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Résumé

RESUME :

La transplantation embryonnaire est une biotechnologie qui permet la multiplication de la
descendance des femelles a haut potentiel génétique au dela de leurs possibilités naturelles et
la préservation des races.

Notre travail a comme objectif principal, la maitrise des techniques de production et de
transfert d’embryons in vivo et 1’évaluation de la réponse ovulatoire des brebis suite au
traitement de superovulation.

Une synchronisation été effectuée a 1’aide d’éponge vaginale FGA (40mg) pendant 14 jours,
chez sept brebis (03 brebis donneuses de race Hamra et 04 brebis receveuses de race mixte).

Un traitement de super ovulation avec une dose de (20mg) d’extrait hypophysaire purifié de
FSH porcine, en doses décroissantes, été administré chez les brebis donneuses pendant les
trois derniers jours du traitement progestatif. Tandis que, les receveuses ont regus une dose de
500UI de PMSG au moment du retrait de 1’éponge vaginale.

Nos résultats montrent que les brebis de race Hamra ont répondus moyennement au traitement
de superovulation. La réponse ovarienne est en moyenne de 07+1 corps jaunes par brebis
donneuses. Ainsi, la saillie naturelle réalisée avec un bélier Hamra a permet d’obtenir un taux
¢levé d’ceuf divisé (93.33%).

Le taux de récupération des embryons obtenus apres la récolte chirurgicale est de 52,38% et le
nombre moyen d’embryon transférable est de 4+ 1,41 soit un taux de 72,72 %.

En fin, le transfert d’embryons chez les receveuses été réalisé sous endoscopie, le jour de la
récolte soit six jour aprés la saillie. L’examen échographique effectué 40 jours apres transfert,

révele un taux de gestation de 50%.

Mots clés : Ovin, race Hamra, superovulation, FSHp/LH, transfert d’embryon.




Abstract

ABSTRACT:

Embryonic transplant is a biotechnology which allows high genetic potential the
multiplication of the dérivation of the females beyond of their natural possibilities and the
preservation of breeds.

Our job has as main objective, the maitrise of the techniques of production and transfer of
embryos in vivo and the évaluation of answer ovulatoire of the ewes further to the treatment
of superovulation.

A synchronization summer performed with the aid of vaginal sponge FGA (40mg) during 14
days to seven ewes, including three (03) donors and four (04) recovers of mixed race.

A treatment of great ovulation with a dose of (20mg) of extract hypophysaire cleaned of
porcine FSH, in decreasing doses, managed at the donors ewes during last three days of the
progestatif treatment. While, recipient ewes accepted a dose of S00UI of PMSG in the time of
Withdrawal of the vaginal sponge.

Our results show that the ewes of race Hamra answered to the treatment of superovulation
moderately. Ovarienne answer is average 07+1 corpus luteum by donors ewes. So, the
fertilization accomplished with a ram Hamra a result was a high rate of egg divided (93.33%).

The recovery rate of embryos obtained after harvest surgical east of 52.38% and the average
number of embryos transferred is 4 + 1.41 a rate of 72.72%.

At the end, the transfer of embryos at the conductors accomplished under endoscopy, the day
of the crop is six day after fertilization

The exam ultrasound sperformed 40 days after transfer reveals a rate of 50 % gestation.

Key words: Sheep ,breed Hamra, superovulation, FSHp/LLHp, embryo transfer .
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Abréviation

ABREVIATION

ADN: acide désoxyribonucléique.

CIRD: Controlled Internal Drug-Rleasing Device.

CJ: corps jaune.

COCs : complexe ovocyte —cumulus.

eCG: équine chorionique gonadotrophine

FGA : Acétate de fluorogestone.

FIV: fécondation in vitro.

FIVETE: Fécondation in vitro et transfert d’embryons,
FSH: Follicule Stimuling Hormon.

FSHo: Follicle Stimuling Hormon ovine

FSHp: Follicule Stimuling Hormone porcine.

GH: hormone de croissance.

GnRH, LHRH: (Gonadotrophin Releasing Hormone).
HAP: Horse Anterio Pituitary.

HCG: Human Chorionic Gonadotrophin.

HMG: Human Menopausal Gonadotrophin.
IA : insémination artificielle.

IAU: insemination inta utérine.

ICSH: interstitiel cell stimulating hormone.

ICSI: Intra Cytoplasmic Spermatozoa Injection.
IETS : International Embryo Transfer Society.
IGF1: insulin-like growth factorsl.

IGFs: insulin-like growth factors.

IM : intramusculaire.

LH: Luteinizing Hormon.

MAP : Acétate medronyprogestérone.

OPU: Ovum Pick Up.

PBS: Phosphate Buffered Saline.
PCR:polymérase chaine réaction.

PGF2a : prostaglandine F2alpha.

PMSG : prégnant mare sérum gonadotrophin.
TE : transplantation embryonnaire.

ZP : zone pellucide.






INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le cheptel ovin Algérien prédomine et représente 80 pourcent de I’effectif national avec plus de 10
millions de brebis (MAP ; 2004), ce cheptel est estimé en 2004 a 18 522 417 tétes. Il repose
principalement sur trois races : Ouled Djelall, Hamra et Rumbi (MAP ; 2004).

En effet, nous assistons depuis quelques années a une diminution importante de 1’effectif du cheptel
de race Hamra (Ayachi ,2002). 1l est alors nécessaire de mettre en dlivre des meires visant la
préservation de cette race.

La maitrise de reproduction stipule des connaissances approfondis et plus ou moins €largies sur
I’activité sexuelle de la brebis notamment ceux de nos races locales, ainsi que la mise en profit de

toutes ces connaissances et la coordination entre elles, en vue d’en exploiter au maximum.

Les biotechnologies de la reproduction et en particulier la superovulation et la transplantation
embryonnaire sont deux outils qui s’averrent avoir une place dans les pratiques courantes de
I’élevage ovin car elles tendent a améliorénles génotypes des espéces animales ainsi que leurs
préservation.

La superovulation des donneuses est induite au terme d’un traitement classique de synchronisation
des chaleurs et de stimulation de la fonction ovarienne par une variété de préparation hormonale a
activité gonadotrophe ; les plus appropriés sont les extraits hypophysaires dits « FSH-P » (Brebion
et al ; 1991). Une superovulation bien maitrisée donne un taux d’ovulation moyen de 11CJ et 10
embryons transférable (Brebion et al ; 1991).

La dose totale efficace varie largement selon la préparation hormonale et le génotype de la
donneuse, et devrait étre déterminée probablement au moyen d’une courbe dose réponse. Les doses
totales de FSHp les plus souvent préconisées chez la brebis sont comprises entre 16 et 21 mg
Armour (Brebion et al, 1992 ; Tervit et al ,1984), mais ces doses peuvent s’avérer soit insuffisantes,

soit au contraire excessives pour certains génotypes particuliers

Nous avons voulu par le biais de la présente étude maitriser les techniques de production et de

transfert des embryons et déterminer la dose optimale a utilisée pour les brebis de race Hamra.
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CHAPITRE I

Race ouled djeital

E
{

Figure 1: répartition géographique de la race Ouled Djelall (Anonymel)

Cette race présente trois variétés principales qui différent par leurs tailles et leurs aptitudes :

>

»

Type Laghouat — Chellala — Targuine (Oued Touil) — Boghari : ¢’est la varieté la plus petite
de taille a laine trés fine.

Type du Hodna : Ouled Nail- Djelfa- Sidi Aissa- Boussadda- M’sila- Sétif- Ain M’lila et
Ain Beida : ¢’est le type le plus lourd, il se rapproche de la race Ile de France et ¢’est le plus
recherché par les éleveurs. Il est élevé dans toutes les exploitations céréaliéres des hauts
plateaux.

Type Ouled Djellal — Zibans — Biskra — Touggourt : ¢’est un mouton longiligne caractérise
par des pattes hautes et adapté au grand nomadisme. Cest le type de mouton marcheur.
C’est le mouton des tribus nomades du piémont sud de I’ Atlas Saharien.

A-1- Caractéristiques de la race : Elle se caractérise par :

>

vV Vv

YV V VYV

Téte : assez fine, un peu longue, profil sub-busqué ou busqué chez le male, front large,
chanfrein proéminant, la face est recouverte de poils blancs, lustres et trés fins, l'oeil est
grand et de couleur noir ou jaune clair, les oreilles sont longues, pendantes, absence de
cornes.

Encolure : cou long, sans fanons, nu sur sa partie ventrale.

Tronc : rectangulaire, ligne du dessus droite, du garrot  la base de la queue, cote longue et
bombée, poitrine profonde, descend bas entre les membres antérieurs, queue relativement
courte s’arréte au niveau du jarret.

Membres : longs, adaptés a la marche, gigot plat, trés bons aplombs.

Peau : blanche, cependant quelques traces de pigmentation marrons sur certains sujets trés
visibles chez les jeunes, il y a dilution de ces pigmentations avec I’age.

Laine : la laine est blanche, fine et peu jarreuse, la toison couvre suffisamment I’animal, elle
descend jusqu’aux jarrets et aux genoux, le ventre et la partie inférieure du cou sont nus.
Format et poids : race de grand format, taille moyenne, la hauteur au garrot représente chez
la brebis 70 c¢m (min 61 cm) et 80 cm (min 75 cm) chez le bélier, le poids moyen des
brebis est de 60 kg (min 42 kg), celui des béliers est de 83 kg (min 73 kg).

A-2- Performances zootechniques : Selon Chellig, (1999) les performances sont présentées
essentiellement par:
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A-2-1- Reproduction :

Age au premier cestrus (chaleurs) : 08 2 10 mois.

Saisonnalité de I’cestrus ; 02 saisons (Avril - Juillet) et (Octobre - Novembre).
Mise a la lutte : 18 mois.

Premiére mise bas : 24 mois.

Intervalle entre 02 agnelages : 11 & 12 mois.

Fécondité : 95 %.

Prolificité : 110 %.

Longévité : brebis (10 ans) et bélier (12 ans).

VVVVVVVYY

A-2-2- Production laitiére :

La brebis Ouled djellal se laisse traire facilement. La traite se fait surtout pendant le printemps.
La production est de70 & 80 kg en 06 mois de lactation, le lait de la traite sert & la consommation
familiale (frais - caillé), petit lait (leben) et 4 la fabrication du beurre (smen), du fromage frais
(djeben) et du fromage sec (klila), le colostrum (I¢ba) est également apres ¢bullition (Chellig,
1992).

A-2-3- Production de viande :

Poids moyen a la naissance (agneau) : 3,590 kg

Poids moyen au sevrage (4mois) : 30 kg.

Poids a 18 mois (allouche) : 35 2 40 kg.

Poids des bétes a engraisser (Ténai) 24 mois : 38 4 42 kg.
Durée d’engraissement (grissa) : 60 & 75 jours.
Augmentation pondérale par jour : 150 a 200 grs.

Poids a I’abattage : 12 a 48 kg, rendement 45 %

VVVVVVY

La qualité de viande est bonne, avec un gofit apprécié surtout pour le mouton de la steppe (golit
de chih) (plante aromatique contenant du thymol), le gigot est long et plat (Chellig, 1992).

A-2-4- Production de la laine :

La laine de Ouled djellal est blanche, fine, la longueur de la méche est de 08 cm, le poids de
toison est de 2.5 & 3.5 kg pour le bélier et de 1,5 4 2,5 kg pour la brebis, avec un rendement de 43 %
apres lavage.

B- La race Hamra dite Beni-Ighil :

De par son effectif, c’est la deuxiéme race ovine en Algérie présente ,21 pourcent du cheptel
national des ovins. On la considére comme la meilleure race a viande. Sa répartition géographique
s*étend du Chott Chergui 4 la frontiére marocaine. C’est une race de petite taille & ossature fine et
aux formes arrondies, la téte et les pattes sont rouges acajou foncé et la toison blanc casse. Cette
race résiste aux froids et aux vents glacés. (cf. photo 2 et figure 2 ).
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Figure2: répartition géographique de la race Hamra (Anonymel)

B-1- Caractéristiques de la race : Selon (Chellig, 1992), elle se caractérise par :

>

VVVY ¥V

Corps : trés ramassé avec format petit et courts sur les pattes, le gigot ovoide et cotes
profondes.

Couleur : la peau est brune, les muqueuses sont noires, la téte et pattes sont bruns rouge
foncé presque noirs, la laine est blanche avec du jarret volant brun roux.

Cornes : spiralées, moyenne.

Profil : convexe, busque.

Queue : fine, longueur moyenne.

Poids : pour les brebis (40 kg) et les males (71 kg).

B-2- Performances zootechniques : Ces performances sont présentées essentiellement par

B-2-1- Reproduction :

Age de la brebis au premier cestrus (chaleurs) : 12 mois.

Age au premier agnelage : 18 mois.

Nombre d’agneaux au sevrage pour 100 brebis (mise 4 la lutte) : 75 a 80 %.
Taux de fertilité : 86 % en automne et 83 % en printemps.

Taux de prolificité : 115 % en automne et 116 % en printemps.

Taux de fécondité : 98 % en automne et 96 % en printemps.

Longévité : 8 4 10 ans pour les brebis, 10 & 12 ans pour les béliers.

VVVYVVY
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B-2-2- Production laitiére :

L’aptitude a la traite est bonne, la production totale est de 50 a 60 kg pendant 4 a 5 mois. La
distinction du lait est pour les agneaux au début de la lactation, pour la famille a la fin. Pour la
fabrication de beurre (Smen) notamment (CHELLIG, 1992).

B-2-3- Production du viande :

Poids de I’agneau a la naissance : 2,5 kg.

Poids d’agneau au sevrage a 4 mois : 25 kg.

Poids du broutard (Allouche) a 1 an: 31 kg.

Engraissement (Ténai) & 18 mois : 34 kg (pendant 100 jours).

Poids 4 I’abattage : 42 a 45 kg.

Croissance moyenne journaliére pendant 1’engraissement : 150 2 180 kg.

VVVVYVY

C’est un mouton a viande par excellence, chaire fine 4 saveur apprecice.

B-2-4- Production de la laine : Poids de la toison non lavée : 1,542 kg pour la brebis, 2,543 kg
pour le bélier.

Toison tassée 4 méche carrée, la longueur de la méche estde 547 cm.
Finesse moyenne : 25 & 26,5 microns px2.

Couleur : toison blanche.

Le jarre : rare, roux.

Utilisation de la laine :

e Artisanat et Tapis : flij de tente.

e Industrie : couverture, matelas.

C-La race Rumbi :

VVVVY

La race Rumbi a les mémes caractéristiques que la race Arabe Blanche Ouled Djellal sauf qu’elle
a les membres et la téte mauves (cf. photo.3). C’est une race montagnarde de 1’Atlas saharien, elle
est robuste, les pattes siires, les sabots durs et les cornes sont énormes chez les béliers. Cette race se
répartie entre Tiaret, Sougueur, Djebel Amour, et Khenchela. C’est un animal bien adapté a la
marche, il est capable de parcourir de grandes distances au cours de la transhumance. Il est
également bien adapté aux sols rocailleux secs, au sol de montagne de I’Atlas saharien avec un
climat sec et chaud en été, froid avec gelée en hiver

Photo 3: Brebis de la race Rumbi (Hamaidi, 2007).

LA
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L’agnelle Rumbi qui est une race dessaisonnée, ne présente pas de période d’intensité sexuelle, la
saison sexuelle étant trés longue et présente deux périodes de lutte allant de septembre a décembre
(agnelage d’hiver) et d’avril a juillet (agnelage de printemps). La période d’ancestrus saisonnier
chez la race Rumbi s’observe en hiver. Cependant, cet ancestrus est relatif puisque 'activite
ovarienne se poursuit pendant Ihiver pour certains sujets avec des saillies fécondantes (NIAR,
2001).

1I-2- Les races locales secondaires :
A- La race Berbére a laine zoulai :

C’est une race des montagnes de 1’Atlas Tellien de I’ Afrique du Nord. De petite taille, cette race
se confond avec celle de Beni Ighil qui présente les mémes caractéristiques générales a I’exception
de la coloration et de la laine qui est mécheuse chez la race berbere.

B- La race Barbarine (Oued Souf) :

C’est un mouton barbarin & queue adipeuse apparenté au mouton barbarin tunisien et asiatique.
On la rencontre 4 la frontiére tunisienne dans 1’erg oriental (Oued Souf). Cette race est
remarquablement adaptée au désert de sable et aux grandes chaleurs d’été. Elle utilise trés bien les
paturages maigres des dunes de I’erg oriental. Elle a une puissance digestive remarquable et elle
s’engraisse rapidement.

C-La race D’men :

Cette race a pris une grande importance ces derniéres annees 4 cause de sa prolificité élevée, sa
précocité et sa facult¢ de donner des naissances double couramment, parfois elle donne cing
agneaux en une seule portée. Elle est destinée a augmenter par croisement la prolificité des races a
viande. C’est une race saharienne répandue dans les oasis de I’Ouest algérien et du Sud marocain.

D- La race Targuia-Sidaou :

Cette race est élevée par les Touaregs (d’ou le nom de Targuia) qui vivent et nomadisent au
Sahara entre le Fezzan en Libye -t Niger et au Sud algérien dans le Hoggar - Tassili. Elle est
recouverte de poils, n’a pas de laine, sa queue est longue et fine. Cette race est résistante aux
climats sahariens et aux grandes marches, elle est la seule & pouvoir vivre dans les paturages du
Grand Sahara.
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LES MODIFECATIONS CYCLIQUES DE L’OVAIRE CHEZ LA BREBIS :

La production des gamétes femelles est un phénomene discontinu qui commence pendant
la vie intra-utérine ; puis s’arréte pour reprendre a partir de la pubert¢ avec un caractere cyclique
Elle est le résultat de trois événements : I’ovogenése, la folliculogénese et I’ovulation.
L’évolution d’un gaméte femelle ou ovogenése se fait en partie a I'intérieur d’un massif
cellulaire, le follicule, dont I’évolution ou folliculogenese aboutit 2 maturité a son éclatement et a
I’expulsion du gaméte ou ovulation. Ovogenese et folliculogenese sont donc partiellement
simultanées Le follicule éclaté est aussitdt remplacé par un corps jaune qui entre en régression
rapide lorsque la femelle n’est pas gestante.

Chez la femelle non gestante, ces modifications ovariennes se reproduisent a intervalles
réguliers : le cycle ovarien, qui peut étre deéfini comme ’intervalle entre deux ovulations
successives, a une durée caractéristique propre a chaque espece .1l peut &tre divisé¢ en deux
phases distinctes : la phase lutéale ou prédomine (nt) le (ou les) corps jaune, et la phase
preovulatoire ou folliculaire.

Au cours de chaque cycle ovarien, les voix génitales (oviductes, utérus et vagin) se préparent a
une éventuelle gestation et montrent des modifications tant au niveau histologique que de leur
activité sécrétrice.

L oestrus ou chaleurs est défini strictement comme la période ou la femelle accepte le
chevauchement. C’est le seul événement facilement observable qui marque activité sexuelle
cyclique de la femelle. Il accompagne ou précéde le moment de 1’ovulation.

Le cycle sexuel regroupe toutes les modifications cycliques observées au niveau de 1’ovaire, du
comportement, des voies génitales, entre le premier jour de ’oestrus et le début de 1’oestrus
suivant. (Gilbert et al ,2005)

1-Folliculogenese chez la brebis :

La folliculogenése est la succession des différentes étapes du développement du follicule depuis
le moment ot il sort de la réserve, constituée pendant la vie embryonnaire lors de 1’ovogenese,
jusqu’a sa rupture au moment de Iovulation ou a son atrésie .C’est un phénoméne continue
puisque chaque jour, des follicules entrent en phase de croissance. Ils deviennent follicules
primaires, secondaires puis cavitaires. (Gilbert et al ,2005) ‘

1-1-Les différents stades du développement folliculaire :
1-1-1- Les Follicules primordiaux :

Durant la période feetale, I’épithélium germinatif fournit des cellules qui restent incluse
dans la profondeur de 1’ébauche gonadique, ces éléments vont se diviser pour donner plus tard
les follicules primordiaux.

A la naissance les femelles domestiques possédent 700000 et 200000 follicules primordiaux
mais dés cette période le nombre des follicules primordiaux commence a diminuer et a la fin de
la vie sexuelle, ils sont pratiquement tous dégénérés (Thibault, 1998).

Le follicule primordiale est le plus petit follicule constitué,de I’ovocyte entouré de cellules
aplaties, il se transforme en follicule intermédiaire puis en follicule primaire lorsqu’il présente
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une couche de cellules cuboidales et en follicule secondaire & partir de 2 couches de cellules de
la granuloza .A ce moment, la théque interne s’ébauche et la zone pellucide entourant I’ovocyte
se forme. (Thibault et Levasseur ,2001)

Les follicules primordiaux, intermédiaires, et les plus petits primaires constituent le stock des
follicules au repos, ils représentent la majeure partie (plus de 95 %) de la population folliculaire
ovarienne. Situés dans les couches les plus périphériques du cortex ovarien, ils sont noyés dans
un tissu conjonctif dense (cf figure3). (Thibault et Levasseur ,2001)

W~ albuginée
o

e — cellules folliculeuses

Figure3 : Follicule primordial avec un ovocyte 1 et quelques cellules folliculaires.
(Gilbert et al ,2005)

1-1-2-les Follicules primaires :

L’ovocyte en prophase de la méiose est en croissance et entouré d’une couche de cellules
folliculaires de forme cubique : les cellules granuleuses. C’est durant cette période que ’ovocyte
synthétise, et secréte les glycoprotéines qui donneront naissance 4 une enveloppe hyaline
poreuse : la zone pellucide .Elle est constituce a 95 /. de trois glycoprotéines organisés en longs
filaments interconnectés, appelés ZP1, ZP2, ZP3. La ZP3 forme avec la ZP2 des filaments qui
sont pontés par 1aZP1. Seule la ZP3 est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction
acrosomique. (Yanagimachi, 1994)

1-1-3- Les Follicules secondaires :

L’ovocyte a atteint sa taille maximale et s’entoure d’une couche de glycoprotéine : zone
pellucide. Les cellules granuleuses se multiplient activement pour former un amas de plus en
plus important autour de ’ovocyte : la granulosa a un rdle nourricier pour le gaméte femelle.

A la périphérie de lame basale de la granulosa ; deux couches de cellules du stroma s’organisent,
la théque interne et la théque externe :
% Theque interne: est formé de cellules glandulaires ou se fabriquent les cestrogénes.
> Theque externe : est formée de cellules aplaties et de fibres conjonctives abondantes
garnies de vaisseaux sanguins, chargées précisément de nourrir le follicule et d’emporter
les hormones qu’il produits. (Gilbert et al 2005)
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1-1-4- Les follicules tertiaires (ou follicule & antrum) :

Sous I’action de la FSH, gonadostimuline hypophysaire, les cellules de la granulosa ont
une abondante sécrétion qui entraine la formation d’une cavité (antrum) remplie de liquide
folliculaire, d’une composition proche de celle de plasma.le stade tertiaire correspond a la phase
de recrutement. Le follicule antral est composé de plusieurs couches de cellules de theque, d’une
membrane basale, dun épithélium stratifié de cellules de la granulosa et d’un complexe ovocyte
—cumulus (COCs) (cf figure4).La zone pellucide entourant ’ovocyte est maintenant devenue
compléte (Braw-Tal et Yossefi, 1997).Des projections de cellules de la coronna radiata
s’invaginent a la surface de ’ovocyte pour traverser la zone pellucide et former des jonctions
communicantes ou gap junctions. (Hyttel et al ,1989).
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Figured4 : follicule cavitaire. (Gilbert et al ,2005)
1-1-5- Les follicules de De Graaf (mir ou preovulatoire) :

Les follicules pré ovulatoires sont les plus volumineux : 12-19 mm (vache), 5-10mm
(brebis et chévre) et 25-70mm (jument).Chez cette derniére, leur presence est décelable par
palpation.

Un follicule mfir se distingue par (cf figure5):

» un antrum trés volumineux ;

> un ovocyte situé dans le cumulus oophorus, un épaississement de la couche de cellules de
la granulosa qui se projette dans I’antrum .L’ovocyte est alors entouré d’une couche
réguliére de cellules granuleuses, la couronne radiée ;
une théque interne richement vascularisée dont les cellules, sous I’influence de la LH,
synthétise des androgenes ;

» une théque externe fibreuse ;
une granulosa trés développée, dont les cellules, porteuses de récepteurs 3 la FSH, transforment
en cestrogenes les androgénes produits par la théque interne. (Gilbert et al, 2005)

»
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Figure5 : schéma d’un follicule de De Graaf. (Gilbert et al, 2005)

1-2-Dynamique de la croissance foiliculaire :

A la naissance la population des follicules ovariens, principalement constituée par les
follicules de la réserve ovarienne est d’environ 160 000 chez la brebis, 20.000 chez la ratte et 1
million chez la femme. Le nombre de follicules en croissance représente une faible proportion de
effectif total. (cf figure 6) (Thibault et Levasseur ,2001)

1-2-1- Evolution en fonction de I’4ge :

Plus ’Age augmente, plus Deffectif des différentes catégories de follicule diminue
(figure6). L apoptose est la principale responsable de I’épuisement de la réserve ovarienne.
Chez la brebis et la vache, tout au long de la vie, la stabilité des effectifs de follicules a antrum
est frappante ; exemple chez la brebis de 2 ans, il y a environs 40 follicules pendant la saison
sexuelle ainsi qu’en fin de gestation, environ 60 pendant I’anoestrus saisonnier, et, chez la brebis
de 8 ans, environ 50 follicules. (Thibault et Levasseur ,2001)
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Figure6 : contributions respectives des différentes catégories folliculaires & 1’effectif total des
follicules ovariens chez la brebis. (Thibault et Levasseur ,2001)
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1-2-2-Cinétique de la croissance folliculaire :

Chez touts les mammiféres, I’index mitotique de la granulosa, reflet de la vitesse de
croissance des follicules, évolue en fonction du diametre folliculaire selon une courbe en cloche
(cf figure7).

L’index mitotique des cellules de la théque interne évolue selon le méme mode mais avec une
moindre amplitude. (Cahill et Mauleon ,1980)
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Figure7 : évolution de la capacité de prolifération des cellules de la granulosa en fonction du
diamétre folliculaire. (Thibault et Levasseur ,2001)

1-2-3-Durée de la croissance folliculaire :
La durée de la croissance folliculaire depuis la sortie de la réserve jusqu’a I’ovulation,
chez 1a brebis est d’environ 6 mois ; soit 130 jours jusqu’a I’apparition de I’antrum, puis environ
45 jours jusqu’a I’ovulation. (Cahill et Mauléon ,1980)

1-3-Initiation de Ia croissance folliculaire :

Le nombre de follicule quittant la réserve chaque jour est proportionnel & sa taille, il
diminue en fonction de 1’age, chez la brebis adulte selon les races de 1-3.
Chez la plus part des mammiféres, les follicules primordiaux évoluent trés lentement vers les
stades intermédiaires et primaires, quand le noyau de I’ovocyte atteint environ 0.013 mm chez la
brebis, le follicule entre en phase de croissance, caractérisée par un fort accroissement du
diamétre ovocytaire, puis dans un second temps, du nombre de cellules de la granulosa. (Thibault
et Levasseur ,2001)

1-4-Développement folliculaire basale :

La croissance et latrésie des plus petits follicules sont  peu dépendantes des
gonadotrophines et de leurs variations cycliques, mais ces hormones modulent probablement les
capacités de synthése et la maturation des cellules de la granulosa.

Chez la brebis, si touts les follicules a antrum de diameétre supérieur a 2 mm sont atretiques 4
jours aprés hypophysectomie ; 40 % environ des follicules de taille inférieure restent sains70
jours apres.

(Thibault et Levasseur ,2001)
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2- Développement folliculaire terminale:
2-1-Définition :

Les follicules en fin de croissance sont dépendants des gonadotrophines ; la taille
folliculaire ou apparait la dépendance est de 2mm chez la brebis, la folliculogénése terminale
débute dés ce stade et s‘achéve avec I’ovulation; ’intervalle de temps nécessaire & son
déroulement est de 2-3 jours chez la brebis, 4-5 jours chez la vache.

La croissance des follicules susceptibles d’ovuler se déroule de fagon synchrone et coordonnee.
Le suivie de la folliculogénése par écographie suggere que dans presque toutes les especes, la
croissance folliculaire terminale est activée dés que le corps jaune régresse. La seule exception
est constituée par la jument ou la folliculogenese terminale est initiée pendant la phase lutéale.
Tous les follicules gonado-dépendants présents sur 1’ovaire entrent alors en croissance terminale
(recrutement), ils forment alors une « cohorte » qui comprend plusieurs follicules de taille et de
sensibilité différente aux gonadotrophines (cf figure8). (Thibault et Levasseur ,2001)
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Figure 8: Principaux événements de la folliculogénése terminale au cours de la phase
folliculaire ; les trois processus, recrutement, sélection, dominance sont bien conserves dans
toutes les espéces. (Thibault et Levasseur ,2001)

A mi-phase folliculaire, une sélection se produit et le taille de la cohorte est réduite au nombre
d’ovulations caractéristiques de la race (1-2 chez la plus part des races ovines jusqu’a 10chez
certaines races), le ou les follicules destinés a ovuler, reconnaissables par la taille est appeler
« follicule dominant » ; pendant la période de dominance sont observes :

» la croissance et la maturation folliculaire terminale du (ou des) follicule pré ovulatoire.

> la régression par atrésie des autres follicules de la cohorte.

» blocage du recrutement de nouveaux follicules.
Le recrutement coincide avec I’apparition d’une activité aromatase dans la granulosa, la sélection
coincide avec 1’apparition des récepteurs de LH sur la granulosa, une forte réduction des
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quantités de certaines protéines de liaison des IGFs dans le liquide folliculaire et une forte
production d’inhibine. (Driancourt, 2001)

L’intensité de la dominance, mesurée par 1’écart de taille entre le follicule dominant et le plus
gros follicule atrétique de la cohorte atteint 20mm chez la jument mais n’excede pas 2-3 mm
chez la brebis. 11 est donc bien plus facile d’identifier avec certitude un follicule dominant chez
la jument que chez la brebis. (Thibault et Levasseur ,2001)

Cette croissance folliculaire s'effectue sous forme de vagues successives au cours d'un méme

cycle. On en compte trois de 5-6 jours chez la brebis, 3 de 7 jours chez la vache et la chevre.
Seule la derniére vague de croissance compte un ou des follicules qui pourront entreprendre la
maturation et dépasser le stade du follicule de De Graaf pour arriver a l'ovulation.
Chez les ruminants, l'utérus n'a pas encore acquis une sensibilité suffisante avant l'atrésie des
follicules de la premiére vague; ce sont ceux de la deuxiéme qui induisent la sécrétion de
prostaglandines et entrainent la lutéolyse et s'atrésient en méme temps; enfin, la troisicme vague
se développe sans l'influence inhibitrice de la progestérone et certains follicules pourront maturer
et ovuler. (Royére et Thibault 2001)

2-2- Régulation des mécanismes de la folliculogénése terminale :

Deux niveau de régulation sont généralement évoqué : les régulations endocrine (FSH, LH)
(cf figure 9) et les régulations locales qui affinent le message endocrine.

(2) Sélection (3) Dominance

Q)
B2 E2

Inhibine InhibineL

Figure 9 : sécrétion de gonadotrophines et facteurs de rétrocontrdles au cours des phases de
recrutement, sélection et dominance .L’épaisseur des fléches dénote 1"importance de chaque
sécrétion Les follicules atrétiques ont perdus leur structure caractéristique. (Gayrard ,2002)

a-Contrdle de recrutement:
FSH constitue le signal endocrine implique dans le recrutement :

a)il existe un synchronisme presque parfait entre le niveau de FSH élevé et recrutement.

b) I’inhibine déprime les niveaux de FSH et bloque le recrutement.

¢) chez des brebis rendus hypogonadotropes par administration d’un antagoniste (ou d’un
agoniste) de la GNRH, I’administration de FSH (pure ou recombinante) est capable d’initier une
croissance folliculaire terminale. (Royére et Thibault 2001)

b-Controle de la sélection :
Deux hypothéses sont impliquées :
> L’hypothése gonadotrope fait intervenir la sensibilité¢ individuelle des follicules de la
cohorte & la FSH et le rétrocontrdle négatif sur le niveau de FSH exercé par 1’oestradiol et
% 1’inhibine dont la sécrétion augmente avec la croissance folliculaire. La chute de niveau
de FSH bloque la croissance et la maturation des follicules de la cohorte qui avait les
besoins les plus élevés en FSH.
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% 1’autre hypothése celle de Ieffet de la FSH a I’action d’un facteur 1oca1§ p_roduit par .le
plus gros follicule de la cohorte €t inhibant la prolifération ou la différenciation gellulalre
(aromatase, apparition des récepteurs de LH sur la granulosa) dans les autres follicules de
la cohorte. (Royere et Thibault 2001)

c-Controle de la dominance ;

Bien que les concentrations de FSH circulant soient réduites, le ou les follicules dominants
poursuit sa croissance et sa maturation car ses besoins €n FSH sont réduits ; trois propriétés du
follicule dominant peuvent expliqués son aptitude a survivre dans un environnement appauvri en
FSH :

a)l’acquisition de récepteurs de LH sur la granulosa.

b) I’amplification de la réponse folliculaire ; FSH et LH par des régulateurs paracrines €t

autocrines.

¢) une vascularisation sélectivement amplifié pourrait assurer une diffusion facile de FSH

et LH. (Royére et Thibault 2001)

3-1.’ovulation:

Arrivée au terme de sa croissance, en réponse a une forte &lévation des gonadotrophines,
le follicule s’ouvre et libere I’ovocyte ; ’ovulation se produit 73-25 heures apres chez la brebis,
29-31chez la vache ,11-12h aprés chez la lapine ,35-36 h chez 1a femme.

Environs 24 heurs avant ’ovulation ,le pic preovulatoire de LH fournit le signal endocrinien du
début de la lutéinisation et des modifications qui vont provoquer la libération de 1’ovocyte et la
reprise de sa meiose Lorsqu’il y a plus d’une ovulation celle-ci se produisent sur un¢ courte
période de temps .Par exemple ,chez la brebis Romanov, race prolifique de taux de prolifération
moyen de 3.5, 'intervalle de temps maximum qui sépare la premiére et la dernicre ovulation est
de quatre heures ; ’ovulation peut étre bloquee en plagant les animaux dans des conditions

stressante ,avant le début du pic pré ovulatoire de LH. (Baril et al 1993)
4-1atrésie folliculaire:

L atrésie correspond 2 la régression du follicule jusqu’a sa disparition compléte dans le
stroma ovarien ; dans les follicules primaires et prématurés, elle débute par I’entré en apoptose
de I’ovocyte, en revanche dans les follicules a antrum, c’est une augmentation du taux
d’apoptose des cellules de granulosa qui est le premier signe observable de I’atrésie.

Dans les follicules & antrum, 1’atrésie s’accompagne de changement fonctionnel qui se déroule
suivant une chronologie précise .Ces changements fonctionnels traduit la disparition des activités
qui caractérisent le follicule sain et la mise en place des mécanismes aboutissants a son
involution.ils se produisent de fagon concomitante dans les cellules de granulosa et de theque.
En début d’atrésie, aucun changement notable n’est observé dans les cellules du cumulus qui
entourent 1’ovocyte .Dans les follicules en développement terminale, ’entrée en apoptose des
cellules de granulosa est étroitement controlée par les concentrations plasmatiques des
gonadotrophines.

(Baril et al 1993)
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II/LE CYCLE SEXUEL CHEZ LA BREBIS :
1-Définition :

Les brebis ont un rythme saisonnier de reproduction qui dépend de la variation de la
durée du jour au cours de I’année, I’activité sexuelle maximale correspond a la période des
décroissant, le reste de I’année est qualifie d’anoestrus saisonnier. L’apparition de I’activité
sexuelle cyclique chez I’agnelle a la puberté se manifeste selon les races, a I’dge de 6-10 mois.
(Derivaux et Ectors ,1980). Les femelles qui naissent en fin d’hiver, peuvent &tre mises a la
reproduction en automne de la méme année vers 1’dge de 7-8mois .Pour les naissances les plus
tardives les femelles sont mises a la reproduction 1’année prochaine. (Derivaux et Ectors, 1980).

Pendant la saison sexuelle, Iactivité sexuelle se manifeste par le fait que les brebis viennent
réguliérement en chaleur, tout les 17 j en moyenne. L'activité sexuelle chez la brebis se
caractérise par une apparition périodique de I'eestrus qui dure de 18-72 heures et une moyenne
qui se situe aux alentours de 36 heurs. (Khiati ,1999)

Le cycle cestral se divise en deux phases :
» Phase folliculaire de 3-4 jours qui se termine par les chaleurs et I’ovulation.
» Phase lutéale qui prépare ’utérus pour I’implantation de I’embryon. Si la brebis n’a pas
été fécondée, la phase lutéale est interrompue au bout de 13-14 jours et laisse place 4 une
nouvelle phase folliculaire et donc un nouveau cycle sexuel. (Boukhlig, 2005)

2-Modification du comportement :

Chez la brebis, comme dans la plupart des espéces animales, la réceptivité sexuelle ou
acceptation du maéle est limitée a une courte période de temps, classiquement appelée oestrus,
aux alentours de l'ovulation et absente pendant les autres périodes de la vie de la femelle (phase
lutéale du cycle oestral, anoestrus, gestation). Au contraire du méle, le comportement sexuel de
la femelle est spécifiquement hormono dépendant, et la sécrétion et 'action des hormones sont
essentielles pour le déclenchement et 1'expression de I'cestrus. Les facteurs sociaux tels que la
présence du maéle peuvent étre percus comme des stimuli, mais ils sont incapables de maintenir
le comportement sexuel par un entrainement régulier. Par conséquent, chez les races saisonnées,
la saison sexuelle est plus marquée chez la femelle que chez le méle. (Boukhlig, 2005)

3- L’anoestrus dit saisonnier :

Dans les pays tempérés, les ovins et les caprins manifestent d'importantes variations
saisonnieres de l'activité sexuelle dues a la photopériode, la température, 1’alimentation ou
encore les interactions entre individus. Dans les deux sexes, il existe une période d'activité
sexuelle maximale qui s'étend, en général d'aoiit a janvier, et une période d'activité minimale de
février a juillet. On peut y voir dans les conditions naturelles la possibilité pour les petits
ruminants de mettre bas pendant la meilleure période de 1'année.

Les variations se manifestent, chez la femelle, par l'existence d'une période d'anoestrus
saisonnier, de durée variable selon les races. (Hanzen, 2005)

On sait depuis longtemps que parmi d'autres, le changement de la durée d'éclairement
quotidien (photopériode) est chez les petits ruminants un des principaux facteurs responsables
de l'anoestrus dit saisonnier. Les jours dits courts sont stimulateurs de l'activit¢ sexuelle et les
jours longs inhibiteurs. (Hanzen, 2005)

Découverte en 1958 La mélatonine, une indolamine de faible poids moléculaire (231 Daltons)
est la sécrétion principale de la glande pinéale chez les ovins et les caprins. Chez les races
photopériodiques, la mélatonine traduit les effets de la lumiére sur la reproduction. Elle n'est
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sécrétée que pendant la nuit et c'est par sa durée de sécrétion nocturne que les animaux
percoivent la durée du jour. Ses sites et son mode d'action sont encore mal connus, bien que
plusieurs tissus cibles aient €té récemment identifiés dans I'axe hypothalamo-hypophysaire du
mouton (hypothalamus médiobasal et pars tubéralis de I'nypophyse) (Boukhlig, 2005)

4-Hormones intervenants dans la régulation du cycle cestrale:
4-1- hormones gonadotropes et activité de I’axe hypothalamo-hypophysaire :
4-1-1 -Hormones hypothalamiques (GnRH) :

Chez les animaux I’initiateur et le régulateur fondamental de la fonction reproductrice
et la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormon). Quelques neurones situés dans 1’hypothalamus
(ou plancher du cerveau), appelés pour cette raison neurones 4 GnRH, sécrétent dans le sang
porte hypophysaire, un décapeptide (10 acides aminés) qui est responsable de la sécrétion de la
LH La demi vie de cette neurohormone est trés courte (4 a 5 minutes) et son action est
essentiellement locale, limitée aux cellules hypophysaires. Elle est aussi appelée LHRH (LH
Releasing Hormone), ou gonadolibérine (Boukhliq ,2005).

La libération de la GnRH s’établie aprés 1’intégration par les neurones hypothalamiques d’un
grand nombre d’informations nerveuses ou hormonales parvenant au systeme nerveux central.
Les informations provenant du milieu extérieur ont également une trés grande influence sur la
pulsation de la GnRH : par exemple ’odeur du male peut chez la brebis augmenter la fréquence
des pulses ; le photopériodisme par le biais de la mélatonine ; modifie I’activité des neurones de
I’hypothalamus. (Gilbert et al 2005)

Le caractére pulsatile de la sécrétion de la GnRH semble jouer un réle important dans la
libération des gonadotrophines .La nature de liaison entre le systtme nerveux centrale et
I’hypophyse via le systéme porte hypothalamo hypophysaire, permet une stimulation trés fine
des cellules gonadotropes .c’est & ce niveau que le message hormonale plus lent sert a coder
I’état physiologique. Ainsi, chaque pulse de GnRH est suivi de pulse de LH, lui-méme suivi
d’une pulse d’oestradiol ou de progestéronea cote de son action sur la sécrétion des
gonadotrophines la GnRH stimule la biosynthése de FSH et de LH .Le mode d’action de la
GnRH est doublée: d’une part elle entraine une libération rapide et transitoire des
gonadotrophines et d’autre part, elle exerce une stimulation & long terme sur la synthése de ces
hormones. Cette action est consécutive & la fixation de la GnRH avec une affinité¢ sur des
récepteurs membranaires de nature glycoproteique. (Caraty et al, 1997)

4-1-2- Hormones hypophysaires (hormones gonadotropes LH et FSH) :

Secrétées par I’antéhypophyse, petite glande située juste sous le planché du cerveau ; les
hormones gonadotropes sont des glycoproteines dont le contenu en sucres est d'environ 13 %
pour la LH ovine et 25 % pour la FSH ovine. L’acide sialique, qui fait partie du contenu en
sucres, est essentiel pour l'expression de I'activité biologique des gonadotrophines car il prolonge
la demi-vie des glycoprotéines en inhibant leur capture et leur dégradation par le foie. Toutes les
hormones gonadotropes sont composées de deux sous unités o et B .Les sous unités a sont trés
semblables entre les hormones gonadotropes.

Dans l'espéce ovine, la sous unité o contient 96 acides aminés et la sous unité B LH 119 acides
aminés. Les différents sous unités employées seules ne possedent pas ou presque pas d'activité
biologique; toutefois, les sous unité B quand elle est associée & une sous unité a est responsable
de l'activité de I'hormone. Au site d'action gonadique, les hormones gonadotropes reconnaissent
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des sites récepteurs trés spécifiques 4 la surface des "cellules cibles". La liaison entre I'hormone
et son récepteur provoque une cascade d'événements intracellulaires qui conduisent a une
réponse spécifique de la cellule. (Boukhlig, 2005)

4-1-2-1- FSH (Follicule Stimuling Hormon) :

La FSH est une glycoprotéine synthétise par I’antéhypophyse, déja dans I'hypophyse
d'agneaux femelles de 80 a 100 jours. FSH contréle le développement de I’ovaire et la croissance
folliculaire (assure la croissance d”un follicule sélectionnable en follicule pré ovulatoire), prépare
I’action de LH par fragilisation de la membrane du follicule de De Graaf, et stimule la sécrétion
d’estrogénes par les cellules de la granulosa. (Rieutort, 1995).

La FSH contrdle I’aromatase, enzyme responsable de 1’aromatisation des androgeénes en
cestrogéne et dont 1activité est plus importante dans le follicule dominant que dans les follicules
dominés (Henzen, 2000). Elle stimule la multiplication des cellules de la granulosa et la
formation de I’antrum, d’autant plus fortement qu’il existe une imprégnation préalable par les
estrogénes (Rieutort, 1995)

4-1-2-2-LH (Luteinizing Hormon) :

La LH ou ICSH (interstitiel cell stimulating hormone) est une glycoprotéine secrétée par
’antéhypophyse, elle a une action complexe sur I’ovaire. (Rieutort, 1995)

Elle agit sur le follicule préovulatoire en diminuant le taux de récepteurs a la FSH, déclenche la
reprise de la méiose, et sous son influence le follicule donne des oestrogénes et le corps jaune
donne de la progestérone. (Rieutort, 1995)

Au cours de la gestation, aucune augmentation en ICSH dans le sang ne se produit chez la brebis,
les taux se maintiennent aux alentours de 2 ug/ml. (Raymond Gilles et al 2006)

Le pic des gonadotrophines (LH et FSH) déclenche : La maturation folliculaire, la reprise de la
deuxiéme division méiotique, et 'ovulation. (Raymond Gilles et al ,2006)

4-1-3-Activité de 1'axe hypothalamo hypophysaire :

Au début du cycle, ’hypothalamus secréte la gonadolibérine (GnRH) qui stimule, juste
au dessous de lui la sécrétion de I’hypophyse de FSH et LH .ces deux hormones se rependent par
le sang dans I’organisme ; dans 1’ovaire ( un follicule ou plusieurs se développe et sa theque
interne secréte I’oestradiol .Cette sécrétion d’cestradiol prévient 1’hypothalamus qu’il doit
intensifier sa sécrétion de GnRH ce qu’il fait aussi tét I’hypophyse, a son tour renforce la
production de FSH et LH , et la théque interne du follicule intensifie sa sécrétion d’oestradiol .

1l arrive un moment ou ce renforcement de sécrétion de (FSH, LH, GNRH) aboutit & une telle
montée du taux de FSH et LH (montée, qui sur une courbe forme deux pics) et que ’ovulation se
produit. A la place du follicule s’installe donc le corps jaune, qui se met a secrété activement la
progestérone et aussi 1’oestradiol mais cette fois c’est ’action de la progestérone qui domine ;
alors que I’cestradiol excitait 1’hypothalamus, la progesterone freine la sécrétion de GnRH d’ou
diminution des taux de FSH et LH, ’ovaire de se fait diminue sa sécrétion d’cestradiol et de
progestérone : le corps jaune régresse et lorsqu’il a suffisamment régressé, le frein qu’exercait la
progestérone sur I’hypothalamus se desserre, et la production de GnRH reprend (un nouveau
cycle se met en route). (Soltner, 2004)
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4-2-Les hormones ovariennes et prostaglandine :
4-2-1- Stéroides ovariens :
a-Les cestrogenes :

Les hormones stéroidiennes, de nature lipidique et toutes fabriquées a partir du
cholestérol, sont les cestrogénes et la progestérone spécifiquement active chez la femelle.

Etymologiquement, (Estrogene signifie « qui engendre l’oestrus»; parmi les cestrogenes
l'oestradiol 17béta, est la principale hormone sécrétée par le follicule sain, essentiellement par les
cellules de la théque interne, et par les cellules interstitielles particuliérement pendant la
croissance folliculaire terminale. Sa sécrétion dans le plasma sanguin de la veine ovarienne est
sous le controle direct de la pulsatilité de la LH. Chaque pulse de LH produit 1'apparition d'un
pulse doestradiol 17béta. Avant T'ovulation, le follicule préovulatoire sécrete d'importantes
quantités d'oestradiol 17béta qui peuvent €tre détectées dans le plasma de la circulation geénérale.
Lioestradiol 175 et d'autres oestrogénes sont également sécrétés par l'unité feeto-placentaire.
(Boukhlig, 2005) -

Les différentes actions connues de l'oestradiol 17béta sont également les suivantes:

> Induction du pic préovulatoire de LH et de FSH au début de l'oestrus, par la mise en
jeu d'une rétroaction positive sur l'axe hypothalamo hypophysaire;

» Déclenchement direct du comportement sexuel femelle avant l'ovulation, mais
également action sur le comportement male, puisque la testostérone est transformée
en oestradiol dans le systéme nerveux;

» Modification de lactivité des cellules utérines pour faciliter le transport des
spermatozoides et préparer l'utérus a l'action de la progestérone;

» Controle de la synthése et libération de la prostaglandine F2alpha par l'utérus, avant
la lutéolyse

» Rétroaction négative sur l'axe hypothalamo hypophysaire (en dehors de la période
préovulatoire). (Gilles et al 2006)

b- La progestérone :

La progestérone est la principale hormone sécrétée par le corps jaune formé apres
lutéinisation des cellules folliculaires consécutive & l'ovulation. La progesterone est ¢galement
sécrétée par l'unité feeto-placentaire. La sécrétion de progestérone est sous le contrdle de la LH.
La progestérone n’a aucune action sur une muqueuse au 1epos, c’est 4 dire, sur une muqueuse
qui n’a pas été préalablement imprégnee par 1’oestradiole de ce fait la progestérone a un double
effet (une action anti-cestrogénique et d’autre part une action spécifique) .D’autres effets connus
sont les suivants:

> Blocage des ovulations cycliques par rétroaction négative sur l'axe hypothalamo
hypophysaire;

» Chez la brebis, sensibilisation du systtme nerveux a laction des oestrogenes pour
linduction du comportement d'oestrus. (Boukhliq ,2005)
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4-2-2- Les Peptides ovariennes :
a- L’inhibine :

L’inhibine est une substance protidique classée dans le groupe des cybernine : substance
autre que les stéroides interférant sur le contrble des gonadotrophines hypophysaires et
intervenant dans le processus de maturation gamétique .leur intervention se situerait au niveau
des facteurs de liaison des hormones hypophysaires sur les récepteurs gonadiques. (Gilbert et al
2005)

L’inhibine présente une dualité d’action ; la premiére s’exerce de manicre locale, au niveau des
follicules eux-mémes, elle limiterait de maniére autocrine la conversion d’androgene en
cestrogénes par action sur I’aromatase présente au niveau des cellules de la granulosa ; la seconde
action de ’inhibine est périphérique, elle inhibe la sécrétion de FSH hypophysaire. (Woodruf el
al ,1990)

4-2-3- Les Hormones de I’utérus :
a- La prostaglandine :

La prostaglandine F2alpha de faible poids moléculaire (environ 300 Daltons) n'est pas un
stéroide, mais un dérivé de I'acide arachidonique. La prostaglandine F2a est sécrétée par l'utérus
en réponse aux pulses d'oestradiol provenant de l'ovaire lors de la Iutéolyse.

La PGF2a présente dans le follicule pré ovulatoire, permette 1’éclatement du follicule au moment
de I’ovulation.

Elle déclanche la régression du corps jaune ou lutéolyse et sa disparition du 4 la fin du cycle, si
la femelle n'est pas gestante. (Boukhliq ,2005)

5-Les différentes phases du cycle cestrale chez la brebis :

La durée du cycle est généralement uniforme pour une race donnée ; elle varie de 14 a 20
jours avec une moyenne de 17 jours.

Le pro oestrus est de 3 jours, I’oestrus de 30 a 48 heures, le metoestrus de 2 jours et di-oestrus de
10a 14 jours. L’oestrus est généralement plus court en début et en fin de saison, comme aussi
lorsque le bélier est constamment maintenu au sein du troupeau. L’ovulation se produit en fin de
période oestrale, soit 18 430 heures aprés le début de 1’oestrus ; elle est plus fréquente au niveau
de I’ovaire droit que de 1’ovaire gauche.

11 est peu fréquent que 1’ oestrus survienne en cours de lactation ; les chaleurs se manifestent si on
sépare 1’agneau de la mére, ou bien au moment du sevrage de ’agneau ou encore 2 la fin de la
lactation.

1l arrive qu’une ait lieu 15 220 heures aprés la parturition mais elle ne s’accompagne pas de
développement folliculaire, ni d’ovulation. (Derivaux et Ectors ,1980)



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE I1

5-1- Procestrus (période de maturation folliculaire)

Au stade du procestrus ; un ou plusieurs follicules ovariens sont en voie de maturation sous
I’influence de la FSH et de la LH .L’action de cette derniére devient progressivement
prédominante et en résulte une production de plus en plus grande d’hormones folliculaires par la
granulosa ; ces cestrogénes vont finalement déclencher 1’apparition de la seconde phase du cycle
cestrale. le pro cestrus dure 2-3jours chez les petits ruminants.

Sous I’influence des quantités importantes d’cestrogénes produites par I’épithélium folliculaire a
la fin du procestrus les glandes utérines prolifeérent et le volume de 1‘utérus augmente (phase de
prolifération) mais cette augmentation de volume est surtout due a une inhibition cedémateuse de
la muqueuse. (Kolb, 1975)

5-2-Oestrus (chaleur) :

La vocation naturelle de I'eestrus est le rapprochement des deux partenaires sexuels. Celui-ci
comporte dans un premier temps la recherche de ce partenaire, puis dans un second temps
l'apparition d'une réponse posturale caractéristique de l'accouplement. Au cours de ces deux
séquences associées aux variations plasmatiques de la progestérone (diminution), de l'cestradiol
17 B (augmentation) et des hormones hypophysaires LH et FSH (augmentation). (Hanzen ,2005)

L’cestrus correspond a la maturation du follicule et & la sécrétion maximale d’cestrogene.
(Gilbert et al, 2005). Chez la brebis, les chaleurs durent normalement 24-30 heurs et les chances
de fécondations sont maximales a la fin de cette période .Les chaleurs peuvent durée plus
longtemps en cas d’ovulation double ou multiple ; en générale 1 a7 follicules arrivent a maturité
dans chaque cycle. (Kolb ; 1975)

5- 3- Metoestrus (phase anabolique du corps jaune) :

Aprés 1’oestrus, le corps jaune se développe dans le follicule rupture et au bout de 6-10 jours, il
est devenu une glande endocrine fonctionnelle ; qui va produire de la progestérone tout au long
de la phase lutéale, bloquant ainsi la libération dhormones gonadotropes par I'hypophyse.
(Boukhliqg, 2005)

Le devenir du corps jaune est conditionné par celui de 1’ovule. (Kolb, 1975) ; Si la brebis n'a pas
été fécondée, la phase lutéale est interrompue au bout de 13 & 14 jours et laisse place a une
nouvelle phase folliculaire et donc 4 un nouveau cycle sexuel. Si celui —ci est fécondé, le corps
jaune reste actif et empéche la maturation de nouveaux follicules. (Boukhlig, 2005)

Durant cette période la femelle n’accepte plus de se laisser monter .Elle deviennent plus calme,
la vulve se décongestionne, le mucus redevient plus épais et ne s’étire plus. (Gilbert ,2005)

5- 4- Dioestrus

En cas de non fécondation, le corps jaune commence a régresser a partir des 10 jours environs
qui suivent I’ovulation .La production de progestérone diminue et son action inhibitrice sur
I’antéhypophyse s’affaiblit ; une nouvelle maturation folliculaire va pouvoir commencer. La
durée du dioestrus chez les ruminants est de 7 jours environ. (Kolb ,1975)
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III/LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE CHEZ LA BREBRBIS
1- Fécondation :

Les spermatozoides sont incapables de pénétrer un ovule; aprés un séjour dans le tractus
genital femelle (1,5 heure chez la brebis), ils acquiérent leur aptitude 4 la fécondation; c'est la
capacitation. Apres la réaction acrosomique qui a lieu dés que la fixation du spermatozoide
capacité sur la zone pellucide est réalisée, la libération des enzymes acrosomiques et les
mouvements violents du flagelle permettront au sperme fécondant de traverser la zone pellucide
et de fusionner avec la membrane plasmique de I’ceuf. (Baril et al ; 1993)

La penétration de l'ovocyte par le spermatozoide provoque une série de changements conduisant
au développement normal de l'oeuf. Le premier d'entre eux est la modification structurale de la
zone pellucide pour prévenir la pénétration de l'oeuf par plus d'un spermatozoide. Le second est
la reprise et l'achévement de la méiose avec l'extrusion du second globule polaire. Les
pronucléus méle et femelle sont alors formés par décondensation des chromatines respectives,
puis s'unissent pour donner le noyau diploide d'une seule cellule. La fécondation provoque
¢galement l'activation de I'cuf qui se divisera 24 heures plus tard. (Baril et al ; 1993)

2- Développement embryonnaire précoce:

Apres la fécondation l'ovocyte commence la mitose qui le conduit & former un embryon de

deux cellules (ou blastoméres). Chaque cellule est de la méme taille, moitié de la taille originale
de la cellule initiale. Chacun de ces deux blastoméres se divise & nouveau produisant un embryon
a quatre cellules. (Baril et al ; 1993)
Les divisions se succédent pour donner un embryon a huit puis 16 cellules et ainsi de suite. Les
divisions cellulaires ne sont pas tout & fait synchrones et des nombres impairs de cellules sont
observés. Tout au long de ces divisions, les cellules deviennent de plus en plus petites, sans
accroissement notable de la taille de I'embryon, maintenu dans sa zone pellucide. (Baril et al ;
1993)

Ces divisions successives conduisent & une petite balle compacte, appelée morula, formée de 16
a 32 cellules. L'embryon ovin passe de l'oviducte & l'utérus 60 & 72 heures aprés l'ovulation,
lorsqu'il est formé de 8 a 16 cellules, au stade jeune morula. (Baril et al ; 1993)

Aprés le stade morula, I'embryon forme une cavité pleine de liquide, le blastocéle, 'embryon est
alors appelé blastocyste. La couche cellulaire externe, appelée le trophoblaste, formera le chorion
foetal. A l'opposé du blastoccele, un groupe de cellules, le disque embryonnaire, formera le foetus
lui-méme.

Une fois le blastoccele formé, le blastocyste va passer par une série de lentes expansions suivies
de rapides contractions et dun accroissement de sa taille. Il sortira finalement de la zone
pellucide, pour subir une élongation dans la lumiére utérine. La chronologie de ces différents
¢vénements pendant le développement embryonnaire précoce est représentée au (tableau 2 et 3)
(Wintenberger-Torres et Sevellec ; 1987)

Immeédiatement apres la fécondation, I'embryon commence & jouer un rdle actif en sécrétant des
substances qui agissent sur la mére. Quelques heures aprés la fécondation, il est en effet possible
de détecter un composé protéique spécifique (qui inhibe la formation de la «rosette» dans un test
immunologique), dans le sérum sanguin de la mére. Quand le blastocéle est formé, I'embryon est
déja capable de synthétiser et de sécréter différentes protéines. Aux jours 10-12 de gestation
(our 0 = jour du début de l'oestrus) chez la brebis, le trophoblaste sécréte un composé protéique
(la «trophoblastine»), qui bloque l'activité lutéolytique de la prostaglandine F2a. Ce blocage

22



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE Il

permet au corps jaune de continuer a sécréter de la progestérone jusqu'a la mise bas. L'embryon
commence a s'attacher au jour 14 de gestation, quand la vésicule chorionique s'est développee
suffisamment pour venir en contact étroit avec I'épithélium de la corne utérine; c'est la nidation.

Tableau 02 : chronologie du développement de 'embryon ovin (Wintenberger-Torres et
Sevellec ; 1987)

Jours | Stades avant et aprés ’ovulation Temps en heures aprés le
début de I’cestrus
Début des chaleurs Oh
Jo
Picde LH Début des 1’cestrus
Insémination ou accouplement 0-12h
ovulation 24-30h
J1 fécondation 25-31h
J2 stade 2 blastomeéres (lere division)
J2 stade 4 blastoméres 56h
J3 stade 8 blastomeéres
J4 16 cellules : morula 60h
J5 48 cellules (16-76) : morula 72h
J6 100 cellules (44-150) : jeune blastocyste
J7 200 cellules (138-308) : blastocyste
J8 400 cellules (150-650) : blastocyste sortant de
la zone pellucide (ZP)
J9 400 cellules (250-550) : blastocyste sans zone
pellucide
96h
J10 700 cellules (230-1620): blastocyste en
expansion
J14 Implantation : les premiers contacts entre les
cellules du trophoblaste et 1’épithélium de
I’endométre qui marquent le début de
I’implantation
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Tableau 03: Segmentation d’embryons normaux (j 0 — j10) (Wintenberger-Torres et Sevellec ;

1987)

Jours | Stade de | Schéma théorique Coupes histologiques des

développement différents stades
d’embryons frais

J1 stade deux blastoméres

J2 stade quatre blastomeéres

3 stade huit blastomeéres

74 stade seize blastoméres

5 stade 40 blastoméres
stade 80 blastoméres
Limites cellulaires

J6 moins distinctes
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jours | Stade de | Schéma théorique Coupes  histologiques
développement des différents stades
d’embryons frais
Stade jeune blastocyste AR
J7 -Formation  du la
blastocoele

-Amincissement de la
pellucide

J8

Stade blastocyste.
-Agrandissement du
blastocoele
-Poursuite de
Pamincissement de la
pellucide

J9

Embryon stade
blastocyste -Rupture de
la pellucide (hatching)

J10

Blastocyste libéré de sa
pellucide

-Début de migration de
I’endoderme.
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1-Introduction :

La maitrise de la reproduction présente plusieurs avantages considérables. Elle permet de
choisir la période de mise bas, de diminuer les périodes improductives, d'optimiser la taille de la
portée et enfin d'accélérer le progres génétique. C'est également un outil de base indispensable a la

mise au point de nouvelles biotechnologies de l'embryon ou de conservation du patrimoine
génétique.

2-Détection de I’oestrus :

La détection des chaleurs (oestrus) représente un des facteurs essentiels d’obtention d’une
fécondité et d’une fertilité normale. Multiples sont les facteurs qui conditionnent 1’extériorisation
normale des symptomes de I’oestrus. Divers sont €galement les moyens qui directement ou
indirectement améliorent la qualité de la détection des chaleurs (Hanzen, 2005).

La détection de ’oestrus peut étre basée sur I’observation directe des étapes successives du
comportement d'cestrus par des personnes entrainées, (cf. figure10) (Baril et al 1993):

grice 4 des males entiers portant un tablier abdominal.
Avec des males vasectomisés.
Avec des femelles endrogenésées ou des males castreés.

La femelle, au moment de l'oestrus, est sensible & l'odeur du méle et répond a sa cour par
I'immobilisation posturale, nécessaire a 'accouplement.

Outre la recherche active du méle, les brebis manifestent d'autres signes externes qui sont plus ou
moins perceptibles, selon les races ou les individus, au moment de l'oestrus. 1l s'agit de: L’agitation
de la queue ; la téte tournée vers le méale, souvent complétement, si celui ci se trouve derricre elle;
des bélements, plus fréquents si le méle est absent. Ces signes apparaissent et disparaissent
progressivement avec le début et la fin du comportement d'oestrus. Ces cveénements sont
responsables des modifications des comportements alimentaires et de repos chez la femelle. La
présence des males et les accouplements répétés est capable de réduire la durée de l'oestrus
(Hanzen, 2005)

Figure 10: comportement sexuel lors de 1’cestrus (Florence et al, 2005)
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3-Maitrise du cycle sexuel :
3-1-Méthodes zootechniques :
3-1-1-Effet bélier :

L'effet male est une méthode employée depuis trés longtemps chez les ovins puisque la
premiére référence connue date de 1813 (Girard ,1813). "L'effet bélier" est utilisé, soit pour avancer
le début de la saison sexuelle ; soit pour rompre I'anoestrus post-partum. L'introduction de béliers
entiers ou de leurs substituts (méles castrés et traités aux stéroides, femelles traitées aux androgénes,
ou odeur des béliers) dans un troupeau de femelles non cyclées induit I'ovulation chez la grande
majorité des brebis. Cet effet est d'autant plus marqué que l'on se rapproche du début de la saison
sexuelle. Le stimulus du male induit une accélération des décharges pulsatiles de LH conduisant a
un pic préovulatoire et donnant lieu a I'ovulation 48 h environ apres la mise au méle. (Thimonier et
al , 1986).

Aprés une période disolement sensoriel complet, l'introduction d'un méle dans un troupeau de
femelles provoque immédiatement une brusque augmentation de la fréquence et de 'amplitude des
pics de LH. Au plan physiologique, les échanges sensoriels mis en jeu peuvent intervenir sur l'axe
hypothalamo-hypophysaire et controler l'activité ovarienne. La perception du male se fait
essentiellement par voie olfactive. Cependant, les stimuli tactiles (activit¢ méle, poursuites
sexuelles) peuvent également jouer un réle. (Hanzen ,2005)
Chez la brebis, la durée de I'isolement sensoriel doit étre au minimum de trois semaines. Les
premiéres ovulations ont lieu dans un délai de 48 heures aprés l'introduction du bélier, elles sont
silencieuses. Les cestrus se manifestent en moyenne 18 & 25 jours, (Hanzen ,2005) ot il existe deux
pics d'apparition des chaleurs, respectivement 18-20 jours et 24-26 jours apres introduction des
béliers. (Thimonier, 2000).

L’effet méale ne sera optimisé que moyennant le respect de quelques conditions préalables (Hanzen
2005) :

> On évitera de pratiquer au cours du mois précédant la lutte, des interventions quelque peu
« stressantes » telles la tonte, les vaccinations, le déparasitage, la taille des onglons, le
changement d’environnement

» Compte tenu de la longueur du cycle spermatogonique (60 jours), la préparation des
béliers commencera deux mois environ avant la lutte : examen du tractus génital, examen
du sperme, augmentation de la surface d’hébergement pour augmenter ’activité physique,
stimulation de 1’ardeur sexuelle par mise en présence de femelles en chaleur.

» Mise en place d’un flushing chez les males et les femelles

3-1-2-Eclairement artificiel (photopériode) :

L'existence de variations saisonniéres de l'activité sexuelle des brebis et des chévres est
connue depuis plusieurs dizaines d'années (Ortavant ef a/ 1988).
Des équipes travaillant depuis de nombreuses années sur le controle de l'activité sexuelle des petits
ruminants par la photopériode, ont permis d'expérimenter, puis de proposer aux professionnels de la
filiere, une palette de traitements "photopériodiques”. Ceux-ci leur permettent précisément
d'atténuer ou d'abolir les effets néfastes des variations saisonnieres d'activité sexuelle. (Chemineau
et al 1988)
Le principe du traitement photopériodique est le suivant :
On fait croire aux animaux qu'ils sont au printemps ou en ét¢ alors qu'on est en fin d'automne ou en
hiver. A cette période de jours longs succédera une période jours courts. En pratique, la méthode
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consistera a éclairer la bergerie (tubes néons si possible car moins agressifs pour les yeux ou
halogenes fournissant 200 lux au niveau des yeux des animaux) pendant 15 4 18 heures d’une part
des 6 heures du matin jusque l'aube et d'autre part du crépuscule jusque 22 voire 24 heures. La
phase d'éclairement en jours longs doit durer au moins 75 voire 90 heures. Cette phase de jours
longs est suivie d'une phase de jours courts qui correspondra & I'éclairement naturel si la phase de
jours longs se termine avant la mi-mars. Si ce n'est pas le cas, la phase de jours courts est créée en
occultant la bergerie. Le retour des jours courts déclenche l'apparition des chaleurs dans les jours
qui suivent.

Ce schéma d’intervention peut dans le cas de batiments ouverts étre reproduit par 1’administration
de mélatonine ) soit sous forme d’injection journaliére soit sous forme d’implants sous-cutanés
(Mélovine) de maniére & avoir des concentrations plasmatiques voisines de 50 % du niveau
nocturne des animaux témoins. Une combinaison des deux traitements photopériodisme et
mélatonine est envisageable en recourrant & la succession éclairement - mélatonine « flash
melatonine ». Une période dite de jours longs sera appliquée pendant deux mois au moins au cours
de I’hiver. Elle sera suivie par un traitement au moyen de mélatonine au cours du printemps de
maniere & prévoir une période de lutte & la fin de celui-ci (introduction des béliers 70 jours aprés le
début du traitement a la mélatonine). (Hanzen, 2005)

A ce jour, cette technique est encore peu employé en élevage ovin, toutefois, les premiers résultats
obtenus montrent qu’en lutte naturelle, la fertilité et la prolificité sont proches de celles de la saison
sexuelle alors que les brebis sont fécondes en avril -mai.

Sur le plan du travail et des équipements, ’emploi de cette technique nécessite des adaptations de
Iinstallation €lectrique .La nécessité de maintenir les brebis en bergerie au moins pendant la nuit au
cours de la période des flashes lumineux peut engendrer des colits supplémentaires d’alimentation
en cas de conduite a I’herbe en hiver. (Bonne, 2005)

3-1-3-Flushing :

Chez la brebis, le poids vif avant la lutte, reflet de 1'état nutritionnel moyen du troupeau, a une
influence déterminante sur le taux d'ovulation, la fertilité et la prolificité. De plus, la prise de poids
avant la lutte est un facteur d'amélioration des performances de reproduction. Le flushing consiste a
augmenter temporairement le niveau énergétique de la ration, de fagon & compenser les effets d'un
niveau alimentaire insuffisant ou d'un mauvais état corporel. En pratique, I'apport de 300g de
concentré supplémentaire par brebis et par jour, quatre semaines avant et trois semaines apres la
lutte permet d'augmenter le taux d'ovulations et de réduire la mortalité embryonnaire. (Hanzen,
2005)

> Aussi ce sont toujours les brebis les plus lourdes qui ont la prolificité la plus élevée.

» Une complémentation minérale et vitaminique a cette période est aussi une bonne précaution
Chez les males, cette suralimentation doit commencer 2 mois avant la lutte (car la durée de
formation des spermatozoides est de 40 jours et leur durée de transit est de 20 jours) par un apport
de fourrage de bonne qualité ou par une supplémentation de 3004 500 g de concentré. (Issif ,2001)

3-2-Méthodes hormonales :
3-2-1-Progestérones :

Pour de raisons de gestion de la reproduction chez les brebis, on fait parfois recours a des
méthodes de synchronisation des chaleurs dont la principale est basée sur l'utilisation de
progestagenes (FGA - Acétate de fluorogestone, MAP - Acétate medronyprogestérone) se sont les
protocoles les plus rependus (Boukhliq ,2005)

8
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Le principe est d’induire pendant un temps donner chez ’animal une source exogene de
progestérone afin de mimer la présence d’un corps jaune et ainsi bloquer tout les animaux au méme
stade du cycle (dioestrus).Différents dispositifs permettent la diffusion progressive de I’hormone
,éponge vaginale (cf photo 4 et 5), des CIRD (Controlled Internal Drug-Rleasing Device) (Whitly
et Jackson ,2004)

La progestérone peut étre combinée aux gonadotrophines (PMSG, HCG, GnRH) pour avancer la
saison sexuelle, pour synchroniser les chaleurs ou améliorer la prolificité.

La méthode de synchronisation avec des €éponges vaginale comprend trois étapes:

> la mise en place dans le vagin de la brebis ou de l'agnelle d'une éponge, en mousse de
polyuréthanne imprégnée de progestérone, (30 a 40 mg d’acétate de fluorogestone).

» l'injection intramusculaire d'une dose de PMSG lors de retrait de I'éponge.

» le contrdle des conditions de fécondation (saillies ou insémination artificielle).

T B T ST

Photo 4 : (A) Dispositif de mise en place. (B) Eponge vaginale (CLEMENT ,2006)

La progestérone contenue dans I'éponge est absorbée par la muqueuse et agit:en bloquant les
décharges cycliques d'hormones gonadotropes hypophysaires (cas des brebis en activité sexuelle),
et en préparant l'action de la PMSG (cas des brebis en ancestrus). La durée et la dose de FGA est
tributaire de la saison (tableaul) (Hanzen ,2005)

Tableaud:Modalités pratiques d’utilisation des progestagenes (FGA) chez les ovins (Hanzen, 2005)

Paramétres Saison sexuelle Contre saison

Dose de FGA 40 mg 30 mg

Durée du traitement 14 jours 12 jours

Dose de PMSG 300 a 600 UI 400 a 700 UI

Moment d’injection Au retrait Au retrait

Moment de la saillie (monte en main) 483a60h 482360 h
1 bélier / 10 brebis 1 bélier / 5 brebis
1bélier/7a8agnelles | 1 bélier / 3 a 4

agnelles

Moment d’insémination Brebis : 55 heures Brebis : 55 heures

Agnelle : 52 heures Agnelle : 52 heures
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3-2-2- Les prostaglandines :

L'effet lutéolytique de la prostaglandine F,a est connu depuis 1972/1973 (Lauderdale ef al ,1974).

Elle peut etre injectée seule ( injection unique ou multiple) ou bien associée avec les progestagenes.

A-En injection unique ou répétée :

La maitrise de la phase lutéale peut chez les femelles cyclées étre obtenue en faisant appel a
la prostaglandine F2a seule. ‘ ‘

Chez les petits ruminants, la prostaglandine n'induit la lutéolyse qu’entrent le 5" et le 14°™ jour
du cycle. La progestéronémie diminue au cours des 24 heures suivant I'injection, 1’ oestrus
apparaissant chez la brebis dans un délai de 38 heures en moyenne. Lovulation survenant 93+8
heures aprés 1’injection de la prostaglandine.

Des résultats forts variables ont néanmoins été observés compte tenu de la dose utilisée et du
moment du cycle auquel la PGF2o0, a ét€ injectee.

> Le cloprostenol est lutéolytique aux doses comprises entre 31 et 125 mg chez la brebis. La
plupart des auteurs recommandent 1’utilisation chez la brebis d’une dose de cloprostenol
comprise entre 100 et 125 mg.
> PEn ce qui concerne le dinoprost, le méme effet est observé a la dose de 20 mg chez la
brebis quoique des doses de 4 mg chez la brebis ait également permis d’obtenir le méme
effet (Berthelot et al ; 2002). Une dose de 8 mg de dinoprost administrée entre le 6™ et le
12°™ jour du cycle est moins efficace qu’une dose de 16 ou 24 mg.
Chez la brebis, en cas de double injection de 125 mg de cloprostenol, un intervalle de 11 jours
semble devoir étre préféré 4 un intervalle de 9 ou 10 jours. (Ott et al ; 1980).

B-En association avec les progestagénes :

Chez les brebis, I’induction et/ou la synchronisation de 1’oestrus peut étre obtenue par un
traitement combinant progestagénes et prostaglandine avec ou sans PMSG ou par une injection
unique ou double de prostaglandine.

Chez la brebis, des éponges vaginales imprégnées de 60 mg de MAP sont laissées en place pendant
7 4 8 jours et 20 mg de dinoprost ou 125 mg de cloprostenol sont injectés 24 heures avant ou au
moment du retrait. La fertilité ainsi obtenue est comparable a celle des animaux témoins non traités.
(Hanzen 2005).

3-2-3-1a PMSG :

Les principes qui déterminent le choix de la dose de la PMSG découlent de l'action de 1la PMSG, et
des caractéristiques des femelles.
Les principales informations qui doivent étre prises en compte sont les suivantes:

» La prolificité habituelle du troupeau: en saison sexuelle, la dose de PMSG nécessaire a
l'obtention d'une méme prolificité, devra étre plus élevée pour un troupeau a prolificité
faible
que pour un troupeau & prolificité habituellement €levée; sans oublier que la prolificité
souhaitable doit étre adaptée aux possibilités des femelles et de I'€levage.

> L'état physiologique des femelles: allaitantes, traites, taries, la dose de PMSG devant
baisser dans cet ordre.

> L'intervalle depuis la mise bas précédente: la dose doit diminuer avec l'allongement de cet
intervalle.
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> Les caractéristiques de reproduction de la race et du troupeau considéres: par exemple, une
race & ancestrus saisonnier "profond" nécessitera & contre-saison une dose de PMSG plus
élevée qu'une race a ancestrus "léger".
% La date d'intervention: plus on se rapproche du milieu de la saison sexuelle, moins la dose
de PMSG nécessaire est élevée puisque la proportion de femelles en ancestrus diminue.

Les doses les plus couramment utilisées pour les femelles adultes, varient entre 400 et 700 unités
internationales (UI) & contre-saison, 300 et 600 UI en saison sexuelle. (Boukhlig, 2005)

3-2-4-Implant de mélatonine :

L'utilisation de la mélatonine pour avancer le début de la saison sexuelle a €t¢ largement
étudiée. (Kennaway et al, 1982; Crocker et al, 1987) et a conduit a la fabrication d'une mélatonine
synthétique. La libération continue de mélatonine par des implants induit un effet des 'jours courts"
tout 4 fait comparable a celui obtenu par un apport particulier de mélatonine dans la nourriture ou
par des photopériodes courtes (Arendt, 1988).

Dans l'espéce ovine, une distribution quotidienne de mélatonine est indispensable pour induire une
avance de l'activité ovulatoire. Dans ce contexte, les implants offrent un avantage certain par
rapport & une distribution orale (2 & 3 mg par jour en fin d'aprés-midi).

Ils sont constitués d'un mélange de silastic et de mélatonine ou d'un cceur de mélatonine compactce
entourée d'un polymére (Mélovine en France : 18 mg de mélatonine, poids de l'implant : 20 mg). Le
retrait n'est pas nécessaire puisque l'implant est biodégradable. (cf tableau05)

Divers facteurs sont de nature a influencer la réponse au traitement. La durée du traitement
nécessaire a l'obtention d'une activité ovulatoire chez plus de 70 % des brebis est comprise ente 36
et 90 j. La dose efficace d'administration est celle qui permet d'obtenir une concentration
plasmatique au moins égale a 50 % de celle enregistrée pendant la nuit. Sous ce seuil, la réponse
semble dépendre du niveau endogéne de mélatonine propre a chaque brebis. La réponse dépend
également du caractére saisonnier ou non des races traitées.

Les implants de mélatonine peuvent étre employés avec d'autres traitements zootechniques
ou hormonaux. Ainsi, il a été démontré que "l'effet bélier" est maximal quand les béliers sont
introduits 30 & 40 jours aprés la pose de l'implant. De méme, les implants seront le plus souvent
insérés 30 & 40 jours avant l'insémination c'est-d-dire 18 & 28 jours avant la mise en place de
I'éponge vaginale(tableau 2)Témoignant d'une grande innocuité et un délai d'attente nul (lait,
viande, abat), la mélatonine présente un intérét zootechnique certain puisqu'elle permet d'augmenter
de 2 4 23 le nombre d'agneaux obtenus pour 100 brebis traitées. Par ailleurs, elle offre la possibilité
d'avancer de 4 4 8 semaines la période de commercialisation des agneaux et donc d'en tirer un
meilleur profit. Elle permet également de regrouper les agnelages et donc d'en augmenter la qualité
de la surveillance. (Hanzen, 2005)
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Tableau 5 : Schéma d'utilisation des implants de mélatonine (espéces ovine et caprine)

(Hanzen, 2005)
Lutte naturelle
Isolement des béliers
J-7 Implants sur les béliers
JO Implants sur les brebis
J 40 Introduction des béliers
J60a J70 Saillies
Synchronisation et TA
Jo Implant sur les brebis
J18aJ28 Pose des éponges vaginales
J30aJ40 Retrait des éponges
Injection de PMSG
55 heures apreés le retrait IA
J 354 J45 Introduction des béliers

Saillies des retours

4-Insémination artificielle :

Cette méthode de reproduction répond a plusieurs objectifs. D'abord 1'amélioration génétique du
cheptel : en effet grace a cette technique il est possible de féconder un grand nombre de femelles
avec la semence d'un seul médle. Comme ses descendants hériteront d'une partie de son patrimoine
génétique, ce mdile sera choisi en fonction de ses qualités ; D'autres raisons sont aussi mises en
avant : 1'économie permise par la réduction de la population de reproducteurs males, la limitation
des risques sanitaires (maladies sexuellement transmissibles), ou encore le contrdle de la période de
mise bas.

1-Technique d’insémination :

L’essort de I’insémination artificielle chez les ovins est consécutif d’une part aux propriétés
particuli¢res du sperme chez cette espéce (résistance aux procédés de congélation) et d’autre part a
la relative difficulté¢ du cathétérisme du col utérin. (Fieni, et al 1992).11 existe trois techniques
différentes sur le terrain, la technique par dépdt vaginal, la technique par dépét cervical
/transcervical et la technique endoscopique. (cf tableau 06)

Tableau6 : quantité minimales (en millions) de spermatozoides mobiles nécessaires selon le site
d’insémination (D’apres ; Youngquist ,1997)

Type de semence

Fraiche Réfrigérée Congelée
Insémination vaginale 300 inefficace inefficace
Insémination cervicale 100 150 180
Insémination transcervicale 60 60 60
Insémination endoscopique 20 20 20
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a-Insémination par voie vaginale :
la technique vaginale ne peut &tre utilisé qu’avec de la semence fraiche et en quantité élevée (300
millions de spz) par rapport aux autres techniques (Youngquist ,1997)

b-Insémination par voie cervicale :

La technique cervicale ou transcervical est effectue par n’importe qu’elle type de semence en tenant
compte du degré d’altération des spermatozoides selon le type de conservation ( il faut 180 millions
de spz congelés contre 100 millions en frais ) .Dans cette technique d’insémination trans-cervicale
,I’animal est soulever par les pattes arriéres par un aide .I’inséminateur introduit un spéculum dans
le vagin afin de bien visualisé le col de I'utérus par une petite lampe ,ensuite le pistolet
d’inséminateur est doucement amené au travers le col en essayant de ne pas le franchir trop
brutalement .Pour s’assurer de ne pas endommager 1’utérus , il ne faut pas introduire le pistolet de
plus de 38 mm dans 1’utérus . (Youngquist ,1997) (Cf figure 11)

"ﬂ__ Utering Body
n\— (site of semen
% ‘_ 3 delivery)
& N9 L] Uterus

W

Bladder ;-!\

(

Figure 11: insémination cervicale ou transcervical (d'aprés ; Youngquist 1997)

Cependant, des problemes techniques liées aux caractéristiques du sperme ,font que ces
inséminations utilisent uniquement de la semence fraiche mise en place dans les 6a 12 heures
suivant le prélévement .Si 'utilisation de la semence fraiche ,par voie cervicale ,donne sur le plan
de la réussite une fertilité de ’ordre de 65 a 70%,il n’en reste pas moins de cette méthode présente
certains limites d’utilisation :organisation du travail au laboratoire et a I’airs d’expédition.(Fieni, et
al 1992)

c-Technique de I’insémination artificielle sous contréle endoscopique :

Afin d’améliorer chez I’espece ovine le taux de réussite en insémination artificielle, de permettre
une meilleure diffusion du patrimoine génétique et de pouvoir utiliser de la semence congelée, il a
€té proposé de déposer la semence non pas a 1’entré du col ou dans le canal cervical mais
directement a I’intérieure de I’utérus sou contrdle endoscopique : ¢’est I’insémination intra utérine.
(Fieni, et al 1992)

Les femelles sont soumises & une dicte de 24h afin de réduire I’encombrement du tractus digestif,
et de faciliter la localisation et la manipulation instrumentale de I’appareil génital. Les
inséminations sont réaliser en plagant I’animal en décubitus dorsale cranialement incliné a 45°, le
champ opératoire est tendu puis desinfecte, les zones de ponction sont insensibilisées par une
anesthésie locale. L’introduction des tocards se fait de part et d’autre de la ligne blanche. Aprés
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mise en place des instruments et localisation du tractus génitale la semence est déposé dans
chacune Sdes cornes utérines .Les trocards sont ensuite retirés, un antibiotique est appliqué sur
chaque point de ponction. (Maxwell et al ,1984) (Cf figurel2)

Figurel2:Descriptif de le technique d'insémination intra-utérine sous contrdle laparoscopique
I=palpateur;1=canule de 5mm; 2=lumiére du palpateur ,3=paillette fine (0.25ml) ;4=aiguille long
5mm diamétre 0.7mm ;5=canule de diam 7mm ;6=gaz du pneumopéritoine ) ( d’apres ;Loebeuf et
al ,1991)
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I/introduction :

On appelle biotechnologies de I'embryon l'ensemble des techniques mises au point a
partir des connaissances de base acquises sur le développement de l'embryon (cf figurel3)
(Colleau et al, 1998). Leur essor est récent et encore a bien des égards modeste. Elles se sont
développées chez les mammiferes domestiques a partir des années 80, d'abord dans l'espéce
bovine ot la reproduction des animaux était, depuis déja 30 ans, largement organisce autour de
l'insémination artificielle. Aujourd’hui elles sont également de plus en plus largement appliquées
dans d’autres espéces telles, la chevre la jument, et la brebis. (Hanzen, 2005)

1l est classique de distinguer trois générations de biotechnologies de 1’embryon. La
premiére génération a permis de produire des embryons in utero apres stimulation hormonale des
femelles donneuses (superovulation).

Plus récemment, une deuxiéme génération de technologies est apparue qui s'appuie sur la

production d'embryons en culture, aprés maturation et fécondation in vitro d'ovocytes préleves
sur l'animal vivant ou aprés abattage (FIVETE : Fécondation in vitro et transfert d’embryons,
OPU : Ovum Pick Up).
Les progrés de nos connaissances sur la physiologie de I’embryon de mammifére permettent
maintenant I'émergence d'une troisiéme génération de techniques. Celles-ci tirent parti de
l'extraordinaire plasticité des premiers de I’embryogenése et visent a modifier encore plus en
avant les caractéristiques de l'embryon: stades le transfert nucléaire qui aboutit & la production de
clones, et la transgénése qui consiste a introduire un géne étranger dans les cellules de 'embryon
en sont les illustrations. A ces techniques viennent s’ajouter le sexage de l'embryon, sa
congélation ou encore I’ICSI (Intra Cytoplasmic Spermatozoa Injection). (Hanzen, 2005)
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Figure 13 : Les principales biotechnologies de I’embryon. (D’aprés Colleau et al, 1998)
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II/ La Superovulation :

La superovulation au sens large, est un traitement utilisé¢ en vue d’augmenter le nombre
d’embryons transférables, chez une donneuse sélectionné. Son principe consiste 4 multiplier le
nombre de descendants d’une brebis de haute valeur génétique en lui faisant produire un nombre
élevée supérieur 4 la production naturelle d’embryons .Ces embryons seront transférés chez des
brebis receveuses de moindre valeur génétique et économique Il faut noter que contrairement a
la synchronisation des chaleurs ,la superovulation ne se pratique généralement que sur les
donneuses cependant ,certains auteurs préconisent d’injecter des hormones gonadotropes a des
doses plus faibles aux receveuses dans le but d’obtenir la maturation de plusieurs corps jaunes
qui favoriseront ainsi leur gestation . (Vallet et al, 1991)

La superovulation des donneuses est induite au terme d’un traitement classique de
synchronisation des chaleurs (éponges vaginales).La fonction ovarienne peut étre stimulée par
une variété de préparation hormonale & activité gonadotrope (Chupin; 1988).

Il existe un relatif consensus sur le principe d’une stimulation de qualité (Cognie et al ,1986) :

> La durée de stimulation doit avoisiner celle de la croissance folliculaire.

» L’activité FSH doit nettement prédominer sur celle de LH contaminante en début de
traitement ; ceci condamne notamment ’usage de 1’eCG, molécule dont I’activité
intrinséque LH est environ 4 fois supérieure a I’activit¢ FSH, un enrichissement en LH
semble en revanche nécessaire en fin de traitement (FSH/LH<0.4) conditionnant
I’induction des ovulations.

1-Critéres de choix des femelles donneuses :

Les animaux entrant dans un protocole de superovulation doivent étre choisis le plus tot
possible avant le début des opérations.
Si les qualités génétiques sont déterminantes dans le choix des donneuses, 1°état physiologique et
sanitaire 1’est tout autant .La donneuse ne doit pas étre trop dgée, doit avoir eu une carriére de
reproduction sans troubles notable et se présenter en parfait état de santé a ’examen clinique et
gynécologique (3 mois avant les opérations).
De plus, il est recommandé de respecter un intervalle d’au moins 2mois entre la demiere mise
bas et le début du traitement. (Vallet et al, 1991)

2- Préparations physiologique des donneuses :

La préparation alimentaire ou flushing provoque une prise de poids rapide et stimule I"activité
sexuelle des animaux .Elle est systématique chez les donneuses. Le flushing débute trois
semaines avant les chaleurs des donneuses. (Casamitjana ,1991)

Les traitements antiparasitaires et les vaccinations doivent étres effectués 30 jours au moins
avant le traitement de superovulation. (Hanzen, 2005)

3- Les Traitements de superovulation :

L’administration des progestagénes a I’aide de I’éponge vaginale doit précéder la stimulation
ovarienne par les gonadotrophines d’une part, parce que les brebis et les chévres ne présentent
pas de cycle sexuel tout au long de I’année. D’autre part, parce que cela permet de synchroniser
1"état physiologique des donneuses et des receveuses d’embryon .Avec ce type de traitement, la
production d’embryon est possible aussi bien en saison sexuelle que hors saison (Cognie et
Baril,2002)
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3-1- Molécules utilisable :

A/PMSG (prégnant mare sérum gonadotrophin) :

C’est une gonadotrophine d’origine placentaire, secrétée par les cupules endométriales de
la jument gravide a partir des 35 jours de gestation, et qui est présente dans le sang entre le 40 et
le 150 j de gestation (Del Campo et al ,1985).

C’est une grosse molécule (64000 daltons) constituée pour environ 10% de son poids d’acide
sialique, ce qui lui confére une bonne stabilité et limite donc son catabolisme in vivo. Sa demi-
vie dans l’organisme est de ’ordre de 4-6 jours (vache) (Del Campo et al ,1985) et d’une
vingtaine d’heures chez la brebis (Lyngset, 1964).

Cette propriété le rend pratique d’utilisation car une seul injection permet de réaliser une
stimulation sur plusieurs jours (Cahill et al ,1981).L’activité de cette molécule est a la fois, LH et
FSH, malheureusement la variabilité du rapport d’activité FSH/LH en modifie énormément
I’efficacité (Mori, Kano ;1984).

B/ FSH (Follicule stimuling hormone):

La FSH est I’hormone de croissance folliculaire d’origine hypophysaire, c’est une
glycoprotéine de taille moyenne (30000 daltons) pauvre en acide sialique (5%) ; sa demi vie est
donc courte par rapport a celle de 1a PMSG : 4a6 heurs chez la vache (Del Campo et al, 1985), et
seulement 20470 mn chez la brebis. (Akbar et al ; 1974).

Les FSH utiliser dans les protocoles de super ovulation sont extraites de broyas d’hypophyses

de porc. Le porc étant 1’espéce la plus intéressante pour la préparation d’extrais pituitaire du fait
de la grande disponibilité en hypophyse et surtout de leurs teneurs élevées en hormones .Les
différentes FSH varient en fonction de leurs procédé d’extraction et surtout de leurs degré de
putréfaction, c’est a dire leurs rapport FSH /LH (Leufeuvre, 1992)
La FSH décongelée se conserve sans dommage au réfrigérateur (4°C) pendant le traitement. Une
fois décongelée, la solution ne peut étre recongelée. Compte tenu de sa dégradation rapide dans
Iintestin de I’homme, la FSH ne présente aucun risque pour la santé¢ humaine. La FDA
américaine ne préconise aucun délai de retrait de lait ou d’abattage des animaux ainsi traités
(Hanzen ,2005).

B-1-Les préparations commerciales :

La FSH fut d’abord caractérisé par la sociét¢é ARMOUR la méme qui a mis au point I'unité
amour 2 partir d’activité in vivo .Les préparations ne sont pas standardisée et le rapport FSH/LH
varie selon les lots de 0.4 & 1.1 (Driancourt et al ; 1988).

B-1-1-Les FSHp : Elle se caractérise par leur plus grand degré de purification et se présente
sous de nombreux types de préparations commerciales :

% FSH “INRA”:
Cette FSH a été mise au point par I'INRA de Tours; elle se caractérise par une méthode de
purification qui permet I’obtention d’un produit dont le rapport FSH/LH peut étre modul€ et fixé
(entre 3 et 10). (Driancourt et al ; 1988).Cette préparation est commercialisé sous la forme de 3
flacons (le premier contenant 32mg Armour de FSH en poudre, le second contenant la LH, pour
faire un rapport FSH/LH =1, et le troisi¢éme contenant le solvant).

<+ Folltropin(ND) :

Elle est commercialisé au Canada et contient moins de 5 % de LH (Armstrong et al, 1986) .Elle

se présente sous la forme d’un flacon de 20mg de poudre lyophilisée (correspondant a 35mg du
standard NIH, National Institute of Health) accompagnée de 20mg de solvant.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

< FSH BECKERS ou STIMUFOL (ND) :
Elle présente la particularité d’étre particuliérement bien purifiée contenant moins de 0.5% de
LH, et séparé de la LH (également trés purifiée) Elle est fournie préte a 'emploi, c’est & dire
dans des flacons contenant les différents rapports FSH/LH nécessaires aux besoins de
I’expérience (Beckers et al, 1977).

B-2-Le rapport FSH/LH :

La LH intervient & deux niveaux principaux : le premier consiste en la sélection finale des
follicules vers ’ovulation ou ’atrésie alors que le deuxiéme est I’ovulation proprement dite (pic
de LH ovulatoire) (Gonzalez ; 1984).

Les préparations commerciales de FSH contiennent toutes de la LH mais dans les proportions
trés variable (Leufeuvre ; 1992) : cette quantité peut étre mesurée par le rapport FSH/LH.

Dans les conditions physiologiques, ce rapport évolue au cours du cycle, avec une diminution a
1’approche de I’ovulation (Bono et al, 1983). Cependant, durant un traitement de superovulation,
diminuer le rapport FSH/LH lors des derniéres injections n’améliore les résultats que si I'on se
trouve a contre saison (Cognie et al ;1986).Par ailleurs, si le rapport FSH/LH trop faible par
exceés de LH, Iovulation se trouve prématurée et les résultats sont moins bons(Murphuy et
al ;1984) ; inversement, si le rapport FSH/LH est trop élevé par manque de FSH, "oestrus est
retardé et les résultats sont aussi moins bons. Il convient donc, pour avoir les meilleurs résultats
possibles, de bien contrdler I’évolution de ce rapport jusqu’a I’ovulation (Gonzalez, 1984).

B-3-Distribution au cours du traitement :

Une évolution décroissante du rapport FSH/LH permettrait d’obtenir de meilleurs résultats a
contre saison, COGNIE et al (1986), proposent un protocole avec un rapport diminuant de 56/10
a 14/94 sur 3j. Le taux de brebis ovulant passe de 1 sur 10 avec un traitement normal, & 10 sur 11
avec ce protocole.

D’autres comme BARIL et BREBION (1992), préférent modifier le rapport uniquement au
moment de la derniére injection, passant d’un rapport de 8 4 0.4 ou 0.13.

C/ HAP (Horse Anterio Pituitary):

C’est un extrait pituitaire équin qui a donné des résultats intéressant en superovulation équine
(Armstrong ,1983) cependant ceux-ci ne sont pas meilleurs qu’avec la PMSG (Corteel, 1968) sa
difficulté d’obtention est responsable de sa moindre compétitivité par rapport a la PMSG ou la
FSH.

D/ HMG (Human Menopausal Gonadotrophin):
Elle est extraire de I’urine de femme ménopausées et est utilisée en médecine humaine aux
Etats Unis sous le nom de PERGONAL (ND) (Whitley , et al 2004)

E/HCG (Human Chorionic Gonadotrophin):

C’est une glycoprotéine sécrétée par le placenta et éliminer dans les urines de la femme
enceinte dés les premiers jours de gestation .Son action est essentiellement de type LH (Nuti et al
,1987), avec une demi-vie plus longue que la LH (respectivement 8h et 12 250 minutes) (Del
Campo et al, 1985)

F/Traitement cocktail associant FSH et PMSG :
Le traitement avec 'eCG est économiquement peu cofiteux et, en raison de sa longue demi-vie,
peut étre administré dans une injection simple. Cependant, donné a des doses importantes, I'eCG
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a des effets néfaste sur: l'ovulation, la fertilisation, la viabilit¢ de l'embryon (Shelton et Moore,
1967 ; Evans et Robinson, 1980 ; Bindon et Piper, 1982). Pour éviter son effet néfaste, ’eCG a
¢été associé a divers composés de FSH.

Les travaux de Simonetti et al ; (2007) montrent que la combinaison de 1'eCG et FSH donne
de bons résultats et avance le début de I'cestrus chez les brebis de race Corriedale, ( cf tableau 7)

Tableau 7: réponse ovulatoire et production d’embryons chez les brebis suite au traitement avec
oFSH ou oFSH+eCG (Simonetti et al ; 2007)

Traitement

oFSH(176UL) + | oFSH (132 UI)

eCG en injection | +eCG en ?P:SH.(I% UDen 8
. “ o ue injections IM

simple injection simple
Nb de brebis en oestrus (%) 15/16 (93.8) 14/14 (100) 17/17 (100)
Début de I'oestrus (h) 22.0+1.4 +20.11.0 304+ 1.7
Taux d’ovulation 13.7+1.7 10.3+1.3 10.7+0.9
Gros follicule 1.3+0.5 1.0+0.3 03+02
Taux de viabilité (%) 50/118 (42.4) 52/76 (68.4) 94/132 (71.2)
Nb d'embryons viables 33+ 1.0 4.0+0.8 5.5+0.8

3-2-La dose et le régime d'injection :

a/PMSG :
La premiére gonadotrophine utilisée pour obtenir une superovulation a été la PMSG maintenant
nommee eCG pour (€quine chorionique gonadotrophine) administré par voie intramusculaire en

une seule injection de 1000 a 2000 UI un ou deux jours avant le retrait de 1’éponge
( Cognie;1984) (cf Tableau 8).

Tableau 8: effet du traitement de stimulation ovarienne sur la réponse et le nombre d’embryons
transférables (Cognie ; 1984)

Espéces Dose Corps jaunes Embryons
transférables
Ovins PMSG (1200 UT) 9.3 1.9
PMSG (3000 UI) 10.7 1.1

Les inconvénients de la PMSG :
» Forte activité¢ LH peut induire une activation prématurée de la méiose ovocytaire.
» L’action prolongée de la PMSG due a sa longue demi-vie (plusieurs jours) provoque des
modifications des événements endocriniens défavorables au transport des gamétes dans
les voies génitales.
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b/Extraits purifiés FSH:

La demi vie de FSH étant courte (de I’ordre d’une heure chez la brebis), elle nécessite une
administration de fagon séquentielle (648 injections a 12 h d’intervalle les 3 ou 4 derniers jours
du traitement progestagénes, la derni¢re injection ayant lieu 12 h aprés le retrait de
progestagenes). (Akbar et al, 1974).

Selon Baril et al (1993) la dose totale de la pFSH varie de 12 a 24 mg. Elle est repartie en doses
décroissantes et est enréchie en pLH lors des deux derniéres injections.

Selon les travaux de (Cognie ; 1986 et Baril ; 1988) l'utilisation d'un rapport FSH/LH décroissant
au cours du traitement permettait d'obtenir une meilleure stimulation qu'avec des rapports
constants. (cf Tableau 9)

Tableau 9: Effet du type de traitement de stimulation ovarienne sur la réponse et le nombre
d’embryons transférables par femelles traitées (Baril ; 1986)

Espéces Traitements Corps jaune Embryons
transférables
Ovins pFSH (1) 13.2 6.5
pFSH (2) 18.5 7.5
FSH/LH constant (1).
FSH/LH décroissant (2).

Selon Smith; 1984, la dose optimale pour un traitement de superovulation chez la brebis
CROSSBRED TARGHEE est de 20mg. Des résultats obtenus par certains travaux sont résumes
dans le tableau 10 suivant :

Tableau 10: effet du rythme d’injection sur la réponse ovarienne

Dose | Durée de Nombre
de mise de Rythme d’injection de FSH | Retrait de | de corps Auteurs
FSH | P’éponge I’éponge jaunes
(mg)
20 14 6 injections pendant 3j: (S5mgx2) I14 11 BREBION et
(3mgx2) (2mgx2/ 0,3-0,4 al (1990)
FSH/LH)
20 16 j 7 injections pendant 3,5j :(5mg) J16 12,1+2,3 | REXROAD
(2,5mgx2) (2,5mgx2)(2,5mg et POWELL
x2) (1991)
20 16 ] 5 injections pendant2, 5j : 24 havant | 11,5+1,6 | REXROAD
(5mg)(5mg)(5mg)(2,5mg*2) la derniere ¢t POWELL
injections (1991)

3-3-Effet des prétraitements sur les résultats du traitement FSH :

Chez la brebis superovulée avec pFSH, le taux d’ovulation est positivement corréle au nombre
de follicules présents au début de la stimulation. Brebion et Cognie (1989) rapportent qu’un
prétraitement anti gonadotrope par des agonistes ou un antagoniste du GNRH (Cf Tableau 11)
permis :

Ca
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e Dr’enrichir la classe de follicules de 1-2 mm.
e De doubler le nombre moyen d’ovulation.
* D’¢liminer les faibles réponses.

Tableau 11: effets d’un prétraitement de 11j par un antagoniste du GNRH sur la réponse
ovarienne chez la brebis Lacaune. (Brebion et al ; 1991)

GnRH-Antag Témoins
(n=14) (n=13)

Nb follicules de diamétre 24.7 12.5
1-2mm avant FSH
Nb d’ovulation aprés FSH 192+34 99+ 1.6
(mzsem)
%de collecte des embryons 67.5 66.0
Nb d’embryons viables (%) 10.6 (81) 6.1(62)

4/La saillie :

Bien qu’ayant la plus couramment utilisé avec succés au cours de la saison sexuelle, chez les
ovins et les caprins, cette technique ne permet pas une diffusion et une utilisation rationnelle des
méles de haut niveau génétique .Par ailleurs, en contre saison, la faiblesse ou I’absence de libido
des méles ne permet pas d’étre assurer de leur aptitudes a la saillie et du pouvoir fécondant de la
semence plus faible a cette période (Baril et Vallet. 1990) (Cf tableau 12).

Tableau 12 : effet de la période de traitement sur les taux de fécondation (Baril et Vallet.1990)

Contre saison | Saison de reproduction | Contre saison
(mars-out) (séptembre-février) et saison
(ceufs divisés/ceufs collectés) 7. 75.0 88.5 80.9
Embryons transférables/ceufs 57.5 75.2 65.2
collectés)/.
(Nombre d’ceufs collectés- (452-55) (347-41) (799-96)
nombre d)

5- Insémination artificielle :

L’étape suivant la synchronisation/superovulation dans un protocole de production
embryonnaire est l’insémination au moment de ’oestrus .Le plus souvent, on utilise
I"insémination artificielle car la production d’embryons in vivo concerne des males de trés haute
valeur génétique, qui sont géographiquement éloignés, voire déja réformés.(Baldassarre et al
,2004)

Chez les ovins, seule la semence fraiche peut étre utilisée. En effet, les techniques de
conservation des spermatozoides de bélier ne permettent pas en IA classique d’obtenir des taux
de fécondation satisfaisants (<40%) .Les recours a la semence fraiche est donc nécessaire .Dans
ce cas, 400x10° Spz seront mis en place a ’entrée du cervix, 1’anatomie du col de la brebis ne
permettant pas le passage des instruments classiques d’insémination.

L a2
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Cependant, le dépdt de la semence 48-50 h apres le retrait de I’éponge directement dans
les cornes utérines (80x10°spz) sous contrdle laparoscopique permet d’obtenir des taux de
fécondation élevé chez les donneuses ayant moins de 30 ovulations .Les ovocytes des femelles
fortement superovulées conservent donc leur aptitude a étre fécondés et a se développer
normalement. Pour les femelles ayant plus de 30 ovulations le probléme de fécondation persiste
et il est associé a une faible proportion d’embryons transférable.

Tableau 13 : Taux d’ceufs collectés fécondés et qualité des embryons apres IA intra-utérine avec
du sperme frais chez la brebis (Cognie et Baril ; 2002)

Nombre Nombre (Eufs (Eufs Embryons
d’ovulation de brebis collectés fécondés/collectés transférables/collectés
(%) (%) (%)

5-9 26 60 84 69
10-14 39 62 93 76
15-19 41 62 89 79
20-24 17 67 85 73
25-29 13 67 82 77

> 30 13 53 72 47

6-Récolte des embryons :

Le but de cette opération est de récolter I’ensemble des embryons produits par la brebis de la
fagon la plus efficace et la moins traumatisante possible. Il est essentiel que celle-ci puisse
rapidement retourner & la reproduction. Les embryons sont généralement recueillis au stade
« morula compacte » & « blastocyste » (80 — 300 cellules) correspondant a J6-J7 chez la brebis,
J1 étant le jour de fécondation.

La difficulté de franchissement du cervix impose raisonnablement une approche transpéritoniale
(Kraemer, 1989).

De nombreuses variantes techniques sont possibles pour parvenir a perfuser chaque corne
utérines avec 40ml de milieu PBS dans le sens enté grade ou rétrograde .Le véritable choix qui
s’offre aux praticiens porte entre la laparotomie classique et une technique moins invasive sous
contrdle laparoscopique (Brebion et al ; 1991)

6-1-Techniques d’anesthésie et de préparation aux opérations de collecte ou de transfert :

Les opérations de collecte ou de transfert sont conduites sous anesthési¢ générale, les
animaux doivent étre préalablement soumis a une di¢te alimentaire et hydrique au cours des 24h
qui préceédent les opérations.
Divers produits peuvent étre utilisés, leurs choix dépendra essentiellement de la disponibilit¢ du
praticien en matériel pour conduire ou non une anesthésié volatile .Sans elle, la Xylasine 2

/. estle produit le plus couramment utilisé¢. Dans le cas d’une induction narcotique suive d’une
anesthésie halogéne, les barbituriques seront préférés, seuls ou en association, a la suite d’une
prémédication au sulfate d’atropine. Le maintien de I’anesthésie gazeuse pendant la durée de
’intervention est assuré par une intubation trachéale.
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6-2-Chronologie de la récolte :

On sait que I’implantation de I’embryon dans la muqueuse utérine se fait entre le 10éme et le
11éme jour de gestation. De plus la manipulation d’un embryon ne se trouvant plus protégé dans
sa zone pellucide est bien plus compliquée, il est donc idéal de récolter les embryons dans les 8
premiers jours aprés l'ovulation (Youngquist; 1997). Durant cette premiére semaine de
développement, I’embryon se trouve dans [’oviducte de J1 a J4 et dans I’utérus de J4 a J8. 11 faut
donc adapter la méthode de récolte selon la période (Hfezese; 1962)
(Youngquist ,1997) .Actuellement la plupart des équipes de transfert d’embryon préférent
travailler entre J6 et J8, période correspondant au stade de développement embryonnaire morula
ou blastocyste et a localisation utérine. (Chemineau et al, 1991)

6-3- Milieu de récolte :

Une solution tamponnée est nécessaire, on utilise le plus souvent du PBS (Phosphate Buffered
Saline) qui est une solution de chlorure de sodium tamponnée par des phosphates (Proteau ;
1989). A cette solution il est possible d’ajouter des antibiotiques tels que pénicilline,
streptomycine, ou amphotéricine (Pereiral998 et Proteau 1989). De plus on peut ajouter
différentes protéines dans le milieu, telle que le sérum de veau foetal (Proteau ; 1989).

6-4- Choix de la technique de récolte :

Il existe 2 techniques différentes de récolte des embryons : chirurgicale, laparoscopique. Pour le
choix entre la technique chirurgicale ou laparoscopique, il faut considérer le devenir de la brebis
donneuse car il est rarement possible de collecter plus de 4 fois par technique chirurgicale. Avec
la technique laparoscopique, jusqu’a 7 collectes sur une méme donneuse ont été rapportees.
(Vallet et al; 1991). De plus, le choix de la technique dépendra du matériel dont dispose 1’équipe
de transfert embryonnaire et de ses habitudes. (Youngquist ; 1997)

a/ Technique chirurgicale :

» Préparation de I’animal :

Les brebis sont placées a la diéte hydrique un minimum de 18 a 24 heures précédant la
collecte. Pour la réalisation de cet acte chirurgical, la tranquillisation de I’animal est nécessaire.
Il est aussi possible d’anesthésier la brebis en utilisant un protocole xylazine / kétamine avec
relais gazeux. L’animal une fois tranquillisé est tendu au niveau de la paroi abdominale ventrale,
cranialement a la mamelle. On le place alors en décubitus dorsal avant de la préparer de fagon
aseptique. (Youngquist ; 1997)

» Collecte des embryons :

La technique chirurgicale permet de collecter selon son adaptation aussi bien les oviductes que
les cornes utérines. Il existe des techniques de flush rétrograde permettant de collecter les
embryons encore en migration dans ["oviducte en injectant le milieu de collecte au niveau de la
jonction utéro-tubaire, la récolte se faisant au niveau de 1’infundibulum. La collecte se faisant le
plus souvent entre J6 et J8, (Vallet et al ; 1991) c’est la technique permettant de flusher les
cornes utérines qui sera présentée ici :

¢+I’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.
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¢Aprés vérification des ovaires (présence de multiples corps jaunes), une corne utérine est
ponctionnée juste aprés la bifurcation et on y introduit une sonde de Foley pédiatrique. Le
ballonet de cette sonde est gonflé 4 I’aide d’une faible quantité de milieu de collecte a 37°C afin
d’obstruer I’ensemble de la base de cette corne.

¢Puis & I’aide d’un cathéter (Argyl Medicut 1,69mm de diamétre) au niveau de la jonction
utérotubaire, on injecte 40 a 50 ml de milieu de collecte (PBS) a 37°C que I’on récupére par la
sonde de Foley. (Cf Figure14)

¢On renouvelle ensuite I’opération sur I’autre corne utérine. Il arrive par cette technique que la
muqueuse utérine ressorte par 1’incision faite pour placer la sonde de Foley. Dans ce cas, il est
nécessaire de refermer la bréche avec un point simple.

¢ Apres suture en deux plans par des points simples de la ligne blanche et de la peau, une
antibioprophylaxie est mise en place. (Vallet, et al ; 1991)

Ballonnet

Sonde de Folley

Corps de l'utérus

Tube de collecte

Figure 14: Méthode de collecte chirurgicale des embryons. (D aprés Vallet et al; 1991)

» Avantages et inconvénients :

Le principal avantage de cette technique est 1’efficacité de la récolte : le taux de récolte (défini
comme le nombre de structures collectées rapporté au nombre de corps jaunes) est proche de
85%. Elle est aussi trés accessible étant donné le peu de matériel qu’elle nécessite. (Youngquist ;
1997). Cependant de telles manipulations de 1’utérus I’endommagent et provoquent 1’apparition
d’adhérences compromettant 1’avenir reproductif de la brebis donneuse. (Vallet et al ; 1991)

b/ Technique laparoscopique :

» Préparation de I’animal :

Comme dans la technique chirurgicale, la mise a la diete hydrique de la brebis donneuse est
nécessaire. Il est possible de réaliser une collecte laparoscopique sous anesthésie générale, mais
le plus souvent on utilisera une tranquillisation a base de xylazine par voie intraveineuse associée
a une anesthésie locale tragante. La préparation du site d’introduction des trocarts d’endoscopie
est la méme que pour la technique chirurgicale. I.’animal est ensuite placé en décubitus dorsal en
I’inclinant la téte en bas avec un angle de 30-40° afin de dégager ’acces a 1’appareil génital.
(Vallet, etal ; 1991)

» Collecte des embryons (figurels) :
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1- Une canule de 7 mm de diamétre est introduite 8 & 10 cm cranidlement a la mamelle et 2 a 3
cm a la gauche de la ligne blanche afin de recevoir 1’optique et de créer un pneumo-péritoine en
insufflant du CO2.

2-Une premiére canule de 5 mm est introduite a la méme hauteur a droite de la ligne blanche,
afin d’y introduire une pince atraumatique permettant de manipuler ’utérus et de vérifier la
bonne réponse des ovaires au traitement de synchronisation/superovulation.

3-Enfin, une seconde canule de 5 mm est mise en place sur la ligne blanche 2 cm plus
cranidlement que les 2 autres, on y passera d’abord une aiguille de 25 cm de long afin de
ponctionner la paroi utérine juste en avant de la bifurcation, puis une sonde 3 voies (du méme
type que celle utilisée en collecte d’embryons chez la vache). Le ballonnet est alors gonflé, le
cathéter flexible de la seconde voie est poussé jusqu’au tiers supérieur de la corne.

4- On injecte 40 a 50 ml de milieu de collecte dans la corne avant de les récupérer via la 3°™
voie de la sonde. Afin d’éviter la remontée du milieu de collecte vers 1’oviducte, on placera par
précaution la pince atraumatique juste au niveau de la jonction utéro-tubaire avant de flusher.
(Youngquist ; 1997)

\ 3
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Ovalre gauche

Figure 15: Collecte par technique laparoscopique avec sonde 3 voies. (D’apres Vallet et al;
1991)

Par cette technique, les taux de collecte sont de 60a65% soit 10215% inférieure a ceux obtenus
par collecte chirurgicale, cependant la répétabilite de la collecte peut étre considérablement
augmentée sans apparition d’adhérence, et diminution du taux de collecte. (Baril et al 1988)

> Avantages et inconvénients :

L’avantage principal de cette technique est sa répétabilite. De plus, les brebis récuperent
rapidement aprés cette intervention. Les taux de récolte sont en moyenne inférieurs de 10 a 15%
par rapport a la technique chirurgicale, soit de I’ordre de 60 a 65%. Le matériel nécessaire est
bien plus important, et la technicité de I’opérateur doit étre bonne. De plus, comme dans la
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technique chirurgicale, il est possible que la muqueuse utérine ressorte au travers du site de
ponction de la sonde 3 voies, il n’y alors pas de prévention possible et la suite de la reproduction
de 1a brebis peut étre compromise. (Youngquist ; 1997)

6-5- Examen des embryons:

11 s'agit d'un dernier élément conditionnant la qualite d'une récolte ; en effet pour que celui-ci soit
satisfaisant, les embryons doivent étre de bonne qualité pour pouvoir Eétre transférés. Pour
apprécier ce paramétre, deux éléments sont importants : le pourcentage d'embryons transférables
pour chaque traitement, et le nombre moyen d'embryons transférables par chaque brebis récoltée
(Robertson, Nelson ; 1998).

Une fois les embryons récoltés dans leur milieu, il est important de les observer a la loupe
binoculaire afin de vérifier I’adéquation entre leur stade de développement et la date de récolte.
On évalue leur qualité en se basant sur la classification décrite par I’INRA-UNCEIA ,1990 (cf
tableau 14)

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.

- embryon un peu en retard de développement par rapport & son
jour de collecte,

Bon - ou embryon semblable & 1’embryon excellent mais asymétrique,
- ou exclusion de quelques blastomeres dans 1’espace périvitellin.

Tableau 14: classification des embryons selon leur qualité (d’aprés I'INRA-
UNCEIA ,1990)
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- Embryon en retard de développement de 1 4 2 jours

2 Moyen | (blastomeres sphériques au stade morula) ou des défauts bien
précis comme :

-nombreuses cellules échappés dans I’espace périvitéllin, des

vesicules, des cellules dégénérées, blastoméres de taille variable.

-aspect plus clair ou plus sombre que normal.

Médiocre | - nombreux défauts comme de nombreuses cellules échappées,

3 dégénérées, de tailles différentes des vésicules grosses et
nombreuses
- mais présence d’une masse cellulaire homogéne qui apparait
viable

4 Mort ou | - arrét de développement & un stade précoce

dégénérés | - cellules dégénérees.

Selon I’IETS (International Embryo Transfer Society) (1998) la classification des embryons se
fait de la maniére suivante :

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

» Qualité 2 : Satisfaisant. 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 étre intacte.

> Qualité 3 : Insuffisant. Irrégularités majeures concernant la forme de 1’embryon, ou la
taille, couleur ou densité de ses cellules. Au moins 25% de sa masse cellulaire doit étre
intacte.

» Qualité 4 : Mort ou dégénéré. Embryon dégénéré (développement arrété), ovocytes non
fécondés ou embryon non segmenté.

Seuls les embryons de qualité 1 devraient &tre utilisés dans les échanges commerciaux sauf si
I’acheteur est au courant. S’il s’agit du domaine de la monte privée (4 I’intérieur d’'une méme
exploitation), les embryons de qualité 2 peuvent étre transférés (Clément, 2006).

7-Les limites de la production d’embryons 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 étre pris en compte : variabilité
de la réponse au traitement hormonal, fécondité difficile des femelles fortement super ovulées, la
régression prématuré des corps jaunes. (Cognie et Baril, 2002)

7-1/Variabilité de la réponse au traitement de la superovulation :
La variabilité de la réponse ovulatoire rend difficile la planification rigoureuse du nombre de

femelles receveuses et limite le développement du transfert embryonnaire. En effet ,23% des
brebis Lacaune et 10% des chévres Alpines et Sananen ont moins de 5 ovulations aprés le
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traitement pFSH et par conséquent sont élimines de la collecte d’embryons tandis que 17-207%
des femelles traitées ont plus de 20 ovulations. (Baril et Cognie ,2004) (cf. figure16)

Femelles

(%) Brebis laitiére

80 - (n=180)

B Chevre laitiere
(n=226)

70 1

60 -
50 -
40 -
30 -
20

<5

5-20

Nb. ovulations

>20

Figurel6: Variabilité de la réponse ovulatoire : distribution des femelles donneuses en fonction
du nombre d’ovulation aprés traitement FSH (Baril et Cognie ,2004).

En effet, plusieurs facteurs peuvent influencer les résultats de la superovulation :
A) Influence de la race :

Plusicurs études ont montré pour les caprins et les ovins, des différences de réponses au
traitement de superovulation en fonction de la race . Pour la brebis Romney Marsh, Armstrong et
Evans (1983) constatent une plus faible réponse au traitement pFSH que pour la brebis Mérinos.
Suite 4 I’administration de 16 mg de FSH porcine, la réponse ovulatoire des brebis de race
Lacaune est inférieure & celle des brebis prolifiques Romanov x Préalpe (Torres et al, 1984).1a
réponse ovulatoire au traitement de la superovulation chez certaines races est résumée dans le

tableau ci-dessous :

La race Type de La dose | Nombre de | Nombres Auteur
traitement corps d’embryons
jaunes
Rombouillet FSH/LH 33mg 27 H (Sam et al, 2008)
(FSH) (Texas)
25mg
(LH)
Targheex FSH/LH (10%) 24U1 16.2 / (Anna et 1,2007)
Rombouillet (USA)
Rideau-Arcott | FSH/LH 8.75ml 9.9 2.5 (Bartlewski et al,
(canadienne) ECG 500U1 2007) (Canada)
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Rasa-Aragonesa | oFSH 76Ul 11.4 5.3 (Forcada et al,2000)
(Spain)
Manchega FSH 10ml 9.6 / (Lopez Alonso et al,
anti -GnRH Smg 2005) (Madrid)

Tableau 15: Effet de la race sur la réponse ovulatoire au traitement de stimulation ovarienne

B) Influence de I’4ge :

L’4ge de ’animal peut également 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, (2007) Bartlewski et al, (2007) la
réponse ovulatoire est plus importante chez les brebis adultes que celle des plus jeunes (Cf.
Tableau 16).

Tableau 16: résultats des réponses ovulatoires en fonction de 1’age des brebis donneuses.

Age des Type de La Nombre de Nombres Auteur
brebis traitement | dose | corps jaunes | d’embryons

3-6 ans oFSH 176Ul 1.7 29 (Simonetti et
(Corrieaddle) al, 2007)

5-7 ans FSH/LH | 8.75ml 9.9 2.5 (Bartlewski
(Rideau- ECG 500U1 et al, 2007)
Arcott)

plus de 8 oFSH 176U1 11.4 53 (Forcada et
ans (Rasa- al, 2000)
Aragonesa)

C) Influence de ’alimentation :

L’administration d’un traitement de superovulation & des brebis recevant une ration alimentaire
insuffisante peut conduire a la lutéolyse prématurée des corps jaunes chez prés de la moitié des
animaux (Jabbour et al, 1991) et 1a production d’embryons dans ce cas est trés faible.

Bien que ce phénoméne soit plus fréquemment observé chez les caprins, il est décrit pour
plusieurs races ovines, tant durant la saison qu’en dehors de la saison de reproduction (Baril et al,
1989).

Toutefois, ce phénomene n’est sans doute pas seulement assimilable a une mauvaise alimentation,
la régression prématurée des corps jaunes implique sans doute une sécrétion prématurée de
PGF2a.

D) Influence des doses utilisées :

Les quantités de FSH a administrer pour obtenir la superovulation sont souvent exprimes en mg
dustandard Armour. La dose totale efficace varie largement selon la préparation hormonale et le
génotype de la donneuse, et devrait étre déterminée probablement au moyen d’une courbe dose
réponse. Selon Smith et al, 1984 la dose optimum de FSHp a recommander est 22 mg Armour ,
dose pour laquelle le nombre le plus ¢levé d’embryon est atteint. Les doses totales de FSHp les
plus souvent préconisées chez la brebis sont comprises entre 16 et 21 mg Armour (Brebion et al,
1992 ; Tervit et al ,1984), mais ces doses peuvent s’avérer soit insuffisantes, soit au contraire
excessives pour certains génotypes particuliers



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

E) Influence de I’état de la population folliculaire :

L’état de la population folliculaire au moment ol débute la stimulation ovarienne étant le

facteur principal de variation de la réponse 4 FSH (Saumande ; 1995), plusieurs approches visant
a controler cette population folliculaire ont été étudiés :
La premiére approche consiste 2 augmenter la concentration des gonadotrophines endogenes
chez la donneuse en limitant la rétroaction négative de I’ovaire sur le systéme hypothalamo-
hypophysaire par immunisation active contre ’androsténédione ou contre I’inhibine. Cette
approche qui permet d’augmenter le nombre d’ovulations et la prolificit¢ des femelles
immunisées, n’a pas diminué la variabilité¢ de la réponse au traitement de superovulation et n’a
pas été poursuivie. (Cognie, 1998).

Une autre stratégie qui a donner des résultats encourageantes chez la génisse (Gongnie et
al ,1995) ,consiste & stimuler la synthése d’IGFlafin d’augmenter la population de follicules
recrutables par administration de somatotrophines ( hormone de croissance ou GH) la semaine
précédant la stimulation gonadotrope .Cependant, chez les brebis ayant été traitées dans les
méme conditions avec I’hormone de croissance , la réponse ovarienne aprés FSH n’est pas
améliorée Un effet bénéfique de I”hormone de croissance sur la qualité et le nombre d’embryon
ovins transférables a été mise en évidence lors que celle-ci est administrée seulement le jour du
retrait du support de progestagéne, au moment des deux derniéres injections de FSH (Folch et
al 2001) .Ces auteurs attribuent cet effet bénéfique a une action indirecte a travers
1’environnement utérin .

Enfin une autre possibilité largement étudiée chez les ovins ,consiste a accroitre le nombre de
follicules dans la classe de taille qui précéde la dépendance de ces follicules vis-a-vis des
gonadotrophines (142mm) ,en inhibant les secrétions endogenes de LH et FSH .1l 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 gonadotrophines .
Aprés ce traitement, le nombre e follicules dans la classe 1-2mm est doublé, le taux d’atrésie
folliculaire est significativement diminué dans cette classe de taille et la réponse au traitement de
superovulation est augmentée 50 % (Brebion et al ,1992).

7-2-Fécondation difficile des femelles fortement superovulées :

La fécondation in vivo des ovocytes de femelles superovulés pose des difficultés particuliéres
(Armstrong et Evans, 1983), liées non au traitement lui-méme (sauf utilisation de PMSG), mais
dépendantes de la réponse ovarienne .Le taux de fécondation aprés IA classique est corrélé
négativement au taux d’ovulation (chévre : Baril et al ,1989).

Le passage des spermatozoides & travers le cervix est perturbé chez la brebis superovulée (Evans
et Armstraong ,1984) celui impose de déposer les spermatozoides le plus pres possible du site de
fécondation .chez la brebis et la chévre superovulée avec pFSH, I’insemination inta utérine(IAU)
sous contrdle laparoscopie permet d’obtenir un pourcentage ¢leve d’embryons viables quel que
soit le niveau de réponse .chez la brebis inséminée in utero avec 100. 10° spz conservés a +15 %
, la qualité embryonnaire est maximale si I'IAU est réalisée 2-6 h aprés I’ovulation (78% de
fécondation alors que la moyenne générale est de70 % par cette technique )49h aprés la fin du
traitement progestatif (77% d’embryons viables )

Bien que la saillie est la plus couramment utilisé avec succeés au cours de la saison sexuelle,
chez les ovins et les caprins, cette technique ne permet pas une diffusion et une utilisation
rationnelle des méles de haut niveau génétique .Par ailleurs, en contre saison, on peut avoir une

51



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

faiblesse ou absence de libido des maéles d’une part et d’autres part un pouvoir fécondant plus
faible de la semence (Baril et Vallet.1990).

7-3- Répétabilité du traitement de la superovulation :

Chez la brebis ,avec un intervalle de 2 mois entre traitement pFSH successifs ,une diminution

significative de la réponse n’est observée qu’a partir du quatriéme traitement (Brebion et
al :1991).Bien que non clairement identifiée chez les ovins Japparition d’anticorps anti-FSH
pourrait &tre la cause de cette diminution de la réponse comme cela a été montré chez la chevre
traité de fagon répétitive avec pFSH ,chez la quelle une forte corrélation négative existe entre le
titre d’anticorps et le nombre d’ovulation(Remy et al ;1992) .Cependant J’administration répété
de oFSH ne provoque pas de diminution du nombre d’ovulation chez les brebis (Baril et
al ;2001) .
En revanche Brebion et al, (1990) la répétabilite de la superovulation, varie selon I’espece
considérée. Chez la brebis de génotype croisé hyper prolifique BoorolaxXRomanov traitée 6-7
fois a intervalles de 60 j par 20 mg pFSH, aucune diminution significative de la réponse n’a éte
observée (Brebion et al, 1990 ; Forcada et al, 1999) (Cf tableau 17).

Tableau 17: Effet de I'année et du traitement superovulatoire avec I'0FSH sur la réponse
ovulatoire et la production d'embryon chez les brebis de Rasa Aragonesa a la fin de leurs vies
reproductrices (Forcada, et al 1999)

Année
Nombre 1996-1997 1997-1998 1998-1999 Total
Corps jaune 11.4+0.8 10.4+1.4 10.9+1.0 11.0+£0.6
Ovules récupérés 7.7£0.6 6.7+1.3 6.9+0.8 7.3+0.5
Embryons fertilisés 6.2+0.6 4.6+1.0 5.6:0.8 5.7+0.4

7-4- Régression prématurée des corps jaunes :

Chez la brebis le phénoméne de régression prématurée des corps jaunes est plus rare et n’est
signalé que chez des femelles superovulées ayant un deficit alimentaire énergétique (Jabbour et
al ,1991).

8-Conservation des embryons avant transfert (frais/réfrigéré/congelé¢) :

Tl existe toujours un délai plus ou moins long entre la récolte d’un embryon et son transfert chez
une receveuse. La conservation des embryons durant cette période peut se faire soit a
température ambiante (conservation en frais), soit a +4°C (conservation réfrigérée), soit a une
température stoppant toute réaction chimique (-196°C conservation par congélation) (Clement ;
1981).

A/Rapport conservation/utilisation:

11 est difficile de prévoir les résultats d’un protocole de collecte d’embryons. Chez la brebis, il
est possible d’obtenir en une collecte sur une donneuse plusieurs embryons transférables. Un
embryon conservé i température ambiante pendant quelques heures peut étre transféré dans une
receveuse synchronisée sans aucun probléme. Mais si le nombre d’embryons collectés est
supérieur 4 la capacité de gestation (2 & 3 embryons par animal) des receveuses disponibles, il
faudra alors conserver ces embryons surnuméraires. Un embryon gardé a température ambiante
ou proche de 37°C continue plus ou moins rapidement son développement. Pour étre conserve

52



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

plus de quelques heures, il faut stopper ou ralentir son développement. Si la conservation doit
durer moins de 4 jours en attendant la synchronisation de nouvelles receveuses, la conservation
par réfrigération est adaptée. En revanche, si les embryons doivent &tre conservés pour une
période supérieure 4 4 jours ou envoyés pour des échanges commerciaux, c’est la
cryoconservation qui s’ impose. (Bondurant et al ; 1982)

B/ Cryoconservation des Embryons :

Les méthodes réussies pour congeler des embryons de moutons ont été disponibles depuis les
années 70, quand le premier agneau a été né aprés un transfert d'embryon congelé-dégelé
(Willadsen et al, 1976)

On ne congele actuellement avec succés que les morulas compactées et les blastocyste selon
une technologie dérivé du modeéle bovin. Les variantes concernent le choix du cryoprotecteur.
Chez la brebis et la chévre I’éthyléne glycol 1,5 mol .I".ajouté au milieu (20% de sérum de
veau feetal additionné au PBS peut étre retenu. L’avantage de fonctionner en trois €tapes avec
I’addition du cryoprotecteur n’est pas net.

La courbe de refroidissement comporte un palier & -7°c puis une pente de -0.3°/min jusqu'a -
30°C, ou a lieu I’immersion dans I’azote liquide (-196°C).Si I’on part d’embryons exempte de
toutes anomalie morphologique (classe A) on peut prévoir un taux de ranimation moyen de 70%,
dont la variabilité (50a90%). (Folch et al ,1991)

L’intérét de pouvoir congelé ces embryons plus jeunes serait grand. Car le rendement d’une
collecte plus précoce est supérieur, particulierement dans 1’oviducte a J3,5. (Folch et al ,1991)
Chez la brebis, la vitrification et la congélation lente d’embryons produits in vivo donnent de tres
bons résultats aprés transfert, de 1’ordre de 50 4 60 % de mise bas (Mermillod e al 1999, Baril et
al 2001).

9-Transfert des embryons :

Chez la plus part des espéces domestiques, la finalit¢ premiére de [I’utilisation de la
transplantation embryonnaire (TE) est de parvenir a multiplier la descendance de femelles & haut
potentiel génétique au dela de leur possibilités naturelles.

Le premier transfert d'embryon chez les moutons a été rapporté par Warwick et al (1934) et
Hunter (1955). Aujourd’hui, leur procédé demeure la base pour le transfert chirurgical
d'embryon chez les moutons.

Chez la brebis le transfert embryonnaire par la voie cervicale ne peut pas étre utilise a cause de

la forme du canal cervicale. Le transfert est réalisé aprés extraction de I’extrémité de la corne
utérine par une petite incision ventrale sous controle laparoscopique.Dans tous les cas le (ou les)
embryon doit étre déposé (s) dans la corne dont I’ovaire adjacent est porteur d’un corps jaune.
Le transfert d’embryons, utilisé & partir des embryons de géniteurs soigneusement choisis,
permet un progrés génétique supplémentaire non négligeable et peut servir 4 des objectifs
commerciaux ou sanitaires. Pour tous les échanges de géne, la voie du transfert embryonnaire est
plus économique que le déplacement d’animal vivant, et surtout trés sécurisant sur le plan
sanitaire (Colleau et al ,1998).

9-1-Condition de réalisation :

L’utilisation de TE chez les petits ruminants est une technique dont I’efficacité économique ne
peut se valoriser & échéance qu’avec la maitrise compléte d’un ensemble : structure, technicite,
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conduite des élevages sont autant des parameétres a maitriser de fagon concomitante tant pour
I’éleveur que pour 1’équipe chargée de la réalisation des opérations .C’est la somme de ces
compétences qui en assure le résultat.

A/ Choix et préparation physiologique des femelles receveuses :

La valeur génétique des receveuses importe peu, dans le cas d’acquisition des receveuses, leur

sélection doit étre stricte .Les femelles de reforme présentent souvent des problemes de
reproduction et des problémes sanitaires.
11 est impératif que les animaux intégrent 1’élevage ol ils seront transférés au moins trois mois
avant le début des traitements, ce délai est nécessaire a leurs adaptation avant les interventions, il
faut noter aussi qu’un flushing qui débute trois semaines avant les chaleurs des receveuses et se
prolonge trois semaines aprés les opérations est nécessaire. (Casamitjana ,199 1)

Divers facteurs peuvent influencées sur les résultats de transfert embryonnaire qu’on doit
éviter trois mois avant les opérations et jusqu’a la mise bas :

1/Le stress d’origine alimentaire: des changements alimentaires sans transition, une
distribution méme courte d’aliments de mauvaise qualité ou altérés sont nuisibles a partir de
deux mois avant les opérations et jusqu’a I’échotomographie, I’alimentation doit étre homogene.

2/stress traumatique : sont & prohiber pendant les périodes pré et post-transfert : trois mois avant
les opérations et jusqu’a mise bas.

3/ stress prophylactique : les traitements des donneuses et des receveuses doivent étre terminés
et les vaccinations réalisées un & deux mois avant le début des traitements de préparation aux
opérations de transfert.

4/stress sanitaire : tout soin prolongé sur un animal doit &tre enregistré et signal€.

Dans les trois mois précédant les opérations, une étude préliminaire precisera les conditions
d’élevage, la réalisation ‘examen individuels des animaux, de bilan sérologique et hématologique
permettront d’évaluer la faisabilité¢ des opérations de prélévement et de transfert des embryons
suit & cette visite un bilan est établi et détermine les corrections éventuelles.

B/Synchronisation receveuses / donneuses :

1l est essentiel qu’au moment du transfert, les receveuses soient au méme stade physiologique
que la donneuse. Elles doivent étre en phase lutéale avec un corps jaune provenant d’une
ovulation 6 & 8 jours auparavant. L’idéal est donc d’administrer aux receveuses le meéme
protocole de synchronisation que les donneuses (progestagenes le plus souvent). En général, 1l
faut retirer la source exogéne de progestérone des receveuses avant les donneuses car leur
oestrus est plus tardif (elles ne regoivent pas d’hormones gonadotropes). (Youngquist ,1997)

Le plus souvent dans I’espéce ovine, contrairement a ’espece bovine, on transfere 2 embryons
par receveuse. De plus, il est préférable de transférer les 2 embryons du méme coté que le corps
jaune qui semble le plus actif. (Vallet et al ; 1991)

9-2-Décongélation des embryons :

Tout autant que la congélation, la décongélation est une phase critique pour la survie de
I’embryon. Qu’il s’agisse d’une cryoconservation par la méthode de congélation lente ou de
vitrification, la problématique est la méme. Les petits cristaux de glace stables a -196°C peuvent
subir une recristallisation lors de la décongélation. En effet entre -90 et -60°C, il peut y avoir
réorganisation en plus gros cristaux qui peuvent détruire la cellule (Picard et al ; 1984).
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La vitesse de décongélation doit donc étre rapide pour empécher cette recristallisation et
préserver Iintégrité cellulaire. Les paillettes sont plongées rapidement dans un bain-marie a une
température comprise entre 22 et 37°C pendant une trentaine de secondes, la vitesse de
réchauffement est de 1’ordre de 2500°C/min (Guignot ; 2005).

S’il ne s’agit pas d’une méthode par transfert direct, les embryons sont passés successivement
dans 3 a 4 bains de PBS additionné de cryoprotecteur a concentration décroissante d’éthyléne
glycol (1.0M-0.5 M-OM ) ou de glycol (1IM-0.7M-0.3M -OM ) permettant la réhydratation
progressive des cellules embryonnaires .La qualité des embryons est & nouveau observee , ceux
endommagés au cours de 1’une des opérations précédentes sont éliminés (Vallet etal ; 1991).

9-3-Techniques de transferts :

a/ Transfert chirurgical :

La préparation de ’animal et son anesthésie / tranquillisation sont les mémes que celles décrites
dans la méthode de collecte chirurgicale.

La technique est décrite comme suit :

B L abord utérin se fait par une laparotomie au niveau de la ligne blanche.

» Une fois repéré, I’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
en la ponctionnant a I’aide d’une aiguille ronde, un cathéter ou une pipette de verre. Les
embryons sont contenus dans un cathéter ou une pipette de verre contenant 5 a 20 pl de PBS
connecté(e) & une seringue a insuline. (Vallet et al ; 1991)

P Une fois les embryons transférés, 1’utérus est remis en position physiologique et la paroi
abdominale est suturée.

Cette technique fut celle de référence jusqu’au début des années 90 a partir desquelles la
technique laparoscopique s’est propagee. (Vallet et al ; 1991)
b/ Transfert laparoscopique (figurel7) (Youngquist ; 1997) :

La préparation de 1’animal et son anesthésie /tranquillisation sont les mémes que celles décrites
dans la méthode de collecte laparoscopique.
Cette technique se résume comme suit :

» Une fois la brebis en décubitus dorsal avec la téte placée vers le bas, un pneumopéritoine est
créé en insufflant du COa.

pPuis deux incisions sont effectuées 2 & 3 c¢cm de part et d’autre de la ligne blanche
cranialement & la mamelle : une incision servira a I’introduction de I’optique et I’autre pour une
pince atraumatique qui permet de saisir la corne ipsilatérale au corps jaune fonctionnel repere.

»Pour ponctionner la paroi utérine, une aiguille de 14 gauges est insérée a travers la paroi
abdominale juste crinialement & la pince atraumatique et va traverser la paroi utérine dans le
dernier tiers de la corne.

» Un cathéter de type Tomcat de 16 gauges contenant les embryons est passé a I'intérieur de
I’aiguille de ponction. Ce cathéter, relié a une seringue & insuline est alors inséré dans le lumiére
utérine et les embryons sont déposés.

» Les instruments sont ensuite retirés et les 2 incisions de la paroi abdominale suturce.
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Figure 17 : Transfert embryonnaire chez la brebis par méthode laparoscopique.
a : cathéter Tomcat de 16 gauges ; b : pince atraumatique ; ¢ : aiguille de 14G servant de canule
pour le cathéter ; d : corne utérine. (D’aprés Youngquist ; 1997)

9-4-Résultats du transfert embryonnaire :

le transfert laparoscopique d’embryons frais permis un taux de gestation de 38.9 % et un taux
d’agnelage de 33.3% (Naohisa et al ; 1997). Par contre le transfert laparoscopique d’embryons
congelés -décongelés permis des taux de gestation et d’agnelage trés faible (soit 26.37).
(cftableau 18)

Tableau 18: Résultats du transfert laparoscopique avec embryons frais et embryons congelés
chez les ovins (Naohisa et al ; 1997)

Embryons | Nombre receveuses | Taux de gestation (%) | Taux d’annelage (%)
Frais 18 7 (38.9) 6 (33.3)

Congelés 19 5(26.3) 5(26.3)

En effet le transfert chirurgical classique peut &tre avantageusement remplacé par la technique
laparoscopique, elle est aussi efficace et bien mieux adaptée aux conditions du terrain. le taux de
fertilité aprés un transfert laparoscopique d’embryons frais est comparable a celui obtenus apres
un transfert d’embryons congelés (Vallet et al ; 1989; Brebion et al ; 1991)

(cftableaul9).

Tableau 19 : Fertilité aprés un transfert laparoscopique ou chirurgical chez la brebis
(Valletet al ; 1989; Brebion et al ; 1991).

Transfert
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laparoscopique chirurgical
Embryons | Embryons | Embryons | Embryons
frais congelés frais congelés
Taux de 807 907 887 457.
gestation (37/46) (18/20) (22/25) (5/11)

Le taux de viabilité aprés un transfert d’embryons frais et congeles —décongeles est
respectivement de 24.3 % et 14.6 % (Naohisa et al ; 1997),(cf tableau 20)

Tableau 20: résultats de transfert d’embryons frais et congelés-décongelés.
(Naohisa et al ; 1997)

Embryons Stade de Nb d’embryons | Nb d’embryons | Nb d’embryons
développement transférables implantés (%) vivants (%)
Morula 15 4 (26.7) 3 (20.0)
Frais Blastocyste 22 6(27.3) 6(27.3)
Total 37 10 (27.0) 9(24.3)
Congelés - Morula 11 7 (63.6) 6 (54.5)
décongelés Blastocyste 30 0 0

Total 41 7(17.1) 6 (14.6)

Le taux de mise bas et de survie embryonnaires aprés un transfert direct d’embryon vitrifies est
plus important par apport au transfert traditionnel (Baril et al ,2001), (cf tableau 21).

Tableau 21: Taux de mise bas et de survie embryonnaires aprés transfert direct ou
traditionnel d’embryons vitrifies (Baril et al ,2001)

Transfert
traditionnel direct
Nombre de receveuses 43 36
Mise bas %s 67 75
Survie embryonnaire 49 53

III/ Production D’embryons In Vitro Et Implications Potentielles Pour La Sélection Chez
Les Petits Ruminants :

La collecte laparoscopique répétée d'ovocytes suivie de la FIV et de la culture des zygotes
jusqu'au stade blastocyste permettent d'obtenir un plus grand nombre d'embryons et donc
d'augmenter la descendance des femelles d'élite par rapport a la production d'embryons in vivo.
(Besenfelder et al 1999)

Elle permet en outre de produire, en un temps relativement court, des embryons de plusieurs
méles pour une méme femelle. En effet, la ponction folliculaire est moins invasive et plus simple
que la collecte des embryons dans les cornes utérines, elle peut étre répétée sans obligation d'un



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE IV

traitement hormonal (Besenfelder et al 1999) et est efficace a des stades physiologiques (pré-
puberté ou début de gestation) auxquels la production in vivo d'embryons est impossible.

La viabilité aprés transfert des embryons obtenus in vitro chez la femelle adulte est acceptable,
puisque pres de la moitié des embryons transférés évoluent normalement jusqu'au terme de la
gestation. Elle est néanmoins plus faible que la viabilité des embryons obtenus in vivo. (Cognié¢
etal ; 2001)

IV/Sexage et typage génétique pré-implantatoire :

La détermination du sexe de l'embryon par détection de séquences ADN du chromosome Y &
partir de cellules biopsées est suffisamment précise et rapide aprés 1'amplification de 'ADN par
polymérisation en chaine (PCR).

Le sexage des embryons bovins peut étre utilisé avec succés pour les embryons ovins (Kochhar
et al 2000), mais, a l'heure actuelle, le cofit dissuasif de I'agneau ainsi produit limite l'utilisation
de cette technique. Cependant avec les progrés réalisés sur les techniques de biologie
moléculaire et sur la connaissance du génome, la possibilité de typage génétique de I'embryon
avant son transfert ouvre des perspectives d'utilisation de méthodes de sélection assistée par
marqueurs. (Bishop 1995).

V/ La Transgenése :

La transgénése animale a été réalisée avec succes pour la premicre fois il y a 17 ans; elle
consiste a ajouter, remplacer ou inactiver un geéne particulier. Cette technique permet des progres
considérables dans la connaissance du fonctionnement des genes et des mécanismes qui
gouvernent les fonctions biologiques. Ses applications potentielles pour produire des
médicaments, des vaccins, des protéines alimentaires ou en amélioration génétique sont tres
vastes, mais encore limitées en raison de son coiit et de la difficulté de sa mise en oeuvre
(Houdebine ; 1998).

e L'addition de génes :

La technique de transfert de génes la plus utilisée est la microinjection directe du géne étranger
dans les pronoyaux des embryons au stade une cellule lorsque cela est possible (comme cela est
le cas chez les mammiféres) ou dans le cytoplasme (chez les vertébrés inférieurs et les
invertébrés). (Houdebine ; 1998)

Il est maintenant devenu possible chez la vache, le mouton et la chévre de produire a un coft
réduit des embryons au stade une cellule totalement in vitro, & partir d'ovocytes isolés d'ovaires
collectés dans les abattoirs. Les embryons peuvent alors subir la microinjection de géne, puis étre
cultivés in vitro jusqu'au stade blastocyste, pour &tre ensuite transférés dans des femelles
adoptives. La maitrise de ces techniques contribue a améliorer la reproduction des animaux et a
rendre plus aisée la transgenese (Crozet, 1997).

V1/ Le clonage :

Le terme clone est utilise pour designer une population de cellules dérivées d’une cellule
unique et donc génétiquement identique a cette cellule. Dans tous les cas et contrairement & une
idée rependue, le clone au sens de copie conforme n’existe pas en biologie : méme s’ils sont
génétiquement identiques.

Depuis la naissance du mouton Dolly I’'usage du mot clone a évolué. Il est utilisé maintenant le
plus souvent pour designer un animal, fut-il unique, obtenu a partir du noyau d’une cellule
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somatique, prélevée sur un animal adulte. Cet animal posséde le génome nucléaire de 1’animal
donneur de cellules, mais son génome mitochondrial est celul de I"ovocyte receveur. Il n’est
donc pas tout a fait génétiquement identique a I’animal donneur. (Thibault; 2001)

e Les applications du clonage :

> L’expérimentation animale :
Pour mesurer I’effet d’un traitement sur des caractéristiques physiologiques ou des performances
zootechniques nécessite la comparaison avec un groupe d’animaux témoins aussi semblables que
possibles aux animaux traités. Les clones permettraient de réduire la variabilité et donc de mieux
déceler I’effet du traitement tout en diminuant le nombre animaux nécessaires. (Colleau et al
1998)

> La gestion des ressources génétiques :

Le clonage pourrait devenir un outil précieux pour le maintien d’especes en danger de
disparition ou de races de mammiferes domestiques que 1’on souhaite conserver. Le clonage peut
devenir un outil d’appoint dans les stratégies pour la conservation et I’utilisation durable de la
diversité biologique. (Dominiko et al ; 1999)

» La sélection des animaux :

Les programmes de sélection visent & repérer les génotypes les plus performants dans les
élevages en faisant la part de ce qui, dans I’expression d’un caractére zootechnique pour cela, on
mesure des caractéristiques de production (comme par exemple la production laitiere, le taux
protéique du lait, I’efficacité alimentaire, la croissance musculaire, la qualité des tissus adipeux)
sur des animaux apparentés. En corrélant ces mesures avec le degré de parenté des animaux, on
établit des coefficients (index) qui permettent de prédire la part due aux génes dans la valeur du
caractére mesuré. Plus le nombre d’animaux mesurés (d’un degré de parenté donné), est €leve,
plus on connait avec précision la valeur génétique d’un reproducteur. (Colleau et al ,1998)
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Obijectifs

La production d’embryons in vivo a connue une amélioration trés importante ces derniéres
années, plus importante chez les bovins que chez les petits ruminants.

Le cheptel ovin occupe une place trés importante dans le marché de viande algérien. Ce
cheptel repose principalement sur 03 races: Ouled Djelall, Hamra et Rumbi. Cependant,
I’effectif de la race Hamra est en constante diminution, il a passé de 2.500.000 en 1980 a
55.000 en 2003 (MAP). A cet effet, les objectifs visés par notre étude sont les suivants :

» La maitrise des techniques de collecte et de transfert embryonnaire in vivo.
> Evaluation de la réponse ovarienne aprés un ftraitement de synchronisation /
superovulation avec une dose de 20 mg de FSHp chez la race Hamra.
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Lieu et période de I’expérimentation :

La superowlation représente une étape essentielle dans le cadre d’un protocole de
transplantation embryonnaire, dans la mesure ou elle permet une production importante
d’embryons transférables.

Cette partie du travail s'est déroulée au niveau de la station expérimentale de I’université Saad
Dahleb de Blida du 17 Novembre 2007 au 30 Mars 2008.

1/ Matériel et méthodes :
I-1-Matériel :

A-/Animaux :

A-1-Les brebis :

Sept (07) brebis ont été choisies pour la réalisation de notre travail, trois (03) brebis
donneuses de race Hamra et quatre (04) brebis receveuses de race mixte. Les renseignements
relatifs a I’identification des brebis sont reportés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 1 : Poids, dge et note d’état corporel des donneuses

Brebis (Hamra) | Poids (Kg) | Age (mois) | Note d’état corporel

1 42 15 25
2 40 15 225
3 48 36 3

Tableau 2: Poids, 4ge et note d’état corporel des receveuses

Brebis (mixte) | Poids (Kg) | Age (mois) | Note d’état corporel

R1 45 24 2.5
R2 46 15 215
R3 44 36 2.5
R4 47 24 2.75

A-2-Les béliers :

Trois béliers ont été choisis pour la détection des chaleurs et la saillie. Deux (02) béliers de
race Ouled Djellal et Rumbi ont été utilisés pour la détection .Ils présentaient un dge moyen
de 3 ans, un poids moyen de 56 kg et une note d’état corporel moyen de 3 points. Un (01)
bélier de race Hamra, ayant un 4ge de 4 ans, un poids moyen de 55kg et une note d’état
corporel de 3 points, été utilisé pour la saillie.

» Les animaux on été identifiés, séparés du troupeau pendant toute la période de I’étude.
Ils recevaient une alimentation constituée d’une ration de base de foin d’avoine et
d’une ration complémentaire, & base de concentré.
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> Le déparasitage du cheptel ovin a été fait auparavant par le vétérinaire de la station
expérimentale, avec des antiparasitaires (Valbenzen ™) et (Ivomec™P).

B / Appareils, instruments et produits :
B-1- Appareils et instruments:

a-Matériel Echographiques :
Le matériel utilisés pour la réalisation de I’examen échographique est le suivant :
» Un échographe de type pie médicale 100 LC pourvu d’une sonde bifréquences 6/8.
> Un tube de guidage
» Des gants.
» Un gel lubrifiant.

b-Matériel endoscopique : le matériel endoscopique utilisé est Ie suivant (Cf photo.1):

» Une table de contention inclinable.
> Endoscope avec vision directe (0°), diamétre externe 6.5mm (Storz).
» Générateur de lumiére froide & intensité variable.
» Cable de fibre optique.
» Trocart avec canule a piston et orifice pour l'insufflation d'air (trocart
7mm de diamétre recevant I’endoscope).
» Trocart avec canule de Smm recevant la pince a préhension.
» Pompe avec filtre et commande de pompe au pied.
» Tuyau de connexion entre la pompe et le robinet d’arriver de I'air fixé su le trocart
recevant 1’endoscope.
» pistolet d’insémination intra utérine
> Pince a préhension atraumatique.
Endokcope avec vision directe  Trocarts frocarts avec tfuyau de
Cdble de fibre oprique avec canule canule a piston  connexion

Pistolet d’insémination de 5cm
Photo 1 : matériel endoscopique
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B-2- Produits :

1- Eponges vaginales : Les éponges vaginales utilisées sont imprégnées chacune de 40 mg
d’acétate de fluorogestone (FGA), commercialisées sous le nom de (CHRONOGEST ™).

2- pFSH : Extrait hypophysaire porcm purifié (STIMUFOL )

3- pLH : Extrait hypophysaire porcin purifi¢ (STIMUFOL i |

4-PMSG : (Pregrant Mare Serum Gonadotrophin) conditionné dans des boittes contenant des
flacons de lyophilisat ‘%000 Ul) et des flacons de solvant, ce produit est commercialisé sous le
nom de (FOLLIGON

5-Antibiotiques et désinfectant :
Nous avons utilisé de la (Terramycine ") injectable et sous forme de spray, ainsi que du
permanganate de potassium.

I- 2- Méthodes :
A- Examen échographique :

L’examen échographique avait comme but, de sélectionner des brebis vides et la
confirmation de la gestation aprés transfert. Nous avons utilisés la technique décrite par
KHAN (1994).

La sonde bifréquences 6/8 Mhz a été fixée 4 un tube de guidage (support en PVC), ce
qui permet I’introduction de la sonde et sa manipulation externe. La brebis a €té examince en
position dorsale et /ou debout par voie transrectale ou transabdominale.

Pour la position transrectale, une fois que la brebis été contentionnée, la sonde
recouverte de gel été introduite délicatement dans le rectum jusqu’a I’observation de la
vessie .Ensuite le faisceau ultrasonore été dirigé vers la gauche puis la droite de la vessie,
lorsque les féces sont collés sous la sonde, un léger mouvement de vas et vient avec la sonde
ou la réintroduction de fagon répétée dans le rectum a été réalis€.

Pour I’examen transabdominale , les brebis ont été examinées en position debout .La
sonde enduite de gel est appliquée en avant de la mamelle de préférence a droite, orientée
dorso-caudalement, et pressée modérément sur la paroi abdominale. Pour faciliter cet examen,
un aide qui se plagait & gauche de I’animal tenait le membre postérieur droit en extension pour
dégager la région inguinale.

Pour I’interprétation d’une image échographique nous avons considéré que :
> Les structures anéchogénes, qui apparaissent noires a I’écran (ex : les liquides).
» Les structures hyperéchogénes qui sont a I’origine d’une réflexion importante des
ultrasons qui forment une image claire & I’écran (ex : les OS).
» Les structures hypoéchogénes qui apparaissent relativement sombres gris fonce (les
tissus).
B- Protocole de synchronisation et de superovulation :

B-1-la synchronisation des chaleurs :
La synchronisation des chaleurs consistait en la mise des éponges pendant 14 jours
chez les brebis donneuses et 13,5 jours chez les brebis receveuses.
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L’éponge vaginale €t¢ pulvérisée avec de la terramycine avant sa mise en place .Aprés
contention de la brebis, ’applicateur lubrifié avec un gel et muni de ’éponge été introduit
jusqu’au fond du vagin tout en évitant le traumatisme du méat urinaire.

L’applicateur €té ensuite retirer soigneusement laissant le fil entre les deux lévres vulvaires
permettant ainsi son retrait ultérieur (Cf photo.2).

Photo 2 : Mise en place de I’éponge vaginale.

Pour les receveuses, une injection de 500UI de PMSG a été réalisée au moment du retrait de
I’éponge soit 12h avant les donneuses (Cf figure18).

Pose de I’ éponge vaginale Retrait

\/
_ﬂ_——_____gls,s

1

(PMSG 50001

Figurel8 : Protocole de synchronisation des chaleurs chez les receveuses.
B-2-Traitement de superovulation :

Le traitement consistait en 1’administration pendant trois jours avant le retrait de 1’éponge
d’une dose décroissante de 20 mg de pFSH a un intervalle de 12h (Cf figure 19).

Pose de I’ éponge vaginale Retrait
J0 l
g':\ .4’{:‘\ ;ﬁ\\
y N n
‘ﬁ; L]
J12 J13 J14
Gl CmmmD <Jmmmml> mmmmyi)étection de Poestrus
Sml Sml 3ml 3ml 2ml 2wl et saillie (j14 4 §16)
FSH g FSH/LH
(03 ef8.22)
COLLECTE AJ22

Figure 19 : Protocole de synchronisation superovulation et collecte des embryons chez les
donneuses.
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B-3-Détection des chaleurs :

La détection des chaleurs commengait 16h aprés le retrait du dispositif intra-vaginal chez
les donneuses, soit 24h pour les receveuses (Cf Photo.3). Elle était réalisée toute les 4 h a
I’aide d’un bélier menu d’un tablier.

Toute femelle restant immobile lors du chevauchement était considérée en chaleur. Les
donneuses ont été saillies deux fois & 12 h d’intervalle (Cf Photo.4).

Photo 4 : saillie des donneuses

B-4-Examen endoscopique :

Deux incisions de la peau abdominale ventrale étaient effectuées 547 cm cranialement

de la mamelle et 334 c¢m latéralement de la ligne blanche afin de pouvoir insérer les deux
trocarts. (Cf photo.5)
Un premier trocart de 7 mm était d’abord mis en place afin de pouvoir insérer ’optique de
’endoscope et insuffler de I’air stérile dans 1’abdomen (Cf photo.6). Cela créait un
pneumopéritoine et permettait de mieux observer 1’appareil génital de la donneuse. Puis un
deuxiéme trocart de 5 mm était mis en place pour y insérer une pince atraumatique permettant
I’observation des ovaires (Cf photo.7). L’ opérateur vérifiait tout d’abord la présence des corps
jaunes sur les deux ovaires. Si une brebis possédait un total de moins de 3 corps jaunes
semblant actifs, il décidait de ne pas la collecter. (Cf photo.8)

T



PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE

Incisions
Photo 5 : Deux incisions de part et d‘autre de la ligne blanche

pReumopeéritoine

Trocart introduit I’abdotfien et
insufflation d’air stérile

Photo 6 : insufflation de 1’air stérile dans la cavité abdominale

Opti lendoscope
Canule (7mm) Canule (5mm)
Photo7:; insertion de 1’optique et du trocart
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\

Corps jaunes ovaire
Photo 8: Examen endoscopique des ovaires

L6
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I-Résultats :
I -1-Expression des chaleurs chez les donneuses :
Les résultats de la détection des chaleurs chez les donneuses sont reportés dans le tableau

suivant :
Tableau 3 : la durée moyenne des chaleurs chez les donneuses.

Chaleurs aprés le retrait de I’éponge (heures)
Brebis (Hamra) Début Fin Durée des chaleurs
1 28 52 24
2 24 52 28
3 32 52 20
Durée moyenne 28+4 52+0 24+4

Les résultats obtenus, montrent que les chaleurs ont débutés 24h aprés le retrait du
dispositif intra vaginal ; alors que la fin de ces derniéres a été observée 52h apres le retrait.
La durée moyenne de |’oestrus chez les trois brebis est de 24+4h, la brebis n°3 a présenté un
oestrus plus court (20h) que les brebis n°1 et n°2 (24h et 28h).

I -1-Expression des chaleurs chez les receveuses :

Les résultats de la détection des chaleurs sont reportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4 : la durée moyenne des chaleurs chez les receveuses

Chaleurs aprés le retrait de I’éponge (heures)
Brebis (mixte) Début Fin Durée des chaleurs
R1 32 64 32
R2 26 62 35
R3 36 64 28
R4 36 64 28
Durée moyenne | 32.5+4.72 | 63.5%1 30.75+3.4

Nos résultats montrent que la durée moyenne des chaleurs chez ’ensemble des receveuses est
de (30.75h+3.4). Cette durée varie de 28h a 35 h.

I1- Résultats de la réponse ovulatoire chez les donneuses :
L’évaluation de la réponse ovarienne par dénombrement des corps jaunes chez les donneuses

a été réalisce juste avant la récolte des embryons a 1’aide d’un examen endoscopique.
Les résultats du dénombrement sont rapportés dans le tableau 5.
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Tableau 5: Réponse ovulatoire par ovaire chez les brebis superovulées.

Nombre de corps jaunes
Brebis
Ovaire gauche Ovaire droit | Moyenne
1 03 05 04
2 03 04 35
3 04 02 3
Moyenne 3.33+0.57 3.66+1.52 3.49+1.5

Les résultats du traitement de superovulation révélent des réponses ovulatoires moyennes
voisines pour chaqu’unes des cornes gauche et droite (3.33+0.57 et 3.66+1.52).La réponse
ovulatoire moyenne par brebis était de 3.49+1.5.

Tableau 6: Résultats de la réponse ovulatoire globale pour I’ensemble des brebis.

Brebis Nombre de corps jaunes
1 08
2 07
3 06
Totale 21
Moyenne 07+1

Le dénombrement des corps jaunes par endoscopie nous a dévoilé des réponses ovulatoires
voisines chez les trois brebis donneuses et qui sont respectivement 08 ; 07 et 06 ovulations,
avec un totale de 21CJ et une moyenne de 07 CJ par brebis.

III- Résultats de la réponse ovulatoire chez les receveuses :
L’évaluation de la réponse ovulatoire aprés le traitement a base de PMSG a la dose de
(500U1) été faite par endoscopie avant ’opération de transfert et les résultats sont reportés

dans le tableau ci-dessous :

Tableau7: résultats de la réponse ovulatoire chez les receveuses.

Brebis Nombre de corps jaune Total
Ovaire gauche Ovaire droit
1 01 00 01
2 00 01 01
3 01 00 01
4 00 01 01
Moyenne 0.5+0.57 0.5+0.57 01=£1

Nos résultats montrent que toutes les brebis ont présentés au moins un corps jaune actif sur
I’un des ovaires, (01 CJ/ brebis).
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Les opérations de collecte et de transfert ont été réalisées simultanément sans conservation
d’embryons, au niveau de la station expérimentale de I’université Saad Dahleb Blida.

I-Matériel et méthodes :

I-A- Matériels:

1-Animaux :

Les brebis utilisées durant cette partie du travail sont les mémes décrites dans le chapitre I
(03 donneuses de race HAMRA et 04 receveuses de race Mixte).

2-Instruments et produits :

Les instruments et produit utilisés sont les suivants :

Savon et éponge.

Rasoir et lame de rasoir.

Champs de tissu.

Pince & champs.

Alcool iodé.

Alcool chirurgical.

Fil de suture non résorbable n°6, fil de suture résorbable “ Vicryl décimale n°2 et 57,
aiguille de suture. et porte aiguilles.

Lame de bistouri et porte lame.

Antibiotique (Terramycine, —pénicilline-streptomycine) injectable et pour la
pulvérisation sur le site de ponction de I’abdomen

Anesthésie générale (xylazine) et locale (xylocaine).

Ciseaux et Forceps (cf photo9).

Pinces Bulldogs (cf photo9).

Seringues de 50ml pour injecter le PBS.

Une sonde de Foley pédiatrique (30cm, ballonnet 5cc) (cf photo9).
Sonde cannelée. '

Trocarts.

Cathéter 16 gauges.

Clamps vasculaires.

Flacons de récolte stérile.

Boites de pétrie carrées quadrillées.

Petites boites de pétrie ronde.

Une pipette en verre montée sur une seringue a insuline

Loupe binoculaire (Nikon) et microscope inversé (Hund)

Bain marie.

Tubes gradués (50 ml)

PGF2a (Estrumate)

VVVVVVVVVVVVVVVYVY YV VVVVVVY

Sondee oléy me: Bulldogs Trocarts. Forceps
Photo 9: instruments de récolte chirurgicale
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I-B- Méthodes :
1-Préparation des animaux et du champ opératoire :

La récolte des embryons a été réalisée 6 jours aprés la saillie. Les brebis étaient mises a la
digte compléte la veille au soir du jour de collecte.
Aprés une tranquillisation avec de la xylazine a la dose de 0,1 mg /kg, la brebis €té mise en
position dorsale sur une table. La région abdominale ventro-caudale juste cranialement de la
mamelle été nettoyé et rasé. (Cf photo.10)

Zone de rasage autour de la mamelle namelle

Photo 10 : Rasage au tour de la mamelle

La brebis été contentionnée sur une table inclinable afin de facilité 1’observation du tractus
génitale sous endoscopie (Cf photo.11) .Une anesthésie générale a base de kétamine été alors
administré en IV a la dose de 5,5 mg /kg.

Photo 11 : contention de 1 brebis sur la tble

Le champ de tissu était fixé aux membres postérieurs a 1’aide de deux pinces laissant ainsi
apparaitre la région rasée. Le site opératoire été désinfecté deux fois avec une solution
alcoolique et iodée. (Cf Photo.12)

Photo 12: mise en place du champ opératoire
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2- Récolte chirurgicale :

Si le résultat de I’examen laparoscopie était favorable (présence de corps jaunes plus de 03
et absence d’adhérences), I’opération de récolte chirurgicale des embryons était alors lancée.
Tout d’abord une incision abdominale ventrale de 3 2 4 cm au niveau de la ligne blanche était
effectuée juste crinialement 2 la mamelle. A 1’aide de forceps de 25cm de long, une corne
utérine était attrapée grace a la vision endoscopique.

Une fois I’utérus isolé, I’ensemble du matériel laparoscopique était retiré. En tirant doucement
sur les forceps, la corne utérine était extériorisée de I’abdomen jusqu’a ce que 1’opérateur
puisse ’attraper avec sa main. Une fois les forceps retirés, les 2 cornes utérines étaient alors
entidrement extériorisées tout en laissant les ovaires et le cervix dans 1’abdomen (cf photo.13).

Corne gauthe et droite
Photo 13: Deux cornes utérines extériorisées

La procédure de collecte d’une corne puis 1’autre pouvait commencer. A 1’aide de petits
ciseaux pointus, la paroi d’une corne utérine Etait ponctionnée juste crinialement 2 la
bifurcation des 2 cornes. L’opérateur introduisait une sonde de Foley et gonflait le ballonnet a
I’aide de milieu de récolte maintenu 2 37°C afin d’obstruer la base de la corne utérine (cf
photo.14). L’autre extrémité de la corne était ensuite ponctionnée & I’aide du cathéter juste
aprés la jonction utéro-tubaire (cf photo.15).
Pour récupérer les embryons, 40 ml de milieu de collecte (PBS) étaient injectés a I’aide d’une
seringue de50ml reliée & un cathéter 16 G . Le milieu de récolte était récupéré par la sonde de
Foley dans un tube en plastique. Pour faciliter I’écoulement du milieu de collecte, I’opérateur
effectuait un léger massage de la corne utérine (cf photo.16). L’opération était ensuite
renouvelée sur 1’autre corne.

Sonde Foley ] er introduit dans Ya corne utérine
Photo 14: sonde de Foley mise a la base de la corne Photo 15: mise en place du cathéter
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Liquide récupéré dans le ﬂac stérile Injection du PBS  corn utérines
Photo16 : Injection du milieu de récolte dans la corne utérine
Et sa récupération dans le flacon stérile

Une fois les 2 cornes collectées, une suture par un point simple de I’incision ayant
permis I’insertion de la sonde de Foley était effectuée avec un fil résorbable (V' icry1®déci1nale
2). Puis, la brebis était replacée en position horizontale pour faciliter sa respiration.

L utérus était doucement remis en position physiologique avant que 1’opérateur ne suture la
paroi abdominale par des points en croix avec du Vicryl™ décimale 5. La peau était suturée par
des points simples avec un fil non résorbable.

3-Tri et sélection des embryons :

Le milieu de collecte, récupéré dans un récipient en plastique transparent marqué de fagon
indélébile avec le numéro d’identification de la donneuse était transmis & 1’opérateur chargé
de 1a recherche des embryons (cf photo.17).

A 1’aide d’un microscope inversé (grossissement x 40), aprés décantation, le fond de chaque
récipient était observé. Pour manipuler les embryons, I’opérateur utilisait une paillette (cf
photo18), pour aspirer les embryons trouvés et les transférer dans une boite de Pétri

(Diamétre 5 cm) contenant du milieu de collecte. Ainsi, les embryons récupérés dans les 2
cornes utérines étaient réunis dans la méme boite de Pétri avec identification précise de la
donneuse. La phase d’identification du stade de développement et de la qualité des embryons
pouvait alors commencer.

Les embryons été observés individuellement & un grossissement x 60 afin de déterminer leur
stade de développement et leur qualité selon la nomenclature de 'INRA-UNCEIA (1990) et
I’ETIS (1998).

=
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boite de Pétri  liguide de récolte pipette
Photo 18 : sélection des embryons

Microscop.

Photo 17 : recherche des embryons
Sous microscope

4-Transfert embryonnaire :

Le transfert était a chaque fois précédé d’un examen laparoscopique. La préparation et
la contention des animaux était exactement la méme que pour la collecte : dicte compléte 12h
auparavant, tranquillisation a base de xylazine (0,1 mg/kg), rasage, nettoyage et mise en place
sur la table & plan inclinable. Le but de I’examen laparoscopique était de vérifier la présence
d’au moins un corps jaune paraissant fonctionnel.

Une fois la brebis receveuse installée sur la table et inclinée la téte en bas, un premier
trocart de 7 mm était mis en place afin d’introduire 1’optique et de créer un pneumopéritoine.
Puis un second trocart de 5 mm était mis en place pour y insérer une pince atraumatique.

Une incision de 2 cm de long était pratiquée au niveau de la ligne blanche pour
pouvoir y insérer un forceps. Grace a la vision endoscopique, I’opérateur saisissait la corne
utérine. Le matériel d’endoscopie était alors retiré et ’extrémité créniale de la corne utérine
exposée & I’extérieur de 1’abdomen et saisie a la main par I’opérateur. Une ponction de la
paroi utérine était ensuite réalisée avec une aiguille afin de pouvoir y insérer ’extrémité de la
paillette contenant les 2 embryons (Cf photo19).

Une fois les embryons injectés, la corne utérine était relichée pour retourner dans 1’abdomen,
puis la paroi abdominale suturée par un point en croix (Vicryle décimale 5) et la peau par un
point simple & ’aide d’un fil non résorbable n°6.

Paillette contenant les embryons cornes utérines seringue a insuline

Photo 19: transfert des embryons
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5-Soins post opératoires :

Une fois la collecte chirurgicale terminée, les donneuses étaient mises au calme durant 12
heures avant de retourner dans leur stabulation d’origine. C’est 2 ce moment qu’elles
pouvaient reprendre leur alimentation. Une dose lutéolytique de PGF2a de 0.01ml/kg (IM)
leur était administrée le jour et le lendemain de I’opération afin d’éviter toute gestation.

Un traitement antibiotique & base de pénicilline et de streptomycine leur était administré en
(IM) a la fin de la collecte puis les 2 jours suivants a la dose de 0.05ml/kg.

6- Diagnostic de gestation :
Quarante (40 j), aprés la date du transfert des embryons chez les receveuses, un examen

échographique (méme méthode décrite dans le chapitre I) a été réalis€ pour détecter
d’éventuelles gestations.
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I1-Résultats :
11-1) Dénombrement direct des corps jaunes :

Le dénombrement direct des corps jaune aprés 1’extériorisation des ovaires était identique 2
celui obtenus par examen endoscopique pour les 03 donneuses (cf. photo20).

Corps jaunes
Photo20 : dénombrement des corps jaunes aprés extériorisation de I’ovaire
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I1-2) LES RESULTATS DE LA RECOLTE :

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

1-Taux de récupération :

L’observation sur microscope inversé des liquides de récolte des embryons, a révéle les
résultats qui sont résumés dans le tableau suivant:

Tableau 8: Taux de récupération

Brebis Nombre de CJ | Nombre de structures | Taux de récupération
récoltées %o
1 8 5 62.5
2 7 5 71.42
3 6 1 16.66
Taux moyen 7+1 3.66+2,30 52.38

Nous avons constaté que le taux de récupération est plus important pour la brebis n°let 2
(62.5 % et 71.42 % respectivement). Le taux moyen obtenu pour I’ensemble des brebis est de

52.38 %.

2-Taux moyen des structures récoltées :

Le nombre des structures récoltées par corne et par brebis sont présentés dans les tableaux

ci-dessous (cf tableaux 9,10) :

Tableau9 : le nombre des structures récoltées par brebis

Nos résultats montrent que pour les trois brebis le nombre total des structures récoltées
(embryons ou ovocytes non fécondés) est de (11) avec une moyenne de (3.66+2,30) par

brebis.

Brebis Structures récoltées
1 ]
2 5
3 1
Total 11
Moyenne 3.66+2,30
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Tableaul0 : Nombre et moyenne des structures récoltées par corne.

Brebis Structures récoltées
Corne droite Corne gauche
1 04 01
2 03 02
3 01 ND
Total 08 03
Moyenne 2.66x1,52 1.5+1

ND : non déterminée (perte de liquide).

Nous avons remarqué que le nombre de structures récoltées a partir des cornes droites est plus
élevé par rapport a celui récoltés des cornes gauches (08 vs 03) .Le nombre moyen des
structures récoltées pour la corne droite et gauche est respectivement de (2.66x1,52) et

(1.5%1).

3-Taux de fécondité :

Les résultats de fécondation sont reportés dans le tableau ci-dessous:

Tableaull : taux de fécondité

Brebis Structures récoltées Taux
embryons ovocytes fécondité
1 05 00 100%
2 04 01 80%
3 01 00 100%
Moyenne 3.33+£2,08 0.33 93.33%

Les résultats du tableau montrent que le taux de fécondité moyen pour 1’ensemble des brebis

est de 93.33%.
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11-2-2) Stade de développement et qualité des structures récoltées :

Le tableau 12 et photos n°21, 22,23, présentent les résultats de classification des embryons
selon leur qualité :

Tableau 12: Classification des embryons selon leur qualité.

Brebis Nombre de Embryons
structures Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
récoltées
1 05 03(M) 01 (M) 00 01 (NF)
2 05 02 (M) 01 (M) QM) 00
3 01 00 01 00 00
Total 11 05 03 00 01
Moyenne | 3.66:2,30 | 1,66=1,52 01=1 0.6621.15 | 0332057

(M) Morula ; (NF) Buf non fécondé.

Les résultats du tableau ci-dessus montrent que le nombre moyen des embryons de classe 1 et
2 est plus élevé, il est respectivement de 1,66£1,52 et 01+1. Le nombre moyen d’embryons
transférables est de 4 £1,41.

B
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Photo 21: (Buf non féco Photo 22: Morula (clasée I)

Photo 23: Morula (clase I) 7

(1) Zone pellucide ; (2) chromatine condensé;(3) espace prévitellin;(4) blastomeres détachés.

Le tableau ci-dessous illustre le nombre et le taux d’embryons transférables
Tableau 13: nombre et taux d’embryons transférables

Embryons Nombre Taux (%)
Récoltés 11 52,38
Classe 1 05 45,45
Classe 11 03 27,27

Transférable 08 72,72

Nous avons constaté que le taux des embryons transférables est de 72,72% dont 45,45% de
classe I et 27,27 % de classe 11.
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I1-3) Résultats du transfert :
A-Détermination du taux de gestation

Les résultats du diagnostique de gestation sont reportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 14 : taux de gestation

Brebis Nombre d’embryons Gestation
Transférés

R1 02 -

R2 02 e

R3 02 &

R4 02 +
Total 08 02

Taux de gestation 50%

Deux (02) receveuses, étaient confirmées gestantes R2, et R4 .Elles ont une gestation
gémellaire.

Le taux de gestation est obtenu par la formule suivante :

_ No.de femelles gestantes
Taux de gestation {%o}= ~ 100
No.de femelles recevenses

Les résultats du dénombrement des foetus aprés 1’examen échographique sont résumés dans le
tableau ci dessous :

Tableaul5 : taux de viabilité des embryons transférés

Brebis | Nombre d’embryons Nombre de foetus
transférés
R1 02 00
R2 02 02
R3 02 00
R4 02 02
Total 08 04

Les résultats obtenus montrent qu’il y’a (04) embryons viables sur (08) embryons transférés
ce qui donne un taux de viabilité de 50%.
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Les images échographiques obtenues & 40 jours de gestation sont présentées ci-dessous :

Vendometrs

|

Fa 180w

P2
warylédon

wirtebres
gervicales

calonne
vertebrale

Photo 25: image échographique a 40 jours de gestation chez la brebis (R4)
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DISCUSSION

I) Evaluation de la réponse ovarienne suite au traitement de synchronisation/ super
ovulation :

A) Expression des chaleurs :

1-Chez les donneuses :

Les résultats relatifs a la détection des chaleurs révélent que toutes les donneuses soit un
taux de 100% ont manifestés des chaleurs 24 h aprés le retrait de 1’éponge vaginale avec une
moyenne d’appariation de 28+4h.

Nos résultats sont semblables a ceux obtenus par Simonetti et al, (2007) qui affirment que
chez les brebis Corriedale, 1’cestrus peut apparaitre dans un délai de 20h avec un traitement
cocktail associant 1a FSHp et I’eCG,

En revanche, elles sont tardives par rapport aux résultats de Watanabe et al, (1998) qui ont
observés un début d’oestrus dans un délai de 13h aprés une injection de 20 mg de FSH
combiné a S00UI d’eCG.

Dans notre étude, les cestrus ont durés en moyenne 24+4 h. En effet, cette durée est identique
a celle décrite dans la littérature, qui varie de 24 a 30h (Kolb, 1975). Les mémes
observations ont étés rapportés par Jose Herrera (2008), ou la durée des chaleurs est en
moyenne 24h chez les brebis Pelibuey.

Aussi, 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 1’éponge.

Cependant, chez certaines races la durée des chaleurs est plus longue. Selon, Wright et
al (1976), la durée des chaleurs chez les brebis de race Columbia traitées avec de la FSH
combiné a la LH pure, c’est allongé jusqu’a 34,4h.

2-Chez les receveuses :

Le taux de synchronisation obtenu aprés induction/synchronisation de I’cestrus en utilisant
500UI de PMSG chez les receveuses est de 100%. Le début d’cestrus est détecté en moyenne
a 32+4,72 h, alors que la durée des cestrus est en moyenne 30.75+75 h.

Notre résultat est comparable a celui rapporté par Akoz et al, (2005) chez les brebis de race
Akkaraman Cross Bread, qui aprés utilisation d’une dose de 700UI de PMSG, obtiennent un
taux de 93.3%.

En effet ,I’injection intramusculaire de la gonadotropine « PMSG » a la fin du traitement
progestatif augmente le pourcentage des femelles en eestrus (Cognie et al. 1970).Selon Mauer
et al (1972); Cognie et Pelletier, (1976), Une proportion élevée de brebis vient en cestrus
durant un intervalle de temps entre 24-72 heures aprés 1’arrét du traitement progestatif .De
plus, d’aprés COGNIE et al (1970) I’intervalle arrét du traitement progestatif - apparition de
I’cestrus est en moyenne de 32,7 avec des doses qui varient entre 400 et 800 UL
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1l est & signaler, qu’on a noté une parfaite synchronisation des chaleurs entre les receveuses et
les donneuses (28+4h Vs 32+4,72h) .En effet, selon Baril (1993) I’écart de synchronisation
toléré est (x24h) pour un transfert d’embryons &gés de 6 a 8 jours.

B — Nombre d’ovulation (corps jaunes) :
1-Chez les donneuses :

Nos résultats montrent que le nombre moyen de corps jaune chez les donneuses est de 71
Cl.

11 appariait que notre résultats est proche de ceux rapportés par Armstrong et Evans (1983) et
Giovanni et al, (2001) qui aprés utilisation d’un traitement a base de FSHp rapportent une
réponse ovulatoire de 8.2 + 2,0 et 8,05+3,8 chez les brebis de race Sarda et Romney Marsh
respectivement.

Nos résultats sont légérement supérieurs de ceux rapportés par Simonetti et al, (2007) qui
aprés un traitement a base de FSH ovine rapportent une réponse ovulatoire de 6.2 * 1.1 chez
les brebis de race Corriedale.

Cependant, la réponse ovulatoire avec la dose de 16 mg de FSHp est netiement faible par
rapport 4 celle rapporté par Cognie et Baril (1986) ; Brebion et al (1990) ; Rexroad et Powell
(1991) qui est respectivement de 13.2 ; 11 ; 12,1+2,3 Corps jaunes.

Selon (Brebion et al, 1992 ; Tervit et al ,1984) Les. doses totales de pFSH les plus souvent
préconisées chez la brebis sont comprises entre 16 et 21 mg Armour, mais ces doses peuvent
s’avérer soit insuffisantes, soit au contraire excessives pour certains génotypes particuliers.

En effet, des doses élevés de FSHp peuvent données une meilleure réponse ovulatoire. Anna
et al, (2007) rapportent que 1’utilisation de 24 UI de pFSH chez les brebis de Targhee
croisées avec Rombouillet permet une réponse optimale de 16.2 CJ. Ainsi, Selon, Sam et al,
(2008), une stimulation ovarienne avec une dose de 33mgFSHp chez la brebis de race
Rombouillet permet une réponse de 27 CJ.

En revanche, Torres et al, (1984) rapportent que les brebis prolifiques Romanov x Préalpes
présentent une meilleure réponse avec une dose de 16 mg (12 = 1,5), et des résultats
médiocre avec des doses excessives (20 mg).

Pour I’utilisation de la FSH ovine, (Simonetti et al, 2007) ainsi que (Forcada et al, 2000) ont
prouvés que la différence était assez importante lorsqu’ils utilisent la méme dose de traitement
chez deux groupes de brebis d’age différent, la réponse était de 1.7 CJ pour les brebis agés de
3-6 ans et de 11.4 pour les brebis dgés de plus de 8 ans.

2-Chez les receveuses :
L’évaluation de la réponse ovulatoire suite au traitement d’induction et de synchronisation des

chaleurs avec une dose de PMSG révéle que le nombre moyen de corps jaune par receveuse
set de 1+1.
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Notre résultat est comparable a celui reporté par Evans et Robinson (1980) qui donnent un
taux de 1.2 CJ avec une dose de 200 Ul Selon ces mémes auteurs la PMSG augmente le taux
d’ovulation .De plus, il a ét€ démontré une interaction significative, entre la PMSG et la race
pour le taux d’ovulation (Laster et Glimp, 1974).

II) Collecte et transfert des embryons :
1- Taux de récupération :

Nos résultats montrent que le taux de récupération est de 62,57 pour la brebis 1, 71,42 “pour
la brebis 2, 16.66 “.pour la brebis 3, avec une moyenne de 52.38%pour I’ensemble des brebis.

Une similitude a été notée avec ceux rapportés par Rexroad et Powell (1991), qui rapportent
un taux de récupération de 47.37. 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 fécondité :

Nos résultats montrent que le taux de fécondité moyen chez les donneuses est de 93.33%. Ce
taux est semblable a celui signalé par Cognie et al (2003) et Baril et al (2004) qui est de 90
%.

Selon, Baril et al (1991), une saillie réalisée dans de bonnes conditions produit fréquemment
plus de 80% d’ceufs fécondés. Toutefois, le résultat est fortement tributaire de la condition
physiologique des males disponibles notamment, par rapport a la saison. En dehors de la
saison de reproduction, le pourcentage d’ceufs fécondés peut étre diminué (contre saison 75%
vs saison 88%) (Baril et Vallet ,1990). A cette période, certains males manifestent une
insuffisance de la libido associe a une faible fécondance du sperme.

3- Nombre et qualité des d’embryons :

L’examen microscopique, nous a permet de dénombrer en moyenne 3.66%2,30 structures
avec une moyenne de 3.33#2,08 embryons par donneuse. Ainsi, le nombre moyen
d’embryons transférables obtenu est de 4 *1,41. Ce qui donne un taux de 72,72% dont
45,45% de classe I et 27,27 % de classe II.

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapporté par les différents auteurs en termes de structures
récoltés. Cependant, le nombre d’embryons transférable est comparable a ceux obtenus par
Giovanni et al, (2001) et Gonzalez et al, (2003) qui rapportent un nombre moyen de 4,9 +
1,03 et 4,3 + 1,4 respectivement. Ce nombre est légérement inférieure de celui rapporté par
Forcada et al, (2000), qui obtiennent 5.3 embryons transférables aprés un traitement avec
176UI d’oFSH chez des brebis de Rasa Aragonesa.

Une nette différence est notée, en comparant nos résultats avec ceux de Bartlewski et al,
(2007) qui rapportent que le nombre d’embryons transférables n’est que 2,5 avec un
traitement associant de la p FSH et ’eCG

En termes de taux d’embryons transférable, nos résultats sont trés satisfaisants par rapport a
ceux cités par Cordeiro et al (2003) qui rapportent un taux de (67,4%) d’embryons
transférables (classe I et II).
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4- Résultats du transfert (Taux de gestation, Taux de viabilité des embryons):

Nos résultats montrent que le taux de gestation et de viabilité de 50%. En effet, ce
taux est nettement supérieur a celui obtenu par Naohisa et al (1997) qui rapportent que le
taux de gestation est de 38.9% avec des embryons frais .Cependant, le taux de gestation
obtenu aprés transfert chirurgicale et laparoscopique par Vallet et al (1989), Brebion et
al (1991) est respectivement de 88% et 80%, ce qui est supérieur au notre.

Des taux de viabilité équivalent (49%) ont été obtenus par Traldi (1995) et Baril et al (2002),
mais ¢a reste insuffisant par rapport au taux espéré. Il faut signaler, que le jugement visuel des
embryons donne une estimation trés imparfaite de leur viabilité réelle (Brebion et al, 1992).

Des écarts important des taux de gestation sont observés en fonction des lots de receveuses.
Ces écarts sont principalement a mettre en relation avec la conduite d’élevage (Baril ,1991).
Aussi, en admet que les taux de gestation aprés transfert sur les jeunes animaux sont plus
élevés que les adultes. Toute fois, les meilleurs résultats de gestation sont obtenus lorsque
donneuses et receveuses sont synchrones.






CONCLUSION

Conclusion

La transplantation embryonnaire est constituée d’une succession d’étapes techmiques bien
distinctes. En effet le personnel impliqué dans la réalisation pratique des opérations de

transfert devrait avoir une parfaite maitrise & chaque étape de la chaine, anesthésie des
animaux, collecte, recherche, examen, conservation et transfert des embryons.

Une bonne formation théorique et pratique est un préalable indispensable & la constitution
d’une équipe de transplantation embryonnaire. La réussite de la transplantation ne doit pas
non plus étre limitée par un manque de disponibilité en équipement indispensable, matériels et
produits.

En effet, notre expérimentation a porter sur I’une des biotechnologies embryonnaires les plus
récentes et les plus utilisés dans le monde scientifique, c’est la superovulation, son principe
est de multiplier le nombre de descendants d’une brebis de haute valeur génétique.

Il en ressort que les brebis de race Hamra ont moyennement répondu a un traitement de
superovulation a base d’une dose de 20 mg et un rapport adéquat de pFSH/pLH.

Les principaux résultats obtenus montrent que le nombre moyen de corps jaunes par
brebis est de 7 + 1. Le taux de fécondité été trés important, il a atteint 93.33%. Ainsi, le taux
de récolte est satisfaisant soit 52,38%. Pour les embryons transférables nous avons obtenus
un nombre moyen de 4 *1,4lembryons transférables par donneuse.

Le transfert de ces embryons produits in vivo, chez des receveuses de race mixte a
permet d’avoir un taux de gestation de 50%. Ce qui est trés satisfaisant pour une expérience
faite pour la premiére fois en Algérie.

" La race Hamra est considérée comme la meilleure race a viande en Algérie, I’application sur
le terrain de la production et du transfert d’embryons in vivo permettra une sélection accrue
de cette race génétiquement intéressante. Par cette technique, il est possible de multiplier la
descendance d’un bon couple, male/ femelle de race Hamra en utilisant des receveuses
d’autres races.

En fin, d’autres travaux devront étre envisagés sur un effectif plus important afin de
déterminée la dose optimale a utilisée chez la race Hamra.
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