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Résumé

Chez les ovins, I’extréme variabilité de la réponse ovulatoire limite le développement des
programmes du transfert embryonnaire .L'amélioration du rendement de la production
d'embryons peut étre obtenue par l'usage d'un agoniste ou antagoniste de la GnRH. L’objectif de
notre étude a ét€ d'évaluer l'effet de la répétition d'un prétraitement par un agoniste de GnRH sur
la production d’embryons in vivo chez les brebis de race Ouled Djellal.

Dix (10) brebis de race Ouled Djellal ont été synchronisées par la pose des éponges
vaginales imprégnées de 40mg de FGA, pendant 14 jours. Les brebis ont été réparties en deux
lots : le lot 1(témoin) (n=3) n'ont pas regu de GnRH , tandis que le lot 2 (n=7) ont recu de la
GnRH, pendant 14 jours, comme deuxiéme prétraitement. La superovulation a été induite durant
les derniers jours du traitement progestagéne, chez les lots 1 et 2, avec une dose de 20UA et
32UA de FSHp, respectivement. La fécondation a été obtenue par l'utilisation de la saillie et
I''nsémination intra utérine, et la récolte des embryons a été effectuée a j7 par la voie chirurgicale.

Nos résultats montrent la durée d’cestrus lors du 2" prétraitement a été plus courte par
rapport 4 celle observée lors du 1™ prétraitement (40+5,65 vs 46,4+8,29h) . Le nombre moyen
de corps jaunes tend a étre plus élevée lors du premier prétraitement par rapport a celui du
deuxiéme (17.60+6.01 vs 11.4+7,16, p=0.1). De plus, comparativement au lot témoin la réponse
ovulatoire a été plus élevée lors du 2™ prétraitement (08.33 £5.03 vs 11.4+7,16). Le nombre
moyen des structures récoltées et celui des embryons transférables tend étre significativement
plus faible lors du 2™ prétraitement par rapport au 1 prétraitement: (structures récoltées :
09.83+3.97 vs. 06,2+4.96, p =0.09), (embryons transférables : 09.33+£3.93 vs. 05.8+4.43, p

=0.06).

Chez les brebis Ouled-Djellal, I'administration d'un agoniste de GnRH comme premier
prétraitement a permet d'améliorer la production d'embryons. Cependant, une baisse du
rendement de la production d'embryons a été observée lors de la répétition du prétraitement de

GnRH.

Mots clés: Brebis, Ouled Djellal , Agoniste de GnRH, superovulation, embryons.



Résumé

Abstract

In sheep, the exireme variability in ovulatory response limits the development-of embryo-
transfer programs. Improved performance of the production of embryos can be obtained by

tha 11aa Af an acnnict Ar (i DIT nﬂ*'nnt\ﬂ-lﬂl- Tha Af Aane otiider vina o avals 1nta tha affant ~F
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the repetition of a pretreatment with a GnRH agonist on embryo production in vivo in ewes
Ouled Djellal.

Ten (10) ewes were synchronized Ouled Djeliai by the instaiiation of vaginal sponges
impregnated. with 40 mg of FGA for 14. days. The sheep were divided. into two lots: lof 1
(control) (n = 3) did not receive GnRH tandsi the batch 2 (n = 7) received GnRH for 14 days
as second pretreatment. Superovulation was induced during the last days of progestagen
treatment, in lots 1 and 2, with a dose of 20uA and 32UA FSHp, respectively. Fertilization
was obtained by the use of mating and intrauterine insemination, and collection of embryos
was performed at day 7 by the surgery.

Our results show the duration of estrus during 2ier pretreatment was shorter compared to
that observed in the lieme pretreatment (40 + 5.65 vs. 46.4 + 8.29 h). The average number of
corpora lutea tends to be significantly higher in the first pre-treatment compared to that of the
second (17.60 = 01.06 vs 04.11 + 7.16, p= 0.1). In addition, compared to the control group
the ovulatory response was higher at the 2nd pre-treatment (08.33 + 03.05 vs 11.04 = 7.16).
The average number of structures collected and the embryos transferred tend to be

significantly lower when compared to pretreatment Znd Ist pretreatment: (Structures
collected: 09 83 + 3.97 vs. 06.2 £ 496, p = 0.09), (transferable embryos: 0933 £ 393 vs. 85
+4.43, p=10.06).

Ewes Ouled-Djellal admlmstratlon ofa GnRH abomst as first pretreatment enhances the

observed when repeatmg the pretreatment of GnRH.

Keywords: Sheep Ouled Djelial, GnRH agonists, superovulation, embryo
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Introduction

En Algérie, I’effectif total du cheptel ovin est estimé a 18,7 millions de tétes, et la part des
ovins dans I’effectif global des ruminants est de 80 % [1].Ainsi, de par son importance, il joue un
role prépondérant dans I’économie et participe activement a la production des viandes rouges
(MAP, 2004).

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, 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 Ouled Djellal.

Les biotechnologies de la reproduction, en particulier la production in vivo d’embryons est
le moyen le plus efficace pour préserver les races qui sont en voie de disparition. L’étape
principale influencant la réussite de la production d’embryons est la superovulation, c'est une
méthode d’induction d’une poly-ovulation qui se pratique par un traitement classique de
synchronisation des chaleurs et de stimulation des fonctions ovarienne par une variété de
préparation hormonale a activité gonadotrophe. La FSH semble la préparation la plus utilisée car
elle permet d'obtenir un taux élevé d'ovulation et des embryons de trés bonne qualité [2]. La dose
totale de FSH administrée varie de 16 4 21UA [3] et [4]. Cette variation de dose dépend du type

de préparation commerciale de FSH et de la race [5].

En effet, I’inhibition des sécrétions endogénes de LH et FSH par administration d’un
analogue de GnRH [6] ou d'antagoniste de GnRH [6] et [7] permet d'augmenter de 50% la

réponse ovulatoire et de doubler le nombre d’embryons transférables par brebis traitée [8] et [9].

L’objectif de la présente étude est d'évaluer la répétition du prétraitement par un agoniste

de la GnRH sur la production in vivo d’embryons chez la brebis de race Ouled Djellal.




CHAPITRE 1

LES TECHNIQUES ET FACTEURS DE
VARIATION DE LA PRODUCTION D’EMBRYONS
IN VIVO.



Partie biblioeraphicque Chapitre I

I- INTRODUCTION:

la production et la transplantation embryonnaire in vivo sont des technigues qui
permetient d’accélérer le progrés génétique par une sélection et une multiplication accrue des
individus remarquables. Utilisées chez piusieurs espéces animaies, ces biotechnologies de ia
reproduciion consisies a faire produire a une femelle donneuse un nombre élevé d’embryons
que I’on puisse transférer chez des femelles receveuses dont le cycle sexuel a été synchronisé

a ce lui de la donneuse [10].

. .
_T oe toachninnees da nradnefinn in vivn d2amhruvnne
A S BIARAT ‘\r\auul"“w B l’l LA SEAN-SAWFREE 222 T A Y W A8 \rullll.’vl.l.\’ -

Les technigues de production ot do transfort d’embryons i vive comportent los dtapcs

e Synchronisation des chaleurs.
e Induction de la superovulation.

e Fécondation (insémination artificielle et/ou saillie naturelle).

C‘t}llecte= rarharche aof tr1 r‘as em]'\ﬁr ns.
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» Transfert et/ou conservation des embryons.

II-1. Synchronisation des chaleurs :
Deux agents sont fréquemment utilisés pour la synchronisation des chaleurs dans les

protocoles de superovulation chez les petits ruminants :

ii-i.1. Les Frogestagénes :

B W PO T EN P e b - Ram & Meemt e omgad o dses sem s
L

La progesicrone ou oes analogucs, dits, progestagénes [11]. Ces demniers, sont administrés
soit oralement, ou bien sous forme d’implants sous-cutanés, CIDR® (Controlled Internal
Drug-Releasing device) ou par moyens des éponges intravaginales [12], d'autres voies sont
possibles tel que l'injection ou encore addition dans I’aliment [13].

De plus, différents principes actifs sont retrouvés selon les

= e EO A S By

fluorogestone (FGA) ou d’acétate de médroxyprogestérone (MAP) [14].
Ces produits exercent un feed-back négatif sur la sécrétion de LH et ['ovulation est donc
inhibée [12]. Cependant, au retrait du traitement de progestérone ou de ses analogues, la

croissance folliculaire, T'cestrus et 'ovulation sont obtenus au bout de 2 4 8 jours [11] et [12].
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L’ovulation est normalement déclenchée 54h aprés la fin du traitement [15] et I’cestrus

apparait dans les 48h qui suivent le retrait [16].

II-i.2. Les prostagiandines :

La maitrise de la phase lutéale peut chez les femelles cyclées étre obtenue en faisant appel
a la prostaglandine F2a seule. Si les PGF2a agissent sur la durée de vie du corps jaune, elles
nont pas d’effet direct sur la croissance folliculaire. Chez les petits ruminants, la

prostaglandine n'induit la lutéolyse qulentre le 5™ et le 14™ jour du cycle. La
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apres I’injection de la prostaglandine [17].
Chez la brebis cyclée, I'induction et/ou la synchronisation de I’oestrus peut étre obtenue
par un traitement combinant progestagéne et prostaglandine avec ou sans PMSG ou par une

injection unique ou double de prostaglandine & 11 jours d’intervalle [17].

II-2. Induction de la superovulation :

La super ovulation consiste 4 injecter des hormones gonadotrophiques a des femelles
quelques jours avant I’cestrus pour obtenir au moyen de son action folliculostimulante une
augmentation du nombre de follicule et une accélération de leurs croissance et leurs
maturation [18].

Selon Chupin, 1988 [18], le principe de la superovulation est de réaliser un court circuit au
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II-2.1. Nature des traitements :
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-2.1.1. PMSG :
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gestation, elle posseéde une activité biologique correspondant classiquement 4 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 I’organisme 15 a 32 heures aprés son injection
elle est douée d’une double activité 4 la fois de type FSH et LLH avec un rapport constant de
0.2 [191. En effet, c’est la
administrée en IM en une seule injection de 1000 4 2000UI, un ou deux jours avant le retrait
de I’éponge. Cependant, cette gonadotrophine présente deux inconvénients [20] :

v" Une activation prématurée de la méiose ovocytaire due a la forte activité de LH de

PMSG

dans les voies génitale due a I’action prolongé de la PMSG (longue demi-vie).
En plus de I"utilisation répétée de la PMSG entraine I’apparition d’anticorps anti PMSG [21],
ces effets conjugués peuvent expliquer les faibles performances obtenues avec la PMSG (2 &

3 embryons transférable en moyenne par donneuse) et son abondant au profit de FSH [20].

1-2.1.2. FSH :

Elle esi obienue a pariir des exiraiis hypophysaires. Des éiudes comparatives oni moniré
[ T S 2 Do T .'\ﬂ FETTET et Avr Avriveo tT@U
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production d’embryons aptes au transfert, mais aussi la nécessité de les administrer de facon
séquentielle de 6 & 8 injections & 12h d’intervalle dans les 3 ou 4 demniers jours du traitement
progestagene, la derni€re injection ayant lieu 12h aprés le retrait du progestagéne étant donné
leur courte demi-vie {n lq,l ¢

En ce
ce

B4

enrichie en LHp (rapport FSH/LH de 0

ai concerne la FSHn. elle ne:
qui ¢oncame ia romp. ellig :

3 a 0,4) lors des deux demniéres injections réalisées a

>

I"arrét du traitement progestagéne [5].

II-3. La fécondation :
Apres synchronisation et superovulation, succéde la méthode de lutte. Deux méthodes

peuvent Etre appliquées, I"insémination artificielle et la saillie naturelle [5].

;
!
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T1-3.1. Saillie naturelle :

Au cours de la saison sexuelle, elle est utilisée avec succés, la technique généralement
employée est la monte en main. Elle débute dés I’apparition des chaleurs et consiste a
appliquer deux 4 trois saillie de 12 heurs d’intervaile. Mais cette technique n’est pas dénuée
d’inconveénients

e Il a été¢ démontré que le transport et la survie des spermatozoides dans les voies

génitales femelles peuvent &tre perturbés aprés traitement progestatif associés a
I’induction de la superovulation [22].

T ~nsdra anionn la fasld 4+
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faible durant cette période [23].

II-3.2. Insémination artificielle :
> 'insémination. Il est donc nécessaire de dépose emen
Pentré du col (insémination cervicale), ou au fond du vagin (insémination vaginale). Une
solution alternative existe avec insémination intra-utérine, ce type d’insémination est réalisé
a i’aide d’un endoscope. Des faibies quantiiés du sperme frai on congeié soni mises en piace
directement dans chaque corne utérine a ’aide d’un matériel spécifique [24].

La fertilité obtenue aprés IA cervicale avec de la semence congelée reste faible (10-20%).

Seule la réalisation d’IA intra-utérine sous controle endoscopique permet d’obtenir des
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spermatozoides mobiles a traverser le col de I"utérus.
En effet, les résultats de production d'embryons varient en fonction du type de fécondation
utilisé (cf tableauI)
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Tableau I: Résultats comparatifs entre la saillie naturelle+insémination artificielle et la saillie

naturelle seule [25].

Race ovine | Fécondaiion | Nombre Nombre % d'embryons
d’embryons d’embryons viables
transférables viables

Scottish Saillie 414 362 76,3

blak naturelle+tIA

naturelle
Welsh Saillie 373 302 80,5
Mountain | naturelle+IA
Saillie 254 186 73,2
naturelle
Pooled data | Saillie 847 664 78,4
naturelle+IA
Saiilie 390 284 72
naturelle

Ii-4. La coliecie d’embryons:

Cest

bl MAaaioda A o aves

uiic GpC;auuu qui CO1idISwC a 16
entre le 06 et le 08¢me jour apres le début de I’cestrus [26] de la facon la plus efficace et la
moins traumatisante possible. Les embryons sont récoltés par ((lavages successifs)) des deux
cornes utérines .Une solution physiologique (PBS) est injectée a I’une ou I'autre des

extrémités de la ¢ utérine [26] Le flux créé par Piniection de cette soluti

le milieu de collecte [5].

En raison de la difficulté de << franchir >> le col de I'utérus et de I’impossibilité¢ de
manipuler les cornes utérines par palpation rectale [24] Ia collecte des embryons ne peut se
faire par les voies génitales naturelles [27] et [28]. Donc la récolte ne peut se faire que par

laparotomie abdominale (collecte chirurgical) ou sous contrdle endoscopique (la collecte par
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laparoscopie) [2].I1 a été observé que le taux de collecte obtenu par cette technique
(endoscopie) est 10 a 15% inférieur & celui obtenu par la technique chirurgicale. La
laparotomie médioventrale permet de collecter aisément 72% d’embryons. Elle est aussi trés
accessible étant donné le peu de matériel qu’elle nécessite. La technique laparoscopique fut
développée afin d'améliorer les possibilités de répétition de la collecte chez les femelles
donneuses permanentes [5]. La collecte laparoscopique, de maitrise plus délicate, offre un

rendement moyen de 62% [29].

II-5. Examen et classement des embryons :

La recherche et I’examen des embryons a la loupe binoculaire dans le liquide de récolte
doivent étre effectués Apres décantation du liquide de récolte ou bien aprés filtration, le
décantit (ou filtrat).

Les criteres d’appréciation de la viabilit¢é des embryons sont exclusivement
morphologiques. Les ovulations n’étant pas toutes synchrones, plusieurs stades
embryonnaires peuvent &tre observés au cours d’une méme récolte.

L’observation de I’intégrité de la zone pellucide, la taille et I’homogénéité de la masse
cellulaire incluse dans celle-ci, la formation du blastocoele, du bouton embryonnaire et du
trophoblaste permet de juger de la viabilité de I’embryon. Tous ces critéres figurent dans la
blastographie publiée par 'INRA-UNCEIA (1990) (Cf. tableau II).Certaines équipes rajoutent

une classe 5 qui correspond aux ovocytes non fécondés.
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Tableau II :Classification des embryons selon leur qualité (d’apres 'INRA-UNCEIA, 1990)

Classification | Qualité Description

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

-Blastomeres polygonaux au stade morula aspect
compact.

-Embryon un peu en retard de développement par
rapport & son jour de collecte.

-Ou embryon semblable & I’embryon excellent mais
asymétrique.

-Ou exclusion de quelques blastoméres dans
I’espace périvitellin.

Bon

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

-nombreuses cellules échappées dans [’espace
périvitellin, des vésicules, des cellules dégénérées,
blastomeéres de taille variable.

-Aspect plus clair ou plus sombre que normal.

2 Moyen

-Nombreux défauts comme de nombreuses cellules
échappées, dégénérées, de tailles différentes, des
3 Meédiocre vésicules grosses et nombreuses ; Mais présence
d’une masse cellulaire homogéne qui apparait
viable.

Mort ou dégénéré -Arrét de develo’ppement a un stade précoce.
4 -Cellules dégénérées.

I1-6. 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
s’envisager a court ou long terme [17].

La cryoconservation permet 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 1’échelle
internationale, diminuant ainsi considérablement les frais de transport et de quarantaine par

rapport a ’exportation des animaux adultes [30] et [31].

< 1 8 | N
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Deux techniques sont fréquemment utilisées : La congélation lente et la vitrification. La
congélation ne doit étre appliquée qu'a des embryons de qualité bonne a excellente. Les
embryons de qualité inférieure verraient leur espérance de survie considérablement réduite
apres congélation. Il est conseillé de limiter le temps dattente des embryons devant étre

congelés & deux ou trois heures [32].

IIT- FACTEURS DE VARIATION DE LA PRODUCTION IN VIVO D’EMBRYONS:
La variabilit¢ 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, 23% des brebis Lacaune et 10% des chévres Alpine et Saanen ont
moins de 5 ovulations apres le traitement pFSH et par conséquent sont éliminées de la collecte
d’embryons tandis que 17 & 20% des femelles traitées ont plus de 20 ovulations [6].
La variabilité est li€e a des facteurs intrinséques de 1’animale aussi bien qu’extrinséques

[5] et [33].

ITI-1. Les facteurs intrinséques :

II1-1.1 Iindividu :
La distribution des donneuses en fonction du nombre d’ovulation montre une importante

variabilit¢ de la réponse au traitement selon les individus [3].

II1-1.2 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 2). Les données disponibles
sur le taux d’ovulation montrent que ce caractere est variable selon les races [34]. Pour la
brebis Romney Marsh, Armstrong et Evans (1983), [35], constatent une plus faible réponse au
traitement FSHp que pour la brebis Mérinos. Suite a4 ’administration de 16mg de FSHp, la
réponse ovulatoire des brebis de race Lacaune est inférieure a celle des brebis prolifiques
Romanov x Préalpes [36]. L effet de race peut s’expliquer par le fait que les follicules des
brebis prolifiques atteignent leur maturité a un diameétre inférieur 4 ceux des brebis non-

prolifiques [37].
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1-1.3. L’age :

L’4ge de I’animal peut constituer un facteur limitant compte tenu du fait que le nombre de
follicules qui quittent la réserve diminue avec celui-ci [19]. En revanche, les résultats
rapportés par Forcada et al , 2000 [38]; Simonetti et al., 2007 [39]; Bartlewski et al., 2007

[40], 1a réponse ovulatoire est plus importante chez les brebis adultes que celle des plus jeunes

ITI-1.4. Etat des ovaires:

L’état de la population folliculaire au moment ou débute la stimulation ovarienne étant le
facteur principal de variation de la réponse a FSH [41].

Chez la brebis superovulée, le nombre d’ovulations est positivement corrélé (r = 0,7) au
nombre de petits follicules (de 1-2 mm) [42]et négativement affecté par la présence de gros
follicules (> 6 mm) présents sur les ovaires au début de la stimulation gonadotrope [3] et [43]
et [44] ou par la présence/absence de corps jaunes au début et/ou pendant le traitement de
superovulation [43]. La qualité de la réponse va dépendre de I’importance de la réserve des
follicules préantraux [19].

Il est a noter que la présence d’un follicule dominant, par ses sécrétions d’cestradiol et
d’inhibin A, est délétére pour le recrutement d’un nombre conséquent d’autres follicules [45].
En effet, le seul moment du cycle ovarien ou il n’existe pas de follicule dominant correspond
aux 24 heures suivant ’ovulation, d’ou 1’idée d’une équipe Uruguayenne du « Day 0
Protocol». Dans ce protocole, la premicre administration des hormones gonadotropes se fait
juste apres ’ovulation, 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 [45].

III-2. Les facteurs extrinséques :

II1-2.1. La saison :

Chez les brebis de race Lacaune traitées avec FSHp en période d’ancestrus saisonnier, le
nombre moyen d’ovulation par femelle est inférieur a celui obtenu pendant la saison de
reproduction [36].Cette différence n'a pas été observée chez des chévres laitieres, bien que la

qualité des embryons soit plus élevée dans la saison de reproduction [23].

R g
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II-2.2. Facteurs nutritionnels :

Il est connu que I’incidence des ovulations multiples et des naissances multiples chez les
ovins pourrait étre augmentée par 1’amélioration du niveau nutritionnel avant et durant la
lutte ; ceci constitue le flushing. Deux effets indépendants sont impliqués ; Premiérement,
I’incidence des ovulations multiples est positivement associée au poids vif & la lutte. C’est
«effet statique » du poids vif. Deuxiemement, cette incidence est améliorée par
’augmentation du poids vif avant la lutte. C’est « I’effet dynamique » du poids vif [46] et
[47].

I1 a été constaté que les brebis souffrantes d’une sous-alimentation durant le traitement de
superovulation pourraient présenter un effet de luteolyse prématurée des corps jaunes [48] et
qui peut étre aussi engendré par la sécrétion prématurée de PGF2. 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 [49].

III-2.3. Le choix de I’hormone du traitement:

Le choix de I’hormone gonadotropique pour le protocole de superovulation est d’une
importance capitale [35]. Il a été démontré que I"utilisation de la FSHp permettait 1’obtention
d’un grand nombre d’ovulation et d’embryons transférables supérieurs aux nombres obtenus
par I’utilisation d’eCG [50].

Des études comparatives ont montré la supériorité des extraits hypophysaires porcins
(pFSH) ou ovins (0FSH) en termes de production d’embryons aptes au transfert [20]. Un
traitement cocktail, associant en une seule injection de FSH avec une dose modérée de eCG
(400 a 800UT) a été utilis€ avec succes chez les brebis Mérinos afin d’éviter les désavantages

liés a la durée de I’activité biologique de chacune des gonadotrophines [51] et [52] et [53].

III-2.4. Doses utilisées :

L’induction de la superovulation est tributaire de la dose de FSH administrée [18].
L’efficacité de la dose totale varie selon la préparation hormonale qui pourrait étre déterminé
a I’aide d’une courbe doses et réponse. Selon Baril et al ; 1993 [5], les doses les plus souvent

utilisées sont comprises entre 16 et 20 mg [3].Les résultats obtenus (en terme de taux de




Partie bibliographique Chapitre I

production d’embryons) en utilisant les doses précédemment citées sont étroitement lie au

génotype de la brebis donneuse.

III-2.5. Répartition des doses et rapport FSH/LH :

Dans les conditions physiologiques, ce rapport évolue au cours du cycle, avec une
diminution a I’approche de 1’ovulation [54]. Par ailleurs, si le rapport FSH/LH est trop faible
par exces de LH, 'ovulation se trouve prématurée et les résultats sont moins bons [55] ;
inversement, si le rapport FSH/LH est trop faible par manque de FSH, I’cestrus est retardé et
les résultats baissent [56]. L activité FSH doit nettement prédominer sur celle de la LH en
début de traitement (chez la brebis Lacaune un rapport FSH/LH < 2 affecte la qualité
embryonnaire); un enrichissement en LH semble en revanche nécessaire en fin de traitement
(FSH/LH < 0,4), conditionnant 1’induction des ovulations [57]. 1 convient donc, pour avoir

les meilleurs résultats possibles, de bien controler ’évolution de ce rapport jusqu’a I’ovulation

[9].

ITI-2.6. La technique d’insémination utilisée :

La technique d’insémination, naturelle ou artificielle Joue un rdle important sur le taux de
fécondation des ovocytes, donc sur le rendement d’embryon transférable. Le succés de la
fécondation des ovocytes est en partie limité par la variabilité du moment de I’ovulation par
rapport a I’insémination artificielle [20].

La fécondation des femelles fortement superovulées pose des difficultés particuliéres,
liée non seulement au traitement mais aussi 4 la réponse ovarienne. En effet, Le passage des
spermatozoides 4 travers le cervix est perturbé chez la brebis superovulée [35]. Cependant le
dépbt de la semence 48 a 50h aprés le retrait d’éponge dans les cornes utérine permet des taux

de fécondation élevé chez les donneuses ayant de moins de 30 ovulations [20].



CHAPITRE II

FACTEURS D’AMELIORATION DE L&
PRODUCTION D’EMBRYONS IN VIVO.



Partie bibliographique chapitre 11

II-Introduction :

Les faibles réponses au traitement de FSH chez les femelles superovulées (femelles ayants
moins de 5 ovulations : 20 % chez les brebis ; 10% chez les chévres ) constituent un facteur
limitant de la transplantation embryonnaire [20].Chez la brebis superovulée avec FSH, le
nombre d’ovulations est positivement corrélé au nombre de petits follicules de 1-2 mm et
négativement affecté par la présence de gros follicules présents sur les ovaires au début de la
stimulation gonadotrope [3] et [43].

Comme la fin de la croissance des follicules est strictement dépendante de l'activité
hypophysaire, 1l a été fait l'hypothese qu'en inhibant les sécrétions endogénes de LH et FSH
l'on devrait enrichir la classe de taille (1-2 mm) qui précéde la dépendance vis a vis des

gonadotrophines.
II-1.Les techniques inhibant les effets délétéres du follicule dominant :

A. Début du traitement de superovulation en ’absence d’un follicule dominant:

La comparaison des réponses chez les animaux pour lesquels le traitement de
superovulation a commencé en présence ou en absence d’un follicule dominant montre que
dans ce demier cas le nombre moyen d’ovulations est fortement augmenté. Le suivi
échographique pendant au moins 3 jours avant le début du traitement pour s’assurer de
I’absence de follicule dominant au moment du début de traitement semble donner des résultats

satisfaisants [S8] et [59].

B. Elimination du follicule dominant :
D’autres méthodes ayant pour but d'éliminer un éventuel follicule dominant, avant
I’administration du traitement gonadotrope, sont en cours d’évaluation ; ces méthodes sont

soit physiques, soit hormonales.

B.1. Méthodes physiques :

11 s’agit de ponctionner le follicule dominant par aspiration transvaginale échoguidée chez
la vache [60] ou sous laparoscopie chez la brebis [61]. Les résultats des différentes études
testant 1’efficacité de la ponction du follicule dominant sont plutdt encourageants. Cette
ponction du follicule dominant est la plupart du temps bénéfique en terme de nombre total
d’embryons collectés et d’embryons viables [59] , De Ruigh et Mullaart (1999) [62], Ede et al
(1999) ] [63] sauf pour Shaw et Good (2000) [64] pour lesquels 1’augmentation du nombre
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total d’embryons collectés suite & 1’ablation du follicule dominant ne s’expliquerait que par

I’augmentation du nombre d’embryons non transférables.
B.2.Méthodes hormonales :

1. Progestagénes et oestradiol 17-p (E17-B) :

Elle consiste a éliminer le follicule dominant et la synchronisation de la vague folliculaire.
BO et al (1995) [65] ont cherché, par un traitement hormonal associant implant de
progestagenes et oestradiol 17-f (E17-8) a éliminer le follicule dominant et par-la méme a
provoquer 1’émergence d’une nouvelle vague folliculaire avant I’initiation du traitement de
superovulation. Cependant, méme apres détermination du moment optimal d’administration
de I’oestradiol, les résultats obtenus avec les animaux traités avec 1’association progestagénes
— oestradiol ne sont pas meilleurs que ceux obtenus avec les progestagénes seuls [66]. Malgré
son intérét théorique, I’ajout d’oestradiol dans les protocoles de superovulation ne parait donc

pas intéressant [60].

2. Utilisation de la GnRH:

Depuis la découverte de la GnRH comme principal facteur hypothalamique régulant la
libération des gonadotrophines, de nombreux travaux ont été entrepris pour synthétiser des
analogues de ce décapeptide [67].

La synthese de ces analogues a €t€ orientée vers la synthése d'agonistes permettant de
mimer les stimulations hypothalamiques afin de maitriser plus précisément la fertilité¢ des
especes animales. La mise en évidence de leffet inhibiteur paradoxal des agonistes
administrés sur un laps de temps suffisant a remis en cause les perspectives d'utilisation des
agonistes en termes de stimulation, mais a ouvert la voie a toutes les utilisations possibles de
l'inhibition de l'axe hypothalamo-hypophysaire dans la maitrise des fonctions de reproduction
[68].

2. 1.Définition de la GnRH :

La GnRH, ou gonadolibérine, est une neuro-hormone peptidique de 10 acides aminés
secrétée en continu et de mani€re pulsatile par ’hypothalamus. Elle agit sur la sécrétion
alternée des hormones hypophysaires par les cellules gonadotropes [69].

La GnRH des mammiferes est identique chez les bovins, ovins, porcins, primates, chien,

homme [70] ainsi que chez les amphibiens [71].
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L'intérét clinique des analogues de synthése de la GnRH porte d'une part sur la possibilité
d'intervenir avec ces molécules de facon ponctuelle, par des injections intramusculaires ou
intraveineuses afin de modifier & des instants précis le déroulement des cycles ovariens chez
diverses especes, mais une part importante de leurs applications est basée sur leur présence
sur une longue durée dans l'organisme. Le phénoméne de désensibilisation observé par des
traitements au long terme avec des agonistes et le maintien d'une inhibition continue par les
antagonistes nécessite des concentrations plasmatiques soutenues pendant de longues
périodes. Le maintien de telles concentrations nécessite soit des injections répétées de petites

doses, soit des injections plus espacées de doses massives [67].

2.2. Roles physiologiques de la GnRH :

Elle permet la croissance folliculaire par la FSH et favorise la synthése de récepteurs 4 LH
sur la membrane des cellules de la granulosa, eux-mémes impliqués dans 1’ovulation et la
lutéinisation. Elle entraine donc la formation d’un corps jaune fonctionnel et une forte
synthése de progestérone, favorable a la survie de ’embryon. Elle provoque une décharge
brutale de LH qui agit comme un pic pré ovulatoire normal, avec ovulation du follicule
dominant, lutéinisation puis initialisation de la vague folliculaire suivante dans les deux jours
[72] et [73]. L’induction de 1’ovulation se fait dans un délai constant entre les animaux, d’ou
son intérét dans les protocoles de synchronisation des chaleurs et le traitement des animaux a
ovulation retardée.

Injectées en phase lutéale, la GnRH et ses analogues favorisent les grandes cellules
lutéales qui sont plus actives pour la synthése de progestérone (effet lutéotrope) et moins
sensibles a 1’effet lutéolytique que les petites cellules (effet lutéoprotecteur) [74]. Elle a un
r6le alors dans le maintien du corps jaune et de la gestation, car un fort taux de progestérone
apres ’ovulation favorise le développement embryonnaire [75].

De plus, la GnRH a un effet antilutéolytique en provoquant la lutéinisation des follicules
présents sur 1’ovaire. Elle fait chuter la sécrétion d’oestrogenes ce qui limite I’apparition des

récepteurs endométriaux a 1’ocytocine [73].

2.3. Effet de ’administration chronique des agonistes de la GnRH (Désensibilisation de
Phypophyse):

Les analogues de synthése sont des molécules de composition chimique voisine de celle
de la molécule naturelle. Parmi ces molécules, on distingue des agonistes qui présentent une

affinité pour le récepteur a la molécule naturelle et la capacité d’induire un effet observable
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suite 4 I’interaction avec ce récepteur. Cette capacité est aussi appelée activité intrinséque de
I’agoniste ou efficacité. Les agonistes sont donc caractérisés par leur affinité pour un
récepteur et par leur efficacité [76].
Les analogues ont pour le moment trois explications complémentaires de la désensibilisation
[76] et [77].
o La diminution du nombre de récepteurs a la surface des cellules gonadotropes.
o L'absence de couplage entre les récepteurs et les seconds messagers
intracellulaires du fait du phénomeéne de micro-agrégation et de saturation des
seconds messagers.

o L'inhibition de la synthése des gonadotrophines pendant cette période.

2.4. Effet de ’administration des antagonistes de la GnRH (Inhibition de la sécrétion
de la GnRH) :

Les antagonistes sont caractérisés par une affinité pour les récepteurs comme les agonistes
mais par une absence d’efficacité. Ils sont dits compétitifs lorsqu’ils se lient au méme site de
fixation que la molécule dont ils antagonisent les effets, ou non compétitifs lorsque leur
interaction ne se fait pas sur le méme site. Un antagoniste compétitif n’entre en compétition
qu’en termes d’affinité avec la molécule naturelle alors qu’un antagoniste non compétitif
intervient sur I’affinité et I’efficacité [76]. Les études de 1'équipe de Kovacs et al., (2001) [78]
ont montré en comparant l'effet d'une administration ponctuelle de I'antagoniste & celui d'un
dép6t de celui-ci sur des rattes stérilisées ou non. IIs ont abouti aux résultats suivants :

e L'administration d'un antagoniste de la GnRH induit un premier effet
d'inhibition de la libération de LH par I'nypophyse.

e Puis une diminution de la concentration en LH dans les cellules gonadotropes
(apres quelques jours de traitement).

e Une diminution de la quantit¢ dARNm des récepteurs 4 la GnRH dans les

cellules gonadotropes.

2.5. Utilisation de la GnRH en médecine humaine :

Chez la femme, 1’administration de GnRH ou analogue est utilisée dans la thérapie les cas
d’hypogonadisme hypogonadotrope d’origine hypothalamique ou d’anovulation par
hypopulsatilité , mais aussi dans les programmes de FIV [79]. Les principaux agonistes de la
GnRH utilisés en médecine humaine sont Leuproréline, Buséréline, Goséréline, Trytoréline
et Nafaréline. [80].
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Les premiers analogues de la GnRH utilisés dans les programmes de fécondation in vitro
ont €té les agonistes sous formes d'injections quotidiennes ou d'injections de microcapsules.
Le but du traitement était d'obtenir une inhibition totale de I'axe hypothalamo-hypophysaire
afin de prévenir l'apparition du pic de LH et de provoquer celui-ci par une injection de hCG

[79]. Mais plus récemment un protocole plus efficace utilisant un antagoniste de la GnRH,

®
Cetrorelix , a permis d'obtenir de meilleurs résultats [82].

2.6. Utilisation de la GnRH en médecine vétérinaire :

a. Chez la jument :

Chez la jument, quelques essais ont été effectués avec des agonistes de la GnRH.
L’administration d’un implant de Buséréline le jour de ’ovulation (durée de relarguage de 28
jours) n’apporte pas d’amélioration globale ni en nombre d’ovulations, ni en nombre
d’embryons [82]. Une grande variabilité inter animaux quant aux effets «inhibiteursy de
I’agoniste, en est peut &tre responsable, cette derniére pouvant étre attribuable & la forme
d’administration sous-cutanée. Un traitement comparable avec implants de Deslorelin (deux
implants de 2,1 mg, Ovuplant®) posés avant 1’ovulation du cycle précédent, n’a pas non plus
d’effet améliorateur sur la réponse ovarienne, en terme de nombre d’ovocytes collectés par
jument (1,8 sans agoniste vs 1,3 avec agoniste) ou de proportion d’ovocytes récupérés par
follicule ponctionné (25 % et 21 % respectivement) [83]. Cette proportion est trés décevante

par rapport aux autres especes [84], [85] et [86].
b. Utilisations chez les ruminants ;

b.1. Chez la vache ;

Il a été montré que I’injection d’agoniste de la GnRH quelque soit le moment du cycle,
induisait ’émergence d’une nouvelle vague folliculaire 3 a4 4 jours aprés le traitement et
€liminait les gros follicules par ovulation et lutéinisation [87].

Dans cette optique, Kohram et al., (1998) [87], ont injecté¢ un analogue de la GnRH
(Cystorelin®) 2 jours avant le traitement de superovulation. Bien qu’ayant augmenté la
réponse ovarienne, le nombre d’ovocytes non fécondés ou d’embryons dégénérés était
¢galement augmenté. La survenue d’un pic de LH , 2 jours avant la superovulation

compromettrait donc la capacité des follicules a ovuler et & produire des embryons viables.
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1. Protocoles utilisant les agonistes de la GnRH :

L'utilisation des agonistes du GnRH permet d'empécher les ovulations prématurées griace
a une désensibilisation hypophysaire réversible. L’administration d'un agoniste de GnRH
induit initialement une libération de LH et FSH ("flare-up") puis l'effondrement de la
sécrétion des gonadotrophines [2].

Utilisée seule, une injection de GnRH peut induire "ovulation dans une population de
brebis cyclées, par sécrétion de LH [93]. Cependant, I’inhibition des sécrétions endogeénes de
LH et FSH par administration pendant 14 jours d’un analogue de GnRH, permet de doubler le
nombre de follicules de 1 & 2 mm avant le traitement FSH, la réponse ovulatoire est
augmentée de 50% et le nombre d’embryons transférables par brebis traitée (10 embryons) est

doubl€ par rapport aux donneuses superovulées en 1’absence de prétraitement [9].

2. Protocoles utilisant les anti GnRH :

Ces molécules bloquent les récepteurs de GnRH de fagon compétitive et n'entrainent pas
de relargage initial de gonadotrophines évitant ainsi l'effet « flare up ». Les études chez
I'animal et chez I’homme ont montré que 1'administration de I'antagoniste entraine une chute
brutale des gonadotrophines et permet de prévenir ou d'interrompre le pic de LH, 'ovulation
et la lutéinisation prématurée [94] et [95].

L’utilisation de ces produits se fait par un traitement de 11 jours avant ’administration de
FSH [3] (cf. tableau III). IIs peuvent étre également utilisés avec une injection unique 12h
apres le retrait des éponges [96]; dans ce cas les anti-GnRH sont chargés de retarder le pic de
LH, sans I’inhiber (ce qui permet de prolonger la phase de recrutement et donc d’augmenter le
nombre de follicules recrutés), jusqu’a I’injection de LH pour provoquer de fagon exogéne le

pic préovulatoire.
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Tableau III : Production d’embryons chez la brebis en fonction du prétraitement utilisé [6],

[71 [97].
Rendement de la superovulation
GnRH Régime (Eufs Embryons Embryons
. L Auteurs
Utilisée d'injection | CJ Collectés | Transférables | Transférables/
% % Brebis
Anti GnRH 11inj 20,6+10,2 76 85 12,0+7.8 [6]
Anti GnRH 03 inj 18,4+9.5 68 77 8,3+£5,6
Anti GnRH 01 inj 12,2+1.1 78 70,8 7.3+1,1 7]
Analogue de 14 inj 15+7.,8 64 46 5,7+6,3 97
GnRH 60 jours | 14,4+72 |68 71 5,7+5,.2 ]
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Objectif

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. L’état de la population folliculaire au
moment ou débute la stimulation ovarienne étant le facteur principal de variation de la
réponse a FSH, plusieurs approches visant & contrdler cette population folliculaire ont
¢té étudi€es. Parmi ces approches, une possibilité largement étudiée chez les ovins,
consiste a accroitre le nombre de follicules dans la classe de taille qui précéde la
dépendance de ces follicules vis-a-vis des gonadotrophines (1 4 2 mm), en inhibant les
sécrétions endogenes de LH et FSH. Il semble qu'il est possible de freiner de fagon
réversible cette sécrétion des gonadotrophines soit par une désensibilisation
hypophysaire au GnRH avec un agoniste administré pendant 2 semaines, soit plus
directement par un antagoniste administré pendant 10 jours avant le début de la
stimulation gonadotrope. Dans cette optique, nous avons visé par le biais de notre
travail, évaluer dans le cadre de production d'embryons in vivo, l'effet de la répétition
du prétraitement avec de la GnRH chez les brebis Olued Djellal sur:

e Le comportement d’oestrus et la réponse ovarienne

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




CHAPITRE I

EFFET DE LA REPETITION D'UN
PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE LA
GNRH SUR LE COMPORTEMENT D*(ESTRUS ET
LA REPONSE OVARIENNE
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I- Lieu et période de ’expérimentation :

Notre étude expérimentale ¢’est déroulée au niveau de la station expérimentale de
Puniversité « Saad Dahleb » de Blida durant la période allant du 16 mars 2010
jusqu’au 23 mai 2010.

II- MATERIELS ET METHODES :
II-1. Matériels :
II-1.1. Animaux :
II-1.1.1.Brebis :
Dix (10) brebis donneuses de race Ouled Djellal ont été sélectionnées pour la
réalisation de notre travail. Les renseignements relatifs & 1’identification des brebis

donneuses sont rapportés dans le tableau ci-dessous :

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

Age Poids
Brebis (mois) (Kg) NEC
B1 24 37 25
B2 36 49 3
Lot 01 B3 12 28 2
Moyenne =+ écart type 24+12 38+10,53 | 2.5+0.50
B4 42 50 3
B5 24 55 3
Lot 02 B6 72 57 35
B7 30 47 25
B8 36 45 2.5
B9 24 46 25
B10 48 43 25
Moyenne + écart type | 39,42+16.91 | 49+525 | 2.78+0.39
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Les brebis donneuses ont été réparties en deux lots :
e Lot 1: (témoin) 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 £0.50.
e Lot 2: (prétraité) présente un dge moyen de 39,42+16.91 mois, un poids

moyen de 49+5.25 kg et une note d’état corporel moyenne de 2.78+0.39.

O-1.1.2.Béliers :
Cinq béliers de race Ouled Djellal (D1, D2, D3, D4, D5) sont utilisés. Les
renseignements relatifs a leurs identifications sont rapportés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau II : Age, poids et note d'état corporel (NEC) des béliers.

Béliers Poids (kg) | Age (ans) | NEC
D1 60 7,5 3
D2 74 5.3 3.5
D3 82 4,5 35
D4 51 4,5 2.5
D5 62 4,5 25
Moyenne =+ écart type | 65,8+12,21 | 5,3+1,30 | 3+0.50

OD: Ouled Djellal

Les béliers de la race Ouled Djellal présentent un poids corporel moyen de
65,8+12,21 kg, un 4ge moyen de 5,3+1,30 ans et une note d'état corporel moyenne de
3+0.50.

L’ensemble des animaux séjournaient dans une bergerie sous un éclairage naturel
et ont recu de l'eau et du foin & volonté complémenté avec 500g de concentré
/jour/animal. Un déparasitage par I'administration d’Ivermectine ™ et I’ Albendazole

D 4 été réalisé deux mois avant le début de I'expérimentation.

A

< | 28 |
e

STt



Partie expérimentale Chapitre I

II-1.2. Matériel, appareillages et produits :

Pour la réalisation de notre expérimentation, des appareils tels que I’échographe et

I’endoscope ainsi que d’autres instruments et produits ont été utilisés.

II-1.2.1. Appareillages:

II-1.2.1.1. Echographe :

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

IT-1.2.1.2. Endoscope :
Le matériel endoscopique utilisé comporte :
* Une optique a vision direct (0°), diamétre externe 6,5mm (STORS).
® Un générateur de lumiére froide a intensité variable (STORS).
 Un céble de fibre optique (STORS).
 Une canule a piston et orifice pour I’insufflation d’aire (STORS).
® Une pompe avec filtre et commende de pompe au pied (STORS).
® Un trocart avec canule de 5,5mm recevant la pince a préhension (STORS).

° Un tuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arrivée de I"air, fixé sur

le trocart recevant ’endoscope.

 Une pince a préhension aromatique.

I-1.2.1. 3. Instruments :
e Balance Marchal.

* Applicateur d’éponge vaginale.

I1-1.2.1. 4. 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
e Plaque chauffante
e Lame, lamelle

e Lame de NEBAUER

S =7
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e Pipette Pasteur

® Micropipette

® Microscope optique

¢ Bain-marie.

e FEtuve.

® Lame, porte lame et rasoir

e Tube a essai.

® Pipettes graduées.

* Pistolet d’insémination artificielle

e Paillettes d’insémination
II-1.2.2. Produits :

II-1.2.2.1. Hormones :

e Eponge vaginale : nous avons utilisé des éponges imprégnées de 40mg
d’acétate de fluorogestone (FGA), ce produit est commercialisé sous le nom

de (chronogest ™).

° FSHp et LHp : extrait hypophysaire porcin purifié (hormones produites par
I’équipe du Pr BECKERS FMV Liege -Belgique) (Stimufol ND).
® GnRH : agoniste de la GnRH (Buséréline) commercialisée sous le nom de

(Suprefact NP ).

II-1.2.2.2. Antibiotiques et autres produits :

* Pénicilline/streptomycine P injectable et terramycine spray "° ont été utilisés
pour éviter les surinfections et complications.

¢ Biocide, alcool chirurgical, alcool iodé, Bétadine, savon de Marseille.

® Fau distillée, Ovixcell, NaCl 0,9 %, alcool polyvinylique.

® Vaseline et gel a échographe.

e Alluspray ™

® Xylazine (Rompun ND), Xylocaine (Lidocaine 2% ND).
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II-2. Méthodes :

Notre protocole expérimental comporte les étapes suivantes :
Echographie.
Traitement de synchronisation et de superovulation .
Détection des chaleurs.
Récolte et conditionnement du sperme.

Fécondation (saillie et insémination artificielle).

S I

Endoscopie.

II-2.1. Echographie :
Pour la sélection des brebis vides, une échographie transrectale est réalisée en
position debout et couchée comme décrite par KHAN (1994) [98].
Pour I’interprétation d’une image échographique nous avons considérés que :
e Les structures anéchogénes, apparaissent noires a 1’écran (exemple : les
liquides).
e Les structures hyperéchogenes, sont & 1’origine d’une réflexion importante des
ultrasons qui forment une image claire 4 1’écran (exemple : les 0s).
e Les structures hypoéchogenes, apparaissent relativement sombres gris foncées

(exemple : les tissus).

II-2.2. Traitements de synchronisation et de super ovulation :

I1-2.2.1. Traitement de synchronisation des chaleurs :

La synchronisation de l'oestrus a été obtenue chez l'ensemble des brebis par la
mise en place d'éponges vaginales imprégnées de 40 mg d’Acétate de Fluorogestone
(FGA) durant 14 jours.

II-2.2.2. Traitements de super ovulation :
Les brebis donneuses ont été€ réparties en deux lots :
e Lot 1 (t¢émoin): n= 03 recevant 20 UA de FSHp.
e Lot2 :n=07recevant comme deuxieéme prétraitement de la GnRH et 32 UA

de FSHp (le premier prétraitement a été réalisé lors d'un travail précédent:[99].
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B  Chez les brebis du Lot 1 : ’induction de la superovulation a été réalisé par
I'administration d'une dose totale de 20 UA de FSH porcine répartic en 6
injections biquotidiennes (12 heures d'intervalle) et décroissantes, durant les

trois derniers jours du traitement progestagéne (cf. figure 1)

SN1 SN2
+IA
JO J12 J14  J15 116
Eponge y ' oestrus
112 113 114
: : : : : |
m S m S m S
SUA SUA 3UA 3UA 2UA 2UA
FSHp FSHp FSHp/LHp

SN : saillie naturelle

Figure 1 : Protocole de synchronisation et de superovlation du lot 1.

K Chez les brebis du lot 2 : Une préparation de l'ovaire a l'induction de la
superovulation a été réalisée par injection quotidienne (sous cutanée) de 40 ug
d'agoniste de GnRH, pendant 14 jours. La superovulation a été induite par
I’administration d’une dose totale 32 UA de FSH porcine, répartie en 8 injections
biquotidiennes (12 heures d'intervalle) et décroissantes, durant les quatre derniers
jours du traitement progestagene. L'ovulation a ¢été induite par l'injection
intraveineuse de 3 mg de LH porcine, 32h apres le retrait de 1'éponge vaginale (cf
figure 01). Les brebis de ce lot 2 ont regu le méme traitement (GnRH/FSHp) 6 mois

auparavant.
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SN1 SN2
+IA
Eponge L l
B R Oestrus
T | > ] T T 1 >
J-4 JO J10  J11 =714 J15 J16
GnRH 4
#9EN
AL LHp
- I
I I12 I13 I14
I 1 1 1 1
m S m S m s m S
6UA 6UA SUA S5UA 3UA 3UA 2UA 2UA
L J \ J L J \ J
Y Y Y Y
FSHp FSHp FSHp FSHp/LHp

Figure 2 : Protocole de prétraitement, synchronisation et de superovlation du lot 2.

B Le rapport FSH/LH a été modifié par addition de 60 pg et 90 pg de LH

porcine, lors des deux derniéres injections chez 'ensemble des brebis

II-2.4. Détection d'oestrus :

La détection de I’oestrus, a I’aide de béliers détecteurs entiers munis d’un tablier
toutes les quatre heures, a débuté 12 heures apres le retrait de 1'éponge vaginale.
Chaque brebis restant immobile au chevauchement était considérée comme étant en

chaleur.

II-2.5. Récolte et conditionnement du sperme:

La récolte de sperme sur les cing béliers entrainés a été réalisée selon la technique
de Baril et al (1993), en suivant les principales étapes suivantes :

e Nettoyage et désinfection de la verge

e Préparation et lubrification du vagin artificiel

e Récolte de sperme en présence d'une brebis en chaleur

e Controle qualitatif et quantitatif du sperme (volume, motilité massale et

individuelle, concentration)

e Dilution du sperme avec 1’Ovixcell
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® Miseen paillettes (0,25ml) de la semence diluée (100 x10° spz)

* Conservation des paillettes a + 15 °C.

II-2.6.Fécondation :

La fécondation a été obtenue par une double saillie monte en main 4 12 heures
d’intervalle, la premiére juste aprés I'injection de LHp des brebis superovulées, par
des béliers reproducteurs a raison dun male pour cinq brebis; suivie d’une
insémination in utero sous controle endoscopique avec 100 x 10° spermatozoides, 52

heures aprés le retrait de I'éponge vaginale selon la technique décrite par Baril et al.,
1993 [05].

II-2.6. Endoscopie :

L'examen endoscopique a été réalisé juste avant la récolte des embryons selon la
méthode décrite par (Baril et al., 1993) [05]. La technique consiste 3 faire deux
incisions de la peau abdominale ventrale 5 4 7cm cranialement 4 a mamelle et 3 a

4cm latéralement de la ligne blanche, afin de pouvoir insérer deux trocarts:

® Un premier trocart de 7mm était d’abord mis en place pour pouvoir insérer
Poptique de I’endoscope et insuffler de I’air stérile dans I’abdomen afin de

crier un pneumopéritoine permettant ainsi une meilleure observation de

I"appareil génital.

e Un deuxiéme 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 l'ovaire (ovaire gauche ou droit) est visualisé, un dénombrement des corps

Jaunes été réalisé.

ITI- ANALYSES DES DONNEES :

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

moyennes, nous avons utilis¢ le test t de students (Logiciel SYSTAT, version 10).
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IV-RESULTATS :
IV-1. Comportement d'cestrus apreés induction de la superovulation :

IV-1.1.Comportement d'cestrus chez les brebis du lot 1:

Les résultats de la détection des signes d'oestrus chez les brebis du lot 1  sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau III : Début, fin et durée des signes d'oestrus chez les brebis du lot 1.

IRE- début | IRE- fin Durée
Brebis
d'oestrus d'oestrus d'oestrus
B1 16 60 44
B2 20 60 40
Lotl
B3 20 56 38
Moyenne + écart type | 18.66+2,30 | 58,66+2,30 | 40,66+3,05

IRE : Intervalle retrait d’éponge vaginale (heures)
Nos résultats montrent que le taux de synchronisation a été de 100 % pour le lot 1 et
le début et la durée des signes d'oestrus ont été respectivement de 18.66+2.30 h et de
40,66+3,05h.

IV-1.2.Comportement d'estrus chez les brebis du lot 2 :
Les résultats de la détection des signes d'oestrus chez les brebis du lot 2 sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau IV : Début, fin et durée des signes d'oestrus chez les brebis du lot 2.

Brebis IRE- début | IRE- fin | Durée
d'oestrus | d'oestrus | d'oestrus
B4 20 56 36
BS5 20 68 48
B6 . - -
Lot2 B7 20 56 36
B8 20 56 36
B9 - - -
B10 16 60 44
Mayeme 19,2+1,78 | 59,2+5.21 | 40+5,65
+écart type
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NB : Les brebis B6, B9 n’ont pas présentées des signes d'oestrus.
Nos résultats montrent que le taux de synchronisation d'oestrus pour les brebis du

lot 2 est de 71,42%. Le début et la durée des signes d'oestrus ont été respectivement
de 19,2+1,78 h et 40+5,65.

IV-1.3. Effet de la répétition du prétraitement sur le comportement d'eestrus :

Les résultats du comportement d'oestrus des différents traitements réalisés sont

reportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau V : Début, fin et durée des signes d'oestrus chez les brebis du lot témoin,

lors du premier prétraitement et deuxiéme prétraitement (Moyenne + écart type).

L IRE- début | IRE- fin Durée
ots
d'oestrus | d'oestrus | d'oestrus
Lot 1
18.66+2.30 | 58,66+2,30 | 40,66+3,05
(Témoin)
Lot 2
1" prétraitement | 16+2,82 62,4+£6,06 | 46,4+829
Lot 2
. 19,2+1,78 | 59,2521 | 40+5,65
2" prétraitement

Le traitement statistique des données a révélé que
B Le début doestrus tend a étre significativement précoce lors du premier
prétraitement par rapport au deuxiéme prétraitement (1*= prétraitement :
16+2,82 vs 19,2+1,78: 2ime prétraitement, p= 0.06), aussi, comparativement
nieme

au prétraitement la durée d'oestrus tend & étre plus courte lors du 1

prétraitement (1 prétraitement : 46,4+8.29 vs 40+5,65 : 2°me prétraitement,
p= 0.1).
Aucune différence n'a été observée entre le lot témoin et le deuxiéme

prétraitement concernant le début et la durée d'oestrus.
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IV-2. Réponse ovarienne apreés induction de la superovulation :

IV-2.1. Réponse ovulatoire chez les brebis du lot 1:

Les résultats du dénombrement des corps jaunes chez les brebis du lot 1 sont
présentés dans le tableau suivant :
Tableau VI : Réponse ovulatoire apres induction de la superovulation chez les brebis

dulot 1.

Nombre de corps jaunes Total/
Brebis ovG OvVD Moyenne =+ écart type
B1 04 09 13
Lot 1 B2 03 06 09
B3 02 01 03
Moyenne =+ écart type 3] 5.33+4.04 8.33+5.03

Nos résultats montrent que la réponse ovarienne chez le lot de brebis témoin est de

8.33 +£5.03 corps jaunes.

IV-2.2. Réponse ovulatoire chez les brebis du lot 2 :

Les résultats du dénombrement des corps jaunes chez les brebis du lot 2 sont
présentés dans le tableau suivant:
Tableau VII : Réponse ovulatoire apres induction de la superovulation chez les
brebis du lot 2.

Nombre de corps jaunes Total/
Brebis e Son Moyenne + écart type

B4 06 04 10

BS 08 08 16

B7 02 01 3

Lot 2 BS 02 05 7
B10 10 11 21
1t’onenne 05,6+3,57 | 05,8+3,83 11.4+7,16
+écart type
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Nos résultats montrent que la réponse ovarienne chez le lot de brebis prétraités est

de 11.4+7,16 corps jaunes.

IV-2. 3. Effet de la répétition du prétraitement sur la réponse ovarienne:
Les résultats du dénombrement des corps jaunes lors des différents traitements

réalisés sont reportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VIII : réponse ovulatoire chez les brebis du lot témoin, lors du premier

prétraitement et deuxiéme prétraitement.

Corps jaunes
Lots
Moyenne + écart type
Lot 1
08.33 +5.03
(Témoin)
Lot 2 17.60+6.01
1°" prétraitement
Lot 2
. 11.4+7,16
2" prétraitement

Le traitement statistique des données a révélé que :

E La réponse ovarienne tend a étre significativement plus élevée lors du premier
prétraitement par rapport au deuxiéme prétraitement (1= prétraitement :
17.606.01 vs 11.4+7,16 : 2™ prétraitement, p=0.1).

& Comparativement au lot t€émoin la réponse ovarienne a été plus €levée lors du
2me prétraitement, cette différence n'a pas été statistiquement significative

(lot témoin : 08.33 £5.03 vs 11.4%7,16 : 2°°™ prétraitement).



CHAPITRE II

EFFET DE LA REPETITION DU
PRETRAITEMENT AVEC DE LA GNRH SUR LE
RENDEMENT DE LA SUPEROVULATION.
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Cette partie de D’expérimentation comporte les opérations de récolte et
conditionnement des embryons, elles ont été réalisées le 22 jour aprés la mise en
7&1116

place des éponges vaginales, c'est-a-dire le jour apres la saillie naturelle.

I-MATERIEL ET METHODES :
I-1.Matériel:
I-1.1. Animaux :
Les brebis utilisées sont les mémes décrites dans le chapitre I (10 brebis

donneuses de race Ouled Djellal).

I-1.2. Instruments et produits :

Les instruments et les produits utilisés sont les suivants :

¢ Sonde cannelée.

< Pince a champs.

< Bain marie.

% Tubes gradués (50ml).

< Champs de tissu.

% Flacons de récolte stériles.

+ Rasoir et lame de rasoir.

< Pinces Bulldogs.

< Ciseaux et Forceps.

< Bistouri et lame.

% Seringues de 50ml.

* Porte-aiguille et aiguille de suture.

% Fil de suture non résorbable n°6, fil de suture résorbable “ Vicryl décimale
n2et5”

% Sonde métallique a trois orifices.

< PBS.

% PGF2a (Estrumate "°).

% Alcool iodé.

¢ Alcool chirurgical.

% Alluspray ™.

% Oxytetracycline injectable.
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% Anesthésique local (Lidocaine ™ 2% ) et général (Rompun ).
< Clamps vasculaires.

% Boites de pétrie carrées quadrillées.

% Petites boites de pétrie rondes.

¢ Une pipette en verre montée sur une seringue & insuline.

% Loupe binoculaire (Nikon™™) et microscope inversé (Hund "°).

I-2. Méthodes :
I-2.1. Préparation des animaux :

La préparation a commencé la veille du jour de récolte, et consiste a I’isolement et

la mise en di¢te compléte des brebis.

I-2.2. Récolte des embryons :

Elle a été réalisée sept jours apres la premieére saillie, par lavage des cornes
utérines a 1’aide d’une solution de PBS & 37°C. La récolte a ét¢ débutée aprés un
examen endoscopique positif (présence de corps jaunes actifs et absence des

adhérences).

I-2.2.1. Préparation de la brebis :

Aprés une contention de la brebis sur une table 4 plan inclinable, une
tranquillisation a été réalisée par injection en IM de 0.lmg/kg de xylazine.
L'anesthésie générale a été¢ obtenue par l'administration en IV de 5.5mg/kg de
kétamine .

La zone opératoire, s’étendant de la base de la mamelle a ’ombilic, a été
nettoyé€e, rasée et désinfectée avec de 1’alcool chirurgical et iodé. Ensuite le champ de

tissu est fixé aux membres postérieurs.

I-2.2.2. Technique de récolte :

Apres laparotomie sur la ligne blanche, les cornes utérines sont extériorisées par
un forceps et les organites ovariens sont dénombrés. A 1’aide d'un petit ciseau pointu,
la corne utérine a €té ponctionnée au niveau de la jonction utéro-tubaire et la sonde

métallique munie d’un cathéter de collecte a été mise en place. Puis, 40ml de PBS a
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37°C ont été mjectés a 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.
Apres avoir retiré tout le matériel de collecte, une suture de la paroi abdominale a

été effectuée par des points en croix avec le Vicryl® décimale 5, enfin la peau est

suturée par des points simples avec du fil non résorbable (EP/6).

I-2.3. Tri et sélection des embryons :
I-2.3.1. Recherche des embryons :

Des la fin de la récolte, le flacon a été mis a décanter sur une surface stable, le
surnageant été alors éliminé par siphonage, le reste du liquide a été versé dans une
boite de Pétri quadrillée pour procéder a la recherche des embryons, celle-ci est
réalisée a I’aide d’une loupe binoculaire (Cf. photo 3), les embryons ont été
recherchés au grossissement (x40), puis récupérés grace a une micropipette, pour étre

déposés dans une petite boite de Pétri ronde.

Loupe binoculaire

Photol : Recherche des embryons sous une loupe binoculaire.

I-2.3.2. Examen et conditionnement des embryons :

La qualité des embryons ainsi que leur stade de développement ont été déterminés
a I’aide d’un microscope inversé (grossissementx60), selon la nomenclature de I'TETS
(1998). Dans un premier temps, les embryons a congeler (classe I et IT) sont identifiés
et lavés dans un milieu de conservation (milieu de conservation F1). Puis, les
embryons sont conditionnés dans une paillette de 0.25ml (deux embryons par paillette
(figure5)) dans un milieu de congélation a base d’éthyléne glycol IMV ZA 468 4 1.5
M d’éthylene 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 lcm 2cm  lem 3cm
[ o () ]
Jonc Embryons
D’identification Bulle d’air Bulle d’air

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

Aprés un temps d'équilibration de ’embryon en paillette dans la solution de

cryoprotecteur, la méthode consiste a :

e Mettre de I’azote dans le coffret du biocongélateur.

e Mise en marche du biocongélateur, commutateur en AS.

e Transférer la paillette dans le coffret du biocongélateur et le refroidissement
de I’embryon commence jusqu’a la température de -7°C a raison de 1 a 3°C
par minute.

e Maintenir I’embryon 4 -7°C pendant 5 & 7 minutes pour stabiliser la paillette.

e Apres avoir retirer la barre du seeding immergée dans 1’azote liquide, procéder
au seeding (cristallisation : Cf. photo 4) en appliquant la barre du seeding sur
les paillettes des 2 extrémités.

e Passer le commutateur en PS, le refroidissement de 1’embryon reprend pour
une température de -30°C a raison de 0.3 & 0.6°C par minute.

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

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

Paillettes -

- Biocongélateur

Photo 2 : Congélation des embryons: opération de la cristallisation.

I-2.4. Soins post-opératoires :

Les brebis ont regu pendant 3 jours des injections de pénicilline-streptomycine
afin d’éviter les surinfections. Elles ont aussi regu deux doses de PGF2 a raison de
0,01mg/kg, le jour et le lendemain de I’intervention pour éviter toute éventuelle
gestation. Des visites quotidiennes ont été faites pour s’assurer de 1’état de santé des
brebis et le bon déroulement de la cicatrisation des plais et cela jusqu’a I’exérése

définitive des fils de suture non résorbables.

II. ANALYSES STATISTIQUES :

Les résultats sont exprimés par la moyenne + écart type, pourcentage. Pour la
comparaison des moyennes, nous avons utilisé le test t de Student et le test de kh2
(Logiciel SYSTAT, version 10).

III - RESULTATS: :
IIT -1. Dénombrement des corps jaunes :

Le dénombrement des corps jaunes effectué sous endoscopie a été confirmé par

extériorisation et examen des ovaires (photo 5).
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Ovaire droit ~

Ovaire gauche

- Matrice

Corps jaunes

Photo 3 : Dénombrement des corps jaunes aprés extériorisation des ovaires.

IIT -2. Résultat de la récolte

L’examen microscopique des liquides de récolte a révélé les résultats suivants :

III-2.1. Structures récoltées:

Les résultats de la récolte sont présentés dans le tableau ci-dessous -

Tableau IX : Structures récoltées chez les brebis du lot 1 et 2.

Nombre de structures Total /Moyenne + écart —!
Lots Brebis Récoltées type
CD CG
B1 03 07 10
B2 03 03 06
Lot
B3 01 01 02
: Moyenne + écart
type 02,33+1.15 | 03,66+3.05 06+4
B4 02 02 04
B5 06 05 11
Lot B7 01 00 01
2 B8 01 02 03
B10 03 09 12
Moyenne + écart
type 2,6+2.07 3,6+3.50 6,2+4.96

Nos résultats montrent que chez les brebis du lot 1 et 2, le nombre moyen de

structures récoltées est respectivement de 064 et 6,2+4.96.

39
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IIT-2.2. Taux de récolte :

Les résultats relatifs aux taux de récolte des embryons sont rapportés dans les
tableaux ci-dessous:

Tableau X : Taux de récolte des embryons chez les brebis du lot 1 et 2.

Nombre Taux
Nombre
Brebis de structures de récolte
de CJ
récoltées (%)
B1 13 10 76.92
B2 09 06 66.66
Lot1
B3 03 02 66.66
Taux moyen 72
B4 10 04 40
B5 16 11 68.75
Lot2 B7 3 01 33.33
B8 7 03 42 .85
B10 21 12 51.14
Taux moyen i
5438

Nos résultats montrent que chez les brebis du lot 1 et 2, le taux de récolte moyen

est respectivement de 72 % et 54.38 %.

IV- Classification des embryons :

IV-1. Qualité des structures récoltées :

Les résultats de la classification des structures récoltées sont rapportés dans le
tableau 09.
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Tableau XI : Qualité des structures récoltées. Embryon dégénéré (D), (Euf non

fécondé (NF),
Embryons
Brebis Classe 4
Classe 1 | Classe 2 | Classe 3
D | NF
Bl 05 03 01 01| 00
Fot1 B2 03 02 00 01| 00
B3 01 00 00 00| 01
Total 09 05 01 03
Taux moyen (%) 50 27.78 5.55 16.67
B4 03 01 00 00| 00
BS 06 02 02 01| 00
Lot 2 B7 01 00 00 00| 00
B8 02 00 01 00| 00
B10 06 02 03 00| 01
Total 18 05 06 02
Taux moyen (%) | 58.07 16.13 19.35 06.45

Les résultats du tableau ci-dessus montrent que pour le :

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

5.55%, 16.67%.

Lot 2: le taux des embryons de classe 1, 2,3, et 4 est respectivement de  58.07%,

16.13%,19.35%, 6.45%.
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Les photos ci-dessous représentent des embryons de différentes classes :

Photo 7 : Blastocystes de classe 1.

(1) Zone pellucide ; (2) Espace périvitellin; (3) chromatine condensé;(4) Bouton
embryonnaire. (5) Blastoméres, (6) Trophoblaste, (7) Blastocceles.

>Ta]<
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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 XIT : Taux de fécondité

L Structures récoltées | Taux de fécondité
Embryons | Ovocytes (%)
1 17 01 94.44
2 30 01 96.77
Total 47 02 95.91

Chapitre IT

Nos résultats montrent que le taux de fécondité est de -
* 94.44 % pourlelot 1.
96.77 % pour le lot 2.

RY

R/
£ %4

% 9591 % pour I'ensemble des brebis.

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

Tableau XIIT : Taux des embryons transférables

Embryons
Transférables
Lots
Moyenne | Taux
Nombre
+ écart type | (%)
1 15 05+4 83.33
2 29 05.8+4.43 | 93.54

Nous avons constaté que le taux d'embryons transférables est de:
> 8333 %pourlelot 1.
> 93.54 % pour le lot 2.

IV-4. Effet de la répétition du prétraitement sur le nombre de structures
récoltées, taux de récolte, de fécondité et des embryons transférable :
Les résultats taux de récolte, de fécondité, embryons transférable lors des

différents traitements réalisés sont reportes dans le tableau ci-dessous :
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Tableau XIV : réponse ovulatoire chez les brebis du lot témoin, premier

prétraitement et deuxiéme prétraitement.

Nombre moyen | Nombre moyen des
Taux de Taux de
Lots des structures Embryons
récolte fécondité
récoltées transférables
Totl
05+4 72 94 .44
(Témoin) 064
Lot2
1r 09.83+3.97 09.33+3.93 57.28 98.30
prétraitement
Lot2
leme 06,2+4.96 05.8+4.43 54.38 96.77
prétraitement

Le traitement statistique des données a révélé que :

B Aucune différence n’a été observée entre le lot témoin et le lot 2 prétraité
pour la deuxiéme fois en ce qui concerne : le nombre moyen des structures
récoltées (06+4 vs. 06,2+4.96), le nombre moyen des embryons transférables
(05+4 vs. 05.8+4.43), et le taux de fécondité (94.44%vs. 96.77%). Cependant
le taux de récolte a été significativement différent entre les deux lots (72 % vs.
54.38 %, p <0.05).

E Chez les brebis du lot 2, le nombre moyen des structures récoltées et celui
des embryons transférables tend étre significativement plus faible lors du
2™ prétraitement par rapport au 1 prétraitement: (structures récoltées :

09.83+3.97 vs. 06,2+4.96, p =0.09), (embryons transférables : 09.33+3.93 vs.

05.8+4.43, p =0.06). Néanmoins aucune différence n’a été observée entre les
deux traitements concernant, le taux de récolte (57.28 % vs. 54.38 %) et le

taux de fécondité (98.30 % vs. 96.77 %).
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I - EFFET DE LA REPETITION DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE
LA GnRH SUR LE COMPORTEMENT D’OESTRUS :

I-1. Comportement d’cestrus :
I-1.1. lot témoin :

Nos résultats ont révélé que le taux de synchronisation de 1’estrus chez les brebis du lot
1 aété de 100% et le début d’cestrus a été observé en moyenne 18.66+2,30 h aprés le retrait
d’éponge vaginale. Le début d'oestrus obtenu dans la présente étude a ét€ précoce
comparativement a celui décrit par José et al., 2008 [100], qui rapportent une moyenne de 24h
chez les brebis Pelibuey. En revanche notre résultat est semblable & celui rapporté par Baril et
al., 1992[101], ou environ 85% des brebis de race Lacaune, traitées avec 20mg de FSHp,

viennent en cestrus entre 16 et 28h apres le retrait de I’éponge vaginale .

La durée d’cestrus obtenue dans le présent travail est en moyenne 40,66+3,05h. Cette
derniere est longue par rapport a celle décrite par WRIGHT et al., 1976 [102]qui rapporte
(34,4h), par contre elle est comparable a celle signalé par CORDIERO et al., 2002 [103],
(43+3.7h).

I-1.2. lots prétraités :

Nos résultats ont révélé que le début d’cestrus tend 2 &tre significativement précoce lors
du premier prétraitement par rapport au deuxiéme prétraitement (1* prétraitement : 16+2 82
vs 19,2+1,78: 2™ prétraitement, p=0.06) et aucune différence n'a été observée entre le 2™
prétraitement et le lot témoin (19,2+1,78 vs 18.66+2,30). La durée d’cestrus lors du 2
prétraitement a €té plus courte a celle du 1™ prétraitement (40+5,65 vs 46,4+8,29h)

Les résultats obtenus dans la présente étude sont comparable a ceux décrits par Ben Said
et al., 2004 [97],qui ont rapporté un début d’cestrus de 18+3.5h et 21.6+3 5h apres utilisation
d’un agoniste de la GnRH. Aussi, la durée d’estrus obtenue lors du prétraitement a été

semblable a celle constatée par Lopez-Alonso et al., 2003 [104], qui est de 42.5+1.4h.

En effet, de nombreuses études (Torres et al,, 1987, Martemucci et al., 1988 [105], Baril
et al, 1993 [05]) ont rapporté ’existence d’une relation étroite entre le début d’cestrus et le
taux d’ovulation et par conséquent 1’élévation importante du taux de sécrétion des cestrogénes,
ce qui peut expliquer I’apparition précoce du comportement d’cestrus chez les brebis

rétraitées (1° prétraitement).
p p
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II- EFFET DE LA REPETITION DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE
LA GnRH SUR LA REPONSE OVARIENNE :

II-1. Lot témoin (lot 1):

Dans la présent étude la réponse ovarienne obtenue chez les brebis du lot témoin est de
8.33 +£5.03 corps jaunes. Elle est proche de celle décrite par D’ Alessandro et al., 2005 [106];
José et al, 2008 [100], qui rapportent une réponse de 11.9+1.6CJ et 10.73+1.42CJ

respectivement.

Les différences dans les réponses de superovulation entre les races semblent étre lides 4 Ia
fois, & la préparation de FSH utilisée, la voie d’administration ou 3 la forte variabilité
d’¢élimination de FSH décrite chez la brebis (McNeily 1987 [107]; Fry et al, 1987 [108];
Ammoun et al., 2006 [109]). Ces différences peuvent €tre aussi dues au fait que la FSH
exogene été administrée avec la méme dose a toutes les femelles indépendamment de leurs
poids (Ammoun et af., 2006 [109]).

La différence entre les races ovines peut €tre aussi en relation avec Ia prolificité de la
race. Il a été constaté qu’aprés un traitement de superovulation, Ia réponse ovulatoire est tres
€levée chez les races suivantes - Romanov-Préalpes, Mérinos et de I'Tle de France que chez les

brebis Préalpes et les brebis Romney Marsh (Torres et Cognié, 1984 [110]; Cognié et al.,
1986 [57)).

II-2. lots prétraités (1" prétraitement et 2™ prétraitement):

Nos résultats montrent que le nombre moyen de corps jaunes tend 3 étre significativement
plus élevée lors du premier prétraitement par rapport au deuxi¢me prétraitement (1=
prétraitement : 17.60+6.01 vs 11.4+7,16 : Diome prétraitement, p=0.1). De plus, nous avons
constaté que comparativement au lot témoin Ia réponse ovulatoire a été plus élevée lors du
2™ prétraitement (lot témoin : 08.33 +5.03 vs 11.4+7,16 ; 2ieme prétraitement).

Les résultats de la présente étude sont inférieurs 4 ceux obtenus par Cogni¢ et Baril.,
2002, qui ont obtenus des réponses ovariennes de 20.6+10.2 CJ et 18.4+9.5 CJ en utilisant un
antagoniste de la GnRH. Par contre, ils sont Iégérement sup€rieurs par rapport aux résultats de
Gonzalez-Bulnes et al,, 2003 [111], qui ont obtenus en moyenne 9.6+0.9CJ aprés utilisation

d’une dose unique d’anti-GnRH.
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Nos résultats corroborent avec les résultats de Brebion et al, 1992 [03]; Cognié et
al. ,2003 [57], qui Tapportent une augmentation de 50% de la réponse ovulatoire aprés
utilisation d’un prétraitement & base d’agoniste ou d’antagoniste de GnRH lors du 1

prétraitement .En revanche, cette réponse diminue lors 2™ prétraitement.

Il est a noté qu'il existe une variabilité de la réponse ovarienne individuelle qui peut étre
attribuée a I’importance du taux de Ia réserve ovarienne en follicules primordiaux au moment
ou commence la stimulation exogene. Selon Monniaux et al, 1983 [112]; Cognié et al,
2003 [57]; Veiga — Lopez et al., 2005 [113], il y a une forte corrélation entre la population
folliculaire totale avant la superovulation et le nombre de structures lutéales dénombrées apres
le traitement de superovulation . En effet, le prétraitement avec de la GnRH modifie I’état de
la population folliculaire par inhibition de la croissance folliculaire terminale (réduction du
nombre de gros follicules) et augmentation du nombre de petits follicules [03] et [57], ce qui
peut expliquer la différence de la réponse entre les lots de brebis prétraitées et non prétraitées
dans la présente étude. Ainsi, la diminution de la réponse ovarienne lors du 2ieme
prétraitement peut résulté d'un développement d'anticorps anti fshp suite a I'induction répétée

de la superovulation comme rapporté par Cognié et Baril (2002) [20].

III- EFFET DE LA REPETITION DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE
LA GnRH SUR LE TAUX DE RECOLTE, TAUX DE FECONDITE ET LA QUALITE
DES EMBRYONS :

ITI-1. Taux de récolte :
a. lot1 (témoin) :

Le taux de récolte obtenu chez les brebis non prétraitées (lot 1) est de 72% ce qui est
supérieur par rapport aux résultats de Simonetti et al., 2008 [1 14]; Leoni et al., 2001 [115],
qui rapportent des taux de 60.6% et 59.9% chez les races Corriedale et Sarda respectivement.
Ainsi, notre résultat est nettement supérieur par rapport 4 celui rapporté par Rexroad et Powell
(1991) [116], qui est de 39.4%. En revanche, ce taux est inférieur a celui décrit par
D’Alessandro et al., 2005 [106], qui rapportent des taux de 87.5+8.5% et 91.30%

respectivement.
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b. lots prétraités :

Chez les brebis prétraitées, aucune différence n’a €té observée entre les deux traitements
concernant, le taux de récolte (2™ prétraitement : 54.38% vs 57.28% - 1 prétraitement).
Cependant, le taux de récolte obtenu chez le lot témoin est supérieur par apport a celui
obtenu dans le deuxiéme prétraitement (72 % vs. 54.38 %, p <0.05).

Notre résultat est proche de celui obtenu par Ben Said et al., 2004 [97], qui ont rapporté
un taux de 64%. Par contre, le taux obteny dans la présente étude est inférieur 4 celui décrit
par Cognié et Baril, 2002 [20], qui aprés utilisation d'un antagoniste de GnRH, rapportent des
taux de récupération de 76% et 68% respectivement. De méme notre résultat est nettement
inférieur par rapport a celui obtenu par Gonzalez-Bulnes et al., 2003 [111], qui trouvent un
taux moyen de 81.4+19.3% apres utilisation d’une dose unique d'antagoniste de GnRH. Le
faible nombre d’ceufs collectés obtenu chez les brebis prétraitées pourrait étre due 3 des
échecs dans le processus d'ovulation ou une altération lors du transport d'embryon de
l'oviducte & I'utérus [113]. En effet, lors d’utilisation de traitements associant les
progestagenes & la FSH, ces effets pourraient étre exacerbés et les hauts niveaux de
progestérone circulants induits pourraient détériorer le transport d'embryons 3 travers le

tractus génital [117] et expliquer les différences entre les taux de récupérations & partir de
l'oviducte et I'utérus [111].

III-2. Taux de fécondité :

a. lot 1 (témoin):

Le taux de fécondité obtenu chez le lot 1 est de 94.44 %, ce résultat est semblable 3 ceux
décrits par Baril et al., 2004 [06] et Yamada et o/, 1996 [118] qui ont obtenu des taux de
fécondité de 90%, 92.9% respectivement. Cependant, notre résultat est supérieur par rapport &
ceux obtenus par D’Alessandro et al., 2005 [106]; Rexroad et Powell, 1991 [116]; Ramon-
Ugald, 2008 [119], qui rapportent des taux de 55.8+10.9%, 64.3% et 64.2% respectivement.

b. lots prétraités :

Chez les brebis prétraitées, aucune différence n’a été observée entre les deux traitements

concernant, le taux de fécondité (2™ prétraitement - 96.77% vs 98.30 : 1% prétraitement).

Le taux de fécondité obtenu dans la présente étude (96.77%) est comparable & celyi obtenu

par Gonzalez-Bulnes et /., 2003 [111], qui aprés utilisation d’une dose unique d'antagoniste
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de GnRH obtiennent 100%. Toutefois, ce taux est légérement supérieur & celui obtenu par

Cognié et Baril, 2002 [20], qui ont décrit un taux de 90% en utilisant un traitement de 11
injections d’antagoniste de GnREHL

En effet , le taux de fécondation elévé ontenu dans notre travail chez les brebis
superovulées avec ou en absence de prétraitement, pourrait é&tre lié a I'utilisation combinée,
au moment optimal, de la saillic et I'insémination intra-utérine [25]. Dans le cas du
prétraitement avec de la GnRH, le taux de fécondation €levé pourrait aussi &tre 1ié 4 1a bonne
synchronisation des ovulations comme rapportées par les travaux de Cognié et al. (1999,
2003) [120] et [09]. De plus, le deépét de la semence directement dans les cornes utérines sous
contrdle laparoscopique chez les brebis superovulées, réduit les altérations massives des

conditions de survie des spermatozoides lors de leur passage a travers le cervix [22].

IMI-3. Qualité des embryons récoltés :

Aucune différence significative n’a été observée entre le lot témoin et le lot 2 prétraité
pour la deuxiéme fois en ce qui concerne : le nombre moyen des structures récoltées (064
vs. 06,244.96), le nombre moyen des embryons transférables  (05+4 vs, 05.8+4.43),
Cependant, le nombre moyen des structures récoltées et celui des embryons transférables
tend Etre significativement plus faible lors du 2™ prétraitement par rapport au 1
prétraitement: (structures récoltées : 09.83+3.97 vs. 06,2+4.96, p =0.09), (embryons
transférables : 09.33+3.93 vs. 05.8+4.43, p =0.06).

Ces résultats montrent que non seulement, le prétraitement avec de la GnRH augmente le
nombre des embryons transférables, il n'affecte pas la qualité des embryons récoltés, ce qui

offre une similitude avec les observations décrites dans des études précédentes [120] et [97].
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Conclusion

Les méthodes de biotechnologie de la reproduction en particulier la superovulation et
le transfert embryonnaire (MOET), sont des outils indispensables pour la mise en ceuvre des
programmes de conservation des especes qui sont en voie de disparition, comme elles sont des
méthodes de choix qui permettent d'accélérer les progrés génétiques. Chez les ovins , la
variabilit¢ de la réponse ovulatoire des donneuses reste un facteur limitant du développement
du transfert embryonnaire. Néanmoins, un prétraitement par agoniste de GnRH semble
améliorer la production d'embryons in vivo.

Les résultats obtenus dans la présente étude , montrent que le nombre moyen de corps
jaunes tend a étre significativement plus élevée lors du premier prétraitement par rapport au
deuxiéme prétraitement (1'" prétraitement : 17.60+6.01 vs 11.4%7,16 : 2™ prétraitement, p=
0.1). De plus, comparativement au lot témoin la réponse ovulatoire a été plus élevée lors du
2™ prétraitement (lot témoin : 08.33 +5.03 vs 11.4+7,16 : 2™ prétraitement).

Chez les brebis prétraitées, aucune différence n’a été observée entre les deux
traitements concernant, le taux de récolte (Zieme prétraitement : 54.38% vs 57.28%: 1"
prétraitement). Cependant, le taux de récolte obtenu chez le lot témoin est supérieur par
apport a celui obtenu lors du deuxiéme prétraitement (72 % vs. 54.38 %, p <0.05).

Aucune différence significative n’a été observée entre le lot témoin et le lot prétraité
pour la deuxieme fois en ce qui concerne : le nombre moyen des structures récoltées (06+4
vs. 06,2+4.96), le nombre moyen des embryons transférables (05+4 vs. 05.8+4.43).
Cependant, le nombre moyen des structures récoltées et celui des embryons transférables

2ieme 1 ier

tend étre significativement plus faible lors du prétraitement par rapport au
prétraitement: (structures récoltées: 09.83£3.97 vs. 06,2+4.96, p =0.09), (embryons
transférables : 09.33+3.93 vs. 05.8+4.43, p =0.06).

A la lumicre des résultats obtenus, il en ressort que malgré 'amélioration de la réponse
ovarienne observée lors prétraitement avec de la GnRH , une réduction de la réponse
ovarienne et un tres faible rendement de production d'embryons ont été constatés suite a la
répetition de ce prétraitement . I1 s’avére donc nécessaire de réaliser d'autres travaux afin
d'apporter des explications 4 ce faible rendement obtenu lors de la répétition du prétraitement

par un agoniste de la GnRH.
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