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Résumé

Chez les ovins, le principal facteur limitant dans les programmes de développement de la
production et du transfert embryonnaire est I’extréme variabilité de la réponse ovulatoire.
L’ objectif principal de la présente étude a été d'évaluer dans le cadre de la production d'embryons
in vivo, 'effet de la dose de FSHp (16 et 20 UA) et de la race (Ouled Djellal, Hamra) sur le

rendement de la superovulation.

Quinze (15) brebis donneuses, dont sept (07) de race Ouled Djellal et huit (08) de race
Hamra ont €€ utilisées dans notre travail. Ces derniéres ont été réparties en quatre lots ; deux de
race Ouled Djellal : lot 1 (n=4) et lot 2 (n=3) et les deux autres de race Hamra, lot 3 (n=4) etlot 4
(n=4). Toutes les donneuses ont été synchronisées par la pose d'éponges vaginales imprégnées de
40mg de FGA, pendant 14 jours. Le traitement superovulatoire a été administré durant les trois
derniers jours du traitement progestatif. Les lots (1, 3) et (2, 4) ont regu, respectivement, une dose
de 16UA et 20UA de FSHp. La fécondation a été obtenue par l'utilisation de la saillie et

I'nsémination intra utérine; la récolte des embryons a été effectuée a 17 par la voie chirurgicale.

Nos résultats montrent que la réponse ovarienne des brebis de race OD traitées avec 20
UA, a ét¢ plus élevée par rapport 2 celles traitées avec 16 UA (8.33+5.03 vs 3.66+1.15). En
revanche, les brebis de race H traitées avec 16 UA ont présentées une réponse ovarienne
meilleure par rapport 4 celles traitées avec 20 UA (lot 3: 9.75+5.37 vs ot 4 7+5.7 1). De plus, la
réponse ovarienne est significativement plus élevée chez les brebis de race H par rapport a celle
de la race OD aprés induction de la superovulation avec 16 UA (9.75+5.37 vs 3.66 +1.15). Le
nombre d’embryons transférables a €té nettement faible chez les lots 1 et 4 par rapport au lot 2
et3 [lot 1 :(1,66+0,57), lot 4:(3+2,16) vs lot : 2 (5+4) et lot 3 (5,75+4)].

Enfin, le rendement de la production d’embryons in vivo chez les brebis de race Hamra a
¢t trés safisfaisant lors d'utilisation d'une dose de 16UA : en revanche, ce rendement a été

satisfaisant lors d'utilisation dune dose de 20UA de FSHp chez la race Ouled Djelial.

Mots clés: Race, Hamra, Ouled Djellal, superovulation, dose, FSHp, embryons.



Résumé

Abstract:

In sheeps, the main limiting factor in programs development of embryo production and
transfer is the extreme variability in ovulatory response. The main objective of this study was to
evaluate the production of embryos in vivo context, the effect of the FSHp dose (16 and 20 AU)
and breed (Olued Djellal, Hamra) on the efficiency of superovulation

Fifteen (15) sheeps donors,divided into: seven (07) from Ouled Djellal breed and eight (08)
from Hamra one; were used in our work. These were divided into four lots, two of Ouled Djellal
breed; Lot 1 (n=4) and lot 2 (n = 3) and the two others of Hamra race, lot 3 (n =4) and Lot 4 (n
= 4). All donors were synchronized by insertion of vaginal sponges impregnated with 40 mg of
FGA for 14 days. Superovulatory treatment was administered during the last three days of
progestin therapy. Lots (1, 3) and (2, 4) received, respectively, a dose of FSH 16UA and 20uA p.
Fertilization was obtained by using mating and intrauterine insemination; embryo was collected

by the 7 day surgery.

Our results show that the ovarian response of OD ewes treated with 20 AU, was higher
compared to those treated with 16 AU (8.33 + 5.3 vs 3.66 + 1.15). In contrast, the H ewes treated
with 16 AU presented a greater ovarian response compared to those treated with 20 AU (Lot 3:
9.75 +£5.37 vs group 4: 7 £5.71). In addition, the ovarian response was significantly higher in H
ewes compared to the OD of the race after induction of superovulation with 16 AU (9.75 + 5.37
vs. 3.66 £ 1.15. The number of transferable embryos was significantly lower in groups 1 and 4
with respect to Lot 2 and 3 [Lot 1 (1.66 + 0.57), lot 4: (3 + 2.16) vs. batch: 2 (5§ £4) and Lot 3
(5.75 £ 4)].

At the end, the efficiency of embryo production in vivo in Hamra ewes was very better
using a dose of 16UA, however the performance was satisfactory when using a dose of FSHp of

20uA at Ouled Djellal race.

Tags: Race, Hamra, Ouled Djellal, superovulation, dose, FSHp, embryos.
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Introduction

Le cheptel ovin algérien déclaré a travers les campagnes de vaccination a atteint 22,5
millions de tétes en 2010 [1], il repose principalement sur trois races : Ouled Djellal, Hamra et
Rumbi [2]. Sa part dans D’effectif global des ruminants est de 807 [3]. Ainsi, de par son
importance, sa contribution a 1’économie nationale est importante dans la mesure ou il représente

un capital de plus d’un milliard de dinars [4].

La race Ouled Djellal est la plus importante en terme d'effectif, elle constitue environ 58%
du cheptel national. Ce type d'ovin aux membres forts est actuellement en pleine expansion, il est
le plus intéressant par ses aptitudes tant physiques que productives (FAO, 2007). Cependant, 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 1a rondeur de ses lignes).

Au cours des quatre derni¢res décennies, des changements notables dans la composition
raciale des troupeaux ont été observés [5]. En effet, le mode d’élevage traditionnel, basé sur un
savoir faire limité et les croisements anarchiques entre les races favorisent la disparition
progressive du pure noyau de ces deux races. Il est donc nécessaire de mettre en ceuvre des

mesures visant leur préservation.

Les biotechnologies de la reproduction, en particulier la production iz vivo d’embryons, en
sont un des moyens. La superovulation est la principale étape influengant sa réussite, elle est
induite par un traitement classique de synchronisation des chaleurs et de stimulation de la
fonction ovarienne par une variété de préparations hormonales a activité gonadotrope ; les plus
appropriés sont les extraits hypophysaires dits « FSHp » car ils permettent d'obtenir un taux
élevé d'ovulation et des embryons de trés bonne qualité [6]. La dose totale de FSH administrée
varie de 16 a 20UA [7], [8]. Cette variation de dose dépend du type de préparation commerciale
de FSH et de la race [9].

Dans cette optique, notre objectif est d'évaluer dans le cadre de la production d'embryons in
vivo, l'effet de la dose de FSHp et de la race (Ouled Djellal, hamra) sur le rendement de la

superovulation.
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I- INTRODUCTION:

La maitrise de la reproduction présente plusieurs avantages considérables. Elle permet
de choisir la période de mise bas, de diminuer les périodes improductives, d’optimiser la taille
de la portée et enfin d’accélérer le progrés génétique [10].

La production et le transfert d’embryons sont des techniques qui permettent d”obtenir
des embryons dans leurs premiers états de développement. Ces techniques permettent la
multiplication du nombre de descendants des femelles d’élites, contribuent aux progrés
génétiques par ’augmentation de Iintensité de sélection, la réduction de I’intervalle entre
générations, et la conservation des races en danger d’extinction.

La production d’un nombre important d’embryons suppose que les étapes 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 [11].

II- Production in vive d’embryons :
La procédure de production d’embryons i vivo comportent différentes étapes :
e Synchronisation d’cestrus.
e Induction de la superovulation.
e Fécondation (insémination artificielle et/ou saillie naturelle).
¢ Collecte, recherche et tri des embryons.
e Conservation des embryons.
II-1. Synchronisation des chaleurs :

Chemineau et al (1996), [10], définissent la synchronisation des chaleurs ou la maitrise
des cycles sexuels, comme étant le déclenchement du cycle cestral 4 un moment désiré chez
une femelle déja cyclique ou non. Cette technique a pour principe de prolonger la phase
lutéale jusqu’a ce que tous les corps jaunes régressent et disparaissent [12].

Deux agents sont fréquemment utilisés pour la synchronisation des chaleurs dans les
protocoles de superovulation chez les petits ruminants :

II-1.1. Les Progestagénes :

Ils ont I"avantage d’étre beaucoup plus puissants et plus actifs que la progestérone [13].
Les progestagénes peuvent étre administré grice & différents supports (éponges, implants,
CIDR®), par différentes voies (vaginales, IM, SC) et a différentes posologies. La méthode
des éponges est de loin la plus utilisée de part sa facilité d’utilisation et les résultats fiables
qu’elle apporte [14]. De plus, différents principes actifs sont retrouvés selon les spécialités -

les CIDR® contiennent de la progestérone pure sous forme d’un sel de silicate, les implants
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sous-cutanés contiennent du norgestomet et enfin les éponges vaginales peuvent contenir de
I"acétate de fluorogestone (FGA) ou d’acétate de médroxyprogestérone (MAP) [15].

Les progestagénes bloquent la décharge de LH en exergant un rétrocontrdle négatif sur
I’axe hypothalamo-hypophysaire. L’utilisation d’un progestagéne de synthése sans addition
de PMSG fournit une bonne synchronisation des chaleurs et une bonne prolificité [16]. Les
meilleurs résultats sont obtenus en saison sexuelle 927 contre 757 en saison d’ancestrus [17].
L’ovulation est normalement déclenchée 54h aprés la fin du traitement [18] et I’cestrus
apparait dans les 48h qui suivent le retrait [19].

II-1.2. Les prostaglandines :

La prostaglandine n'induit la lutéolyse qu'entre le 5 ot o 145 jour du cycle. La
progestéronémie diminue au cours des 24 heures suivant 1’injection, ’oestrus apparaissant
chez la brebis dans un délai de 38 heures en moyenne, I’ovulation survenant 93+8 heures
apres I’injection de la prostaglandine. L’ utilisation pratique de PGF2a pour la synchronisation
de I"eestrus reste limitée 4 la saison sexuelle, en contre saison, leur efficacité dépend de leur
association a d’autres hormones capables d’induire Pcestrus, un traitement combinant
progetagene et prostaglandine avec ou sans PMSG [20].
L’importante variabilit¢ des réponses et la nécessité de ne traiter que les brebis cyclées

expliquent I’utilisation trés limitée de cette méthode sur le terrain [21] et [22].

II-2. Superovulation :

La superovulation est une stimulation ovarienne qui aboutit au développement et la
production d’un nombre important d’ovulations au-dela du standard moyen de I’espéce [23] et
[24]. Pour produire soit un grand nombre d’ovocytes en vue de la fécondation in vitro, soit
plusicurs embryons pour les programmes de transfert d’embryons [14].

II-2.1. Les traitements de superovulation:

La fonction ovarienne peut étre stimulée par une variété de préparations hormonales 3

activité gonadotrope les plus fréquemment utilisés sont [25]:

I-2.1.1. PMSG :

La premi€re gonadotrophine utilisée pour obtenir une superovulation a été la PMSG
(maintenant nommeée eCG pour equine Chorionic Gonadotropin), administrée par voie
intramusculaire en une seule injection de 1000 a 2000UL un ou deux jours avant le retrait de
I’éponge. Cependant, cette gonadotrophine présente deux inconvénients : d’une part, la forte

activité LH de eCG peut induire une activation prématurée de la méiose ovocytaire, et d’autre
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part, I’action prolongée de eCG due a sa longue demi-vie (4 4 6 jours. [26]), Au moment de
I’cestrus, la PMSG n’est pas totalement €liminée et provoque une nouvelle croissance
folliculaire avec sécrétion d’cestrogéne qui perturbe le tramsit des gametes. Ces effets
conjugués peuvent expliquer les faibles performances obtenues avec eCG (2 a2 3 embryons
transférables en moyenne par donneuse) [11]. L administration répétée de PMSG peut induire
la formation d’anticorps dirigés contre cette hormone chez certaines femelles [10].

II-2.1.2. FSH :

Les FSH utilisées dans les protocoles de superovulation sont extraites de broyas
d’hypophyses de plusieurs especes (porc, ovin) [27], des études comparatives ont montré la
supériorit¢ des extraits hypophysaires porcins (FSHp) ou ovins (FSHo) en terme de
production d’embryons aptes au transfert. Cependant, cette hormone présente une courte
demi-vie et nécessitc l'administration de facon séquentielle de 6 & 8 injections & 12h
d’intervalle dans les 3 ou 4 derniers jours du traitement progestagéne [9].

La FSHp ne peut exercer pleinement son action pour la maturation folliculaire et
I’ovulation qu’en liaison avec la LHp [28], la réponse ovulatoire est meilleure avec des
rapports FSH/LH décroissants [29] qui sont de 0,3 & 0,4 lors des deux derniéres injections

réalisées a ’arrét du traitement progestageéne [9].

I1-2.2. Les conséquences d’un traitement de superovulation :
II-2.2.1. Apparition des chaleurs :

La synchronisation des donneuses est essenticlle pour que la collecte se fasse au
moment idéal (6 a 7 jours apres la fécondation). De plus, I’administration d’hormones
gonadotropes (FSHp ou eCG) peut influencer le moment d’apparition de 1’cestrus et le taux de
synchronisation [30] (Cf. tableau I).

Tableau I : Effet traitements de superovulation sur le début et 1a durée des chaleurs chez la
brebis Rambouillet [31].

Traitement de superovulation
PMSG + FSH FSHp
Nombre de brebis 8 8
Nombre et (%) de brebis qui ont ovulé 8 (1007%) 6 (757%)
Fin de traitement — début d’cestrus (h) | 34,90+ 1,88 | 45,40 + 4,03
Durée des chaleurs 3260£34 |3790+1,79




Partie bibliographigue Chapitre I

II-2.2.2. Développement folliculaire :

L’effet des traitements de superovulation sur la morphologie et la physiologie
hormonale des follicules a fait I’objet de plusieurs recherches dans I’espece ovine. Ainsi, chez
certaines brebis connues pour leur prolificité (Boroola, Romanov et Finn), ’augmentation du
taux d’ovulation est habituellement associée & des altérations morphologiques et
fonctionnelles des follicules ovulatoires, la taille des follicules est diminuée de 20 & 507, le
nombre de cellules de la granuleuse est réduit de 307, la concentration en cestrogenes et en
inhibine des follicules est réduite respectivement de 30 et 50%. De méme, I’administration de
PMSG ou de FSHp induit une réduction de la taille des follicules ovulatoires [32].

II-2.2.3. Nombre d’ovulations :

L’apport de gonadotrophines exogénes permet de déborder les mécanismes du
contrble naturel du taux d’ovulation, il est ainsi possible d’observer des taux d’ovulation
variables chez la brebis (Cf. tableau II).

Tableau II : Effet du type du traitement de superovulation sur le nombre d’ovulation.

Traitement | Nombre de brebis | Nombre de CJ (moyenne) | Auteurs

eCG + FSH 23 11840 [33].
FSH 21 85+38
FSH/LH 10 149+15 [29].

II-3. Fécondation :
Aprés synchronisation et superovulation, succéde la méthode de lutte. Deux méthodes
peuvent €tre appliquées, 1’insémination artificielle et 1a saillie naturelle 91
Le transport et la survie des spermatozoides dans les voies femelles peuvent étre

perturbés aprés traitement progestatif associé a I'induction de la superovulation [34].
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I1-3.1. Saillie naturelle :

Au cours de la saison sexuelle, la saillie naturelle est utilisée avec succes, la
technique généralement employée est la monte en main. Elle débute dés I’apparition des
chaleurs et consiste a appliquer deux a trois saillies de 12 heures d’intervalle, et puisque
Povulation se produisant vers la fin des chaleurs, c’est pendant la deuxiéme moitié des
chaleurs que la saillie sera la plus efficace. Mais cette technique n’est pas dénuée
d’inconvénients tel entretien des béliers, qui doivent étre trés nombreux dans 1’élevage. Par
ailleurs, en contre saison, la faiblesse et I’absence de libido chez les méles ne permettent pas
d’€tre sir de leurs aptitudes a la saillie et du pouvoir fécondant de la semence qui est plus
faible durant cette période [35].

II-3.2. Insémination artificielle :

L’IA chez les ovins présents certains caractéristiques qui ne correspondent pas a ce qui
est couramment admis [36], I'endocol dessine de nombreux replis qui rendent Ie canal cervical
trés sinueux et empéche une insémination intra-utérine. L'insémination par laparoscopie
constitue une méthode alternative mais elle est peu employée [20].

L’TAIU a lieu 48 a 60 heures aprés la fin du traitement progestatif directement dans les
cornes utérines (80x10° spermatozoides), cette méthode permet d’obtenir des taux de

fécondation élevés chez les donneuses ayant moins de 30 ovulations [11].

II-4. Collecte d’embryons:

Le but de "opération et de récolter I’ensemble des embryons produits par 1a brebis de
la fagon la plus efficace et la moins traumatisante possible [37]. La plus part des équipes de
transfert d’embryons dans I’espéce ovine préférent travailler entre J6 et J7, période
correspondant au stade embryonnaire morula ou blastocyste et & localisation utérine [37], [38]
et [39]. Les brebis sont mises en di¢te hydrique minimum de 18 4 24 h précédant la collecte.
Les embryons sont récoltés par « lavages successifs » des deux cornes utérines, une solution
physiologique (P.B.S) est injectée 4 I"une ou I’autre des extrémités de la corne utérine [37].

Il existe deux techmiques différentes de récolte des embryons: Chirurgicale et
laparoscopique. Pour le choix entre ces deux techniques, il faut considérer le devenir de la
brebis donneuse [37]. De plus, ce choix dépendra du matériel dont dispose P’équipe de
transfert embryonnaire et de ses habitudes [40].
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II-4.1. Technique chirurgicale :

C’est la méthode de récolte la plus utilisée en raison du taux de collecte élevé observé
[41], elle permet de collecter aisément 72% d’embryons (taux de collecte & J6) par rapport
aux CJ, elle est aussi trés accessible étant donné le peu de matériel qu’elle nécessite.

Neanmoins, ce taux diminue aprés répétition de la manipulation sur le méme sujet [40].

I1-4.2. Technique laparoscopique :

La collecte laparoscopique, de maitrise plus délicate, offre un rendement moyen de
62%. Elle est basée sur presque la méme méthode que la collecte chirurgicale, mais un peu
différente car celle-ci est réalisée grice 4 'observation des visceres par endoscopie, et le plus
souvent on utilise une tranquillisation & base de xylazine en IV associée 4 une anesthésie
locale tragante. II a été observé que le taux de collecte obtenu par cette technique est 10 a
15% inférieur a celui obtenu par la technique chirurgicale. Toutefois, I’avantage principal de

ce procéde est sa répétitivité sur le méme sujet sans diminuer le taux de collecte d’embryons
[371].

II-S. Examen et classement des embryons :

Les embryons récoltés aprés superovulation se présentant sous des aspects
morphologiques divers, il est important d’en apprécier la qualité avant leur transfert ou autres
manipulations biotechnologiques éventuelles [32].

Les embryons sont recherchés sous loupe binoculaire (x10-60) puis jugés [37], aprés
décantation (filtration) du liquide de récolte. L’estimation de la qualit¢ de I’embryon en
observant sa forme globale permet de fournir un pronostic sur sa viabilité [42]. A Je,
Pembryon est au stade morula compactée, & J7 au stade blastocyste. La sortie de la zone
pellucide se fait a J9. Les ovulations n’étant pas toutes synchrones, plusieurs stades
embryonnaires peuvent étre observés au cours d’une méme récolte. Tous ces critéres figurent
dans la blastographie publiée par 'INRA-UNCEIA ( 1990) (Cf. tableau IIT). Certaines équipes

rajoutent une classe 5 qui correspond aux ovocytes non fécondés.
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Tableau III : Classification des embryons selon leur qualité (d’aprés 'INRA-UNCEIA1990).

Classification Qualité Description

-Embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique, symétrique,
Excellent | avec des cellules de couleur et texture comparables.
-Blastoméres polygonaux au stade morula aspect compact.

-Embryon un peu en retard de développement par rapport 4 son
Jjour de collecte.

1 Bon -Ou embryon semblable a I’embryon excellent mais asymétrique.
-Ou exclusion de quelques blastoméres dans 1’espace
périvitellin.

-Embryon en retard de développement de 1 4 2 jours
(blastomeéres sphériques au stade morula) ou des défauts bien
précis comme :

2 Moyen -nombreuses cellules échappées dans I’espace périvitellin, des
vésicules, des cellules dégénérées, blastomeéres de taille variable.
-Aspect plus clair ou plus sombre que normal.

-Nombreux défauts comme de nombreuses cellules échappées,

3 Médiocre dégénérées, de tailles différentes, des vésicules grosses et
nombreuses ; Mais présence d’une masse cellulaire homogéne
qui apparait viable.

Mort ou

-Arrét de développement & un stade précoce.
4 dégénéré | -Cellules dégénérées.

II-6. Conservation des embryons :

La conservation des embryons récoltés sur un animal donneur ou obtenus par
fécondation in vitro constitue une étape essentielle du transfert d’embryons. Cette
conservation peut se faire de deux maniéres [43]:

1/ Soit par une conservation de courte durée (24 a 48h) par un simple refroidissement.

2/ Soit par une conservation 4 long terme par cryopréservation et stockage dans de ’azote
liquide. La cryoconservation permet la survie de 85 a 957 des embryons, et le taux de succés
apres transfert est équivalent a celui des embryons frais (50 a 607) [44], ainsi que la création
de banques d’embryons au méme titre que les banques de sperme utilisées en insémination
artificielle. Elle facilite la mise en ceuvre sur le terrain de la transplantation embryonnaire et
permet un commerce d’embryons a I’échelle internationale, diminuant ainsi considérablement

les frais de transport et de quarantaine par rapport 4 I’exportation des animaux adultes [45].




VARIABILITE DE LA PRODUCTION
D’EMBRYONS IN VIVO CHEZ LES OVINS.
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L. Introduction :

Malgré les améliorations épportées a la technique de production d’embryons in vivo
chez les ovins et les caprins, certaines limites de cette technique peuvent étre prises en
compte: variabilit¢ de la réponse au traitement hormonal, fécondité difficile des femelles
fortement superovulées et la régression prématurée des corps jaunes [11]. Elle est liée a des
facteurs intrinséques de 1’animal donneur tels que la race, I’4ge, le statut reproducteur, aussi
bien qu’extrinséques comme la nature des gonadotrophines, leur pureté et leur programme
d’utilisation [9].

Cette grande variabilité¢ dans la réponse des donneuses aux traitements de
superovulation rend difficile la planification rigoureuse du nombre de femelles receveuses et
continue a &tre le principal facteur limitant dans les programmes du développement de
production et de transfert embryonnaire [7].

IL. Les facteurs intrinséques :
I1.1. Effet de Ia race :

La réponse au traitement 3 FSH peut varier considérablement, en raison de
I"hétérogénéité entre les races des brebis [46]. Elle est plus élevée chez les races naturellement
prolifiques [47].

En effet 'expression des chaleurs peut varier selon les races. Les brebis de race Santa Inés et
Prealpes ayant recu une dose de 20 mg de FSHp, ont présenté des débuts de chaleurs, 12h et
24h respectivement, aprés le retrait des éponges vaginales [48] et [49]. Les brebis de race
Aragonesa traitées avec 18mg de FSHp ont montré Pcestrus dans un délai de 20h apres le
retrait des €ponges [50].

Selon Baril et al, (1993) [9], La durée de I'eestrus dépend de Ia race, et dans une méme race
cette durée peut varier individuellement en fonction de nombreux facteurs comme la méthode
de détection, le taux d'ovulation, le régime alimentaire, 1'dge, la saison et la présence du méle.

De plus, des différences de réponse ovarienne au traitement de superovulation ont été décrites
en fonction de la race [51] et [52]. Pour la brebis Romney Marsh, Armstrong et Evans (1983)
[30] constatent une plus faible réponse au traitement F SHp que pour la brebis Mérinos. Suite
a I'administration de 16mg de FSHp, la réponse ovulatoire des brebis de race Lacaune est
inférieure & celle des brebis prolifiques Romanov x Préalpes [47]. Dans le tableau ci-dessous
sont rapportées les réponses ovariennes de certaines races aprés induction de la
superovulation (Cf. Tableau IV).
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Tableau I'V: Réponse ovulatoire de certaines races aprés un traitement de stimulation

ovarienne.
Race Traitement | Dose | Nombre d’ovulations | Références
Sarda FSHp 250U | 8.2+£2.0 [33]
Santa Inés FSHp 200UI | 10.6+1.0 [48]
Rambouillet FSHp 200UI | 94+24 [31]
Merino Espagnol FSHp 200U1 | 9.5+0.6 [53]
Manchega FSH 10mg | 11.1+1.1 [54]
Corriedale FSHo 176Ul | 6.2+1.1 [55]
TargheexRombouillet | FSH 24U1 | 162 [S6]
Rideau-Arcott FSH 8,75U1 | 9.9 [57]
Rasa-Aragonesa FSHo 176UI | 114 [58]
Romney Marsh 16mg | 8.05+3,8
Meérinos FSHp lémg | 16,6437 130]
Lacaune l6mg | 12+1.5
Romanov x Préalpes FSHp l6mg | 19,5+2.6 a

Le facteur race peut aussi influencer le taux de fécondation et le nombre d'embryons récolté.
Chez les brebis de la race Lacaune traitées avec 20mg de FSHp, le taux de fécondité chute de
757 a 507 chez les donneuses ayant respectivement moins et plus de 12 ovulations ; et ces
résultats, confirmés par d’autres travaux, montrent que le taux d’ceufs fécondés est corrélé
négativement au taux d’ovulation [7]. Il a été démontré que pour la race Santa Inés, la
proportion des ovules fertilisés était inférieure a celle observée chez d'autres races ovines
[59]. Ainsi, il a ét€ constaté que suite a I'administration d*une méme dose de FSH (176UI), le
nombre d’embryons récolté chez les brebis de race Corriedale est considérablement inférieur
a celui récolté chez les brebis de la race Rasa- Aragonesa [55] et [58].
IL.2. 1 4ge :

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 [32]. En revanche, les
résultats rapportés par Simonetti et a/ (2007) [55], Giovanni et af (2001) [33], Cordeiro et ol
(2002) [48], Forcada et al (2000) [58] et Gonzalez et af (2003) [54] ont montré que la réponse
ovulatoire est plus importante chez les brebis adultes que celle des plus jeunes.

(Cf. Tableau V).
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Tableau V: Effet de I'dge des donneuses superovulées sur le rendement de la superovulation.

Nombre Nombre
Race Age Traitement ) Références
d’ovulations | d’embryons
Santa Inés 2a4ans FSHo 10.6+1.0 5,2+0,8 [48]
Sarda 2a6ans FSH 8.05+3.8 4,9+1,03 [33]
Corriedale 3a6ans FSHp 6.2+1.1 1,4£04 [55]
- 42a7ans FSHp 11,2+08 9,1+08 [54]
Rasa- Plus de 8
FSHo 11,4 5.3 [S8]
Aragonesa ans
IL.3. Etat des ovaires:

Chez la brebis, le niveau de réponse ovarienne est 1ié au nombre et 3 la taille des

follicules présents sur I’ovaire au moment de Ia stimulation [59].
Selon Saumande, 1995 [60], ce n’est pas le jour du début du traitement pendant le cycle qui
influence les résultats mais la population folliculaire et notamment la présence ou ’absence
de gros follicules au moment de I’initiation du traitement de superovulation. En effet, le taux
d’ovulation induit est positivement corrélé au nombre de follicules de 1-2 mm et
négativement corrélé avec le volume des gros follicules (>3mm) [7].

Il est a noter que Ia présence d’un follicule dominant, par ses sécrétions d’cestradiol et
d’inhibine A, est délétére pour le recrutement d’un nombre conséquent d’autres follicules. En
effet, le seul moment du cycle ovarien ou 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 aprés
Povulation déterminée par échographie, soit environ 36 heures aprés 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 [61].

IL4. L’individu :

La réponse ovulatoire moyenne est comprise entre 12 et 16 ovulations, mais il existe une
grande variabilit¢ de la réponse individuelle [7]. L’une des difficultés majeures pour
développer la transplantation embryonnaire sur le terrain était liée & Pimpossibilité de prévoir
a I’avance le nombre d’embryons produits par chaque donneuse en raison de la trés grande

variabilité individuelle de réponse & la superovulation [62].
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IIL. Les facteurs extrinséques :

IIL.1. Effet de la dose :

La superovulation peut étre affectée par divers facteurs, qui incluent le type et la dose de
gonadotrophines utilisées [63]. Les quantités de FSH & administrer pour obtenir la
superovulation sont souvent exprimées en mg du standard Armour. Les doses les plus
utilisées par les différentes études sont comprises entre 16 et 20 mg [64], sauf qu’elles
peuvent s’avérer soit insuffisantes, soit au contraire excessives pour certains génotypes
particuliers [7] et [8].

Selon Steve Lucero et Jack Ruttle, 1990 [65], il existe un effet dose sur l'expression des
chaleurs et la réponse ovarienne. Des brebis traitées avec 18mg de FSHp ont été détectées en
cestrus 24 heures aprés la fin du traitement progestatif et ont présenté 13,3 de corps jaunes,
tandis que, celles qui ont recu 24mg de FSHp n’ont présenté les chaleurs que 36 heures aprés
la fin du traitement et le nombre de corps jaunes n'a été que de 9,3.
D'aprés Ryan et al, 1991 [66], la baisse du taux de fécondité et des embryons transférables,
est associ€e a I'utilisation de dose tres élevée des gonadotrophines.
IIL.2. Répartition des doses et rapport FSH/LH :

Plusieurs études ont montré que pendant le traitement le rapport FSH/LH semble &tre
important dans la réponse de superovulation chez les petits ruminants pour la production
d’embryons in vivo [67].

Certains travaux ont montré que I’utilisation de FSHp avec des doses décroissantes
enrichies en LHp lors des deux demniéres injections du traitement permettait d’obtenir une
meilleure stimulation ovarienne qu’avec des rapports constants [68] et [69], ceci pouvant
s’expliquer par la similitude avec la physiologie endocrinienne durant la phase folliculaire ou
la sécrétion de FSH est réduite suite 4 I’augmentation de la concentration en cestradiol et
inhibin A [70]. Par ailleurs, selon Murphuy et a/, 1984 [71], «si le rapport FSH /LH est trop
faible par excés de LH, ’ovulation se trouve prématurée et les résultats sont faibles , en
revanche, « si le rapport FSH /LH est trop élevé par manque de FSH, I’cestrus est retardé et
les résultats sont aussi moins bons » [72]. Aussi, il existe un certain seuil de LH en dessous
duquel il ne faut pas descendre sous peine de ne pas obtenir d’ovulation ; en effet, les
préparations de FSH hautement purifiées induisent significativement moins d’ovulations que
les préparations complémentées en LH [73]; 1l a été montré qu’il été possible d’améliorer
I"efficacité des traitements chez la brebis et la chévre en administrant de fagon séquentielle

FSH en doses décroissantes et LH en doses croissantes [74].
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IIL.3. Le choix de ’hormone du traitement:

De nombreuses études comparant P’efficacité de la PMSG a celle de la FSH ont été
réalisées dans le passé. Dans un premiér temps, les résultats obtenus avec la FSH étaient trés
encourageants mais pas toujours reproductibles. Cette variabilité dans les résultats peut
s’expliquer par la diversité des protocoles de superovulation (dose administrée, rythme des
injections) et par une grande variabilit¢ du rapport FSH/LH des préparations commerciales
[75] et [76].

Il est généralement admis que I"efficacité de la FSH en terme de production d’embryons
viables est supérieure a celle de la PMSG, méme si la variabilité des réponses est toujours
aussi importante [76]. Le rendement d’ovulation est de 16 corps jaunes par donneuse avec la
FSHp contre 10 corps jaunes par donneuse pour I’eCG. (Cf tableau VI). Pour BOLAND et al
(1991) [77], Putilisation de la PMSG serait associée 2 un nombre élevé de follicules
anovulatoires du fait de sa longue demi-vie.

Tableau VI : Effet du type de traitement de stimulation ovarienne sur la réponse ovarienne et

le nombre d’embryons transférables par femelle traitée [78].

Espece . .
Traitements Corps jaunes | Embryons transférables
FSHp (constant) 13,2 6,5
) FSHp (décroissant) | 18,5 7,5
Ovins :
PMSG (1200 UD) 9,3 19
PMSG (3000 UI) 10,7 1,1

IIL4. Facteurs nutritionnels :

Diverses études ont décrit I’influence du niveau alimentaire sur la fertilité & I’cestrus
induit en fournissant aux animaux une ration insuffisante par rapport aux besoins
énergétiques. Il a été constaté que les brebis souffrantes d’une sous alimentation durant le
traitement de superovulation pourraient présenter un effet de lutéolyse prématurée des corps
jaunes et qui peut aussi étre engendré par la sécrétion prématurée de PGF2 [79]. La prise de
poids avant la lutte est un facteur d’amélioration des performances de reproduction. En
revanche, une étude indique que la prise excessive du concentré réduit Ia réponse ovulatoire et
a une influence négative sur le nombre et la qualité des embryons apres superovulation par
des changements du nombre de follicules disponibles ou de la sensibilité des follicules a FSH
[80].
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IILS. Effet de 1a répétition des traitements :

La répétabilité des traitements de superovulation est trés élevée chez les brebis mais
particulierement faible (13%) chez les vaches [81]. Les premiéres études qui impliquent des
traitements répétés de superovulation ont montré qu’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. [82], [83] et [84].

En général, ’augmentation du rang de collecte a pour effet une baisse significative du
nombre d’embryons transférables [85], [87] et [87]. Hupka et al (2000) [88] constatent une
augmentation significative du nombre d’ovocytes non fécondés et du nombre d’embryons
dégénérés. Par contre, pour Govignon et al (2000) [89], la répétition des collectes n’a pas

d’effet sur le nombre d’embryons dégénérés et "augmentation du nombre d’ovocytes non

fécondés n’est significative qu’a partir de la 4eme collecte.

L’hypothése la plus souvent avancée pour expliquer la diminution de la réponse
ovarienne associée 4 la répétition des traitements est celle d’une auto-immunisation contre les
hormones de stimulation ovarienne, PMSG et FSHp [90] et [22]. Il n’y a pas de données
disponibles concernant I’existence d’anticorps anti-FSHp. Par contre, I’existence d’anticorps
anti-PMSG, chez les bovins, a ét¢ confirmée par Drion et al (2001) [91]. Cependant,
I’administration répétée de FSHo ne provoque pas de diminution de nombre d’ovulations chez
les brebis [92].

Selon Brebion et al, (1990) et Forcada et a/, (2000) [93] et [S8], la répétabilité de la
superovulation, varie selon I’espéce considérée. Chez les brebis hyperprolifiques de génotype
crois¢ Boorola x Romanov traitées 6-7 fois 4 intervalle de 60 jours par 20mg de FSHp,
aucune diminution significative de la réponse n’a été observée.

ITL.6 La saison :

Il est 3 noter que la diminution des concentrations endogénes de FSH pendant
Pancestrus peut limiter des augmentations du taux d’ovulation en réponse aux
gonadotrophines exogénes [94]. Chez les brebis de race Lacaune traitées avec FSHp en
période d’ancestrus saisonnier, le nombre moyen d’ovulations par femelle est inférieur & celui
obtenu pendant la saison de reproduction [47].

Cette différence n'a pas été€ observée chez des chévres laitiéres, bien que la qualité des

embryons soit plus élevée dans la saison de reproduction [35].
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IIL.7. Techniques d’insémination utilisées :

La technique d’insémination, naturelle ou artificielle, joue un réle 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 3 60%
pour I"insémination artificielle cervicale ou intra-utérine [11]. L’essor de I’TA chez les ovins
est consécutif d’une part aux propriétés particuliéres du sperme chez cette espéce (résistance
aux procédés de congélation) et d’autre part 2 la relative difficulté du cathétérisme du col
utérin [95].

Des études ont montré que [’association de la saillic naturelle et 1’insémination

artificielle peut améliorer le taux de fertilisation comparé a 1’insémination artificielle seule

[96] et [97].

H1L8. Techniques de récolte utilisées :

Il existe trois techniques différentes de récolte des embryons chez les caprins et les
ovins : trans-cervicale, chirurgicale et laparoscopique [37]. La difficulté de franchissement du
cervix impose raisonnablement une approche transpéritoniale [98], donc la récolte ne peut se
faire que par laparotomie abdominale (chirurgicale) ou sous contrdle endoscopique
(laparoscopie) [6].

Ces deux méthodes de collecte ont été comparées dans différentes études, ainsi le taux de
récupcration 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 [92].
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Objectifs

Chez les ovins, la superovulation a connu durant ces derniéres décennies un développement
admirable et une apogée inimaginable .Cependant, la réponse au traitement de superovulation
peut étre affectée par divers facteurs, qui incluent le type et la dose de gonadotrophines utilisés, et

elle peut varier considérablement, en raison de ’hétérogénéité entre les races des brebis.

Dans cette optique, nous avons visé par le biais de notre travail, évaluer dans le cadre de la
production d'embryons in vivo, l'effet de la dose de FSHp et de Ia race (Ouled Djellal , Hamra)

sur :

e Le comportement d’cestrus et la réponse ovarienne.

e Le taux de collecte, fécondation et la qualité des embryons.



EFFETS DE LA DOSE DE FSHP ET DE LA RACE (OULED
DJELLAL, HAMRA) SUR LE COMPORTEMENT

D’OESTRUS ET LA REPONSE OVARIENNE.
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I- LIEU ET PERIODE DE L’EXPERIMENTATION :

Notre étude expérimentale s’est déroulée au niveau de la station expérimentale de

'université « Saad Dahleb » de Blida durant la période allant du 16 mars 2010 jusqu’au 23 mai
2010.
II- MATERIEL ET METHODES :
IL1. Matériel :
IL1.1. Animaux :
I1.1.1.1.Brebis :
Quinze (15) brebis donneuses, dont sept (07) de race Ouled Djellal (OD) et huit (08) de race
Hamra (H) ont été sélectionnées pour la réalisation de notre travail. Les renseignements relatifs a

I"identification des brebis donneuses sont rapporiés dans le tablean ci-dessous -

Tableau I : Poids, 4ge et note d'état corporel (NEC) des brebis donneuses.

Brebis e (if;) I;;):g(;s NEC
B1 OD 30 48 3
B2 OD 24 37 25
Lot 01 B3 OD 18 40 275
B4 OD 40 37 25
Moyenne + écart type | 28+9.38 40.5+5.19 | 2.68+0.24
BS OD 24 37 2.5
—— B6 OD 36 49 3
B7 OD 12 28 2
Moyenne + écart type 2412 38+10.53 2.510.7
B8 H 12 26 2
B9 H 48 42 2.75
Lot 03 B10 H 60 48 3
B11 H 18 30 2
Moyenne + écart type | 34.5+23.17 | 36.5+10.24 | 2.43+0.57
Bi12 H 72 50 3
B13 H 48 51 3
Lot 04 B14 H 18 33 2
BI15 H 18 42 25
Moyenne + écart type | 39+26,15 44+8,36 | 2.62+0.57
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Les brebis donneuses ont été réparties respectivement en quatre lots dont deux (1 et 2) de race OD
etdeux (3 et4)derace H :
e Lot 1 : présente un 4ge moyen de 28+9,38 mois, un poids moyen de 40,5+5,1 kg et une note
d’¢état corporel moyenne de 2,68+0,24.
e Lot 2: présente un 4ge moyen de 24+12 mois, un poids moyen de 38+10,53 kg et une note
d’état corporel moyenne de 2,5+0,7.
® Lot 3 : présente un ige moyen de 34,5+23,17 mois, un poids moyen de 36,5+10,24 kg et
une note d’état corporel moyenne de 2,43+0,57.
® Lot 4 : présente un 4ge moyen de 39+26,15 mois, un poids moyen de 44+8,36 kg et une
note d’état corporel moyenne de 2,62+0,57.

IL1.1.2.Béliers ;
Sept béliers ont ét¢ utilisés, dont cinq de race OD (D1, D2, D3, D4, D5) et deux de race H
(D6, D7). Les renseignements relatifs 3 leur identification sont rapportés dans le tableau ci-dessous :
Tableau II : Race, 4ge, poids et note d'état corporel (NEC) des béliers.

Béliers Race Age (ans) Poids (kg) NEC
D1 OD 7.5 60 3
D2 OD 5,5 74 35
D3 OD 4,5 82 3.5
D4 OD 45 51 25
D5 OD 45 62 25

Moyenne + écart type 5,3+1,30 65,8+12,21 3+0.5
D6 H 85 71 3
D7 H 35 63 3

Moyenne + écart type 6+3,53 67+5,65 3+0

Les beliers de la race OD présentent un 4ge moyen de 5,3+1,30 ans, un poids moyen de
65,8£12.21 kg et une note d'état corporel moyenne de 3+0,5. Tandis que, les béliers de la race H
présentent un 4ge moyen de 6+3,53 ans, un poids moyen de 67+5,65 et une note d'état corporel
moyenne de 3+0.

L’ensemble des animaux séjournaient dans une bergerie sous un éclairage naturel et ont
regu de l'eau et du foin & volonté complémenté avec 500g de concentré/jour/animal. Un
déparasitage interne et externe par l'administration de I’Ivomec™® et de I’Albendazole™® a été

réalis¢ deux mois avant le début de I’expérimentation.
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IL.1.2. Appareillages et produits :

Pour la réalisation de notre expérimentation , des appareils tels que 1’échographe ,
I’endoscope ainsi que d’autres instruments et produits ont été utilisés.

I1.1.2.1. Appareillages:
a. Echographe :

Nous avons utilisé un échographe de type pie médical 100 LC équipé d’une sonde bi
fréquence 6/8 MHZ.

b. Endoscope :
Le matériel endoscopique utilisé comporte :

* Une optique a vision directe (0°), diamétre externe 6,5mm (STORS).

e Un générateur de lumiére froide a intensité variable (STORS).

® Un céble de fibre optique (STORS).

e Une canule a piston et orifice pour I’insufflation d’air (STORS).

e Une pompe avec filtre et commande de pompe au pied (STORS).

e Un trocart avec canule de 5,5mm recevant la pince 4 préhension (STORS).

¢ Untuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arrivée de Pair, fixé sur le trocart
recevant I’endoscope.

e Une pince a préhension atraumatique.

c. Instruments :
e Balance Marchal.

e Applicateur d’éponges vaginales.

d. Matériel de récolte du sperme et d’insémination:
Le matériel utilisé pour la récolte et le contrdle du sperme est présenté ci-dessous :

e Vagin artificiel.

¢ Plaque chauffante.

e Lames, lamelles et porte-lames.

¢ Lame de NEBAUER.

e Pipettes Pasteur.

e Micropipette.

e Microscope optique.

e Bain-marie.

e Ffuve.

e Rasoir et lames de rasoir.

e Tubes a essai.
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¢ Pipettes graduées.
e Pistolet d’insémination artificielle.
e Paillettes d’insémination.
I1.1.2.2. Produits :
a. Hormones :
* Eponges vaginales : imprégnées de 40mg d’acétate de fluorogestone (FGA), ce produit est
_ commercialisé sous le nom de (Chronogest ™).
e FSHp et LHp: extraits hypophysaires porcins purifiés (hormones produites par Péquipe du
~ Pr BECKERS FMV Li¢ge Belgique) (Stimufol ),
b. Antibiotiques et autres produits :
o Péni-strep ™" injectable et terramycine ™0 spray.
* Biocide, alcool chirurgical, alcool iod¢, Bétadine, savon de Marseille, Eau distillée,
Ovixcell, NaCl 0,9 %, alcool polyvinylique.
® Vaseline et gel a échographe.
e Alluspray P,
* Xylazine (Rompun""), Xylocaine (Lidocaine 2% D).
I1.2. Méthodes :

Notre protocole expérimental comporte les étapes suivantes :
1. Echographie.

M

Traitements de synchronisation et de superovulation.
Détection des chaleurs.

Recolte et conditionnement du sperme.

“voA W

Fécondation (saillie naturelle et insémination artificielle).
6. Endoscopie.

IL2.1. Echographie :

_ Pour la sélection des brebis vides, une €chographie transrectale est réalisée en position debout
et couchée selon la technique décrite par KHAN (1994).

—  Pour Pinterprétation d’une image €chographique nous avons considéré que:
 Les structures anéchogénes, apparaissent noires 3 1’écran (exemple : les liquides).
— ® Les structures hyperéchogénes, sont a I"origine d’une réflexion importante des ultrasons qui
forment une image claire a 1’écran (exemple : les os).

=== ® Les structures hypoéchogénes, apparaissent relativement sombres gris foncé (exemple : les
tissus).
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I1.2.2. Traitements de synchronisation et de superovulation :

I1.2.2.1. Traitement de synchronisation des chaleurs :

La synchronisation de l'eestrus a été obtenue chez I'ensemble des brebis par la mise en place

d'éponges vaginales durant 14 jours.

11.2.2.2. Traitements de superovulation :

B Le traitement de superovulation consiste 4 administrer pour chaque brebis des Lots 1 et 3 une
dose totale de 16UA et pour celles des lots 2 et 4 une dose totale de 20UA de FSHp répartie
en 6 injections biquotidiennes (12 heures d'intervalle) et décroissante, durant les trois derniers
jours du traitement progestagéne. (cf. protocole (figure 1)).

B Le rapport FSH/LH a été modifié par addition de 60pg et 90ug de LHp, lors des deux derniéres

injections chez l'ensemble des brebis

SN1 SN2+
IA
FSHp l l
& B | 3 2 B ) 3 o
30 J12 14 J15 g6
Eponge S—— astrus
CJi2 o J13 ) _J14 i
m s m S m S
4UA 4UA 25UA 25UA 15UA  15UA
FSHp FSHp FSHp/LHp

Figure 1 : protocole de synchronisation et de su perovulation appliqué chez lots 1 et 3.

SN1 SN2+
IA
FSHp l i
S ——— ) : R
Jo J12 14 Ji5 Ji6 -
. Jrassa—.
Eponge ——— estrus
ng 12 E Y J I3 2 5 J ]4 B
m s m S m S
5UA SUA 3UA 3UA 2UA 2UA
FSHp FSHp FSHp/LHp

(m:matin ; S:soir)

Figure 2 : Protocole de synchronisation et de superovulation appliqué chez les lots 2 et 4.
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I1.2. 3. Détection d'cestrus :

La détection de I’cestrus, a Iaide de béliers détecteurs munis d’un tablier, toutes les quatre

heures, a débuté 12 heures apres le retrait des éponges vaginales.
Toute brebis restant immobile au chevauchement était considérée comme étant en chaleur.
I1.2.4. Récolte et conditionnement du sperme:
La récolte de sperme sur les sept (07) béliers entrainés a été réalisée selon la technique de

Baril et al., (1993), en suivant les principales étapes suivantes :
® Nettoyage et désinfection de la verge.
e Préparation et lubrification du vagin artificiel.
® Récolte de sperme en présence d'une brebis en chaleur.

® Controle qualitatif et quantitatif du sperme (volume, motilité massale et individuelle,
concentration).

e Dilution du sperme avec I’Ovixcell.

e Miseen paillettes (0,25ml) de la semence diluée (100 x10° spz).

e Conservation des paillettes a + 15°C.

I1.2.5.Fécondation :

La fécondation a ét¢ obtenue par une double saillie monte en main (la premiére a été réalisée
12h aprés le début d'eestrus) a I'aide des béliers reproducteurs & raison d'un méle pour cinq brebis ;
suivie d’une insémination in utero sous contrdle endoscopique avec 100 x 10° spermatozoides, 52
heures apres le retrait de I'éponge vaginale selon la technique décrite par Baril et o/, (1993).

I1.2.6. Endoscopie

L'examen endoscopique réalisé juste avant la récolte des embryons selon la méthode
décrite par (Baril et al., 1993) , avait comme but la détermination du nombre de corps jaunes. La
technique consiste a faire deux incisions de la peau abdominale ventrale 5 & 7cm cranialement 4 la
mamelle et 3 a 4cm latéralement a la ligne blanche, afin de pouvoir insérer deux trocarts:

e Un premier trocart de 7mm était d’abord mis en place pour pouvoir insérer 1’optique de
I’endoscope et d'insuffler de I’air stérile dans 1’abdomen permettant ainsi une meilleure
observation de I’appareil génital.

e Un deuxieme trocart de Smm était mis en place pour y insérer une pince atraumatique. Cette
derniére permet la manipulation de la matrice et des ovaires.

Une fois T'ovaire (ovaire gauche ou droit) a ét¢ visualisé, un dénombrement de corps jaunes est

réalisé.
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III. ANALYSE DES DONNEES :

Les résultats sont exprimés par la moyenne + écart type. Pour la comparaison des

moyennes, nous avons utilisé le test t de students (Logiciel SYSTAT, version 10).

IV.RESULTATS:

IV.1.COMPORTEMENT D’OESTRUS CHEZ LES BREBIS SUPEROVULEES:

Les résultats de la détection des signes d'cestrus chez les brebis des lots 1, 2, 3 et 4 en

fonction de la dose de FSHp et de la race, sont présentés ci-dessous :

1- Effet de la dose utilisée :
1.1. La race Ouled Djellal :

Le comportement d'cestrus a ét¢ détecté chez 06 brebis (03 brebis du lot 1 et 03 brebis du
lot 2) soit un taux de venue en cestrus de 85.71%.

Le tableau ci-dessous rapporte les résultats de la détection d'cestrus :

Tableau III : Début, fin et durée d'estrus chez les brebis de race OD aprés induction de la

superovulation avec une dose de 16 et 20 UA.

IRE : Intervalle retrait d’éponge vaginale (heures).

Dose de FSHp
Lots Brebis (UA) IRE- début | IRE- fin Durée
d'eestrus d'cestrus d’'eestrus
B1 16 28 68 40
B2 16 28 56 28
Lot1 B3 16 20 60 40
B4 16 - - -
Moyenne + écart type 25.33+4.61 | 61.33+6.11 36+6.92
BS5 20 16 60 44
Lot2 B6 20 20 60 40
B7 20 20 56 38
Moyenne + écart type 18.66+2.30 | 58.66+2.30 | 40.663.05
Moyenne + écart type 22+4.89 60+4.38 38.33:5.42

NB : la brebis B4 du lot 1 a perdu I’éponge vaginale et n’a pas présenté des signes de chaleur.

Le traitement statistique des résultats a montré que :
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le début d'eestrus tend 2 étre significativement précoce chez les brebis du lot 2 par apport
a celui du lot 1 (18.66+2,30 vs 25.33+ 4,61 ; p= 0.08), cependant aucune différence
significative n'a été observée entre les deux lots concernant la durée d'eestrus (36+6,92 vs
40,66 + 3,05, p> 0.05).
1.2. La race Hamra :
Le comportement d'cestrus a été détecté chez la totalité des brebis de race Hamra soit un taux
de venue en cestrus de 100%. Le tableau ci-dessous rapporte les résultats de la détection d'cestrus -
Tableau IV : Début, fin et durée d'cestrus chez les brebis de race Hamra aprés induction de

la superovulation avec une dose de 16 et 20 UA.

Lots | Brebis | O (%Z ﬁSHP IRE- début | IRE-fin Durée
d’'eestrus d'cestrus d'eestrus
B8 16 24 72 48
BS 16 20 72 52
Lot3 B10 16 24 56 32
B11 16 20 56 36
Moyenne + écart type 22+2.30 64+9,23 42+9,52
B12 20 24 72 48
B13 20 20 72 52
Lot 4 B14 20 20 64 44
B15 20 20 56 36
Moyenne + écart type 21+2 66+7,65 45+6,83
Moyenne + écart type 21,5+2,07 65+7,92 43,5+7,83

Nos résultats montrent que le début et la durée d'cestrus ont été semblables chez les lots 3 et 4
(début cestrus:22+2,30 vs 21+2 ; durée d'estrus - 42+9,52 vs 45+6,83).
Indépendamment de la race : le début d'eestrus a été significativement précoce chez les
brebis traitées avec une dose de 20 UA par apport a celles traitées avec 16 UA (23.42+3.59
vs 20+2.30 ; p= 0.05).

2- Effet de Ia race :

2.1.Casde16 UA :
Les résultats de la détection des signes d'estrus, chez les deux races, apres induction de la

superovulation avec dose de FSHp de 16 UA, sont rapportés dans le tableau ci-dessous -
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Tableau V : Début, fin et durée d'estrus aprés induction de Ia superovulation avec 16 UA de

FSHDp chez les brebis OD et H.
ton | o | T [T S R T
B1 OD 28 68 40
B2 OD 28 56 28
Lot1 B3 OD 20 60 40
B4 OD - - -
Moyenne + écart type | 25.33+4,61 | 61,33+6,11 36+6,92
B8 H 24 72 48
BS H 20 72 52
Lot3 B10 H 24 56 32
B11 H 20 56 36
Moyenne + écart type 22+2.30 64+9,23 42+9,52
Moyenne + écart type 23.42+3.59 | 62.85+7.55 | 39.42+8.46

Nous n'avons pas noté une différence significative entre les deux races concernant le début et
la durée d'eestrus (début d’cestrus : OD - 25.33+4,61 vs 22 +2 30 : H ; durée d'cestrus : OD -
36+6,92 vs 42+9,52 : H)
2.2.Cas de20UA :

Les résultats de la détection des signes d'eestrus, chez les deux races, apres induction de la

superovulation avec dose de 20 UA de FSHp, sont rapportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : Début, fin et durée d'eestrus aprés induction de la su perovulation avec 20 UA de

FSHp chez les brebis OD et H.

Lots Brebis RACE IRE- début IRE- fin Durée
d'cestrus d'@strus d'estrus
BS 0D 16 60 44
B6 OD 20 60 40
ok B7 OD 20 56 38
Moyenne + écart type 18.66+2,30 | 58,66+2,30 40,66+3,05
B12 H 24 72 48
Bi13 H 20 72 52
Lot4 B14 H 20 64 44
B15 H 20 56 36
Moyenne + écart type 2142 66+7,65 45+6,83
Moyenne + écart type 20+2,30 62.85+6,81 43,14+5,63
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Nous n'avons pas noté une différence significative entre les deux races concernant le début et la
durée d'eestrus apres induction de la superovulation avec 20 UA de FSHp (début d’cestrus : OD :
18.66+£2.30 vs 21+£2 :H ; durée d'eestrus: OD: 40.66+3.05 vs 45+6.83 :H).

En fin, nos résultats montrent que :
& Indépendamment de la dose de FSHp utilisée aucune différence n'a été observée entre les
deux races concernant le début et la durée d'cestrus (début d’cestrus / OD : 22+4.89 vs.

21,5+2,07 : H ; durée d'cestrus / OD : 38.33 £5,42 vs. 43,5+7,83: H).
IV.2.REPONSE OVARIENNE APRES TRAITEMENT DE SUPEROVULATION :

Les résultats du dénombrement des corps jaunes chez les brebis des lots 1, 2, 3 et 4 en
fonction de la dose de FSHp et de la race, sont présentés ci-dessous :
1- Effet de la dose utilisée :
1.1. La race Ouled Djellal :

Réponses ovulatoires apres traitement de superovulation chez les brebis de la race OD sont

rapportées dans le tableau suivant :

Tableau VII : Réponse ovulatoire apreés traitement de superovulation chez les brebis

de la race OD.
Nombre de corps jaunes
Brebis Dose de FSHp Total
s (UA) ovG OvD
B1 16 00 03 03
B2 16 02 01 03
Lotl B3 16 02 03 05
Moyenne =+ écart type 1.33+£1.15 2.33+1,15 3.66 +1.15
BS 20 04 09 13
B6 20 03 06 09
Lot 2 B7 20 02 01 03
Moyenne + écart type 3.00+1.00 5.33+4.04 8.33£5.03
Moyenne =+ écart type 2.16+1.32 3.83+3.12 6+4.14
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Nos résultats montrent que la réponse ovarienne tend a €tre significativement plus élevée chez
le lot de brebis traitées avec 20 UA par rapport a celle des brebis traitées avec 16 UA (8.33 +5.03
vs. 3.66 £1.15, p=0.1).

1.2. La race Hamra :
Réponses ovulatoires apres traitement de superovulation chez les brebis de race H sont

rapportées dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Réponse ovulatoire aprés traitement de superovulation chez les brebis

de la race H.

Brebis Dose de FSHp | Nombre de corps jaunes

(UA) OovG OvD Total
B8 16 01 02 03
B9 16 08 05 13
Lot3 B10 16 04 04 08
B11 16 08 07 15

Moyenne + écart type | 5.25+3.40 4.5+2.08 9.75+5.37

B12 20 05 02 07
B13 20 05 10 15
Lot4 B14 20 01 01 02
B15 20 01 03 04

Moyenne + écart type | 3+£2.30 4+4.08 7+5.71

Moyenne + écart type 4.12+2.94 | 4.25+3.01 8.37 +5.34

Nos résultats ont révélé une différence statistiquement non significative entre la réponse ovarienne
dulot 3 etcelle dulot 4 (9.75£5.37 vs. 7+£5.71, p=0.1).
& Nous avons noté que indépendamment de la race, aucune différence n’a été observée entre

les doses 20UA et 16UA concernant la réponse ovarienne (7.57+5.02 vs. 7.14+5.07:
p=>0.05).
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2-Effet de la race :

2.1.Cas de 16 UA :

Les résultats de la réponse ovarienne aprés induction de la superovulation avec 16 UA de

FSHp chez les brebis OD et H sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau IX : Réponse ovulatoire aprés induction de la superovulation avee 16 UA de FSH-P

chez les brebis Quled djellal et Hamra.

Nombre de corps jaunes
Brebis RACE Total
ovG OovDh
B1 OD 00 03 03
B2 OD 02 01 03
Lot1

B3 OD 02 03 05
Moyenne =+ écart type 1.33+1.15 2.33+£1.15 3.66 £1.15

B8 H 01 02 03

B9 H 08 05 13

Lot3 B10 H 04 04 08

B11 H 08 07 15
Moyenne =+ écart type | 5.25+3.40 4.5+£2.08 9.75+5.37
Moyenne + écart type 3.57+3.25 3.57+1.98 7.14+5.07

La réponse ovarienne tend a étre significativement plus élevée chez les brebis de race H par rapport

a celle de la race OD apres induction de la superovulation avec 16 UA (9.75+5.37 vs 3.66 £1.15,

p=0.1).
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2.2.Casde20UA :
Les résultats de la réponse ovarienne apres induction de la superovulation avec 20 UA de

FSHp chez les brebis OD et H dans le tableau suivant :

Tableau X : Réponse ovulatoire aprés induction de la superovulation avec 20 UA de FSHp
chez les brebis OD et H.

Nombre de corps jaunes
Brebis Race Total
ovG OvVD
BS OD 04 09 13
B6 OD 03 06 09
Lot 2 B7 oD 02 01 03
Moyenne + écart type 3+1 5.33+4.04 8.33+5.03
B12 H 05 02 07
B13 H 05 10 15
Lot4 B14 H 01 01 02
B15 H 01 03 04
Moyenne =+ écart type 3+2.30 4+4.08 72571
Moyenne + écart type 3+1.73 4.57+3.77 7.57+5.02

Nos résultats ont révélé que la réponse ovarienne a été comparable chez les deux races

(réponse ovulatoire: OD/ 8.33 £5.03 vs 7+5.71 : H).

Bl Nous avons noté que indépendamment de la dose de FSHp utilisée, la réponse ovarienne a

€té 1égérement plus élevée (statistiquement non significative) chez les brebis de race H
(réponse ovarienne / OD : 6+4.14 vs. 8.37 £5.34: H, p>0.05).



EFFETS DE LA DOSE DE FSHP ET DE LA RACE (OULED
DJELLAL, HAMRA) SUR LE TAUX DE COLLECTE,

FECONDATION ET LA QUALITE DES EMBRYONS.



Partie expérimentale Chapitre i

Cette partie de I’expérimentation comporte les opérations de récolte et conditionnement des
embryons, elles ont été réalisées le 22°™ jour aprés la mise en place des éponges vaginales, c'est-3-

dire le 7°™ jour aprés la saillie naturelle.

I-MATERIEL ET METHODES :
I-A- Matériel:
I-A-1. Animaux :

Les brebis utilisées sont les mémes décrites dans le chapitre I (15 brebis donneuses dont 06
de race Ouled Djellal et 08 de race Hamra).

I-A-2. Instruments et produits :

Les instruments et les produits utilisés sont les suivants :

9,
0.0

Sonde cannelée.

L)
L

Pinces a champ.

9
LS4

Bain marie.
Tubes gradués (50ml).
Champs de tissu.

9, 9,
0.0 o

&,
%

Flacons de récolte stériles.

9,
L

Rasoir et lames de rasoir.
Pinces Bulldogs.

Ciseaux et Forceps.

9, L/
L4 L4

9,
‘.0

Bistouri et lames.

9,
0‘0

Seringues de 50mli.

9,
0

Porte-aiguille et aiguilles de suture.

&,
L4

Fil de suture non résorbable n°6, fil de suture résorbable “ Vicryl décimale n°2 et 5.

L/
0®

Sonde métallique a trois orifices.
PBS.

PGF2a (Estrumate ).

Alcool i0dé.

Alcool chirurgical.

() R/ 9, 9,
0‘0 0’0 0’0 0’0

Q7
%®

Alluspray ™.

9.
0’0

Pénicilline/streptomycine injectable.

9,
0’0

Anesthésique local (Lidocaine ™) et général (Rompun"P).

N
L2454

Clamps vasculaires.

&
%

Boites de pétrie quadrillées.
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<+ Petites boites de pétrie rondes.

% Une pipette en verre montée sur une seringue a insuline.

o

* Loupe binoculaire (Nikon) et microscope inversé (Hund).

LB. Méthodes :
I-B-1. Préparation des animaux :

La préparation a commence la veille du jour de récolte, elle est commune a tous les animaux
et consiste 4 I’isolement et la mise en diéte compléte des brebis.
Pour faciliter le nettoyage et le rasage du site opératoire, la brebis est installée en position dorsale
sur une table mobile. La tranquillisation des brebis par la xylazine a été effectuée en IM avec une
dose de 0.1mg/kg.

I-B-2. Récolte des embryons :
Elle est réalisée par voie chirurgicale, sept jours aprés la premiére saillie, par lavage des
cornes utérines a I’aide d’une solution de PBS a 37°C. La récolte est effectuée seulement en cas

d’existence de plusieurs corps jaunes actifs et d’absence des adhérences.

a) Préparation de la brebis :

La brebis est anesthésiée avec de la kétamine en IV avec une dose de 5.5mg/kg, la contention
de la brebis est faite sur une table 4 plan inclinable a ce que le train postérieur en haut et la tte en
bas, ce qui facilite I’accessibilité et le maniement du tractus génital. La zone opératoire, s’étendant
de la base de la mamelle a I’ombilic, est désinfectée deux fois avec de I’alcool chirurgical et iodé.

Ensuite le champ de tissu est fixé aux membres postérieurs par deux pinces & champ.

b) Technique de récolte :

Apreés confirmation de I’absence des adhésions par endoscopie, une laparotomie sur la ligne
blanche est réalisée, les cornes utérines sont extériorisées par un forceps et les organites ovariens
sont dénombrés. A I’aide d'un petit ciseau pointu, la corne utérine est ponctionnée au niveau de la
jonction utéro-tubaire et la sonde métallique munie d’un cathéter de collecte est mise en place. Puis,
40ml de PBS a 37°C sont injectés 4 la base de la corne utérine (au niveau de la bifurcation), et le
liquide est alors récupéré par la voie de retour dans un flacon en plastique stérile. Cette opération

doit &tre effectuée lentement pour éviter toute perte de liquide.
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Une fois que tout le matériel de collecte a été retiré, une suture de la paroi abdominale est
effectuée par des points en X avec le Vicryl® décimale n°5, enfin la peau est suturée par des points

simples avec du fil non résorbable n°6.

I-B-3. Tri et sélection des embryons :
a) Recherche des embryons :

Deés la fin de la récolte, le flacon est mis & décanter sur une surface stable, le surnageant est
alors ¢liminé par siphonage, le reste du liquide est versé dans une boite de Pétrie quadrillée pour
procéder a la recherche des embryons, celle-ci est réalisée & 1"aide d’une loupe binoculaire (Ct
photo 3), les embryons sont recherchés au grossissement (x40), puis récupérés grice 4 une

micropipette, pour &tre ensuite déposés dans une boite de Pétrie ronde.

Boite de pétrie = Loupe binoculaire

Photo 1 : Recherche des embryons sous une loupe binoculaire.

b) Examen et conditionnement des embryons :

La qualit¢ des embryons ainsi que leur stade de développement sont déterminés a I’aide d’un
microscope inversé (grossissementx60), selon la nomenclature de I'IETS (1998). Dans un premier
temps, les embryons a congeler (classe I et II) sont identifiés et lavés dans un milieu de
conservation (milieu de conservation F1). Puis ces embryons sont conditionnés dans une paillette de
0.25ml (deux embryons par paillette (figure5)) dans un milieu de congé€lation a base d’éthyléne
glycol (IMV ZA 468 4 1.5 M d’éthyléne glycol). La congélation a été réalisée a 1’aide d’un

biocongélateur programmable selon la méthode classique lente.
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Milieu de congélation
Coton
6cm lem 2ecm 1lem 3cm v
F 55|
Embryons
Jone
D’identification Bulle d’air Bulle @’air

Figure 3 : Schéma de montage des embryons en paillette pour une congélation.

Apres un temps d'équilibration de P’embryon en paillette dans la solution de cryoprotecteur, la

méthode consiste 3 -

Mettre de ’azote dans le coffret du biocongélateur.

Mise en marche du biocongélateur, commutateur en AS,

Transférer la paillette dans le coffret du biocongélateur et le refroidissement de Pembryon se
fait lentement a raison de diminuer 1 4 3°C par minute jusqu’a la température de -7°C.
Maintenir I’embryon a -7°C pendant 5 a 7 minutes pour stabiliser la paillette (I’embryon).
Apres avoir retiré la barre du seeding immergée dans I’azote liquide, procéder au seeding
(cristallisation : Cf. photo 4) en appliquant la barre du seeding sur les paillettes des 2
extrémités.

Passer le commutateur en PS, le refroidissement de ’embryon reprend pour une température
de -30°C 4 raison de diminuer 0.3 3 0.6°C par minute.

A -30°C, la paillette est plongée dans la cuve d’azote liquide 3 -196°C

Les embryons congelés sont transférés dans un container d’azote liquide.
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Pince de
cristallisation

Biocongélateur

Photo 2 : Congélation des embryons: opération de seeding.

L.B.4. Soins post-opératoires :

Quand les étapes de la récolte sont achevées, les brebis ont été soumises a une antibiothérapie,
quotidienne, 4 base de pénicilline-streptomycine en injection IM pendant les 3 jours qui suivent
I"intervention dans le but d*éviter les surinfections.

Les brebis donneuses ont regu deux doses de PGF2 & raison de 0,01mg/kg, le jour et Ie
lendemain de I’intervention pour éviter toute gestation éventuelle par les embryons échappés 4 la
récolte. Des visites quotidiennes ont été faites pour s’assurer de 1’état de santé des brebis et le bon
déroulement de la cicatrisation des plaies et cela jusqu’a ’exérése définitive des fils de suture non

résorbables apres dix jours.

IL. ANALYSES STATISTIQUES :

Les résultats sont exprimés par la moyenne + I’écart type. Pour la comparaison des

moyennes, nous avons utilis¢ le test t de student et le Khi 2 (Logiciel SYSTAT, version 10).
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T - RESULTATS :

III -1. Résultat de Ia récolte des embryons :

L’examen microscopique des liquides de récolte, pour chaque brebis, a révélé les résultats

suivants :

II.1.A. Nombre de structures récoltées:

Les résultats de la récolte sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau XI : Nombre de structures récoltées chez les brebis du lot 1,2 ,3 et 4.

Trehis Race Nombre de structures
Récoltées Total
CD CG

B1 OD 01 01 02
B2 OD 01 00 01
Lot1 B3 OD 02 01 03
Moyenne * écart type 1,33+0,57 0,66+0,57 2+1
BS OD 03 07 10
B6 OD 03 03 06
o B7 oD 01 01 02
Moyenne * écart type 2,33+1,15 3,66+3,05 6+4

Moyenne + écart type 1.83+0.98 2.16+2.56 4+3.40
B8 H 01 00 01
B9 H 05 04 09
Lot3 B10 H 02 03 05
Bl1 H 05 06 11

Moyenne + écart type 3,25+2 06 325825 6,5+4 43
B12 H 01 02 03
B13 H 04 03 07
Lot 4 B14 H 01 00 01
BI15 H 02 00 02

Moyenne + écart type 2+1.41 1,25+15 3,25+2.63

Moyenne + écart type 2.62+1.76 2.25+£2.18 | 4.87+3.79
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II1.1.B. Taux de récolte :
Les résultats relatifs aux taux de récolte des embryons sont rapportés dans le tableau suivant:

Tableau XII : Taux de récolte des embryons chez les brebis du lot 1,2, 3 et 4.

Nombre Taux
Nombre
Brebis Races de structures de récolte
de CJ
récoltées (%)
B1 OD 03 02 66,66
B2 | OD 03 01 33.33
Lot 1
B3 OD 05 03 60
Taux moyen 54.54
B5 | OD 13 10 76.92
B6 | OD 09 06 66.66
Lot2
B7 | OD 03 02 66.66
Taux moyen 72
Taux moyen
66.66
B8 H 03 01 33.33
B9 H 13 09 69.23
Lot3 |BI10| H 08 05 62.50
Bii| H 15 11 73.33
Taux moyen 66.66
B12| H 07 03 42.85
Bi3| H 15 07 46.66
Lot4 B14| H 02 01 50.00
Bi5| H 04 02 50.00
Taux moyen 46.42
Taux moyen 58.20

Nos résultats montrent que le taux de récolte chez les brebis du:
B Lot1estde54.54 %
Lot2 estde 72 %
B Lot 3 est de 66.66 %
Lot 4 est de 46.42
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IV. Classification des embryons :
IV.1. Qualité des structures récoltées :

Les résultats de la classification des structures récoltées sont rapportés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau X1II : Qualit¢ des structures récoltées. Embryon dégénéré (D), ceuf non fécondé (NF).

Embryons
Brebis Race Classe 4
Classe 1 | Classe 2 | Classe 3
D | NF
B1 | OD 01 01 00 00 | 00
Lot 1| B2 | OD 00 01 00 00 | 00
B3 | OD 02 00 00 01] 00
Total 03 02 00 01
Taux moyen (%) 50 3333 00 16.67
B5 | OD 05 03 01 01| 00
Lot2 | B6 | OD 03 02 00 01] 00
B7 | OD 01 00 00 00 | 01
Total 09 05 01 03
Taux moyen (%) 50 2778 5.55 16.67
B8 | H 01 00 00 00| 00
—_ B9 | H 04 02 02 00| 01
B10| H 02 02 00 01} 00
Bl1| H 06 02 02 01] 00
Total 13 06 04 03
Taux moyen (%) 50 23.08 15.38 11.54
B12| H 02 01 00 00| 00
BI13| H 04 02 00 011 00
Bi4| H 01 00 00 00| 00
BI5S| H 01 00 01 00| 00
Total 08 03 01 01
Taux moyen (%) 61.53 23.07 7.7 7.7
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Les résultats du tableau ci-dessus montrent que pour le :

Lot 1: le taux des embryons de classe 1, 2 et 4 est respectivement de 50%, 33.33%, 16.67%.

Lot 2: le taux des embryons de classe 1, 2,3 et 4 est respectivement de 50%, 27.78%, 5.55%,
16.67%.

Lot 3: le taux des embryons de classe 1, 2,3, et 4 est respectivement de 50%, 23.08%, 15.38 %,
11.54 %.

Lot 4 : le taux des embryons de classe 1, 2,3, et 4 est respectivement de 61.53%, 23.07 %, 7.7%,
7.7%.

Les photos ci-dessous représentent des embryons de différentes classes :

Photo 6 (¢, d et €): Blastocystes de classe 1.

(1) Zone pellucide ; (2) Espace périvitellin; (3) chromatine condensé;(4) Bouton embryonnaire. (5)

Blastomeres, (6) Trophoblaste, (7) Blastocceles.

s
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IV.2. Détermination du taux de fécondité :
Les résultats du taux de fécondité sont rapportés dans le tableau ci-dessous :
Tableau XIV : Taux de fécondité.

Structures récoltées | Taux de fécondité
Lots Embryons | Ovocytes (%)
1 06 00 100
2 17 01 94.44
3 25 01 96.15
4 13 00 100
Total 61 02 96.82

Nos résultats montrent que le taux de fécondité est de :
< 100 % pourlelot let4.

% 94.44 % pour e lot 2.

% 96.15 % pourle lot 3.

o

% 96.82 % pour l'ensemble des brebis traitées.

IV.3. Détermination du nombre moyen des embryons transférables:
Le tableau ci-dessous présente le taux des embryons transférables.

Tableau XV : Nombre moyen des embryons transférables.

Embryons Transférables
Lots Moyenne
Nombre
+ écart type
1 05 01.660.57
2 15 05+04
Moyenne + écart type | 03.33+3.14
3 23 05.75+4
4 12 03+2.16
Moyenne+ écart type | 04.37+ 3.33
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Nous avons constaté que le nombre moyen des embryons transférables pour le lot 1, 2, 3et 4 est
respectivement de :

» 01.66x0.57 soit un taux de 83.33 %.

> 05£04  soit un taux de 83.33 %.

» 05.75+4 soit un taux de 88.46 %.
03£2.16 soit un taux de 92.30 %.

v

IV.4. Effet de la dose utilisée sur le nombre moyen de structures récoltées, de fécondité et des
embryons transférables :
Le traitement statistique des données a révélé que :
1.1. Chez la race Ouled Djellal :
Le nombre moyen des structures récoltées tend &tre significativement plus élevé chez le lot
2 par rapport a celui dulot 1 (6+4 vs. 2+1, p=0.1).
B Aucune différence significative n'a été observée entre les deux lots concernant le taux de
fécondité (100 %vs. 94.44%).
B Quoique le nombre moyen des embryons transférables soit plus élevé chez le lot 2
néanmoins cette différence n'a pas ét€ statistiquement significative (054 vs. 1.660.57).
1.2. Chez la race Hamra :

B Aucune différence significative n'a été observée entre le lot 3 et le lot 4 concernant
le nombre moyen des structures récoltées (6.50 + 4.43 vs. 3.25+ 2.63), embryons
transférables (05.75+4 vs 03+2.16) et le taux de fécondité (96.15 % vs. 100 %).

IV.S. Effet de la race sur le nombre de structures récoltées, de fécondité et des embryons
transférables :

Le traitement statistique des données a révéié que :

2.1.Casde 16 UA :

B Le nombre moyen des structures récoltées et des embryons transférables tend é&tre
significativement plus €levé chez la race Hamra par rapport a celui de la  race Ouled Djellal
(structures récoltées : 6.5 +4.43 vs. 2+1, p=0.1); (embryons transférables : 5.75+4
v8.1.66+0.57, p=0.1). Cependant aucune différence significative n'a été observée entre les

deux races en ce qui concerne le taux de fécondité.

2.2.Casde20UA :
B Aucune différence significative n'a été observée entre les deux races lors d'utilisation de 20
UA.
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I — EFFET DE LA DOSE DE FSHp ET DE LA RACE SUR LE COMPORTEMENT
D’OESTRUS ET LA REPONSE OVARIENNE.

L.1.Comportement dostrus :

Nos résultats ont révélé que, le taux de venu en oestrus est de 85.71 7 et 100 7 chez les
brebis de race OD et H, respectivement. En effet, les résultats obtenus sont compris dans la
fourchette décrite par Brébion et Baril (1993) [9] qui rapportent, que plus de 85% des brebis de
race Lacaune viennent en oestrus aprés l'induction de la superovulation avec des doses del6 et
20 mg de FSHp.

Le début d'cestrus a ét€ en moyenne de 2244 89 et 21,5+2.07 chez la race OD et H
respectivement. Néanmoins, chez la race OD, le début d’cestrus a été précoce chez les brebis
traitées avec 20 UA par rapport 3 celles traitées avec 16 UA (lot 2 : 18.66+2.30 vs lot 1:
25.3344.61). Et aucune différence n'a été observée entre les deux de lots de race H, concernant le
début d’cestrus (lot 3 : 224230 vs lot 4 : 25.3324 .61).

Les mémes constatations ont été signalées par Ramon-Ugalde et al (2008) [52], qui
rapportent que suite 3 I'utilisation d’une dose de 18 mg de FSHp chez les Brebis de race
Aragonesa, le début d’cestrus survenait dans les 20 heures qui suivent le retrait du dispositif
intravaginal. Aussi, nos résultats sont semblables a ceux obtenus par Torrés et Sevellec ( 1987)
[43], Chagase Silva et al (2003) [101] qui ont constaté un début d’cestrus 3 24 h et 25,3+0,5 h
apres Putilisation d’une dose de 16 mg de FSHp chez des brebis de race Préalpes et Saloia
respectivement. Aussi, selon José et al. (2008) [102], I"apparition des chaleurs, chez les brebis
Pelibuey, a été observée en moyenne 24h aprés le retrait de I’éponge vaginale, lors d’utilisation
d’une dose de 20mg de FSHp.

Il est & noter que, la variabilit¢ intrinséque observée dans I'apparition des chaleurs entre
individus est I'une des causes principales affectant le succés des biotechnologies d'embryons
chez les moutons [103] et [104]. Une telle variabilité peut étre augmentée par des facteurs
extrinséques comme I'origine de I'hormone (FSHp ou FSHo), le protocole d'administration des

hormones, la race utilisée, la gestion des animaux et méme le caractére saisonnier de la race [72].
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1.2 Réponse ovarienne :

Dans la présente étude, nous avons constaté un effet dose sur la réponse ovarienne. Le
nombre moyen de corps jaunes obtenu chez I'ensemble des brebis de race OD est de 6+4.14,
néanmoins, la réponse ovarienne chez les brebis traitées avec 20 UA est plus élevée par rapport &
celle traitées avec 16 UA (8.33+5.03 vs 3.66+1.15). En revanche, la réponse ovarienne chez les
brebis de race H est de 8.37+5.34 corps jaunes et il apparait que le lot de brebis traité avec 16
UA a présenté une meilleure réponse ovarienne par rapport a celui traité avec 20 UA (lot 3:
9.75+£5.37 vs lot 4 :7£5.71).

La réponse ovarienne obtenue dans notre étude, aprés utilisation d’une dose de 20 mg de
FSHp, est considérablement inférieure 4 celle obtenue avec la méme dose par Brebion et al,
(1992) [7] (chez la race Lacaune) qui rapportent une réponse de 12+1.5 CJ.

Draprés Ricardo et al, (2003) [65], le facteur le plus important qui pourrait avoir une
influence sur la réponse ovarienne est la dose de FSHp, en effet ces derniers ont constaté une
diminution significative de la réponse ovarienne suite 2 I'utilisation de doses trés importantes de
FSHp .

Selon Brebion et al, (1992) [7]; Tervit et al, (1984) [8] et Gonzalez et al, (1991) [105] les
doses totales de FSHp ,les plus souvent préconisées chez la brebis, sont comprises entre 16 et 20
UA, mais ces doses peuvent s’avérer soit insuffisantes, soit au contraire excessives pour un

génotype particulier.

De plus nos résultats montrent que la réponse ovarienne est significativement plus élevée
chez les brebis de race H par rapport a celle de la race OD aprés induction de la superovulation
avec 16 UA (9.75+5.37 vs 3.66 +1.15). Cependant, notre réponse ovarienne est nettement
mférieure a celle obtenue avec la méme dose par Armstrong et Evans, (1983) [32]; Cordeiro et
al., (2002) [S0]; Torres et al, (1984) [49], qui rapportent des réponses respectives de 8.05+3.8 ,
16.6£3.7 , 10.6+1.0, 12415 et 19.542.6 chez les races suivantes : Romney Marsh , Mérinos,
Santa In¢s, Lacaune et Romanov x Préalpes.

La réponse moyenne que nous avons obtenue est placée dans 1’intervalle rapporté par les
différentes études menées chez I’espéce ovine (4.4 4 20.6 CJ). Toutefois, si I'on compare les

résultats des deux races, on constate que les brebis de la race H ont répondu favorablement 3 la
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dose de 16 UA de FSHp qu’a la dose de 20 UA, en revanche, les brebis de la race OD ont
répondu favorablement 4 la dose de 20 UA de FSHp.

Les différences dans les réponses de superovulation entre les races semblent &tre lides 3 Ia
fois a la préparation de FSH utilisée, la voie d’administration ou & la forte variabilité
d’¢élimination de FSH décrite chez la brebis [106], [107] et [108]. Ces différences peuvent étre
aussi dues au fait que la FSH exogéne a été administrée avec la méme dose 4 toutes les femelles
mdépendamment de leurs poids [108].

Drapres Torres et al, 1984 [49], 1a réponse 4 la superovulation par la FSHp est plus élevée
chez les races naturellement prolifiques telles que les brebis Romanov-Préalpes, Mérinos et Ile
de France comparativement aux brebis Préalpes et les brebis Romney Marsh.

Toute fois il faut signaler que, les travaux réalisés chez les ovins ont mis en évidence une étroite
relation entre I’état ovarien avant traitement et la réponse 2 I’induction de la superovulation.
Selon Cognié et al., (2003) [103]; Veiga Lopez et al. ; (2005) [109] il y a une corrélation positive
entre la population folliculaire (2-3mm) avant la superovulation et le nombre des structures
lutéales dénombrées aprés le traitement de superovulation et en revanche la réponse ovarienne

est corrélée négativement avec la présence de gros follicules.

IL. EFFET DE LA DOSE DE FSHp ET DE LA RACE SUR LE TAUX DE RECOLTE, LA
QUALITE DES EMBRYONS ET LE TAUX DE FECONDITE.

IL1. Taux de récolte :

Nos résultats montrent que chez la race OD, le nombre moyen de structures récoltées tend &tre
significativement plus élevé chez le ot traité avec 20 UA de FSHp par rapport 4 celui traité avec
16 UA (624 vs 2+1, p=0.1). Tandis que pour la race H, en utilisant les doses16 UA et 20 UA,
nous avons constat¢ une baisse du nombre moyen de structures récoltées (6.50+4.43 vs
3.25£2.63). En effet, efficacité de la dose totale varie selon la préparation hormonale qui pourrait étre
déterminée a I’aide d’une courbe dose - réponse I91.

Nous avons constaté que lors d'utilisation d'une dose 16 UA de FSHp chez larace OD et H, le

nombre moyen de structures récoltées est significativement plus élevé chez Ia race H par rapport
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a celui de la race OD (H :6.5 +4.43 vs. OD: 2+1, p=0.1); par contre lorsque nous avons utilisé
une dose de 20 UA , le nombre moyen de structures récoltées chez la race OD 2 été plus élevé
que celui de la race H (OD : 64 vs H : 3.25+2.63). Nos résultats sont comparables a ceux de
Simonetti et al, (2007) [57] et Forcada et al,(2000) [60], qui en utilisant une méme dose de F SHp
chez différentes races ont trouvé un taux de récolte plus important chez les brebis de la race
Rasa-Aragonesa par rapport a celui de la race Corriedale (5.3 vs 1.4+0.4). Selon, Torres et al
(1984) [49]; Diancourt et Fry (1992) [48] I’hétérogénéité entre les races des brebis semble étre
due 2 la prolificité de ces races.

Ces résultats confirment ce qui a été¢ décrit par Chemineau et al,(1996) [10], Aguer et
al,(1981) [110] et Grimard et al,(1995) [111] qui rapportent que la trés grande variabilité
mdividuelle de la réponse a la superovulation, est étroitement liée au facteur race et qu'il ne faut

pas le dissocié des autres facteurs de variation.

IL2. Les embryons transférables :

Dans la présente étude, nos avons observé un effet dose sur le nombre moyen
d’embryons transférables chez la race OD (lot 2 : 544 vs Iot 1:1.66+0.57). Tandis que pour la
race H, nos avons noté une 1égére différence entre les lots 3 et 4 (5.75+4 vs 3+2. 16).

1l apparait que les résultats obtenus dans notre étude sont meilleurs par rapport a ceux
décrits par Cognie (1984) [80] et Simonetti et al (2007) [57] qui rapportent une moyenne de 1.9
et 1,4 respectivement aprés utilisation d'un traitement de PMSG et de FSH ovine. Par contre, nos
résultats sont comparables & ceux cités par Giovanie et al (2001) [35] et Gonzalez et al (2003)
[56] qui sont respectivement de 4,9+1,03 et 4,3+1 4.

Les résultats obtenus chez la race H corroborent avec les résultats de Torres et al, (1984)

[49] qui ont rapporté que les brebis Romanov Préalpes présentent une meilleure réponse avec
une dose de 16 mg de FSHp, et des réponses médiocres avec des doses excessives de 20 mg.
En revanche chez la race OD, I’administration de 16 mg de FSHp semble étre insuffisante. En
effet, le nombre d'embryons transférables obtenus chez des brebis francaises de race Lacaune est
inférieur 4 celui des brebis Romanov x Préalpes [49]. Et les mémes constatations ont été révélées
par Armstrong et Evans (1983) [32] qui ont constaté que la réponse a été faible chez les brebis
Rommney Marsh par rapport a celle des brebis Mérinos.
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En effet, la différence de réponse entre les races ovines semble étre en relation avec le
génotype et la prolificité de la race [49] et [71].Ces différences peuvent étre aussi dues au fait
que la FSH exogéne a été administrée avec la méme dose a toutes les femelles indépendamment
de leur poids [108].

IL3. Le taux de fécondité :

Dans notre étude nous n'avons pas noté un effet dose et de race sur le taux de fécondité
(OD (1007 vs 94.44%); H :(96.157 vs 1007)). Nos résultats sont semblables & ceux décrits par
Baril et al., 2004 [112] et Yamada et al., 1996 [113] qui ont obtenu des taux de fécondité de
90%, 92.9% respectivement.

Le taux de fécondation élevé obtenu chez les brebis superovulées, pourrait étre lié a
l'utilisation combinée, au moment optimal, de la saillie et de I'insémination intra-utérine avec de
la semence fraiche [94]. En effet, le dép6t de la semence directement dans les cornes utérines
réduit les altérations massives des conditions de survie des spermatozoides lors de leur passage a
travers le cervix [36]?1-3’( qui peut étre expliqué par le fait que, I’ensemble des brebis ont été

soumises aux mémes conditions environnementales, et ont regu le méme régime alimentaire
[114].
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Conclusion

Les méthodes de biotechnologie de la reproduction en particulier la superovulation et
le transfert embryonnaire (MOET), sont des techniques qui permettent une accélération des
progres genétiques, I"augmentation des effectifs de haute valeur génétique et la préservation
des races. Chez les ovins, la variabilité de la réponse ovulatoire des donneuses limite le

développement du programme de production d'embryon in vivo.

En effet, les résultats obtenus dans la présente étude montrent que

o

* La réponse ovarienne des brebis de race OD traitées avec 20 UA, a été plus élevée par
rapport a celles traitées avec 16 UA (8.33+5.03 vs 3.66+1.15). En revanche, les brebis
de race H traitées avec 16 UA ont présenté une réponse ovarienne meilleure par rapport
a celles traitées avec 20 UA (lot 3: 9.75+5.37 vs lot 4 571}

% De plus, la réponse ovarienne a été significativement plus élevée chez les brebis de

race H par rapport a celle de la race OD apres induction de la superovulation avec 16
UA (9.75%5.37 vs3.66 £1.15)

9,
0‘0

Le nombre moyen de structures récoltées tend &tre significativement plus élevé chez le
lot trait¢ avec 20 UA de FSHp par rapport a celui traité avec 16 UA (624 vs 241,
p=0.1). Tandis que pour la race H, en utilisant les doses16 UA et 20 UA, une baisse du
nombre moyen de structures récoltées a été constaté (6.50+4.43 vs 3.25+2 63).

7
%

I semble qu'il y'a un effet dose sur Ie nombre moyen d’embryons transférables chez la
race OD (lot 2 : 544 vs lot 1:1.66+0.57).

A la lumiére des résultats obtenus, il en ressort que le rendement de superovuation
chez les deux races est tout 4 fait comparable avec ceux rapportés dans la littérature chez les
différentes races existantes dans le monde. Le rendement de la production d’embryons in vivo
chez les brebis de race Hamra a été trés satisfaisant lors d'utilisation d'une dose de 16UA ;en

revanche, ce rendement a été satisfaisant lors d'utilisation d'une dose de 20UA de FSHp chez
la race Ouled Djellal.

Enfin, d’autres travaux devront étre réalisés afin de déterminer les doses optimales a

utiliser chez les deux races Ouled Djellal et Hamra.
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