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RESUME

Dans les programmes de production d’embryons in vivo chez les ovins, I’état de la
population folliculaire au moment ou débute la stimulation ovarienne étant le facteur principal
de la variation de la réponse au traitement de FSH. Cependant, I'amélioration du rendement de
cette production peut étre obtenue par l'usage d'un agoniste ou antagoniste de la GnRH .
L'objectif de notre travail est d'évaluer 1'effet d'un prétraitement par un agoniste de GnRH sur
la production in vivo d'embryons chez les brebis de race Ouled Djellal.

Notre travail a concerné (16) brebis, de race Oulad Djellal, dont (10) donneuses et
(06) receveuses. Toutes les brebis ont été synchronisées par la pose d'éponges vaginales
imprégnées de 40 mg de FGA, pendant 14 jours. Les donneuses ont été réparties en deux lots :
le lotl (n= 05) n'a pas recu de GnRH et le lot 2 (n=05) a regu de la GnRH, pendant 14 jours.
La superovulation a été induite durant les derniers jours du traitement progestagéne, chez les
lots 1 et 2, avec 20UA et 32 UA de FSHp, respectivement. Les brebis superovulées ont regues
de la FSHp enrichie de LHp lors des deux derni¢res injections. L'ovulation a été induite par
injection en IV de LHp chez les brebis du lot 2. La fécondation a été obtenue par l'utilisation
de la saillie et I'insémination intra utérine, et la récolte des embryons a été effectuée par la
voie chirurgicale.

Nos résultats montrent que comparativement au lotl la réponse ovarienne est
significativement plus élevée chez les brebis du lot 2 (8,2 + 4,08 vs 17,50 + 5.91 CJ, p< 0,05).
La durée des chaleurs a été significativement plus longue chez les brebis du lot 2 (35,2 + 6,57
vs 52h + 9,79 h, p<0,05). Le taux moyen de structures récoltées et le nombre moyen
d’embryons transférable ont été nettement supérieures chez les brebis du lot 2 (taux de
structures récoltés : 61% vs 75,71%), (nombre moyen d'embryons transférables : 4 + 1,22 vs
12 + 6,26). L’examen échographique effectué, chez les receveuses, 40 jours apres le transfert
des embryons a révélé un taux de gestation et de viabilité de 50% et 41,66% respectivement.

Chez les brebis Ouled-Djellal, I'administration du prétraitement agoniste de GnRH a
permet d'augmenter la réponse ovulatoire au traitement de superovulation FSHp et le

rendement de la production in vivo d'embryons est élevé.

Mots clés :

Agoniste de GnRH, brebis, Ouled Djellal, superovulation, embryons.
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ABSTRACT

In programs embryo production in vivo in sheep, the condition of the population
begins when follicular ovarian stimulation is the main factor of variation in the response to
FSH treatment. However, the improvement of production yields can be obtained by use of an
agonist or antagonist of GnRH. The aim of our study was to evaluate the effect of
pretreatment with a GnRH agonist on the in vivo production of embryos in ewes Ouled

Diellal.

Our work is concerned (16) sheep, bred Oulad Djellal, including (10) and donors (06)
recipients. All ewes were synchronized by insertion of vaginal sponges impregnated with 40
mg FGA, for 14 days. The donors were divided into two groups: the box: 1 (n = 05) received
no GnRH and Lot 2 (n = 05) received GnRH for 14 days. Superovulation was induced during
the last days of progestagen, in lots 1 and 2, with 20uA FSHp and 32 UA, respectively. Ewes
were superovulated received the FSHp enriched LHp in the last two injections. Ovulation was
induced by IV injection of LHP ewes of Lot 2. Fertilization was achieved by the use of
mating and intrauterine insemination and embryo collection was performed by a surgical
approach.

Our results show that compared to a lot of ovarian response was significantly higher in
ewes of Lot 2 (8.2 = 4.08 vs. 17.50 £ 5.91 CJ, p<0,05). The duration of oestrus was
significantly longer in ewes of Lot 2 (35.2 + 6.57 vs. 52h + 9.79 h, p<0,05). The average
structures harvested and the average number of embryos transferred were significantly higher
in ewes of Lot 2 (rate structures harvested: 61% vs. 75.71%) (average number of transferable
embryos: 4 = 1,22 vs 12 + 6,27). Ultrasound examination performed, among recipients, 40
days after transfer of embryos showed a pregnancy rate and viability of 50% and 41.66%
respectively.

Ewes Ouled Dijellal, administration of GnRH agonist pretreatment can increase
the ovulatory response to superovulation treatment FSHp and efficiency of embryo

production in vivo is high.

Keywords:
GnRH agonist, sheep, Ouled Djellal, superovulation, embryo.
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INTRODUCTION

Le cheptel ovin occupe une place trés importante dans 1’économie nationale, son
effectif est estimé a 18.293.000 tétes dont preés des 2/3 sont des femelles (Ministére de
I’ Agriculture, 2005). La production des viandes rouges est estimée a 355 000 tonnes/an dont
40 % provient des viandes ovines, néanmoins son coiit reste relativement cher et inaccessible
pour les bourses moyennes.

Parmi les principales races locales actuellement connues et dont le standard est bien
défini (Chellig, 1992), la race Ouled - Djellal est la plus importante numériquement et la plus
intéressante économiquement. Elle représente 8 605 552 tétes du total des ovins, et constitue
50% du cheptel national (Ministére de 1’ Agriculture, 2005). Cette race est connue par sa
rusticité, sa vocation « bouchére » et son adaptation aux parcours. Cependant, le mode
d’élevage traditionnel, basé sur un savoir faire limité et le croisements anarchiques entre les
races favorisent la disparition progressive du pure noyau Ouled djellal.

Les méthodes de biotechnologie de la reproduction en particulier la superovulatiuon et

le transfert embryonnaire (MOET), sont des outils indispensables pour la mise en ceuvre des
programmes de conservation des especes qui sont en voie de disparition, comme elles sont des
méthodes de choix qui permettent d'accélérer le progrés génétique.
Chez les brebis superovulées avec FSH, le nombre d’ovulations est positivement corrélé au
nombre de petits follicules (1-2 mm) et négativement affecté par la présence de gros follicules
présents sur les ovaires au début de la stimulation gonadotrope (Brebion ef al., 1992 ;
Gonzalez- Bulnes, 2002).

La possibilité¢ d’accroitre le nombre de follicules recrutables avant le traitement de
superovulation par inhibition temporaire de la croissance folliculaire terminale a fait 1’objet de
nombreux travaux chez la brebis durant ces quinze derniéres années (Cogni€ et al., 2003). En
effet, I’inhibition des sécrétions endogenes de LH et FSH par administration d’un analogue de
GnRH (Baril et al., 2004 ) ou un antagoniste de GnRH (Baril et al., 2004; Lopez-alonso et al.,
2005) permet d'augmenter de 50% la réponse ovulatoire et de doublé le nombre d’embryons

transférables par brebis traitée (Brebion et Cognié, 1989 ; Cognié et al., 2003).

Dans ce contexte, s’inscrit notre travail qui consiste a évaluer 'effet d’un
prétraitement par un analogue de la GnRH sur la production in vivo d'embryons chez les

brebis de race Ouled Djellal.
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L. Introduction :
La production et la transplantation embryonnaire in vivo sont des techniques qui permettent
d’accélérer le progrés génétique par une sélection et une multiplication accrue des individus
remarquables. Utilisées chez plusieurs espéces animales, ces biotechnologies de la
reproduction consistes a faire produire a une femelle donneuse un nombre €levé d’embryons
que I’on puisse transférer chez des femelles receveuses dont le cycle sexuel a €t€ synchronisé
a ce lui de la donneuse (Clément, 2006).
Les techniques de production et de transfert d’embryons iz vivo comportent les étapes
suivantes :

e Synchronisation des chaleurs

e Induction de la superovulation

e Fécondation (insémination artificielle et ou saillie naturelle)

e Collecte, recherche et tri des embryons

e Transfert et ou conservation des embryons

II. La synchronisation des chaleurs :

Deux agents sont fréquemment utilisés pour synchroniser l'cestrus dans les protocoles de
superovulation chez les petits ruminants :

a. La progestérone et progestagenes:

La progestérone ou ces analogues, dits, progestagénes sont administrés oralement,
sous forme d’implants sous-cutanés, ou par moyens des éponges intravaginales et des
CIDR® (Controlled Internal Drug-Releasing device) (Hansel et Convey, 1983), d'autres voies
sont possible tel que l'injection ou encore addition dans I’aliment (Courot et Volland-Nail,
1991)

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 ’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 l'ovulation est

inhibée (Hansel et Convey, 1983). Cependant, au retrait du traitement de progestérone ou de

2009/2010




CHAPITRE 1 : LES TECHNIQUES DE PRODUCTION ET DE TRANSFERT
D’EMBRYONS CHEZ LA BREBIS

ses analogues, la croissance folliculaire, l'ecestrus et l'ovulation sont obtenus au bout de 2 a 8
jours (Gordon, 1975; Hansel et Convey, 1983). L’ovulation est normalement déclenchée 54 h
aprés 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).

b. Les produits lutéolytiques :

Il est possible de synchroniser 1’cestrus par la lutéolyse des corps jaunes. La

prostaglandine (PGF2a) et ses analogues possédant une action lutéolytique (Ishwar et
Memon, 1996) donc la synchronisation des ovulations est basée sur le fait que l'ovulation se
produit environ 60 h aprés la chute des taux de progestérone. Si les brebis sont en cycle, on
peut arréter la sécrétion de progestérone en administrant des (PGF2a) : l'ovulation est
déclenchée 60 a 70 h aprés (Tibary et Manar, 1988).
L’utilisation des prostaglandines se réalise uniquement sur des brebis cyclées ou ayant eu une
phase progestative (Casamitjana, 2006) c’est 4 dire les brebis qui sont en début ou en fin de
cycle ne répondent pas au traitement (Tibary et Manar, 1988). Deux injections a 10 ou 14
jours d’intervalle de PGF2a permettent de synchroniser 1’cestrus 36 a 48 h aprés I’injection
(Casamitjana, 2006).

IIL. la super ovulation :

La super ovulation consiste a injecter des hormones gonadotrophiques a des femelles
quelques jours avant 1’cestrus pour obtenir au moyen de son action folliculostimulante une
augmentation du nombre de follicule et une accélération de leurs croissance et leurs
maturation (Fernandez et Ruiz Matas, 2003)

Selon Chupin, 1988, le principe de la superovulation est de réaliser un court circuit au
niveau du cycle cestrale, surtout les phénomeénes de sélection et de dominance et d’amener
jusqu'a I’ovulation des follicules qui sont privés de FSH et LH qui auraient subis le

phénomene d’atrésie.

ITI.1. La nature des hormones induisant la super ovulation :

La superovulation des donneuses est induite au terme d’un traitement classique de
synchronisation des chaleurs. La fonction ovarienne peut &tre stimulée par une variété de
préparations hormonales a activité gonadotrope, comme eCG, HAP, FSHp, FSHo, HMG
(Chupin, 1988). Par dela la diversité des sources hormonales citées, il existe un relatif

consensus sur les principes d’une stimulation de qualité (Cognié et al., 1986):
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o la durée de stimulation doit avoisiner celle de la croissance folliculaire terminale
3jours.
e un enrichissement en LH semble nécessaire en fin de traitement (FSH/LH),

conditionnant I’induction des ovulations.

I 1. 2. Les extraits hypophysaires (FSH p, FSH o) :

11 existe sur le marché deux types d’extraits hypophysaires, un premier type provient
de I’espece porcine (FSH p), le second de I’espeéce ovine (FSHo) (Cognie, 1999). Ces
molécules a demi-vies courtes nécessitent des injections répétées toutes les 12 heures durant
les 3 ou 4 derniers jours précédant 1’apparition de 1’cestrus. Leur concentration atteint une
valeur maximale 3 heures apres leur injection et ne sont plus décelable 12 heures apres
I’injection (Hanzen, 2000).

La dose recommandable pour les ovins et les caprins variée entre 16 et 20 mg Armour
(Brebion et al., 1992). L'expression des chaleurs aura lieu 16 a 48h apres le retrait de 1'éponge
(Gibbons et Cueto, 1995) et les premicres ovulations sont observées en moyenne 58,4 + 5,6 h
apres le retrait de 1’éponge et environ 6 h s’écoulent entre la premiere et la derniere ovulation

(Evans et Armstrong, 1984).

H1.1.2. Les extraits extra hypophysaires :
a. PMSG :

La PMSG est extraite de sérum de jument gravide entre le 42°™ et le 100°™ jours de

gestation, elle possede une activité biologique correspondant classiquement & un mélange de
2/3 de FSH et 1/3 de LH. Ce rapport dépend du stade de gestation de la jument, la
concentration de la PMSG est maximale dans I’organisme 15 a 32 heures aprés son injection
elle est douée d’une double activité a la fois de type FSH et LH avec un rapport constant de
0,2 (Hanzen, 2000).
En effet, c’est la premiére gonadotrophine utilisée pour obtenir une super ovulation,
administrée en IM en une seule injection de 1000 a 2000UI, un ou deux jours avant le retrait
de I’éponge. Cependant, cette gonadotrophine présente deux inconvénients (Cognié et Baril,
2002) :

v Une activation prématurée de la méiose ovocytaire due a la forte activité de LH de
PMSG
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v Une modification des événements endocriniens favorables au transport des gametes
dans les voies génitale due a I’action prolongé de la PMSG (longue demi-vie).
En plus de Iutilisation répétée de PMSG entraine 1’apparition d’anticorps anti PMSG
(Saumande et al., 1984), ces effets conjugués peuvent expliquer les faibles performances
obtenues avec la PMSG (2 4 3 embryons transférable en moyenne par donneuse) et son
abondant au profit de FSH (Cognie et Baril, 2002).
b.HAP :

C’est un extrait pituitaire équin qui a regu des résultats intéressants en superovulation
caprine ; cependant ceux-ci ne sont pas meilleurs qu’avec la PMSG, sa difficult¢ d’obtention
est responsable de sa moindre compétitivité par rapport & la PMSG ou la FSH (Boris, 1999).
c¢.HMG :

Elle est extraite de I’urine de femmes ménopausées et est usitée en médecine humaine
aux Etats unis sous le nom de PERGONAL™’. L’HMG (humen ménopausal gonadotrophine)
fournit des résultats comparables & ceux de la PMSG mais son cout est plus €levé (Hanzen,
2000).

IV. La fécondation :

Aprés synchronisation et super ovulation, succéde la méthode de lutte. Deux méthodes
peuvent é&tre appliquées, I’insémination artificielle et la saillie naturetle (Baril et al., 1993).
L’insémination artificielle permet de valoriser la semence des méles de haute valeur

génétique, la saillie naturelle ne permit pas une utilisation rationnelle des méles.

IV.1. Saillie naturelle :

Au cours de la saison sexuelle, elle est utilisée avec succes, la technique généralement
employée est la monte en main. Elle débute dés 1’apparition des chaleurs et consiste a
appliquer deux a trois saillie de 12heurs d’intervalle (Boukhlique, 2002). Mais cette technique
n’est pas dénuée d’inconvénients :

o Il aété démontré que le transport et la survie des spermatozoides dans les voies
femelles peuvent é&tre perturbés aprés traitement progestatif associés a 1’induction de la

superovulation (Evans et Armstrong, 1984).
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v" En contre saison la faiblesse et I’absence de libido chez les méles ne permet pas d’étre
sur de leurs aptitudes a la saillie et du pouvoir fécondant de la semence qui est plus

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

IV.2. Insémination artificielle :

A cause de ses caractéristiques anatomiques, le col utérin de la brebis ne peut pas €tre
franchi a I’aide du pistolet de 1’insémination. Il est donc nécessaire de déposer la semence a
I’entré du col (insémination cervicale), ou au fond du vagin (insémination vaginale). Une
solution alternative existe avec insémination intra-utérine, ce type d’insémination est réalisé
a I’aide d’un endoscope. Des faibles quantités du sperme sont mises en place directement dans
chaque corne utérine a I’aide d’un matériel spécifique. Cela nécessite la mise en ceuvre d’une
technique du type chirurgicale avec le matériel adéquat ; les animaux doivent &tre mis a la

diéte au moins deux heurs avant 1’insémination artificiel (Evans, 1987).

L’utilisation du sperme congelé est couramment pratiquée chez les bovins et les caprins mais
elle reste encore assez limitée chez les ovins ou le sperme est plus difficile a congeler.
Cependant, pour les ovins I’JA s’est développée dans certains pays grace a 1’usage de la
semence fraiche diluée : elle est utilisée immédiatement (moins d’une demi-journée apres la
récolte) chez des brebis synchronisées.

En effet, les résultats de production d'embryons varient en fonction du type de fécondation

utilisé (cf. tableau 1)
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Tableau 1: Résultats comparatifs entre la saillie naturelletinsémination artificielle et la

saillie naturelle seule.( Bari et al., 1999).

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

Scottish Saillie 414 362 76,3

blak naturelle+IA

Saillie 136 98 72
naturelle

Welsh Saillie 373 302 80,5

Mountain | naturelle+IA

Saillie 254 186 73,2
naturelle

Pooled Saillie 847 664 78.4

data naturelle+IA

Saillie 390 284 72
naturelle

V.COLLECTE D’EMBRYONS :

Six & huit jours apres le début de 1’cestrus, les embryons sont collectés dans un tampon
phosphate PBS. La plus part des équipes de transfert d’embryon dans 1’espéce ovine préferent
travailler entre J6 et J7, période correspondant au stade embryonnaire morula ou blastocyste
et a localisation utérine (Vallet et al., 1991 ; Cognie et al., 1999, Chemineau et al., 1999).

Il existe deux techniques différentes de récolte des embryons chez les ovins:
chirurgicale, laparoscopique.

V.1. Technique chirurgicale :

La laparotomie médioventrale permet de collecter aisément 72% d’embryons (taux de

collecte a J6) par rapport aux CJ. Elle est aussi trés accessible étant donné le peu de matériel

qu’elle nécessite (Youngquist, 1997).

Les brebis sont placées & la diete hydrique un minimum de 18 & 24 h précédant la collecte.

Pour la réalisation de cet acte chirurgical, la tranquillisation de 1’animal est nécessaire.
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L’animal une fois tranquillisé est tondu au niveau de la paroi abdominale ventrale,
cranialement a la mamelle. On le place alors en décubitus dorsal avant de le préparer de fagon
aseptique. L’incision de laparotomie se fait au niveau de la ligne blanche juste en avant de la
mamelle. Cette incision doit étre d’une longueur suffisante pour extérioriser les 2 cornes
utérines .Chaque corne utérine est perfuser avec 40 ml de milieu PBS dans le sens antégrade
ou rétrograde. Aprés suture en deux plans par des points simples de la ligne blanche et de la

peau, une antibioprophylaxie est mise en place (Youngquist, 1997).

V.2. Technique laparoscopique :

Cette technique fut développée afin d'améliorer 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 grace a I'observation des visceres

11 a été observé que le taux de collecte obtenu par cette technique (endoscopie) est 10 a
15 % inférieur a celui obtenu par la technique chirurgical. Toutefois, 1’avantage principal de
ce procédé est sa répétitivité sur le méme sujet sans diminuer le taux de collecte d’embryons
(Vallet et al, 1991). De plus, les brebis récupérent rapidement aprés 1’intervention

(Youngquist ; 1997).

VI. Recherche, tri et classification des embryons :

Les embryons récoltés entre J6 et J7 aprés un traitement de superovulation se
présentent sous des aspects morphologiques divers. La connaissance de la chronologie du
développement embryonnaire ovin fournit des points de repéres nécessaires pour estimer si le
stade embryonnaire observé est en rapport avec le stade de récolte ou si ’embryon a stopper
son développement. (Lindener et al., 1983 ; Sakkas et al., 1989). 1l est important d’apprécier
la qualité des embryons avant leur transfert ou autres manipulation biotechnologique (Hanzen
,2000).

Les milieux de collecte sont maintenus a une température de +25 a +27°C, les embryons sont

recherchés sous loupe binoculaire (x 10 — 60) puis jugés (Vallet et al, 1991).
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Une fois le stade de développement identifié, il faut estimer la qualité de cet embryon, ceci

permet de fournir un pronostique sur sa viabilité. Quatre niveaux de qualité sont donnés par
I’INRA-UNCEIA, 1990 et 'IETS 1998: (cf. tableau 2)
Tableau 2 : classification des embryons selon leurs qualités (d’aprés INRA-UNCEIA, 1990)

Classification | Qualité Description

Excellent - embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique,
symétrique, avec des cellules de couleur et texture
comparable

- blastoméres polygonaux au stade morula, aspect
compact.

1 Bon - embryon un peu en retard de développement par rapport

a son jour de collecte

- ou embryon semblable a I’embryon excellent mais
asymétrique

- ou exclusion de quelques blastomeres dans 1’espace
périvitellin.

Moyen - embryon en retard de développement de 1 a 2 jours
(blastomere sphérique au stade morula) ou des défauts
bien précis comme :

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

- Aspect plus claire ou plus sombre que la normale.

Meédiocre - nombreux défauts comme de nombreuses cellules
échappées, dégénérés, de tailles différentes des vésicules

3 grosses et nombreuses.

- Mais présence d’une masse cellulaire homogéne qui
apparait viable.

Mort ou - arrét de développement a un stade précoce

4 dégénérés - cellules dégénérées.
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Selon I'TETS, 1998, la classification des embryons se fait de la manicre suivante

o Qualité 1 : Excellent ou bon : I’embryon est symétrique et sphérique ses blastomeres
sont uniformes en taille, couleur et densité. Le stade de développement est en
adéquation avec la date de récolte. En moins 85% des cellules le composant doivent
étre intacte, et rattachées a la masse cellulaire (on estime le nombre de cellules
extrudées dans I’espace périvitellin). La zone pellucide doit étre lisse et sphérique.

e Qualité 2 : Satisfaisante : Irrégularités modérées concernant la forme globale de
I’embryon, ou la taille, couleur ou densité de ses cellules. Au moins 50% de sa masse
cellulaire doit &tre intacte.

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

e Qualité 4 : Mort ou dégénéré : embryon dégénéré (développement arrét€) ovocyte

non fécondé ou embryon non segmenté.

VIIL Devenir des embryons :

VIL.1. Transfert des embryons :

Les opérations de transfert doivent étre effectuées le plus rapidement possible, apres
collecte ou décongélation. Deux ou trois embryons sont placés dans un cathéter au pipette de
verre et sont transférés : soit chirurgicalement, soit sous contrdle laparoscopique, dans le
dernier tiers de la corne utérine ipsilatéralement & I’ovaire présentant au moins un corps jaune
fonctionnel (Vallet et al., 1991).

La laparotomie classique peut étre aujourd’hui avantageusement remplacée par une
technique laparoscopique au moins aussi efficace et bien mieux adaptée aux conditions de
terrain. A la suite au 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 ’embryon frais transféré est de 65%. Pour un embryon décongelé et jugé
viable, la survie globale est de 50-55% (Vallet et al., 1990).

VIL1.1. Transfert chirurgical :

La préparation de 1’animal et son anesthésie / tranquillisation sont les mémes que celles de
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collecte chirurgicale. L. abord utérin se fait par une laparotomie au niveau de la ligne blanche. Une fois
repéré, ’utérus est manipulé de sorte a pouvoir observer les 2 ovaires et déterminer celui qui porte un
corps jaune fonctionnel (Youngquist, 1997). On placera les embryons dans le dernier tiers supérieur de
la corne ispsilatérale au corps jaune. Une fois les embryons transférés, 1’utérus est remis en position

physiologique et 1a paroi abdominale est suturée (Vallet et al., 1991).

VIIL.1.2. Transfert laparoscopique :
Selon (Youngquist, 1997) cette technique se résume a :

» Mettre I’animal en décubitus dorsal avec la téte placée vers le bas, puis création d’un
pneumopéritoine en insufflant du CO2.

» Incisions de la peau 2 a 3 cm de part et d’autre de la ligne blanche cranialement a la mamelle :
une incision servira a introduction de ’optique et ’autre pour une pince atranmatique qui
permet de saisir la corne ipsilatérale au corps jaune fonctionnel repéré.

» Ponctionner la paroi utérine avec une aiguille de 14 gauges juste cranialement a la pince
atraumatique.

> Dépodt des embryons dans la lumiére utérine a 1’aide d’une pipette en verre reliée a une
seringue a insuline.

» A lafin de Iintervention, on procede a la suture des 2 incisions de la paroi abdominale.

A 1a 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 I’embryon frais transféré est de 65% (cf. tableau 3 ). Pour un embryon décongelé et jugé viable, la

survie globale est de 50-55% (Vallet et al., 1991).

Tableau 3 : Fertilité et taux de mise bas aprés un transfert laparoscopique ou chirurgical chez

la brebis selon le type d’embryon utilis€ (Brebion et al., 1991 ; et Naohisa et al., 1997)

Taux embryons | Transfert Auteurs
laparoscopique Chirurgical

Gestation | Frais 80% 88% Brebion et al., 1991
Congelés | 90% 45%
Frais 38.9% /
Congelés | 26,3% /

Mise bas | Frais 33,3% / Naohisa et al., 1997
Congelés | 26,3% /
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VII.1.3 .Facteurs de réussite du transfert embryonnaire :

Afin que le transfert se réalise dans les meilleures conditions de survie des embryons,
il est nécessaire de respecter quelques facteurs physiologiques qui interviennent dans le taux

de réussite du transfert qui sont :
1- La qualité des embryons.

C'est le principal facteur de réussite. La survie des embryons ne présentant aucun défaut
visible est toujours significativement supérieure a celle d'embryons de moindre qualité (Baril
et al., 1993). Néanmoins, il n'y a pas de différence au niveau du taux de survie entre les
embryons classés comme ayant une qualité « bonne » et ceux ayant une qualité « excellente »
(Bari et al., 2003).

2-Le nombre d'embryons transférés :
Le maximum est de 2 embryons par receveuse. Cependant, il fut observé qu'il n'y avait pas
d'avantage a transférer deux embryons par rapport & un seul, le pourcentage de survie €tant

quasiment le méme (Armstrong et Evans, 1983).

3-Le délai de réalisation de transfert :
Si on transfére les embryons en frais, le délai séparant la collecte de la remise en place chez
les receveuses ne devrait pas excéder 2 heures. Pour les embryons cryopréservés, le délai

entre décongélation et transfert doit étre réduit au minimum, soit environ 20 a 30 minutes.

4-Transfert unilatéral ou bilatéral:
Les embryons sont généralement transférés du coté ipsilatéral a l'ovaire présentant le plus
grand nombre de corps jaunes fonctionnels. Le site de dépdt des embryons ne semble pas étre

un facteur majeur du taux de réussite du transfert (Sugie et al., 1989).

5-La synchronisation donneuses/receveuses:
Meilleure est la synchronisation entre donneuse et receveuse, meilleur est aussi le taux de

réussite du transfert.
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6-La réponse ovulatoire de Ia receveuse:

La qualité des corps jaune doit étre prise en compte. Des receveuses présentant des corps

jaunes ayant un développement trop tardif sont refusées.

VIL.2. La cryoconservation des embryons :

La conservation des embryons récoltés sur un animal donneur ou obtenus par
fécondation in vitro constitue une étape essentielle du transfert d’embryons (Hansen, 2009).
La cryoconservation permet la création de banques d’embryons au méme titre que les banques
de sperme utilisées en insémination artificielle. Elle facilite la mise en ceuvre sur le terrain de
la transplantation embryonnaire et permet un commerce d’embryons a 1’échelle internationale,
diminuant ainsi considérablement les frais de transport et de quarantaine par rapport a

I’exportation des animaux adultes (Guérin et al., 1996).

La congélation ne doit étre appliquée qu'a des embryons de qualité bonne a excellente.
Les embryons de qualité inférieure verraient leur espérance de survie considérablement
réduite aprés congélation. Il est conseillé de limiter le temps d'attente des embryons devant
étre congelés a deux ou trois heures. Plusieurs techniques sont utilisées pour la
cryoconservation des embryons, seule la congélation lente sera abordée dans ce chapitre.
Le principe de la congélation lente est 1’équilibration progressive entre le cryoprotecteur et le
compartiment aqueux de ’embryon appelée aussi congélation par équilibre (Guignot, 2005).

La premiére étape de la congélation consiste a équilibrer I’embryon dans sa solution de
PBS. La seconde étape visera a conditionner la solution PBS-glycérol renfermant I’embryon
dans une paillette de 0.25 ml. Pour ce faire la solution est aspirée tout en séparant la partie
renfermant I’embryon par deux bulles d’air. Lors d’une troisieme étape, la paillette est
transférée dans I’appareil & congélation et refroidie jusque —7°C a la vitesse de 1 a 3°C par
minute. La paillette est alors maintenue pendant 5 & 7 minutes a cette température pour la
stabiliser. La quatriéme étape consistera a provoquer la cristallisation par seeding. Pour ce
faire on heurtera la ou les paillettes ou le liquide de refroidissement au moyen d’une pince par
exemple. Lors de la cinquiéme étape, la paillette est refroidie de —7°C a —35°C a raison de 0,3
a 0,6°C par minute. Cette température semble &tre optimale pour obtenir un compromis entre
déshydratation et formation de glace intracellulaire. Lors de la sixiéme étape, la paillette est

plongée dans ’azote liquide a —196°C (Hanzen, 2009).
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CHAPITRE II: LIMITES ET AMELIORATION DE LA PRODUCTION /N VIVO
DEMBRYONS CHEZ LES OVINS

I.1. Les limites de la production d’embryon in vivo :

Malgré les améliorations apportées a 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 lice a des facteurs

intrinseques de 1’animale aussi bien qu’extrinséques (Baril et al, 1993 ; Cognié ,1999).

I.1.1. Facteurs intrinséques :

Le facteur intrinséque de chaque animal joue un rdle primordial dans la réponse au
traitement de superovulation (Donaldson, 1984).

a. Age:

L’age de I’animal peut constituer un facteur limitant compte tenu du fait que le nombre de
follicules qui quittent la réserve diminue avec celui-ci (Hanzen, 2000). En revanche, les
résultats rapportés par Forcada et al., 2000; Simonetti et al., 2008; Bartlewski et al., 2007, la
réponse ovulatoire est plus importante chez les brebis adultes que celle des plus jeunes (cf.
tableau 4). L 4ge peut influencer aussi la qualité et la survie des embryons, Dingwall et al.,
1993, rapportent que ces parametres étaient inférieurs chez les brebis plus jeunes. Par contre,
Wolf et Mylne (1994) n'ont trouvés aucune différence 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.

Tableau 4 : Variation du taux d’ovulation selon I’age chez les brebis superovulées.

Age des brebis | Type du | Nombre de | Nombre Auteurs

(années) traitement corps jaune d’embryon

2a6 oFSH 6,2+1,1 1,4+0.40 Simonetti et al .,2008
pFSH 8,05+3,8 4,9+1,03 Giovanni et al .,2001
oFSH 10,60+1 5,20+0,80 Loroleiro et al .,2002

4a7 FSH/eCG 9.9 2.3 Berthwski et al .,2007
pFSH 11,2+8 9,1+8 Gonzalez et al ., 2003

Plus de 8 oFSH 11,4 53 Forcada et al ., 2000

b. Race:

I apparait que I’on n’obtient pas les mémes résultats de superovulation chez toutes les

races (cf. tableau 5), cela a été montré par Armstrong et Evans (1983) qui ont constatés que

2009/2010

14




CHAPITRE II: LIMITES ET AMELIORATION DE LA PRODUCTION IN VIVO
D'EMBRYONS CHEZ LES OVINS

les brebis Romney Marsh présentent une plus faible réponse au traitement pFSH, par rapport
aux brebis de race Mérinos. De plus, I’administration de 16 mg de FSH porcine, la réponse
ovulatoire des brebis de race Lacaune est inférieure a 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 a un diamétre inférieur a ceux des brebis non-
prolifiques (Castonguay et al., 1996).

Tableau 5: Variation de la réponse ovulatoire selon les races aprés traitement de super

ovulation.
Race Type du | Nombre Nombre Auteurs

traitement | de CJ d’embryon
Rombouillet pFSH 9,442 4 5 Nagvi et Gulyani., 1999
Santa Inés pFSH 10,61 5,248 Gordeiro et al., 2002
Meérino espagnol pFSH 9,5+6 / Gonzalez et al., 2000
Sarda pFSH 8,05+3,8 4.9+1,03 Giovanni et al., 2001
Targhée FSH/LH 16+0,5 / Anna et al., 2007
/Rombouillet (10%)
Manchega pFSH 11,1£1,1 43+1.4 Gonzalez et al., 2003
Corriedale oFSH 6,2+1,1 1,4+0.4 Simonetti et al., 2008
Lacaune pFSH 12+1,5 / Torres et al., 1984

¢. Nombre et taille des follicules :

L’¢état de la population folliculaire au moment ou débute la stimulation ovarienne
étant le facteur principal de variation de la réponse 4 FSH (Saumande, 1995)
Chez la brebis superovulée, le nombre d’ovulations est positivement corrélé (r = 0,7) au
nombre de petits follicules (de 1-2 mm) (Gibbons et Cueto, 1995)et négativement affecté par
la présence de gros follicules (> 6 mm) présents sur les ovaires au début de la stimulation
gonadotrope (Brebion et al., 1992 ; Gonzalez-Bulnes, 2002; Bartlewski et al., 2008) (cf
tableau) 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 été signalé par
Gonzalez-Bulnes et al (2003) qui rapportent que le nombre total de follicules (2 4 4 mm de
diametre) dans l'ovaire au début du traitement (9.1+0.7) a été 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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L.1.2. Facteurs extrinséques :
a. Saison :

Chez les brebis de race Lacaune traitées avec FSHp en période d’ancestrus saisonnier,
le nombre moyen d’ovulation par femelle est inférieur a celui obtenu pendant la saison de
reproduction (Torres et al., 1984). Le stade sexuel influe également le nombre moyen d'ceufs
par brebis, ce nombre a été plus élevé dans la saison de reproduction par rapport a la période
d'ancestrus (Torres et al., 1984). Cette différence n'a pas ét€¢ observée chez des chévres
laitiéres, bien que la qualité des embryons soit plus élevée dans la saison de reproduction
(Baril et Vallet., 1990).

b. Facteur nutritionnel :

Il est connu que I’incidence des ovulations multiples et des naissances multiples chez
les ovins pourrait étre augmentée par 1’amélioration du niveau nutritionnel avant et durant la
lutte ; ceci constitue le fluching. Deux effets indépendants sont impliqués : premiérement,
I’incidence des ovulations multiples est positivement associée au poids vif a la lutte} Cest
I’effet statique du poids vif. Deuxiémement, cette incidence est améliorée par ’augmentation
du poids vif avant la lutte. C’est 1’effet dynamique du poids vif (Coop, 1966 ; khaldi, 1984).

Il a été 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).

¢. Le choix d’hormone:

Le choix d’hormones gonadotrophiques pour le protocole de superovulation et d’une
importance capitale. Il a été démontré que I’utilisation de la FSHp permettait 1’obtention d’un
grand nombre d’ovulations et d’embryons transférable supérieurs aux nombres obtenus par
I’utilisation d’eCG (Cognie et al ., 1984). Un traitement cocktail, associant en une seule
injection de FSH avec une dose modérée de eCG (400 a 800UI) a été utilis€ avec succes chez
les brebis Mérinos afin d’éviter les désavantages liés a la durée de I’activité biologique de

chacune des gonadotrophines (Ware, 1985 ; Moore, 1974 ; Ryan et al., 1991).

d. Doses utilisées :
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

a ’aide d’une courbe doses et réponse. Selon Baril et al ; 1993, la dose optimale semble
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comprise entre 12 et 24 mg de pFSH qui représentent les doses idéales pour I’obtention d’un
nombre élevé d’embryons. Mais les doses les plus souvent utilisées sont comprises entre 16 et
20 mg (Brebion et al., 1992).Les résultats obtenus (en terme de taux de production
d’embryons) en utilisant les doses précédemment citées sont étroitement lie au génotype de la
brebis donneuse

e. Le rapport FSH/LH :

Dans les conditions physiologiques, ce rapport évolue au cours du cycle, avec une diminution
a I’approche de I’ovulation (Bono et al., 1983). Par ailleurs, si le rapport FSH/LH est trop
faible par exceés de LH, 1’ovulation se trouve prématurée et les résultats sont moins bons
(Murphy et al, 1984) ; inversement, si le rapport FSH/LH est trop faible par manque de FSH,
I’cestrus est retardé et les résultats baissent (Gonzalez, 1984). L’activité FSH doit nettement
prédominer sur celle de la LH en début de traitement (chez la brebis Lacaune un rapport
FSH/LH < 2 affecte la qualité embryonnaire); un enrichissement en LH semble en revanche
nécessaire en fin de traitement (FSH/LH < 0,4), conditionnant I’induction des ovulations
(Cognié et al, 1986). 1l convient donc, pour avoir les meilleurs résultats possibles, de bien
contrdler 1’évolution de ce rapport jusqu’a I’ovulation (Cognié et al., 2003).

Des études précédentes ont montrés qu’une €volution décroissante du rapport FSH/LH
permettait d’obtenir de meilleurs résultats & contre saison. (Cogni€ et al., 1986) Proposent un
protocole avec un rapport diminuant de 56/10 a 14/94 sur 3 jours : le taux de brebis ovulant
passe de 1 sur 10 avec un traitement normal, & 10 sur 11 avec ce protocole. D’autres auteurs,
préferent modifier le rapport uniquement au moment de la derniére injection, passant d’un

rapport de 8 2 0.4 ou 0.13 (Brebion et al., 1992)

f. Technique d’insémination et de récolte :

La technique d’insémination, naturelle ou artificielle joue un réle 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 limitée par la variabilit¢ du moment de I’ovulation par
rapport a ’insémination artificielle (Cognie te Baril., 2002).

La fécondation des femelles fortement superovulées pose des difficultés particulieres, liée
non seulement au traitement mais aussi a la réponse ovarienne. En effet, Le passage des
spermatozoides a travers le cervix est perturbé chez la brebis superovulée (Evans et
Amstrong, 1983, 1984). Cependant le dépdt de la semence 48 a 50h apres le retrait d’éponge
dans les cornes utérine permet des taux de fécondation élevé chez les donneuses ayant de

moins de 30 ovulations (Baril et Cognie, 2002). Le taux de récupération des embryons par
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laparoscopie atteint 62% contre 85% par technique chirurgicale mais la formation
d’adhérence est bien plus importante lors d’une laparotomie que par laparoscopie (Baril et al.,
1987).

g. Répétition des traitements de superovulation :

Chez la brebis ,avec un intervalle de 2 mois entre traitement FSHp successifs ,une
diminution significative de la réponse n’est observée qu’a partir du quatriéme traitement
(Brebion et al., 1991).Bien que non clairement identifiée chez les ovins ,I’apparition
d’anticorps anti-FSH pourrait étre la cause de cette diminution de la réponse comme cela a été
montré chez la brebis traité¢ de fagon répétitive avec FSHp ,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., (1999) rapportent qu’aucune diminution significative de la
réponse n’a été observée chez la brebis de génotype croisé hyperprolifique

BoorolaxRomanov traitée 6-7 fois a intervalles de 60 j par 20 mg FSHp .

I.2. Amélioration de la production d’embryon in vivo chez la brebis:

Les solutions techniques aux impératifs physiologiques qui régissent la réalisation du
transfert d’embryons chez les petits ruminants sont en constante évolution. La possibilité
d’accroitre le nombre de follicules recrutables avant le traitement de superovulation par
inhibition temporaire de la croissance folliculaire terminale a fait I’objet de nombreux travaux
chez la brebis durant ces quinze derniéres années (Baril et al., 2004). Des travaux ont montré
Iintérét des prétraitements agoniste et antagoniste de GnRH pour accroitre la production
d’embryons in vivo chez la brebis Lacaune. Ces protocoles de stimulation ont permet de
sauver de 1'atrésie la plupart des follicules de la cohorte ayant débuté leur croissance (Fishel et
al., 1985) et d’accroitre significativement le rendement de la superovulation (Brebion et al.,
1991). Chez les caprins, I’inhibition de la croissance folliculaire terminale par administration
du prétraitement anti-GnRH permet d’augmenter la réponse ovulatoire au traitement FSH. En
revanche, cet effet positif est annulé par un accroissement des taux d’ceufs non fécondés et
d’embryons dégénérés ayant pour conséquence une faible production d’embryons iz vivo chez
les cheévres prétraitées.

I.2. 1. Utilisation de la GnRH :

a. Agoniste de la GnRH :

L'utilisation des agonistes du GnRH permet d'empécher les ovulations prématurées grice a
une désensibilisation hypophysaire réversible. L’administration d'un agoniste du GnRH induit

initialement une libération de LH et FSH ("flare-up") puis 1'effondrement de la sécrétion des
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gonadotrophines (Brebion et al., 1991). Utilisée seule, une injection de GnRH peut induire
’ovulation dans une population de brebis cyclées, par sécrétion de LH (Ricordeau et al.,
1984). Cependant, ’inhibition des sécrétions endogenes de LH et FSH par administration
pendant 14 jours d’un analogue de GnRH, permet de doubler le nombre de follicules de 1 a 2
mm avant le traitement FSH, la réponse ovulatoire est augmentée de 50% et le nombre
d’embryons transférables par brebis traitée (10 embryons) est doublé par rapport aux
donneuses superovulées en 1’absence de prétraitement (Cognié et al., 2003).

b. Anti GnRH :

Ces molécules bloquent les récepteurs du GnRH de fagon compétitive et n'entrainent pas de
relargage initial de gonadotrophines évitant ainsi I'effet « flare up ». Les études chez 1'animal
et chez I’homme ont montré que I'administration de l'antagoniste entraine une chute brutale
des gonadotrophines et permet de prévenir ou d'interrompre le pic de LH, l'ovulation et la
lutéinisation prématurée (Frydman et al., 1991, 1992).

L’utilisation de ces produits se fait par un traitement de 11 jours avant I’administration de
FSH (Brebion et al., 1992) (cf. tableau 6). Ils peuvent &tres également utilisés avec une
injection unique 12 h aprés le retrait des éponges (Baril et al., 1996); dans ce cas les anti
GnRH sont chargés de retarder le pic de LH, sans I’inhiber (ce qui permet de prolonger la
phase de recrutement et donc d’augmenter le nombre de follicules recrutés), jusqu’a

I’injection de LH pour provoquer de fagon exogene le pic préovulatoire.

Tableau 6 : Production d’embryons chez la brebis en fonction du traitement (Baril et al.,
2004; Lopez-Alonso et al., 2005 ; Bensaid et al., 2004).

GnRH Rg Production d'embryons Auteurs
Utilisée d'inj cJ Eufs EB EB Trans
Coll Trans /Brebis
% %
Anti GnRH 11inj | 20,6£10,2 76 85 12,0+ 7,8 Baril et al., 2004
Anti GnRH 03inj | 184+95 68 77 83+56
Anti GnRH 01 inj 12,2+1,1 78 70,8 7,3+1,1 Lopez - alonso et al., 2005
Analogue de GnRH | 14 inj 15+7,8 64 46 5,7+6,3 Bensaid et al ., 2004
60 j 14,4472 68 71 5,7+5,2
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OBJECTIF

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

e Le comportement d’oestrus et la réponse ovarienne

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

e Taux de survie des embryons apres transfert
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CHAPITRE I: EFFET D'UN PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE LA
GNRH SUR LE COMPORTEMENT D’OESTRUS ET LA REPONSE OVARIENNE

I- LIEU ET PERIODE DE L’EXPERIMENTATION :
Notre étude expérimentale ¢’est déroulée au niveau de la station expérimentale de I'université

« Saad Dahleb » de Blida durant la période allant du 04 Mai 2009 au 30 Novembre 2009.

II- MATERIEL ET METHODES :

IL.1. Matériel :

II.1.1. Animaux :

II.1.1.1.Brebis :

Seize (16) brebis vides ont €t¢ sélectionnées pour la réalisation de notre travail, dix (n=10)
brebis donneuses de race Ouled Djellal et Six (06) brebis receveuses dont trois brebis (R1, R2,
R3) de race Ouled Djellal et trois brebis (R4, RS, R6) de race Hamra.

a. Les donneuses d'embryons :

Les renseignements relatifs a 1’identification des brebis donneuses sont rapportés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Poids, dge et note d'état corporel (NEC) des brebis donneuses.

Brebis Poids (kg) | Age (mois) | NEC
D1 62 24 3,5
D2 40 24 2,5
D3 55 24 2,5

lot 1| D4 52 48 2.5
D5 46 48 2
Moyenne 51+842 |33,6+13,14 | 2,6+0,54
et écart type
D6 53 54 2,5
D7 55 48 2,5

lot2 | D8 43 18 2
D9 44 24 2
D10 41 36 2
Moyenne 472+ 643 | 36+ 1529 |22+0,27
et écart type
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Les donneuses du lot n° 1 présentent un poids moyen de 51+ 8,42 kg et un 4ge moyen de 33,6

+ 13,14 mois. Les brebis du lot n°2 présentent un poids moyen de 47,2 + 6,43 kg et un age

moyen de 36 = 15,29 mois

b. Les receveuses :

Les renseignements relatifs a I’identification des brebis receveuses sont rapportés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 2 : Races, poids, dge et note d'état corporel (NEC) des brebis receveuses

Brebis Race Poids (kg) | Age (mois) | NEC

R1 OD 54 30 2,5

R2 OD 60 48 3

R3 OD 43 18 2
Moyenne et écart type 52,33+7,71 | 32+15,09 | 2,5+0,5
R4 H 39 24 2

RS H 30 12 2

R6 H 42 24 2,5
Moyenne et €cart type 37+6,24 20+6,92 2,16+0,28

Les receveuses de race Ouled Djellal présentent un poids corporel moyen de 52,33 +£7,71 kg

et un 4ge moyen de 32 £15,09 et celle de race Hamra présentent un poids moyen de 37+6,24

et un age moyen de 20 +6,92 kg.
I1.1.1.2.béliers :

Cinq béliers sont utilisés ; trois béliers (B1, B2, B3) de race Oulad Djellal et deux béliers (B4,

B5) de race Hamra. Les renseignements relatifs a leurs identifications sont représentés dans

le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : races, dges, poids et note d'état corporel (NEC) des béliers.

Béliers Race | Poids (kg) | Age (ans) | NEC
B1 OD 59 7 3

B2 OD 73 5 3,5

B3 OD 81 4 4
Moyenne et écart type | 71£11,13 | 5,33+1,52 | 3,5+0,5
B4 H 70 8 3.5

B5 H 62 3 35
Moyenne et écart type | 66£5,65 554353 135
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Les béliers de race Ouled Djellal présentent un poids corporel moyen de 71 £11,13 kg avec
un age moyen de 5,33 1,52 années et ceux de race Hamra présentent un poids corporel
moyen de 66 £5,65 et un 4ge moyen de 5,5 £3,53 années.

L’ensemble des animaux séjournaient dans une bergerie sous un éclairage naturel et ont regu
de l'eau et du foin a volonté¢ complémenté avec 500g de concentré /jour/animal. Un
déparasitage par 'administration d’ivomec ™ et valbasen ™ a ét¢ réalisé deux mois avant le

début de l'expérimentation.

IL.1.2. Appareillages, instruments et produits :
Afin de réaliser notre expérimentation, des appareils tels que 1’échographe et I’endoscope
ainsi que d’autres instruments et produits ont été utilisés.
I1.1.2.1. Appareillages:
a. Echographe :
Nous avons utilisé un échographe de type pie médical 100 LC équipé d’une sonde bi
fréquence 6/8 MHZ.
b. Endoscope :
Le matériel endoscopique utilisé comporte :
e Une optique a vision direct (0°), diametre externe 6,5mm (STORS).
e Un générateur de lumiere froide a intensité variable (STORS).
e Un céble de fibre optique (STORS).
e Une canule a piston et orifice pour I’insufflation d’aire (STORS).
e Une pompe avec filtre et commende de pompe au pied (STORS).
e Un trocart avec canule de 5,5mm recevant la pince a préhension (STORS).
e Un tuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arrivée de Paire, fixé sur le
trocart recevant I’endoscope.

e Une pince a préhension aromatique.

c. Instruments :
e Balance Marchal.
® Applicateur d’éponge vaginale.
d. Matériel de récolte du sperme et d’insémination:
Le matériel utilisé pour la récolte et le contrdle du sperme est présenté ci-dessous :

e Vagin artificiel
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e Plaque chauffante

e Lame, lamelle

e Lame de NEBAUER

e Pipette Pasteur

e Micropipette

e Microscope optique

e Bain-marie.

e Etuve.

e Lame, porte lame et rasoir
e Tube a essai.

e Pipettes graduées.

e Pistolet d’insémination artificielle

e Paillettes d’insémination

II.1.2.2. Produits :
a. Hormones :
e Eponge vaginale : nous avons utilisé¢ des éponges imprégnées de 40mg d’acétate de
fluorogestone (FGA), se produit est commercialisé sous le nom de (Chronogest )
e FSHp et LHp : extrait hypophysaire porcin purifié¢ (hormones produites par 1’équipe
du Pr BECKERS .FMV Liége Belgique) (Stimufol ™P).
e PMSG: composé de flacon de solvant et lyophilisat (1000UI). FElle est
commercialisée sous le nom de (Folligon )
e GnRH : agoniste de la Gnrh (Buséréline) commercialisé sous le nom de (SuprefactND)
b. Antibiotiques et autres produits :
® Pénicilline/streptomycine injectable et terramycine spray ont été utilisés pour éviter les
surinfections et complications.
e Biocide, alcool chirurgical, alcool iodé, Bétadine, savon de Marseille, désinfectants du
matériel endoscopique
e FEau distillée, Ovixcell, NaCl 0,9 %, alcool polyvinylique.
e Vaseline et gel
o Aluspré P

e Xylazine (Rompun™P), Xylocaine (Lidocaine 2% ™°).
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CHAPITRE 1: EFFET D'UN PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE LA
GNRH SUR LE COMPORTEMENT D’OESTRUS ET LA REPONSE OVARIENNE

I1.2. Méthodes :

Notre protocole expérimental comporte les étapes suivantes :
1. Echographie

Traitement de synchronisation et de superovulation

Détection des chaleurs

Récolte et conditionnement du sperme.

Fécondation (saillie et insémination artificielle).

=L S

Endoscopie

II.2.1. Echographie :
Pour la sélection des brebis vides, une échographie transrectale est réalisée en position debout
et couchée comme décrite par KHAN (1994).
Pour I’interprétation d’une image échographique nous avons considérés que :
o Les structures anéchogenes, apparaissent noires a I’écran (exemple : les liquides).
e Les structures hyperéchogenes, sont a l’origine d’une réflexion importante des
ultrasons qui forment une image claire a I’écran (exemple : les os).
e Les structures hypoéchogeénes, apparaissent relativement sombres gris foncées
(exemple : les tissus).
I1.2.2. Traitement de synchronisation et de super ovulation :
I1.2.2.1. Synchronisation des chaleurs :
Avant le début de l'expérimentation, les brebis donneuses ont été réparties en deux lots : un
lot témoin (lot 1 : n=05) recevant la FSHp seule et un lot prétraité (lot 2: n=05) recevant la
GnRH/ FSHp.
La synchronisation de l'oestrus a ét€ obtenue par la mise en place d'éponges vaginales
imprégnées de 40 mg d’Acétate de Fluorogestone (FGA) durant 14 jours chez les donneuses
et 13.5 jours chez les receveuses.
Le jour de retrait des éponges, les receveuses ont regu une injection de 500UI de PMSG en
IM. (Figure n°1).

Pose d’éponge vaginale Retrait d’éponge vaginale.
IJO J13,5
|
PMSG 50001

Figure 1 : protocole de synchronisation des chaleurs chez les receveuses
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CHAPITRE I: EFFET D'UN PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE LA
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11.2.2.2. Traitement de super ovulation :

a.Lot1:

La superovulation a été induite par I’administration d’une dose totale de 20 UA de FSH
porcine répartie en 6 injections biquotidiennes (12 heures d'intervalle) et décroissantes, durant

les trois jours du traitement progestagéne

Pose d’éponge retrait d’éponge
Jo J14

!
B i

M S M S M S
S5UA-SUApFSH ~ 3UA-3UApFSH  2UA- 2UApFSH/pLH

I3

Figure 2 : protocole de traitement de super ovulation utilisé chez les brebis du lot 1.

b. Lot2:

La préparation de l'ovaire a l'induction de la superovulation a été réalisée par injection
quotidienne (sous cutanée) de 40 pg d'agoniste de GnRH, pendant 14 jours chez les brebis du
lot n°2.

La superovulation a été induite par I’administration d’une dose totale 32 UA de FSH porcine,
répartie 8 injections biquotidiennes (12 heures d'intervalle) et décroissantes, durant les quatre
derniers jours du traitement progestageéne. Le rapport FSH/LH a été modifi¢ par addition de
60 pg et 90 ug de LH porcine, lors des deux derniéres injections (pour les deux lots).
L'ovulation a été induite par l'injection intraveineuse de 3 mg de LH porcine, 32 h aprés le

retrait de 1'éponge vaginale, chez les brebis prétraitées.
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Pose d’éponge. Retrait d’éponge  injection de pLH
Jo J14 J15
h n2_
GNRH M S M S M S M S M S

Buséreline 40ug  6UA-6UApFSH  SUA-SUApFSH 3UA-3UApFSH 2UA-2UA pFSH / pLH
M: Matin S: Soir
Figure 3 : protocole de prétraitement par la GnRH et de superovulation chez les brebis du

lot 2.

I1.2.3. Détection d'cestrus :
La détection de ’oestrus, a I’aide de béliers détecteurs entiers munis d’un tablier toutes les
quatre heures, a débuté 12 heures apres le retrait de 1'éponge vaginale. Chaque brebis restant

immobile au chevauchement était considérée comme étant en chaleur.

I1.2.4. Récolte et conditionnement du sperme:

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

e Nettoyage de la verge.

® Préparation et lubrification du vagin artificiel.

® Récolte en présence d'une brebis en chaleur.

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

concentration).
® Dilution du sperme avec 1’Ovixel.
e Mise en paillettes (0,25ml) de la semence diluée (100 x10° spz)

e Conservation des paillettes a + 15 °C.
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I1.2.5.Fécondation :

La fécondation a été obtenue par une double saillie monte en main a 12 heures d’intervalle, la
premiere juste apres l'injection de LHp des brebis superovulées, par des béliers reproducteurs
a raison d'un méle pour cinq brebis; suivie d’une insémination in utero sous contrdle
endoscopique avec 100 x 10° spermatozoides, 52 heures aprés le retrait de I'éponge vaginale
selon la technique décrite par (Baril et al., 1993)

I1.2.6. Endoscopie :

L'examen endoscopique réalisé selon la méthode décrite par (Baril et al., 1993) avait comme
but la détermination de nombre de corps jaunes.

La technique consiste a faire deux incisions de la peau abdominale ventrale 5 a 7 cm
cranialement a la mamelle et 3 & 4 cm latéralement de la ligne blanche, afin de pouvoir insérer
deux trocarts:

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

e Un deuxiéme trocart de 5 mm était mis en place pour y insérer une pince
atraumatique. Cette derniére permet la manipulation et la mesure de la taille des
follicules grace a une graduation en millimétre située a son bec.

Une fois l'ovaire (ovaire gauche ou droit) est visualisé, un dénombrement des corps jaunes a

été réalisé.
III. ANALYSES DES DONNEES :

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

nous avons utilisé le test de kruskal- wallis (Logiciel SYSTAT, version 10).
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IV.RESULTATS :
IV.1.Comportement d'cestrus chez les brebis donneuses :
Les résultats de la détection des signes d'oestrus chez les brebis donneuses sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Début, fin et durée des signes d'oestrus chez les donneuses.

Lots | Brebis IRE- début | IRE- fin Durée
d’oestrus(h) | d’oestrus (h) | d’oestrus (h)

D1 16 60 44
D2 24 56 32

Lot1l | D3 16 56 40
D4 24 56 32
D5 28 56 28
Moyenne et écart type | 21,6 £5,36 | 56,8+ 1,78 | 35,2+ 6,57
D6 24 72 48
D7 24 64 40

Lot2 | D8 16 76 60
D10 12 72 60
Moyenne et écart type | 19+ 6 71+ 5,03 52+9,79

IRE : Intervalle retrait d’éponge vaginale (heures)

NB : La brebis D9 n’a pas présentée des signes d'oestrus.

Nos résultats montrent que le début des signes d'oestrus a été précoce chez les brebis du (lot
2: 1%+ 6 Vs 21,6 + 5,36 lot 1). Cependant, comparativement au lot 1, la durée d'oestrus a
¢été plus longue chez le lot 2 (52h + 9,79Vs 35,2 + 6,57, p<0,05).

B La distribution des débuts d'oestrus chez les brebis du lot 1 est représentée dans la

figure 4.
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40%
35% -
30%
25%
20%
15%
10%
5% A i
0% . . | Heures
.12-16 16 - 20 20 - 24

% de brebis
venant en oestrus

Figure 4: Distribution des débuts d'oestrus chez les brebis du lot 1.

Nos résultats montrent que le début d'oestrus a été observé chez :
e 20% des brebis entre 12 h et 16 h et le méme pourcentage entre 16 h et 20 h
e 40% des brebis entre 20 h et 24 h.

[ La distribution des débuts d'oestrus chez les brebis du lot 2 est représentée dans la

figure ci-dessous:

40%
% 35%-
30%-
§ 25%]
20%-

n 15%-

§10%—

4 5% |

X 0% //—% Heures
12 - 16 16 - 20 20 - 24 24 - 28

Figure 5 : Distribution des débuts d'oestrus chez les brebis du lot 2

Nos résultats montrent que le début d'oestrus a été observé chez
® 40% des brebis entre 16 h et 20 h et le méme pourcentage entre 20 h et 24 h
® 20% des brebis entre 24 het 28 h.
IV.2.Compeortement d'cestrus chez les brebis receveuses :
Les résultats de la détection des signes d'oestrus chez les brebis receveuses sont présentés

dans le tableau 5
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Tableau 5 : Début des signes d'oestrus chez les receveuses.

Brebis IRE- début d'oestrus (heure)
R1 36

R3 32

R4 32

R6 28

Moyenne et €cart type | 32 + 3,26

Le début des signes d'oestrus a été observé en moyenne 32 + 3,26 aprés le retrait d’éponges.
Cependant, les brebis R2 et RS n’ont pas présenté des signes d'oestrus
La distribution des débuts d'oestrus chez les brebis receveuses est représentée dans la

figure ci-dessous:

35,00% -

30,00%
25,00%
20,00% -
15,00%
10,00%

5,00% -

0,00% +

% de brebis venant en
oestrus

Heures

Figure 6 : Distribution des débuts d'oestrus chez les brebis receveuses

Les résultats de la figure ci-dessus montrent que le début d'oestrus a été observé chez :
® 16,66% des brebis entre 24 het28 h
® 3333% entre 28 h et 32h
® 16,66% 20% des brebis entre 32h et 36 h.

IV.3. Réponse ovarienne aux traitements de synchronisation et de superovulation.
IV.3.1. Réponse ovulatoire aprés traitement de synchronisation chez les brebis
receveuses :

Les résultats du dénombrement des corps jaunes sont représentés dans le tableau 7.
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Tableau 6 : Réponse ovulatoire aprés traitement de synchronisation chez les brebis

receveuses.
Nombre de corps jaunes
Brebis ovG OVD Total
R1 01 01 02
R3 00 03 03
R4 02 00 02
R5 01 00 01
R6 01 00 01
Moyenne/écart type | 1+0,70 | 0,8+1,3 1,8+0,83

L'ensemble des brebis receveuses ont montré au moins un corps jaunes actif sur l'un des
ovaire. La réponse ovulatoire moyenne des ovaires gauche et droit est respectivement de
140,70 et 0,8+1,3.

IV.3.2.Réponse ovulatoire aprés traitement de superovulation chez les brebis
donneuses :

Les résultats du dénombrement des corps jaunes réalisé sous endoscopie juste avant la récolte
des embryons, sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 7 : Réponse ovulatoire apres traitement de superovulation chez les donneuses.

Brebis Nombre de corps jaunes| Total
ovG OvVD
D1 |04 03 07
Lot1 D2 |04 03 07
D3 |00 04 04
D4 |05 03 08
Ds |07 08 15
Moyenne/écart type |5+1,41 42+2.16 [82+408
D6 |15 09 24
D7 |02 10 12
Lot2 D8 |08 13 A
D10 |06 07 13
Moyenne/écart type |7,75+5 43 19,7542,5 117,50+591
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CHAPITRE I: EFFET D'UN PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE LA
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Nos résultats montrent que le nombre moyen de corps jaunes du lot 1 est plus €élevé par
rapport a celui du lot 2(17,50+ 5.91 vs 8,2 + 4,08, p<0,05).

Corps jaunes

Photo 1 : dénombrement des corps jaunes réalisé sous endoscopie.
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CHAPITRE 11 : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

Ce chapitre présente les différentes étapes permettant la récolte des embryons obtenus a partir
des brebis de race Ouled Djellal et leur transfert chez des brebis de race mixte.

I. Matériel et méthodes :

L.1. Matériel :

L1.a. Animaux :

Les brebis utilisées sont les mémes décrites dans le premier chapitre (10 brebis donneuses de
race Ouled Djellal).

L.1.b. Instruments et produits :

a) Préparation du champ opératoire et soins post opératoire: le matériel utilisé pour la
préparation du champ opératoire et le suivant (cf. photo 2)

¢ Savon et €ponges.

¢ Rasoir et lames de rasoir.

¢ Lames de bistouri et portes lame.

¢ Porte aiguilles et aiguilles.

¢ Champs de tissu.

¢ Pinces de fixation des champs.

¢ Pinces hémostatiques.

¢ Pinces Bulldogs.

¢ Ciseaux et forceps.

¢ Sonde cannelée.

¢ Alcool iodé.

¢ Alcool chirurgical.

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

¢ Pré anesthésie (xylazine), anesthésie locale (xylocaine a 2%) et générale (ketamine).

¢ Antibiotique injectable (pénicilline-streptomycine) et pour la pulvérisation sur les sites de

ponton abdominale.
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1-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 1’endoscope, 11- xylocaine a 2%, 12- Trocart 7mm, 13-

canule de 7mm a 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 & préhension, 19-, 20-

pipette en verre

Photo 2 : instruments et produits utilisés pour la récolte des embryons

b) Manipulation des embryons :

>

VV VY VYV VY V V V VY

Y

Microscope inversé (Hund) et loupe binoculaire (Nikon).
Milieu de conservation F1
Ethylene glycol (IMV ZA 468 a 1.5 M d’éthyléne glycol)

Bain marie.

NaCl isotonique.

Cathéter 16 G.

Sonde métallique a trois orifices.

Boites de pétrie carrées quadrillées.

Petites boites de pétrie ronde.

Flacons de récolte stérile.

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

Seringues de 50 ml pour injecter le PBS.

¢) Matériel d’endoscopique et d’échographie :

Nous avons utilisé le méme matériel décrit dans le premier chapitre.

2009/2010

35 _
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SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

D) Matériel de congélation des embryons :
¢ Paillettes de 0.25 ml et jonc d’identification.
¢ Containers d’azote liquide

¢ Biocongélateur.

1.2. Méthodes :

L.2.1. Préparation des animaux :

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

sur une table inclinable.

L.2.2. Récolte des embryons :
Elle est réalisée par voie chirurgicale, six jours aprés la premiére saillie, par lavage des
cornes utérines a I’aide d’une solution de PBS a 37 °C. La récolte est déclenchée en cas de

résultat favorable (existence de corps jaunes actifs et I’absence des adhérences),

a) Préparation de la 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 a 1’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 a I’ombilic, est désinfectée deux fois avec de ’alcool chirurgical et iodée. Ensuite

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

b) Technique de récolte :

Apres laparotomie sur la ligne blanche, les cornes utérines sont extériorisées par un forceps et
les organites ovariens sont dénombrés. A I’aide de petits ciseaux pointus, la corne utérine est
ponctionnée au niveau de la jonction utero- tubaire et la sonde métallique munie d’un cathéter
de collecte est mise en place. Puis, 40 ml de PBS a 37 °C est injecté a la base de la corne

utérine (au niveau de la bifurcation), et le liquide est alors récupéré par la voie de retour dans
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un flacon en plastique stérile. Cette opération doit étre effectuée lentement avec un massage
pour éviter toute perte de liquide.

Apres avoir retiré tout le matériel de collecte, une suture de la paroi abdominale est
effectuée par des points en croix avec le Vicryl® décimale 5, enfin la peau est suturée par des

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

L.2.3. Tri et sélection des embryons :

a) Recherche des embryons :

Dés la fin de la récolte, le flacon est mis a décanter sur une surface stable, le
surnageant est alors €élimin€ 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 ’aide d’une
loupe binoculaire, les embryons sont recherchés au grossissement (x40), puis récupéré grace a

une micropipette, pour étre déposé dans une boite de Pétri ronde.

b) Examen et conditionnement des embryons :

La qualit¢ des embryons ainsi que leur stade de développement sont déterminés a I’aide d’un
microscope inversé (grossissementx60), selon la nomenclature de I’'TETS (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 (Photo 3) soit dans une paillette de 0.25 ml (figure) pour etre congelés et transférés apres

décongélation.

Photo 3 : Montage des embryons en pipette en verre pour un transfert.
Les embryons & congeler sont conditionnés en paillette dans le milieu de congélation a
base d’éthylene glycol (IMV ZA 468 a 1.5 M d’éthyléne glycol). La congélation a été réalisée

a I’aide d’un biocongélateur programmable selon la méthode classique lente (figure 5).
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Milieu de congélation

Coton
6cm 3cm
v
? |
Jonc
D’identification Bulle d’air Embryons Bulle d’air

Figure 7 : Schéma de montage des embryons en paillette pour une congélation.

Aprés un temps d'équilibration de ’embryon dans la solution de cryoprotecteur, la

méthode de congélation consiste a :

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 & 3°C par minute
Maintenir I’embryon -7°C pendant 5 & 7 minutes pour stabiliser la paillette

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

Passer le commutateur en PS, le refroidissement de 1’embryon reprend pour une
température de -30°C 4 raison de 0.3 & 0.6°C par minute

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

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

1.2.4. Transfert des embryons :

Les receveuses ont €t€ soumises aux mémes étapes de préparation que celles des

donneuses : elles étaient mises a une diéte totale de 24 heures avant 1’opération de transfert.

Le jour de I’intervention, elles étaient tranquillisées et la région abdominale ventro-caudale

juste cranialement de la mamelle a été rasée, nettoyée et désinfectée avec de l'alcool

chirurgical et iodé.
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Le transfert 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 sur I’un des ovaires), la deuxiéme phase
débuta avec une incision de 2 a 3 cm au niveau de la ligne blanche. L'extrémité de la corne
utérine épsilatéral du corps jaune a ét€ saisie puis extériorisé de I’abdomen a I’aide d’un
forceps.

Une ponction a été réalisée au niveau de la paroi utérine a ’aide d’une aiguille de 18
gauge ; afin de permettre 1'injection du contenu de la paillette (les deux embryons).

La corne utérine a été par la suite remise dans la cavité abdominale .La paroi
abdominale et la peau ont été suturées respectivement par des points simples avec un fil

résorbable et non résorbable. La plaie opératoire a été pulvérisée avec de la Terramycine.

L.2.5. Soins post opératoire :

A la fin de la collecte chirurgicale, les points de ponction et la plaie opératoire ont
¢taient pulvérisés avec un antibiotique a base de terramycine, puis une administration en IM
d'un traitement a 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 I’intervention, 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

effectuce 8 jours apres 1’opération.

1.2.6. Diagnostique de gestation :

Quarante jours apres le transfert des embryons, un examen échographique était
effectué¢ chez les brebis receveuses pour déceler d’éventuelles gestations (selon la méme
technique décrite dans le chapitre 01).

II. Analyses statistiques :
Les résultats sont exprimés par la moyenne + écart type. Pour la comparaison des moyennes,

nous avons utilisé le test de kruskal- wallis (Logiciel SYSTAT, version 10).
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CHAPITRE II : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

ITI. RESULTATS :

IIL.1. Dénombrement des corps jaunes :

Le dénombrement des corps jaunes effectué auparavant sous endoscopie a ét¢ confirmé par

extériorisation et examen des ovaires (cf. photo 4).

|~ Corps jaunes

Ovaire extériorisé

Photo 4 : dénombrement des corps jaunes apres extériorisation de I’ovaire
IIL.2. Résultat de la récolte :
L’examen microscopique des liquides de récolte a révél¢ les résultats suivants :
IIL.2.A. Structures récoltées:

Les résultats de la récolte par corne et par brebis sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : Nombre et moyenne des structures récoltées par corne et par brebis:

Brebis Nombre de structures
Récoltées
Ovaire gauche | Ovaire droit Total
D1 03 03 6
D2 02 02 4
Lot 1 D3 00 04 4
D4 03 02 5
D5 03 03 6
Moyenne 2,2+1.30 2,8+0,83 5+1
D6 15 07 22
D7 02 04 6
Lot2 D8 05 10 15
D9 NR NR NR
D10 05 05 10
Moyenne | 6,75+5,67 6,5£2,64 | 13,25+6,89

2009/2010

a0 |




CHAPITRE II : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

Les résultats montrent que chez les brebis du lot prétraité, le nombre moyen des structures
récoltées est significativement différent de celui des brebis du lot témoin (13,25+6,89 vs
05+1, p<0,01)

II1.2. B. Taux de récolte:

Les résultats relatifs aux taux de récupération d'embryons sont rapportés dans le tableau ci-
dessous :

Tableau 9 : Taux de récolte des embryons.

Brebis Nombre Nombre Taux
de CJ | destructures | de récupération
récoltées (%)
D1 07 6 85,71
D2 07 4 57,14
D3 04 4 100
Lot1l | D4 08 5 62,5
D5 15 6 40
Taux moyen 61
D6 24 22 91,66
D7 12 6 50
Lot2 | D8 21 15 71,42
D9 NR NR NR
D10 13 10 76,92
Taux moyen 75,71

Nous avons constaté que le taux de récolte des embryons chez les brebis du lot prétraité tend a
étre significativement différent de celui des brebis du lot témoin (75,71% vs 61%, p<0,1).

IV. Classification des embryons :

IV.1. Qualité des structures récoltées :

Les résultats de la classification des structures récoltées sont rapportés dans le tableau 10
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CHAPITRE 11 : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

Tableau 10 : Qualité des structures récoltées. Morula (M), Blastocyste (B), ceuf non fécondé (NF),
embryon dégénéré (D).

Brebis Embryons
Classe 1 | Classe 2 | Classe 3 Classe 4
D NF
Lot 1 D1 02(B) 00 02(B) | 02(M) | 00
D2 02(B) 01(B) 00 01(M) | 00
D3 02(B) 00 01(B) | 01(M) | 00
D4 02(B) 00 02(B) | 01(M) | 00
D5 04(B) 00 02 (B) 00 00
Total 12 1 7 5

Taux moyen (%) 48 3,57 28 20

Lot 2 D6 12(B) 06(B) 02(B) |01(M) | 01
D7 03(B) 00 02(B) |01 (M) | 00

D8 11(B) 01(B) 02 00 01
D10 | 08(B) 02(B) 00(B) 00 00
Total 34 9 6 2
Taux moyen (%) | 64,15 1698 | 11,32 7,54

Les résultats du tableau ci-dessus montrent que pour le :
Lot1:
> Le taux moyen d'embryons de classe 1 est plus élevé par rapport & celui de la classe
2,3 et 4, ils sont respectivement de 48%, 3,57% ,28% ,20%.
Lot 2:
> Le taux moyen d'embryons de classe 1 est plus élevé par rapport a celui de la classe
2,3 et 4, ils sont respectivement de 64,15%, 16,98 %, 11,32 %, 7,54 %.

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

Photos S : Ovocyte non fécondé de classe 4
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CHAPITRE II : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

Photos 8 : Blastocyste de classe 1
(1) Zone pellucide ; (2) espace prévitellin; (3) chromatine condensé;(4) Bouton embryonnaire.
(5) blastomeres, (6) Trophoblaste, (7) blastocceles
Figure 8 : Embryons de différentes classes

IV.2. Détermination du taux de fécondité :
Les résultats du taux de fécondité sont rapportés dans le tableau 11

Tableau 11 : Taux de fécondité

Lots | Structures récoltées Taux de fécondité
Embryons | Ovocytes (%)
1 25 00 100
2 51 02 96,22
Total 76 02 97,43

Nos résultats montrent que le taux de fécondité est de :
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CHAPITRE 11 : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

% 100 % pour le lot 1
96,22 % pour le lot 2
¢ 97,43 % pour l'ensemble des brebis.
IV.3. Détermination du taux des embryons transférables:
Le tableau ci-dessous présente le taux d'embryons transférables.

Tableau 12: Taux des embryons transférables

Lots Embryons (%)
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Transférables
Nb | Taux (%) | Nb | Taux (%) | Nb | Taux (%) | Nb | Taux (%)
1 12 48 1 3,57 7 28 20 80
2 34 | 64,15 9 16,98 6 11,32 | 49| 9245
Taux moyen | 46 | 58,97 10 12,82 13 16,66 | 69 | 8846

Nous avons constaté que le taux d'embryons transférables est de:

» 80% pour le lot 1.

> 92,45 % pour le lot 2.

> 88,46 % pour l'ensemble des brebis
Nous avons constaté que le taux d'embryons transférables chez les brebis du lot prétraité tend
a étre significativement différent de celui des brebis du lot témoin (92,45 % vs 80%, p<0,1).
V. Résultats du transfert embryonnaire :
V.1. Détermination du taux de gestation
Les résultats du diagnostique de gestation sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 13: Taux de gestation

Brebis | Nombre d’embryons | Gestation
Transférés

R1 02 +

R2 02 -

R3 02 -

R4 02 -

R5 02 +

R6 02 %
Total 12 03

Taux de gestation 50%
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CHAPITRE II : EFFET DU PRETRAITEMENT PAR UN AGONISTE DE GNRH
SUR LE TAUX DE RECOLTE, FECONDATION , QUALITE ET SURVIE DES
EMBRYONS

Le diagnostic de gestation a révélé que trois brebis sur six étaient gestantes soit un taux de

50 %. L'image ci-dessous représentent une gestation gémellaire chez la brebis R1.
Feetus 1

Liquide
Amniotique
Placenta

Foetus 2

Photo 9 : Imge échographique presenant une gestation gémellaire chez la brebis R1
V.2. Taux de viabilité :
Les résultats de dénombrement des agneaux apres naissance sont résumés dans le tableau ci
dessous :

Tableau 14 : Taux de viabilité des embryons transférés :

Brebis | Nombre d’embryons | Nombre d'agneaux
Transférés
R1 02 02
R2 02 00
R3 02 00
R4 02 00
R5 02 02
R6 02 01
Total 12 00
Taux de viabilité des embryons 41.66 %

Nos résultats montrent que sur les 12 embryons transférés, 05 embryons étaient viables. Ce

qui représente un taux de viabilité de 41.66 %.
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réalisée dans de bonnes conditions produit fréquemment plus de 80% d’ceufs fécondés. En
effet, le dépot de semence dans les cornes utérines, sous contrdle laparoscopique, réduit les
altérations de la survie et du transport des spermatozoides lors de leur passage a travers le
cervix chez les brebis superovulées (Evans et Amstrong, 1984) et augmente ainsi le

pourcentage d'embryons viables (Cogni€, 2000).

2. Qualité des embryons récoltés :

Lors de notre expérimentation, nous avons trouvé que chez les brebis prétraitées ,le nombre
moyen de structures récoltées et d’embryons transférables est nettement supérieur de celui
des brebis témoins (structures récoltées : lot 2, 13,25+6,89 vs 5+1, lot 1) (embryons
transférables : 12+6,27 vs 4+1,22). Ces résultats montrent que le traitement avec de la GnRH
augmente significativement le nombre moyen d'embryons transférables par brebis traitée ,
sans affecter la qualité des embryons récoltés comme décrit précédemment par (Cogni€, 1999,
Ben Said et al., 2004) . En effet, la désensibilisation hypophysaire & la GnRH avec un
agoniste permet d'accroitre le nombre de follicules (2-3 mm), en inhibant les sécrétions
endogeénes de LH et FSH et en diminuant significativement le taux d’atrésie folliculaire dans

cette classe de taille (Brebion et al., 1992).

IH. Résultat du transfert embryonnaire:

Nos résultats montrent que le taux de gestation et de viabilité apres transfert des embryons
frais est de 50% et 41,66% respectivement.

Le taux de gestation obtenu dans notre expérimentation est supérieur a celui décrit par
Naohisa et al., 1987, qui rapportent un taux de 38,9%, mais il est comparable a celui obtenu
par Li et al., (2008) qui rapportent un taux de 47,6% . Néanmoins, ce taux est inférieur a celui
obtenu par Brebion et al., (1991) (80%). Plusieurs facteurs peuvent influer les résultats du
transfert et la survie des embryons. Selon Baril et al, (2003) le taux de survie embryonnaire
est tributaire de la qualité des embryons et du stade de développement embryonnaire lors de la
récolte. En effet, des taux de gestation faible sont observés lors d'un transfert de jeune morula,
embryons de classe 3 et 4. De plus, il faut signaler que le jugement visuel donne une
estimation imparfaite de la viabilité des embryons.

L’age des receveuses est un autre facteur a prendre en considération (Baril et al., 1993), en
effet, le taux de survie des embryons transférés chez les receveuses nullipares est plus élevé
que chez les brebis multipares ce qui peut expliquer les faibles résultats obtenus lors de notre

étude.
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b. Les receveuses @

L’évaluation de la réponse ovarienne chez les brebis receveuses suite au traitement
d’induction et de synchronisation nous a permet de révéler un nombre de corps jaune moyen
de 1,8+0,83.

Notre résultat est comparable a celui obtenu par Evans et Robinson, (1980) qui rapportent
un taux d’ovulation de 1,8 CJ en saison sexuelle et 2,2 CJ en ancestrus saisonnier en utilisant
400UI de PMSG. Par contre, cette réponse est inférieure a celle obtenue par le méme auteur
lors d'utilisation d'une dose de 800UI (7,4 CJ). Selon Evans et Robinson, (1980) administrée
en fin de traitement progestatif, la PMSG augmente le taux d’ovulation .Cependant, la dose
optimale a utiliser varie selon la saison, la race des brebis, la parit€ et le niveau de production

laitiére Vallet et al., (1991).

II. Effet du prétraitement par un agoniste de GnRH sur le taux de collecte, fécondation
et la qualité des embryons :

1. Taux de collecte :

La recherche microscopique des embryons nous a permet de révéler un taux de collecte global
de 68,35% avec des taux de 61% et 75,71% pour le lotl et 2 respectivement.

Les taux de récolte obtenus dans notre travail sont légérement inférieurs a ceux obtenus par
Brebion et al., (1991), Baril et al., (2004) qui rapportent des taux de 72, 76%,78%
respectivement. Par contre, nos résultats sont comparable a ceux obtenus par Ben Said et al .,
(2004) qui rapportent des taux de 64 et 68%. En effet, Nos résultats appartiennent a la
fourchette décrite par (Simonetti et al., 2007 et d’Alessandro et al., 2005) qui varie entre
49,3% et 87,5%.

2. Taux de fécondation :

Nos résultats montrent que le taux de fécondité moyen est de 97,43% avec un taux de 100% et
96,22% pour le lotl et 2 respectivement.

Les taux obtenus dans notre expérimentation sont nettement supérieurs a ceux obtenus par
Cognie et Baril, (2002) qui apres utilisation de la saillie naturelle et 1'insémination artificielle
trouvent des taux respectifs de 75% et 60%. Nos résultats sont aussi supérieur a ceux décrit
par Baril et al, (1986) qui rapportent un taux de 93% aprés utilisation de 1'insémination intra
utérine. Le taux de fécondation tres élevé obtenu chez les brebis superovulées avec ou en
I’absence de prétraitement, pourrait &tre 1i¢ a l'utilisation combinée, au moment optimal, de la

saillie et 1'insémination intra-utérine (Bari et al., 1999). Selon Baril et al., 1991 une saillie
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11 est a signaler, qu’on a noté une bonne synchronisation des chaleurs entre les receveuses et
les donneuses (19+6h , 21,6+5.36 Vs 32+4,72h) .En effet, selon Baril (1993) I’écart de

synchronisation toléré est (+24h) pour les embryons transférés a un age de 6 a 8 jours.

2. REPONSE OVARIENNE :

a. Les donneuses :

L’examen laparoscopique nous a permet de révéler que le nombre de corps jaune, chez les
brebis prétraitées a été significativement différent de celui des brebis témoins (8,2+4,08 vs17,
5+5,91).

Comparativement au brebis témoins, la réponse ovarienne a été supérieure par rapport a celle
trouvée par Hiroco et al, (1998) qui rapportent une réponse ovulatoire de 06+4,5 corps jaunes.
Par contre, cette derniére a été inférieure a celles obtenue par Brebion et al, (1990) et Rexroad
et Powell ; (1991) qui rapportent des réponses respectives de 11 et 12,1+2.3 CJ.

Il est a signaler que les différences dans les réponses aux traitements de superovulation, en
utilisant la méme dose est en relation avec la prolificité de la race (Torres et Cognie., 1984,
Cognie et al., 1986) la préparation et la voie d’administration de la FSH (McNeily., 1985; Fry
et al., 1987, Ammoun et al., 2006). Ces différences peuvent &tre aussi dues au fait que la FSH
exogene a été administrée avec la méme dose a toutes les femelles indépendamment de leur
poids (Ammoun et al., 2006). Cependant, chez les brebis Lacaune prétraitées avec de la
GnRH , Baril et al., (2003) rapportent un résultat similaire au notre (18,4+9,5) CJ . En
revanche, comparativement a nos résultats Lopez-allonzo et al., (2005) ont obtenus une
réponse ovulatoire nettement inférieure (17, 5£5,91 vs 12,2+1,1 ).

Il est a noter qu’il existe une variabilité de la réponse ovarienne individuelle qui peut étre
attribuée a I’importance du taux de réserve ovarienne en follicules primordiaux. Selon
Monniaux et al., (1983) ; Cognie et al ., (2003) ; Veiga - Lopez et al ., (2005 ) il y a une forte
corrélation entre la population folliculaire totale avant la superovulation et le nombre des
structures lutéales dénombrées apres le traitement de superovulation.

Dans notre étude, la différence trouvée entre les lots, en terme de corps jaune, peut étre
expliquée du fait que le prétraitement de GnRH modifie 1’état de la population folliculaire par
inhibition de la croissance folliculaire terminale (réduction du nombre de gros follicules et
augmentation du nombre de follicules de 2-3mm) avec pour conséquence une augmentation
de 50 % de la réponse ovulatoire au traitement de FSH comme rapporté par Brebion et al.,
1992 ; Cognié¢ et al., 2003.
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I. Effet du prétraitement par un agoniste de GnRH et d’induction des chaleurs sur le
comportement d’oestrus et la réponse ovarienne :

1. Comportement d'oestrus :

a. Les donneuses :

Les résultats relatifs a la détection des chaleurs révelent que 90% des brebis donneuses ont
manifesté des signes d'oestrus. Par rapport au lot témoin, le début d'oestrus a €t€ plus précoce
chez les brebis du lot 2 (lot 2, 19+6h vs 21,6+5,36, lot 1), et la durée d'oestrus a été¢ plus
longue (lot 2, 52+9,79 vs 35,2+6,57, lot 1).

Dans notre étude, le début d'oestrus chez les brebis prétraitées avec de la GnRH a été plus
précoce que celui rapporté par Ben-Said et al (2004) (19+6h vs 21+3,5h) et tardif par
rapport a celui décrit par Lopez-Alonzo et al ., (2005) (19+6h vs 17h) . Aussi, la durée
d'oestrus chez les brebis prétraitées a été plus longue par rapport a celle obtenue par Lopez-
Alonzo et al ., (2005) (52+9,79 h vs 27h).

En I'absence de prétraitement, les brebis témoin (lot1) ont présentées un début d'cestrus ( 21,6
h £5,36)comparable a celui décrit par la littérature. Selon Brebion et Baril (1993), environ
85% des brebis de race Lacaune, traitées avec 20 mg de pFSH, viennent en cestrus entre 16
et 28 heures apres le retrait de I’éponge vaginale.

En effet, 'apparition précoce du comportement d'oestrus chez les brebis prétraitées semble
étre liée a la présence, avant le début de traitement de FSH, d’un nombre élevé de petits
follicules (2-3 mm) et au taux d'ovulation élevé comme rapporté par Torres et al ., 1987,
Martemucci et al., 1988 et Baril et al., 1993.

b. Les receveuses :

Dans notre étude, le taux de synchronisation obtenu aprés induction de 1’cestrus en utilisant un
traitement progestatif et la PMSG est de 66,66% et le début d’cestrus a été observé en
moyenne 32 h +3,26 apres le retrait d’éponge vaginale.

Notre résultat est comparable a celui obtenu par Evans et Robinson, (1980), qui rapportent un
début d'oestrus de 35,6h en utilisant 800UI de PMSG, par contre il est différent de celui
obtenu par le méme auteur en utilisant 400UI de PMSG (32 h +3,26 vs 43,2h) .

Selon Cognié et al., (1970), ’administration de la PMSG a la fin d’un traitement progestatif
augmente le pourcentage des femelles en cestrus, de plus; I’intervalle arrét du traitement

progestatif-apparition d’cestrus est en moyenne de 32,7h avec des doses de 400 a 800UL
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CONCLUSION

Chez la plupart des espéces domestiques, la finalité premiere de I’utilisation de la
superovulation et la transplantation embryonnaire est de parvenir @ multiplier la descendance
des femelles a haut potentiel génétique au-dela de leurs possibilités naturelles. Cependant,
chez les ovins, la grande variabilité de la réponse aux traitements de superovulation reste le

principal facteur limitant dans les programmes de transfert embryonnaire.

Les résultats de notre travail montrent que comparativement aux brebis superovulées
en l'absence de prétraitement par un agoniste de GnRH, la réponse ovarienne moyenne est
trés élevé chez les brebis prétraitées (8,2 + 4,08 vs 17,50+5.91 Cj ). Aussi, le taux de récolte
(61% vs 75,71%), et le nombre moyen d’embryons transférable par brebis traitée (4+1,22 vs

12+6,27) sont nettement meilleur chez les brebis prétraitées par la GnRH .

Il en ressort que chez la brebis Ouled Djellal , l'augmentation de la réponse ovarienne
obtenue suite a ’administration d’un agoniste de la GNRH, semble résulté¢ de I'inhibition
temporaire de la croissance folliculaire terminale par conséquent ,un accroissement du

nombre de petits follicules et une élimination des gros follicules .

Nos résultats ont révélé que chez l'ensemble des brebis superovulées , le taux de
fécondation est tres €leve (88,46 %) ce qui semble Etre li€ a I'utilisation combinée, au moment

optimal, de la saillie et 1'insémination intra-utérine.

Aussi, lors de notre expérimentation, le transfert des embryons frais nous a permis de
révéler un taux de gestation et de viabilité de 50% et 41,66% respectivement. En effet, ces

résultats sont comparable a ceux rapportés par la littérature.

En fin on peut conclure que notre expérimentation a arboré¢ des résultats tres
encourageants car elle nous a permet d’améliorer les résultats de la production in vivo

d'embryons ce qui est approprié pour la conservation de la race Ouled Dellal.
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