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Résumé:

La super ovulation est une biotechnologie qui a pour but de produire des embryons &
partir d’un animal de haute qualité génétique.C’est ainsi que les chercheurs dans ce domaine
ont mis au point une méthode qui a permet d’utiliser le potentiel reproductif de la vache.En
effet, en injectant une gonadotropine & certain moment du cycle on peut induire un
superovulation.

L’ objectif principal de notre étude est la réduction du nombre d’injections d’ un
traitement de superovulation par la pFSH sur la réponse super-ovultoire chez des vaches de
races Prim Holstein au niveau de la station expérimentale de la faculté agro-vétérinaire et
biologie de I’Institut de Blida.

Notre expérience a concernée 5 vaches laitiére de race Prim Holstein. Un traitement
par un extrait hypophysaire « Stimufol » (gomnadotrophines hypophysaires FSH/LH 40%) a
€t¢ appliqué selon un planning rigoureux sur chaleurs de références et chaleurs de
superovulation, une double insémination artificielle a été réalisée a 50 et & 60 heures apres
Pinjection de la prostaglandine suivie d’une récolte par lavage utérin et une évaluation et
enfin une classification sous microscope photonique des embryons,

Au traitement de superovulation, la vache traitée a bien répondue, par une bonne
qualité de chaleurs et un embryon dégénéré et 5 ovocytes non fécondé, alors que l'autre vache,
n'a eu aucune réaction au traitement.

D'autres travaux sur un nombre de récoltes plus importants sont nécessaire pour plus

de certitude. Cela nous permettra de maitriser la technique et de pouvoir la proposer aux
éleveurs.

Mots clé: superovulation, cestrus, récolte embryonnaire, bovin, vaches, Follicule stimulation
hormone porcine(pFSH).



summary:

Superovulation is a biotechnology that aims to produce embryons from an animal of high
genetic quality. Thus researchers in this area have developed a method of using the
reproductive potential of the cow.Indeed, by injecting gonadotropin at some point in the
cycle can produce superovulation.

The main objective of our study is the reduction in the number of injections of a
superovulation treatment by the super-pFSH ovultoire response in Prim Holstein cows at the
experimental station of the agro-veterinary faculty and biology of the Institute of Blida.

Our experience has involved two Holstein dairy cows. Treatment with pituitary extract «
Stimufol » ( pituitary gonadotropins FSH/LH 40%) wich was applied for tow cows in a
rigorous schedule of heats and heats of refences superovulation, a double artificial
insemination was preformed at 50 and 60 hours after injection of prostaglandin followed by
harvesting a flushing and evaluation and finally a classification under optical microscope
embryon

Treatment of superovulation, the cow treated has answered by a good quality of heat and a
degenerated embryo and unfertilized oocytes 5, while the other cow, had no reaction to
treatment.

Further work on a number of important corps is needed for greater certainty.this will also
allow us to master the technique and be able to offer to farmers.

Key words:

superovulation, estrus,embryon harvesting, bovine, Cows, porcine Follicle Stimulating
Hormone (PFSH).
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Introduction générale:

La réponse au traitement de super-ovulation reste le facteur limitant essentiel du nombre
d'embryons produits par vache traitée. L'étude des relations entre réponse au traitement et état de la
population folliculaire met en évidence les moyens d'améliorer cette réponse.

L'amélioration génétique des troupeaux s'est développée de fagon remarquable grice &
I'insémination artificielle, technique mise au point dans les années 50 et qui a connu depuis un
développement considérable puis-qu'a présent, la quasi totalité des vaches laitiéres et environ 10%
des femelles de races 4 viande sont inséminées. L'autre méthode qui a permis l'acceptation du
progrés génétique est plus récente: c'est le transfert embryonnaire. Cette technique a commencé a
&tre utilisée dans les élevages a la fin des années 70.

En France, afin que la mise en place de cette nouvelle technique se fasse avec le maximum
d'efficacité, «un programme national pour I'étude et le développement de la transplantation
embryonnaire» a été décidé par le ministére de I'agriculture, programme qui a duré 3 ans (1979-
1981) sous la direction conjointe de ITNRA et de I'TTEB. Cette organisation s'est avérée fructueuse
puisque, le nombre moyen de bons embryons produits par femelle traitée est passé de 2,4 44,4, 11
est vrai que tout était & valider; méthodes des stimulation ovarienne et d'insémination, technique de
collecte, critére de jugement des embryons. Cependant bien que la technique ait été améliorée sur
bien, des aspects, les bilans annuels des opérations de productions d'embryons par animal traité n'a
pratiquement pas évalué depuis cette époque.

Le nombre d'insémination a été progressivement réduit 4 2 (12h et 24h apres le début des
chaleurs) sans que le pourcentage d’ceufs fécondés soit affects. Il a méme été montré que si I’cestrus
¢tait détecté avec beaucoup de rigueur, une seule insémination était suffisante (LACAZE et al,.
1992).Ces méme auteurs n'ont pas mis en évidence d'effet taureau. Pour ce qui concerne l'influence
de la fertilité du male sur la production d'embryon, il faut aussi penser que le choix du taureau
dépend en premier lieu de caractéristiques d'ordre génétique. Le risque d'une mauvaise fécondation
peut étre accepté, compte tenu de I’intérét génétique d'un accouplement.

Il semble donc que dans les conditions habituelles, le nombre d'embryons collectés par
donneuse dépende pour I'essentiel du nombre d'ovulation.
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Chapitre I: physiologie du fonctionnement ovarien chez les vaches laiti¢re;

L.1.Introduction:

L’ovaire des mammiferes a un énorme stock d’ovocytes qui sont formés au cours de la vie
feetale (DRIANCOURT et al ., 1991),estimés aux environs de 133000 (ERICKSON,1966).

La fonction principale de I’ovaire est d’assurer la croissance des follicules qui permettent la
production d’un nombre limité d’ovocytes murs préts & étre relachés. La formation de I’ovocyte
est le résultat de plusieurs étapes de différentiation de 1’ovogonie qui débutent des la formation
du feetus (GORDON, 1994).

Des la puberté, un certains nombre de follicules quittent réguliérement (2 chaque cycle
d’environs 21 jours) leur réserve pour ovuler ou le plus souvent s’atrésier.

Les différentes étapes conduisant & ovulation constituent la folliculogénéses, sa durée est
variable selon les espéces, elle débute chez la vache vers la sixiéme semaine de gestation.

L.2. Aspect morphologique du développement folliculaire:
Le développement folliculaire chez la vache passe par trois étapes qui sont:
-phase de multiplications
-phase de croissance
-phase de maturation
L.2.1. Phase de multiplication:

Vers la sixitme semaine de la gestation chez la vache, les cellules germinales
primordiales (sont les cellules souches d’origines extra embryonnaires) colonisent aprés
migration au travers de ’embryon le long de mésentére dorsal de I’intestin postérieur(WANDII,
1992). La créte génitale et donnent naissance aux ovogonies, les cellules germinales souche aprés
leur migration vont se multiplier entre le soixanti®me et les cent soixante dixidme jours de
gestation (WANDIJI, 1992).

Pendant la gestation une réserve de deux millions d’ovogonie qui, une fois la phase
mitotique terminée, entament une division méiotique qui se trouve bloquée en prophase I; elles se
transforment en ovocytes I.

L’induction de la méiose serait controlée par un facteur d’origine mésonephrotique appelé
MIS (Meiosis Inductive Substance) synthétise par les cellules mésenchymateuses de 1’ovaire
(WESTERGARD et al., 1985), le contacte des ovogonies avec les cellules d’origines
mésenphrotique est donc indispensable pour assurer leur transformation en ovocytes primaires.

Chez la majorité des mammiféres la multiplication se termine avant ou peu aprés la
naissance (HANZEN et al, 2000), cette réserve folliculaire décline progressivement au cours de
la vie de I’animal, le nombre de follicules primordiaux a été estimé chez la vache 3 environ
40000 vers I’age de 2 4 3 ans et 2500 entre 12 4 14 ans (ERICKSON, 1966).



1.2.2. Phase de croissance:

Cette étape de croissance ne concerne que 10 du stock folliculaire, comprise entre le
moment ou le follicule quitte la réserve folliculaire et celui de I’ovulation, elle est
particuliérement longue et variable selon les espéces.

Se caractérise par des modifications qui concernent tout a la fois le follicule et ’ovocyte
qu’il renferme, le développement folliculaire est continu et comprend les stades de follicule
primordiale, primaire et secondaire, constituant les follicules préantraux, puis les stades tertiaire
et de De Graaf représentant les follicules antraux (HULSHOF et al, 1994), (Voir figure 01).

I1.2.2.1.Le follicule primordial:

Cette ¢tape coincide avec Iisolement et larrét méiotique des ovocytes pendant
I’ovogenése. Au moment de la naissance tous les ovocytes primaires sont entourds par une mince
couche unistratifiée de 4 & 8 cellules épithéliales folliculaires somatiques aplaties, aussi appelées
des cellules de la granulosa. Celles-ci sont séparées du reste stroma ovarien fibreux par une
mince membrane basale, les cellules épithéliales folliculaires dérivent de I’épithélium
ceelomique, les follicules primordiaux représente en permanence la majorité des follicules dans
I’ovaire.

En effet, cette association entre I’ovocyte dégénére suite 3 la reprise de la méiose (Russe,
1983). Cette population de follicules, qui est & son maximum pendant la vie feetale, représente la
réserve d’ovocytes pour la vie reproductive de la vache (DRIANCOURT et al., 1991).

1.2.2.2.Le follicule primaire:

Lors du passage du follicule primordial au follicule primaire, 1’épithélium folliculaire qui
entoure I’ovocyte devient cubique ou prismatique et ce caractérise par ’augmentation du volume
de I’ovocyte et par agencement a sa surface d’une couche réguliére de cellules cubique, c’est
durant cette période que Iovocyte synthétise; et secréte les glucoproteines qui donneront
naissance a une enveloppe hyaline poreuse; la zone pellucide, d’une épaisseur d’une dizaine de
microns, elle est constituée de 95 de trois glycoprotéines organisées en longes filaments
interconnectés, appelées ZP1, ZP2, ZP3 forme avec la ZP2 des filaments qui sont pontés par la

ZP1 seul la glycoprotéines ZP3 est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction
acrosomique(YANAGIMACHI, 1994).

1.2.2.3.follicule secondaire:

Lorsque le follicule primaire persiste ils se transforment en follicules secondaire au
moment ot I’épithélium folliculaire devient pluristratifié, ce dernier va alors former la couche
granulosa, du follicule secondaire des prolongement cytoplasmique issus des cellules adjacentes
de la couche granulosa traversent la zone pellucide pour assurer ’approvisionnement de
I’ovocyte. Au-dela de leil membrane basale, le stroma ovarien se transforme en théque du follicule.

L’ovocyte ici atteint son volume maximal, il s’est entouré d’une pellucide bien
différenciée et de deux ou trois couches de cellules cubiques formant la granulosa I’ensemble est



limité extérieurement par la membrane basale qui s’est transformé en membrane de Slavjanski
constituée de collagéne de type IV,de fibronectine, de laminine et de proteohéparane sulfate.

1.2.2.4.Le follicule tertiaire:

Caractérisent par I’apparition des petites lacunes remplies de liquide dont la confluence
forme la cavité folliculaire (antrum) dans la granulosa. Atour de P’ovocyte, la granulosa fait
saillie dans I’antrum constituant le cumulus oophorus ou disque proligére. L’ovocyte est devenu
entre-temps si grande que son noyau 2 la taille d’un follicule primaire. le tissu conjonctif autour
du follicule c’est déja différencié en une théque interne bien vascularisée avec des grandes
cellules riches en liquides (production hormonale) et en une théque externe qui forme la
transition avec le stroma de 1’ovaire et qui contient les grandes vaisseaux.

Chez la vache, le nombre de follicules antraux est de maniére constante, compris entre 25
et 50, il dépend du nombre de follicules entrant en phase de croissance, du taux de croissance de
ces follicules et du nombre de follicules, qui s’atrésient (ARMSTRONG, 1993), a ce stade, et
chez tous les mammifires, le follicule cavitaire s’entoure, en dehors de la membrane de
Slavjanski, d’une double enveloppe constituée par la théque interne, faite de cellules
interstitielles riches en ARN et en enzymes nécessaires a la steroidogenése, et par la théque
externe formée d’un tassement de tissus conjonctif du stroma ovarien.

L1.2.2.5. le follicule mur (follicule de De Graaf):

C’est la phase terminale du développement folliculaire, cette phase ne concerne qu’un
follicule sur mille entré en croissance (SAUMANDE, 1991), le follicule mur se caractérise par
une taille maximale de 25 mm chez la vache, par un nombre maximal de cellules granuleuses et
par activité mitotique minimale de la grauleuse, gonflé de liquide, le follicule affleure en surface
de Povaire, Iovocyte demeure enfermé dans un massif cellulaire formé de la corona radiata et
cumulus oophorus, les théque interne et externe sont bien différencies et la membrane basale est
bien visible entre les cellules folliculaires et la theque interne, la théque interne est une glande a
part entiére, la théque externe est de nature fibreuse, une fois I’antrum formé, ’ovocyte entretient
des échanges métaboliques avec le liquide folliculaire via les cellules du cumulus et avec le sang
via les cellules de la granulosa et la membrane basale, chez la vache; il faut 42 jours pour qu’un
follicule de 0,13 mm atteigne la taille préovulatoire (LUSSIER et al., 1994).
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Figure 01: Chronologie du développement folliculaire5d'apres FIENI et al 1995).

1.2.3. phase de maturation:

C’est I’ensemble des modifications nucléaires, cytoplasmiques et membranaires de
I’ovocyte, ces différentes modifications lui donne I’aptitude a étre reconnu et pénétré par la
spermatozoide, lorsque I’ovocyte a atteint 80 % de sa taille finale, il a acquis la compétence ou
’aptitude a réaliser sa maturation nucléaire, c’est-a-dire la reprise de la méiose, celle-ci
correspond a la disparition de la membrane nucléaire, a la condensation des chromosomes et
finalement a I’émission du premier globule polaire, ’ovocyte I se transforme en ovocyte II lors
du cycle sexuel. La reprise de la division méiotique na lieu qu’apres la décharge ovulant puis se
termine avant I’ovulation,

L’activation des récepteurs a la LH des cellules de granulosa induite lors de la décharge
ovulant permet non seulement a ’ovocyte de reprendre sa méiose, mais également de réaliser de
sa maturation cytoplasmique, préalable essentielle au succés de la fécondation (HANZEN et
al.,2000), ’ovocyte constitue ses réserves cytoplasmiques, parmi ces constituants, granules qui
migrent a la périphérie de I’ovocyte, ils contiennent un ovopéroxidase indispensable pour
prévenir la polyspermie en empéchant la pénétration des spermatozoides supplémentaires.

Le cytoplasme synthétise une protéine préparant 1’ovocyte a la fécondation et joue un role
dans le développement précoce de I’embryon, au niveau membranaire se produit un ensemble de
processus favorisant la reconnaissance spécifique de I’ovocyte par le spermatozoide, un seul
spermatozoide fécondant doit avoir accés dans I’ovocyte sous I’effet de la membrane pellucide
favorise et prépare la fusion entre le spermatozoide et I’ovule et protége 1’ovocyte contre la
polyspermie (Hanzen et al, 2000).



I.3. L’atrésie folliculaire:

Au sein de la population de follicules ovariens, trés peu ovulent étant donné que la trés
forte majorité de ceux-ci sont destinés & subir I’atrésie folliculaire (HUGUES et GOROSPE,
1991). L’atrésie ou involution folliculaire est un processus physiologique par lequel le follicule
arréte sa croissance et sa différenciation cellulaire, régresse et disparait. Ce processus permet
I’élimination des cellules inutiles, développées incorrectement ou endommagées (GUTHRIE et
al. 1995). Le follicule atrétique se distingue du follicule sain & plusieurs niveaux morphologiques
et fonctionnels. Au niveau fonctionnel, le follicule atrétique est caractérisé par la perte de son
activité aromatase (production d’cestrogénes) et par une réduction de synthése d’androgenes par
les cellules de la théque. Ceci résulte en des niveaux plus élevés en progestérone et des niveaux
plus faibles en cestradiol comparativement & un follicules sain (JOLLY et al., 1994). Au niveau
morphologique, la mort progressive des cellules de granulosa a lieu avec 1’éventuelle destruction
de toutes ces cellules JOLLY et al ., 1994). L’ovocyte est affecté seulement dans les derniéres
étapes de Iatrésie folliculaire ( DRIANCOURT, 1991).

II'a été démontré chez plusieurs espéces, que I’atrésie est provoquée par ’apoptose ou
mort cellulaire programmée (TILLY, 1991; HUGHES et GOROSPE, 1991).

L.4. Dynamique de la croissance folliculaire:

A partir de la puberté, la croissance folliculaire est permanente et des vagues de
croissance et d’atrésie se succédent. A partir du pool de follicules ovariens (follicule
primordiaux), 15 & 30 follicules vont commencer leur développement chaque jour et quitter la
réserve. Au bout de plusieurs mois, certains atteignent le stade de follicule tertiare. Trois
phénomenes vont ensuite se succéder: recrutement, sélection et dominance (MIALOT et
CHASTANT, 2000).La croissance folliculaire s’effectue sous forme de vagues pendant: -la phase
folliculaire du cycle estrale -la phase lutéale —la gestation —anoestrus post-partum.

I.4.1. Recrutement:

Le recrutement est Dentrée en croissance terminale d’une cohorte de follicules
gonadodépendants, il concerne chez les ruminants 2 a 5 follicules de taille comprise entre 3 et 6
mm (DRIANCOURT et al, 1991). Ces follicules ont dépassé le stade ol habituellement la plupart
des follicules deviennent atrétiques. Le recrutement est un phénoméne aléatoire, provoqué par
I’augmentation transitoire du taux circulant de FSH (Follicle Stimulating Hormone), 2 & 4 jours
précédant le début de vague folliculaire, se fixe sur les récepteurs de la granulosa:

° Activation de I’aromatase:
L’aromatisation des cellules thécales en E2:

-stimulation de I’activine pour promouvoir la synthése d’E2, induction de la formation des
récepteurs de LH

°Hormones de croissance GH:

-amélioration de la croissance des plus gros follicules, activation de la sécrétion des facteurs de
croissance IGF1, prolifération et différentiation folliculaire.



1.4.2.Sélection:

Lors de la sélection, 1’augmentation de la fréquence des pulses de LH stimule la
production d’cestradiol et d’inhibine par la granulosa des gros follicules.  (Estradiol et inhibine
agissent conjointement en réduisant progressivement la sécrétion de la FSH, réduction
responsable de la sélection (WEBB et al., 1999). En effet, la prévention de la chute de FSH par
injection de cette hormone & petite dose conduit & une polyovulation (ENNUYER, 2000; FIENI
etal., 1995).

Lorsqu'un follicule dominant a acquis suffisamment de récepteurs & LH pour lui
permettre de subsister quand le taux de FSH diminue, il sécréte de grandes quantités
d’oestrogénes et continue & croitre en raison de I’augmentation de sa propre sensibilité a la FSH
et & la LH, et par production de facteurs locaux, notamment des IGF. L’action de I’IGF-I semble
régulée par la concentration en ses protéines-ligands, les IGFBP (Insulin-like Growth Factor
Binding Proteins) : une diminution de la concentration en IGFBP, entrainant une plus grande
biodisponibilité de I’IGF-1, serait déterminante dans le mécanisme d’acquisition de la dominance
(AUSTIN et al., 2001 ; MONGET et al., 2002). La sécrétion réduite de FSH ne permet plus en
revanche la croissance des follicules non sélectionnés (ENNUYER, 2000).

1.4.3.Dominance:

La phase finale de la maturation folliculaire, caractérisée par augmentation nette des E2 et
le facteur qui détermine la dominance du follicule est inconnu deux hypothéses: existence d’une
protéine régulatrice FRP (Follicule Regulatory Protein) mais non confirmée et la sécrétion du
follicule dominant de substance inhibitrice de la synthése de FSH peut continuer son
développement en présence de concentration minimal de FSH, hormone toujours indispensable.

La dominance correspond au blocage du recrutement et i 1’accroissement rapide de
volume du ou des follicule(s) ovulatoire(s). Bien que la FSH diminue, le follicule dominant
persiste car il a acquis un mécanisme d’autostimulation interne (I cestradiol qu’il produit amplifie
sa synthésed’IGF-1(InsInin-Like Growth Factor 1) qui stimule sa synthése d’cestradiol).La suite
de I’évolution du follicule dominant dépend de I’évolution de la progestéronémie. Si la
progestéronémie diminue,c'est-a-dire s’il y* a la lutéolyse, alors que le follicule dominant de la
2eme vague est en phase de croissance, il ovule. Si, a ’inverse, la progestéronimie se maintient a
un niveau €levé aprés que le follicule dominant ait atteint sa taille maximale, il commence &
régresser, et une autre vague de croissance apparait (DRION et al., 1996).

Chaque vague consiste en I’émergence, tous les 7 & 9 jours environ, de plusieurs follicules
tertiaires antraux de diamétre égal ou supérieur 3 5 mm parmi lesquels apparait le follicule
dominant. Chez la vache, un cycle comporte un follicule dominant. Si 3 vagues sont observées,
elles débutent en générale aux 2°™m¢, 9™ et 16°™ jours du cycle. Si 2 vagues sont observées, elles
apparaissent aux 2¢™ et 11¢™ jours du cycle (DRION et al., 1996). Ceci explique la variation de
la longueur des cycles parfois observés.



LS. physiologie du cycle cestral:

Le cycle cestral correspond & l'ensemble des modifications ovariennes, génitales et
comportementales, qui se succédent au début d'un cestrus (période d'expression du comportement
sexuel, appelée « chaleur » ) au début de I’cestrus suivant (BONNES et al,. 2005 ).

Le cycle cestral est composé de deux phases: une phase lutéale et une phase folliculaire.
La phase lutéale et une phase folliculaire. La phase lutéale débute suite 4 ’ovulation et 3 ce
moment, le folliculeuse transforme en corps jaune qui persiste jusqu’au jour 16 a 18 du cycle
aestral (jour O=cestrus).

Pendant la phase lutéale, le corps jaune sécréte de la progestérone et maintien des niveaux
élevés de cette hormone. La phase folliculaire débute au moment de la régression du corps jaune
vers le jour 18 du cycle, ol on observe une diminution des concentrations de progestérone.

A la fin du cycle cestral, il y a formation d’un follicule pré ovulatoire qui sécréte de plus
en plus d'cestrogéne. Lorsque les niveaux de ce dernier atteignent une concentration sanguine
suffisante, Il y a déclenchement des chaleurs.

L.5.1.Les différentes phases du cycle cestral:
L.5.1.1.Proestrus:

Représente la période de transition entre la fin d’un cycle et le début du cycle suivant.
Cette phase dure un  trois jours (entre le 20°™ et 21¢m j), Elle est caractérisée par la régression
du corps jaune du cycle précédent et la croissance folliculaire du cycle suivant. L’utérus
s’hypertrophie, I’endométre est congestionné et oedémateuse, les glandes utérines augmentent
leurs activités sécrétoires (KOLB, 1975).

Le proestrus est synchrone du déclin d’activité du corps jaune; il débute vers le 17¢me jour

et nettement précis€ au 19 jour avec I’ascension du taux plasmatique des cestrogénes
(DERIVAUX et ETORS, 1980).

1.5.1.2.(Estrus:

Elle représente la période de réceptivité sexuelle et période éclatement du follicule, ponte
ovarienne, acceptation du male (FONTAINE, 1995). L’ cestrus est durée en moyenne de 15 heures
(2 — 30h maximum marquant le premier jour d’un cycle) et I’ovulation qui est spontanée, survient
environ 14 heures aprés la fin des chaleurs (INRAP, 1988).

L’estrus est plus ou moins marqué selon les individus, il se traduit surtout par de
Iagitation, les animaux essaient de monter sur les autres, ’appétit diminue. Pendant la période de
Pcestrus, la muqueuse vaginale est fortement congestionné, le col est ouvert et permet le passage
des spermatozoides (KOLB, 1975).



1.5.1.3.Metcestrus:

La phase qui succéde & I’cestrus pendant la quelle les cellules de la granulosa du follicule
ovulatoire subit une luteinisation respensable de la formation du corps jaune ou bien est
Pinstallation du corps jaune et va du jour 1 au jour 6 du cycle (INRAP, 1988), caractérisée par la
dimunition de la sécrétion des glandes utérines cervicales et vaginales, si celui-ci est fécondé, le
corps jaune reste actif et empéche la maturation du nouveau follicule. Si la fécondation n’a pas eu
lieu, le corps jaune régresse (KOLB, 1975).

1.5.1.4.Dioestrus:

II dure 10 & 11 jour (6™ au 17°jours du cycle) (DERIVAUX et ECTORS, 1980),
correspond & la période d’activité du corps jaune (sécrétion accrue de progestérone P4)
(SOLTNER, 1999). Les glande utérines subissent une hyperplasie et hypertrophie, la sécrétion
du tractus génital sont rare et se collent muqueuse vaginale devient pale.

1.6.Les hormones intervenant dans la régulation du cycle cestral: (Voir figure 02).
1.6.1.Les hormones origine hypothalamique:
1.6.1.1.GnRH:

C’est le régulateur fondamental de la fonction reproductrice chez les animaux
(gonadotrophin releasing hormone ou gonadolibérine), qui est synthétisée et libérée par les
neurones de I’hypothalamus.

La GnRH se lie alors aux récepteurs spécifiques situés sur les cellules gonadotropes de
I’antéhypophyse, ce qui provoque la synthése et la libération des gonadotrophines, ’hormone
folliculo-stimulante (FSH) et I’hormone lutéinisante (LH) (ROCHES 1997).1a GnRH est une des
rare hormones 2 induire la synthése de ses propre récepteurs.

Le caractére pulsatile de la sécrétion du GnRH semble jouer un role important dans la
libération des gonadotrophines. En effet, I’administration exogene continue de peptide a une dose
relativement élevée, soit in vivo, soit in vitro, provoque dans tous les cas une perte progressive de
la réponse LH et FSH de I’hypophyse. La nature de la liaison entre le systéme nerveux central et
I’hypophyse via le systéme porte hypothalamo-hypophysaire permet une stimulation trés fine des
cellules gonadotrope. C’est & ce niveau que le message hormonal, plus lent, sert & coder ’état
physiologique.

Ainsi, chaque pulse de GnRH est suivie d’une pulse de LH, lui-méme suivi d’une pulse
d’cestradiol ou de progestérone. Enfin, 4 coté de son action sur la sécrétion des gonadotropines, la
GnRH stimule la biosynthése de LH et de FSH (CARATY, 1997).

La GnRH est a double action. D’une part, elle entraine une libération rapide et transitoire
des gonadotropines et d’une part, elle exerce une stimulation 3 long terme sur la synthése de ces
hormones. Cette action est consécutive a la fixation de la GnRH avec une affinité sur des
récepteurs membranaires de nature glycoproteique.



L.6.2.Hormone origine hypophysaire:
1.6.2.1. FSH:

La FSH (Follicule Stimulating Hormone) est une glycoprotéine synthétisée par
I’antéhypophyse. Le role de la FSH est établi dans I’étiologie des vagues folliculaires
(ARMSTRONG, 1993; ADAMS, 1994). FSH (dominant) assuraient la croissance et maturation
des follicules qui auraient du subir I’atrésie tout en stimulation d’autres follicules a une demi vie
courte de I'ordre de 20 a4 70 minutes (KOHLER et COLL, 1968 cités par NIBART et
BOUYSSOU, 1981).

La FSH contréle le développement de I’ovaire et la croissance folliculaire, prépare
I’action de la LH (Lutéinising Hormone) par la fragilisation de la membrane du follicule et
stimule la synthése des cestrogénes par les follicules (RIEUTORT, 1995).

La FSH contrdle ’aromatase, enzyme responsable de I’aromatisation des androgénes en
cestrogenes et dans ’activité est plus importante dans le follicule dominant que dans les follicules
dominés (HANZEN, 2000). Elle stimule la multiplication des cellules de granulosa et la
formation de I’antrum, d’autant plus fortement qu’il existe une imprégnation préalable par les
cestrogénes (RIEUTORT, 1995).

1.6.2.2.LH:

La LH (Luteinising Hormone) c’est une glycoprotéine secrétée par I’antéhypophyse, elle
controle la maturation finale des follicules avec le F SH, provoque 1’ovulation, induit la formation
du corps jaune et la synthése de progestérone (Derivaux et Ectors. 1980). Elle stimule la sécrétion
de différents stéroides (cestrogenes, progestérone) (Sairam, 1974).

1.6.3.Hormone origine folliculaire:

1.6.3.1.Action inhibitrice sur la croissance folliculaire:
1.6.3.1.1.Inhibine:

L’inhbine est une glycoprotéine, formée de deux sous unités alpha et béta
(COMBARNOUS, 1994), appartenant a la famille des Transforming Growth Factor-b (TGF-b),
elle est synthétisée au niveau des cellules de Ia granulosa chez les bovins. De nombreuses
régulations interviennent pour contrdler sa sécrétion endocrine (FSH et LH), paracrines
(I’epidermal growth, le TGF -b, I’interféron 9, I’androsténedione) et autocrine (PIGF-1, le TGF-b,
Pactivine et la F SH-p«FSH-suppressing protein») (F INDLAY, 1993).

L’inhbine présente une dualité d’action. La premiére s’exerce de maniére locale, c'est-a-
dire au niveau des follicules eux-mémes: I’inhibine limiterait de maniére autocrine Ia conversion
d’androgéne en cestrogéne par action sur I’aromatase presente au niveau des cellules de granulosa
(WOODRUF et al, 1990). La seconde action de I’inhbine est périphérique: elle inhibe la sécrétion
de FSH hypophysaire.



1.6.3.2.Action stimulante sur la croissance folliculaire:
1.6.3.2.1.Follistatine:

Le follistatine (FSP, «FSH-suppressing protein») est une glycoportéine produite
majoritairement par les cellules de la granulosa qui semble moduler de maniére autocrine le
fonctionnement des cellules de la granuleuse: en présence de FSH, elle inhibe leur activité,
aromatase et leur production de progestérone. Elle favorise des lors la lutéinisation ou I’aterésie
folliculaire par neutralisation des effets folliculaires de I’activine, elle a été répertoriée comme
activin binding protein (NAKAMURA et al, 1990) antagonisant I’effet de I’activine au niveau
pituitaire, la production de follistatine dépendant de la FSH, de I’activine et de 1’état évolutif ou
atrétique du follicule.

1.6.4.Hormone origine ovarienne:
1.6.4.1.cestrogene:

(Estrogéne signifie qui provoque I’cestrus. Secrétés par les cellules de la théque interne
des follicules et par les cellules intertitielles. Parmi les oestrogénes, I’hormone essentielle
secrétée par I’ovaire est représentée par le 17B cestradiol (VAISSAIRE, 1977). L’oestradiol-175
est prédominant, il est 4 cet effet souvent exclusivement dosé.

Chez les bovins trypanotolérants, les valeurs limites d’cestradiol trouvées par (DIOUF
1991) sont de 6,9-15 pg/ml chez la Ndama. Meyer et Yesso1992 cités par Sauveroche et Wagner
(1993) trouvent pour leur part des limites plus faibles: 5,8-10,8pg/mI((NDAMA) et 5,1-10,9 pg/ml
(BAOULS).

A fort dose, elles exercent une rétroaction positive sur la sécrétion hypophysaire (FSH,
LH),  faible dose elles exercent une rétroaction négative sur la sécrétion hypophysaire (INRAP,
1988). Leur taux est relativement faible en dehors de la phase folliculaire. Ainsi, chez la vache il
est de 8,6pg/ml au moment de ’cestrus et de 1,7pg/ml au lendemain de celui-ci (DERIVAUX et
ETORS, 1980).

Les cestrogénes sont avant tout les hormones de la croissance du tractus génital, ils
entrainent la congestion, I’cedéme et la croissance cellulaire (FONTAINE, 1995).

1.6.4.1.Progestérone:

Secrétée par les cellules lutéiniques du corps jaune, elle est également synthétisée dans la
corticosurrénale et dans le placenta de certaines espéces (DERIVAUX et ECTORS, 1980).

Les effets centraux de la progestérone sont essentiellement représentés par son effet
rétroactif (feed back) négatif sur la sécrétion de gonadolibérine (Fontaine, 1995). Elle frein la
production d’cestradiol, d’ou I’effet inhibiteur indirect qu’exerce localement le corps jaune
ovarien sur la croissance folliculaire (DUPOUL, 1993), ainsi elle stimule I’activité sécrétoire de

I’endométre, diminue la tonicité du myométre et sa sensibilité a ’ocytocine (DERIVAUX et
ECTORS, 1980).
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L’évolution souvent observée dans la progestéronémie est la suivante: moins de 1ng/ml de jO
jusqu'a j2-j3; jO= jour du début de I'cestrus, 1 & 1,4ng/ml jusqu'a j8-j9, 7 2 l4ng/ml
(9,5=0,4ng/ml) jusqu’a j17, de j17 & j20 dimunition et retrouve & moins de Ing/ml. Selon
SAUEROCHE et WAGNER (1993), la progestéronémie élevée en phase lutéale chez les races
trypanotolérantes (jusqu’a 15ng/ml) comparée aux valeurs des autres races (moins de Sng/ml)
serait un caractére spécifique de ces races trypanotolérontes. Outre 1’étude de I’activité ovarienne,
le dosage de progestérone permet de poser un diagnostic précoce de gestation ou plus
précis€ment de non gestation.

I.7.La composante comportementale: L’cestrus

C’est I’ensemble des phénoménes physiologiques et comportementaux qui précéde et
accompagne I’ovulation chez les femelles des mammiféres.Bien qu’étant le seule événement
visible du cycle, sa détection n’est pas toujours aisée. De nombreux facteurs ont en effet des
incidences sur I’extériorisation de I’cestrus, sa durée et intensité (SAUVEROCHE et WAGNER,
1993).

1.7.1.Détection de I’estrus:

Opération délicate mais dans la précision est essentielle, la détection des chaleurs est €lément
clé dans la maitrise de la reproduction des animaux domestique par la biotechnologie animales.
Perce que toutes les étapes de la production au transfert d’embryons sont fixé par rapport au
début de I’cestrus. C’est ci qui fait écrire RECCA (1981): « maitriser la reproduction c’est
d’abord bien détecter les chaleurs ».

Diverses méthodes existent pour facilité la détection des chaleurs ( HANZEN, 1981, GUEYE,
1983, DIOUF, 1991,MEYER et YESSO, 1991). Il y a des méthodes par observation direct ou
indirecte (marqueurs et révélateurs des chevauchements) et des méthodes de détection non
visuelles (dosage des hormones sexuelles, mesure de PH intra-vaginal, ect...). Chaque méthode a
ses avantages et ses inconvénients, et donc selon le cas offre une sensibilité et spécificité variable.

Parmi elle la détection par observation directe métrite par une attention particulicre.

Pour étre efficace, chaque individué du troupeau doit étre identifié. De plus deux observations
d’une demi-heure environ peuvent étre fixées matin et soir: en élevage extensif, t6t le matin avant
la remise au paturage et le soir au retour a ’étable. Une double période d’observation permet la
détection de 88% des chaleurs (DOLANSON, 1968 cité par HANZEN, 1981). L’observation
permanente est cependant plus efficace mais I’éleveur n’a pas que cela a faire.

Une bonne détection exige de |’observateur la connaissance des modifications
comportementales en période de 1’cestrus.
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1.7.2. Les manifestation de I’cestrus:

En débit d’une multitude de manifestation (activité généralement limitée, appétit réduit,
attirance d’autre vache, beuglements fréquents, tentative de chevauchement d’autres vaches,
recherche de la proximité des males), I’acceptation du chevauchement par un congénére (male ou
femelle), donc 1’immobilisme postural de la femelle, représente le signe majeur de I’cestrus. C’est
le critére généralement retenu pour caractériser le début de I’cestrus.

Certains signes anatomiques révélent également 1’état d’estrus. Il s’agit entre autres de la
tuméfaction et de la congestion de la vulve, parfois de ’émission puis de I’écoulement d’une
glaire transparente entre les lévres vulvaires. Pendant cette période, I’examen transrectal des
organes génitaux internes révéle a la palpation, un utérus trés tonique (signe pathognomonique) et
au niveau de I’ovaire un gros follicule ou un point ovulatoire.

1.7.3. La durée et ’intensité de I’cestrus:
- La durée:

La durée exacte de I’cestrus est de détermination parfois difficile. Ce qui la rend en fait
difficile c’est la détermination de son début et sa fin, lesquels repéres ne sont assez nets que lors
de chaleurs intenses.

Elle en moyenne de I’ordre 10 & 12 heures en cycle naturel (RALAMBOFIRINGA, 1975).

-I’intensité:

Elle peut étre traduite & travers le nombre de chevauchements acceptés (lui-méme
fonction de la durée des chaleurs) par unité de temps (heure ou demi-heure).

Les bovins trypanotolérants présentent une valeur trés pet réduite ou comparable aux 4 4 6
chevauchements rapportés chez les bovins des pays tempérés (PACCARD, 1985 cité par
SAUVEROCHE et WAGNER, 1983).

C’est au cours de la nuit que DPcestrus se manifeste avec plus d’intensité. Selon
SAUVEROCHE et WAGNERTr (1993), les vaches n’extériorisent mieux un comportement sexuel
que pendant les heures fraiches. L’activité de monte apparait en effet le plus souvent en début de
soirée et se termine généralement en début de soirée et se termine généralement en début de
matinée.

1.8. Développement embryonnaire:

L’ovogenése est le processus de développement d’un ovocyte ou d’un ceuf par
accumulation des populations d> ARN maternel et des protéines (TELEFORD & SCHULTZ,
1990; De SOUSA et al ,1998). Les follicules renferment des ovocytes qui sont bloqués au stade
diplopténe de la prophase I de la méiose ( De SOUSA et al., 1998). La décharge pré ovulatoire de
la LH et la libération de 1’ovocyte par le follicule vont permettre de reprendre la méiose (AVERY
et al., 1998; De SOUSA et al ., 1998). Le début de la croissance folliculaire est caractérisée par la
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rupture de la vésicule entrainant le processus de la méiose de métaphase I & métaphase II (SHEA,
1981;AVERY et al., 1998). Une fois le premier globule polaire expulsé, les ovocytes vont rester
dans un stade statique jusqu’a la fécondation (SHEA, 1981; AVERY et al., 1998). La taille du
follicule détermine sa compétence et sa capacité & reprendre la méiose ( AVERY et al., 1998),
chez les bovins laitiers elle se situe autour de 110pm de diamétre pour I’ovocyte et 2 mm pour le
follicule ( AVERY et al., 1998). La folliculogené se est caractérisée est caractérisée par une
augmentation du diamétre du gaméte vers a peu prés 30 pm dans le follicule primordial jusqu’a
120 pm dans le follicule tertiaire ( De SOUSA et al., 1998). La fécondation est caractérisée par la
pénétration du spermatozoide dans I’ovocyte ( Teleford & Schultz,1990).

La taille moyenne de ’embryon bovin est entre 150 et 190 pm avec une épaisseur de 12 &
15 pm pour la zone pollucide ( LINDNER & WRIGHT, 1983). Les trois premiers cycles
cellulaires se développent avec un type constant de synthése protéique ( CROSBY et al ., 1988;
TELEFORD & SCHULTZ, 1990). Jusqu'au stade blastocyte, I’embryon n’est pas d’une grande
taille; toutfois, les cellules se multiplient de 2 & 16 cellules par clivage ( LINDNER & WRIGHT,
1983).

Le stade de deux celules a la forme d’un axe de divisions qui sont arrangées dans des
angles droits des unes rapport aux autres (HAMILTON & LAING, 1946). Un embryon & quatre
cellules contient des blastoméres qui sont arrangées en paires qui se ressemblent a la figure de
croix (HAMILTON & LAING, 1946). Les embryons & huit cellules sont arrangée sous forme de
sphéres en moule, uniformes en taille, et les blastoméres sont étroitement groupées (
HAMILTON & LAING, 1946). Le sparmatozoide peut aussi encore etre visible dans la zone
pellucide (HAMILTON & LAING, 1946). Une morula , embryon de 5 jours, est constituée de 16
a 32 cellules (SHEA, 1981; LINDNER & WRIGHT, 1983) se présentant sous la forme d’une
sphére ( LINDNER &WRIGHT, 1983). Les embryons de 16 cellules ont des blastoméres
centralement ayant ses propres noyaux, et qui sont entourdes d’autres cellules ( HAMILTON &
LAING, 1946). Les blastoméres sont aisément identifiables. La masse cellulaire de ’embryon
occupe 60 a 70% de I’espece péri vitellin (HAMILTON & LAING, 1946;LINDNER
&WRIGHT, 1983).

La morula est compacté eau 6°™ jour et elle est caractérisée par des blstoméres
étroitement collées les unes aux autres formant ainsi une masse compacte (SHEA, 1981;
LINDNER & WRIGHT, 1983). Au 7™ jour I’embryon se développe en un jeune blastocyte (
LINDNER& WRIGHT, 1983). Les embryons jeunes blastocytes ont une couche extérieure de
trophoblaste prononcée avec une masse cellulaire innée proéminente et compacte (HAMILTON
& LAING, 1946; CHANG, 1952;SHEA, 1981; LINDNER & WRIGHT, 1983).

Tandis que le blastocoele s’allonge, les cellules innées se déplaceront vers un coté de
’embryon (SHEA, 1981). La taille d’un jeune blastocyte est environ 172 pum deifférenciation
diametre ( CHANG, 1952). Le jeune blastocyte va se développer en un blastocyte, qui est
caractérisé par une différenciation prononcée du trophoblaste extérieur et de ’étroitesse de la
masse cellulaire innée compacte (CHANG, 1952; LINDNER & WRIGHT, 1983). Les cellules
allongées et aplaties se présentent sous forme de cellules trophoblastiques (CHANG, 1952;
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SHEA, 1981), elles sont réparties en tranches fines le long de la zone pellucide ( HAMILTON &
LAING, 1946). Au 8™ jour I’embryon se développe en un blastocyste, ou il commence &
augmenter de taille (1,2 a4 1,5 fois sa taille originale) ( LINDNER & WRIGHT, 1983). Les
cellules embryonnaires au 10°™® jour, commencent & se différencier on a donc des cellules
endodermes, des cellules embryons sont collectés au 7°™ jour suivant 1’oestrus quand ’embryon
devrait etre considéré comme une morula tardive ou jeune blastoocyste (SHEA, 1981). Selon des
résultats d’une étude faite par SHEA en 1982, 57% des embryons collectés au 7¢™ jour sont des
Jjeunees blastocystes tandis que les 36% autres sont des morulas tardives. Les résultats de SHEA
aussi montrent qu’il y a un taux de gestation de 58% suite & 366 transferts au 7™ jour (1981). On
obtient des morulas en collectant des embryons au 5™ jour.

La détermination du nombre et de la morphologie de cellules & ce stade stade sont
difficiles ( SHEA, 1981). Si les embryons sont collectés au 9™ jour, I’embryon sera
probablement «sorti» de la zone pellucide (SHEA, 1981). La zone éclose, I’embryon peut é&tre
difficilement trouvé (SHEA,1981). La collecte d’embryons au 12¢™ jour, quand I’élongation a

commencé, peut etre faite 4 1’ceil nu, mais le dommage de la paroi du trophoblaste est probable
(SHEA, 1981).

La morphologie des embryons peut varier d’une apparence idéalement sphérique de la
portion protoplasmique de 1’ovaire vers une apparence dégénérative de diminution de la portion
protoplasmique de I’ovaire (SHEA,1981). L es embryons sont classés en se basant sur la qualité
du développement embryonnaire selon les standards de LINDNER & WRIGHT (1983)qui a été
modifi¢ ultérieurement par la société internationale du transfert embryonnaire ( ROBERTSON &
NELSON, 1998). Les embryons jugés comme excellents sont sphérique, symétriques et la taille,
la couleur et la texture de leurs cellules sont uniformes (LINDNER & WRIGHT, 1983).

Les embryons bons ont des imperfections insignifiantes telles qu’un peu de blastoméres
compactés présentant des vésicules, avec une forme irréguliére (LINDNER & WRIGHT, 1983).
Les embryons Excellents et bons ont été combinés pour grade 1 (ROERTSON & NELSON,
1998;HASLER, 2001). Les embryons moyens ne posent pas des problémes sévéres; ils ont des
blastoméres compactés contenants des vésicules, et peu de cellules dégénérées (LINDNER &
WRIGHT, 1983). Les embryons de classe dite « moyenne » sont répertoriés dans le grade 2
(ROBERTSON & NELSON, 1998; HASLER, 2001). Finalement, les embryons médiocres ou
grade 3 sont des embryons qui ont des problémes sévéres; des nombreuses blastomeéres
compactés contenants de nombreuses vésicules larges, des cellules dégénérées, des cellules de
taille variée, avec une masse embryonnaire encore viable LINDNER & WRIGHT, 1983;
ROBERTSON & NELSON, 1998). 8 a 12 cellules embryonnaires collectées au 7¢™ jour
indiquent que I’embryon est mort, ’embryon est dégénéré ou ’ovulation a été retardée (SHEA,
1981). Les embryons dégénérés produisent de mauvais résultats de gestation (SHEA, 1981).
Selon une étude effectuée par LINDNER & WRIGHT (1983), le taux de gestation est
probablement moins affecté par le stade de développement embryonnaire que par sa qualité. Les
embryons pauvres en qualité ont rendu le taux de gestation bas, alors que les taux d’embryons
classés comme excellent ou bon ont rendu le taux de gestation haut (LINDNER & WRIGHT,
1983).
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Chapitre I1: Superovulation et récolte des embryons

IL. Superovulation:

Chez les ruminants,la stimulation de la fonction de reproduction repose sur des
interventions favorisent la reprise d'activité ovarienne aprés la mise,le contrdle de I'ovulation
chez les femelles cyclées ou encore destinées a provoquer la superovulation chez des femelles de
haute valeur génétique.Dans I'induction de I'activité ovarienne,|'association progestagéne +PMSG
(ou eCG) (AGUER et al,. 1982; CHUPIN et al,. 1977; GRIMARD et al,. 1992) est le plus
souvent employée chez les bovins allaitants ou les petits ruminants .Le recours au GnRH et aux
prostaglandines est également possible,en particulier chez la vache laitiére au cours du post-
partum (HUMBLOT et THIBIER, 1980),0u encore pour contrdler l'ovulation chez les femelles
toujours non fécondés aprés plusieurs insémination (HUMBLOT et THIBIER,1981; THIBIER
,1985; HUMBLOT et SAUMANDE, 1993).

Enfin dans tous les cas ou la LH pourrait étre active (contrdle du moment de
l'ovulation,femelle présentant des structures folliculaires kystiques),'hCG ou le GnRH ,plus
facile a préparer et dont I'action potentielle est équivalente,sont employés (HUMBLOT et
SAUMANDE, 1993). Chez les ruminants domestiques, et plus particuliérement chez les bovins,
le recours aux hormones gonadotropes hypophysaires est donc basé essentiellement sur
l'utilisation de FSH pour obtenir la superovulation en vue du transfert embryonnaire chez des
femelles au potentiel génétique intéressant (NIBART, 1991; SAUMANDE, 1995).

IL.1.préparation de la donneuse:

II.1.1.choix de la donneuse:

Choisir une génisse ou une vache de haute production laitiére ou de bonne conformation
viandeuse. Elle convient d'en analyser les performances de fertilité et de fécondité. De méme,il
s'avere indispensable d'identifier la présence éventuelle de la lésion du tractus génital.L'animal
super ovulé aura autant que faire se peut accouché normalement ,n'aura pas présenté des
complications puperales ou de post-partum telles qu'une rétention placentaire,une infection
utérine,fiévre vitulaire ou de l'acétonémie.ll y' aura accouché depuis 60 voir 90 jours au moins il

sera en phase de bilan énergétique positive.Il y' aura manifesté deux ou trois chaleurs a intervalle
régulier .

L'exploration manuelle, le col et les cornes utérines seront de diamétre normal (-5 cm).
Un corps jaune sera présenté sur l'ovaire.
En général la donneuse doit combler quelque critéres:

-Femelles sans anomalies génitales

-Femelles qui sont cyclées normalement, aprés pic de lactation

-Bonne génétique (10 % supérieurs) .

-Body conformation score (RASAD, 2004) .
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I1.1.2.Examen de la donneuse:

-Examen général:1'animal ne doit en souffrir de n'importe quelle maladie métabolique ou
infectieuse

-Examen génital:’animal ne doit pas présenter de problémes gynécologiques, le
fonctionnement ovarien doit étre normal et la vache ou la génisse ne doit avoir aucun probléme
de reproduction.

I1.1.3.Age:

En utilisant des donnés pour les récoltes effectuées au cours des vingt dernicres années,
’4ge moyen des donneuses qui sont des génisses 4gées de moins de deux ans. La tendance vers
des donneuses en transfert embryonnaire plus jeunes est évidente, avec un 4ge moyen fluctuant
entre 5,7 et 6 ans (68-72 mois) avant 2004. Depuis ce temps, 1’4ge des donneuses en TE au
Canada a toutefois diminué progressivement pour atteindre 4,2 ans (51 mois) en 2012. En lien
avec la tendance a la baisse de 1’4ge moyen des donneuses en TE, I’utilisation de génisses dgées
de moins de deux ans. Avant 2000,environ 15 % des donneuses étaient 4gées de moins de deux
ans, mais ce pourcentage a chuté sous la barre de 10 % de 2000 a 2006. Depuis 2009, la tendance
visant & effectuer des récoltes d’embryons chez des génisses a rapidement augmenté pour
atteindre 19 % en 2011 et 22 % en 2012 (BRIAN VAN DOORMAL; 2013).

I1.1.4. Etat sanitaire:
I1.2 .Préparation des receveuses:

Il faut accorder une priorité aux génisses car les résultats obtenus sont en moyenne de 50
% de gestation. En utilisant des multipares comme receveuses le résultat baisse d’environ 20 %.
L’4ge recommandé pour une génisse est d’environ 15 mois avec un poids qui correspond a 60 %
de I’4ge adulte. Pour finir il faut choisir des animaux dociles car les manipulations sont
nombreuses surtout pour la synchronisation et la pose de I’embryon qui est une étape
extrémement délicate,

Il est conseillé de prévoir plus de receveuses que d’embryons 4 mettre en place car toutes
les receveuses synchronisées ne seront pas aptes & recevoir un embryon. L’opérateur réalise un
palper trans-rectal pour s’assurer de la présence d’un corps jaune sur un des deux ovaires. Si
’opérateur a le moindre doute sur la présence du corps jaune le transfert ne se fera pas.

Avant le transfert il est essentiel de noter les chaleurs des receveuses, car ¢’est le meilleur
critere de la bonne cyclicité des femelles. Au minimum deux chaleurs doivent é&tre observées
avant de commencer la synchronisation. De plus les femelles choisies comme receveuses doivent
présenter un état d’engraissement moyen.

17



I1.3.Les différentes hormones utilisées dans le traitement de superovulation:

La superovulation est une technique utilisée principalement chez les vaches laitiéres
(naturellement mono-ovulantes),dans le but d'obtenir plusieurs embryons de bonne valeur
génétique qui seront transplantés chez des femelles dites receveuses.La superovulation s'obtient
en stimulant la folliculogénése terminale et en réduisant l'atrésie des follicules pré ovulatoires.
On utilise pour cela des traitement & base de FSH ou d'eCG,I1 y a beaucoup de recherches dans
lesquelles des réponses super ovulatoires plus grandes ont été rapportées quand des traitements
super stimulant ont été amorcés 8-12 jours aprés ’eestrus (LINDSELL et d'autres,. 1986,
RAJAMAHENDRAN et CALDER; 1993). Le traitement gonadotrophine commencé en 8-12
Jours aprés que I’cestrus est basé sur la connaissance d'apparition de la seconde vague folliculaire
de nos jours (HASLER; 1992, HUHTINEN; 1992, BUNGARTZ et NIEMANN; 1994, SATO
2005). Cependant, on a montré le jour d'apparition de la seconde vague folliculaire pour différer
entre deux a trois vagues des cycles des animaux individuels (SIROIS et la FORTUNE; 1988,
WEBB et ARMSTRONG; 1998). 11 est rapporté que, seulement 20 % du cycle d’cestrus sont
disponibles pour amorcer le traitement au moment de I'apparition de vague folliculaire. C'est-a-
dire 80 % du cycle d’cestrus ne sont pas conducteur & une réponse super ovulatoire optimale (B 6
2004). Quelques nouveaux protocoles se sont développés pour obvier & ce probléme par le
contrdle exogene tant de lutéal que de la fonction folliculaire (Gordon 2005).

Ces derniéres années,des combinaisons progestagen /progestérone+ cestradiol ont été
utilis€ au contrdle d'apparition de vague folliculaire. Cette demande offre aussi l'avantage
d'introduire des traitements super ovulatoires & la fois qui sont optimaux pour le recrutement de
follicule, indépendamment de I'étape du cycle d’cestrus (NASSER ,1993, BARACALDO 2000).
Ces nouveaux protocoles permettent 'initiation de traitements super stimulants 4 un temps auto-
désigné (B 6 .2006). Cependant, l'intervalle a l'apparition d'une nouvelle vague folliculaire est
tout a fait la variable dans des vaches a traité avec des différents préparatifs d’cestradiol et le jour
d'initiation de traitement gonadotrophine aprés ces divers préparatifs a une grande importance sur
la réponse de superovulation (COLAZO . 2005).

I1.3.1..eCG:equine Chorionic Gonadotrophine:

L’eCG (equine Chorionic Gonadotropin), anciennement appelée PMSG (Pregnant Mare
Serum Gonadotropin), est une glycoprotéine extraite du sérum de jument gravide : elle posséde
une double activité FSH et LH. C’est la plus économique et elle est efficace en une seule
injection de 2 000 & 2 500 UI, mais elle a deux inconvénients

— Sa demi-vie trés longue (cing jours) fait qu’elle agit encore au moment de la décharge ovulante
de LH et peut entrainer la transformation kystique de ’ovaire. Ceci peut étre évité par I’injection
d’un anticorps anti-eCG par voie intraveineuse au moment de la premiére ou de la deuxiéme
insémination (DHONDT, 1978) ;

— Les activités FSH et LH sont portées par la méme molécule, ce qui rend impossible leur
séparation.
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I1.3.2.Prostaglandine (PGF?a):

Dans tous les cas, ces traitements sont renforcés par une injection de prostaglandine 48h
apres le début du traitement de la superovulation. Cette injection est destinée & dissoudre le corps
jaune éventuel, qui s'opposerait 4 I'ovulation .

I1.3.3.Les extraits hypophysaires:

Les extraits hypophysaire de porc principalement, contiennent de la FSH et de la LH. La
demi-vie trés courte (70 min) de ces hormones nécessite leur injection pendant quatre jours, a
raison de deux injections par jour pour maintenir un taux sanguin suffisant. L’importance du
rapport FSH/LH dans les traitements de superovulation a été démontrée par (CHUPIN, 1985 ), €t
certaines sociétés commerciales produisent des préparations mieux purifides de FSH et LH.

Les modalités de traitement de stimulation ovarienne, les hormones sont injectées en
phase lutéale (entre J8 et J13, avec JO = jour des chaleurs) d’un cycle naturel ou induit. Deux
jours aprés I'injection d’eCG ou 2 la cinquiéme injection de FSH, un analogue de PGF2a est
administré pour provoquer la lutéolyse et permettre I’ovulation. Celle-ci se déroule sur plusieurs
heures étant donné que plusieurs ovocytes sont libérés, et deux inséminations sont généralement
effectuées, 12 et 24 heures aprés le début des chaleurs observée.

I1.3.4.FSH: Follicular Stimuling Hormone:

L'hormone folliculo- stimulante (FSH) est une glycoprotéine d’un poids moléculaire
d’environ 30 000 daltons produite par I’hypophyse. C’est une hétéro-dimére car elle est
composée de deux sous-unités différentes : o et B. La sous-unité o (89 acides aminés) est
commune & toutes les gonadotrophines, y compris [’hormone thyréotrope. La sous-unité B (118
acides aminés), en revanche, est spécifique de ’hormone. La fonction principale de la FSH est de
promouvoir et de soutenir la croissance des follicules ovariens chez la femme et la
spermatogenése chez I’homme. La FSH stimule la synthése de son propre récepteur dans les
cellules de la granulosa et les Cellules de Sertoli. Elle stimule également I’activité de 1’aromatase
dans les cellules de la granulosa (enzyme qui permet la conversion des androgénes en
estrogenes). La FSH est donc aussi responsable du « choix du follicule dominanty. La synthése
et la sécrétion de la FSH par "’hypophyse est sous le contrdle de différents régulateurs tels que la
GnRH (gonadotropin releasing hormone d’origine hypothalamique), les cestrogénes ovariens,
Pactivine et I’inhibine (tous deux d’origine gonadique).

La FSH est disponible dans le marché sous forme de plusieurs produits :FSH-P(100%
FSH);NIH-FSH-P1 (68%FSH et 32% LH); Folltropin V (est un extrait pituitaire porcin constitué
de 84% FSH et 16% LH,MAPLETOFT,. 2002).Actuellement,au canada,I'homme la plus utilisée
dans le traitement de SOV est la Folltropin V (MAPLETOFT; 2002).
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Récemment la pFSH a été modifié chimiquement avec un polyéthyléne glycol (PEG) pour
former des dérivés : PEGylatedpFSH. Les résultats indiquent sue la PEGylatedpFSH est encore
bioactifs bien que cette activité est réduite et I'élimination d'immunoréactvité par PEGylation
suggere cette modification mérite la création d'un produit utile dans I'induction de superovulation
bovine (UCHIYAMA Y; 2009).

La demi-vie de la FSH est plus courte (5 & 6 heures) que la PMSG (HANZEN;2010). Sa
moindre richesse en acide sialique (5%) oblige des injections répétées pour induire une
superovulation avec succes ( MAPLETOFT; 2002, MONNIAUX, 1983). Sa concentration atteint
une valeur maximale 3 heures aprés leur injection et n'est plus décelable 12 heures aprés
l'injection.

IL.4.Facteurs de variation:
IL.4.1.1Le statut ovarien

Premiére preuve de relation entre le nombres de follicule , 4 la fin de I'échographie
d'années soixante-dix et les méthodes endocrines n'étaient pas suffisamment fiable pour étudier la
croissance folliculaire et la seule méthode pertinente(appropriée) qui était disponible en ce
moment pour des études ovariennes était 'histologie quantitative ( voir figure 03). Cette méthode
a ¢€té utilisée des laboratoire pour étudier les relations entre des populations folliculaire au
moment de I'injection eCG et des réponses ovulatoires & ce traitement dans des génisses frisonnes
(MONNIAUX, 1983).La conception expérimentale a été choisi tel que chaque animal était son
propre contrdle. Un ovaire a été enlevé immédiatement avant I'autre a été stimulé en injectant
€CG (2000 UI) et ensuite enlevé juste aprés l'ovulation.

De nos résultats, le nombre de follicules plus grand que 70 p Le m du diamétre (des
follicules avec plus de 2 couches de cellules granulosa) par ovaire révélaient étre tout & fait la
variable entre des animaux : il a varié entre 53 et 755 dans les ovaires "de controle" (récupéré
auparavant eCG l'injection) et entre 73 et 881 dans les ovaires "stimulés" (récupéré aprés
l'ovulation) des génisses étudiées. Cependant, dans chaque génisse le nombre(numéro) de
follicules dans les deux ovaires acceptés étroitement(de prés) (MONNIAUX, 1983). De nouvelles
comparaisons entre le contrdle et l'ovaire stimulé ont montré qu' eCG peut augmenter la
prolifération de cellules granulosa (évalué par leur index de mitotique) dans preantral et tdt antral
des follicules, stimuler la croissance de l'antre dans des grands follicules antral et réduire le
nombre(numéro) du plus grand des atretic, la suggestion Un peu "de sauvetage" de follicules
antral d'atresia (MONNIAUX , 1984).
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Une découverte intéressante était l'existence d'une relation proche entre le nombre total de
follicules dans l'ovaire avant le traitement et le nombre de jeunes corpus (des ovulations
récentes) plus lutéinisés des follicules non rompus dans l'ovaire stimulé . Des corrélations
semblables ont ét€ aussi observées Avec les types différents de follicules dans l'ovaire de controle
, mais le nombre d'ovulations seul n'était pas corrélé significativement avec aucune sorte de
variable folliculaire mesurée avant le traitement. La relation entre le nombre de grand antral
atretique des follicules avant le traitement et le nombre de follicules luteinized dans l'ovaire
stimul€ a suggéré que certains tot atretique des follicules ne puissent pas ovuler, mais seulement
luteinize aprés eCG.

Cette étude a confirmé I'existence d'une grande variabilité entre-individu de populations
folliculaire précédemment rapportées dans le bétail (RAJAKOSKI 1960; ERICHKSON 1966;
TESTART 1972; MARIANA et HUY, 1973; SCARAMUZZI 1980). De plus, il a montré pour la
premiere fois que la variabilité du statut ovarien pourrait expliquer une grande partie de la
variabilité entre-individu de la réponse ovarienne & un traitement super ovulatoire.

Ce résultat était postérieur confirmé par d'autres études utilisant I'histologie ou
I'échographie ovarienne trés performante pour la détection de follicules antral plus grand que
2mm le diamétre dans la vache (KAWAMATA 1994; CUSHMAN et d'autres. 1999; TANEJA et
d'autres. 2000; SINGH et d'autres. 2004; DUROCHER, 2006; I'TRLANDE, 2007) et ovaires de
mouton (MOSSA . 2007).
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Figure 04: Ovaires des vaches superovulés (HANZEN 2009)
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I1.4.2. Variabilité entre-individu dans populations folliculaire ovariennes et liens dans-
individu fonctionnels:

Un des problémes principaux de la production d'embryon est 'existence d'animaux mal
répondants, indépendamment du traitement ovarien stimulant utilisé. Des génisses avec moins de
200 follicules croissants sains au moment de la stimulation sont bas-Répondant des animaux et
ceux avec plus de 500 de ces follicules sont des animaux hauts répondant.

Comparant le total folliculaire les populations de bétail choisi pour de hautes différences
du compte de follicule antral pendant des vagues folliculaire. Une haute corrélation entre le
compte de follicule antral pendant des vagues folliculaire étudiées par I'échographie et les
nombres de follicules antral primordiaux, transitoires, primaires, secondaires et petits sains
¢tudiés par I'histologie ('IRLANDE, 2008)En général des différences importantes de I'activité
ovarienne peuvent exister entre des individus, ils concernent la population totale de follicules
croissants (des nombres et des taux de croissance) et ils pourraient étre associés aux différences
numeriques de la réserve ovarienne de follicules primordiaux et leur capacité pour entrer dans la
croissance folliculaire. Les mécanismes déterminant ces différences entre des individus restent
inconnus jusqu'ici et un déterminisme génétique est fortement probable. On l'a récemment
propos¢ que la nutrition maternelle et la maladie pendant la gestation aient aussi un réle critique

dans le réglement de la haute variation dans la réserve ovarienne du résultat (de la progéniture)
('RLANDE, 2011).

A chaque cycle d’une longueur moyenne de 21 jours chez la vache, un seul ovocyte est
libéré de I’ovaire. Si I’on veut qu’il y en ait plusieurs, il faut stimuler la croissance de plusieurs
follicules par I’administration d’hormones gonadotropes. Classiquement, deux hormones
gonadotropes soit d’origine chorionique (eCG) soit d’origine hypophysaire (FSH) sont utilisées.

IL.5.Facteur déterminants la réponse de superovulation :
IL.5.1.Facteur extrinséque :

11.5.1.1.Climat:

Les études des effets de la saison sur la réponse au traitement de superovulation ont
abouti a des résultats contradictoires. D'aprés (SHANKAR,1998 , KAFT et Mc GOWAN, 1999)
ont identifié une influence de la raison sur la réponse 2 la superovulation .

Les effets directs du stress thermique sur la stéroidogénése et le développement
folliculaire peuvent expliquer que le procédé de maturation des ovocytes soit touché .Ceci
expliquerait la collecte d'un nombre plus élevé d'embryons de mauvaise qualité chez les animaux
maintenus en conditions et température ambiante élevé (KAFT et Mc GOWAN,1997).
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Sous des température élevée (BENYEI, 1999) ont comparé des génisses et des vaches Holstein
en lactation . Ils n'ont pas trouvé de différence significative en terme d'embryons/ovocytes non
fécondés étais significativement plus élevé chez les vaches . De plus, les vaches avaient
significativement moins d'embryons de qualité 1 que les génisses .Selon eux, les hautes
températures seraient défavorables & la qualité des embryons ou des ovocytes. La différence entre
vaches et génisses également observé par (PUTNEY , 1998) semblerait due & une incapacité pour
les vaches & maintenir une température corporelle normale & cause de leurs besoins métaboliques
de lactation.

11.5.1.2.Alimentation:

D'aprés FRERET ( 2000), les apports nutritionnels notamment avant et au moment de
l'insémination artificielle sont importants & considérer pour une production optimale de gamétes .

L’environnement utérin peut ainsi étre modifié et compromettre la survie des embryons. 11
semble claire que la suralimentation et la sous-alimentation & court ou & long terme semble étre
défavorable a la qualité des embryons. Cependant, pour de nombreuses études, les comparaisons
sont difficiles car les variations d'apports alimentaires peuvent étre extrémes et éloignées des
conditions physiologiques.

Les apports nutritionnels peuvent influer de fagon complexe la reproduction et a différant
niveaux : Axe hypothalamo-hypophysaire, ovaire et utérus (O ‘CALLAGHAN et BOLAND,
1999). Ainsi la croissance folliculaire et ovocytaire peuvent étre affectés par les conditions
alimentaires et I'équilibre énergétique (FRERET , 2000).

I1.6.Récolte:

La collecte des embryons s'effectue au 7&me jour environ aprés l'insémination de la
femelle donneuse et cela dpres leur sortie de l'oviducte (j4-j5). Elle est réalisée par I'introduction
d'une sonde dans l'utérus de la femelle aprés franchissement du col utérin. Il s'agit d'une
technique délicate, nécessitant beaucoup d'habileté et d'expérience.

L'opération dure environ une demi-heure. Elle consiste & injecter un liquide tampon dans
la cavité utérine pour la rincer et & récupérer celui-ci dans lequel baigneront les embryons
éventuellement présents.

Aprés la collecte, les embryons sont recherchés dans le liquide soit par filtration, soit par
décantation.
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Figure 05: Chronologie du développement (jO & j9) (InWINTERERGER-
SEVELLEC 1987).

I1.6.1. Matériel:

1. Sonde dilatatrice
-prépare le col a la pénétration de la sonde de récolte
-60°cm, extrémité de 4 mm au sommet

2. Sondes de récolte

-A trois voies dite sonde IMV ou de Cassou

eair, injection, récupération

*bille a ’extrémité partie rigide pour la mise en place
-Adieux voies dite sonde de Han

eair et voie pour I’injection et la récupération en alternance

emandrin interne pour la mise en place
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3. Seringues

.20 ml pour gonfler le ballonnet

.50 ml pour injecter le liquide de récolte

4. Liquides de récolte

.250 a500 ml par corne utérine de

PBS : Phosphate Buffered Saline

.parfois complété de FCS (FetalCalf Serum) a2 %

.Flacons stériles a37 °C

I1.6.2.Techniques: (Chirurgicales et non chirurgicales)
I1.6.2.1.Chirurgicales: (récolte invasive)
* Réalisée sous anesthésie générale

* Incision au niveau de la ligne blanche en avant du pis

* Extérioriser I'utérus
* Réaliser une incision d'un cm de long pratiquée & la base de la corne utérine
« introduction d'un cathéter & deux voies (sonde de FOLLEY)

Le liquide de récolte était injecté via une aiguille & bout mousse au sommet de la corne
utérine et récupéré par l'orifice situé a la base du ballonnet qui assure 1'étanchéité. Aprés récolte,
le ballonnet est dégonflé, l'utérus et les plans chirurgicaux sont suturés. Cette technique & pour
avantages un taux de récupération élevé des embryons (70 & 80 %), la possibilité de juger la
réponse ovarienne au traitement de superovulation par un comptage direct des corps jaunes. Elle
fut pratiquement abandonné étant donné la lourdeur de sa mise en ceuvre mais aussi la difficulté
de la pratiquer plusieurs fois chez un méme sujet (CURTIS , 1991).
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I1.6.2.2.Non chirurgicale: (ou voie cervicale)

* La palpation ovarienne afin d'estimer le nombre de corps jaunes sur chaque ovaire

eune anesthésie épidurale basse est recommandée pour la procédure de récolte non chirurgicale.
Une bonne épidurale basse se constate par une flaccidité de la queue (SEIDEL, 1992)

*La zone d'élection pour l'anesthésie est la base de l'insertion de la queue avec le sacrum plus
précisément entre la 1% et la 2°™¢ vert&bre coccygienne

*La zone est tendue et lavée avec du savon iodé et ensuite badigeonnée avec de I'alcool & 70 °
pour prévenir les infections spinales

*Une quantité de 5 ML d'une solution stérile de 2 % de procaine est suffisante

Lorsque I'anesthésie prend effet, la queue est attachée sur un coté l'arriére train est
nettoyé de la boue, le rectum est vidé de toutes matiéres fécales. La zone vulvaire est nettoyée
entiérement, par un bon lavage au savon iodé puis un ringage abondant est pratiqué.

L'opération proprement dite commence par l'introduction de la sonde de FOLLEY entre
les 2 l1évres vulvaire puis le passage de celle-ci a travers les anneaux cervicaux, I'opération est
entiérement guidée par l'autre main, placée dans le rectum (SEIDEL, 1992)

Lors du passage de la sonde de FOLLEY de l'utérus; on a le choix entre deux approches
pour positionner le ballonnet, celle-ci sont nommées “FLUSHING” du corps ou des cornes.

La technique se résume & injecté le liquide de récolte préalablement chauffé a la
température du corps puis le récupéré la récupération se fait automatiquement pour la sonde &
trois voies “capillarité” car la voie de drainage est différente de la voie d'injection des liquides de
récolte, alors que la sonde & ceux voie se fait avec aspiration des fluides par la méme voie
d'administration grice a une grosse seringue. Un massage utérin durant l'opération préconisé pour
détacher d'éventuels embryons accrochés ou piégés sur la paroi. Les liquides récoltés sont
envoyés au laboratoire et ils sont laissés décompter ou sinon filtrés a travers des filtres spéciaux
pour embryons de la taille de 75 Um. Le culot ou le sédiment résultant est examiné sous une
bonne binoculaire (SEIDEL, 1992)
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I1.6.3.Examen et classification des embryons:

Les embryons récoltés aprés superovulation se présentent sous des aspects
morphologiques divers.

Il est important d'apprécier la qualité des embryons avant leur transfert ou autres
manipulations biotechnologiques éventuelles (HANZEN; 2000). Les plus important critéres de
tout schéma de classification des embryons doivent étre basés sur les caractéres morphologiques
facilement reconnaissables, et devront étre retenus en relation aux taux de gestation estimés
(tableau I), et attendus pour chaque grade (SEIDEL , 1991).

L'évaluation de la qualit¢ des embryons se fait par l'intermédiaire de la taille, de la
couleur, du nombre et la compacité des cellules, de la taille de I'espéce péri vitellin, du nombre de
cellules dégénérées, et du nombre et de taille des vésicules.
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Tableau I:Classification des embryons selon leur qualité (d'aprés I'TNRA-UNCEIA 1990).

Classification

Qualité

Description

Excellent

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

Bon

Embryon un peu en retard de
développement par rapport a
son jour de collecte.Ou
embryon semblable a
l'embryon  excellent mais
asymétrique.Ou exclusion de
quelque  blastoméres dans
’espace péri-vitellin .

Moyen

Embryon en retard de
développement 1 a 2 jours
blastomeéres sphérique au stade
morula ou des défauts bien
précis comme:nombreuse
cellules  échappées  dans
l'espace péri-vitellin,des
vésicules des cellules
dégénérées blastoméres de
taille wvariable. Aspect plus
clair ou plus sombre que
normal.

Meédiocre

Nombreux défauts comme de
nombreuses cellules échappées
de tailles différentes ,des
vésicules grosses et
nombreuses; mais présence
d'une masse cellulaire
homogene qui apparait viable.

29




Mort ou dégénéré Arrét de développement & un
stade précoce.

Cellules dégénérées.

. (suite du tableau I)

IL.7.Technique d'insémination artificielle:
I1.7.1.Moment de I'insémination artificielle:

L'insémination doit étre pratiquée & un moment assez proche de l'ovulation. En admettant
que la durée de I’cestrus est de 12 & 24 heures, que l'ovulation a lieu 10 12 heures apres la fin de
Pcestrus (HASKOURYI, 2001).

DIOP (1994) conseille de réaliser des inséminations 9,5 + 3,5 heures apres le début des
chaleurs. Dans la pratique , les vaches reconnues en chaleur le matin sont insémindes le soir du
méme jour, et celles en chaleurs le matin sont inséminées le lendemain matin (BROES, 1995). La
semence doit étre déposée dans 'endroit optimal des les voies vaginale femelle ( Figure 09 et
Figurel0).

Par ailleurs, cette insémination doit de préférence é&tre réalisée pendant les périodes
fraiches de la journée.

Cependant (OUEDRAOGO et al.1996) ont révélé la nécessite de considérer le génotype
de bovin avant de choisir le moment optimal pour I'TA.

1.7.2.Procédé d'insémination artificielle:
Dans la pratique d'insémination artificielle, les précautions suivantes doivent étre prises:
-Le matériel doit étre en bon état pour ne pas blesser la femelle.
-Le matériel doit étre stérile.
-L'intervention doit étre faite avec douceur car l'utérus est fragile.

La semence en paillette est décongelée dans l'eau tiede (35°-37°C) pendant 15-30
secondes. Puis elle est introduite dans le pistolet de CASSOU ; le bout thermos-soudé.
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Figure 06: Dépot de la semence dans les voies génitales de la vache (Source:
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Chapitre III: Transfert d’embryonnaire:
II1.1. I’introduction:

En termes simples, le transfert d’embryons consiste a prélever un embryon dans
’oviducte ou I’utérus d’un animal (femelle donneuse) et le placer dans ’oviducte ou I’utérus
d’un autre animal (femelle receveuse) qui se situe & la méme phase du cycle génital que la
femelle donneuse. Chez les bovins, on administre généralement & la femelle donneuse & haut
potentiel.

Dans les conditions de I’élevage industriel, les embryons sont transférés a des ges et
stades biologiques o ils sont encore enveloppés dans une capsule relativement épaisse appelée
zone pellucide, chez la vache, du 6 au 8 jour, stade 8 cellules & morula. Les embryons
transférables peuvent étre collectés soit par voie cervicale (bovin, équins), soit par voie
chirurgicale (toutes espéce), soit 4 I’abattage par prélévement de I’appareil génital. La récolte par
voie cervicale est effectuée quand les élevages, les cliniques vétérinaires ou les centres
spécialisée. La récolte par voie chirurgicale se fait généralement dans les cliniques ou les centres
spécialisées mais peut étre aussi dans les élevages. La collecte d’embryons & I’abattage se fait
normalement & I’abattoir par prélévement aseptique, puis au niveau du laboratoire par irrigation
de I’appareil génital.

Chez les bovins la production annuelle de veaux par une femelle féconde peut étre
multipliée par 10 en moyenne. Par exemple, en élevage laitier, 70 2 90% des veaux femelles sont
nécessaires au remplacement des animaux réformés pour des raisons autres qu’un manqua de
productivité. Dans ce contexte, la vitesse de I’amélioration génétique du coté femelle pourrait étre
multipliée par 3 ou 4, si les animaux de remplacement étaient choisis parmi les 10% meilleurs
sujets du troupeau (SEIDEL G.E et SEIDEL S.M 1981). La production peut aussi étre augmentée
en pratiquant le transfert d’embryons & partir de vaches & haut potentiel génétique, qui sont
infertiles en raison d’un traumatisme, d’une maladie ou de la vieillesse (BOWEN
R.A.,STORZ.LEARY].,1978,30) ou incapables de mener une gestation a terme pour d’autres
raisons.

IIL.2. Technologies liées au transfert d’embryons:
IIL.2.1. La cryoconservation des embryons:

Est une importante technique complémentaire du transfert d’embryons chez les bovins,
ovins, caprins et équins parce qu’elle permet de stoker des embryons pendant longtemps. Le coiit
du transfert d’embryons est ainsi réduit pour Iéleveur car le transfert peut étre réalisé quand une
receveuse est disponible, sans qu’il soit nécessaire de synchroniser plusieurs receveuses avec
chaque donneuse. De plus, cette technique évite de disposer de plus de receveuses que
d’embryons ou l'inverse. La cryoconservation facilite le transport des embryons sur longues
distances en vue de transferts. Antérieurement, il n’était possible de conserver les embryons plus
de 48 heures qu’en les maintenant en culture, ou en les transférant dans 1’oviducte ligaturé d’une
autre espece animale. La cryoconservation permet aussi de maintenir en quarantaine les
embryons pendant qu’on examine 1’état sanitaire des donneuses.

Les embryons (au stade morula ou blastocyste) sont généralement congelés dans
ampoules ou des paillettes et sont examinés aprés décongélation avant d’&tre transférés.
Récemment, on a mis au point des méthodes rapides de congélation-décongélation des embryons
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en paillettes (POPESCU C.P et CRIBIU E.P 1982). Celles-ci permettent de transférer des
embryons quelques minutes aprés leur retrait de [’azote liquide, ce qui facilite beaucoup
’opération et se pratique d’une maniére comparable & I’insémination artificielle.

Actuellement, le seul probléme posé par cette technique rapide est que le taux de gestation
obtenu apres le transfert des embryons est inférieur aux de 50 4 60% obtenus par d’autres
méthodes. Ce probléme pourrait étre résolu par une sélection soigneuse des embryons avant
congélation (KENNDAY L1993).  Dans I’avenir, on peut prévoir que le transfert d’embryons
sera effectué par des « transféreursy d’une fagon trés semblable & I’insémination artificielle
pratiquée par les inséminateurs.

II1.2.2. Le sexage des embryons:

Est une autre technique développée parall¢lement au transfert d’embryons chez les
bovins. Pour ce faire, la seule méthode dont on dispose au moment du transfert consiste  étudier
les chromosomes sexuels. Le sexage peut étre réalisé sur environ 60% des blastocystes éclos mais
I’inconvénient de ce procédé est qu’actuellement personne m’a réussi & congeler-décongeler les
embryons a ce stade si bien qu’aprés le sexage, ils ne peuvent pas étre stockés.

Les micromanipulations permettent de sexer des embryons par analyse des chromosomes
aux stades de développement ou ils peuvent étre cryoconservés. Le sexage est réalisé alors
directement ou par la culture de quelques blastoméres. Bien que cette méthode ait été jugée
comparable ou meilleure que celle appliquée aux blastocystes éclos (MOUSTAFA L.A 1978), le
taux moyen de réussite est plus souvent de I’ordre de 30%. De meilleures résultats seraient
vraisemblablement obtenus sur des demi-embryons (divisés en deux) puisqu’il y aurait davantage
de cellules sur lesquelles travailler.Mais il reste & déterminer quel taux de gestation sera obtenu
finalement par transfert d’embryons congelés-décongelés & zone pellucide 1ésée, car jusqu’a
présent les résultats sont trés inférieurs & ceux obtenus avec des embryons congelés-décongelés
zone pellucide intacte,

L’inconvénient de toutes les méthodes de sexage par analyse des chromosomes réside
dans leur temps de réalisation (3heures et demie & 4 heures) et le petit nombre d’embryons qui
peut étre examiné par une seule personne (6 a 8/jour). La mise au point d’une méthode rapide et
faible serait donc d’un grand intérét.

Plusieurs sociétés de biotechnologie cherchent & sexer les embryons d’aprés la présence
de I’antigéne H-Y chez les embryons méles. L’antigéne HY est élément d’histocompatibilité qui
ne se forme qu’a la surface des cellules méles. Depuis quelques années, plusieurs laboratoires
cherchent & mettre au point un systéme de sexage fondé sur I’utilisation des anticorps dirigés
contre I’antigéne H-Y. I’un de ces laboratoires, la société Genetic Enggineering of Colorado, a
déposé une demande de brevet pour le sexage des embryons bovins de 6 jours au moyen
d’anticorps monoclonaux contre 1’antigéne H-Y avec un taux de réussite annoncé de 93% (News
item 1983). Si cette société ou une autre trouve une solution, cette technique représentera une
méthode facile et rapide de sexage des embryons au stade ou ils peuvent étre congelés et
décongelés. Cela aura des conséquences économiques révolutionnaires, par exemple en élevage
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laitier ou la certitude d’obtenir une génisse ¢ tout coup, au lieu d’une fois sur deux, aura un
impact déterminant sur I’efficacité des programmes d’élevage.

On discerne mal ’avantage qu’il y aurait & sexer les autres espéces d’animaux d’élevage,
du moins sur le plan économique, mais la méme démarche pourrait n’étre appliquée que pour les
bovins, bien que I’identification des chromosomes sexuels soit plus difficile.

II1.2.3. Les micromanipulations d’embryons:

Consistent & intervenir sur eux entre la fécondation et le début du stade blastocyste au
moyen de micromanipulateurs et autres micro instruments.

On peut scinder en deux une morula ou un embryon plus précoce, placer les fragments
obtenus dans des zones pellucides vides et les transférer pour obtenir de vrais jumeaux (GODKE
R.A et HILL K.G 1983). On peut prélever une cellule isolée (blastomére) sur des embryons de 2,
4 ou 8 cellules, les placer dans des zones pellucides vides puis les transférer chez des receveuses
pour obtenir des individus identiques(jumeaus, triplés, quadruplés, etc .) (WILLADSEN S.M et
FEHILLY C.B 1983). On peut aussi produire des multiples identiques en associant des cellules
isolées obtenues d’embryons de 4 ou 8 cellules (WILLADSEN S.M et FEHILLY C.B 1983).

La production de jumeaux ou de multiples identiques, qui constitue une forme de clonage,
fournirait un outil de recherche inestimable pour de nombreuses études sur les animaux
d’élevage, relatives & leurs maladies nutritionnelles, infectieuses ou lides & 1’environnement.
L’identité du génotype fait disparaitre les variations individuelles que 1’on doit normalement
perdre en considération quand on utilise de grands animaux dans des recherches expérimentales.
Avec des animaux & génotype identique, il y a une variable de moins et on peut donc utiliser
moins d’animaux pour obtenir un résultat statistiquement significatif,

On peut comparer valablement les gains de poids obtenus au moyen d’aliments différents
dans les mémes conditions de milieu. On peut étudier les différences de doses pathogénes, voies
d’administration, souches, environnement, sans avoir 3 tenir compte des variations individuelles.

En injectant des cellules d’un embryon dans un autre, on peut aussi créer des chiméres
intra et interspécifiques (TUCKER E.M, 1974). Celles-ci peuvent également étre crées par
extraction des embryons de leur zone pellucide, lorsqu’ils sont issus de couples parentaux
différents, puis en les fusionnant pour former un seul embryon. Il est ainsi possible d’associer les
génes d’un caractére favorable & ceux d’un ou plusieurs autres caractéres. On peut par exemple
associer le patrimoine génétique déterminant la résistance aux maladies & celui déterminant une
production €levée et créer ainsi de nouvelles lignées qui présentent beaucoup d’intérét.
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ITL.2.4. Les techniques de micro injection:

Consistent 2 introduire directement des macromolécules dans les cellules au moyen de
micro instrument. Les applications de cette technologie sont innombrables. Récemment, on a
réalisé la micro injection du géne de I’hormone de croissance du rat, fusionne avec le géne
métallothionéine I de la souris, dans le pronucléus maile de I’ovule fécondé de souris
(PALMITER R.D, 1982). Cette intervention produit des souris statiquement plus grandes que
leurs congéneres utilisées comme témoins. Cette démonstration annonce des possibilités
immenses d’accélération de la croissance chez les animaux de grande valeur économique. Une
durée de production plus courte et une efficacité de conversion alimentaire accrue seraient
hautement profitables.

Un élément fondamental pour ces études est 1’établissement de cartes génomes, qui a fait
’objet d’investigations poussées chez I’homme et les animaux de laboratoire mais a été
relativement négligé chez les animaux d’élevage. Une autre application consiste & réaliser la
micro injection de virus pathogénes dans de jeunes embryons de mammifires. Cela a déja été
pratiqué sur des embryons bovins de 7 jours avec le virus BVD en vue d’études au microscope
électronique (CURNOCK R.M., Day B.N et DZIUK P.J 1975). Aprés la micro injection, les
embryons ont été transférés a des femelles receveuses pour étudier le processus d’infection
embryon-feetale, la micro injection d’un agent pathogéne directement dans un embryon, son
transfert puis 1’étude de interaction entre receveuse et ’embryon constituent une méthode de
choix pour déterminer si I’embryon est capable ou non d’entretenir I’infection et de transmettre la
maladie, question capitale pour tous les responsables du contrdle et la prévention des maladies
infectieuses.

II1.2.5. La fécondation in vitro:

Est une autre technique de pointe qui, en association avec le transfert d’embryons,
pourrait avoir une influence prépondérante sur ’élevage, en particulier si I’on peut découvrir les
secrets de la maturation de 1’ovocyte et récolter des ovocytes & I’abattoir. La fécondation in vitro
se préte aussi & des recherches sur la transmission d’agents infectieux a 1’ovule par le
spermatozoide lors de la fécondation, complétant celles manipulation des embryons. Le transfert
direct peut étre réalisé par des techniciens spécialisés des inséminateurs (PALMITER R.D, 1982).

IIL.3.Avantage du transfert embryonnaire:

Le transfert embryonnaire permet d'obtenir de bons veaux en utilisant les meilleurs
taureaux et les meilleures vaches ou génisses. Maintenant le fermier peut suivre un programme
embryonnaire, et obtient des productions & vie avec une seule collecte .

L'avantage du transfert embryonnaire se traduit ainsi:

Les vaches produisent seulement un veau par an. Le transfert embryonnaire permet la
production de toute la progéniture en un an émanant d'une seule vache donneuse:

-Augmente le potentiel génétique génétique du troupeau en un temps relativement court.

-Augmenter la production laitiére chez la vache.
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-Augmenter le poids des veaux durant le sevrage.
-Les embryons congelés peuvent étre transportés quasi n'importe ou.

-Préserver les races supérieurs pour les futures générations gréce 3 la congélation des embryons
(MITCHELL et DOAK, 2004)

Sur le plan sanitaire, le transfert embryonnaire est le moyen le plus sur, au plan sanitaire,
d’échanges de matériel génétique entre fermes, régions pays ou continents.

Ainsi, les équipes de transplantation embryonnaire font ’objet de contrdles réguliers
permettant ainsi vérifier que toutes les procédures garantissant la qualité sanitaire des embryons
sont respectées.

II1.4.Technologies des procédures du Transfert Embryonnaire:

II1.4.1.La gestion des donneuses:

III.4.1.1.La sélection des donneuse:

Avant de la sélectionner la donneuse il faut prendre en considération les aspects suivant:
-la supériorité génétique (une race de qualité).
-la capacité reproductive.

-la valeur économique ou la vente de la progéniture.

Dans le terme de sélection génétique supérieure, elle devrait etre basé sur:
-la valeur reproductive annuelle (on a plus d’un veau par an).
-la haute production laitiére (pour un élevage laitier).
-Body conformation score corporel ( RASARD, 2004).

II1.4.1.2.1’alimentation de I’animal donneur:

I 'y a une corrélation positive entre, la condition corporelle et la condition de
Palimentation. Une alimentation de mauvaise qualité nutritive réduira le niveau de la fertilité.
Dongc, il nécessaire de bien la nourrir (MITCHEL & DOAK, 2004).

I11.4.1.3.Le cycle cestral de la donneuse:

Une des clés de succeés du transfert embryonnaire est la détection de 1’cestrus. Ceci doit
Etre établi avec précision. La duré du cycle cestral devrait étre réguliérement normale parce que si
elle est anormale elle va avoir un effet négatif sur le processus de super ovulation.

Il est préférable de procéder & la détection de I’cestrus dans deux cycles cestraux
consccutifs. Habituellement elle est faite 3 6 heures du matin et heures du soir. Pendant la
détection de I’cestrus, il faut éviter les anomalies de détection des chaleurs telles que les chaleurs
silencieuses (CURTIS, 1991).
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II1.4.1.4.La gestion des donneuses et des receveuses:
I11.4.1.4.1.La détection de I’cestrus:

La synchronisation de I’cestrus devrait étre faite chez les deux « donneuse et receveuse »
(CURTIS, 1991). On recourt & I’observation visuelle quand on veut:

-détecter I’cestrus aprés I’insémination artificielle au matin et au soir approximativement
30 minutes.

-La technique du transfert embryonnaire devrait &tre fait au bon moment en ligne avec
I’apparence des symptomes de 1’ cestrus qui vont résulter dans le grade de I’ eestrus synchronisé.

-L’observation intensive devrait étre faite un jour avant ou aprés I’cestrus, et toujours,
I"observation de I’cestrus devrait é&tre exécutée 3 6 et 3 10 heures du matin; 4 2 et & 10 heures du
soir.

-’application de la détection d’cestrus devrait étre faite attentivement et avec précision en
respectant les procédures de synchronisation de 1’estrus entre la receveuse et la donneuse (ceci a
un effet signifiant sur le succés du transfert embryonnaire).

-Une étude montre que le taux succés du transfert embryonnaire est meilleur si la
receveuse regoit I’cestrus le méme jour que la donneuse. (BLAIRE & FLANDERS,

2003).
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PARTIE

EXPERIMENTALEL



Introduction:

Le premier essai couronné de succés de prélévement d’un embryon suivi son transfert
dans une lapine fut réalisé par (HEAPE en 1891).c’est en 1951 que le premier veau issu du
transfert d’un embryon d’une donneuse sur une receveuse (WILLETTE et al. 1951). Le premier
veau né aprés transfert d’un embryon congelé puis décongelé (NAQUIT ;1973., WILMUT et
ROWSON; 1973). 1l partait le nom de Frosty II, Frosty I étant né suite 4 une fécondation réalisée
au moyen de sperme congelé.

La technologie de congélation des embryons bovins 4 permis des échanges de matériels
geénétiques a I’échelle nationale et internationale. En plus, elle permet de réaliser la conservation
de la diversité génétique des races femelles domestique et & gérer de fagon plus économique les
receveuses (INRA, prod. Anim. 1998).

2. Objectif:

L'objectif de cette expérimentation est d'évaluer la réponse des vaches traitées 3 un
traitement de superovulation en réduisant le nombre d'injections de la pFSH.

3.Matériels et Méthode:
3.1.Matériel:
3.1.1.Animaux:

Notre cheptel expérimental se compose de 5 vaches donneuses de race améliorée
sélectionnée sur la base des criteres zootechniques et sanitaires, qui ont été préalablement
contrdlées du point de vue de cyclicité, (Tableau II)

Au niveau de la station expérimentale de I’institut de Blida, toutes les vaches sont soumises aux
mémes conditions élevage.
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Tableau II: Cheptel expérimental utilisées.

Vache 1 Vache 2 Vache 3 Vache 4 Vache 5
Numéro 9003 9002 5001 5002 8002
identifiant
Robe Noire pie Pie noire Pie noire Pie rouge Pie rouge
Age 6 ans 6 ans 10 ans 10 ans 7 ans
Score 3,5 3 2,5 2 3
corporelle
Protocole
De 4 Non 4 Non Non
Traitement | injections utilisée injections utilisée utilisée
De
Superovu
Ation

3.1.2.Les Médicamentes:
- Stimufol 20%: 500pug FSH et 100pg de LH et prostaglondine (Prostavet)
- Xylocaine
- cryoptecteur(éthyléne glycol)
- Azote liquide
- Bétadine
- PBS (phosphat buffered saline)
- Amoxyciline

- PGF2a (2cc)

3.1.3. Matériel de la contention:
-Une bride

-Une pince mouchette
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-Un travail de contention.
3.1.4. Matériel du traitement:
-Une seringue
-Des aiguilles stériles
-des compresses.
3.1.5. Matériel de I’insémination: (Figure 12)
-Un pistolet de I’insémination type Cassou, un BT2
-Des paillettes d’insémination
-Chemises sanitaires
-Une paire de ciseaux

-Des gaines

‘t\‘? _1/‘/’
T e
(Y ~
Photo 01: Paire de ciseaux Photo 02: Gaines
A

Photo 03: Pistolet d'insémination

Figure 07 : Matériel d'insémination

41



3.1.6. Matériel de récolte et recherche d'embryons: (Figure 13)
-Des antiseptiques (alcool chirurgicale + IODE)
-Une paire de ciseaux
-Un coton
-Un anesthésique (Xylocaine )
-Seringue de 50 ml qui sert a administrer et récupérer le liquide de lavage de la corne
-Les aiguilles

-Une sonde de récolte & deux voies (minitubes® CH 16 19982/0113) et son mandrin
métallique

-Des flacons vides en verre de 500 ml.

-PBS (Phosohate Bufferd Saline): Milieu de conservation des embryons
-Gants pour fouiller rectal

-Boites de pétries quadrillées

-Tubule

-Loupe binoculaire

Jetading

Photo 01: Iode

>
S |
N e
- \\K\\
ey
Photo 03: Seringue Photo 04: Lame
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Photo 05:Paire de ciseaux Photo 06: Flacon de Nacl

~ NEOLUS

Photo 07: Sonde de la récolte Photo 08: Aiguille

Photo 12: Microscope loupe binoculaire

Figure 08: Matériel de récolte et de recherche d'embryons
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4. Méthode:
4.1.Détection des chaleurs:

La détection de la cyclicité des vaches a été réalisé par observation pendant 4 mois avec
des visites réguli¢res espacées de 7-11 jours. Des explorations trans-rectales et des observations
visuelles sont utilisé pour apprécier les modifications structurales au sein des ovaires et de noter
les changements comportementaux de chaque vache. (Figure A)

3 i

Photo A: Glaire cervicale au moment d’cestrus (Vache 9003).
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Tableau III: les dates d’apparition des chaleurs

Vache 1% date de 2¢me date de 3¢me date de
chaleur chaleur chaleur

PN 06/11/14 23/11/14 14/12/14

5001

PN 22/10/14 12/11/14 03/12/14

9003

4.2. Le Traitement de superovulation,I’insémination et la récolte:

Le traitement de superovulation a été initié au 10éme jour apres la manifestation de
chaleur naturelle. On commence toujours les injections en présence d’un corps jaune, ceci est
confirmé a I’aide d’un fouiller rectal.

Le commencement du traitement a été réalisé par une injection intramusculaire de 50 mg
de FSH diluée avec 9 ml de solvant Na cl donné en trois Jjours successifs au matin.

La lutéolyse a été induite par une injection intramusculaire de 5 mg de prostaglandine
(Prostavet®) donnée en méme temps avec la troisiéme injection de FSH.(Tableau IV)

Deux inséminations artificielles de 12 heures d’intervalle ont été réalisées le Séme jours
(48 et 60 heures aprés I’injection de prostaglandine).

La récolte a été réalisée le 7&me jour apres le jour d'insémination par ringage des cornes
grace a une sonde souple (Sonde de Folley) munie d'un ballonet. La bonne contention mécanique
(le travail de contention) et médicamenteuse (la xylocaine) ont facilité la manipulation. Le
nombre des corps jaunes et des follicules sur les ovaires a été estimés par palpation rectale juste
avant la récolte. Les embryons récolte ont été classés selon les critéres morphologique. Sont
considérés comme de bons embryons ceux qui ont un développement normal le jour de collecte.
Cette normalité est jugée sur des critéres morphologiques (taille, forme générale, intégrité,
opacité) (ELSDEN FACTE RP, Nelson LD, Seidel GE Jr. 1978).
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Tableau IV: Le traitement effectué 3 base de FSH.

Vaches traitées

Traitemennt hormonal

Date d’ IA

Date de Récolte

5001

ler jour:FSH
2eme jour:FSH

3eme jour:
FSH+prostaglandine

02/04/15

09/04/15

9003

ler jour:FSH
2eme jour:FSH

3eme jour:
FSH+Prostaglandine

24/05/15

31/05/15

Photo B: Cuve d'azote
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Photo C: Insémination artificielle de la vache

5.Résultats:
5.1.Résultat de suivi de chaleur:

Au début de notre travaille, nous avons remarque que les vaches ont un cycle régulier de
durée moyenne de 19 — 21 jours, mais nous avons eu un changement de la durée du cycle suite
aux mauvaises conditions d'élevage ce quia retardé notre travaille. (Tableau V)

Tableau V: Suivi des derniéres chaleurs avant l'initiation du traitement

Vaches Date d'apparition des chaleurs
5001 24/04/15
9003 15/05/15
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3.2.La réponse a la superovulation:

Deux vaches ont été soumises au traitement de superovulation, 04 traitements ont été effectués
pour chacune des vaches, une seule vache a été récolté.

La vache récoltée est 9003 dont on a eu: -15 corps jaunes pour l'ovaire droit
-12 corps jaunes pour l'ovaire gauche+02
follicules .

Ces résultats ont montrés que tout les traitements ont donné des réponse ovariennes
positives que chez la vache 9003. Alors que la vache 5001 n'a pas répondu au traitement méme
elle n'a pas eu une réaction de superovulation malgré qu’on a bien suivi le protocol du traitement.
Cet echec est du a la sous-nutrition des vaches.

S.3.La récolte des embryons:

Tableau VI: Résultat du traitement de superovulation

Vaches 9003

Structures - 01Embryon dégénéré appartenant a la catégorie classe 04 et 05

- 05 Owvules non fécondés

Résultat En total, 06 structures récoltées équivalent de 0% des embryons
transférables.

La vache qui a répondu au traitement a produit des structures citées dans le tableau ci-dessus
(Tableau VI). Donc les structures sont récoltées puis examinées sous un microscope loupe
binoculaire c’est sur ce principe qu’on tri les structure embryons, ovules et corps jaunes ; puis on
les sélectionnes selon leurs viabilités, sachant qu’on retient que les structures viables ce qui n’est
pas le cas dans nos résultat (on en a pas eu des structures viables).
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Discussion:

certains facteurs de variation de la réponse au traitement de superovulation ont ét¢ mis en
¢vidence tel que l'alimentation, l'environnement. Certains auteurs ont réduit le rythme & une
injection quotidienne pendant 3 4 5 jours, d'autres ont utilisé une doses unique avec une exception
adaptée (LOONEY et al,. 1981; KELLY et al., 1997; YAMAMOTO et al, 1995; SUGANO et al,,
1999).

La réaction ovarienne des femelles traitées est satisfaisante, avec une moyenne de corps
jaunes de 15 CJ par femelle comparable aux résultats de ( CHUPIN 1988 ), qui est de 14,7 corps
jaunes, et celle de LUCAS-HAHN et NIEMANN (1991 ), avec un nombre moyen de 12,6 plus
ou moins 1,1.

Aucun embryon utilisable n'a été récolté dans notre experimentation, toutes les structures
récoltés sont des ovocytes non fécondés et un embryon dégénéré. Ce résultat peut étre expliqué
par:

-Le facteur nutritionnel intervient précocement et tout au long de processus de croissance
folliculaire, notamment sur le nombre de follicule recrutés. La nutrition de la donneuse peut
influencer la qualité des ovocytes et des embryons récoltés. ( SANTOS et al, 2008 )«

-Allongement du délai PGF2q — chaleurs, en effet DALTON et al, 2000, rapporte un taux de
non fécondé de 8/10 de la totalité des embryons, si les chaleurs de superovulation se manifestant
aprés 48 heures de I'injection de prostaglandine .

-Si on considére que la durée de vie des spermatozoides congelés est de 12 a 24 h d'aprés
CONCANNON, Mc CANN, TEMPLE, (1989 ), les spermatozoides ne seront plus viable au
moment des ovulations qui se produisent, 22 4 26 h apres le pic de LH chez les animaux
superovulés, selon KAFI et Mc GOWAN ( 1997).

Selon ANZAR et al, (2003 ), d'autres facteurs pouvant influencés la fertilité tels que la qualité de
la semence et la technique d'insémination artificielle.

Les apports nutritionnels peuvent influer de fagon complexe la reproduction et a différents
niveaux : axe hypothalamo-hypophysaire, ovaire et utérus (O'Callaghan et BOLANDE 1999).
Ainsi, croissance folliculaire et ovocytaire peuvent étre affectés par les conditions alimentaires et
Péquilibre énergétique (Fréret et al, 2000).

Selon SCHILLO (1992), la sous-alimentation diminue I’amplitude et la fréquence des
décharges de LH qui sont nécessaires a la croissance des follicules. La sous-alimentation
inhiberait la sécrétion pulsatile de LH par une réduction de la sécrétion de GnRH par
I'hypothalamus. I est possible que la sécrétion en GnRH soit modifiée par des métabolites
spécifiques ou des hormones métaboliques traduisant le statut nutritionnel. Ces parametres ne
seraient ni la concentration en insuline ni celle en AGNE (Acides Gras Non-Estérifiés), car il n’y

aurait pas de relation forte entre les variations en insuline ou en AGNE et le controle de la
libération de LH.
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Conclusion:

L'amélioration de la biotechnologie liée a la production des embryons nécessite une bonne
conduite d’élevage, une alimentation bien équilibré, une détection des chaleurs, et un bon suivi de
la cyclicité des vaches, bon score corporel ,et les maladies.

La superovulation est soumise a plusieurs facteurs qui influencent sur la répons des vaches
au traitement, dont les résultats sont soit des embryons dégénérés, soit des ovocytes non fécondés
ou carrément des récoltes nulles.

Nos résultats sont loin des résultats des secteurs spécialisés dans ce domaine, nous avons la
chance de maitriser les notions de base, la méthode ainsi la technique de cette biotechnologie.

Aussi bien que le 1° facteur influencant sur nos résultats ¢’est que les vaches ont été mal nourries
elles ont perdu beaucoup de poids observée pendant notre travaille.

Néanmoins ce travaille nous a permis de démontrer que malgré la diminution du nombres
d'injection la réaction ovarienne reste satisfaisante avec un nombre de COrps jaunes moyen.

Enfin, il faut améliorer les conditions d’€élevage mais surtout I'alimentation car durant notre
expérimentation les vaches étaient trés mal nourries, ce qui peut étre leur numéro 1 qui a
influencé sur nos résultats.
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