans
augmentation du volume cytoplasmique. On passe d’un stade 1 cellule a 2 puis 4, 8,
16 cellules a chaque fois de plus en plus petites. Chaque cellule composant I’ embryon
est appelée blastomére. A partir du stade 16 blastoméres, on appelle alors I’embryon
« morula » par sa ressemblance avec la mire qui apparait comme un amas de cellules
sphériques. Les divisions ne se font pas forcément de maniére synchrone, ce qui fait
que I’on peut observer un embryon ne comptant que 3 cellules & un instant donné par
exemple. La morula continue de se diviser a I'intérieur de la zone pellucide et ’on
assiste 4 une compaction de 1’ensemble de ses cellules. Il y a formation de jonctions
serrées entre elles. Les cellules des couches les plus externes de cette morula
s’aplatissent et forment un épithélium que 1’on nomme par la suite trophoblaste.

Quelques cellules les plus internes de la morula conservent une forme
sphérique et vont former le bouton embryonnaire ou embryoblaste. On se trouve alors
au stade « blastocyste », défini par ’apparition d’une cavité, le blastocoele, délimité
par le trophoblaste et contenant de fagon focale le bouton embryonnaire (Campus
Virtuel Suisse, 2005).les différentes étapes de développement embryonnaire sont
reportées dans le tableau VI ci-dessous.

Par la suite, le bouton embryonnaire donnera I’embryon 4 proprement parler,
et le trophoblaste donnera les annexes placentaires. La suite du développement
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embryonnaire consiste essentiellement en un accroissement du volume de la cavité
blastocoelique, qui repousse ainsi le trophoblaste vers la zone pellucide. Cette étape
ou I’embryon prend le maximum de place a I’intérieur de sa membrane protectrice est
appelée « blastocyste épanoui ». Elle précede juste 1’éclosion de I’embryon au travers
de la zone pellucide qui s’est affinée (Campus Virtuel Suisse, 2005).

I1-11-B) La migration de ’embryon :

La progression de 1’ceuf dans les trompes utérines est en général discontinue.
L’ceuf est retenu dans la jonction isthme-ampoule pendant 2 & 3 jours, avant de
franchir rapidement 1’isthme et la jonction utéro-tubaire, sous 1’action de forte
contractions péristaltiques se propageant de la jonction isthme-ampoule vers 1’utérus
(Thibault et Levasseur, 2001).

L’entrée de I’embryon dans l’utérus se fait 84 heures (3,5 jours) post
ovulation, ce qui signifie que les stades 2, 4 et 8 cellules se déroulent intégralement
dans I’oviducte. Tout embryon retrouvé dans 1’utérus devrait compter au minimum 16

cellules (Hafez , 1962) (Cf. tableau VI et figure n°7).

Tableau VI : Chronologie du développement de I’embryon ovin (Torrres et Sevellec,
1987).
Localisation | Différentes étapes avant et aprés ’ovulation | Temps en Jours
heures apres le
début de
I’ oestrus
Début des chaleurs 0 JO
Pic de LH Début de
I’oestrus
IA ou accouplement 0-12
Ovulation 24 - 30 J1
Fécondation 25-31
(Eufs dans | Stade 2 blastomeéres (1 division) 56 12
L’oviducte | Stade 4 blastomeres 60 12
Stade 8 blastomeres 72 J3
16 cellules : morula 96 J4
48 cellules (16-76 cellules) : morula J5
100 cellules (44-150) : jeune blastocyste J6
Embryons 200 cellules (138-308) : blastocyste J7
libres 400 cellules (150-650) : blastocyste sortant J8
dans de la zone pellucide (Z.P)
Iutérus 400 cellules (250-550): blastocyste sans 19
zone pellucide
700 cellules (230-1620): blastocyste en J10
expansion
Implantation | Les premiers contacts entre les cellules de J14
trophoblaste et 1’épithélium de I’endométre
qui marquent le début de I’implantation

SYREISPEIE TSNS
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Figure n°7 : Chronologie de développement embryonnaire (JO a J9) chez ’espéce
ovine (Torrres et Sevellec, 1987)

I1-11-C) L’implantation de Pembryon :

L’implantation se déroule selon une succession d’étapes caractérisées par le
degré de contact entre les cellules épithéliales utérine et trophoblastiques.

Arrivé dans T'utérus le blastocyste se positionne par les contractions du
myomeétre et par une action locale du blastocyste (Wimsatt, 1975). L implantation
chez la brebis est dite centrale. Une fois le blastocyste sorti de sa ZP aprés rupture
partielle et éclosion de celle-ci, cela permet un contact direct des cellules du
trophoblaste et de 1’épithélium utérin. Les contacts cellulaires, de plus en plus éfroits,
sont assurés par I’interdigitation des microvillosités apicales et/ou "apposition des
membranes plasmiques des deux épithéliums.

La pénétration du trophoblaste est plus au moins profonde dans I’endométre
selon les espéces, chez les ruminants cette invasion est ponctuclle et limitée a la
migration de cellules binuclé¢es du trophoblaste puis 4 leur fusion avec une partie des
cellules épithéliales utérines, aboutissant & la formation d’un syncytium d’oli un
placenta synépithéliochorial des ruminants (Thibault et Levasseur, 2001).

Peu de recherches ont ét¢ publiées sur le sujet, on sait cependant que
I’implantation dans I’espéce ovine a lieu au 15" jour (Moore. B et al, 2006).
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I) Introduction:

Les quatre derniéres décennies ont été les témoins de I’industrialisation de quatre
geénérations de biotechnologies de la reproduction. La premiére a été 1’insémination
artificielle, puis un second niveau a été franchi avec les collectes et les transferts d’embryons
produits in vivo. Avec la troisiéme génération, nous avons connu les embryons fécondés in
vitro, le sexage de la semence, le prélévement d’ovocytes in vivo par ponction folliculaire
(OPU) et le clonage. Au stade actuel, il est devenu possible de supprimer ou d’ajouter certains
geénes fonctionnels spécifiques dans le génome de la descendance, en recourant a la
transgénese combinée aux puissantes techniques de biologie moléculaire (Mackenzie, 2005).

Récemment, des combinaisons transgéniques ont été propagees par des techniques de
transfert nucléaire somatique, faisant encore franchir une étape supplémentaire aux
biotechnologies de la reproduction. La premiére considération est la technologie des transferts
d’embryons qui reste la clé de voiite de toutes les biotechnologies de reproduction assistée.
Méme si I’embryon est produit i vifro et manipulé ou cloné, il doit néanmoins étre transféré a
une receveuse pour donner naissance a un nouvel animal (MacKenzie, 2005).

Les progrés récents des techniques de transfert et de congélation des embryons
devraient permettre dans le futur une plus grande utilisation du transfert embryonnaire dans
les programmes d'éradication d'épizooties et d'amélioration génétique des petits ruminants.
(Cognie et Baril, 2002).

L’induction d’ovulations multiples et la transplantation embryonnaire (MOET)
nécessitent la stimulation hormonale des femelles donneuses pour produire des embryons in
vivo et la synchronisation donneuses receveuses pour permettre le transfert,

IT) Techniques de maitrise de la reproduction chez Pespéce ovine :
I1-1) Synchronisation des chaleurs :

Chez les ovins, la présence d’une période de repos sexuel constitue une contrainte a la
conduite de la reproduction (Florence et al, 2005).

La synchronisation des chaleurs consiste a avoir un certain nombre de femelles en
oestrus durant une période trés courte (Hunter, 1980).

Toutefois, la synchronisation n’est pas applicable qu’a des animaux en état de se reproduire
(Chupin et al, 1974).

Classiquement les méthodes de contréle de la reproduction ovine et caprine se
répartissent en deux catégories, les unes dites zootechniques (effet maéle, alimentation et

contréle du photopériodisme) les autres hormonales (progestagenes, prostaglandines et
mélatonine) (Hanzen, 2000).

II-1-1) Moyens zootechniques :
a) Effet bélier :

Les béliers a travers 1’émission des phéromones, sont & I’origine d’une stimulation des
gonadotrophines et de 1’ovulation chez les brebis en anoestrus (Henderson, 1991)
Apres une période d’isolement sensoriel complet, I’introduction des males dans un troupeau
de femelle provoque immédiatement une brusque augmentation de la fréquence et de
’amplitude des pics de LH (Hanzen, 2000).
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La perception du méle se fait essentiellement par voie olfactive, cependant, les stimuli
tactiles (activité du male, poursuite sexuelle) peuvent également jouer un role (Hanzen, 2000).
La majorité des brebis ovulent dans les 6 jours qui suivent 1’introduction des maéles, mais la
premiére ovulation est souvent silencieuse (Evans, 1987).Les oestrus se manifestent en
moyenne 18 a 25 jours apreés I’introduction des béliers.

En fin, Teffet bélier est un moyen efficace et peu oné€reux dans la conduite de la
reproduction ovine, mais il présente des limites car les capacités de la réponse des femelles
varient avec la race, la saison et leur état nutritionnel (Courot et Nail, 1991).

b) Photopériode (I’éclairement artificiel) :

Ce traitement repose sur une alternance de jours longs et de jours courts, puisqu’il n’existe
aucune photopériode constante qui permet le maintien de 1’activité sexuelle de la brebis
(Chemineau et al, 1996).Le protocole du traitement consiste donc 2 faire alterner :

» Une période de jours longs (stimulés de 16h) par éclairage artificiel de Ia bergerie
d’une durée de 75 jours. L’éclairement est apporté par des tubes fluorescents
fournissant 200 Lux au niveau des yeux des animaux.

» Une période de jours courts qui varie de 35 a 75 jours. (Florence et al 2005). Un jour
court est reproduit par placement des animaux a 1’obscurité (éclairement de 8 & 12h
apres 1’aube) (Ortavant et al, 1988).
Cette méthode ne peut étre utilisée que dans les grandes unités d’élevage a cause des
difficultés d’application sur le terrain, specialement du fait que 1’induction d’une obscurité
artificielle est une procédure trés cofiteuse et nécessite des locaux trés spéciaux (Denis, 1984)

II-1-2) Méthodes hormonales :
a) les progestagénes :

Ces méthodes sont fondées sur 1’utilisation de la progestérone ou de ses analogues de
synthése (qui sont 10 & 20 fois plus activent que la progestérone) (Cognie ,1981).

Leur action consiste a supprimer le follicule dominant (Woodruf et al, 1990) en
inhibant le pic préovulatoire des gonadotropines hypophysaires, par conséquent les
croissances folliculaires et les ovulations (Intervet, 1993).

Chez les brebis cyclées, 1’emploi d’un progestagene a pour but de maitriser la durée de
la phase lutéale et de contrdler le moment de la décharge préovulatioire de LH, aussi le
traitement doit il avoir une durée approximativement égale a la durée de la phase lutéale pour
permettre de contréler le moment de ’oestrus et de I’ovulation chez un ensemble de femelles
dont les stades du cycle sont inconnus (Hanzen, 2000).

Chez les brebis non cyclées: en raison de la faible décharge des hormones
hypophysaire en doit associer un facteur de stimulation folliculaire (PMSG) (Florence et al.
2005).

Les progestagénes peuvent étre administré grice a différents supports (éponges,
implants), par différentes voies (vaginale, IM, SC) et 4 différentes posologies.

27



Mattrise de I'activité sexuelle de I3 brebis

Chapitre il

La méthode des éponges est de loin la plus utilisée de part sa facilité d’utilisation et les
résultats fiables qu’elle apporte (Intervet, 1993).

Les progestagenes utilisées pour I’imprégnation des éponges sont représentées le plus
souvent par le FGA et le MAP et plus rarement par le CAP et le MGA. Toutefois les doses et
la durée dépendent du progestagéne utilisé et de la saison du traitement (Cf. Tablean VII)
(Bouzebda, 1985).

Tableau VII: Traitements hormonaux utilisés pour I’induction de 1’cestrus par la technique

des €ponges vaginales (Cognié et Mauleon, 1983).

Saison sexuelle Ancestrus saisonnier
Kt Pose de Pose de
physiologique 3 Durée du | PMSG | Duréedu | PMSG
progestagene traitement | (UI) Progesiagéae traitement | (UI)
FGA (mg) FGA (mg) -

Brebis séche 40 12-14j | 400 30 2jours | 0¥
Brebis ] ” . 600-
allaitantes 40 12-14; 500 30 12 jours 700

Agnelle 14 T
(8 3 12mois) 40 12-14; 400 40 12-14 j 500

Toutefois, le traitement progestatif seul est insuffisant pour provoquer I’apparition de
I'cestrus chez la totalité des animaux traités pendant la période d’ancestrus. L’injection
intramusculaire de la gonadotropine « PMSG » 4 la fin du traitement progestatif augmente le
pourcentage des femelles en cestrus (Cognie et al. 1970). (Cf. figure n°8)

Total :80,04%

Total : #80%

¢
q 4 __ | Progestagéne seul
g | -
& 0 I __ [ Progesagene + Prasc
g
=
2 N+
e
=
e
L]
= — T E.- N P
o 0 zaﬂ*3373640¢.q352555ﬂ@4bg
Intervalle retrait dq}gng&dﬂbmm(hmms)
Retrait de I’éponge

Figure n°8: Influence de I'administration de PMSG sur le moment d”appariation des chaleurs
apres un traitement de progestagéne chez la brebis en ancestrus saisonnier (Cognié et al,
1970).
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Une proportion élevée de brebis vient en cestrus durant un intervalle de temps entre
24-72 heures apres D’arrét du traitement progestatif (Cognié et al, 1970 ; Mauer et al 1972 ;
Cognié et Pelletier, 1976) (Cf. figure n°8).

Tableau VIII : Effet de I’injection de PMSG aprés traitement progestatif sur ’intervalle fin
de traitement-apparition de 1’cestrus (heures).

Arrét traitement-apparition de Fivs
Dose PMSG (UI) Poestrus (henre) Références
3 Ancestrus
Saison sexuelle ; ‘
saisonnier
0 56,0 44,7
200 40,0 48,0 EVANS
400 37,0 43,2 ROBINSON
800 35,6 38,4 (1980)
1600 31,4 41,2
0 35 41 MAUER et al
500 40 / (1972)
37,7 42,7 COGNIE et al
400-500 30 32,7 (1970)

b) Les prostaglandines :

Les prostaglandines ont été observées grace a Galloway et al, en 1987, dans du sperme
humain. Ces substances sont synthétisées au niveau de plusieurs tissus, et plus
particuliérement par I’endométre utérin ol la prostaglandine spécifique est la PGF2a (Hanzen,
1986).

La prostaglandine F2 et ses analogues peuvent étre utilisées pour synchroniser les
chaleurs des brebis cyclées. Les propriétés lutéolytiques de ces molécules permettent une
régression du corps jaune et une chute des taux de progestérone plasmatique (Intervet, 1993).
La PGF2a et ses analogues ont un effet nul durant les quatre premiers jours de I’oestrus, le
traitement doit s’effectuer donc, chez les brebis n’ayant pas manifesté de comportement
oestral depuis 4 a5 jours (Thimonier, 1969).

~ Etant donné que le corps jaune n’est sensible aux prostaglandines qu’entre le 5°™ et le
14™™ jour du cycle, deux injections & 11-14 jours d’intervalle sont nécessaires pour obtenir
une bonne synchronisation.
L’importante variabilité des réponses et la nécessité de ne traiter que les brebis
cyclées, expliquent 'utilisation treés limitée de cette méthode sur le terrain (Evans, 1987,
Henderson, 1991).

c) la mélatonine :
La mé¢latonine est une hormone synthétisée par la glande pinéale durant la nuit, & partir
du tryptophane et de la sérotonine, elle est 'unique médiateur endogéne du photopériodisme

sur la reproduction (Chemineau et Malpaux, 1998).

Dans I’espéce ovine, une distribution quotidienne de mélatonine est indispensable
pour induire une avance de ’activité¢ ovulatoire. Dans ce contexte, les implants offrent un

ER
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avantage certain par rapport a la distribution orale (2 a 3mg par jours en fin d’aprés midi). Le
retrait de I"implant n’est nécessaire puisque ce dernier est biodégradable (Hanzen, 2000)

Des taux importants de mélatonine sont nécessaires pendant au moins 5 semaines pour
avancer la saison sexuelle. Il existe certaines preuves montrant que ce traitement augmenterait
le taux d’ovulation (Symons, 1988, Henderson, 1991)

La différence de fécondité et de prolificité entre les femelles traitées a la mélatonine et
les femelles témoins est trés hautement significative (Zaien et al. 2000). L’accroissement des
résultats de la fécondité est la conséquence de I’augmentation du taux d’ovulation
(Chemineau et al. 1991). '

La réponse a ce traitement semble dépendre du niveau endogéne de mélatonine propre
a chaque brebis (Hanzen et Castaigne, 2001). Afin de synchroniser les chaleurs, la mélatonine
doit étre associée a d’autres méthodes telles que 1’effet male ou les éponges vaginales (cf.
figure n°9) (Intervet, 1993).

séparation das béliers indrodisction des béfisrs porr
ot des femelle Ia sl des retinns

MELOVINE implartts |

I I

pose 3mplants  pose | mmplant sur

sur bilisrs brebiz ou agnslle

Figure n°9 : Exemples de protocoles d’utilisation de la méthode mélatonine en combinaison
avec la pose d’éponges vaginales (d’aprés CEVA Santé animale).

II-2) Production et transfert d’embryons in vivo:

Chez la plupart des espéces domestiques, la finalité premiére de I’utilisation de la
transplantation embryonnaire (T.E) est de parvenir & multiplier la descendance des femelles 4
haut potentiel génétique au-dela de leurs possibilités naturelles (Vallet et al, 1991).

La transplantation embryonnaire est une méthode de reproduction artificielle qui
consiste a placer un tout jeune embryon d’une origine génétique donnée dans I’utérus d’une
autre femelle appelée porteuse ou receveuse. Celle-ci assurera la gestation jusqu’a son terme
(Florence et al. 2005). La production d’un nombre important d’embryons suppose que les
¢tapes successives de la stimulation ovarienne, de la fécondation, de la collecte de ces
embryons et la possibilité de répéter plusieurs fois ces opérations chez la méme donneuse
soient maitrisées (Cogni¢ et Baril, 2002).

g.
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1I-2-1) Superovulation :

On définit le phénomene de superovulation comme une réaction ovarienne produisant
un nombre d’ovulation au-deld du standard moyen de I’espéce (Nibart, 1991 ; Saumande,
1995). L’augmentation du nombre de follicules pré ovulatoires est obtenue par P’injection
d’hormones gonadotropes, chez la brebis et la chévre 4 la fin d’un traitement progestatif
(Thibault et Levasseur, 2001).

II-2-1-a) Nature des traitements hormonaux :

L’administration de progestagéne a 1’aide d’éponge vaginale doit précéder la stimulation
ovarienne par les gonadotrophines, d’une part, parce que la brebis et la chévre ne présentent
pas de cycle sexuel tout au long de ’année, d’autre part, parce que cela permet de
synchroniser 1’état physiologique des donneuses et des receveuses d’embryons. Avec ce type
de traitement, la production d’embryons est possible aussi bien en saison sexuelle que hors
saison (Cognie et Baril, 2002).

1) PMSG :

La PMSG est extraite du sérum de jument gravide entre le 42°™ et le 100%™ jour de
gestation, elle posseéde une activité biologique correspondant classiquement & un mélange de
2/3 de FSH et 1/3 de LH. Ce rapport dépend du stade de gestation de la jument, la
concentration de la PMSG est maximale dans ’organisme 15 a 32 heures apres son injection,
elle est douée d’une double activité a la fois de type FSH et LH avec un rapport constant de
0,2 (Hanzen, 2000).

C’est la premiére gonadotrophine utilisée pour obtenir une superovulation, administrée par
voie IM en une seule injection de 1000 a 2000 UL un ou deux jours avant le retrait de
I’éponge (Cf. figure n°10). Cependant, cette gonadotrophine présente deux inconvénients :
- une activation prématurée de la méiose ovocytaire due a la forte activité LH de
PMSG.

- Une modification des événements endocriniens défavorables au transport des gamétes
dans les voies génitales, due a I’action prolongée de PMSG due 2 sa longue demi-vie
(plusieurs jours) (Cognie et Baril, 2002).

En plus de Putilisation répétée de PMSG qui entraine I’apparition des anticorps anti-
PMSG (Saumande et al. 1984), ces effets conjugués peuvent expliquer les faibles
performances obtenus avec la PMSG (2 & 3 embryons transférables en moyenne par
donneuse) et son abondant au profit de FSH (Cognie et Baril, 2002).
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Figure n°10: Protocole de synchronisation/superovulation  base de progestagéne pendant 12
Jjours et de PMSG (Mossa et al, 2006).

Le traitement avec eCG est économiquement moins cher, et avec sa longue demi-vie,
il peut étre administré en une seule injection ; cependant, quand il est administré 3 fortes
doses, 1'eCG est préjudiciable au profil hormonal, ovulation, fécondation, récupération des
embryons et leur taux de viabilité (Shelton and Moore, 1967, Evans and Robinson, 1980;
Bindon and Piper, 1982).

2) les extraits hypophysaires :

Des protocoles a base d’extraits hypophysaires contenant de la FSH ont été développés
par la suite. 1l existe sur le marché deux types d’extraits hypophysaires, un premier type
provient de I’espéce porcine (pFSH), le second de I’espéce ovine (oFSH). Ces molécules, a
demi-vies courtes, nécessitent des injections répétées toutes les 12 heures durant les 3 ou 4
derniers jours précédant I’apparition de 1’oestrus (Cognie, 1999). Leur concentration atteint
une valeur maximal 3 heures aprés leur injection, et ne sont plus décelables 12 heures aprés
I'injection (Hanzen, 2000). Le plus souvent les injections se font 2 dose décroissante (Cf.
figure n°11) mais il faut suivre les recommandations de la notice du produit (Chemineau et al.
1999) '

pFSH

Ia
250U1) tramsfert
Eponge (FGA 40mg) s"""— l * Le '
- 2 h 19
i ji2 s 3
10 ! apreés retyait
refrait
l sesires

il jiz
| L] ] [ ] ’
94U1 78UI 47UL 3101
pFSH pFSH pFSH pFSH

Figure n°11 : Protocole de synchronisation/superovulation a base de progestagéne pendant
12jours et de pFSH (Giovanni et al, 2001)

Certains travaux ont montrés que I’utilisation de la pFSH & des doses décroissantes et
enrichie en pLH (FSH/LH de 0,3 a 0.4) lors des deux derniéres injections réalisées 3 I"arrét

322



Chapitre 1l

Maitrise de 'activité sexuelle de la brebis

du traitement permettait d’obtenir une meilleure stimulation ovarienne qu’avec des rapports
constants (Cf. Tableau IX) (Baril et al, 1988 ; Cognie et al, 1986).

Tableau IX: Effets du rapport FSH/LH et le nombre de doses de pFSH sur la réponse
ovulatoire et la production d'embryons (D’ Alessandro et al, 2005).

Traitement en 4 doses Traitement en 8 doses
FSH/LH FSH/LH FSH/LH FSH/LH
constant décroissant constant décroissant

Groupe A Groupe B Groupe C Groupe D
Brebis traitées 10 10 10 10
Brebis super- ovulées 90 100 90 100
(%)
Taux d’ovulation 99+1.5 119+1.6 10.4 +1.5 149+1.5
Taux de récolte (%) 69.3 £8.5 73.1+9.0 87.5+ 8.5 775+ 8.5
Taux de fécondation 944+11,5 73,2+11,5 76,9 + 10,9 55,8 +10,9
Embryons 89.0+7.5 97.9+7.9 85.5+7.1 29.7+9.2
transférables (%)

Un traitement cocktail, associant en une seule injection la FSH avec une dose modérée

de eCG (4004 800 UI), a été décrit par plusieurs auteurs (Ware, 1985, Moore, 1974) (Cf.
tableau X), et a été utilisé avec succés chez la brebis Mérinos australienne afin d’éviter les

désavantages liés a la durée d’activité biologique de chacune des gonadotrophines (Ryan et
al, 1991).

Tableau X: comparaison de la réponse ovulatoire et du taux de récolte et de fécondation entre

deux traitements de superovulation (FSH, eCG/FSH) chez les brebis Sarda (Giovanni et al,

2001).
Traitement Nombre de Nombre. récolte Fécondation
brebis moyen de (%) (%)
CJ/brebis
FSH 21 8,05+£3,8 126 (74,6) 103 (81,7)
eCG/FSH 23 11,8+ 4,0 178 (59.,9) 146 (82,0)
3-GnRH :

La GnRH s’est révélée inefficace pour provoquer une superovulation. Cependant
elle peut étre utilisée en association & d’autres schémas de superovulation. En effet, certains
¢checs d’ovulation et de fécondation chez les animaux donneurs d’embryons ont été imputés a
une absence de libération ou a une libération anormale de ’hormone LH (Greve et al, 1984).

L’indication majeure de I’administration pulsatile de la GnRH est 1’anovulation par

hypogonadisme hypo gonadotrope d’origine hypothalamique ou I’anovulation par
hypopulsatilité (Briger et al, 1985).

Les résultats obtenus apres injection de la GnRH en phase oestrale ou 48 & 52 heurs
aprés injection d’une prostaglandine sont contradictoires. Alors certains auteurs observent
Ieffet bénéfique de son injection aprés un traitement de superovulation a base de PMSG ou

i



Chapitre 111 Maitrise de |'activité sexuelle de |3 brebis

de pFSH, d’autres, au contraire, remettent en question 1’opportunité d’un tel traitement,
constatant méme dans certains cas un effet moins de la GnRH sur le pourcentage d’ovocytes
fécondés et d’embryons transférable (Nwcomb ,1980 ; Prudo Delgado et al, 1989).

II-2-1-b) Conséquences d’un traitement de superovulation :
A) Sur Papparition des chaleurs :

La synchronisation des donneuses est essentielle pour que la collecte se fasse au
moment idéal (6 a 7 jours aprés la fécondation). De plus, I’administration d’hormones
gonadotropes (pFSH ou eCG) peut influencer le moment d’apparition de I’cestrus et le taux de
synchronisation (Armstrong, 1983) (Cf. tableau XI).

Tableau XI: Effet des traitements de superovulation sur le début et la durée des chaleurs
chez la brebis Rambouillet (Naqvi et Gulyani, 1999)

Traitement de superovulation
PMSG+ GnRH | PMSG + FSH pFSH
Nombre de brebis 7 8 8
Nombre et (%) de brebis qui ont ovulé | 5 (71.40%) 8 (100%) 6 (75%)
Fin de traitement - début d’oestrus (h) | 45,00+ 5,32 34,90+ 1,88 | 45,40+4,03
Durée des chaleurs 28,70 £ 4,76 32,60+ 3.4 |37,90+1,79

L’intervalle arrét du traitement-apparition des chaleurs est plus court pendant la
saison sexuelle que pendant I’ancestrus, lorsque les brebis regoivent ou non une injection de
PMSG (Cognié et al, 1970). Par contre, Evans et Robinson (1980) notent que I’arrét du
traitement se traduit par 1’apparition de I’cestrus plus tot chez les brebis traitées pendant
Iancestrus que chez celle traitées pendant la saison sexuelle, I’injection de la PMSG inverse la
situation.

B) Sur les follicules :

L’effet des traitements de superovulation sur la morphologie et la physiologie
hormonale des follicules a fait I’objet de plusieurs recherches dans ’espece ovine. Ainsi, chez
certaines brebis connues pour leur prolificité (Boroola, Romanov et Finn), I’augmentation du
taux d’ovulation est habituellement associée & des altérations morphologiques et
fonctionnelles des follicules ovulatoires, la taille des follicules est diminuée de 20 & 50%, le
nombre de cellules de la granuleuse est réduit de 30%, la concentration en oestrogenes et en
inhibine des follicules est réduite respectivement de 30 et 50%. De méme, I’administration de
PMSG ou de pFSH induit une réduction de la taille des follicules ovulatoires (Hanzen, 2000).

C) Sur le nombre d’ovulation :

L’apport de gonadotropines exogénes permet de déborder les mécanismes du control
naturel du taux d’ovulation, il est ainsi possible d’observer des taux d’ovulation variable chez
la brebis (Cf. tableau XII).
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Tableau XII: Effet du type du traitement de superovulation sur le nombre d’ovulation.

Traitement | Nombre de brebis | Nombre de CJ (moyenne) Auteurs
PMSG+GnRH 5 44 +£1,5 Nagqvi et Gulyani, 1999
eCG+FSH 23 11,8+4,0 Giovanni et al, 2001.

FSH 21 8,5+3,8
FSH/LH 10 149+1,5 D’ Alessandro et al, 2005.

II-2-2) Insémination artificielle (IA) :

L'intensification de la conduite des élevages, l'augmentation de la fertilité, la lutte
contre les maladies transmissibles au moment de la monte, ainsi que I'emploi optimum des
reproducteurs sélectionnés pour améliorer la conformation des races locales et augmenter les

productions, ont contribués notablement au développement de I'insémination artificielle
(Varadin et al, 1977.)

Les troupeaux ovins peuvent bénéficier des avantages bien connus de I’TA. Quoiqu’il
en soit, I'IA chez les ovins présente certaines caractéristiques qui ne correspondent pas 4 ce
qui est couramment admis. (Boukhlig, 2002).

A cause de ses caractéristiques anatomiques, le col utérin de la brebis ne peut pas étre
franchi a I’aide du pistolet d’insémination. I est donc nécessaire de déposer la semence a
Pentrée du col (insémination cervicale), ou au fond du vagin (insémination vaginale). Une
solution alternative existe avec Iinsémination intra-utérine, ce type d’insémination est
réalis¢ a I’aide d’un endoscope. Des faibles quantités de sperme sont mises en place
directement dans chaque corne utérine a 1’aide d’un matériel spécifique. Cela nécessite la
mise en ceuvre d’une technique de type chirurgicale avec le matériel adéquat ; les animaux
doivent étres mis a la diéte en moins douze heures avant I’TA (Evans, 1987).
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Figure n°12: Insémination cervicale Figure n°13: Insémination intra-utérine par
chez la brebis endoscopie chez la brebis

(Youngquist, 1997) (Youngquist, 1997)
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a. Insémination avec du sperme frais

Le sperme est diluer avec un dilueur & base de lait écrémé additionné de sulfamides (la
concentration finale doit étre de 1.6 milliards de spermatozoides par ml), il sera par la suite
conservé dans une bouteille isotherme a 15°C pendant 10 heures (Roques, 1989).

b. Insémination avee du sperme congelé

Au moment de la collecte, la séparation du plasma séminal et des spermatozoides
est réalisée en diluant le sperme dans une solution physiologique Krebs-Ringer-Glucose
(Corteel 1974). Les spermatozoides sont ensuite dilués, & une concentration de 1 milliard
par ml, dans une solution & base de lait écrémé puis refroidis & + 4 C°. Une fois cette
température atteinte, une seconde dilution est opérée avec le dilueur au lait contenant du
glycérol (7 %), pour obtenir une concentration finale de 500 millions de spermatozoides
par ml. Aprés cette opération, la semence est conditionnée en paillettes de 0,2 ml
contenant chacune 100 millions de spermatozoides. La congélation des paillettes est
réalisée par abaissement progressif de la température de + 4 °C 4 -196 °C, en 5 minutes,

en les plagant dans des vapeurs d’azote liquide, avant de les immerger dans celles-ci (Leboeuf
et al, 1998).

c. Mise en place de la semence

Pour la semence fraiche, le délai maximum entre la récolte et 1'insémination est de 10 h.
Sur chaleurs naturelles, on pratique 2 inséminations artificielles & 12 h d’intervalle (Boukhlig,
2002)
Sur chaleurs induites avec des éponges vaginales, on pratique une seule insémination
artificielle en moyenne 55 h aprés le retrait de I'éponge chez les brebis et 50 h chez les
agnelles (Fieni et al, 1991) (Cf. tableau XIII).

Tableau XIII : moment de I’insémination des brebis en fonction du type d’IA. (Evans
et Maxwell, 1987).

Type Type d’TA Moment optimal d’IA
d’oestrus
naturel Cervicale ou vaginale 12-18 heures apres le début des chaleurs
synchronisé Cervicale ou vaginale Simple : 55h

Double : 48h-50h et 58h-60h apres

retrait
Intra-utérine 60-66h aprés retrait
Intra-utérine apres 36-48(ou mieux 44-48) apres retrait

superovulation

I1-2-3) Préparation des animaux aux opérations de collecte ou de transfert :

Dans les techniques laparoscopique et chirurgicale, les opérations de collecte ou de
transfert sont conduites sous anesthésie générale, les animaux ayant été préalablement soumis
a une diéte hydrique et alimentaire au cours des 24 heures qui précédent les opérations.
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Divers produits peuvent étre utilisé, leur choix dépendra essentiellement de la disponibilité du
praticien en matériel pour conduire ou non une anesthésie volatile, Sans elle, la xylazine 2%
est le produit le plus couramment utilisé (Vallet et al, 1991).

L’animal une fois tranquillisé est tondu au niveau de Ia paroi abdominale ventrale,
cranialement & la mamelle, ensuite placé en décubitus dorsal en Pinclinant la téte en bas avec
un angle de 30- 40° afin de dégager ’aceés a Pappareil génital, avant de I préparer de fagon

aseptique (Youngquist, 1997).
I1-2-4) la récolte des embryons in vivo:

Le but de I’opération est de récolter ’ensemble des embryons produits par la brebis de
la fagon la plus efficace et 1a moins traumatisante possible.

Six & huit jours aprés le début de Poestrus, les embryons sont collectés dans un tampon
phosphate P.B.S. (Vallet et al, 1991). Actuellement Ia plupart des équipes de transfert
d’embryon dans les especes caprine et ovine préferent travailler entre J6 et J 8, période
correspondant au stade de développement embryonnaire morula ou blastocyste et a
localisation utérine (Vallet et al, 1991, Cognié et al, 1999, Chemineau et al, 1999).

doit étre d’une longueur suffisante pour extérioriser les 2 cornes utérines, Aprés vérification
des ovaires (présence de multiples corps jaunes), une corne utérine est ponctionnée juste apres
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Figure n°14 : Méthode de collecte chirurgicale des embryons (D’aprés Vallet et al, 1991)

B) Technique laparoscopique (Vallet et al, 1991) :

Une canule de 7 mm de diamétre est introduite 8 & 10cm cranialement a la mamelle et
243 cm 4 la gauche ligne blanche afin de recevoir I’optique et de créer un pneumopéritoine
en insufflant du CO2. Une premiére canule de 5 mm est introduite a la méme hauteur a droite

Putérus et de vérifier Ia bonne réponse des ovaires au traitement de
synchronisation/superovulation. Enfin, une seconde canule de 5 mm est mise en place sur la
ligne blanche 2 ¢cm plus cranialement que les 2 autres, on y passera d’abord une aiguille de 25
cm de long afin de ponctionner la paroi utérine juste en avant de la bifurcation, puis une sonde
3 voies (du méme type que celle utilisée en collecte d’embryons chez la vache). Le ballonnet
est alors gonflé, le cathéter flexible de la seconde voie est poussé jusqu’au tiers supérieur de la
corne. On injecte 40 & 50 ml de milieu de collecte dans la corne avant de Jes récupérer via la
3eme voie de la sonde. Afin d’éviter la remontée du milieu de collecte vers I’oviducte, on
placera par précaution la pince atraumatique Juste au niveau de la Jjonction utéro-tubaire avant
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Ovaire qauche

Figure n°15 : Collecte par technique laparoscopique avec sonde 3 voies. (D’apres Vallet et
al, 1991)

II-2-5) Examen et jugement des embryons :

Les embryons récoltés aprés superovulation on fécondation in vitro se présentant sous
des aspects morphologiques divers, il est important d’en apprécier la qualité avant leur
transfert ou autre manipulation biotechnologiques éventuelles (Hanzen, 2000).

Les milieux de collecte sont maintenus 3 une température de +25° 4 +27°C, les
embryons sont recherchés sous loupe binoculaire (x 10-60) puis jugés (Cf. photo n°5 ) (Vallet
et al, 1991). ‘

La connaissance de la chronologie du développement embryonnaire ovin fournit les
points de repéres nécessaires pour estimer si le stade embryonnaire observé est en rapport
avec la date de récolte ou si ’embryon a stoppe son développement. (Lindner et al, 1983;
Sakkas et al 1989).

Photo n°5 : Recherche d’embryon sous une loupe binoculaire (Doliguez et Bersinger, 2006)
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L’IETS (International Embryo Transfer Society) fournit sur ses formulaires une
codification pour le stade de développement entre J6 et J7 (date de récolte les plus courantes
chez la brebis) les stades rencontrés sont Morula (stade 4), jeune blastocyste (stade 5),
blastocyste (stade 6) et blastocyste épanoui (stade 7).

Une fois le stade de développement identifi¢, il faut estimer la qualité de cet embryon.
Ceci permet de fournir un pronostic sur sa viabilité. La qualité est estimée en observant la
forme globale de I’embryon (sphérique), s’il est symétrique, si I’ensemble des cellules le
composant sont de taille uniforme, la couleur de I"embryon, et finalement sa texture (Lindner

et Wright, 1983). Quatre 4 niveaux de qualité sont donnés par I’INRA-UNCEIA (Cf. tableau
XIV) et L’IETS :

Tableau XIV: classification des embryons selon leur qualité (d’aprés ’INRA-
UNCEIA ,1990)

Classification | Qualité Description

Excellent | -embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique,

symétrique, avec des cellules de couleur et texture

comparable.

1 -blastomeéres polygonaux au stade morula, aspect compact,

- embryon un peu en retard de développement par rapport &

son jour de collecte,

Bon - ou embryon semblable & I’embryon excellent mais

asymétrique,

- ou exclusion de quelques blastoméres dans I’espace

périvitéllin.

- Embryon en retard de développement de 1 3 2 jours

) Moyen (‘r‘)lastoméj-res sphériques au stade morula) ou des défaut
bien précis comme :

-nombreuses cellules ¢chappés dans I’espace périvitellin,

des vésicules, des cellules dégénérées, blastoméres de

taille variable.

-aspect plus clair ou plus sombre que normal.

Médiocre | - nombreux défauts comme de nombreuses cellules

3 €chappées, dégénérées, de tailles différentes des vésicules
grosses et nombreuses

- mais présence d’une masse cellulaire homogene qui

apparait viable

4 Mort ou | - arrét de développement a un stade précoce

dégénérés | - cellules dégénérées.

Selon 'IETS (1998) la classification des embryons se fait de la maniére suivante :

> Qualité 1 : Excellent ou bon. L’embryon est symétrique et sphérique, ses blastoméres
sont uniformes en taille, couleur et densité. Le stade de développement est en
adéquation avec la date de récolte. Au moins 85% des cellules le composant doivent
€tre intactes, et rattachées 4 la masse cellulaire (on estime le nombre de cellules
extrudées dans I’espace périvitellin). La zone pellucide doit étre lisse et sphérique.
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» Qualité 2 : Satisfaisant. Irrégularités modérées concernant la forme globale de
I’embryon, ou la taille, couleur ou densité de ses cellules. Au moins 50% de sa masse
cellulaire doit étre intacte.

» Qualité 3 : Insuffisant. Irrégularités majeures concernant la forme de I’embryon, ou
la taille, couleur ou densité de ses cellules. Au moins 25% de sa masse cellulaire doit
étre intacte.

» Qualité 4 : Mort ou dégénéré. Embryon dégénéré (développement arrété), ovocytes
non fécondés ou embryon non segmenté.

Seuls les embryons de qualité 1 devraient étre utilisés dans les échanges commerciaux
sauf si I’acheteur est au courant. S’il s’agit du domaine de la monte privée (a I’intérieur d’une
méme exploitation), les embryons de qualité 2 peuvent étre transférés (Clément, 2006).

II-2-6) Conservation des embryons avant transfert :

La conservation des embryons récoltés sur un animal donneur ou obtenus par
fécondation in vitro constitue une étape essentielle du transfert d’embryons (Hanzen, 2000).

Dans les conditions optimum, les embryons demeurent dans le milieu de perfusion in
vitro de 1 & 2 heures ; pour les temps plus longs (6 & 12 heures) les conditions doivent &tre
optimisées (vrais milieux de culture, co-culture avec tapis cellulaire).Quand un délai plus long
est impose€ entre collecte et transfert (24 a 48 heures), on peut recourir 4 la conservation entre
0 et +4°C (Charles et Levasseur, 2001).

Pour une conservation prolongée, il est indispensable d’arréter le métabolisme, ce qui
ne peut étre obtenu qu’a trés basse température (azote liquide : - 196°C) aprés congélation
classique (déshydratation des cellules en présence d’un cryoprotecteur avec une phase de
refroidissement lente jusqu’a -7°C et un palier & -35°C) (Mermillod et al, 2000).

Récemment est apparue la méthode de congélation rapide (la vitrification) ou les
embryons sont immergés directement dans I’azote liquide aprés avoir été déposés dans une
solution contenant 25% de glycérol et 25% d’éthyléne glycol (Baril et al, 2001).

Ces techniques permettent la survie de 85 & 95% des embryons, et le taux de succés

apres transfert est équivalent & celui des embryons frais (50 4 60%) (Charles et Levasseur,
2001).

II-2-7) Transfert embryonnaire :

Le transfert des embryons au stade morula ou blastocyste est effectué dans 1’utérus
d’une femelle receveuse dont l'oestrus a été préalablement synchronisé par traitement
hormonal avec celui de la donneuse (Baril et al 1993).

Les opérations de transfert doivent étre effectuées le plus rapidement possible, apres
collecte ou décongélation. Deux ou trois embryons sont placés dans un cathéter ou une pipette
de verre contenant 5 a 20 pl de P.B.S. et sont transférés : soit chirurgicalement, soit sous
control laparoscopique, dans le dernier tiers de la corne utérine ipsilatéralement & I’ovaire
présentant au moins un corps jaune fonctionnel (Vallet et al, 1991). Chez la brebis, la voie
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cervicale ne peut €tre utilisée & cause de la forme du canal cervical (Charles et Levasseur,
2001).

A) Technique chirurgicale :

L’abord utérin se fait par une laparotomie au niveau de la ligne blanche. Une fois
repéré, 1'utérus est manipulé de sorte & pouvoir observer les 2 ovaires et déterminer celui qui
porte un corps jaune fonctionnel (Youngquist, 1997).

On placera les embryons dans le dernier tiers supérieur de la corne ipsilatérale au corps
jaune en la ponctionnant a 1’aide d’une aiguille ronde, un cathéter ou une pipette de verre. Les
embryons sont contenus dans un cathéter ou une pipette de verre contenant 5 4 20 pl de PBS
connecté(e) a une seringue a insuline (Vallet et al, 1991).

Une fois les embryons transférés, I'utérus est remis en position physiologique et la
paroi abdominale est suturée. Cette technique fut celle de référence jusqu’au début des années
90 a partir desquelles la technique laparoscopique s’est propagée (Vallet et al, 1991},

B) Technique laparoscopique: (Youngquist, 1997)

Une fois I’animal en décubitus dorsal avec la téte placée vers le bas, un
pneumopéritoine est créé en insufflant du CO2. Puis deux incisions sont effectuées 2 4 3 cm
de part et d’autre de la ligne blanche cranialement & la mamelle. Une incision servira a
I’introduction de I’optique et 1’autre pour une pince atraumatique qui permet de saisir la corne
ipsilatérale au corps jaune fonctionnel repéré. Pour ponctionner la paroi utérine, une aiguille
de 14 gauges est insérée a travers la paroi abdominale juste cranialement a la pince
atraumatique et va traverser la paroi utérine dans le dernier tiers de la corne. Un cathéter de
type Tomcat de 16 gauges contenant les embryons est passé a I'intérieur de ’aiguille de
ponction. Ce cathéter, relié¢ & une seringue 4 insuline est alors inséré dans la lumiére utérine et
les embryons sont déposés. Les instruments sont ensuite retirés et les 2 incisions de la paroi
abdominale suturées. (Cf. figure n°16)

Figure n°16 : Transfert embryonnaire par méthode laparoscopique. a : cathéter Tomcat de
16 gauges ; b : pince atraumatique ; ¢ : aiguille de 14G servant de canule pour
le cathéter ; d : corne utérine. (D’aprés Youngquist, 1997).
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I1-2-8) Devenir des embryons transférés :

A la suite au transfert de deux embryons frais par receveuse synchronisée, la fertilité
est comprise entre 70 et 80% (Cf. tableau XV); la survie des embryons chez les receveuses
fertiles peut atteindre 80%, en moyenne la survie de I’embryon frais transféré est de 65%.

Pour un embryon décongelé et jugé viable, la survie globale est de 50-55% (Brebion et al,
1992).

Tableau XV : Fertilité aprés un transfert laparoscopique ou chirurgical chez la brebis
(Brebion et al ; 1992).

Technique de transfert Embryons frais Embryons congelés
Laparoscopique 80% 90%
Chirurgical 88% 45%

Chez les ovins, lorsque les embryons (2 par paillette) sont transférés directement dans
une corne utérine de la receveuse, les résultats sont identiques a ceux obtenus aprés transfert
traditionnel. Le transfert direct, en évitant 1’évaluation morphologique et 1’élimination de 15 a
20 % des embryons aprés décongélation permet un gain potentiel de 7 & 8 % en termes
d’agneaux nés (Cf. tableau XVI), tout en simplifiant ’opération de mise en place des
embryons (Cognié et Baril, 2002).

Tableau XVI : Taux de mise bas et de survie embryonnaires aprés transfert direct ou
traditionnel d’embryons vitrifies (Baril et al ,2001)

Transfert traditionnel direct
Nombre de receveuses 43 36
Mise bas % 67 75
Survie embryonnaire % 49 53

Ces différents résultats montrent que le transfert d’embryons est désormais une

technique utilisable pour des objectifs génétiques, sanitaires, zootechniques ou commerciaux
.(Vallet et al, 1991).

I1-2-9) Facteurs de variation de la production in vivo d’embryons:

La grande variabilité dans la réponse aux traitements de superovulation continue & étre
le principal facteur limitant dans les programmes de transfert embryonnaire chez les ovins. La
variabilité de la réponse ovulatoire des donneuses rend difficile la planification rigoureuse du
nombre de femelles receveuses et limite le développement du transfert embryonnaire. En
effet, 20% des brebis Lacaune et 10 % des chévres Alpine et Saanen ont moins de 5
ovulations apres le traitement pFSH (Cf. figure n°17) et par conséquent sont éliminées de la
collecte d’embryons tandis que 17 & 20 % des femelles traitées ont plus de 20 ovulations
(Brebion et al 1992).

Cette variabilité est liée & des facteurs intrinséques de I’animal donneur tels que la
race, I’4ge, statut reproducteur, aussi bien qu'extrinséque comme la nature des
gonadotropines, leur pureté et leur programme d’utilisation (Baril et al, 1993). Pour Cognie
(1999) cette variabilité est expliquée d’une part par des différences entre animaux (stock
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folliculaire, sensibilité¢) et d’autre part par des différences d’activité des préparations
hormonales.

1l . o~
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Figure n°17 : Variabilité de la réponse ovulatoire : distribution des femelles donneuses en
fonction du nombre d’ovulation aprés traitement FSH (Brebion et ai ,1992).

A) Les facteurs intrinséques :
a) L’individu :

La distribution des donneuses en fonction du nombre d’ovulation montre une
importante variabilit¢ de la réponse au traitement selon les individus (Cf. figure n"18)
(Brebion et al, 1992).

Des travaux réalisés chez les ovins (Driancourt, 1987) ont mis en évidence une étroite
relation entre 1’état ovarien avant traitement et la réponse a I’induction de la superovulation.

20

Té

=

< g 4

% 15

S

-

o

= 10 -

s

3

Z
o LU IIL] __l___,I_l[lIlHi.l!.‘... L
¢ 19 29 30 40

Nombre d'ovulations

Figure n°18 : Répartition des femelles en fonction du nombre d’ovulations ; aprés 20mg de
FSH (n =226) (Brebion et al, 1992)
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b) La race :

Plusieurs études ont montré pour les caprins et les ovins, des différences de réponses
au traitement de superovulation en fonction de la race (Cf. Tableau XVII). Les donnédes
disponibles sur le taux d’ovulation montrent que ce caractére est variable selon les races
(Gouhis, 1989). Pour la brebis Romney Marsh, Armstrong et Evans (1983) constatent une
plus faible réponse au traitement pFSH que pour la brebis Mérinos. Suite 4 I’administration de
16 mg de FSH porcine, la réponse ovulatoire des brebis de race Lacaune est inférieure 2 celle
des brebis prolifiques Romanov x Préalpes (Cf. Tableau XVIII) (Torres et al, 1984).

Tableau XVII: effet de la race sur la réponse ovulatoire au traitement de stimulation

ovarienne.
Race Traitement No. No. Références
d’ovulations | d’embryons
Sarda FSH 8.05+ 3.8 49+1,03 Giovanni et al, 2001
Santa Inés pFSH 10.6+ 1.0 52408 Cordeiro et al, 2002
Rambouillet pFSH 94 £24 5 Nakvi et gulyani,
1999
Merino Espagnol pFSH 9.5+ 0.6 / Gonzalez et al, 2000
Manchega FSH 11.1+ 1.1 43+14 Gonzalez et al, 2003
Corriedale oFSH 6.2 = 1.1 1,4+ 0,4 Simonetti et al, 2007
Romney Marsh pFSH 8.2+£2,0 / ARMSTRONG et
Mérinos 16,6 + 3,7 EVANS (1983)
Lacaune pFSH (16 mg) 12+ 1,5 / TORRES et al, 1984
Romanov x pFSH 19,5+ 2,6 / TORRES et al, 1984
Préalpes
c¢) L’age :

L’age de I’animal peut également constituer un facteur limitant compte tenu du fait
que le nombre de follicules qui quittent la réserve diminue avec celui-ci (Cf. Tableau X VIII)

(Hanzen, 2000).

Tableau XVIII: Variation du taux d’ovulation selon I’4ge.

Race Age Traitement No. No. Références
d’ovulations | d’embryons
Corriedale 3a6ans pFSH 6,20 £ 1,10 | 1,40+ 0,40 Simonetti et
al, 2007
Sarda 2346 ans FSH 8,05+ 3,80 | 4,90+ 1,03 | Giovanni et al,
2001
Santa Inés 2244 ans oFSH 10,60 £1 5,20+ 0,80 | Cordeiro et al,
2002

145;
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d) Etat des ovaires:

Chez la brebis, le probléme majeur en ce qui concerne la superovulation est ’extréme
variabilité de la réponse ovulatoire, qui est évidente au sein d’animaux tous traités par les
mémes produits (Brebion et al, 1992). Mais une part importante de la variabilité individuelle
a la réponse ovulatoire apres traitement gonadotrope est attribuable & 1’état ovarien au début
du traitement a la FSH (Baril et al, 1993) ; donc la qualité de la réponse va dépendre de
I’importance de la réserve des follicules préantraux (Hanzen, 2000).

Driancourt (1987) a montré qu’il existe une étroite corrélation, avec un coefficient de
’ordre de (+0,7), entre le nombre de follicules (de 0,8 & 2 mm de diamétre) présent le premier
jour du traitement et le taux d’ovulation, ceci suggérant que les follicules recrutés par les
hormones gonadotropes appartiennent 4 cette classe. Il est donc intéressant de tenter
d’enrichir cette classe de follicules cibles préalablement a la stimulation.

Il est & noter que la présence d’un follicule dominant, par ses sécrétions d’cestradiol et
d’inhibin A, est délétere pour le recrutement d’un nombre conséquent d’autres follicules
(Rubianes et Menchaca, 2003).

Le seul moment du cycle ovarien ol il n’existe pas de follicule dominant correspond
aux 24 heures suivant ’ovulation, d’ou I’idée d’une équipe Uruguayenne du « Day 0
protocol». Dans ce protocole, la premiére administration des hormones gonadotropes se fait
juste apreés I’ovulation déterminée par échographie, soit environ 36 heures apres le début des
chaleurs. Les résultats sont encourageants puisque le rendement d’ovulation est de 13,6 + 1,9
avec le « Day 0 protocol », contre 10,4 £ 1,9 avec un protocole commencé plus tard lors du
cycle (Rubianes et Menchaca, 2003).

B) Les facteurs extrinséques :
a) La saison :

Chez les brebis laitieres de race lacaune traitées avec pFSH en période d’anoestrus
saisonnier, le nombre moyen d’ovulation par femelle est inférieur 4 celui obtenu pendant la
saison de reproduction (8 ,4 + 1,3 vs 11,2 + 1,4 ; Torres et al, 1984).

b) Facteurs nutritionnels :

II est connu que ’incidence des ovulations multiples et des naissances multiples chez
les ovins pourrait étre augmentée par I’amélioration du niveau nutritionnel avant et durant la
lutte ; ceci constitue le flushing. Deux effets indépendants sont impliqués. Premiérement,
Iincidence des ovulations multiples est positivement associée au poids vif a la lutte. C’est
« Peffet statique » du poids vif. Deuxiémement, cette incidence est améliorée par

I’augmentation du poids vif avant la lutte. C’est « I’effet dynamique » du poids vif (Coop,
1966 ; Khaldi, 1984).

Il a été démontré aussi que la supplémentation énergétique et protéique des brebis en
bonne conditions corporelles et/ou bien alimentées n’a pas d’effet sur le taux d’ovulation
(Morlev et al, 1978)
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L’augmentation du taux est variable au cours de ’année. Les valeurs les plus faibles
sont observées au printemps, et les plus élevées vers le milieu de la saison sexuelle (Khaldi,
1984).

L’administration d’un traitement de superovulation 4 des brebis recevant une ration
alimentaire insuffisante peut conduire a la lutéolyse prématurée des corps jaunes chez prés de
la moitié des animaux (Jabbour et al, 1991) et la production d’embryons dans ce cas est trés
faible.

Bien que ce phénoméne soit plus fréquemment observé chez les caprins, il est décrit
pour plusieurs races ovines, tant durant la saison qu’en dehors de la saison de reproduction
(Baril et al, 1989).

Toutefois, ce phénomeéne n’est sans doute pas seulement assimilable 4 une mauvaise
alimentation, la régression prématurée des corps jaunes implique sans doute une sécrétion
prématurée de PGF2o.

¢) Le choix de ’hormone du traitement:

Selon les études d’Armstrong et al (1983) ou de Tsunoda et Sugie (1989), le choix de
I’hormone gonadotrope pour le protocole de superovulation est essentiel. Les résultats
obtenus avec la pFSH sont supérieurs & ceux obtenus avec 1’eCG (Cf. tableau XIX). Le
rendement d’ovulation est de 16 corps jaunes par donneuse avec la pFSH contre 10 corps
jaunes par donneuse pour 1I’eCG.

Des études comparatives ont montré la supériorité de ces extraits hypophysaires
porcins (pFSH) ou ovins (oFSH) en termes de production d’embryons aptes au transfert
(Cognié et Baril, 2002).

Tableau XIX: Effet du type de traitement de stimulation ovarienne sur la réponse et le
nombre d’embryons transférables par femelle traitée (Cognié, 1984)

Espéce | Traitements Corps jaunes | Embryons transférables
Ovins | pFSH (constant) 13,2 6,5

pFSH (décroissant) 18,5 7.5

PMSG (1200 UI) 9,3 1.9

PMSG (3000 UI) 10,7 1,1

d) doses utilisées :

Les quantités de FSH a administrer pour obtenir la superovulation sont souvent
exprimés en mg du standard Armour. La dose totale efficace varie largement selon la
préparation hormonale et le génotype de la donneuse, et devrait étre déterminée probablement
au moyen d’une courbe dose réponse. Selon Smith et al, 1984 la dose optimum de FSHp a
recommander est 22 mg Armour, dose pour laquelle le nombre le plus élevé d’embryon est
atteint.

Les doses totales de FSHp les plus souvent préconisées chez la brebis sont comprises entre 16
et 21 mg Armour (Brebion et al, 1992 ; Tervit et al ,1984), mais ces doses peuvent s’avérer
soit insuffisantes, soit au contraire excessives pour certains génotypes particuliers.
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e) Répartition des doses et rapport FSH/LH :

Les protocoles a dose décroissante ont prouvé leur supériorité en termes d’ovulations
produites, ceci pouvant s’expliquer par la similitude avec la physiologie endocrinienne durant
la phase folliculaire ot la sécrétion de FSH est réduite suite & 1’augmentation de la
concentration en cestradiol et inhibin A (Gonzales et al, 2004).

Un excés comme une insuffisance de LH diminuent la stimulation ovarienne. La mise
au point d’une préparation hormonale extraite d’hypophyses de porcins, présentant FSH et LH
en conditionnement séparé est devenue encore plus intéressant depuis qu’il a été¢ montré qu’il
été possible d’améliorer 1’efficacité des traitements chez la brebis et la chévre en administrant
de fagon séquentielle FSH en doses décroissantes et LH en doses croissantes (Thibault et
Levasseur, 2001).

f) Utilisation d’un prétraitement:

Le niveau de la réponse ovarienne est lié au nombre et a la taille respective des
follicules présents sur I’ovaire au moment de la stimulation, la présence d’un ou deux gros
follicules (6mm) est préjudiciable. Chez la brebis, I’administration d’un agoniste de la GNRH
pendant 14 jours ou d’un antagoniste pendant 10 jours, €limine tous ces gros follicules
permettant une réponse accrue et une variabilité réduite (Cognie, 1999) (Cf. tableau XX).

Aprés ce traitement, le nombre de follicules dans la classe 1-2 mm est doublé, le taux
d’atrésie folliculaire est significativement diminué et la réponse au traitement de
superovulation est augmentée de 50% (Brebion et al, 1992).

Tableau XX: Production d’embryons chez la brebis aprés un prétraitement avec un
antagoniste de GnRH (Antarelix®) de 11 injections (0.5mg/j) et de 3 injections (1,5, 0,5 et
0,5mg) a 5 jours d’intervalle (Cognie et al, 2003).

Nombre d’injection d'Antarelix” 11 3
Nombre de brebis 22 23
Nombre de CJ/ donneuses 20.6 + 10.2 184+ 9.5
(Eufs fécondés/ceufs récoltés | 309/344 (90%) | 250/286 (87%)

Embryons transférables/brebis 120+ 7.8 83+ 5.6

g) Le nombre de traitement :

Les premicres études qui impliquent des traitements répétés de superovulation ont
montré que, bien que les réponses moyennes totales fusent satisfaisantes, il y avait une
réduction progressive dans la proportion des brebis superovulées et une baisse considérable
dans la moyenne du taux d’ovulation, surtout entre le premier et le deuxiéme traitement (Al
Kamali et al, 1985; Fuki et al, 1985; McKelvey et al, 1986) (Cf. tableau XXI).
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Tableau XXI: Nombre et qualité des embryons produits par les brebis Santa Inés soumises
deux traitements successifs avec pFSH (Cordeiro et al, 2002)

Traitement | Embryons récoltés Qualité des embryons (%)

1 2 3 4
Premier 46 15 (32.6) | 16 (34.8) | 6 (13.0) | 9 (19.6)
Second 33 6(18.2) |13(39.4)|3(9.1) |11(33.3)
Total 79 21 (26.6) | 29 (36.7) | 9 (11.4) | 20 (25.3)

h) La technique d’insémination utilisée :

La technique d’insémination, naturelle ou artificielle, joue un role important sur le
taux de fécondation des ovocytes et donc sur le rendement d’embryons transférables. La
saillie naturelle apporte les meilleurs résultats, avec 75% de taux de fécondation, contre 55 a
60% pour I’insémination artificielle cervicale ou intra-utérine.

Dans le cas d’une insémination artificielle programmée a un moment déterminé apres
Parr€t du traitement, le succés de la fécondation des ovocytes est en partie limité par la

variabilit¢ du moment de 1’ovulation par rapport & 1’insémination artificielle (Cognié et Baril,
2002).

Le passage des spermatozoides & travers le cervix est perturbé chez la brebis
superovulée (Evans et Armstrong, 1984) et le taux de fécondation apres une insémination
artificielle cervicale est corrélé négativement au taux d’ovulation. Cependant, le dépot de la
semence 48-50 heures aprés le retrait de I’éponge, directement dans les cornes utérines
(80x10° spermatozoides) sous contrdle laparoscopique, permet des taux de fécondation
¢levés chez les donneuses ayant moins de 30 ovulations (Cognié et Baril, 2002).

h) La technique de la récolte utilisée :

Les deux méthodes de collecte, chirurgicale, laparoscopique ont été comparées dans
différentes études. La premiére comparaison se fit entre la technique chirurgicale et la
technique laparoscopique par Baril et al dans les années 80. Ainsi le taux de récupération des
embryons par laparoscopie atteint 62% contre 85% par technique chirurgicale, mais la

formation d’adhérences est bien plus importante lors d’une laparotomie que par laparoscopie
(Baril et al, 1987).

II-3) Les autres biotechnologies :
I1I-3-1) Production d’embryons in vitro :

La réserve ovocytaire est estimée chez la brebis 4 160.000 ovocytes. Chez un
animal soumis & des traitements de superovulation et récolte d’embryons, cette réserve ne
conduit a la production moyenne que d’une centaine d’embryons sur toute la vie, il existe
donc un gaspillage énorme du potentiel génétique femelle susceptible d’étre mis au profit
pour la production d’embryons.

C’est pourquoi furent mises au point des techniques de récupération d’ovocytes et des
méthodes de fécondation in vitro (Hanzen, 2000)
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A) Collecte des ovocytes :

La collecte en abattoir permet la production en laboratoire d’embryons de faible
valeur génétique, mais en grand nombre pour des opérations de transgenése, de clonage
somatique ou de sexage d’embryon (Chemineau et al, 1999 ; Cognié 1999).

§’il s’agit d’une femelle de trés haute valeur génétique, le prélévement des ovocytes se fait

sur animal vivant par ponction sous contrdle laparoscopique, technique appelée OPU (Ovum
Pick Up) (Charles et Levasseur, 2001).

Cette technique peut étre réalisée de fagon répétitive chaque semaine sans perturber ni
le fonctionnement ovarien, ni la fertilité. Contrairement & I’espéce bovine, seules quelques

équipes dans le monde emploient cette méthode chez les ovins et caprins (Cognié et Baril,
2002).

B) capacitation in vitro des spermatozoides :

La capacitation des spermatozoides, aprés décongélation et centrifugation, est induite
par Iincubation pendant une heure (1h) dans un milieu supplémenté avec 10% de sérum de
brebis en chaleur.

L’héparine qui est un activateur puissant de la capacitation du sperme de taureau,
n’agit efficacement sur le sperme de bélier qu’en présence de sérum (Cognié et Baril, 2002).
Diverses substances sont connues pour augmenter la mobilité du sperme telles que la caféine
et la théophylline, I’addition d’un mélange penicillamine, hypotaurine, et épinephrine (PHE)
est connue également pour augmenter la mobilité du sperme et la pénétration de 1’ovocyte
(Hanzen, 2000).

C) fécondation et développement du zygote in vitro :

La fécondation in vitro (FVI) est réalisée dans une goutte de 50 & 100 microlitres sous
huile de paraffine pour éviter toute évaporation (Hanzen, 2000).

Les ovocytes sont mis en contact pendant 17 heures avec les spermatozoides dans le
milieu SOF (fluide d’oviducte synthétique) sous huile minérale dans une atmosphére a 5% de
CO2 maintenue a 38,5°C (Cognié et Baril, 2002).

Les ceufs sont cultivés a 38,5°C dans des microgouttes de SOF pendant 7 jours dans
une atmospheére contenant 5% CO2, 5% O2 et 90% N2 (Charles et Levasseur, 2001).
Apres FIV et culture, 30 & 40% des ovocytes forment des blastocystes, qui transplantés dans
des femelles receveuses conduisent en moyenne a 50% de mise bas (Hasler, 2000).

I11-3-2) sexage des embryons :
La détermination du sexe des embryons n’est envisageable qu’a I’age ou s’effectue

habituellement le transfert embryonnaire (Salas-Cortes, 2006). Afin de déterminer le sexe
d’un embryon, plusieurs techniques ont été décrites (Hanzen, 2000)

¢ Technique immunologique: détection immunologique d’une mollécule de
membrane, I’antigéne H-Y considerée comme spécifique des cellules méles.
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o Technique biochimique : recherche de certaines enzymes spécifiques codées par des
geénes localisés sur le chromosome X (le niveau d’expression de ces enzymes est
double chez la femelle que chez le male).

o Technique cytogénétique : se base sur la taille du chromosome X qui est nettement
plus grand que I'Y.

e Technique d’hybridation in situ: par microchirurgie, quelques cellules
trophoblastiques sont prélevées, déposées sur une lame et traitées par hybridation in
situ. Les cellules embryonnaires porteuses du chromosome Y détectées par présence
au niveau de leur noyau d’un précipité de couleur noir.

o Technique de PCR (plymérase chaine réaction): procédure d’amplification
génique.

e Technique de la cytométrie en flux: les spermatzoides maéles (chromosome Y)
possedent moins d’ADN que les spermatzoides femelles (chromosome X). c’est la
technique la plus utilisée.

Pour répondre aux exigences de ’industrie du transfert d’embryon, la méthode de sexage
doit étre totalement fiable, rapide, efficace sur un grand nombre et ne pas entrainer d’effets
préjudiciables sur la survie embryonnaire (Hanzen, 2000).

I11-3-3) le clonage :

Cloner signifie reproduire a I’identique, en plusieurs exemplaires. C’est, en biologie,
le contraire de la reproduction sexuée qui permet la naissance d’organismes génétiquement
différents (Hanzen, 2000). Le clonage chez les mammiféres a d’abord été réalisé par une
simple division d’un embryon & un stade précoce de son développement. Cette technique, la
bissection de I’embryon ne permet d’obtenir que 2 individus génétiquement identiques
(Colleau et al, 1998), mais a une fréquence élevée puisque un embryon manipulé sur quatre,
voire sur deux, donne naissance a une paire de jumeaux (Hanzen, 2000).

Aujourd’hui elle est uniquement utilisée pour répondre aux demandes en
expérimentation animale nécessitant des jumeaux monozygotiques. Le terme de clone est de
fait employé aujourd’hui pour désigner un animal produit par la technique dite de « transfert
nucléaire ». Cette technique consiste & fusionner une cellule donneuse de noyau avec un
ovocyte receveur préalablement énucléé. Il existe 3 origines possibles pour les cellules
donneuses de noyau, une cellule embryonnaire (pré implantatoire), une cellule feetale, ou une
cellule adulte ou somatique (exemple de la brebis Dolly). Selon I’origine de la cellule
donneuse de noyau, les résultats sont trés différents, les pourcentages de blastocystes obtenus
par rapport au nombre d’embryons reconstitués sont respectivement de 30, 25 et 10 % pour le
clonage embryonnaire, feetale et somatique. (Colleau et al, 1998), (Cognié et Baril, 2002).

IT1-3-4) La transgénése :

Consiste a ajouter, remplacer ou inactiver un géne dans le génome d’un individu
(Hanzen, 2000). L’application de la transgénése aux animaux d’élevage permet d’obtenir des
résultats majeurs tels qu’une résistance aux maladies, des améliorations de la qualité de la
viande, du lait ou de la laine, une production accrue de protéines dans le lait ou la viande
(animaux secrétant des produits biopharmaceutiques), ou encore des caractéristiques
favorables a I’environnement. La production de protéines recombinantes représente ’un des
succes principaux des biotechnologies (MacKenzie, 2005).
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LIEU ET PERIODE DE I’EXPERIMENTATION :
Cette ¢tude expérimentale a été réalisée au niveau de la station expérimentale de

université¢ SAAD DAHLEB de Blida durant Ia période allant du 17 Novembre 2007 au 30
Mars 2008.

I) INTRODUCTION :

En vue de production et de transfert d’embryons in vivo, on a soumis des brebis de
race Hamra & un traitement de synchronisation/superovulation a base de pFSH/pLH,et des
brebis de race mixte 4 un traitement de synchronisation 4 I’aide d’éponge vaginale et de
PMSG.

II) MATERIEL ET METHODES :
II-1) Matériel :
II-1-1) Animaux :

Six (06) brebis et trois (03) béliers ont été choisis du cheptel ovin de la station
expérimentale.

a) les brebis : ont été divisées en donneuses et receveuses :
> Les donneuses : 02 brebis de race Hamra (D1, D2) qui présentaient un age
moyen de 3 ans, un poids moyen de 51kg et une note d’état corporel moyenne

de 3 points.

> Les receveuses : 04 brebis de race mixte (R1, R2, R3, R4) qui présentaient un

age moyen de 2 ans, un poids moyen de 48,5kg et une note d’état corporel -

moyenne de 2,75 points,
b) les béliers :

> Un (01) bélier de race Hamra présentait un 4ge de 6 ans et demi, un poids de
71kg et une note d’état corporel de 3.5 points. Ce bélier été utilisé pour la saillie
des brebis donneuses.

» Deux (02) béliers de race Ouled Djellal, ont été utilisés pour la détection des
chaleurs des donneuses et des receveuses. Les deux béliers présentaient un age
moyen de 2 ans et demi, un poids moyen de 69,5kg, et une note d’état corporel
moyenne de 3,5 points.

Touts les animaux étaient mis au paturage et recevaient du concentré et du foin. Ils
dtaient déparasités auparavant (déparasitage interne et externe) par le vétérinaire de la
station expérimentale, .
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1I-1-2) Appareillage, instruments et produits :
A) Appareillage et instruments :

Un travail de contention et de pesée.

Un échographe de type pie médicale 100L¢ pourvu d’une sonde bifréquence 6/8
MHz

Un tube de guidage (PVC).

Un applicateur d’éponges vaginales.

< matériel endoscopique :
Une table de contention inclinable (Cf. photo n°3).
Endoscopie avec vision directe (0%), diamétre 6,5mm (STORZ).
Générateur de lumiére froide a intensité variable (STORZ).
Cable de fibre optique (STORZ).
Trocart avec canule a piston et orifice pour I’insufflation d’air (trocart de 7mm de
diametre recevant I’endoscope) (STORZ).
Trocart avec canule de Smm recevant la pince a préhension (STORZ).
Pompe avec filtre et commande de pompe au pied (STORZ). ‘
Tuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arriver de I'air fixé sur le trocart
recevant I’endoscope.
Pince a préhension atraumatique.

YV VVV VVVVY

a: endoscope avec vision directe, b: trocart avec camule a piston ,
€: trocart avec canule de Smm, d: pince a préhension, €: tuyau de
connexion, f cble de fibre optique.

Photo n°1: Matériel endoscopique.

Phot n°2: Générateur de lumiére froide Photo n°3 : Table de contention
inclinable
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B) Produits :

Eponges vaginales : nous avons utilis¢ des éponges vaginales, imprégnees
chacune de 40mg d’acétate de fluorogestone (FGA); ce produit commercialisé
sous le nom de Chronogest™.

PMSG ( eCG) : la gonadotrophine sérique purifiée et ljggghilisée utilisée dans
notre étude est commercialisée sous le nom de FOLLIGON™ ),

pFSH : Extrait hypophysaire porcins purifié (STMUFGL(ND}).

pLH : Extrait hypophysaire porcins purifié (STIMUFOL®™),

Antibiotique, désinfectant et lubrifiants :

o La terramycine.

o Le permanganate de potassium pour la désinfection de Papplicateur apres
chaque utilisation.

o lavaselineet gel

I1-2) Méthodes :

1I-2-1) Examen échographique :

Les brebis vident ont été sélectionnées aprés deux examens échographiques a un

intervalle de un mois, et pour cela nous avons utilisé les deux voies : transrectale et
transabdominale, comme décrites par KAHN (1994). Pour la premicre voie, les brebis ont
été examinées en position couchée et debout .La sonde bifréquence 6/8 MHz a été fixée a
un tube de guidage (PVC) ce qui permet ’introduction de la sonde et sa manipulation
externe (Cf. photo n°4).

Pour la deuxiéme voie, transabdominale, les brebis ont été examinées en position

debout La sonde enduite de gel est appliquée en avant de la mamelle de préférence a
droite, orientée dorso-caudalement, et pressée modérément sur la paroi abdominale. Pour
faciliter cet examen, un aide qui se placait 2 gauche de I’animal tenait le membre postérieur
droit en extension pour dégager la région inguinale.

Photo n° 4: examen échographique de gestation.

Pour linterprétation de I’image échographique sur I’écran, on visualisait les

différentes couches traversées par les ultrasons.
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Pour I"utérus non gravide, on recherchait ce dernier dans la région de I’apex de la
vessie, 1’échogénicité de sa paroi est homogeéne et grossiérement granuleuse.

Si I’animal était gestant, il était possible de visualiser les vésicules embryonnaires
(zone anéchogene circulaire) voire les embryons, les placentomes apparaissaient comme de
petites zones échogénes a la surface de ’endométre.

Cette technique est utilisée  la fois pour le diagnostic de gestation, la
détermination du nombre de feetus (Russel et Goddard 1995).

II-2-2) Protocole de synchronisation/superovulation :

A) La synchronisation des chaleurs :

Les donneuses et les receveuses étaient soumises a4 une série d’interventions
chronologiques précises.

Le traitement progestatif a débuté le 02/02/2008 .11 consisté en la mise en place des
éponges vaginales imprégnées de 40mg de FGA pendant 14 jours. Chez les receveuses,

une injection de 500UI de PMSG était effectuée le jour du retrait de I’éponge soit 12h
avant les donneuses.

A-1) Mode d’application des éponges :

L’éponge pulvérisée avec de la terramycine était mise dans le tube de I’applicateur
et poussée au bout de ce dernier par le poussoir. Aprés, immobilisation de la brebis et
désinfection de sa vulve, ’applicateur était introduit jusqu’au fond du vagin, tout en
évitant le traumatisme du méat urinaire. L’éponge était ainsi mise en place et I’applicateur
pouvait €tre retiré soigneusement laissant le fil entre les deux 1évres vulvaires.

B) La superovulation :

L’administration de pFSH était effectuée pendant les trois derniers jours du
traitement progestatif. Chaque brebis a regu en intramusculaire 16mg de pFSH (du
standard Armour) réparties en 6 injections a doses décroissantes et espacées de 12 heures.
Les deux derniéres injections étaient enrichies en pLH .Le rapport FSH/LH des deux
derniéres injections étaient respectivement de 0,3 et 0,22.

Le protocole de synchronisation et de superovulation est illustré dans la figure n° 1
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Figure n°1 : Protocole de synchronisation/superovulation des brebis donneuses et
receveuses.

II-2-3) Détection des chaleurs et saillie :

La détection des chaleurs commengait & 16 et 24 heures aprés le retrait du dispositif
intravaginal chez les donneuses et les receveuses respectivement. Elle était réalisée a I"aide
de deux béliers muni chacun d’un tablier pour éviter la saillie (Cf. photo n°5) et a raison
d’une heure d’observation chaque 4 heures jusqu'a la disparition des signes d’oestrus.
Toute brebis restant immobile lors du chevauchement était considérée en chaleur.

Photo n°5: Détection des chaleurs chez les receveuses.

Toute donneuse détectée en chaleur était saillie trois fois avec un bélier de race Hamra
(Cf. photo n°6).
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Photo n°6: Saillie naturellie des donneuses

11-2-4) Examen endoscopique :

Les brebis étaient mises a la diéte pendant les 24 heures qui précedent
I’intervention. Une tranquillisation était faite en IM avec une dose de 0,lmg/kg de
xylazine.

Une fois la paroi abdominale ventrale, cranialement a la mamelle, tondue, rasée
puis désinfectée; ’animal était placé en décubitus dorsal sur la table de contention & plan
inclinable, la téte vers le bas avec un angle de 45°-60° par rapport a I’horizontale afin de
faciliter I’accessibilité et la manipulation des organes génitaux.

Deux incisions de la peau abdominale ventrale étaient effectuées 3 a 4cm de part et
d’autre de la ligne blanche et 5 4 7cm cranialement 4 la mamelle.

Une canule de 7mm de diamétre, munie de son trocart, était introduite a travers la
premiére incision, le trocart était ensuite remplacé par I'optique de l'endoscope. Un
pneumopéritoine était pratiqué permettant ainsi la visualisation et la manipulation du
tractus génital.

La deuxiéme canule de 5mm, recevant une pince atraumatique était introduite au
niveau de la seconde incision, afin de manipuler les ovaires et dénombrer les corps jaunes
(Cf. photo n°7)
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Optigue de 'endoscope Canule (5mm)
Canule (7mm) Pince atraumatique

Photo n°7: Evaluation de la réponse ovarienne

Ovaire Corps jaune

Photo n°8 : Image endoscopique d’un ovaire.
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III) RESULTATS :
III-1) Les donneuses:
III-1-1) L’expression des chaleurs :

Les résultats de la détection des chaleurs des brebis superovulées sont rapportés
dans le tableau ci-dessous.

Tableau I: Résultats de la détection des chaleurs chez les brebis superovulées.

Chaleurs aprés retrait de I’éponge (heures)
Brehis Début Fin Durée
D1 20 52 32
D2 24 44 20
Moyenne 22+ 2 48+ 4 26+ 6

Nous avons remarqué que les chaleurs ont débutés 20 heures aprés le retrait des
eponges. Alors que la fin de ces derniéres a été observée 52 heures apres le retrait.
La durée moyenne des chaleurs est de 26 + 6 h. Elle est plus longue chez la brebis D1
(environ 30h) que chez la brebis D2 (environ 20h).

I11-1-2) Evaluation de la réponse ovarienne :
L’évaluation de la réponse ovarienne par le dénombrement des corps jaunes a été
réalisée juste avant la récolte des embryons a ’aide d’un examen endoscopique .Les

résultats de dénombrement sont rapportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau II: Réponse ovarienne globale chez les brebis superovulées.

Brebis Nombre de corps jaunes
D1 14
D2 09
Total 23
Moyenne 11,5+25

Les résultats montrent que la réponse ovulatoire moyenne chez les deux brebis est
de 11,5+ 2,5 corps jaunes .La brebis D1 présente une réponse plus importante que celle
de la brebis D2 (14 corps jaunes vs 09 Ccorps jaunes).

L6l
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Tableau III: Réponse ovulatoire par ovaire chez les brebis superovulées.

Brebis Nombre et moyenne des corps jaunes
Ovaire gauche | Ovaire droit Moyenne
D1 08 06 07
D2 03 06 04,50
Moyenne | 05,50 + 2,50 06 05,75 + 1,49

Les résultats montrent que la rép

onse ovulatoire moyenne par ovaire chez les deux

brebis est de 05,75 + 1,49 corps jaunes.
IT1-2) Les receveuses :
III-2-1) L’expression des chaleurs :

Les résultats

de détection des chaleurs des brebis receveuses sont reportes dans le
tableau ci-dessous.

Tableau IV: Résultats de détection des chaleurs chez les receveuses.

Brebis Chaleurs aprés retrait d’éponge vaginale (heures)
Début Fin Durée
R1 25 64 39
R2 / / /
R3 29 60 31
R4 33 64 31
Moyenne | 29+3,20 62,66 + 1,33 33,66 + 2,66

Les constations obtenus lors d’induction /synchronisation des chaleurs des brebis
receveuses montrent que les brebis (R1, R3 et R4) ont exprimées des signes d’cestrus,
alors que les seuls signes observés chez la brebis R2 étaient une congestion et une
tuméfaction de la muqueuse vulvaire.

Les chaleurs ont débutées en moyenne 29 heures apreés le retrait de 1’éponge
vaginale avec une durée moyenne de 33,66 + 2,66 h.
ITI-2-2) Evaluation de la réponse ovarienne :

Elle a été réalisée juste avant le transfert 4 I’aide d’un examen endoscopique. Les
résultats obtenus sont reportés dans le tableau suivant.

L6
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Tableau V: Réponse ovulatoire chez les receveuses

Brebis Nombre de corps
jaune

Ovaire Ovaire Total

gauche droit
R1 00 03 03
R2 01 00 01
R3 00 01 01
R4 01 00 01
moyenne 0,5 01 1.5+ 0,5

Les résultats obtenus montrent que toutes les brebis ont présenté au moins un corps

jaune actif sur I’un des ovaires, avec une réponse plus importante trois corps jaunes) chez
J p p

la brebis R1.
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Les données rapportées dans ce chapitre concernent 1’opération de récolte
d’embryons chez des brebis de race Hamra et de leur transfert chez des brebis de race
mixte.

I) MATERIEL ET METHODES :
I-1) Matériel :

I-1-1) Animaux : Cette partie de I’expérimentation a portée sur les méme brebis (02
donneuses et 04 receveuses) présentées dans le chapitre I.

I-1-2) Instruments et produits de préparation du champ opératoire et des soins post
opératoire:

Savon et éponges.

Rasoir et lame de rasoir.

Champs de tissu.

Pinces pour la fixation des champs.

Des ciseaux

Alcool iodé.

Alcool chirurgical

Lame de bistouri et porte lame.

Aiguilles et porte aiguilles

Pinces hémostatiques.

Sonde cannelée.

Fil de suture résorbable ((Vicryl décimale EP/2 et 5) et non résorbable (EP/6)
Pré anesthésique (xylazine)

Anesthésique local (xylocaine a 2 %)

Anesthésique général (kétamine)

Antibiotique injectable et pour la pulvérisation sur les sites de ponction et
d’incision de ’abdomen

e PGF2a (Estrumate)

I-1-3) Matériel et produits de manipulation des embryons :

» PBS (Phosphate Buferred Saline).

NaCL isotonique

Sonde de folley pédiatrique de 30cm.

Cathéter 16 G.

Clamps vasculaires.

Seringues de 50ml pour injecter le PBS.

Flacons de récolte stérile.

Boites de pétrie carrées quadrillées.

Petites boites de pétrie ronde.

Une pipette en verre montée sur une seringue a insuline
Loupe binoculaire (Nikon) et microscope inversé (Hund)
Bain-marie.

VVVVVVVYVYVVYY



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 1l

1-2) Méthodes :
La récolte des embryons a été réalisée 6 jours aprés la saillie des donneuses.

I-2-1) Préparation des animaux :

Les brebis étaient mises 4 la diete 24 h avant la récolte. Une tranquillisation était
faite en IM avec une dose de 0,1mg/kg de xylazine. L’animal était mis en décubitus dorsal
sur une table et la paroi abdominale ventrale cranialement 3 la mamelle était tondue, rasée
et nettoyée. La brebis était ensuite placée sur une autre table de contention & plan
inclinable, téte en bas, avec un angle de 45°-60° par rapport a 1’horizontale afin de faciliter
’accessibilité et la manipulation des organes génitaux.

Une fois sur la table, une anesthésie geénérale était induite par 1’administration de
kétamine. Le champ de tissu était fixé aprés une désinfection du site opératoire avec de
P’alcool chirurgicale et iodée.

I-2-2) Collecte d’embryons :

Avant de procéder a la récolte des embryons on avait fait un examen
laparoscopique, tel que décrit dans le premier chapitre, dans le but était de vérifier la
réponse des brebis au traitement de synchronisation/superovulation et I’état de I’appareil
génital.

Si le résultat de I’examen laparoscopique était favorable (présence de nombreux
corps jaunes actifs sur les deux ovaires et absence de toute anomalie entravant la
réalisation de la récolte) ’opération était alors lancée, une incision était pratiquée sur la
ligne blanche 4 quelque centimétre (3 a 4cm) en avant de Pattache de la mamelle. Une fois
les deux cornes utérines étaient extériorisées a I’aide du forceps guidé par la vision
endoscopique, 1’ensemble du matériel laparoscopique était retiré.

L’une des cornes était ponctionnée a I’aide de petits ciseaux pointus sur la grande
courbure a hauteur du ligament inter cornéal, laissant ainsi le passage d’une sonde de
Folley pédiatrique dont le ballonnet était gonflé avec du PBS, il permet de fixer la sonde
dans la corne et éviter le reflux du liquide de collecte .L’autre extrémité de la corne était
ponctionnée au niveau de la jonction utéro-tubaire d’oli un cathéter était introduit
permettant ainsi I’injection de 40ml de PBS. La récupération du milieu s’effectuait par la
sonde de Folley dans un flacon stérile et pour pouvoir récupérer le maximum du liquide
injecté, un petit massage de la corne était pratiqué. Le flacon était ensuite fermé et identifié
puis mis dans un bain-marie 4 37°C.

Une fois les deux cornes collectées, une suture par un point simple de I’incision
ayant permis I'insertion de la sonde de Folley était effectuée avec du fil résorbable
(Vieryl,®) Les comes étaient remises en place, la paroi abdominale était suturée par des
points en croix avec du Vieryls® et la peau par un surjet simple & points passés avec du fil
non résorbable (6).
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1-2-3) Tri et sélection des embryons :

Aprés décantation du liquide de récolte, le décantat était mis dans une boite
quadrillée et examiné sous une loupe binoculaire. A 1’aide d’une pipette en vetre connectee
4 une seringue 2 insuline, les embryons ¢taient aspirés et placés dans une petite boite de
pétrie ronde contenant un milieu de conservation.

I’identification du stade de développement et de la qualité des embryons (Cf.
photo n°9), était réalisée sous microscope inversé (grossissement x 60).

1 Microscope inverse

Milieu de récolte

Photo n°9: recherche et classification des embryons.

On procédait a la détermination de leur stade de développement selon la
nomenclature de I'IETS. Une fois le stade de développement identifié, la qualite de
’embryon était donnée en suivant les mémes normes. On procédait alors au
conditionnement des embryons transférables dans des pipettes en verre connecté a une
seringue & insuline. Chaque pipette contenait deux embryons placés entre deux bulles d’air
pour éviter leur déplacement & I’une des extrémités (Cf. figure n°2).

Embryen1 Embryon2 Coton

mimmiml[ o cln cl) S é:("“ﬁ!u"”'-- —
| R

v

Bulle dair 1 Bulle d'air2 seringue a insuline

Figure n°2 : Schéma de montage de deux embryons pour un transfert en frais.
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I-2-4) Transfert des embryons :

L’opération du transfert commengait juste aprés sélection des embryons
transférables, par la préparation des receveuses de la méme maniére que pour les
donneuses : diéte compléte auparavant, tranquillisation & base de xylazine, rasage, mise en
place sur la table de contention a plan inclinable, fixation du champ de tissu, nettoyage et
désinfection du site opératoire.

Puis on réalisait un examen laparoscopique, le méme décrit dans la récolte, dans le but de
vérifier la réponse des brebis au traitement de synchronisation par la recherche de corps

jaunes.

Une fois que la réponse était jugée positive (présence d’au moins un corps jaune
actif) le transfert était alors lancé.

L’extériorisation du tiers supérieur de la corne utérine ipsilatérale au corps jaune était
effectuée a 1’aide d’un forceps sous endoscopie. Une fois I’extrémité de la corne était saisie
I’ensemble du matériel laparoscopique était retire.

Une ponction de la paroi utérine était réalisée avec une aiguille 16 Gauges afin de
faciliter ’introduction 1’extrémité de la pipette en verre contenant les deux embryons.
Une fois les embryons injectés, la corne était remise a sa place et la peau €tait suturée par
un point simple avec du fil non résorbable.

1-2-5) Soins postopératoire :

Juste aprés avoir terminé les sutures, la plaie de suture ainsi que les points
d’insertion des trocarts sont pulvérisés par un antibiotique a usage externe, puis un
traitement antibiotique, quotidien, & base de pénicilline-streptomycine en injection IM était
réalisé pendant quatre jours afin d’éviter les infections .

Les brebis donneuses avaient recu un traitement & base de PGF2a (Estrumate) a
raison de deux injections en IM de 0.4ml le jour et le lendemain de I’intervention afin
d’interrompre une éventuelle gestation. Les animaux étaient mis au calme et reprenaient
normalement leur alimentation.

Des visites quotidiennes étaient faites pour s’assurer de 1’état de santé des animaux
et du bon déroulement de la cicatrisation des plaies et cela jusqu’a ’exérése définitive des
fils, 12 jours aprés I’intervention.

1-2-6) Diagnostic de gestation :
Quarante jours aprés transfert on avait réalisé le diagnostic de gestation chez les

receveuses a I’aide d’un examen échographique avec la méme technique décrite dans le
premier chapitre.

N
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II) PARTIE RESULTATS :

1I-1) Dénombrement direct des corps jaunes:

Les résultats de confirmation du nombre de corps jaunes par dénombrement direct de
ces derniers aprés extériorisation des ovaires, étaient les mémes que ceux obtenus par
I’examen endoscopique pour les deux brebis D1 et D2. On a noté que la brebis D2 avait

présenté un follicule sur chaqu’un des deux ovaires (Cf. photo n°10).

Les deux cornes  Corps jaunes follicule

Ovaire

Photo n°10: Dénombrement direct des corps jaunes chez la brebis D2.

I1-2) la collecte :

A- Taux de récupération :

Les résultas obtenus aprés récupération et examen sous une loupe binoculaire du
liquide de récolte sont représentés dans les tableaux suivants.

Tableau VI: taux de récupération

Brebis Nombre de CJ | Nombre de structures | Taux de récupération
Récoltées
D1 14 14 100%
D2 09 07 77,77%
Taux moyen | 11,50 +2,50 10,50 + 3,50 91,30%

On constate que le nombre de structures récoltées (embryons ou ovocytes non

fécondés) chez les deux brebis est de 21 avec un taux de récupération moyen de 91,30%.
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B- Taux moyen des structures récoltées :

Les taux moyen des structures récoltées par corne et par brebis sont présentés dans
les tableaux ci-dessous :

Tableau VII : Taux moyen des structures récoltées par brebis.

Brebis Structures récoltées
D1 14
D2 07
Total 2]
Mbiepareng 10.5 £3.5

Nos résultats montre que la moyenne des structures récoltées pour les deux brebis est
de 10,5 £ 3,5.

Tableau VIII: Taux moyen des structures récoltées par corne.

Brebis Structures récoltées
Corne droite | Corne gauche
D1 06 08
D2 05 02
Total 11 10
Moyenne 05,5+0,5 05+3,0

Nous avons constaté que la moyenne des structures récoltées est de 05,5 + 0,5 et 5 +
3,0 pour la corne droite et gauche respectivement.

C- Taux de fécondité :
Les résultats de fécondation sont reportés dans le tableau IX :

Tableau IX: taux de fécondité

Brebis Structures récoltées Taux de
Embryons ovocytes fécondité
D1 14 00 100%
D2 01 06 14,28%
Moyenne | 7,50 + 6,36 03 +3,00 71,42%
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Le tableau IX montre que les 14 structures récoltées de la brebis D1 étaient des
embryons, alors que la brebis D2 n’avait donné qu’un seul embryon sur sept (07) structures

récoltées, se qui donne un taux de fécondité moyen pour les deux brebis de 71,42%.

D- Qualité des structures récoltées :

Le tableau X présente la qualit¢ des embryons récoltés, ce qui permettra d’évaluer la
capacité des embryons a étre transférés. Seuls les embryons de classe 1, 2 seront utilisés
pour le transfert.

Tableau X: classification des embryons selon leur qualité.

(B) Blastocyste ; (M) Morula ; (NF) (Buf non fécondé (D) embryon dégénéré

Brebis Nombre de Embryon
structure Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
récolté
04
D1 14 07 (M) (03M-+01B) 00 03 (D)
D2 07 00 01(B) 00 06 (NF)
Total 21 07 05 00 09
moyenne 10,5+ 3.5 35+35 25415 00 45+1,5

On constate & partir du tableau X que le nombre moyen d’embryons de classe 1, 2, 3 et 4
est respectivement de 3,5 +3,5, 2,5+1,5 00et 4.5 1,5 embryons (Cf. figure n°3 et

photos 11,12 et 13).

On a remarqué que le nombre d’embryons transférables chez la brebis D1 est supérieur a
ce lui de 1a brebis D2 (11 vs 01).

Nombre d'embryons

2 oL = e
Qualité des embryons

[yl
oD2

Figure n°3 : Qualité des embryons des donneuses.
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o meCR e Zone pellucide _
Chromatine condensée Blastoméres
Globule polaire
Photo n°11: (Euf non fécondé Photo n°12: Morula (classe 1)
Blastocoele Trophoblaste
Blastomeéres détachés Bouton embryonnaire
() (b)

Photos n°13: (a)Morula et (b) jeune blastocyste (Classe 2).
Le tableau XI illustre le nombre et les taux d’embryons transférables.

Tableau XI : Nombre et taux d’embryons transférables.

Embryons
Nombre Taux %
Récoltés 15 71,42
Classe 1 07 46,66
Classe 2 05 33,33
Transférables 12 80

A partir du tableau XI on déduit que la moyenne des embryons transférables est de
6 embryons par brebis avec un taux de 80% dont 46,7% sont de classe 1 et 33,3% de classe
2.

Lo
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II-3) Résultats du transfert:
A- Détermination du taux de gestation
Les résultats de diagnostique de gestation sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XII: taux de gestation

Brebis | Nombre d’embryons | Gestation
Transférés

R1 02 +

R2 02 +

R3 02 +

R4 02 -
Total 08 03

Taux de gestation 75 %

Trois (03) receveuses, étaient confirmées gestantes R1, R2, et R3, dont une, R2, présente
une gestation gémellaire.

Le taux de gestation est obtenu par la formule suivante : Taux de gestation (%) =
Nombre de femelles gestantes / Nombre de receveuses X100 = 75%.

Les résultats du dénombrement direct, aprés examen échographique, des
embryons viables sont reportés dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Taux de viabilité des embryons transférés

brebis | Nombre d’embryons | Nombre de feetus
transférés
R1 02 01
R2 02 02
R3 02 01
R4 02 00
Total 08 04

De ce tableau, on constate que 04 sur les 08 embryons transférés sont viables.

Les images échographiques obtenues, chez les brebis R2 et R3, 4 40 jours du
transfert sont présentées dans les figures 14 et 15 :

| SR
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PARTIE EXPERIMENTALE Discussion

I) EVALUATION DE LA REPONSE OVARIENNE AU TRAITEMENT DE
SYNCHRONISATION/SUPEROVULATION :

A) Expression des chaleurs :
A-1) chez les Donneuses :

Les resultats relatifs a I’apparition des chaleurs montrent que les donneuses ont
présentés des cestrus dans les 24 heures qui ont suivie le retrait de I’éponge vaginale, avec une
moyenne d’apparition de 22 = 2,0h.

En effet, nos résultats sont comparables & ceux obtenus par :

» Simonetti et al, (2008) qui aprés un traitement a base de oFSH + eCG, chez la race
Corriedale, rapportent que le début d’cestrus est observé & 22.0 + 1.4h.

» Jabbour et Evans (2006) et Okada et al, (2000) qui rapportent que les chaleurs sont
observées a 24,7 = 2,3h et 22,7 + 3,1h chez la race Merinos et Suffolk respectivement.

Aussi, selon Brebion et Baril (1993), environ 85% des brebis de race Lacaune, traitées
avec de la pFSH, viennent en cestrus entre 16 et 28 heures aprés le retrait de 1’éponge.

Cependant, elles sont précoces par rapport aux résultats décrits par Naqvi et Gulyani
(1999) et Cordeiro et al, (2003) qui, en utilisant de la pFSH chez la race Rambouillet et
Santa Inés obtiennent respectivement (45,4 + 4,03h) et (36 + 2,7h).

La fin des chaleurs est survenue 48 heures aprés le retrait des éponges, soit une durée
moyenne des chaleurs de 26 + 6,0h, ce qui offre une similitude (28,7 + 4,76h) avec celle
obtenue par Naqvi et Gulyani (1999) chez la race Rambouillet. Par contre, notre résultat est
nettement inférieur a celui obtenu par Cordeiro et al, (2002) qui rapportent une durée de 43 +
3,7h chez la race Santa Inés.

1l est & noter aussi, que selon (Cognie et Pelletier, 1976) I’cestrus survient plus tard
chez les brebis allaitantes que chez les brebis taries et que le moment d’apparition de 1’cestrus
apres traitement progestatif varie selon la race de la brebis.

L’intervalle fin du traitement-apparition des chaleurs est plus court pendant la saison
sexuelle que pendant ’ancestrus (Mauer et al, 1972).

A-2) chez les Receveuses :

Le debut des chaleurs est survenu 29 + 2,3h en moyenne aprés 1’injection de PMSG.
Elles ont durée en moyenne 33,7 + 2,66h.

Nos résultats sont comparables & ceux de Brice et al, 1984 cité par Cognié en 1988 qui
rapportent que les brebis rentrent en chaleur 30 heures aprés la fin du traitement avec une
dose de 800 UI de PMSG, alors que cet intervalle est de 35 heures lorsque la dose utilisée est
la méme que la notre soit 500 UL
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Cependant, elles sont tardives par rapport a celle observées chez la race Suffolk
(22,7+3,1h) comme rapporté par Okada et al, (2000). Elles sont par ailleurs précoces
comparées a celle observées par Riesenberg et al, (2000) qui rapportent que 100 % des brebis
sont venues en chaleurs a 40 heures apres une injection de PMSG pratiquée le jour du retrait
de I’éponge. ‘

Selon Cognie et al, (1970), I’injection de la PMSG réduit I’intervalle fin de traitement-
apparition de I’eestrus. Cette réduction varie de 5 & 14 heures selon la dose de PMSG et la
saison. En effet, les femelles ayant regues une injection de PMSG au retrait de I’éponge
vaginale, viennent en chaleurs en moyenne 36 heures plus tard avec un retard de 12 heures par
rapport aux donneuses traitées avec FSHp. D’ou I’intérét d’arréter le traitement progestatif
des receveuses avec une avance de 12 heures par rapport a celui des donneuses.

Il en ressort que pour notre étude, il y’a une synchronisation des chaleurs entre les
donneuses et receveuses (29 + 2,3 vs 22 + 2,0h). Selon Baril (1993), une certaine tolérance
est permise 1 jour), meilleure est la synchronisation des stades physiologiques entre
donneuses et receveuses, meilleure sera le taux de réussite des transferts.

On tient a signaler que la brebis R2, est une agnelle qui n’a pas présenté de chaleur. Le
seul signe apparent €té la congestion et la tuméfaction de la muqueuse vulvaire. Cependant,
la présence de corps jaune fonctionnel le jour de 1’examen endoscopique (7 jour aprés retrait
de I’éponge) nous laisse penser que soit la brebis a manifesté des chaleurs silencieuses ;
soit qu’elle est delaissée par les béliers détecteurs en présence de brebis plus expérimentées.
Ces mémes constatations ont été signalées par Baril (1993).

B) Taux d’ovulation (nombre de corps jaunes CJ) :

B-1) chez les donneuses :

L’examen laparoscopique nous a permis de constater que la réponse ovarienne
moyenne des brebis superovulées est de 11,5 + 2,5 CJ par brebis. Notre résultat est
comparable a celui obtenu par D’Alessandro et al, (2005) et Giovanni et al, (2001) qui
rapportent une réponsede 11,9+ 1,6 CJet 11,8 + 4,0 CJ respectivement.

La réponse moyenne que nous avons obtenue est placée dans I’intervalle rapporté
dans les €études menées chez I’espéce ovine (4,4 a 20,6 CJ). Toutefois, si I’on compare cette
moyenne au rendement par donneuse soit 4,4 + 1,5 CJ et 6,2 + 1,1 CJ obtenu par Naqvi et
Gulyani, (1999) et Simonetti et al, (2008) respectivement, on constate alors que les brebis de
race Hamra ont répondue favorablement a la dose de 16 mg de pFSH .

Par contre nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Torres et al, en 1984 (19,5 =
2,6 CJ) et Cognié et al, en 2003 (20.6 = 10.2 CJ).

On estime que notre résultat est satisfaisant vu les conditions d’élevages défectueuses
(tel que I’alimentation déséquilibrée), qui peuvent influencer la réponse ovarienne.

On tien a préciser que la réponse de la brebis D1 au traitement de superovulation est
meilleur que celle de la brebis D2 (14 vs 09 CJ), ceci est peut étre expliqué par la différence
du statut ovarien au début de la stimulation hormonale, puisque d’une part, les deux brebis
sont de la méme race, du méme age et vivent dans les mémes conditions.
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Selon (Cognié¢ et al, 1999), le principal facteur limitant la réponse d’un animal a un
traitement de superovulation est 1’état de la population folliculaire (petits follicules de 1-2
mm) présente sur I”ovaire au moment ol commence la stimulation exogéne.

B-2) chez les receveuses :

L’évaluation la réponse ovarienne au traitement de synchronisation avec une dose de
500 UI de PMSG, juste avant le transfert, 4 I’aide d’un examen laparoscopique nous a permet
de révéler que 100% des brebis ont répondu positivement avec une moyenne de 1,5 + 0,5 CJ
par receveuses.
Nos résultats sont :

» Comparables & ceux obtenus par Laster et Glimp (1974) qui, aprés deux injections de
750Ul de PMSG, rapportent un taux d’ovulation moyen de 1.4 et 1,6 chez la race
Targhee et Suffolk respectivement.

» Inférieurs a ceux obtenus par Lunstra et Cjhrietenson (1981) ; Laster et Glimp (1974)
qui rapportent des taux d’ovulation de 2,9 et 2,8 respectivement, chez la race
Corriedale.

»  Supérieurs a ceux rapportés par Evans et Robenson (1980), qui donnent un taux de
1,2 CJ avec une dose de 200UI de PMSG.

Selon Evans et Robinson (1980) la PMSG augmente le taux d’ovulation. De plus, il a
éte demontré une interaction significative entre la dose de PMSG et la race pour le taux
d’ovulation (Laster et Glimp, 1974).

II) RECOLTE ET TRANSFERT DES EMBRYONS
A) Taux de récolte :

Un taux de récupération moyen de 91,30% est obtenu par une combinaison des deux
techniques, laparoscopique et chirurgicale telle que décrite par Clément, 2005.

Notre résultat s’avere supérieur, comparativement a la littérature ou les taux de récolte
varient de  49,3% (Simonetti et al, 2008) & 87,5 = 8,5 (D’Alessandro et al, 2005), ceci est
peut €tre di au nombre réduit de femelles récoltées et/ou encore a la technique de récolte
choisie qui est qualifiée de mixte.

B) Taux de fécondation :

Apres un examen de tri et de sélection des embryons nous avons eu 15 embryons
fécondés sur 21 structures collectées ce qui donne un taux de fécondation de 71,42%.
Ce taux se situe dans I’intervalle rapporté par D’ Alessendro et al, (2005) soit entre 55,8 +
10,9% et 73,2+ 11,5%.
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Cependant, le taux de fécondation que nous avons obtenu est bien inférieur aux
résultats rapportés par Cogni¢ et al, (2003) et Giovanni et al, (2001) qui sont respectivement
90% et 82%.

Ce faible taux moyen semble étre lié a la a la présence d’un follicule anovulatoire sur
chaque ovaires au moment de la récolte chez la brebis D2, dont la cause est peut étre
attribuable a la perturbation du contréle hormonal (sécrétion d’cestrogénes) pouvant
influencer la remontée des spermatozoides.

C) Embryons transférables :

Concernant le rendement des embryons transférables, dans notre étude, il est de 6
embryons transférables par donneuse collectée soit un taux de 80%. Les résultats publiés dans
les études précédentes (toutes races confondues) donnent un rendement compris entre 1.1 et
12 embryons transférables.

Ce résultat est d’autant plus remarquable en comparaison avec les résultats obtenus par
d’autres traitements, comme ceux rapportés par Cognie en 1984 (1.9 embryons transférables
par donneuse) utilisant de la PMSG, ou ceux rapportés par Simonetti et al en 2008 (1,4
embryons transférables/donneuse) avec de la oFSH.

En revanche, le taux que nous avons obtenu, concorde avec ceux rapportés par Cognié
en 1984 et par Gonzalez et al, en 2003 qui sont respectivement 6,5 et 5,6 + 0,9 embryons
transférables.

Par contre, les taux cités par Cognié et al, en 2003 (12,0 & 7,8 embryons transférables)
et Brebion et al, en 1992 (12,5 embryons transférables), sont nettement supérieurs au notre.

D’un point de vue qualitatif, il est possible de prendre en compte la qualité des
embryons récoltés, mais aussi le stade de développement de ces mémes embryons (Clément,
2005).

Concernant la qualité¢ des embryons, les études de Cordeiro et al, (2003) fournissent
des données sur le taux d’embryons de qualité 1 ou 2 de ’ordre de 67,4% des embryons
totaux. Dans notre étude, ce taux est de 80% avec 46,7% d’embryons de qualité 1 et 33,3% de
qualité 2.

La variation de la qualit¢ des embryons peut s’expliquer principalement par le

recrutement en début du protocole de superovulation de follicules datant des vagues
précédentes (follicules persistants) (Brebion, 1992)

IIT) RESULTATS DU TRANSFERT
A) Taux de gestation :
Notre expérimentation est couronnée par un taux de gestation de 75%, qui est

identique a celui obtenu par Baril et al, en 2001 et comparable a celui cité par Cognié (1999)
(70%).
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Cependant, ce taux est inférieur & ceux obtenus par Brebion et al, 1992 qui rapportent
un taux de 88% apres transfert chirurgical et 80% aprés transfert laparoscopique.

Par contre notre résultat est nettement supérieur a celui obtenu par Naohisa et al
(1997) (38,9%). En effet ce résultat confirme la bonne synchronisation du stade physiologique
des receveuses avec 1’age des embryons transféres.

B) Taux de viabilité apreés transfert :

L’examen €chographique a 40 jours apres transfert nous a permis d’avoir un taux de
viabilité de 50% soit 04 embryons viables sur 08 transférés.
Des taux €équivalent (49%) ont été obtenus par Traldi (1995) et Baril et al (2002), mais ¢a
reste insuffisant par rapport aux taux espérés. Ceci peut étre attribuable au mauvais jugement
des embryons.

Il faut signaler, que le jugement visuel des embryons donne une estimation tres
imparfaite de leur viabilité réelle (Brebion et al, 1992).

IV- TECHNIQUES UTILISEES

L’utilisation de la technique endoscopique pour 1’examen avant collecte ou transfert
permet d’économiser beaucoup de temps par rapport & une laparotomie classique. En effet, si
une donneuse ne répond pas aux conditions nécessaires a sa collecte, la partie chirurgicale
n’est plus nécessaire.

Comparativement a une technique purement chirurgicale, la manipulation de I’appareil
génital par I’opérateur est moindre dans la technique dite mixte. En effet, I’examen par
endoscopie réduit fortement la création d’adhérences post opératoires pour les donneuses non
collectées, de méme, pour les donneuses collectées. Ainsi la technique peut &tre répétée
plusieurs fois par cette méthode mixte, alors qu’on rapporte rarement plus de 2 collectes par
méthode chirurgicale pure.

En revanche, I'utilisation de 1’endoscopie rend la technique moins accessible qu’une
méthode purement chirurgicale. Tout d’abord le matériel nécessaire pour I’endoscopie est
cofiteux. De plus, une bonne expérience de 1’opérateur est nécessaire pour la manipulation des
instruments (trocarts, optique, pince atraumatique, pistolet d’insémination) sous endoscopie.
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CONCLUSION

Conclusion

Les techniques de production et de transfert d’embryons in vivo, offrent de multiples
avantages tels que la multiplication accrue des individus remarquables, 1’accélération du
progres geénétique, la création rapide de population indemne de pathologies.

Le travail que nous avons effectué montre, que la brebis de race Hamra a répondu
favorablement 4 un traitement de superovulation 4 base d’un rapport adéquat de pFSH/pLH.

Il en ressort que la réponse ovarienne est trés bonne avec une dose de 16 mg, le
nombre moyen de corps jaunes obtenu par brebis est de 11,5 + 2,5. Ainsi, la récolte & été
réalisée avec sucés ou le taux de récupération a atteint 91,30%, dont 57,14% des structures
récoltées étaient des embryons transférables soit 6 embryons transférables par donneuse.

Le transfert de ces embryons produits in vivo, chez des receveuses de race mixte a
permis d’avoir un taux de gestation de 75%.

En effet, nos résultats sont tout & fait en correspondance avec ceux rapportés dans la
littérature sur différentes races ovines mondiales. Néanmoins, certains facteurs limitent
I'utilisation de ces techniques, tels que la variabilit¢ de la réponse au traitement de
superovulation et le colit de cette technique qui demeure élevé. Cependant, la demande
grandissante du marche de la viande ovine et surtout la nécessité de préserver des races en
voie de disparation justifie son utilisation.

D’autres travaux sur un nombre élevé d’animaux sont nécessaire afin de déterminer la
dose optimale a utilisée chez la race Hamra et d’améliorer la réponse ovarienne des brebis.

Enfin, on peut conclure que notre expérimentation a arboré des résultas trés
encourageants pour I’application sur le terrain de la production et du transfert embryonnaire in
vivo car elle nous a permis d’éclaircir un domaine récent de biotechnologie de reproduction.
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