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RESUME

L’utilisation des techniques de production et du transfert d'embryons permettent la
multiplication de la descendance des femelles de haute valeur génétique et la préservation des
races en voie de disparition. L’objectif principal de notre étude est de metire en évidence
d'éventuelle relation entre la population folliculaire et 1a réponse ovarienne suit a I"utilisation
de différentes doses de FSHp.

Notre expérience a concerné dix-huit {18) brebis, dont sept (07) donneuses de race
Hamra et onze (11) receveuses de race mixte. Les brebis donneuses ont &té réparties en trois
lots [I(n=2) ,2 (n=2) et 3 (n=3)] et la population folliculaire de celles-ci a &té évaluée sous
endoscopie juste avant le début de traitement de superovulation. Toutes les brebis ont été
synchronisées avec des éponges intravaginales contenant 40mg de FGA. Pendant les trois
derniers jours du traitement progestatif, les lots 1 et 2 ont regues respectivement des doses
deécroissantes de 20 UA et 16 UA de FSHp , tandis que le lot 3 a recu une dose totale de
20UA avec un rapport FSHp/LHp constant de 40%. La fécondation a été réalisée par une
double saillie en main & 12 h d'intervalle. Les brebis receveuses ont regues SO0UI d’eCG le
Jour du retrait de I’éponge vaginale.

Nos résultats montrent que le nombre moyen de follicule (<4mm de diamétre) est de
7,2+2,12 ;8+2.83 et 4+4 24 pour les lot 1,2 et 3 respectivement. La réponse ovarienne en
moyenne pour les lots 1,2 et 3 est respectivement de 2,5+2,12, 13+1.41 et 4,33+£3,21. Une
corrélation positive (r=0.63) a été observée entre Ia population folliculaire présente sur
Povaire avant le traitement de superovulation et la réponse ovarienne. Chez I'ensemble des
brebis, la récolte chirurgicale a permet d'obtenir un taux de collecte de 52 63 % et un taux
moyen d’embryons transférables de 90 %.

L’examen ¢chographique chez les receveuses ayant regu des embryons frais a révéler un
taux de gestation de 40% et un taux de viabilité de 33.33%. Cependant un résultat négatif a
€t€ enregistre lors d”un transfert des embryons congelés .

Il en ressort que I’utilisation des doses 20UA et16UA de pFSH chez les brebis race
Hamra permet d’obtenir des résultats satisfaisants en revanche I’administration dun répport

FSHp/LHp constant de (40%), ne permet pas d’améliorer les résultats de la superovulation.

Mots-clés :
Brebis, Hamra, Follicules, Superovulation, FSHp/LHp, Transfert embryonnaire.
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The use of reproductive biotechnology, in particular the production and transfer
of embryos allow the multiplication of the female offspring of high genetic value and
the preservation of race. our primary objective aims at determining a relationship
between the folliculary population and the ovarian response after using a different
doses of FSHp.

Our experience has involved eighteen (18) ewes, of which (07) donors of Hamra
race and (11) recipients of mixed race. The donors ewes were divided into three
groups [1(n=2) ,2 (n=2) et 3 (n=3)] and the follicular population was evaluated
trough endoscopic examination just before starting the superovulatory treatement. All
the ewes were synshronised with intravaginal pessaries containing 40 mg FGA for
14 days.

groups1(n=2), 2 (n=2) received decreasing doses of 20 UA and 16 UA OF
PFSH enriched with LHp during the last two injections. While group 03 (n=3) of
received a total dose of 20 UA and a constant FSH/LH ratio (40%) during the last
three days of the progestagen treatment. Receptors ewes received 500UI of PMSG the
day of sponge withdrawal.

Our results show that the mean number of follicules (<4mm diameter) was
7,2+2,12 ; 8+2 83and 4+4,24 for rams 1,2 et 3 respectively. the ovarian response for
rams 1,2 and 3 was respectively 2,5+2,12 > 13£1,41 and 4,33+321 .A positive
correlation(r=0.63) has been found between the follicular population present on the
ovaries before the superovulatory treatment and the ovarian response. The recovery
rate obtained after surgical recovery was 52.63% for the whole donors. We obtained
an average of 90% of transferable embryos.

The ultrasound exam carried out after embryo transfer; reveal a pregnancy rate
of 40% and a survaval rate of 33.33%. However a negative result has been registered
in the freezed embryo transfer.

We conclude that using 20UA and 16 UA of FSHp in Hamra ewe allow
achieving satisfactory results. Furthermore, the administration of a constant
FSHp/LHp ratio (40%) didn’t allow improving the results of superovulatory
treatement.
keywords :Ewe, Hamra, follicular, superovulation, FSHp/LHp, embryo

transplantation.
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Introduction

Le cheptel ovin occupe une place importante dans I"économie nationale, son effectif est

estimé & 18,5 millions tétes dont prés des 2/3 sont des femelles (MADAR, 2005).

Parmi les principales races locales a standard défini, La race Hamra est connue par sa
bonne conformation bouchére (gigot petit est arrondi, cételette fine) et sa viande d’excellente
qualit¢ (Chellig , 1992). Cette race est bien adaptée aux plateaux steppiques, souvent trés
froids ou excessivement chaud, elle est résistante mais exigeante en qualité de paturage. Selon
un rapport réalisé sur les ressources génétiques animales (MADAR, 2003), ’effectif de cette
race ne cesse de régresser. En effet, celui ci qui était évalug 4 plus de 2.500.000 tétes dans les
années 80, n’est actuellement que d’environ 55.800 tétes. Cette régression de l'effectif Hamra
serait due 4 la productivité numérique moyenne et la productivité pondérale faible par rapport
aux autres races locales (Chellig , 1992).

Les méthodes de biotechnologie de la reproduction en particulier la superovulation et le

transfert embryonnaire, sont des outils indispensables pour Ia mise en ceuvre des programmes
de conservation des espéces qui sont en voie de disparition.
La super ovulation est une méthode d’induction ¢ une poly-ovulation chez ia brebis pour
pfoduire plusieurs embryons de haute valeur génétique, elle se pratique par un traitement
classique de synchronisation des chaleurs et de stimulation des fonctions ovariennes par une
variété de préparation hormonale 3 activité gonadotrope {Baril ., 1993). Les plus appropries
sont les extraits hypophysaires dits « FSH porcine, FSH ovine » car elles permettent d’avoir
un taux ¢levé d’ovulation et des embryons de trés bonne qualités (Brebion et al, 1991). En
effet, la dose totale de FSH administré varie de 16 a 20 mg Armour. Cette variation de dose
dépend du type de préparation commercial de FSH utilisé et des caractéres génetiques de la
race (Baril et al, 1993).

Cependant, la réponse au traitement de super ovulation reste le facteur limitant essentiel du
transfert embryonnaire surtout en termes de nombre d’embryons produits par brebis traitée.
Le principal facteur limitant cette réponse est I’état de Ia population folliculaire ovarienne au
moment ou débute la stimulation gonadotrope (Gonzalez-Buines et al., 2000).

Afin que la superovulation se fasse avec le maximum d’efficacité et quelle soit bien maitrisée
chez les différentes races locales, nous avons voulu par le biais de ce modeste travail mettre
en évidence d'éventuelle relation entre la population folliculaire présente sur Povaire avant le

traitement superovulatoire et la réponse ovarienne aprés wtilisation de différentes doses de
FSHp.
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Etude bibliographigue chapitre I

L INTRODUCTION:

Ces derni¢res décennies ont été les témoins de I*industrialisation de quatre générations
de biotechnologies de la reproduction. La premiere a €t€ Pinsémination artificielle, puis un
second niveau a été franchi avec la production et les transferts d’embryons produits in vivo.
Cette derniére a représentée une étape essentielle pour faciliter la propagation du matériel
génetique possédant des caractéristiques recherchées. La troisieme génération, nous avons
connu les embryons fécondés in vitro, le sexage de la semence, le prélévement d’ovocytes in
vivo par ponction folliculaire (OPU) et le clonage. Au stade actuel, il est devenu possible de
supprimer ou d’ajouter certains génes fonctionnels spécifiques dans le génome de la
descendance, en recourant 2 la transgénese combinde aux puissantes techniques de biologie
moléculaire utilisant les ARN interférents et celle ci présente la quatriéme génération de la
biotechnologie (Mackenzie, 2005).

Dans ce chapitre nous n’aborderons que les techniques de productions, congélation et transfert
des embryons in vivo.
IL Production et transfert d'embryons in vivo :
Ces techniques comportent les étapes suivantes :

e Synchronisation des chaleurs.

¢ Induction de la superovulation.

® Récolte d’embryons.

e Trietsélection d'embryons.

» Conservation et congélation des embryons.

e Transfert d'embryons.
IL1.Synchronisation de I'cestrus :
La synchronisation des chaleurs est la maitrise du cycle sexuel ou déclenchement du cycle
cestral a un moment désiré chez une femelle cyclique ou non {Chemineau et al., 1991).Deux
agents sont fréquemment utilisés pour synchroniser I'eesirus dans le protocole de
superovulation chez les petits ruminants, ce sont les progestagenes et les prostaglandines.

I1.1.1. Progestérone et progestagénes ;

La progestérone ou ces analogues, dits, progestagenes sont administrés oralement, sous forme
d’implants sous-cutanés (Cf. photo 01), par moyens des CIDR® (ControlledInternal Drug-
Releasing Device) (Cf. photo 02) et des €ponges intravaginales {Cf. photo 03) (Hansel et
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Convey, 1983), d'autres voies sont possibles comme [Iinjection ou encore ’addition dans
I’aliment (Courot et Volland-Nail, 1991).

“‘u--' - e Clﬁﬂl‘.
"h _
Photo 01: Implants sous-cutanés.  Phote 02: CIDR®. Phoeto 03: Eponge vaginale.

De plus, différents principes actifs sont retrouvés selon les spécialités : les CIDR®
contiennent de la progestérone pure sous forme d’un sel de silicate, les implants sous-cutanés
contiennent du norgestomet et enfin les éponges vaginales peuvent contenir de I’acétate de
fluorogestone (FGA) ou d’acétate de médroxyprogestérone (MAP) (Whitley et Jackson,
2004).

Ces produits exercent un feed-back négatif sur la sécrétion de LH et donc I'ovulation est
inhibée (Hansel et Convey, 1983). Cependant, au retrait du traitement de progestérone ou de
ses analogues, la croissance folliculaire, I'eestrus et Tovulation sont obtenus au bout de 2 3 8
Jjours (Gordon, 1975; Hansel et Convey, 1983). L’ovulation est normalement déclenchée 54 h
apres la fin du traitement (Walker et al, 1986) et I’apparition de I’cestrus se fait dans les 48 h
qui suivent le retrait (Casamitjana, 2006).

® FGA seules :
La synchronisation des chaleurs et des ovulations en élevage ovin se pratique habituellement
avec deux types d'éponges: des dispositifs imprégnés de 30 mg d'Acétate de fluorogestone
(FGA) pour une utilisation en contre-saison sexuelles et des éponges dosées a 40 mg de FGA
en saison sexuelle (Ninot et al., 2007). Environ 36 heures apres le retrait de I’éponge, 14 jours

apres son insertion, les brebis viennent en chaleurs (Castonguary, 1996).

e ASSOCIATION FGA, PMSG:
Au retrait de I'éponge, on pratique une injection de PMSG.L'arrét du traitement de PMSG
provoque 24 a 48 h plus tard I'apparition des chaleurs, accompagnées de I'ovulation Chez la

[0
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femelles traitée, I’injection de PMSG permet Ie groupage plus précis des ovulations et, selon
la dose, I’augmentation du nombre d'ovules pondus (Gilbert et al. ,2005).

Dans le cas de brebis en anoestrus saisonnier, Péponge vaginale joue le role d'un corps jaune
artificiel .Au retrait de I’éponge, I’injection de la PMSG compléete la faible décharge des
hormones hypophysaires. Un cycle nouveau débute alors il est rarement suivi d'un deuxiéme

cycle si les animaux sont en état d'anoestrus profond {Gilbert et al., 2005).

I1.1.2.Les prostaglandines :

1. PGF2a :

L'uatilisation des prostaglandines pour la synchronisation des chaleurs se fait a travers 2
injections espacées de 9 j a 11 j chez les femelles cyclées mais la réponse 4 ce traitement est
assez variable .Au Maroc, I"utilisation des PGF2a chez des brebis D'man et Timahdite donne

un pourcentage de réponse (cestrus) de 65 % et 47 % {Tibary et Manar,1998).

2. PGF20+GnRH:

Chez les brebis dans un traitement de synchronisation des chaleurs avec PGF2q, le meilleur
moment pour injecter la GnRH se situe vers 48 h aprés la 2eme injection de PGF2q, de facon
a éviter une ovulation précipitée et ainsi permettre mne pleine maturation des follicules

ovulatoires (Castonguary et al., 1996).

11.2. La superovulation :

Le taux d’ovulation des femelles pent étre légérement augment¢ pour améliorer leur
prolificité naturelle, ou fortement stimulé (¢’est 1a superovulation) pour produire soit un grand
nombre d’ovocytes en vue de la fécondation in vifro, soit plusieurs embryons pour les

programmes de transfert d’embryons (Courot et Volland-Nail, 1991 ).

IL2.1. Les molécules utilisées dans les traitements de superovulation chez Ia brebis :

Différentes molécules sont utilisables pour la stimulation folliculaire -

11.2.1.1. PMSG:

Elle a ét€ la premiére hormone gonadotrope utilisée pour la superovulation, elle s'appelle
aussi ¢CG (equinechorionicgonadotropine) clest une gonadotropine secrétée par les cupules
endométriales de la jument gravide a partir du 335&me jour de gestation, sa demie vie est de
quelques heures chez la brebis (Lyngset 1964}, L activité de cette molécule est & la fois FSH
et LH (Mori et kano ,1984). Son administration se fait par voie intramusculaire en une seule

3
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mjection de 1000 4 2000 UI,1 ou 2 jours avant le retrait de Péponge vaginale(Cognie., 1984).
Mais son utilisation se heurte 4 plusieurs inconvénients -

* Une grande variabilité individuelle dans les réponses ovariennes.

® Une perturbation dans les mécanismes physiologiques de la reproduction aprés

Putilisation de doses élevées.

IL.2.1.2. FSH(follicule stimulating hormene) :

Est I'hormone de croissance folliculaire d'origine hypophysaire, c’est une glycoprotéine de
taille moyenne (30 000 Daltons) pauvre en acide sialique {5%) sa demie vie et donc courte par
rapport a la PMSG .4 4 6 heures chez ia vache (Del compo et al., 1985) et seulement 20' 2 70'
chez la brebis (Akbar et al ; 1974).

Leurs concentration atteint une valeur maximale 3 heures apres leur injection et ne sont plus
décelables 12 heures aprés linjection Leur utilisation répété n'entraine pas la formation
d'anticorps contrairement 4 la PMSG .La dose recommandable chez les ovins et les caprins
varie entre 16 et 20 mg Armour (Brebion et al 1992) l'expression des chaleurs aura lieu 16
a 48 heures aprés le retrait de I'éponge (Gibbons et Cueto., 1995)et les premicres ovulations
sont observées 58.4+5.6 heurs aprés retrait de I'éponge et environ 6 heures s'écoulent entre la
premiere et la derniére ovulation (Evans et Armstrong ,1984).

Les préparations utilisées dans les protocoles de superovulation sont:

I1.2.1.2. 1/pFSH:Extraites de broyats d'hypophyses de porcs. Ce demnier étant I'espece la plus
intéressante pour la préparation d'extraits pituitaires du fait de la grande disponibilité en
hypophyse et surtout leurs teneures éléves en hormones. Les différentes FSHp varient en
fonction de leurs procédés d'extraction et surtout de leurs degrés de purification, c'est & dire
leurs rapports FSH/LH (Lefeuvre, 1992).

Elle se présente sous différentes formes commerciales -

e FSH "INRA" : caractérisé par une méthode de purification qui permet I'obtention
d'un produit dont le rapport FSH/LH peut €ire modulé et fixé.Cette préparation est
commercialisée sous forme de 3 flacons le premier contenant 32 UA de FSH en
poudre, le second de la LH pour faire FSH/LH =1, et le troisiéme contenant le
solvant(Driancourt et al.,1988).

* FSH "STIMUFOL": elle présente la particularitéd'étre trés purifie contenant moins
de 0.5% de LH.Elle est préte a "emploi, ¢’est 4 dire dans les flacons contenant

différents rapport FSH/LH nécessaire aux besoins de 'expérience(Beckers et al.,
1977).
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¢ Follitropin: commercialisée au Canada et contient moins de 5% de LH (Armstrong et
Opawsky, 1986) .Elle se présente sous la forme d'un flacon de 20mg de poudre
lyophilisée accompagné de 20m! de solvant.
I1.2.1.2. 2/0FSH : ce sont des extraits de broyats dhypophyses d’ovins, la réponse ovulatoire
peut varier avec les préparations. Cette molécule présente I'avantage que les traitements
répétcs ne sont pas associés avec diminution significative de la réponse ovulatoire (Baril et
al.,, 1993).
I1.2.3. HAP: (Horse anteriorpituitary) c’est un exirait pituitaire équin qui a recu des résultats
importantes en superovulationcaprine, ceux-ci ne sont pas meilleurs qu’avec la PMSG sa
difficult¢ d’obtention est responsable de sa moindre compétitivité par rapport a la PMSG et la
FSH (Boris ,1999).

I1.3.1La fécondation :

Aprés la synchronisation et lasuperovulation, succédent les méthodes de lutte. Deux
méthodes peuvent étre appliquées: P’insémination artificielle et/ou la saillie naturelle.
Selon(Baril et al., 1993), La fécondation des donneuses fait le plus souvent appel aux techniques de
I'insémination artificielle, permetiant de valoriser la semence des males dont la valeur génétique est
élevée. La saillie naturelle présente des avantages mais ne permet pas une diffusion et une
utilisation rationnelle des males de haut niveau génétique.

Il est clairement démontré que le transport et Ia survie des spermatozoides dans les voies femelles
peuvent Etre perturbés apres traitement progestatif associé 4 I'induction de la superovulation(Evans et
Armstrong, 1984).

IL3.1. La saillie naturelle :

Au cours de la saison sexuelle, la saillie naturelle est wutilisée avec succés chez les
ovins, la technique généralement employée est la monte en main. Elle débute dés I"apparition
des chaleurs et consiste 4 appliquer deux 2 trois saillies de 12 heures d’intervalle Mais cette
technique n’est pas dénuée d’inconvénient tel I’entretien des béliers, qui doivent étre trés
nombreux dans I’élevage.En contre saison, Ia faiblesse ou I"absence de libido des males ne
permet pas d’€tre assurer de leurs aptitudes 2 la saillie et du pouvoir fécondant de la semence

qui est plus faible durant cette période (Baril et Vallet,1990).

IL3.2. L’insémination artificielle:A causes de ses caractéristiques anatomiques, le col utérin

de la brebis ne peut pas étre franchi a I"aide du pistolet d*insémination. Il est donc nécessaire

5
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de déposer la semence & I'entrée du col « insémination cervical », ou au fond du vagin
« insémination vaginale »c’est se qu’on appel « insémination exocervicale ». Une solution
alternative existe avec I’insémination intra-utérine. Ce type d’insémination est réalisé a I"aide
d’un endoscope« insémination intra-utérine (IAIU. De faibles quantités de semence sont
mises en place directement dans chaque corne utérine & Paide d’un matériel spécifique. Cela
nécessite la mise en ceuvre d’une technique de type chirurgicale avec le matériel adéquat ; les
animaux doivent étre mis 4 la diéte totale pendant au moins douze heures avant I’insémination
artificielle (Evans et Armstrang., 1984).L'TAIU a Heu 48 4 60 heures aprés la fin du traitement
progestatif (Baril et al., 1993). Cette inéthode permet d'obtenir des taux de fécondation élevés chez
les donneuses ayant moins de 30 ovulations (Cf ; Tableau I) (Congnie et Baril, 2002).

Tableau I: Efficacit¢ comparée de ITA intra-utérine et exocervicale pour la production

d'embryons chez la brebis.

IA exo cervicale | IA intra-utérine
Heures dTA post retrait | 48+60 | 48
Embryons fécondés (%) | 77 i 93
Nbr de femelles collectées | 3.5 6.7
Nbr de femelles traitées 32 5.7

IL.4.Collecte d'embryons in vivo:

La récolte des embryons est réalisée entre le 06 et le 08°™ jour aprés le début de I’cestrus
(Vallet et al., 1991).La congélation des embryons n’est bien maitrisée que pour les embryons
des stades morula compacté et blastocyste, soit le 06 et le 077 jour aprés Povulation
(Chemineau et al., 1999).

En raison de la difficulté de franchir le col de P"utérus et de Pimpossibilité de manipuler les
cornes par palpation rectale, la récolte ne peut se faire que par laparotomie abdominale
(collecte chirurgicale) ou sous contrdle endoscopique {collecte par laparoscopie) (Brebion et
al, 1991).

IL4.1. Technique chirurgicale :

Cette technique permet de collecter des embryons au nivean des oviductes ou au niveau des
cornes utérines .Les embryons encore en migration dans I"oviducte peuvent étre collecté en
injectant le milieu de collecte (PBS) au niveau de Ia jonction utéro-tubaire .Ce procédé
permet de flasher les cornes utérines (Vallet et al., 1991),
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Cette méthode de récolte est la plus utilisée en raison du taux de collecte élevé observé ;
néanmoins, ce taux diminue aprés répétition de la manipulation sur le méme sujet. En effet,
on voit apparaitre, suite 4 I”opération, des adhérences sur Putéras, les oviductes et les ovaires.
Le taux d’embryons collecté est de 70 2 90% {Torres et Sevellec ,1987). -

IL4.2. Technique non chirurgicale (Iaparoscopique): &

Cette technique fut développée afin daméliorer les possibilités de répétition de la collecte
chez les femelles donneuses permanentes (Baril et al., 1993). La collecte laparoscopique, de
maitrise plus délicate, offre un rendement moyen de 62%.Elle est basée sur presque la méme
méthode que la collecte chirurgicale, mais un peu différente car celle-ci est réalisée grice a
l'observation des viscéres par endoscopie dans I'abdomen du sujet (Vallet et al.,1991).

II a ét€ observé que le taux de collecte obtenu par cette technique (endoscopie) est 10 3 15 %
inférieur a celui obtenu par la technique chirurgical. Toutefois, I’avantage principal de ce
procéde est répétitive sur le méme sujet sans diminuer le taux de collecte d’embryons (Vallet

etal.,1991).De plus, les brebis récupérent rapidement aprés Iintervention ( Youngquist, 1997).

IL5. Méthode de tri et de sélection des embryons:
Une fois les embryons récoltés dans leur miliew, i} est important de les observer 3 la loupe
binoculaire afin de vérifier leurs qualités et Fadéquation entre leur stade de développement et
la date de récolte.
Une fois le stade de développement identifié, il faut estimer la qualit¢ de cet embryon
(Robertson et Nelson, 1998).Ceci permet de fournir un pronostic sur sa viabilité. La qualité
est estimée en observant la forme globale de "embryon (sphérique), s’il est symétrique, si
I'ensemble des cellules le composant sont de taille uniforme, ia couleur de I'embryon, et
finalement sa texture (Lindner et Wright, 1983).L'TETS (Iniernational Embryo Transfer
Society) a donnée 4 niveaux de qualité possibles (Robertson et Nelson, 1998):

* Qualité 1 : (Excellent ou bon):
L’embryon est symétrique et sphérique, ses blastoméres sont uniformes en taille, couleur est
densit¢. Le stade de développement et en adéquation svec la date de récolte. Au moins 85%
des cellules le composant doivent étre mtactes, et rattachées & la masse cellulaire (on estime le
nombre de cellules extrudées dans Fespace péri vitellin}.La zone pellucide doit &tre lisse et
sphérique.

* Qualité 2 : (Satisfaisant):
Irrégularités modérées concernant la forme globale de I'embryon, la taille, couleur ou densité
de ses cellules. Au moins 50% de sa masse cellulaire doit &tre intacte.

7
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= Qualité 3 : (Insuffisant):
Irrégularités majeures concernant la forme de l'embryon, ia taille, couleur ou densité de
cellules. Au moins 25% de sa masse cellulaire doit &tre intacte.
* Qualité 4 : (Mort on dégénéré):
Embryon dégénéré (développement arrété), ovocytes nmon fécondés ou embryon non
segmente.
I1.6. Conservation des embryons :
Il existe un délai plus ou moins long entre la récokte d’un embryon et son transfert chez une
receveuse .La conservation des embryons durant cette période peut se faire soit 4 température
ambiante (conservation au frais), soit & +C4° (conservation réfrigérée), soit 4 une température
stoppant tout réaction chimique: -196°C (cemser%&iien par congélation) aprés
cryoconservation {congélation lente) ou vitrification des embryons.
IL6.1. Technique de congélation lente :
La congélation lente, est une technique de cryoconservation dont le principe est I’équilibration
progressive entre les cryoprotecteurs et le compartiment aqueux de I’embryon (Guignot,
2005).Elles donnent des résultats trés reproductibles et qui sont a peines inférieures 3 ceux
obtenus aprés transfert des embryons frais environ 10 4 15% de moins (Hasler, 2001). Elle se
déroule selon les étapes suivantes
e Equilibrer Pembryon dans sa solution de PBS.
e Conditionner la solution PBS-glycérol renfermant ’embryon dans une paillette de
0.25 ml.
® Transférer la pailléte dans le biocongelatenr, on elle va refroidir jusqua-7°Cata
vitesse de 1 & 3°C par minute et maintenue pendant 5 & 7 minutes 2 cette température
pour la stabiliser.
® Cristallisation par seeding. Pour ce fait on heurtera Iz ou les paillettes ou le liquide de
refroidissement au moyen d’une pince.
e La paillette est refroidie de -7°C & -35°C 2 raison de 0.3 3 0.6°C par minute. la
paillette est plongée dans I’azote liquide 3 -196°C {Hanzen,.2009).

IL6.2. Technique de vitrification :
Technique de non équilibre 3 la différence de la congélation lente ; elle permet d’éviter au

maximum la formation des cristaux de la glace au cours du refroidissement en transformant la

el
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phase liquide du cytoplasme cellulaire en phase solide encore appelée «état vitreux» (Guignot,
2005).

Ces techniques sont loin d’étre utilisées sur le terrain, Par contre elles sont pratiquées en
laboratoire en routine, sur des embryons bovins et ovins, notamment, afin de tester différentes
condition de production in vitro d’embryons (Rizos et al, 2001), également pour des

embryons issus de clonage (Peura et al, 2001).

IL7. Transfert des embryons :
Le transfert d’embryons au stade morula ou blastocyte est effectué dans Iutérus d’une
femelle receveuse dont Iutérus a été préalablement  synchronisé par traitement hormonal 13

avec celui de la donneuse .Cette opération est réalisée trés rapidement (3 minutes par

receveuse) par laparoscopie.

I1.7.1. Transfert chirurgical

La préparation de I’animal et son anesthésie /tranquillisation sont les mémes que celles de la
collecte chirurgicale .I°abord utérin se fait par une laparotomie au niveau de ligne blanche,
Une fois repéré, 'utérus est manipulé de sorte & pouveir observer les deux ovaires et
déterminer celui qui porte un corps jaune (Youngguist, 1997). On placera les embryons dans
le dernier tiers de la come ipsilaterale au corps jaune .Une fois les embryons transférés,

I'utérus est remis en position physiologique et la paroi abdominale et suturde (Vallet et al
,1991).

IL7. 2. Transfert laparoscopique
Selon (Youngquist ,1997) cette technique se résume 4
% Mettre I’animal en décubitus dorsal Ia téte placée vers le bas, puis création d’un
pneumopéritoine en insufflant du CO2.
% Incision de la peau 2 4 3 cm de part et d’autre de la ligne blanche cranialement 3 la
mamelle ; une incision servira 3 I’introduction de Foptique et I"autre 4 la pince

atraumatique qui permet de saisir Iz come ipsilaterale au corps jaune fonctionnel
Tepére.

.
0’0

Ponctionner la paroi utérine 4 'aide d’ume aiguille de 14 gauge juste cranialementa la

pince atraumatique

9,
0’0

Dépot des embryons dans 1a lumicre ui¢rine 3 Paide d’une pipette en verre reliée a3
pipe

une seringue 4 insuline
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< A la fin de I'intervention ; on prociéde 4 fa suture des deux incisions de la paroi
abdominale.
A la suite du transfert de 2 embryons frais par receveuse synchronisée la fertilité est comprise
entre 70 et 80%, la survie des embryons chez les receveuses fertiles étant de 80%, la survie
moyenne de Pembryon frais est de 65% (Cf ; Tableau ). Pour un embryon décongelé et jugé
viable, la survie globale est de 50-55% (Vallet et al, 1991 ).

Tableau II : Fertilité et taux de mise bas aprés un transfert laparoscopique ou chirurgical
chez la brebis selon le type d’embryons utilisé.

Taux | Transfert Auteurs
Embryons ,
Laparoscopigue | Chirurgical
Frais 80% 88% Brebion et al,
Congelés | 90% 45% 1991
. |Frais 38.9% / |
Gestation }
Congelés [26.3% / Naohisa et al,
Frais 33.3% / 1997
Mise bas
Congelés  26.3% /

10
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L FACTEURS DE VARIATION ET LIMITES DE LA PRODUCTION ET DU
TRANSFERT DES EMBRYONS CHEZ 1A BREBIS:

Malgré les améliorations apportées 2 la technique de production d’embryons in vivo chez
les ovins et les caprins, certaines limites de cette technique peuvent provoquer une variabilité
de la réponse au traitement hormonal (Cogni¢, 1999). En effet, Les faibles réponses au
traitement FSH chez les femelles superovulées (20 % de brebis présentent <Sovulations) constituent
un facteur limitant du transfert embryonnaire (Cognié et Baril, 2002). La variabilité est liée a des
facteurs intrinséques de I’animale aussi bien qu’extrinséques (Baril et al, 1993 ; Cognié
,1999).

L1. Facteurs intrinséques:

Le facteur intrinséque de chaque animal joue un réle primordial dans la réponse au

traitement de superovulation (Donaldson ,1984).
1. L’4ge :

L’4ge de I’animal peut constituer un factenr limitant compte tenu du fait que le nombre

de follicules qui quittent la réserve diminue avec celui-ci {Hanzen , 2008).En revanche, les
résultats rapportés par (Forcada et al., 2000 ; Simmoneti et al., 2008 ; Bartlewski et al, 2008)
montrent que la réponse ovulatoire est plus imporiante chez les brebis adultes par rapport a
celles des plus jeunes.
L’4ge peut influer aussi sur la qualité et la survie des embryons. En effet, selon Dingwall et al,
1993, la qualité et la survie des embryons étaient inférieurs chez les brebis plus jeunes. Wolf
et Mylne ,1994, n’ont trouvés aucune différences dans les taux d’ovulations et de récolte
d’embryons pour les brebis Texel dgées et celles d'un an, mais la qualité d’embryons et leur
survie ont tendance a étre inférieures chez les donneuses plus jeunes.

2. Larace:

Il apparait que 1’on n’obtient pas les mémes résuitats de superovulation chez toutes
les races (Cf ;tableau IIT), cela a ét¢ montré par Armstrong et Evans (1983) qui ont constatés
que les brebis Romney Marsh présentent une plus faible réponse au traitement pFSH, par
rapport aux brebis de race Mérinos. De plus, Iadministration de 16 mg de FSH porcine, la
réponse ovulatoire des brebis de race Lacaune est inférieure 4 celle des brebis prolifiques
Romanov x Préalpe (Torres et al., 1984). L’effet de race peut s’expliquer par le fait que les
follicules des brebis prolifiques atteignent leur maturité 2 un diamétre inférieur a ceux des

brebis non-prolifiques (Castonguay et al, 1996).

s
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Tableau III: Variabilité de la réponse au traitement selon Ia race apres un traitement de

superovulation.
Race Typede Nbre | Nbre Auteurs
traitement d’ovulation | d’embryons
Rombouillet FSH/LH 27 / Sam et al., 2008
Rombouillet pFSH 94+24 a5 Nagvi et
Gulyani .,1999
Santa Inés pFSH 10,6210 | 5208 Cordeiro et al., 2002
Meérino espagnol pFSH 9.5+ 06 ; / Gonzalez et al
1 2000
Sarda pFSH 805+£38 | 49103 Giovanni et al., 2001
Targhée X FSH/LH 16£05 } / Anna et al_, 2007
Rombouillet (10%)
Manchega pFSH 11,1 1.1 43+ 14 Gonzalez et al. 2003
Corriedale oFSH 6,2 +1.1 14204 Simonetti et
al ..2008
Manchega FSH /anti 9,6:0.9 / Lopez Alonso et al
GnRH 2005
Lacaune pFSH 12+15 / Torres et al ., 1984

3. Le nombre et taille de follicules :

Chez la brebis, le probléme majeur en ce qui concerne la superovulation est I’extréme
variabilité¢ de la réponse ovulatoire, qui est évidente au sain d’animaux tous traités par les
mémes produits (Brebion et al ., 1992). Mais une part importante de la variabilité individuelle
a la réponse ovulatoire aprés traitement gonadotrope est attribuable 3 1’état ovarien au début
de traitement 4 la FSH (Baril et al ., 1993).

Chez la brebis superovulée, le nombre d’ovulations est positivement corrélé (r=0,7) au
nombre de petits follicules (1-2 mm) (Gibbons et Cueto, 1995) et négativement affecté par la
presence de gros follicules (> 6 mm) présents sur les ovaires au début de la stimulation
gonadotrope (Brebion et al., 1992 ; Gonzalez-Bulnes et al ., 2002; Bartlewski et al., 2008) ou

par la présence/absence de corps jaunes au début et/ou pendant le traitement de

superovulation (Gonzalez-Bulnes et al., 2002).

Les mémes constatations ont ét¢ signalées par (Gonzalez-Bulnes et al ., 2003) qui rapportent
que le nombre total de follicules (2 & 4 mm de diamétre) dans Fovaire au début du traitement
(9.120.7) a ét€ positivement corrélé avec le taux d'ovulation (P <0.05, r=0.591), avec le taux

de récolte et le nombre d’embryons viables.
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Selon Gibbons et Cueto, 1995, la possibilité deffectuer une préobservation laparoscopique

permet de refuser le traitement des femelles ayant un petit nombre de follicules,
L. 2. Facteurs extrinséques:

1. La saison sexuelle :

La saison sexuelle influe également sur ie nombre moyen d'ceufs par brebis, ce nombre a
¢té plus élevé dans la saison de reproduction par rapport 4 Ia période d'ancestrus (Torres et al.,
1984). Cette différence n'a pas été observée chez des chévres laitieres, bien que la qualité des

embryons soit plus élevée dans la saison de reproduction {Baril et Vallet, 1990).

2. L’alimentation :

II est connu que Pincidence des ovulations multiples et des naissances multiples chez les
ovins pourrait &tre augmentée par ’amélioration du niveau nutritionnel avant et durant la
lutte ; ceci constitue le fluching. Deux effets indépendants sont impliqués : premiérement,
Pincidence des ovulations multiples est positivement associée au poids vif 4 la lutte. C’est
Ieffet statique du poids vif. Deuxiémement, cette incidence est améliorée par ’augmentation
du poids vif avant la Iutte. C’est I’effet dynamique du poids vif (Khaldi, 1984).

Il est constaté que les brebis soufrant de sous alimentation durant le traitement de
superovulation pourraient présenter un effet de lutéolyse prématuré du corps jaune (Jabbour et
al., 1991).

3. La molécule utilisée :

Selon Driancourt et Fry, 1992, Ie facteur de variation le plus important est le traitement

hormonal lui-méme et les résultats obtenus dépendront du type d’hormone utilisée.
Comparativement a 1'eCG , I'utilisation de la FSHp permet "obtention d’un grand nombre
d’ovulations et d’embryons transférables (Cognie ,1984), probablement i cause de la forte
activit¢ LH de 1’eCG (Cognie et Baril, 2002). Aussi, le traitement superovulatoire avec un
cocktail eCG/FSH augmente la réponse ovarienne par rapport au traitement avec la FSH seule
(Leoni et al ., 2001).
La différence dans la réponse ovarienne entre ces deux gonadotrophines peut en grande partie
étre attribuée 2 la différence dans Pactivité et demi-vie biologique (approximativement SH
pour FSH, par opposition 20h pour eCG).Ceci signifie que FSH peut étre dégagé de la
circulation plus rapidement comparé 4 I’eCG. (Ishwar et Memon , 1996 ; Holtz , 2005).
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4. La dose et régime de traitement:

L’induction de la superovulation est tributaire de la dose de FSH administrée (Chupin ,
1988). L’efficacité de la dose totale varie selon la préparation hormonale qui pourrait étre
déterminé 4 ’aide d’une courbe doses et réponse. Selon Baril et al ( 1993) Ia dose optimale
semble comprise entre 12 et 20 mg de pFSH . Torres et al., 1984, rapportent que les brebis
prolifiques Romanov, Préalpes présentent une meilleure réponse avec une dose de 16mg de
PFSH, et des réponses médiocres avec des doses de 20mg. Selon Lopez et al (1990) de
meilleurs résultats sont obtenus chez des brebis de race Manchega avec une dose de 16mg en
6 injections qu’avec 4 injections. En revanche, Rexroad et al (1991) rapportent que pour une
dose de 20mg le meilleur rythme d’administration est 5 injections avec retrait des implants de
synchronisation a la 3*™ injection. D autres auteurs avec d’autres protocoles rapportent de
tres bons résultats avec une dose 18mg repartie sur 4 jours, c’est le cas d’Armstrong et al
(1983) et avec une méme dose repartie sur 3 jours (Nuti et al., 1984).

Et selon Torres et al (1984) I'adminisiration de 4 injections constantes et décroissantes
affecte la réponse ovulatoire, les 2 traitements ont donné 6.7+3.6 et 10.1+6.4 ovulations
respectivement.

Les résultats obtenus (en termes de taux de production d’embryons) en utilisant les
doses précédemment citées sont étroitement lie zu genotype de la brebis donneuse. Ces

mémes doses peuvent &tre insuffisantes pour certaines races, et excessives pour d’autres
(Cf ;tableau IV).
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Tableau IV: Effet de la dose de pFSH utilisée sur Ia réponse ovulatoire.

Doses de duréede | Nombre de Auteurs
FSH (mg) mise de COTPS jaune
Péponge
(rs)
10 14 15  Gonzalez et al 2002
10 14 9.6+0.9 | Lopez Alonso et al ; 2005
15 14 ' 83+125 | H N. Jabbour et al; 2006
16 14 9+1,5 | Torresetal ; 1987 Ja)
16 14 12¢1,5 | Torres etal ; 1987 ;(b)
16 14 19+1.5 Torres et al ; 1984 K(%)
20 12 645 Hiroko et al ; 1998
20 14 i1 _ Brebion et al ;(1990)
20 16 [1,5£ 1,6 | Rexroad et powell (1991)
20 16 - 12,1£23 | Rexroad et Powell (1991)
24 12 89+58 Anna et al ; 2007(d)
24 15 1605 | Annaetal; 2007(¢e)
5. Rapport FSH/LH :

Dans les conditions physiologiques le rapport FSH/LH évolue au cours du cycle avec
une diminution & I'approche de I'ovulation (Bono et al., 1983) Par ailleurs, si le rapport
FSH/LH est trop faible par excés de LH, Povulation se trouve prématuré et les résultats sont
moins bon (Murphy et al., 1983). Inversement si le rapport  FSH/LH est trop faible par
manque de FSH, I’cestrus est retardé et les résultats baissent (Gonzalez- Bulnes ,1984),
Factivit¢ FSH doit nettement prédominer sur celle de LH en début du traitement = Un
enrichissement en LH semble en revanche nécessaire en fin de traitement (FSH/LH inférieur
a 0.4) conditionnant I'induction des ovulations (Cognié et al., 1986).11 convient donc pour
avoir les meilleurs résultats possibles de bien contrdler I'évolution de ce rapport jusqua
l'ovulation (Cogni€ et al., 2003) .

Certains travaux ont montrés que l'utilisation de PFSH avec des doses décroissantes enrichies
en pLH lors des deux derniéres mjections du traitement permettait d'obtenir une meilleure
stimulation ovarienne qu'avec des rapports constants (Baril et al., 1988 ; Cognié et al., 1986)
Cependant, I'utilisation d'un rapport constant de FSHp/LHp (40% pLH) permet I’obtention
d’un grand nombre d’ovulations et d’embryons transférables (Nowshari et al., 1993; Giovanni
etal ., 2001)

6. Répétition des traitements de superovuiation :
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Chez la brebis ,avec un intervalle de 2 mois entre traitement pFSH successifs ,une
diminution significative de la réponse n’est observée qu’a partir du quatrieme traitement
(Brebion et al;1991).Bien que non clairement identifiée chez les ovins ,I’apparition
d’anticorps anti-FSH pourrait &tre la cause de cette diminution de la réponse comme cela a été
montré chez la brebis traité de fagon répétitive avec pFSH ,chez la quelle une forte corrélation
négative existe entre le titre d’anticorps et le nombre d’ovulation (Remy et al ;1992) En
revanche , Forcada et al, (2000) rapportent qu’aucune diminution significative de la réponse

n’a ét€ observée chez la brebis de génotype croisé hyperprolifique BoorolaxRomanov traitée
6-7 fois a intervalles de 60 j par 20 mg pFSHL .

7. Technique d’insémination et de récolte :

La technique d’insémination, naturelle ou artificielle joue un 1ole important sur le taux
de fécondation des ovocytes, donc sur le rendement d’embryon transférable. Le succes de la
fécondation des ovocytes est en partie limité par Ia variabilité du moment de I ovulation par

rapport a I’insémination artificielle (Cognie et Baril, 2002).
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Objectifs



OBIECTIFS

Les méthodes de biotechnologie de la reproduction en particulier la superovulation et
le transfert embryonnaire (MOET), sont des outils indispensables pour la mise en ceuvre des
programmes de conservation des espéces qui sont en voie de disparition, comme elles sont des
méthodes de choix qui permettent d'accélérer Ie progrés génétique. Dans cette optique

I’objectif de la présente étude est :

% D’établir s'il existe une relation entre la population folliculaire et la réponse ovarienne
apres un traitement de superovulation.

% D'évaluer la réponse ovarienne et Ia qualité des embryons produits aprés utilisation

de trois traitements de superovulation 2 base de FSHp.

% Maitrise des techniques de congélation et de transfert des embryons.

17
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CHAPITRE I : TRAITEMENTS DE SYNCHRONISATION ET DE
SUPEROVULATION
L Le lieu et la période de Pexpérimentation :

Notre expérimentation s’est déroulée au niveanu de la station expérimentale de

Puniversité « Saad Dahleb » Blida, pendant la période allant du 11 novembre 2008 jusqu’ au
20 mai 2009.

. MATERIEL ET METHODES :
IL1. Matériel :
IL1. 1. Animaux :
1. Les brebis :
Un échantillon de 18 brebis vides a été sélectionné, dont sept (7) brebis donneuses de
race Hamra et onze (11) brebis receveuses de race croisées.
1. Les brebis donneuses:
Les renseignements relatifs a I"identification des brebis donneuses sont reportés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau V : Poids, 4ge et note d’état corporel (NEC) des donneuses.

brebis Poids Age | NEC
(Kg) (mois)
D1 45 42 25
D2 45 36 | 2,5
D3 47 | 42 | 25
D4 38,5 18 5 2
D5 35 18 2
D6 51 42 3
D7 45 30 | 25
Moyenne | 43,79+5,83 | 32,57+10,38 2,4240,38

Les brebis donneuses présentent un poids moyen de 43,79+5,8 kg, un 4ge moyen de
32,57+10,88 mois et une note d’état corporel qui varie entre 2 et 3 points.

2. Les brebis receveuses:

Les renseignements relatifs & Iidentification des brebis receveuses sont reportés dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau VI : Poids, dge et note d’état corporel des receveuses.

Poids | Age | NEC
Brebis | (Kg) | {mois} |
Ri 555 3% | 4
R2 4 30 25
R3 51 36 3
Ré 345 5 15
RS 435 18 25
R6 35 | 18 | 2
R7 0 | 15 23
RS 2 | 15 | 15
RO 33 | 18 | i3
RI10 a | 18 | 2
Rl PT —T 75

Moyenne |41.3247.03 3&8&8.52&2.831&93

Les brebis receveuses présentent un ige moyen de 36.86+8.52 mois et un poids moyen de
41.3247.03 Kg et une note d’état corporel qui varie enfre 1.5 et 4 points.
2. Les béliers :

Pour la détection des chaleurs et de la saillie naturelle, quatre (04) béliers ont &té utilisés -

* Deux béliers (02) de race Ouled Djellal ont &t utilisés pour la détection des chaleurs
chez les receveuses et les donneuses. Iis présentent un poids moyen de 60,5+£4,95 Kg,
un 4ge moyen de 3,5 ans et une note d’état corporel de 3,5 et 4 points.

® Deux béliers de race Hamra ont été utilisés pour la saillie naturelle. IIs ont un poids

moyen de 62+11.31 Kg et un 4ge moyen de 5 = 3.54 ans et une note d’état corporel
de 3.5 et 4 points.

L’ensemble des animaux (brebis et béliers), en plus de Ia mise au pAturage, recevaient du foin

d’avoine et du concentré. Un déparasitage avec Valbazen ™ et Tvomec ™ a &té réalisé un

i9
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mois avant le début des traitements superovulatoires par le vétérinaire de la station
expérimentale.
IL.1. 2.Appareils, instruments et produits :
1. Appareils et instruments :
1. Echographe :
Pour la sélection des brebis vides nous avons utilisé -
* un échographe de type pie médicale 100LC equipe d’une sonde bifréquence 6/8 MHz,
* untube en PVC.
* un gel lubrifiant et des gants.
2. Endoscope :

Le matériel endoscopique comporte :

= Une table de contention inclinable.
= Une optique avec vision directe (0°), diaméire externe 6,5 mm ( STORZ)
* Un générateur de lumiére froide a intensité variable {STORZ)
® Un céble de fibre optique (STORZ).
Une canule a piston et orifice pour I'insufflation dair (trocart de 7mm de diameétre
recevant I’endoscope) (STORZ)
* Un trocart avec canule de 5,5 mm recevant la pince & préhension (STORZ)
* Une pompe avec filtre et commande de pompe au pied (STORZ).
Un tuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arrivée de I’air fixé sur le trocart
recevant I’endoscope.
* Un pistolet d’insémination intra-utérine.
® Une pince a préhension atraumatique.
2. Produits :

Les produits utilisés sont les suivants -

1-Eponges vaginales : imprégnées chacune de 40 mg d’acétate de fluorogestone (FGA),
commercialisées sous le nom de (CHRONOGEST P b
2-FSHp et LHp : Extraits hypophysaires porcins purifiés (Stimufol "P)

3-PMSG : (Pregrant Mare Sérum Gonadotrophine) hormone conditionnée dans des boittes

contenant des flacons de lIyophilisat (1000 Ul} et des flacons de solvant. Ce produit est
commercialisé sous le nom de (FOLLIGON A

4-Antibiotiques et désinfectants :
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De la (Terramycine "°) sous forme de spray et de Iz peni-streptomycine injectable ont été
utilisés afin d’éviter d’éventuels infections. Pour ia désinfection du matériel nous avons utilisé
du permanganate de potassium.
IL2. Méthodes :
Les brebis vides ont été sélectionnées par un examen échographique. Tandis que I'évaluation
de I'état de la population folliculaire a été effectuée par un examen endoscopique chez toutes
les brebis juste avant le début des traitements de superovulation.
11.2. 1.Examen échographique :
Il a été réalisé par deux voies : transrectale et transabdominale, selon les techniques décrites
par KAHN (1994). La sonde bi fréquence 6/8 MHz 2 ét¢ fixée sur un tube en (PVC) afin de
faciliter Ia manipulation externe de la sonde.
Pour la voie transrectale, les brebis ont été examinées en position couchée et debout. Une fois
que la brebis a ét¢ contentionnée, la sonde enduite de gel a &t introduite délicatement dans le
rectum jusqu'a la visualisation de la vessie, puis la matrice.
Pour la voie transabdominale, les brebis ont été examinées en position dorsale. La sonde
enduite de gel est appliquée sur la paroi abdominale en avant du quartier droit de la mamelle,
puis orientée dorso-caudalement en direction de la vessie. L’utérus non gravide, a été
visualisé en avant de I’apex de la vessie.
Dans le cas ou I’animal était gestant, il était possible de voire la vésicule embryonnaire (zone
anéchogene). Les embryons et les placentomes apperaissaient comme de zones échogéne.
11.2.2 .Examen endescopique :
L’examen endoscopique a été réalisé avant le début du traitement de superovulation et avait
comme but la détermination de I’état de Ia population folliculaire ovarienne.
La technique endoscopique consiste 2 faire deux incisions de la peau abdominale ventrale, 5
a7 cm cranialement 4 la mamelle et 3 & 4 cm latéralement de Ia ligne blanche pour insérer.
® Un premier trocart qui regoit ’optique de P’endoscope et permet la création d'un
pneumopéritoine par insufflation de 1air stérile dans ’abdomen.
® Un deuxiéme trocart pour y insérer une pince atraumatique .Cette derniére permet la
manipulation et la mesure de Ia taille des follicules grice a une graduation en
millimetre située a son bec.
Une fois les ovaires ont été visualisés, le dénombrement des follicules des différentes

catégories de taille (Petits : 2-3 mm et Grands >4mm) a £té réalisé.
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I1.2.3- 1. Protocole de synchronisation et de superovulation :

1. Synchronisation des chaleurs :

Aprés un allotement homogéne des brebis selon les traitements [lot 1(20UA), lot 2 (16UA),
lot 3 (40%)], une synchronisation des chaleurs a été réalisée par la mise en place d'un
traitement progestatif sous forme d’éponges vaginales imprégnées de 40 mg d’acétate de

fluorogestone (FGA) chez toutes les brebis (donneuses et receveuses)
Pour les brebis receveuses d'embryons, une injection en IM de PMSG (500UI) a été réalisée

le jour du retrait du dispositif vaginal soit 4 j13, 5. (Figure n°1).

Pose de I’éponge vaginale
l Retrait I’éponge

Jo J 13,5T.

PMSG S00UI

Figure 01 : Protocole de synchronisation des chaleurs chez les receveuses.

2. Traitement de superovulation :

L’administration du traitement superovulatoire a été réalisée par des injections en IM d’un
extrait hypophysaire porcin purifié (FSH et LH) pendant les trois derniers jours du traitement
progestatif. Ces derniéres ont été réparties en 6 injections 4 doses décroissantes et 4 un
intervalle de 12 heures.

e Les brebis du lot 1 et 2 ont regus respectivement une dose totale de 20UA et 16UA, les
quatre premiéres injections étaient & base de FSHp pure. Les deux derniéres injections
étaient a base d’un mélange de FSHp et LHp (I’injection du matin présentait un
rapport FSHp/LHp de 0,3 et celle du soir un rapport de 0,22).

e Lelot3 aregu une dose totale de 16 UA et un rapport FSHp/LHp constant de (40%).

Les protocoles de synchronisation et de superovulation pour les trois lots sont illustrés dans la

figure n° 2.
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Pose de 'éponge vaginale Retrait de 'éponge

M S ™M S M S

Lot 01 (20UA) Aty =y el

SUA SUA 3UA 3UA 2UA 2UA
FSHp FSHp FSHp/LH Récolte,

transfert
d'embryons

Lot 02 (16UA)
4UA 4UA 25UA 250UA 15UA 1SUA
FSHp FSHp FSHp/LH

Détection de "cestrus et

saillie

M S M S M S
Lot 03 (40%) 4UA 4UA 25UA 250UA 15UA 1SUA
FSHp/LH FSHpAH FSHp/LH
Figure 02 : Protocoles de synchronisation /superovulation et collecte d'embryons chez les
brebis donneuses.
3. Détection de I'oestrus et saillie :

La détection de l'oestrus a été effectuée 12h et 24h apres le retrait du dispositif intra-vaginal

chez les donneuses et les receveuses respectivement, 4 I'aide de deux béliers entiers munis de
tabliers. Toute brebis restant immobile lors du chevauchement était considérée comme étant
en ocstrus.
Deux saillies en main ont été pratiquées par deux béliers de race Hamra & 12 heures
d'intervalle. La premiére saillie a été réalisée 12 heures aprés le retrait de dispositif vaginal.
Les males ont ét¢ reconduits dans leurs groupes de brebis respectifs a fin de saillir les
femelles qui manifestaient d’avantage des signes d’eestrus.

Analyses des données :
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Un logiciel Systat version 10 a été utilisé pour le calcul de :

< La moyenne et I'écart type.

9,
L4

La comparaison entre les moyennes par le test de kruskal- wallis.
% Ceefficient de corrélation de spearmarn.

IIl. RESULTATS :
IIL1. Etat de la population folliculaire ovarienne :

Les résultats du dénombrement des follicules chez les donneuses sont rapportés dans le
tableau suivant : (Cf ; Tablean VII).

Tableau VII: Etat de la population folliculaire chez les brebis donneuses.

Brebis Nombre des Pf Nombre des Gf Total
OovDh ovG OovD OovG
D1 02 02 00 00 04
Lot1 D2 00 01 03 01 05
Total 02 03 03 01 09
Moyenne | 1+1,41 | 1,5:0,71 | 1,5:2,12 0,5+0,71 | 4,540,71
D3 09 05 00 02 16
Lot2 | D4 06 06 01 00 13
Total 15 11 01 02 29
Moyenne | 7,5+2,12 | 5,5+0,71 | 0,540,71 11,41 [14,5+2,12
D5 00 02 02 00 04
Lot 3 | D6 05 03 00 00 08
D7 03 00 02 01 06
Total 08 05 04 01 18
Moyenne |2,67+2,52 | 1,67+1,53 | 1,33+1,15 0331058 62

OVD: ovaire droit, OVG: ovaire gauche.

L'examen endoscopique nous a révélé que pour le :
Lot 01 :

e Lenombre total de follicules est de 09 soit une moyenne de 4,5+ 0,71. Le nombre total
des petits follicules pour les ovaires droit et gauche est respectivement de 02 et 03
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soit une moyenne de 1+1,41 et 1,5£0,71. Le nombre total des gros follicules pour les
ovaires droit et gauche est respectivement de 83 et 81 soit une moyenne de 1,542,12et
0,5+0,71.
Lot 02 :
e Le nombre total des follicules est de 29 soit une moyenne de 14,5+2,12. Le nombre
total des petits follicules pour les ovaires droit et gauche est respectivement de 15 et
11 soit une moyenne de 7,542,12 et 5,540,71. Le nombre total des gros follicules pour

les ovaires droit et gauche est respectivement de 01 et 02 soit des moyennes de
0,5+0,71 et 1+1,41.

Lot 03 :

® Lenombre total des follicules est de 18 soit une moyenne de 6+2. Le nombre total des
petits follicules pour les ovaires droit et gauche est respectivement de 05 et 08 soit une
moyenne de 2,67+2,52 et 1,67+1,53. Le nombre total des gros follicules pour les

ovaires droit et gauche est respectivement de 84 et 01soit une moyenne del, 33 +1,15
et 0,33+0,58.

IL2.Comportement d'cestrus chez les donneuses :

Les résultats de la détection des signes d'oestrus chez les donneuses sont présentés dans le

tableau suivant :
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OTableau VII: Début, fin et durée des signes d'oestrus chez les donneuses.

Nombre IRE- Début |IRE- Fin | Durée
de brebis d'oestrus d'oestrus d'oestrus
Di 24 54 30
fot 1 D2 25 63 38
Moyenne 24,540,71 58,546,36 34+5,66
D3 25 64 39
lot 2 D4 24 62 38
Moyenne 24,540,71 631 41 38,5+0,71
ot 3 D6 29 61 32
Moyenne 25442,07 | 66,823,96 |35, 44,10
globale 'F

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

Nos résultats montrent que les signes d'oestrus chez les brebis du lot 1 et 2 ont député en
moyenne 24,5+0,71 apres le retrait du dispositif intra-vaginal, alors que la durée moyenne
d'oestrus était respectivement de 345,66 h et 38,5+0,71h.

Cependant, pour le lot 3, une seule brebis (D6) a présentée des signes d'oestrus 29 h apres le

retrait du dispositif intra-vaginal, et la durée d'oestrus a été de 32 h.

HL3. Comportement d'cestrus chez les receveuses : Les résultats de la détection des signes

d'oestrus chez les receveuses sont rapportés dans le tabieau suivant - (Cf ;Tableau IX).

3]
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Tableau IX: Début, fin et durée des signes l'oestrus chez les receveuses.

Brebis |IRE- début| IRE-fin | Durée
d'oestrus | d'oestrus | d'oestrus
Rl 37 67 30
R2 37 66 29
R3 37 67 30
R4 37 67 30
RS 34 72 35
R7 38 77 39
R9 38 78 40
R10 37 75 38
0 R11 38 78 40
Moyenne| 37+1,22 |71,8945,21 | 34,56:4,80

Nos résultats montrent que les signes d'oestrus ont débutés en moyenne 37+1,22 heures aprés
le retrait du dispositif intra vaginal. La durée moyenne de l'oestrus chez les brebis receveuses
est de 34,56+4,80 heures. Cependant, les brebis R6 et RS n'ont pas présentaient des signes
d'cestrus.

W IRE-debut d’oestrus
= {RE-fin d’oestrus

durée d‘oestrus

1 2 3 4 5 &6 7 8 9 10

}
i
f

Figure 03: Représentation graphique Deébut, fin et durée des signes I'estrus chez les

receveuses.
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HL4. La réponse ovulatoire chez les donnenses :

La réponse ovulatoire chez les brebis du lot 1, 2 et 3 est rapportée dans le tableau suivant :

Tableau X: Réponse ovulatoire chez les brebis donneuses.

Brebis | Nombre de corps jaunes
ovG OovVD Total
D1 03 03 06
Lot1 D2 06 a3 09
Moyenne | 4,5:2,12 30 724,12
D3| 05 | 05 | 10
Lot2|D4| 00 | 06 06
Moyenne | 2,5+ 3,54 { 554,71 | 842,83
-~ D6 07 g0 07
D7 00 4] 01
Moyenne | 3,5+4,95 0,5 0,71 | 444,24

L'évaluation endoscopique a révélée que la réponse ovarienne moyenne est comparable
chez les deux lots traités par 16 et 20 UA (Lot 1:7,5+2,12 VS 8+2,83 : Lot 2). Cependant,

nous avons noté une différence non significative entre les deux lots et celle des brebis du lot 3
(7,75 £ 2,06 VS 4+4 24).

Chez l'ensemble des brebis, une corrélation ayant tendance a étre positif ((r= 0,637,

p=0,10), a été trouvée entre le nombre total des follicules présent avant le traitement super

ovulatoire et la réponse ovarienne.

IIL5.La réponse ovulatoire chez les receveuses :

Les reésultats de I’évaluation de Ia réponse ovulatoire chez les receveuses sont rapportés

dans le tableau ci-dessous :
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Tableau XI: Réponse ovulatoire chez les receveuses.

Brebis Nombre de corps jaunes
OovG OVD  Total
R1 01 01 02
R2 00 02 02
R3 01 00 01
R4 00 03 03
RS 01 01 02
R6 01 00 01
R7 01 01 02
R9 02 02 04
R10 00 01 01
R11 01 01 02
Moyenne | 0,8+0,63 | 1,2+0,92 2+0,90

Nos résultats montrent que mise a part la brebis R§ (qui n'a pas présentée des signes d'oestrus),
toutes les brebis ont présenté au moins un corps jaune actif sur 1’un des ovaires. Le nombre

moyen de corps jaunes est de 240,90,

Corps jaunes

Photo 04 : Examen endoscopique d'un ovaire de brebis receveuse.
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CHAPITRE II : RECOLTE, CONGELATION ET TRANSFERT DES EMBRYONS

Ce chapitre présente les différentes étapes permettant la récolte des embryons, la

congélation et le transfert des embryons.
I. Matériel et méthodes :
L1. Matériel :
L1.1. Animaux :
Les brebis utilisées sont les mémes décrites dans Ie premier chapitre (07 brebis donneuses de
race Hamra et 11 receveuses de race croisée).
L1.2.Instruments et produits :
1. Préparation du champ opératoire et soins post opératoire: le matériel utilisé pour la
préparation du champ est le suivant (cf; photo 06)
¢ Savon et éponges.
4 Rasoir et lames de rasoir.
¢ Lames de bistouri et portes lame.
¢ Porte aiguilles et aiguilles.
4 Champs de tissu.
¢ Pinces de fixation des champs.
¢ Pinces hémostatiques.
¢ Pinces Bulldogs.
¢ Ciseaux et forceps.
4 Sonde cannelée.
¢ Alcool iodé.
4 Alcool chirurgical.
¢ Fil de suture non résorbable n°6, fil de suture résorbable Vieryl® décimale n°2 et n°5.
¢ Pré anesthésie (xylazine), anesthésie locale (xylocaine & 2%) et générale (ketamine).
¢ Antibiotique injectable (pénicilline-streptiomycine) et pour la pulvérisation sur les sites de
ponction abdominale.
2. Manipulation d'embryouns : ,

» Microscope inversé (Hund) et loupe binoculaire {Nikon).

» Milieu de conservation F1

» Ethyléne glycol (IMV ZA 468 a 1.5 M d’éthyléne glycol)

> Bain marie.

> NaCl isotonique.
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Cathéter 16 G.

Sonde de folley pédiatrique de 30 cm.
Boites de pétrie carrées quadrillées.
Petites boites de pétrie ronde.

Flacons de récolte stérile.

YV VYV VYV

Une pipette de verre montée sur une seringue & insuline.
» PBS (Phosphate Beffered Saline).

> Seringues de 50 ml pour injecter le PBS.

3. Matériel d’endoscopique et d’échographie :

C’est le méme matériel qui est décrit dans le premier chapitre.
4. Matériel de congélation d'embryons :

¢ Paillettes de 0.25 ml et jonc d*identification.

¢ Containers d’azote liquide

¢ Biocongélateur.

l-aiguilles de sutures, 2-pinces hémostatiques, 3- porte aiguilles, 4-pinces mouchettes, 5-
Sonde cannelée, 6-NaCL, 7- Fil de suture non résorbable n°6, 8- fil de suture résorbable, 9-
Lames de bistouri, 10-optique de I’endoscope, 11- xylocaine & 2%, 12- Trocart 7mm, 13-
canule de 7mm & piston et orifice pour I"insufflation d’air (STORZ), 14- forceps, 15- portes
lame, 16-ciseau, 17-18-Trocart avec canule de Smm recevant la pince a préhension, 19-, 20-

~ pipette en verre

Photo0S:instruments et produits utilisés pour la récolte des embryons.
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L.2. METHODES :

pour la réalisation de cette partie expeérimentale nous avons effectud -

L2.1. Préparation des animaux :

La préparation a commencée la veille du Jour de récolte, elle est commune 2 tous les animaux
et consiste &; I’isolement et la mise en didte complete des brebis, la tranquillisation des brebis
par la xylazine effectuée en IM avec une dose de 0.1mg/ke. Pour faciliter le nettoyage et le
rasage du site opératoire, la brebis est instaliée en position dorsale sur une table mobile.

L.2.2. Récolte des embryons :

Elle est réalisée par voie chirurgicale, six jours apres la premiére saillie, par lavage des
cornes utérines a ’aide d’une solution de PBS 3 37 °C. La récolte est déclenchée en cas de
résultat favorable (existence de plusieurs corps jaunes et Fabsence des adhérences),

1. Préparation de Ia brebis :

La brebis est anesthésiée avec de la kétamine en IV avec une dose de 5.5 mg/kg, la
contention de la brebis est faite 3 I’aide d’une table a plan inclinable, ce qui facilite
I*accessibilité et le maniement du tractus génitale. La zone opératoire, s’étendant de la base de
la mamelle 4 I’ombilic, est désinfectée deux fois avec de I"alcool chirurgical et iodée. Ensuite
~ le champ de tissu est fixé aux membres postérieurs par deux pinces.

2. Technique de récoite :

Aprés laparotomie sur la ligne blanche, les cornes utérines sont extériorisées par un forceps et
les organites ovariens sont dénombrés. A Iaide de petits ciseaux pointus, la corne est
ponctionnée au niveau de la bifurcation, ensuite Ia sonde 4 02 voies munie d’un cathéter de
collecte est mise en place; le ballonnet est gonflé pour assurer le maintien de la sonde. 40 m]
de PSB 4 37 °C sont injectés au sommet de Ia corne utérine (jonction utero- tubaire) puis
récupérés par la voie de retour dans un flacon en plastique siérile. Cette opération doit étre
effectuée lentement avec un massage pour €viter toute perte de liquide.

Apres avoir retiré tout le matériel de collecte, une suture de I’incision qui permet I’insertion
de la sonde de foley est réalisée par un point simple avec un fil résorbable (Vicryl® décimale
2), ensuite la suture de la paroi abdominale est effectude par des points en croix avec le

Vieryl® décimale 5, enfin la peau suturée par des points simples avec du fil non résorbable
(EP/6).

[
2
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1.2.3. Tri et sélection des embryons :

1. Recherche d'embryons :

Des la fin de la récolte, le flacon est mis 4 décanter sur une surface stable, le surnageant est
alors €liminé par siphonnage, le reste du liquide est versé dans une boite de Pétri quadrillée
pour procéder a la recherche des embryons, celle-ci est réalisée a Paide d’une loupe
binoculaire, les embryons sont recherchés au grossissement (<40), puis récupéré grice a une
micropipette, pour étre déposé dans une boite de Pétri ronde.

2. Examen et conditionnement d'embryons :

La qualité des embryons ainsi que leur stade de developpement sont déterminés a I'aide d>un
microscope inversé (grossissement=60), selon la nomenclature de I'IETS (1998). Dans un
premier temps, les embryons sont identifiés et lavés dans un milieu de conservation (milieu de
conservation F1).Puis chaque deux embryons transférables (classe I et IT) sont mis entre deux
bulles d’air soit dans une pipette en verre reliée a une seringue a insuline pour un transfert en
frais (Cf; photo07) soit dans une paillette de 0.25 ml (Cf ; figure 04) pour &tre congelés et

transférés apres décongélation.

Photo06 : Montage des embryons en pipetie en verre pour un transfert.
Les embryons & congeler sont conditionnés en paillette dans le milieu de congélation 2

base d’éthyléne glycol (IMV ZA 4683 1.5 M d’¢éthylene glycol). La congélation a été réalisée
a I’aide d’un biocongélateur programmable selon la méthode classique lente.
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Jone

Milieu de congélation

Coton

6cm Jcm

Embryons

D’identification Bulie d’2ir Bulle d’air

Figure 04 : Schéma de montage des embryons en pailiette pour une congélation.

Aprés un temps d'équilibration de Pembryon en paillette dans la solution de
cryoprotecteur, la méthode consiste 4 :

Mettre de I"azote dans le coffret du biocongélateur

Mise en marche du biocongélateur, commutateur en AS

Transférer la paillette dans le coffret du biocongélateur et le refroidissement de
I"embryon commence jusqu’a la température de -7°C a raison 1 4 3°C par minuie
Maintenir I’embryon -7°C pendant 5 2 7 minutes pour stabiliser la paillette

Apres avoir retirer la barre du seeding immergé dans I’azote liquide, procéder au
seeding (cristallisation) en appliquant la barre du seeding sur les paillettes des 2
extrémites.

Passer le commutateur en PS, le refroidissement de Pembryon reprend pour une
température de -30°C 4 raison de 0.3 4 0.6°C par minuie

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

Les embryons congelés sont transférés dans un container d’azote hiquide.
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L.2.4. Transfert des embryons :

Les receveuses ont été soumises aux mémes ¢tapes de préparation que celles des donneuses
elles étaient mises a une diéte totale de 24 heures avant Popération de transfert. Le jour de
Pintervention, elles étaient tranquillisées et la région abdominale ventro-caudale juste
cranialement de la mamelle a été rasée, nettoyee et désinfectée avec de 'alcool chirurgical et
i0dé.

Pour, le transfert des embryons congelés, les paillettes étaient décongelés dans de I’eau tiede
ayant une température comprise entre 34°C et 37°C, ce qui correspond a la vitesse de
réchauffement requise. Le contenu des paillette est mis dans une petite boite de pétri, puis
mont¢ dans une pipette en verre reliée a une seringue z insuline comme pour le transfert en
frais.

Le transfere était précédé d’un examen laparoscopique, afin de repérer l'ovaire porteur du
corps jaune fonctionnel. Une fois que 'examen laparoscopique était positif (présence au
moins d’un corps jaune fonctionnel dans I’un des ovaires), la deuxiéme phase débuta avec
une incision de 2 & 3 cm au niveau de la ligne blanche. L'extrémité de la come utérine
épsilatéral du corps jaune a été saisie puis extériorisé de "abdomen 4 I’aide d’un forceps.
Une ponction a été réalisée au niveau de la paroi utérine 4 I’aide d’une aiguille de 18 gauge ;
afin de permettre l'injection du contenu de la paillette (les deux embryons) (photo 14).

La corne utérine a été par la suite remise dans la cavité abdominale .La paroi abdominale puis
la peau a été suturée respectivement par des points simples avec un fil résorbable et non
résorbable. La plaie opératoire a été pulvérisée avec de Falluspray.

L.2.5. Soins post opératoire -

A la fin de la collecte chirurgicale, les point de ponction et la plaie opératoire ont étaient
pulvérisés avec un antibiotique (alluspray), puis une administration en IM d'un traitement &
base de pénicilline streptomycine (a la dose de 0.05ml/kg) a était réalisée pendant trois jours,
afin d’éviter les surinfections.

Les brebis donneuses ont regues, le jour et le lendemain de Pintervention, une injection de
PGF2a a la dose de 0.01ml/kg pour éviter une éventuelle gestation et induire aussi rapidement
que possible le retour & une cyclicité normale. L’exérése des fils était effectude 8 jours apres
I’opération.

L.2.6. Diagnostique de gestation : Quarante jours apres e transfert des embryons, un examen
échographique était effectué chez les brebis recevenses pour déceler d’éventuelles gestations

(selon la méme technique décrite dans le chapitre 01).
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IL. RESULTATS ET TRANSFERT DES EMBRYONS :

IL1. Dénombrement des corps jaunes :

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

extériorisation et examen des ovaires (photo08).

i
Corps jaune Ovaire

Photo 07: dénombrement des corps jaunes aprés extériorisation de I’ovaire.
IL.2.Résultat de la récolte :

L’examen microscopique des liquides de récolte a révélé les résultats suivants :
IL.2.1. Structures collectées:
Les résultats de la collecte sont présentés dans Ie tableau ci-dessous -

Tableau XI1I : structures collectées chez les brebis donneuses.

Nombre de structures récoltées
Brebis
Corne gauche | Come droite| Total
D1 02 00 02
D2 00 01 01
Lotl | Total 02 01 03
Moyenne | 1,00+0 41 0,50+0,71 | 1,5+0,71
D3 00 04 04
Lot2 D4 03 04 07
Total 03 08 11
Moyenne 1,5482,12 440 5,542 ,12
Lot3 D6 06 00 06
Moyenne globale| 2,242,49 1.8+2.04 4+2.55
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Nos résultats montrent que le nombre moyen de structures récoltées chez lez brebis du lot 2
est supérieur a celui du lotl est de (5,5+2,12 vs 1,540,71). Tandis que chez les brebis du lot 3,

le nombre total des structures récoltées est de 06.

I1.2.2.Taux de collecte des embryons:

Les résultats relatifs aux taux de collecte dembryons sont rapportés dans le tableau ci-

dessous :

Tableaw XIII : Taux de collecte dembryons.

Lot Nombre Nombre Taux
de de CJ |de structures récoltées de
Brebis collecte (%)
D1| 06 02 33,33
Lot1|D2| 09 01 11,11
Taux Moyen 20
D3| 06 04 66,67
Lot 2 | D4 10 07 70,00
Taux Moyen 68,75
Lot3|D6| 07 06 85,71
Taux Mbyen global 52 .63

Nb : les brebis D7, D5 n’ont pas été récoltées car Ia (D7) a présentée une luteolyse précoce

alors que la (D5) n'a pas présentée de réponse ovarienne.

Nos résultats montrent que chez 1’ensembie des brebis, le taux de collecte d'embryons est de

52,63 %.

Le taux de collecte chez les brebis du lot 1 a été trés faible par rapport a celui du lot 2 (20%

Vs 66,67%). Tandis que une seule une brebis du lot 03 a &é collectée (85,71%).

IL3.Classification des embryons :

I1.3.1.Qualité des structures récoltées :

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

dessus :
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Tableau XIV: Qualité des structures récoltées. Morula (M),

embryon dégénéré (D).
Brebis Embryons
Classe 1 | Classe 2 | Classe 3 | Classe 4
D | NF
Lot 1 D1 02(M) 00 00 00| 00
D2 | 01(M) 00 00 00 | 00
Total 03 00 00 00
Taux moyen (%) 100 00 00 00
Lot2 D3 | 04M) 02(B) 6IB) |00} 00
D4 02(B) 02(B) 00 00 | 00
Total 06 04 01 00
Taux moyen (%) | 54,54 36,36 9,09 00
Lot3 D6 | 02(M) 02(B) 00 00| 02
Taux moyen (%) | 3333 3333 00 33,33

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

Lot 1:

Blastocyste (B), ceuf non fécondé (NF),

> Que I'ensembie des embryons récoltés sont de classe 1 soit un taux de 100%.

Lot 2:

.,

» Le taux moyen d'embryons de classe 1 (54,54 %

la classe 2,3 (36,36%, 9,09 % respectivement),

Lot 3:

> Le taux moyen d'embryons de classe 1 (333
4.

) est plus élevé par rapport 4 celui de

3 %) est comparable a celui des classe 2 et
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Les photos ci-dessous représentent des embryons de différentes classes :

Photo09 : Blastocyste (classel) Photo10: Morula{classel) Phetol1: Gufnon fécondé(classe 4)

I1.4. Détermination du taux de fécondité :

Les résultats du taux de fécondité sont rapportes dans le tableau ci-dessus :

Tableau XV: Taux de fécondité

Lots | Structures récoltées Taux de fécondité
Embryons | Ovocytes {%)
1 03 00 100
2 11 00 100
04 02 66,66
Total 18 02 90

Nos résultats montrent que le taux de fécondité est de -

% 100 % pour le lot 1 et 2.
% 66,66 % pour le lot 3

90 % pour l'ensemble des brebis.
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ILS. Détermination du taux des embryons transférables:
Le tableau ci-dessous présente le taux d'embryons transférabies.

Tableau XVI: Taux des embryons transférables

Lots Embryons (%)
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Trausférables
Nb | Taux (%) | Nb | Taux (%} | Nb | Taux (%) | Nb | Taux (%)
1 03 100 00 00 00 00 03 100
2z 06 54,54 04 36,36 01 9,1 11 100
3 02 50 02 50 00 00 04 66,66
Tauxmoyen | 11| 6L12 |06 | 3335 | 01| 555 [18] 90

Nous avons constaté que le nombre d'embryons transférables est élevé chez les brebis du lot 2

par rapport a celui des brebis du lot 1 (11 vs 03) et 3 (11 vs 04).
IIL Résuitats de transfert des embryons :
HI1.Détermination du taux de gestation :

Les résultats du diagnostique de gestation sont rapportés dans le tableau suivant -
Tableau XVII : Taux de gestation.

Brebis | Nombre d’embryons | Diagnostique
transférés de Gestation

R1 02 +

R2 02 -

R3 01 -

R4 02 -

RS 02 ' +

Total 09 02
Taux de gestation | 40,00%

Le diagnostique de gestation chez les cing brebis receveuses a révélé que :

o Trois brebis (03) étaient négatives soit un taux de 60.00%.
o Deux brebis (02) étaient positives soit un taux de 40.00%.
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Cependant aucune gestation n’a été obtenue chez les brebis ayant regu des embryons

congelés.

La photo ci-dessous représente une image échographique d'une brebis gestante 4 40 jours.

Photol2: image échographique d'une gestation 4 40 jours.
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IIL.2.Taux de viabilité :

Les résultats de dénombrement des feetus sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XVIII: Taux de viabilité des embryons transférés.

Brebis Nombre Nombre | Nombre
d’embryons | de foetus | d’agneaux
transférés nés et sexe
R1 02 02 02 (m) et
®
R2 02 06 00
R3 01 00 00
R4 02 00 00
R5 02 01 01(H)
Total 09 03 03
Taux de viabilité et 33.33% 160
naissance

(m) :male (f): femelie

Les résultats montrent que sur les (09) embryons transférés, trois {03) embryons sont viables,

ce qui représente un taux de viabilité de 33,33%. Le taux de naissance et la durde moyenne de

gestation sont respectivement de 100% et 153 jours.
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L1.Comportement d’cestrus :

L.1.1 les donneuses :

Nos résultats montrent que chez I’ensemble des brebis donneuses, les signes d’cestrus ont été

observés 24 heures aprés le retrait d’éponge vaginale, soit une moyenne de 25,4+2 07h.

En effet ; nos résultats sont comparables a ceux obtenus par Cogni€ et al ., (1996) qui aprés
utilisation d’une dose de 16 mg et un rapport FSH/LH décroissant ont constatés un début
d’estrus 24h aprés le retrait d’éponge . Les mémes observations ont été rapportées par Torres
et Sevellec., (1987) ; José et al.,(2008) ou les signes d’cestrus  ont été détectés en moyenne
24h apres utilisation d’une dose de 16mg et 20mg de FSHp, chez des brebis Préalpes et
Pelybuey respectivement. Selon Brebion et al, (1992), environ 85% des brebis de race
Lacaune traitées avec un rapport décroissant de 20mg de FSHp, viennent en cestrus entre 16 et

28h apres le retrait d’éponge vaginale.

Comparativement a d’autres races, le début d’cestrus chez les brebis Hamra a &t tardif par
apport a celui décrit par Okada et al., (2000) qui aprés administration chez les brebis de race
Southdown d’une dose de 20mg FSHp, rapportent un début de 1 8,9+0,96 h .

En revanche, Simonetti et al ., (2008) ; Raymond et ai., (1981) rapportent que le début
d’cestrus a été observé respectivement 30,4+1 7h et 34+84 h apres le retrait de 1’éponge

vaginale , lors d’utilisation de la «FSHow.

Aussi, nos résultats révélent que la durée d’estrus a &€ en moyenne de 34+5,66h et
38,5+0,71h, respectivement chez les brebis du lot let 2. Chez Pensemble des brebis des 03
lots, Ia durée moyenne d’eestrus a été de 35, 4+4 10h.

La durée d’cestrus obtenue dans la présente étude a &1é comparable a celle obtenue par Naqvi
et al, (1999) qui est de 37,90+1,79 , par contre cette derniére a ét¢ courte par apport a celle
observée par Cordeiro et al., (2002) qui rapportent une durée de 43+3,77h.
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L1.2. les receveuses :

Le taux de synchronisation obtenu chez les receveuses apres induction de Pcestrus en
utilisant 500UI de PMSG a ¢t de 82% et le début d’cestrus a ét¢ observé en moyenne
37+1,22h aprés le retrait de I’éponge vaginale.

Nous avons obtenus des résultats comparables & cewx rapportés par Cogni€ et al., (1976) et
Brice et al.,(1984) qui ont observés des débuts d’cestrus respectifs de 36h et 35h apres le
retrait d ’éponge vaginale. Comparativement aux résultats de Riesenberg et al., (2000) et
Lamrani et al., (2008) qui sont de 40h et 48h. les signes d”cestrus de nos brebis ont débutés
précocement . _

En effet, les femelles ayant recues une injection de PMSG au retrait de I’éponge vaginale
viennent en chaleur au moins de 36h. Selon Cogni€,(1984) Vinjection de la PMSG réduit

I’intervalle fin de traitement, apparition des chaleurs, cette réduction varie de 5 4 14h selon la
saison et la dose de PMSG utilisée.

Nous avons noté qu’il y a un écart d’environ 12h entre le début d’cestrus des donneuses et
celui des receveuses (25,4+2.07 h Vs 37+1,22h) ce qui est tolérable pour un transfert des
embryons. En effet, selon Baril , (1993) I"écart de synchronisation toléré est de {x24) pour un
transfert d’embryons 4gés de 6 4 8 jours.

1.2. Evaluation de la reponse ovarienne:

L.2.1. Les donneuses :

Le nombre moyen de corps jaune a éié comparable chez les brebis du lot 1 et 2 (lot 1,
7,242,12 vs 8+2,83 lot 2). Cependant, Ia réponse ovarienme du lot 3 a été trés faible par
rapport aux deux premiers lots (lot 1, 2 7,752 06 vs 4+4 24 CI_ ot - 3).

Les résultats lors d’utilisation d’un rapport FSH /LH constant sont semblables a ceux de:
» Raymond et al., (1981) qui chez la race Colombia, trouvent une moyenne de
(8,9+58CJ).
» Ramon et al., (2008), Aké-lopez et al ., (2003) qui aprés une stimulation avec
une dose de 25mg et 18mg pFSH, rapportent respectivement ,une moyenne de
8,28+7.78 et 9,76:0,79 chez des brebis de race Aragonesa et Pelibuey .

Par contre nos résultats son nettement faible par rapport & ceux de:

e
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# Gonzales-Bulnes et al., (2003) et Simontti et al., (2008) qui apres une stimulation avec
un traitement associant I’eCG/FSH , constatent des réponses de 12+1,1 CJ et 13,819
CJ, chez la race Manchega et Corriedale respectivement.

» Forcada et al., (2000) qui rapportent une réponse ovarienne de 11,4+0,8 CJ aprés
traitement a base d’oFSH chez la race Rasa Aragonesa.

> José et al., (2008) ;D’Alessandro et al., (2005) ; Aké-lopez et al.(2003) qui aprés
utilisation d’un rapport FSH/LH décroissant et une dose de 20mg pFSH rapportent
des réponses respectives de 10,73+1,42 CJ, 11.9+16 CJ et 12,41+8,10 CIJ.

Il est a signaler que la différence de réponse entre les races ovines semble &tre en relation
avec la prolificités de la race (Tomes et Cognie., 1984 : Cognie, 1984) .Ces différences
peuvent aussi €tre lies au fait que la FSH exogéne a $té administrée avec la méme dose a

toutes les femelles indépendamment de leur poids {Ammoun et al., 2006).

En effet, selon Brebion et al., (1992) ; Tervit et al., {1984} ; Gonzalez et al., (1991) Ies doses
totales de pFSH, les plus souvent préconisés chez Ia brebis, sont comprises entre 16 et 20UA,
mais ces doses peuvent s’avérer soit insuffisantes soit au contraire excessives pour un
genotype particulier. Si I’on compare les résultats des 3 lots, on constate que les brebis de race
Hamra ont répondu favorablement a la dose de 16 UA de pFSH qu’a la dose de 20UA et
encore mieux avec des rapports FSH/LH décroissant gu’avec un rapport constant de (40%).

Tenant compte du protocole de traitement hormonal utilisé dans Ia présente étude, la réponse
ovulatoire obtenue est en accord avec les résultats obtenus dans les autres études qui ont
montré I’effet positif du traitement décroissant et I"enrichissement des derniéres Injections par
la pLH (Chupin et al., 1988 et D’ Alessandro et al., 1997 Cognié et al ; 2003).

Cependant, I’administration d’un apport (FSH/LH) constant de 40% semble perturber
extrémement les fonctions endocrines et ovariennes. En effet, la présence de LH dans les
préparations de FSH est la cause majeure de ’anovulation {Murphy et al, 1986) et ’incidence
d’échec d’ovulation peut atteindre 60% avec ’usage de FSH non purifié (Ganzalez-Bulnes et
al., 2000). Aussi, I'altération de la sécrétion de Iz LH semble &tre due aux fortes
concentrations de LH pendant les périodes prolongées de traitement avant la décharge de LH
et par conséquent altération de la capacité d’ovulation des follicules (Dobson et al., 1997).
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Dans les conditions physiologiques, le rapport FSH/LH évolue au counrs du cycle, avec une diminution
a I'approche de I’ovulation (Bono et al, 1983). Par ailienrs, si le rapport FSH/LH est trop faible par
excés de LH, "ovulation se trouve prématurée et les résuitats sont moins bons (Murphy et al, 1984) ;
mversement, si le rapport FSH/LH est trop faible par manque de FSH, Pcestrus est retardé et les
résultats baissent (Gonzalez, 1984)

Nous avons constaté que le nombre de petits follicules pour le lot 2 est supérieur a ceux des
autres lots (lot 2 :13+1,41 vs 254212 ; 4.33+321:lot 1 et 3), tandis que le nombre de gros
follicules est comparable pour les trois lots ( Tot 1 :2+2 83 lot 12 1,5+0,71 et lot3 : 1,67+1,53).

Le traitement statistique de nos résultats révéle, qu’il existe une corrélation positive (1=0,63)
enire le nombre de petit follicule déterminés avant le tmaitement de superovulation et le
nombre de corps jaune aprés stimulation. En effet, chez les ovins plusieurs travaux en mis en
¢vidence une étroite relation entre I’état ovarien avant le traitement superovulatoire et la
réponse ovarienne aprés I’induction de la superovulation. Selon Cognie et al., (2003) et
Viega Lopez et al., (2005) il y a une corrélation positive entre la population folliculaire (2-
3mm) avant la superovulation et le nombre des structures lutéales dénombrées apres le
traitement de superovulation et en revanche ia réponse ovarienne est corrélée négativement
avec la présence de gros follicules. Les mémes constatations ont été rapportées par Gonzalez-
bulnes et al., (2003) qui ont montré que le nombre total de petit follicules (2 a4 4mm de
diametre) présent dans I’ovaire au début du traitement a &t¢ positivement corrélé avec le taux
d’ovulation (=0,591)

L2.2. les receveuses :

Dans la présente étude, le traitement de synchronisation associer a une ijection de 500UI
PMSG nous a permet de révéler une réponse ovarienne moyenne de 2+0,90 CJ.

Nos résultats sont comparables & ceux de Lunstra et al., (1981) et Laster et al., (1974) qui
apres administration d’une dose de 750UT de PMSG , rapportent un taux d’ovulation moyen
de 2.9 et 2,8 CJ respectivement, chez Ia race Corriedale .

En effet, I'utilisation de la PMSG a la fin d’un traitement progestatif augmente le taux
d’ovulation chez la brebis (Evans et Robinson ., 1980) et la dose de la PMSG utilisée varie,
selon la saison, la race des brebis, la parité et le niveau de production laitiére (Vallet et al.,
1991). 1l nous sembie que la dose S00UI est la plus adéquate pour ce type de race car les taux

d’ovulation et de synchronisation obtenus sont trés satisfaisants.
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IL Collecte et transfert des embryons :

1. Taux de collecte:

Le taux de collecte moyen chez I'ensemble des brebis superovulées a été de 52 ,63%. Notre
résultat est semblable a ceux rapportés par Simonetti et al., 2008, Rexroad et Powell., 1991,
qui ont obtenus des taux de 49.3% et 52.38% respectivement. Par contre notre taux de collecte
est nettement inférieur a ceux obtenus par D’ Allessandro et al (2005) ; Clément et al (2005)
qui rapportent des taux de 87.5+8.5% et 91.30% respectivement.

Chez I'ensemble des brebis collectées nous avons obtenus un nombre de structures moyen de
4+2.55 avec 5,5+2.12 et 1.5+0.7 structures pour les lots 2 et 1 respectivement. Notre résultat
est comparable a ceux rapportés par Giovani et at {2001), Gonzalez et al (2003) qui sont de
4.9+1.03 et 4.3+1.4 respectivement. Néanmoins, ce nombre est inférieur a ceux obtenus par
Forcada et al., 2000 ; Gonzalez-Bulnes et al . 2003 qui trouvent 7.03+0.6 et 8.3+1.1 structures
respectivement.

Selon Baril et al (1983) le taux de collecte d'embryons par laparoscopie atteint 62% contre

85 % par la technique chirurgicale. En effet, I'un des problémes liés aux traitements de
synchronisation/superovulation est 1a variabilité du début des chaleurs apres traitement, et par
conséquent le temps d'ovulation. La variation entre les individus méne 3 un taux diminué de

fertilisation, et par conséquent peu d'embryons utilisables sont récoltés.
2. Qualité des embryons récoltés :

Nos résultats montrent que le nombre moyen de structures récoltées chez I'ensemble des
brebis donneuses est de 3.6+ 2.30 soit un taux de 90 % Nos résultats sont satisfaisants car ils
appartiennent a la fourchette décrite par les différents Auteurs iCognie et al., 1996 ; Giovanni
etal .,2001 ; Loroleiro et al ., 2002 ; Forcada et al., 2000 ; Cordeiro et al., 2002] qui varient de
2.5a 7.5 embryons par donneuses.

En termes de taux d’embryons transférables, nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par
Cordeiro et al ., 2003 ; Torres et Sevellec (1987) qui rapportent des taux de 67.4% et
78.26% respectivement .

Selon Brebion et al, 1992, la variation de la qualité des embryons peut s’expliquer
principalement par le recrutement en début du protocole de superovulation de follicules
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datant des vagues précédentes .Ces follicules fourniront, au moment de leur ovulation des
ovocytes souvent de mauvaise qualité. En effet, I‘utilisation de progéstagenes comme
traitement de synchronisation des chaleurs accentue ce risque de recrutement de follicules de

vagues précédentes.
3. Taux de fécondité :

Nos résultats montrent que le taux de fécondité est de 100 % pour le lot 1 et 2, et 66,66 %
pour la brebis du lot 3. Nos résultats sont comparable a celui rapporté par Baril et al (2004)
qui est de 90%.

Les résultats obtenus dans la présente étude révélent que les brebis ont été saillies au bon
moment. Selon Baril et al (1993) une saillie réalisée dans de bonnes conditions produit
fréquemment 80 % d’ceuf fécondés. Toute fois, it est & noter que le taux de fécondité est trés
dépendant du niveau de la réponse ovulatoire. Chez les chévres Alpines et Saanen, la fertilité
est faible quand la réponse ovulatoire est élevée [(>>15 corps jaune) 49% Vs 66%(<15 corps
jaune)] (Baril et al., 1988). Cette méme observation est notée chez des ovins laitiers et qui
pourrait étre due a un probleme de transport des spermatozoides a travers le cervix (Brebionet
al., 1992).

IL. Résultats du transfert embryonnaire :

Le taux de gestation obtenu dans notre ¢tude a été 40%, un taux équivalent (38.9%)
a été décrit par Naohisa et al (1997) En revanche, ce résultat est faible par rapport & ceux
cités par Baril et al (2001), Cognié (1999) qui rapportent des taux respectifs de 75%, 70%
apres un transfert chirurgical.

Le taux de viabilit¢ obtenu dans notre étude est de 33.33% soit 03 embryons viables sur 09.
Malgré que ce taux est supérieur a celui obtenu Naohisa et al (1991), Naqvi et al (1999) qui
ont rapportes des taux de 24.3% et 28.6% respectivement notre résultat reste insuffisant par
rapport a celui obtenu par Bari et al (2003) qui est de 71.7%.

Le transfert des embryons congelés n'a pas satisfait nos espérances, a cause de la négativité du
taux de gestation et par conséquence la nullité de viabilité des embryons.
La survie des embryons ne présentant aucun défaut visible est toujours significativement supérieure a

celle d’émbxyons de moindre qualité (Baril et al, 1993). En effet, les embryons de qualité inférieure
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verraient leur espérance de survie considérablement réduite aprés congélation. Toute fois, il faut
signaler que le jugement visuel des embryons donne une estimation trés imparfaite de leur

viabilité réelle (Brebion et al, 1992).

Il semble que le faible taux de survie obtenus pour les deux types de transfert est peut €tre du
au dépassement du temps limite d'attente des embryons .Selon, Baril et al., (1993) il est

conseillé de limiter le temps d'attente des embryons devant &tre congelés ou transférer en frais chez les

receveuses a deux ou trois heures.

En fin, d'autres facteurs peuvent réduire le taux de survie des embryons. De faible taux de
survie des embryons ont été enregistrés chez les jeunes femelles, comparées & des femelles
adultes (Driancourt et Avdi, 1993). Aussi, ’alimentation et le stress thermique n’ont pas

seulement un effet sur le nombre et la qualité des ovulations, mais aussi sur la survie des

embryons (Bister, 2004).
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Conclusion

L’application sur le terrain de la production et du transfert d’embryons permet une
sélection accrue des individus (male, femelle) génétiquement intéressant. Cependant, la
variabilité¢ de la réponse ovarienne au traitement de superovulation reste 1’inconvénient
majeur qui limite son utilisation. Cette variabilité est influencée par divers facteurs tels que la
dose, la race et la population folliculaire présente au moment au débute I'administration du

traitement superovulatoire .

Les résultats obtenus dans la présente étude montre que la réponse ovarienne était en
moyenne de 7,2+2,12 CJ et de 8+2,83 CJ respectivement pour les lots 1 et 2. Le taux de
récupération des embryons aprés une laparotomie est de 20% et 68,75pour les lotsl et 2
respectivement. Le taux moyen d’embryon transférable est de 90% chez l'ensemble des

brebis.

ATissude ce travail, il apparait que I’utilisation chez les brebis Hamra de dose décroissante
de 16 et 20 UA de FSHp permet d’obtenir des résultats satisfaisant. La réponse ovarienne
apres la stimulation de FSH est en corrélation positive (7=0.63) avec la population folliculaire

présente sur I’ovaire avant le traitement de superovulation .

Cependant, Iutilisation d’un rapport constant FSHp/LHp de 40% n’a permis pas d’améliorer

les résultats de superovulation, et semble perturbée les fonctions endocrines

Le diagnostic de gestation par échographie a révélé un taux de gestation de 40% aprés
transfert d'embryon frais, cependant un résultat négatif a &té enregistré lors du transfert des
embryons congelés. Il semble que ce faible taux de suwrvie obtenus pour les deux types de
transfert est peut étre du au dépassement du temps limite d'attente des embryons d’ou la
nécessité de réaliser d'autres essais afin de limiter le temps d'attente des embryons devant

étre congelés ou transférer en frais chez les receveuses.
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