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Introduction générale

La reproduction est la fonction capitale assurant I’apport des denrées alimentaires
d’origine animale et ses dérivés nécessaires a la consommation humaine. Cependant la
reproduction de fagon naturelle ne permet pas 1I’expression de la performance du troupeau ce
qui entraine une insuffisance des produits sur le marché. Pour une production optimale, il est
impératif de maitriser les paramétres de production c'est-a-dire :

» la bonne gestion de 1’élevage par :
e une organisation des troupeaux en fonction de leurs caractéres phénotypiques
e une alimentation correcte et appropriée
e une bonne conception des batiments associée a une bonne hygiéne

» la maitrise de la fonction de reproduction.

Les biotechnologies appliquées a la reproduction telles la synchronisation des
chaleurs, I’insémination artificielle (IA), le transfert embryonnaire (TE), la fécondation in
vitro (FIV) sont parmi les facteurs mis en place pour I’amélioration de la production. C’est
d’une part grace a ces biotechnologies que la Nouvelle Z¢lande produit plus de 245 millions
de tonnes de lait et de produits laitiers par an et est classée ler exportateur de lait en poudre

dans le monde avec 35% de la production mondiale (FAO 2009).

L’ Algérie étant un pays a forte croissance démographique, les besoins en viande et en

lait augmentent chaque année. Malgré les améliorations obtenues grace a I’lA, les produits



locaux plus particulierement laitiers dont le pays est un grand consommateur restent toujours
insuffisants ceci a cause de :
» Un faible taux d’intégration de la production nationale dans le processus de
transformation.
» Une faible productivité des élevages due a une topologie des élevages ne permettant
pas la modernisation, une prédominance de race locale faiblement productrice, une
alimentation inadéquate...etc. (M.C Ould holcine ; conférence 8™ journée sciences

vétérinaire ; 2010).

Cette situation a incité les pouvoirs publiques a recourir a I’importation de viandes dites
congelées et de lait en poudre (1,3 milliards L de lait/an, avec un budget évalué¢ a 1.06
milliards de dollars en 2007 qui s’éléve a 1.29 milliards de dollars en 2008 (El Watan 2009).
Ce qui entraine une perte €économique trés importante pour le pays. Afin de réduire la facture
des importations, I'une des voies permettant I’amélioration des productions pourrait étre le
recours aux biotechnologies appliquées a la reproduction tel 1’insémination artificielle et le
transfert embryonnaire ; ce dernier encore a I’état expérimental en Algérie.

L’objectif de notre travail est de :
- Faire un état des lieux du transfert embryonnaire dans 1’espece bovine en Algérie.

- Nous initier a la technique de transplantation embryonnaire chez la vache laitiere.



Chapitre I : PRODUCTION IN VIVO D’EMBRYON

I) LA SUPEROVULATION

Au cours de la phase folliculaire du cycle cestral et suivant les espéces, un ou plusieurs
follicules arriveront a maturité. Ce sont les follicules « dominants », les autres subiront
I’atrésie. Devant ce gaspillage considérable entre la réserve de départ et le nombre d’ceufs
émis au cours de la vie génitale de la femelle, la superovulation a permis de réduire fortement
cet écart et d’augmenter la production d’embryons lors de chaque cycle.

Le principe de la superovulation chez les bovins repose sur la stimulation ovarienne a
I’aide d'hormones gonadotropes administrées en période pré-ovulatoire. Les substances
généralement employées doivent avoir un "effet FSH" qui est I'hormone responsable de la
sélection et de la maturation des follicules ovariens.

I.1) Critéres de choix de la donneuse :

Habituellement, 1’¢leveur choisit une génisse ou une vache a haut potentiel laitier ou
viandeux. Il convient alors d’en analyser les performances de fertilit¢ et de fécondité. De
méme, il s’avere indispensable d’identifier la présence éventuelle de Iésions du tractus génital
( L’animal ne devrait pas présenter de complications puerpérales ou du post-partum telles
qu’une rétention placentaire, une infection utérine, une fiévre vitulaire ou de I’acétonémie).
Elle aura mis bas depuis 60 voire 90 jours au moins et sera en phase de bilan énergétique
positif. Elle aura manifestée deux ou trois chaleurs a intervalles réguliers. A I’exploration
manuelle, le col et les cornes utérines seront de diamétre normal (< 5 cm). Un corps jaune sera

présent sur I’ovaire. L’examen vaginal au moyen d’un spéculum éliminera la possibilité d’une



infection utérine. Les traitements antiparasitaires et vaccinations auront été effectués avant le
traitement de superovulation.
1.2) Les traitements de superovulation :

a. La Pregnant Mare Serum Gonadotrophin

La PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) extraite du sérum de jument gravide
entre le 42°™ et le 100°™ jour de gestation posséde une activité biologique correspondant
classiquement a un mélange de FSH et de LH. Ce rapport dépend du stade de gestation de la
jument. La concentration de la PMSG est maximale dans I’organisme 15 a 32 heures apres
son injection. La PMSG est douée d’une double activité a la fois de type FSH et LH avec un
rapport constant FSH/LH égal a 0.2. Elle est injectée par voie IM a une dose comprise entre
2.000 et 3.000 UI, elle a une demi-vie particulierement longue (120 heures) imputable a sa
richesse en acide sialique (13 %) qui la protége de la dégradation hépatique et rénale. Aussi
est-il indispensable de lui adjoindre 1’injection de 1800 UI d’anticorps anti-PMSG (obtenus
sur moutons) au moment des chaleurs. Ces anticorps ont pour objet d’inhiber I’action de la
PMSG et ce faisant le développement d’une seconde vague de croissance folliculaire et
d’éviter la formation de follicules kystiques. La répétition des injections de PMSG a 1 voire
deux mois d’intervalle est susceptible de réduire I’efficacité du traitement étant donné la
réaction antigénique possible (annexe 1).

b. La Human Menopausal Gonadotrophin

L’hMG (Human Menopausal Gonadotrophin) fournit des résultats comparables a ceux
de la PMSG mais son cot est plus élevé.

C. Les extraits hypophysaires

Les extraits hypophysaires (d’origine porcine le plus souvent, pFSH, mais aussi bovine,
bFSH, ou ovine sont de plus en plus largement utilisés. Possédant une demi-vie plus courte (5
a 6 heures) que la PMSG, étant donné leur moindre richesse en acide sialique (5 %) ils
doivent faire 1’objet d’injections répétées. Leur concentration atteint une valeur maximale 3
heures aprés leur injection et ne sont plus décelables 12 heures aprés I’injection. Leur
utilisation répétée n’entraine pas la formation d’anticorps contrairement a la PMSG. Les doses
sont comprises entre 32 et 50 UA (Unité Armour) administrées de manicre fractionnée et
décroissante en doses bijournali¢res (matin et soir) pendant 4 jours, la dose de 32 UA (6 UA,
5 UA, 3 UA, 2 UA) étant le plus souvent recommandée chez la vache laitiere et celle de 40

UA chez la vache viandeuse. Les doses de FSH sont exprimées en mcg Armour : une unité



Armour est équivalente a 10 mcg de FSH pure. Les FSH sont présentées sous forme

lyophilisées et reconditionnées avant I’emploi au moyen de sérum physiologique (annexel).

1.3) Les facteurs influencant les réponses des traitements de superovulation :

La variabilit¢ de la réponse au traitement de superovulation chez la vache, d’origine
plurifactorielle, est un facteur limitant dans 1’usage de la technique de transfert embryonnaire
(Hahn, 1992) :

Sélection de donneuses potentielles :

De nombreux travaux ont rapporté des méthodes qui sont employées pour choisir des
vaches potentiellement donneuses d’embryons, avant méme qu’elles soient acceptées pour le
traitement de superovulation. Au canada Desaulniers et al. (1995) trouvent que suivre le
développement folliculaire et le profil endocrinien sur des vaches matures (non utilisée pour
la production laitiére ) , était un moyen tres limité pour prévoir la réponse de superovulation,
ils ont aussi trouvé que la superovulation a révélé des désordres endocriniens et folliculaires
chez les vaches matures superovulées (Gordon,1996).

Intervalle post-partum :

Il semble qu’un intervalle de 60 jours entre le vélage et la collecte soit le minimum a

respecter pour que 1’utérus ait subi son involution et pour que les ovaires répondent au

traitement de FSH de superovulation (Nibart, 1991).

L’age :

Il est admis que 1’d4ge des donneuses influence la production d’embryons et
d’embryons viables. Des chercheurs tel Lerner (Gordon, 1991), ont affirmé que la réponse
maximale de superovulation chez les vaches Holstein se situe vers 5 a 6 ans d’age, les
méme auteurs notent qu’une augmentation de la dose de FSH parmi les vieilles donneuses
Holstein, les aident a augmenter leurs rendements d’embryons, mais sans corriger

complétement les effets négatifs de 1’age.

Pathologie :
L’apparition d’état pathologique (état infectieux, structures ovariennes kystiques,

maladies métaboliques) peuvent €galement interférer avec la réponse a la superovulation.

Race :



Aux USA, Breuel et al.(1991) ont enregistré un rendement important d’embryons
transférables chez des donneuses de race Simmental comparativement a ceux de races Angus,
Charolaise et Polled Hereford. De ce fait, ils ont spéculé que la Simmental était plus sensible
aux gonadotrophines que les autres races.

Nutrition et effets des saisons :

Des études ont permis de conclure que la population ovarienne de follicules antraux chez
les bovins, pouvait étre influencée par le niveau énergétique, imposé pendant le cycle cestral.
Peu d’études ont été conduites pour évaluer I’incidence exacte de I’alimentation sur la réponse
au traitement de superovulation. Delacharlerie et al.(1995) ont obtenu moins d’embryons de
bonne qualité chez des vaches de race Montbéliarde aprés une alimentation de type extensif, a
base d’herbe, que chez des femelles de méme race alimentées de facon intensive ( a base
d’ensilage d’herbe ou de mais).

L’effet du follicule dominant :

Des études portant sur les relations entre fonction ovarienne et réponse au traitement de
superovulation ont montré que le nombre d’ovulations dépendait de 1’état de la population
folliculaire au moment ou débute la stimulation gonadotrope (présence d’un follicule
dominant, nombre de follicule de plus de deux millimétres de diamétres).

La variabilité individuelle :

Selon chupin (1985), la femelle elle-méme est responsable de plus de 50% de la
variabilité de la réponse ovarienne et de la production d’embryons. Cette variabilité peut avoir
une origine physiologique ou génétique. Généralement, le taux d’ovulation et la production
d’embryons sont relativement constants chez le méme individu (Mapletoft, 1993).

Repeat breeders et les problémes chez la vache :

En Irlande, la superovulation et la récolte embryonnaire non chirurgicale sur des vaches
laiticres normales ou repeat breeders ont montré une dimunition significative du rendement
embryonnaire chez les repeat breeders, suggere qu’une telle diminution de fertilité était due a

I’environnement utérin hostile.

1.4) Insémination artificielle de la donneuse superovulée :
Apres I’application du traitement de superovulation, la seconde étape a faire est le
contrdle de I’cestrus des vaches superovulées, c'est-a-dire le début et la durée de 1’cestrus, qui

sont des parametres importants pour déterminer le moment de I’'TA.



L’usage de la prostaglandine pour le TE en clinique, pour controler le moment de
chaleurs permet justement avec une précision de donner des recommandations sur la fagon
dont I’TA doit étre faite. Les donneuses sont attendues pour rentrer en cestrus a environ 2 jours
aprés 1’administration de la prostaglandine. L’IA doit se faire le matin et le soir a condition
que les vaches aient montrée des signes de chaleurs tot dans la journée. Mais si 1’cestrus se

produisait plus tard alors, I’insémination se fera I’aprés midi et le lendemain matin.

II) RECOLTE DES EMBRYONS

I1.1) Méthodologie :

a) Méthode chirurgicale :

La récolte des embryons se faisait par voie chirurgicale sous anesthésie générale le plus
souvent au niveau de la ligne blanche en avant du pis. Une fois 1'utérus extériorisé, une
incision d’lcm de long était pratiquée a la base de la corne utérine pour permettre
I’introduction d’un cathéter a deux voies (sonde de Folley). Le ballonnet était ensuite gonflé.
Le liquide de récolte était injecté au moyen d’une seringue et d’une aiguille & bout mousse au
sommet de la corne utérine et récupéré par I’orifice situé a la base du ballonnet. Apres récolte,
le ballonnet était dégonflé, 1’utérus suturé et on procédait de la méme maniere pour 1’autre
corne utérine. Cette technique offrait ’avantage d’un taux de récupération élevé des embryons
(70 a 80 %), de pouvoir juger de la réponse ovarienne au traitement de superovulation. Elle
fut pratiquement abandonnée étant donné 1’infrastructure de mise en place requise mais aussi

la difficulté de répéter souvent I’intervention sur le méme animal. (Ch.Hanzen 2009).

b) Méthode non chirurgicale ou collecte transcervicale :

Cette procédure plus ou moins récente a permis de faciliter la récolte embryonnaire
pour les praticiens du TE, en plus de la réduction des risques de complications chez la

donneuse (complications opératoires et postopératoires) : (I. Gordon ; 1996).

Elle consiste au prélevement dans les voies génitales (cornes utérines) des
embryons au 7¢éme jour aprés l’cestrus (annexe2) avant que ceux-ci ne sortent de leurs
membranes pellucides (9¢me jour) et aprés leurs migration de I’oviducte au cornes utérines

(j4 aj5). La membrane pellucide constitue une excellente barriére de protection de I’embryon



de la plus part des germes pathogénes. De plus seul les embryons entourés de cette membrane

supportent bien la congélation.

Traitement par la Prostaglandine apres la récolte embryonnaire :

En Espagne; Lopez Gatius (1995) a conclu que la récolte et le lavage utérin
n’induisaient pas la lutéolyse chez la plupart des génisses superovulées ; les embryons qui
restent dans 1’utérus étaient capables de produire une gestation normale jusqu’a terme d’ou la

nécessité d’un traitement lutéolytique post-flushing (prostaglandine) (Gordon, 1996).

I1.2) Détermination de la qualité des embryons :
a. Rappel du développement embryonnaire durant le stade libre :

Cette phase se situe entre la fécondation et la migration du zygote a I’intérieur des
trompes utérines, c’est la période qui précede la nidation et la fixation du blastocyste sur la
paroi de I’endométre en d’autre terme ce stade correspond a 1’étape morula. L’ceuf résultant
de la fécondation commence aussitét a se diviser : deux, quatre, huit, puis seize cellules,
toujours entourées de la zone pellucide. Ce petit amas qui n’a fait que diviser le cytoplasme de
I’ovule sans augmenter de volume ressemble, au microscope, a une petite mire, morula en
latin. Ce stade est atteint au bout de 3 a 4 jours tandis que I’ceuf descend lentement 1’oviducte
vers 1’utérus, poussé par les mouvements ciliaires et les contractions. Durant les 15 a 30 jours

suivants, selon les especes, 1’ceuf va vivre libre dans 1’utérus.

b. La premiére différenciation :

Apres ces premieres divisions a I’intérieur de la zone pellucide, celle-ci s’amincit puis
disparait, et I’ceuf continue a multiplier ses cellules. Bientdt les cellules jusque 1a toutes
semblables, vont se différencier et s’organiser :

e Quelques cellules plus volumineuses se regroupent en une petite masse, le
bouton embryonnaire, premicres cellules de I’embryon, futur organisme.

e Les autres cellules, plus petites, se placent a la périphérie formant une couche
appelée trophoblaste : ces cellules donnent naissance aux enveloppes chargées de
nourrir I’embryon (enveloppe externe ou chorion).

e [’ensemble embryon plus trophoblaste se creuse d’une cavité remplie de liquide

et prend le nom de blastocyste. L’ceuf devenu blastocyste poursuit sa croissance,



le bouton embryonnaire se développe en embryon, le trophoblaste se développe

en enveloppe.

¢. Chronologie du développement embryonnaire :

Jour Heures Evénements Taille

0 0 Début des chaleurs

0 7 Libération de LH (pendant 8 a 12 heures)
0 15 Insémination

1 30 Ovulation 160

1 35 Fécondation

2 50 Stade deux cellules 160

2 55 Stade 4 cellules 160

3 75 Stade 8 cellules

4 100 Stade 16-32 cellules

5 120 Passage de I’embryon dans ’utérus

6 130 Stade 30-64 cellules (morula)

7 150 Stade jeune blastocyste 140-170

8 200 Stade blastocyste 170-210

10 Sortie de pellucide 150-350

11 Début de la phase d’¢longation 150 a 3 cm
22 Premiers accolements conceptus-endometre
35 Implantation

40-50 Fin de I’organogénése

d. Appréciation de la qualité des embryons :

Divers critéres ont été proposés. Les uns évaluent les caractéristiques morphologiques
de la pellucide et des blastomeres et vérifient si elles sont en accord avec le stade de gestation.
D’autres moins couramment utilisés se basent sur le nombre de cellules identifiées a un stade
de développement donné, I’activité enzymatique ou métabolique (consommation de glucose
en culture, synthése de lactate déshydrogénase) ou encore sur le délai voire les modalités

d’éclosion du blastocyste une fois sa phase d’expansion réalisée.

e. Les (Kennedy et al. 1983) classes d’embryons distinguées:

e - Classe 1 (excellent)
Embryon au stade normal de développement au moment de I’observation : aspect symétrique,

blastomeres polygonaux formant une masse compacte au stade morula.



e - Classe 2 (bon)
Aspect semblable aux embryons de classe 1 mais de forme asymétrique pouvant contenir des
blastomeéres séparés de ’amas compact des cellules formant la morula. Ils peuvent également
présentés un retard de développement par rapport aux autres embryons récoltés sur la méme
donneuse.

e - Classe 3 (Moyen)
Embryons en retard de développement de 1 a 2 jours. Les blastoméres sont sphériques et de
taille variable au stade morula. On constate la présence de vésicules dans les blastomeres.
L’aspect de I’embryon est plus sombre ou plus clair que la normale.

e - Classe 4 (mauvais)
Embryon en retard de développement de 2 jours. Les limites cellulaires sont indistinctes.

e - Classe 5 (dégénérés)
La dégénérescence peut parfois étre évidente a un point qu’il n’est plus possible de
reconnaitre le stade de développement. L’embryon prend parfois une configuration

anormale.(annexe 3)

Chapitre I : PRODUCTION IN VITRO D’EMBRYON

Hors mis les demandes d’embryons de plus en plus importantes pour les études
fondamentales et les nouvelles applications tel la transgénése et le clonage, la méthode de
production d’embryon in vivo présente de multiples limites qui ont amené les chercheurs a
mettre au point de nouvelles techniques de récupération d’ovocytes et de fécondation in vitro
faisant ainsi intervenir les processus de maturation ovocytaire et de capacitation de

spermatozoide.

I) RECOLTE DES OVOCYTES
La récolte des ovocytes peut se faire soit a partir des ovaires prélevés a 1’abattoir sur
des follicules de diametre compris entre 0.3-0.8mm (follicules antraux précoces) et 3-8 mm ;
soit par laparoscopie (avec une récolte importante du nombre d’ovocyte mais les conditions
liées a cette technique la rend onéreuse) ou encore par ponction écho guidée des follicules
ovariens.

I.1) Récolte d’ovocyte a partir d’ovaires d’abattoir

Les ovaires doivent étre récupérés dans les 2 heures suivant 1’abattage de

I’animal, stockés a une température de 24 a 30°C et les ovocytes prélevés au plus dans les 4



heures suivantes (annexe 4). Le prélévement des ovocytes peut se faire par aspiration du
liquide folliculaire (méthodes les plus anciennes avec collecte de 9 a 16 ovocytes par
ovaire) ou par dissection préalable des follicules (on a 16 a 17 follicules par ovaire avec un
plus grand nombre de ovocytes morphologiquement normaux) mais le protocole est plus lent
que le précédent. La découpe de I’ovaire en tranches (slicing ovary) ou une pré digestion de

I’ovaire au moyen de la trypsine sont ¢galement des méthodes utilisées.

1.2) Prélévement in vivo

La premicre collecte avait été réalisée par laparoscopie para lombaire droite en
1985 sur femelles superovulées, puis le développement de 1’échographie en gynécologie
animale permit 1’utilisation de la ponction transvaginale écho-guidée (annexe 5) ou OPU
(ovum pick up) des follicules ovariens.

L’OPU est la technique la plus habituellement utilisée et ne nécessite pas de
stimulation hormonale préalable cependant, il semblerait qu’une pré stimulation a la FSH
augmenterait le nombre de blastocyste et donc d’embryons obtenus sans augmenter le nombre
d’ovocytes ni de follicules ponctionnés (Googhand et al; 1996, 1997, 1999, 2000, R De
Roover, Ch Hansen et al 2008); aussi, un apport energétique adéquat, les hormones de
croissances et 1’acide rétinoide (métabolite du rétinol) amélioreraient la qualité des ovocytes.
De plus elle n’est pas douloureuse puisque réalisée sous anesthésie épidurale.

Le prélévement des ovocytes peut ¢étre effectué de facon hebdomadaire ou
bihebdomadaire sans altérer les fonctions et I’anatomie des ovaires méme aprés 5 mois de
ponctions bihebdomadaires (Pieterse et al 1991b, Van der Schans et al 1991, Simon et al
1993). D’ailleurs, une collecte bihebdomadaire donnerait un plus grand nombre d’ovocytes de
meilleure qualité qu’une collecte hebdomadaire (I Gordon, 2003).

Le pourcentage moyen d’ovocytes récoltés est de 57 % mais varie selon les auteurs entre

19 et 70 %.

II) CLASSIFICATION DES OVOCYTES

Selon la répartition du COC (Cumulus Oophurus Complex) autour de I’ovocyte et la
transparence de 1’ooplasme, les ovocytes sont divisés en 4 classes; ces différences
identifiées lors de I’examen peuvent étre attribuées a différents stades de maturation. Ainsi

on distingue (annexe 6) :



classe 1: Le COC a un aspect transparent. Le cumulus (cellules de la granuleuse) est
compact et entoure complétement I’ovocyte. L’ooplasme ovocytaire a un aspect
homogéne.

Classe 2 : Le COC a le méme aspect que dans la classe 1 mais 1’ooplasme a un aspect
plus irrégulier, une zone plus sombre pouvant étre visible a sa périphérie.

Classe 3 : L’ensemble du COC est sombre, le cumulus est moins compact, I’ooplasme est
plus irrégulier et présente des amas plus sombres

Classe 4: Le cumulus est complétement expansé voire absent (oocytes nus: naked

oocytes).

III) MATURATION DES OVOCYTES

II1.1) Maturation in vivo des ovocytes

La décharge préovulante de LH induit le phénoméne de maturation chez le

follicule antral ce processus se définit par 2 grands événements :

- La maturation nucléaire. Elle aboutit a la libération du prémier globule polaire. En effet,
dans le follicule terminal prét a ovuler la décharge de LH provoque d’une part la levée
d’inhibition des OMI (ovocytes méiotique inhibitor) induit par le follicule antral et d’autre
part la syntheése des stérols activateurs de la méiose appelée MPF (Meiotic Promoting

Factor) qui déclenche ainsi la méiose.

- La maturation cytoplasmique. La maturation cytoplasmique est en majeure partie
caractérisée par la migration des granules (granules corticaux) vers la corticale en
s’associant au cytosquelette afin d’empécher la polyspermie. Pendant cette phase on note
¢galement la multiplication des organites cellulaires (mitochondries et appareils de golgi )
et une protéosyntheése accrue préparant I’ovocyte a la fécondation et au développement

embryonnaire précoce.

II1.2) maturation in vitro des ovocytes.

La maturation in vitro vise a obtenir la maturation nucléaire et surtout cytoplasmique
des ovocytes ayant déja acquis la croissance et la compétence méiotique (follicules antraux).

Pour cela, diverses méthodes ont été proposées mais la méthode la plus habituelle reste la



culture des ovocytes (10 a 20 ovocytes) dans des micropuits contenant 100 & 200 microlitres

de milieu a 39°C.

La maturation ovocytaire est influencée par plusieurs facteurs encore inconnus pour la
plus part (moyenne 60 a 85 % des ovocytes maturés in vitro sont fécondés et se divisent, mais
seuls 25 a 30 % atteignent le stade blastocystes). Cependant, sa réussite dépend de la

composition du milieu et la technique utilisée.

Les milieux de maturation différent selon les especes chez la vache, les milieux
couramment utilisés sont : le milieu TCM 199, le milieu TALP (thyrode albumine lactates
pyruvate) ou encore le krebs ringers bicarbonates tous enrichis au sérum de composition
variable et bien d’autres susbtances comme le liquide folliculaire a faible dose, I’adrénaline,

les antibiotiques (pénicilline G et aminosides)...etc.

Plusieurs études ont montrés que ’addition des cellules de la granulosa au milieu de
culture était essentiel a 1’acquisition de la compétence au développement in vitro des ovocytes
(Chian et al, 1994 ; Yang et al, 1995 ; Machatkova et al, 2001). La GH et la FSH agissant de
facon différente sur la maturation nucléaire, améliorent la compétence de développement des

ovocytes a la maturation in vitro (I. Gordon, 2003).

Au microscope, le premier signe de maturation in vitro est la reprise de la méiose
exprimée par 1’expulsion du premier globule polaire et des modifications cytoplasmiques
(redistribution des organites intracellulaires). La maturation ovocytaire dure en général 18 a

24h.

L’évaluation de la qualité de maturation de I’ovocyte se fait par simple observation du
COCs : ils doivent présenter une expansion du COCs, un globule polaire et le noyau

ovocytaire en métaphase II.

IV) CAPACITATION DES SPERMATOZOIDES

C’est I’acquisition par les spermatozoides du pouvoir fécondant; in vivo elle est
induite par les stéroides ovariens associés a une forte concentration d’ions cat++; a lieu
quelques heures avant 1’ovulation et dure 4 a 6h chez les bovins. In vitro elle comporte 3
étapes : la sélection obtenue soit par centrifugation pendant 15min, soit par la méthode de
swing-up (nage ascendante) pendant lh (en incubation); la capacitation induite par

I’héparine a 10 voir 20mcg/ml contenu dans un milieu de culture avec des spermatozoides de



maniére a avoir 2 000 000 de ces derniers par ml et enfin I’induction et ’entretien de la

mobilité; favorisés par la caféine et la théophylline.

IV) FECONDATION IN VITRO.

Les spermatozoides capacités sont co-incubés avec 1’ovocyte mature (une vingtaine
d’ovocytes et 100 000 spermatozoides) pendant 18h a 39°C dans 50 a 100 microlitres de
milieu (milieu TALP & PH=7,4 ; une atmosphere a 5% de CO2 et une pression osmotique
comprise entre 280 et 300 mOs). 1l s’ensuit alors la fécondation (annexe 7). La GH-RH, la

prostaglandine et 1’acide hyaluronique y jouent un réle important.

La fécondation est évaluée in vitro par : I’expulsion du deuxieme globule polaire ; la
présence de spermatozoides accessoires ou le taux de clivage de ces derniers. Le taux de
fécondation varierait entre 30 et 85% alors que le taux d’embryons atteignant le stade
blastocyste n’est que de 7 a 50 %. Notons que le taux de polyspermie est élevé lors de la

fécondation in vitro a cause du grand nombre de spermatozoides nécessaire a la fécondation.

VI) CULTURE DES EMBRYONS.

Les zygotes obtenus apres fécondation in vitro sont débarrassés mécaniquement de
leurs cellules péri ovocytaires (pour éviter I’appauvrissement du milieu de culture) puis
cultivés dans un milieu de culture adapté jusqu’au stade blastocyste. Le développement du
zygote jusqu’au stade blastocyste passe par deux phases de controle : la phase de contrdle
maternelle ou les divisions n’impliquent pas I’activation du génome et mobilisent les réserves
protéiques initialement contenues dans les ovocytes puis la phase de controle embryonnaire.
La transition de la phase maternelle a la phase embryonnaire (8-16 cellules) est une étape
critique chez ce dernier car a ce stade il y a blocage du développement des embryons
correspondant a la période d’activation du génome ovocytaire (annexe 8) et requiére ainsi un
milieu de culture approprié permettant de le rapprocher de 1’environnement qui existe in vivo

dans 1’uterus de la femelle.

Les embryons sont placés dans des milieux de culture de compositions chimiques

proches des sécrétions tubaires tel le SOF (Synthetic oviductal fluid) ou en cocultures avec un



substrat nourriciers (cellules feeder) qui peuvent étre des cellules trophoblastiques, tubaires,

les cellules de la granuleuse ou somatiques (VERO et autres...).

Selon les auteurs, la nature des milieux ou les types cellulaires utilisés, le
pourcentage de blastocyste/morulas obtenu par rapport au nombre d’ovocytes inséminés serait
compris entre 25 et 30 %. Cette évaluation se fait au jour 7 (cours Pr C. HANSEN 2009). Les
blastocystes obtenus sont conditionnés (mise en paillette a raison de 1 embryon par paillette)

pour le transfert ou la congélation.

Chapitrelll : LA CONSERVATION DES EMBRYONS

La transplantation des embryons doit étre réalisée trés rapidement, dans les quelques
heures qui suivent la collecte. Cette contrainte limite les possibilités de transport. Elle exige
¢galement que des receveuses soient prétes, souvent en exces, étant donnée l'impossibilité de
prévoir le nombre d'embryons produits par une donneuse. Il était donc nécessaire, pour
développer les transferts d'embryons de pouvoir les conserver, c'est-a-dire de mettre au point
leur congélation.

Aujourd'hui, grace aux énormes progres réalisés, la cryoconservation des embryons fait
partie des biotechnologies de pointe. Les avantages économiques, sanitaires et génétiques
apportés par cette technique sont trés importants pour les éleveurs et les sélectionneurs. En
Europe, en 2003, plus de la moiti¢ des transferts embryonnaires bovins se sont faits a partir

d'embryons cryoconservés.



I) NATURE DES AGENTS CRYOPROTECTEURS :

Les cryoprotecteurs actuels sont des molécules chimiques naturelles ou de
synthese. Ils doivent permettre une bonne protection de la cellule, sans étre toxiques de par
leur nature chimique. Ils sont caractérisés par une viscosité élevée, et une forte hydrophilie.
Différents parametres définissent les cryoprotecteurs couramment utilisés. En fonction de leur

capacité de pénétration, on distingue :

a) Les cryoprotecteurs pénétrants :

Ce sont principalement des solvants organiques de faible poids moléculaire. Ils
sont pour la plupart des dérivés d’alcools. Leur mode d’action est la pénétration dans la
cellule grace a leur capacit¢ de pénétration membranaire, et la formation de glace

extracellulaire en maintenant un équilibre osmotique (annexe9).

b) Les cryoprotecteurs non pénétrants :

Leur fort pouvoir osmotique entraine une déshydratation intracellulaire, donc une moindre

formation de cristaux. Les sucres protégent la membrane cellulaire par interaction avec elle.

II) LES DIFFERENTES TECHNIQUES DE CRYOCONSERVATION (annexe 9) :

% Congélation lente :

La congélation lente, est une technique « lente » de cryoconservation dont le principe
est 1’équilibration progressive entre les cryoprotecteurs et le compartiment aqueux de
I’embryon. Les cryoprotecteurs utilisés sont le glycérol, I’éthylene glycol, le DMSO ou
encore le propane-diol, a la concentration de 10 % environ. L’incorporation des
cryoprotecteurs a tendance a se faire en une seule étape actuellement, mais elle peut se faire
en plusieurs étapes: les embryons sont alors déposés dans différents bains de concentrations
croissantes en cryoprotecteurs avec environ 5 minutes dans chaque bain).

Les embryons sont ensuite conditionnés dans des paillettes de 0,25 ml (annexe9,
figurela), qui vont étre réfrigérées suivant un protocole précis, nécessitant un appareil de
congélation programmable pour régler les différents paliers de refroidissement successifs. La
température descend tout d’abord jusqu’a - 7° C a la vitesse de 1 a 3°C/min pour les appareils
programmables, pour les autres appareils la descente jusqu’a - 7° C n’est pas programmable,
les paillettes sont déposées dans 1’appareil de congélation préalablement refroidi a - 7° C.

Dans tous les cas, les paillettes sont maintenues a - 7° C pendant 5 minutes environ, avant



I’induction de la cristallisation (« seeding ») par refroidissement localisé de celles-ci grace a
un systéme incorporé a I’appareil de congélation.

La cristallisation doit étre induite par 1’opérateur avant qu’elle ne se fasse de maniere
spontanée afin d’éviter une congélation des cellules a une température trop basse qui
entrainerait une baisse brutale de la température dans la paillette et provoquerait par
conséquence des dégats cellulaires. La température de « seeding » dépend du point de
congélation de la solution, donc elle peut varier en fonction des cryoprotecteurs utilisés (- 6°
Ca-7°C).De-7°Ca-30°C, la température descend trés lentement (0,1 a 0,3° C/min) pour
permettre la déshydratation des embryons.

En fonction des protocoles, 1’arrét de la descente progressive de température se fait
entre - 25° C et - 35° C. Les paillettes sont ensuite rapidement plongées dans I’azote liquide a
- 196° C, pour éviter une déshydratation trop poussée qui serait létale pour I’embryon. Dans
ces conditions de cryoconservation, la déshydratation des cellules embryonnaires n’est donc
que partielle : il reste une certaine quantité d’eau intracellulaire qui se transforme en glace.
Pour empécher le phénomene de recristallisation de cette eau au dégel, il faut décongeler
rapidement les paillettes. Elles sont donc plongées rapidement dans un bain-marie a une
température comprise entre 22 et 37°C. Selon les protocoles : la vitesse de réchauffement est
de I’ordre de 2500°C/min.

* Vitrification :

Encore appelée « état vitreux ». Ceci est possible en utilisant des concentrations tres
¢levées en cryoprotecteurs (6 a 7,5 M). Les embryons sont déposés dans différents bains a
concentration croissante en cryoprotecteurs, ils sont ensuite conditionnés dans des paillettes,
avec de part et d’autre de I’embryon, des colonnes de solution de dilution contenant des
sucres (galactose, saccharose, tréhalose...), puis immédiatement et rapidement plongés dans
I’azote liquide (refroidissement de I’ordre de -2500°C/min, en paillette de 0,25 ml. Au dégel,
les paillettes sont rapidement plongées dans un bain-marie a 25 - 30°C. Les embryons sont
ensuite rincés et transférés dans une femelle receveuse. (Baril et al 2001a, 2001b).

* Vitrification rapide (OPS) et ultra rapide
Ces techniques de vitrification reposent sur des vitesses de refroidissement et de
réchauffement encore plus rapides, de I’ordre de 20 000°C/min. Ceci est possible grace au
faible volume vitrifi¢ (seulement 2 pl pour I’OPS) et a la faible épaisseur des parois des

paillettes classiques de 0,25 ml qui ont été étirées (Vajta et al 1997a, figure 1.c).(annexe)



IIT) FACTEURS AFFECTANT L’EFFICACITE DE LA CRYOCONSERVATION :

e Origine des embryons (production in vivo ou in vitro) :

Dans I’espéce bovine, le taux de mise bas a partir d’embryons produits in vivo, et
congelés, n’est que légerement inférieur a celui obtenu apres transfert des embryons a 1’état
frais (Niemann 1991, Hasler 2001, Martinez et al 2002b). 11 semble bien démontré que les
embryons produits in vitro témoignent d’une plus grande sensibilit¢ au processus de la
congélation-décongélation (Cours Ch. Hanzen 2009/2010).

e Stade de développement :

Les stades avancés de développement embryonnaire tolérent généralement mieux la
cryoconservation. Dans 1’espéce bovine, 40 % de mise bas sont obtenus a partir de
blastocystes produits in vivo et congelés contre seulement 18 % a partir de morula (Martinez
et al 2002a). Les essais de congélation d’embryons a4gés de moins de 5 jours ne se sont pas

accompagnés d’un franc succes (Cours ch. Hanzen 2009/2010).

Chapitre IV: TRANSFERT EMBRYONNAIRE

Les embryons obtenus in vivo ou in vitro selon le protocole utilisé sont soit transféré
chez les femelles dites receveuses a I’état frais ou seront congelés, ces derniers ne seront
transférés qu’ultérieurement apres décongélation. Dans les deux cas, les femelles choisies sont

préparées a I’avance.
I) PREPARATION DES RECEVEUSES.

I.1) choix des receveuses.

Le probléme majeur lors de transfert embryonnaire est la non disponibilité des receveuses,
en générale les embryons obtenus sont congelés par manque de receveuses. Afin d’optimiser
leur nombre, le vétérinaire de terrain peut intervenir en tant que conseiller auprés de I’éleveur
en agissant sur la sélection, la mise en condition et la préparation des receveuses (Broadbent P.J
etal ; 1991).

Les receveuses sont choisies suivant leurs aptitudes a la reproduction (bonne), un état

sanitaire bon et sans antécédent pathologique majeur associ¢ a un examen gynécologique



parfait ; I’état d’embonpoint doit étre compris entre 3 et 3.5 pour les génisses et 2.5 a 3 pour les
pluriparts. En générale les résultats sont meilleurs en comparant : les génisses aux pluriparts
(leur taux de réussite est de 10% supérieur) (Nirbart M., 1991 ; Ponsart C. et al, 2000) ; Les
races laitieres aux races allaitantes car elles sont habituées a étre manipulées et, les femelles

croisées aux femelles de race pure.

Les femelles doivent étre déparasitées au préalable au moins 15 jours avant et
¢galement alimentées au flushing dans la période autour de la mise en place de ’embryon. Elles
doivent étre souscrit de tous facteur de stress (changement de troupeau, sevrage, écornage...) et
de préférence mise en stabulation libre bien éclairée ou au pré.

1.2) synchronisation des receveuses.

Elle constitue 1’étape la plus importante ; pour une réussite du transfert d’embryon,
une synchronisation parfaite entre I’age de I’embryon et 1’état physiologique de la receveuse
doit étre de regle. De ce fait, les chaleurs de transfert de référence de la receveuse doivent
coincider avec celles de superovulation de la donneuse.

Des études faites en 1994 ont montré que, pour les receveuses venues en chaleurs
respectivement 48 h, 24 h avant la donneuse, en méme temps que la donneuse, 24h et 48 h
apres la donneuse ; les pourcentages de gestation étaient respectivement de 24 ; 52 ; 58 ; 50 et
44 %. Un écart de 24 heures maximum entre le jour des chaleurs de la donneuse et de la
receveuse sera donc accepté. In vitro, le développement des blastocystes peut étre retardé
c’est pourquoi il est recommandé d’adopter une stratégie de synchronisation différente.

Les traitements hormonaux de superovulation peuvent étre fait seuls ou en
association ; cela dépend du degré de synchronisation des hormones utilisées, de la possibilité
de non détection des chaleurs qu’ils offrent et également du degré d’exactitude du corps jaune
présent détecté par palpation ou par échographie avant la synchronisation.

Etant donné que la récolte se fait entre j7 et j8 post insémination de la donneuse
(embryons agé de 6 a 8jour); correspondant a j7 a 8 post cestral, la synchronisation doit étre
faite de sorte que, pour un transfert a 1’état frais d’embryon, la receveuse soit préte avec un
corps jaune bien développé au moment de la récolte des embryons de la donneuse.

Selon leur protocole, la synchronisation des chaleurs est réalisée a base de prostaglandine
F2 alpha (PGF2a); de norgestomet seul ou en association avec la PGF2a ou selon le protocole
d’ovosynch. 11 a ét¢ démontré que le protocole d’ovosynch associ¢ au CIDR avait un effet
favorable sur la gestation d’une part et permettrait d’autre part un transfert sans détection

préalable de chaleur (KAWATE et al 2007). De plus, ce protocole est également celui



indiqué pour la synchronisation des receveuses au transfert d’embryons produit in vitro
(Ambrose et al ; 1999).
Pour les embryons congelés les receveuses sont préparées et transférées au moment

opportun de leurs cycles aprés une synchronisation ou sur observation de chaleurs naturelles.

II) PROTOCOLE DE TRANSFERT PROPREMENT DITE
Au début, les transferts d’embryons furent réalisés par voie chirurgicale (sous
anesthésie épidurale) au niveau du flanc ipsilatéral a 1’ovaire porteur du corps jaune. La peau
et la tunique abdominale sont incisées au moyen d’un bistouri et les couches musculaires
dilacérées sur une longueur de 10 cm environ au moyen des doigts. Le péritoine ponctionné
avec I’index. L’extrémité de la corne est amenée au niveau du site opératoire et I’embryon
mis en place dans son tiers supérieur aprés ponction de la corne au moyen d’une aiguille
mousse.
Plus classiquement, le transfert d’embryon est réalis¢ a I’heure actuelle par voie
transcervicale au moyen de pistolet de transfert (« inovulateur de Cassou ») de diameétre de 3

mm pour les génisses ou de 4 mm plus rigide pour les vaches (annexe 11).

FACTEURS INFLUENCANT LES RESULTATS

>

L’état hormonal de la receveuse.

o
25

Une concentration minimale de progestérone est indispensable le jour du transfert. La
vérification du statut physiologique de la receveuse doit donc étre effectuée soit par

¢valuation de la taille du corps jaune ou par dosage du taux de progestérone.

>

La saison.

o
25

Le taux de réussite enregistré pendant 1’été (52%) est nettement supérieur a celui

enregistré pendant I’hiver (21%) selon les études réalisées par Lonergan et al. en 1995

*

K/
*

L’4ge et la race de la receveuse.

L’un des criteéres de sélection des receveuses est basé¢ sur I’aptitude des femelles a la
reproduction (certaine races répondent mieux au transfert que d’autre) et leurs ages.
Malgré les difficultés de manipulation du tractus génital des génisses, leur taux de réussite
reste cependant plus important que celui des pluripares. Notons également que, la réussite

du transfert embryonnaire diminue avec 1’age au moment du transfert.



*
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L’effet de la qualité des embryons.

Le parametre le plus important lors du transfert embryonnaire est la qualité (classe) des
embryons mais aussi leur nature et leur age. Les embryons transférés a 1’état frais ont un
pourcentage de réussite plus élevé que les embryons congelés ; ceux produits in vivo

¢galement par rapport a ceux produits in vitro.

III) INTERET ET LIMITE DU TRANSFERT EMBRYONNAIRE.

Le TE est une biotechnologie qui présente de nombreuses avantages dont le premier est

la possibilité de manipulation génétique ; trois facteur y sont favorisés :

la réduction de I’intervalle entre générations (les génisses peuvent étre collectées a 15
mois) et la multiplication par n de la descendance de femelles de haute valeur génétique
inséminées avec les meilleurs taureaux.

I’augmentation de I’intensité de sélection des meéres a taureaux : en moyenne, un male par
vache est garanti, ce qui permet d’approvisionner les schémas a partir des toutes
meilleures d’entre elles.

I’augmentation de la pression de sélection ; il devient possible d’évaluer les animaux en

tenant compte des collatéraux issus de la méme mere.

D’autres avantages résident dans le fait que :

Il est possible d’introduire dans un élevage a population SPF des génes extérieurs.

C’est un moyen de commercialisation, ou/et de transport du matériel génétique dans des
conditions €économiques et sanitaires plus faciles, et moins onéreuses que pour les
animaux vivants.

La conservation des embryons de races en péril dans des banques d’embryons est

¢galement possible.

Aussi intéressante qu’elle puisse se présenter, cette biotechnologie n’est pas exempte de

limites. Ces dernieres, principalement liées au protocole de superovulation se résument en :

- Son hétérogénéité qui résulte du fait que le moment précis de 1’ovulation et de la
fécondation ne peuvent étre maitrisé in vivo.

- L’allongement de ’intervalle nécessaire a I’obtention d’une gestation puisque le délai
entre deux super ovulations est de deux mois.

- Le faible nombre d’embryons obtenus (7 a 8) et 5 a 6 transférables.



La variabilité de production entre femelles traitées (20% a 30% de femelles traitées ne
donnent pas d’embryons transférables et 25% produisent plus de 6 embryons)

Des risques iatrogenes de kystes ovariens, d’infection utérine et également de
réfraction de certaines femelles a la réponse de superovulation apres plusieurs

traitements.

La fécondation in vitro quand a elle présente de nombreux intéréts tel que :
Elle peut se pratiquer sur femelles infertiles ou n’ayant pas répondues a des
traitements de superovulation: ainsi, toutes les femelles génétiquement intéressantes
peuvent étre utilisées.
L’OPU peut étre pratiquée aussi bien sur les génisses, les femelles au premier tiers de
gestation que les femelles en lactation, au postpartum, au tarissement et aussi sur les

veaux et les femelles prépubertes (mais intérét mineur).

Augmenter la pression de s€lection sur des méres a taureaux (en temps €gal le nombre

de veaux potentiellement obtenu est multiplié par 4)

Obtenir des descendants de femelles ne répondant pas a la superovulation.
Gérer les accouplements ovocyte par ovocyte en variant considérablement le nombre
de males accouplés a une méme femelle. D’ou une meilleure précision des index, et
une diminution de la parenté¢ moyenne.

Tout comme le TE, la fécondation in vitro se voit limitée par :
La fragilisation des embryons a la congélation ce qui entraine une diminution de leur
taux de gestation.
Un nombre important de veaux de poids élevé a la naissance et une plus grande
proportion de perte de veaux durant la gestation. Ces problémes peuvent étre rattachés

a I’environnement de culture de I’embryons (Van Wagtendonk leeuw et al ; 2000)

Le colit ¢levé de la production d’embryon in vitro peut étre également mentionné

comme une limite de cette biotechnologie



Chapitre V : LE TRANSFERT EMBRYONNAIRE DANS LE MONDE ET
EN ALGERIE.

INTRODUCTION :

Historiquement, les premiéres applications des données de la recherche ont été
développées en collectant des embryons développés in vivo, au stade blastocyste. Dans un
deuxieme temps, mais a partir des années 80 seulement, les interventions ont concerné les
ovocytes matures fécondés in vitro (Brackett et al 1982) puis les ovocytes immatures
(Leibfried-Rutledge et al 1987). Cette évolution a été rendue possible par les progrés réalisés
dans la définition de conditions de culture appropriées (Heyman et Menezo 1987). Elle a
permis de multiplier les interventions sur les embryons, créant une combinatoire de
techniques intégrant toujours plus en avant les données de base de la biologie du

développement.



Ces techniques se sont organisées autour de trois technologies principales: la
transplantation embryonnaire, associant la production et la collecte d’embryons in vivo et
intégrant maintenant le plus souvent les possibilités offertes par leur congélation ou 1’examen
de leurs cellules (sexage) ; le prélévement in vivo d’ovocytes par ponction folliculaire (OPU)
suivi de leur maturation, leur fécondation in vitro (FIV) puis de la culture des embryons ;
enfin le clonage qui ouvre la voie a la multiplication de génotypes embryonnaires identiques
et pourrait demain étre étroitement associ€¢ a la modification contrdlée du génome par

transgénese.

IV) HISTORIQUE

Le premier transfert embryonnaire a été obtenu par le biologiste « HEAPE » il s’agit
d’un lapereau Angora obtenu apres transfert sur une lapine de race belge en 1891 (Betteridge
KJ An historical look at embryo transfer. J.Reprod. Fert.1981).

Puis en 1928 et 1930 la découverte de I’hormone chorionique gonadotrope équine ouvra
la voie a la superovulation qui sera réalisée pour la premiere fois chez les lapins par Pincus.
Ce n’est qu’en 1951 que naquit le premier veau issu du transfert d’embryon (Willett et al.
1951). Le premier veau né aprés transfert d’un embryon congelé puis décongelé naquit en
1973 (Wilmut et Rowson 1973). Il portait le nom de Frosty II.

L’un des premiers essais de la fécondation in vitro de maturation d’ovocytes bovin avait
été rapporté par Screenan ; ce dernier avait utilisé le sperme pré incubé dans un milieu
contenant 1’enzyme alpha-amylase (utilis€é pour capaciter les spermatozoides destinés a
I’insémination artificielle). La fécondation in vitro et maturation des ovocytes ne fut réussie
qu’en 1977 au japon (Iritani et Niwa ; 1977).

Quelques années plus tard (1982), Brackett et son association a [’université de
Pennsylvanie obtiennent le premier veau issu de la fécondation in vitro (FIV) et maturation
des ovocytes. Au nord du canada ; Lambert et al (1983) utilisent la laparoscopie pour récolter
les ovocytes apres ovulation et aprés fécondation immédiate et culture de ’embryon dans
I’oviducte de rat; ils obtinrent 6 veaux. Les méthodes de récolte d’ovocyte sur ovaire a
I’abattoir avaient également été développées permettant ainsi la récolte des ovocytes soit par

aspiration soit par ponction du liquide folliculaire.

V) ACTUALITE DU TRANSFERT EMBRYONNAIRE DANS LE MONDE
ENTRE 2000 ET 2005

I1.1) Résultat de transfert apreés superovulation



Apres la mise en place de la technique de transplantation non chirurgicale des embryons,
cette biotechnologie a commencé a étre appliquée en ferme et a subit dés lors jusqu’en 1990
son plus fort développement dans le monde principalement en Amérique du Nord et en
Europe. En 1992 et 1993, une forte baisse de I’activité¢ du TE a été observée dans tous les

pays Européen, en relation avec le renforcement du dispositif de maitrise de la production

rrrrrr

Entre 2000 et 2005 D’activit¢ de transfert embryonnaire a subit une nette diminution
principalement en 2001 a cause de la crise de I’ESB et de la fie¢vre aphteuse survenues dans le
monde et la crise économique en Amérique du sud (Mexique.) (Figure 1). Il faut noter que
cette baisse de D’activité n’est pas due a la diminution de la réponse au traitement de
superovulation mais plutdt a la diminution du nombre de femelles disponibles ; la réponse a la
superovulation au cours de cette période ayant subi une nette amélioration (nombre
d’embryons transférables de 6,2 en 2002 contre 5,9 en 2001 et en 2000) (données IETS 2000 ;
2001 et 2002).
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figurel : activité de transfert embryonnaire dans le monde (IETS)

L’activité de transfert embryonnaire recensée dans les 6 continents entre 2000 et 2005
montre que les résultats les plus importants sont observés en Amérique du nord avec 42%
puis I’Europe (20%), I’ Amérique du sud (19%) et I’ Asie (14%). L’ Afrique (1%) et ’Océanie
(4%) restent les continents les plus en retard pour ce qui concerne cette biotechnologie

(figure2).
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Figure 2 : pourcentage moyen de TE dans les différents continents entre 2000 et 2005
(ETS)

L’évolution du TE dans le monde entre 2000 et 2005 nous montre que, malgré la chute
observée en 2001, P’activité est en constante croissance en Amérique du nord, I’Asie et
I’Amérique du sud (malgré les petites oscillations) ces deux derniers ont vu leurs activités
doubler en 2 ans (entre 2001 et 2003), I’Europe quand a elle a une activité constante et plutot
en légere baisse depuis la crise de I’ESB et de la fievre aphteuse. L’Océanie par contre apres
un bon taux de réussite observé en 2000 a une activité qui a considérablement diminué
jusqu’en 2005 ; 1I’Afrique quand a elle au cours de ces 5ans a une activité presque nulle et
sans évolution (figure 4) ceci montre que malgré le grand retard qu’accuse 1’ Afrique en terme
d’amélioration génétique des cheptels donc d’amélioration des productions, aucun effort n’est

perceptible dans ce continent pour rattraper ce retard.
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Figure 4 : évolution du TE dans le monde entre 2000 et 2005 (IETS)

I1.2) Résultat de transfert apreés fécondation in vitro.

La popularit¢ de la fécondation in vitro a également augmenté au cours de ces 30
dernieres années principalement dans les pays qui utilisent la production d’embryons a partir
de vaches réformées tels le canada, le japon, la chine (ou le clonage est important) et
I’Amérique du sud. Ce n’est pas le cas pour I’Amérique du nord qui n’a recours a la FIV que
pour la production d’embryons de vaches d’¢élites ; entre 2000 et 2005 cette biotechnologie a
été en perpétuel développement (figurel). On note une plus importante utilisation de cette
biotechnologie en Asie et en Amérique du sud surtout entre 2001 et 2005 (figure5). L’ Afrique

¢galement en matiére de fécondation in vitro accuse un retard trés important et son activité est

presque inexistante (figure 6).
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Figure 5 : activité de FIV dans le monde entre 2000 et 2005 (IETS)
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Figure 6 : activité de FIV en Afrique, en Europe et en Océanie entre 2000 et 2005 (IETS)

VI) ACTIVITE DE TRANSFERT EMBRYONNAIRE EN ALGERIE.

I11.1) Superovulation et transfert

Comme montré précédemment, 1’Afrique accuse un trés grand retard en matiere de
production d’embryons, cette biotechnologie encore a I’état embryonnaire dans cette partie du
monde est cependant déja pratiquée en ¢élevage dans plusieurs pays d’Afrique en 1’occurrence
I’ Afrique du sud, le Sénégal, la Zimbabwe, la Tunisie...(selon L’IETS). En Algérie, elle n’est
qu’a I’état expérimental et ne constitue jusqu'a présent que des sujets de thése. Ainsi plusieurs
travaux ont été effectués ; la premicre expérimentation date de 1996 ou aprés un essai de
superovulation a I’aide de PMSG (au CNIAAG), des embryons dégénérés avaient été récoltés.

Puis en 2002, AMARA M. réalisa une étude sur la superovulation avec le PLUSET
(produit contenant de la FSHp et la LHp a des proportions égales) sur 12 femelles dans une
ferme privée (sur chaleurs maitrisées). Apres traitement, 72 corps jaunes (cj) ont €té obtenus
avec une moyenne de 6 cj/ vache. Le nombre d’embryons récoltés était tres faible (11
embryons dont 03 dégénérés et 08 ovocytes non fécondés). Sur 12 animaux ayant répondus au
traitement de superovulation, seulement 6 animaux ont donné des produits (03embryons
dégénérés et 08 ovocytes non fécondé). Amara M. explique la médiocrité de la récolte malgré
la bonne réponse au traitement par plusieurs facteurs :

- Le taux ¢élevé d’ovocytes non fécondés peut étre expliqué par un certain nombre de

facteur tels une immaturité des ovocytes avant 1’ovulation, une utilisation de semence



de faible qualité biologique, une insémination incorrecte, le caractére individuel des
donneuses (stress) ou une utilisation d’hormones gonadotropes mal dosées.
- L’obtention des embryons dégénérés pouvant s’expliquer par les mortalités

embryonnaires.

Adel D. en 2005 effectua une étude comparative de production d’embryons a partir de
PLUSET (molécule Espagnol de rapport LHp/FSHp = 1) et de STIMUFOL (molécule Belge
contenant 40% de LHp et 1UA de FSHp). Pour ce travail, 18 vaches ont été utilisées : 12 pour
la superovulation au PLUSET (lotl) dans une ferme privée a Blida et 06 pour celles au
STIMUFOL (lot2) dans la ferme expérimentale de 1’université agro-vétérinaire de Blida. Il
constata que, les réponses au traitement étaient bonnes dans les 2 cas avec une moyenne de
6,16 cj pour le 1 lot et 7 pour le second, la production d’embryons par contre était trés faible
voir nulle pour le 1* lot avec un total de 10 embryons (02 embryons dégénérés obtenus et 08
ovocytes non fécondés) et plutdt bonne pour le second lot avec 27 embryons récoltés au total
(17 embryons transférables, 01 embryon dégénéré et 09 ovocytes non fécondés). Les
embryons transférables avaient été congelés.

Kaidi N. en 2006 travailla sur le transfert embryonnaire a la ferme expérimentale de la
faculté agro-vétérinaire et biologie de 1’université¢ de Blida et pour cela, 4 animaux ont été
superovulés (02 de races locale et 02 de race améliorée) avec du STIMUFOL. Elle obtint 55
cj dont 36 chez la race améliorée (18cj/vache en moyenne) et 19 chez la race locale
(9,5cj/vache en moyenne) et récolta 05 embryons transférables (3 de classe 1 et 2 de classe 2).
Les 03 embryons de classel ont été transférés (mais il n’y a pas eu de gestation) et les 2 autres
congelés. La race locale quoi qu’ayant répondue a la superovulation, ne donna pas
d’embryons. Dans ce travail, la réponse ovarienne de la race améliorée a été bonne et
comparable voir supérieure (18%) a celle obtenue par CHUPIN en 1988 (14,7%) mais celle
des races locales 1’était moins s’expliquant par plusieurs facteurs tel le stress, leur fort état
d’embonpoint (BCS étant de 3,5 et 4) et probablement aussi I’effet de la race.

Le faible taux d’embryons obtenu (par rapport aux travaux d’Adel en 2005) pourrait i¢i
s’expliquer par la grande variabilité des résultats observés lors de traitement de
superovulation utilisant les extraits hypophysaires a des proportions différentes (Chupin D. et
Procureur 1983 ; Donalson L.E 1984) et aussi par la défectuosité du matériel utilisé (matériel
de récolte).

Les recherches effectuées par Ferrouk M et al en 2008 sur la race locale ont aboutit a

I’obtention de veaux (premiers veaux de race locale issus de transfert embryonnaires en



Algérie) dont deux males et une femelle. Dans ce travail, 04 donneuses de race locale avaient
été traitées au STIMUFOL sur chaleurs maitrisées au CRESTAR. A I’issue, une moyenne
de:7,5-+3,5 cj/vache fut obtenue; 05 embryons/vache récoltée avec 2,33embryons
transférables en moyenne par vache soit un taux de viabilité de 46,66%. 05 embryons avaient
été transférés chez 05 receveuses de la race locale soigneusement sélectionnées ; le taux de
gestation s’¢leva a 60%. Les résultats obtenus sur cette étant plutdt concluant ce qui rejoint
des réponses ovulatoires comparables obtenues par plusieurs travaux sur des races locales en
Afrique notamment celui de Chicoteau (1989) et Bianchi et al. (1986) avec respectivement 6,5
et 6,9 cj/ vache sur les vaches « Baoulé » ; de Diop et al en 1994 avec 4,5 c¢j/ vache sur des
vaches « N’Dama » et Elaidi et al en 1996 (a et b) avec 7,2 vs 10,5 cj/vache en fonction des
doses de produit (32 mg et 40 mg). La viabilité des embryons récoltés s’élevant a 46,66% se
rapproche considérablement de la moyenne attendue (50a 60%) ; le nombre d’embryons
transférables (2,33) bien qu’inférieur a celui des races améliorées laitieres et viandeuses
(Donalson, 1984 ; Breuel et al. 1991 ; UNCEIA, 2001 ; Lafri 2002 ; Hasler, 2003), reste
cependant similaire a celui obtenu sur la race N’Dama en 1990 par Jordt et Lorenzini (2,2) et

inférieur a celui d’Elaidi et al en 1996a avec 3,2 embryons/vache (sur la race Oulmes-Zear).

Conclusion :

A la lumiere de ces travaux nous constatons que malgré une réponse ovarienne
satisfaisante le taux d’embryons récoltés reste faible 1i¢ dans certains cas aux produits utilisés
(tres faible pour PLUSET par rapport STIMUFOL), et dans d’autre cas a la race des animaux
(faible réponse des populations locales par rapport aux races améliorées), mais aussi a la
défectuosité du matériel de récolte. Cependant le nombre d’embryons transférables par vache
n’a cessé d’augmenter (0 en 2003 a 2,33 en 2008) synonyme d’une amélioration de la maitrise

de la technique.

II1.2) Activité de fécondation in vitro en Algérie



En Algérie la fécondation in vitro est encore a 1’état embryonnaire ; seulement deux projets
de fin d’études ont été réalisés et ce a I’'université de Blida.

Le premier en 2006 portait sur la collecte des ovocytes (par ponctions des follicules de
grands diametres puis de petits diameétres) a partir des ovaires prélevés a 1’abattoir de Blida
(soutenu par KHALLAF M. et BOUKHALA M.) en vu de la fécondation in vitro ; des
résultats trés satisfaisants avaient été€ obtenus : sur 56 ovaires prélevés, 726 follicules avaient
¢été ponctionnés et 487 ovocytes récupérés. Le taux de récupération des ovocytes s’¢élevant a
67,07% avec une moyenne de 8,54 ovocytes par ovaire, résultat comparable a ceux de Shioya
et ses collaborateurs en 1988 estimant le taux de récupération des ovocytes a 74,30% ; les
travaux de C. Hansen (2004) et ceux de Rivera et al en 2000 avec un taux de récupération des
ovocytes compris entre 30 et 60% et une moyenne de 9 a 16 ovocytes par ovaire. La
classification des ovocytes récupérés montrait que ; 63,64% étaient des ovocytes de bonne
qualité avec une plus grande proportion en ovocytes de classe 2 (243 ovocytes) (figure 7)
pouvant donc étre mis a la maturation et un pourcentage plus faible (46,46%) d’ovocytes de
mauvaise qualité (soit 99 ovocytes de classe 3 et 78 ovocytes de classe 4) (figure7).

Le deuxiéme travail en 2007 portait sur la maturation des ovocytes récoltés a partir
d’ovaires prélevés a I’abattoir ( par BOURADA A. et BOUCHAMA N.) ici également, des
résultats trés concluants avaient été observés : les ovocytes collectés avaient été mis en
maturation dans 3 milieux différents (le milieu TCM 1999 ; le milieu MEM et le milieu
TCM199 enrichis de d’hCG) les résultats obtenus sur les 23 ovaires collectés montraient 116
ovocytes et 114 mis a maturation ; a I’issue de ce travail, 65 avaient subis la maturation et 49
¢taient restés immatures le taux de réussite de 57,02%, se rapproche de celui observé par
Bryuere en 2002 (67,81%) mais reste néanmoins inférieur, probablement a cause du manque
de facteur d’enrichissement, cette hypothése se confirme d’ailleurs avec 1’addition de I’hCG
dans le 3éme milieu de maturation (dans le méme travail) avec I’obtention de 21 ovocytes
matures sur 33 mis en maturation ( taux de réussite de 63,64% plus proche de celui de

Bryuére qui est de 67,81%).
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Figure 7 : récolte d’ovocytes a partir d’ovaires d’abattoir

PERSPECTIVES :

Les résultats des expérimentations de production d’embryons en Algérie sont
encourageants ; cependant il reste un long chemin a parcourir aussi bien pour 1’évolution en
Afrique que pour I’application de ces biotechnologies dans le territoire algérien.

Dans cette optique, au niveau national, le Centre National d’Insémination Artificielle et
d’Amélioration Génétique (CNIAAG) prévoit le lancement d’un programme de transfert
embryonnaire en Algérie par :

- La création de 03 centres de transfert embryonnaire dans des régions différentes et de
02 laboratoires mobiles de production d’embryons.

- La formation des vétérinaires dans le domaine de transplantation d’embryons.

- La transplantation des embryons congelés importés a haut potentiel génétique sexés

femelle qui seront utilisés plutard comme donneuses d’élite.



PARTIE PRATIQUE

INTRODUCTION
La réussite du transfert embryonnaire dépend de plusieurs facteurs tels la race de

I’animal, son age, I’état de ses ovaires, la saison, les extraits hypophysaires utilisés mais aussi
des capacités du manipulateur (maitrise de la technique). Dans le cadre de notre travail nous

avons assisté a plusieurs protocoles de transfert embryonnaires effectués par le Dr Adel D. a



la ferme EZZEGHAIMI a Chiffa dans le cadre de sa thése de doctorat ensuite, nous avons
fait des simulations de récolte et de transfert sur une vache dans la station expérimentale de
I’universit¢ de Blida (facult¢ des sciences vétérinaire) afin de pouvoir nous initier a la

technique.

I) PROTOCOLE DE RECOLTE D’EMBRYONS :
I.1) Matériel (figure
- Animal : vache de 3 ans pie rouge de race Holstein. son état d’embonpoint étant de 3,
la vache était vide, son alimentation faite a base de fourrage et de concentré.

- STIMUFOL : Produit fabriqué par 1I’Université de Lieége utilisé¢ pour le traitement de
superovulation chez les bovins, présenté sous forme LYOPHILISAT injectable
contenant 40% de LHp et 60% de FSHp purifiées.
- Matériel de récolte et transfert:
®  Sonde avec mandrin métallique (sonde de folley) a deux voies ; une pour gonfler le
ballonné situé¢ a Scm de ’extrémité et une voie d’injection et de récupération du
liquide de lavage des cornes utérines.

®  Une seringue de 50ml qui sert a administrer et récupérer le liquide de lavage de la
corne utérine.

® milieu physiologique tamponné au phosphate (PBS) avec un PH de 7.5 et une
osmolarité de 290

® prostaglandine (2ml) et xylocaine a 2%

®  Une bouteille stérile d’un litre permettant de contenir le liquide de lavage.

®  Un microscope optique pour la mise en évidence des embryons.

® une boite de pétrie quadrillée

® une micropipette montée sur une seringue a insuline qui permet la manipulation
des embryons.

® un pistolet de transfert de type cassou.



(Figure 8 : matériels de récolte)

1.2) Technique
Nous avons effectué la récolte comme suit :
» Exploration rectale de 1’ovaire droit et gauche et estimation du nombre d’embryons

a récolter

» Injection de Sml de xylocaine a 2% en épidural



» Introduction de la sonde protégée par une chemise sanitaire a 45° vers le haut pour
éviter le méat urinaire puis on enléve la chemise sanitaire, on pénétre le col puis, on

se dirige avec la sonde d’abord vers la corne droite car c’est la plus facile.

» A l’entrée de la corne, le mandrin est légérement retiré et la sonde poussée
progressivement jusqu'a quelques cm de la bifurcation. Le ballonnet est ensuite

gonflé (10-15 ml d’air) puis, le mandrin totalement retiré.



> Le ringage de la corne droite se fait avec des volumes croissants de PBS [2x20ml ;
2x40ml ; 1x50ml et 1x (20ml de PBS + 30ml d’air)]. Le liquide est aspiré apres
chaque injection puis versé dans un flacon en verre (séparément pour chaque corne)

et plongé dans un bain marie a 37°C.

> Une fois I’opération terminée au niveau de la corne droite, le mandrin est remit, le
ballonnet dégonflé, la sonde légerement retirée et placée a I’entrée de la corne

gauche. L opération est répétée de la méme maniere qu’avec la corne droite.

> une fois le rincage des deux cornes terminé, on dégonfle le ballonnet, on retire la
sonde, on injecte un antibiotique en intra utérine et 2ml de prostaglandine en

intramusculaire.

> les flacons sont ensuite ramenés au laboratoire, on les laisse décanter ensuite, on
¢limine le surnageant (100ml de liquide est gardé). Le liquide restant est transvasé
dans des boites de pétrie quadrillées et on commence la recherche des embryons au

microscope. Ces derniers seront classés en fonction de leur morphologie puis mis



dans des milieux nutritifs avant de décider de leur devenir (transfert ou

congélation).

IT) MISE EN PLACE DES EMBRYONS.
Le transfert a été réalisé par la méthode cervicale selon le protocole suivant :

»  La receveuse est placée dans un endroit propre pas trop éloigné du lieu de
préparation de I’embryon

»  On vidange le rectum, puis on nettoie bien la région vulvaire avec une serviette
humide et propre.

> Telle I’'insémination artificielle, on fait passer I’inovulateur (contenant a son
extrémité cervicale la paillette portant le blastocyste) muni d’une gaine a travers
les voies génitales externes de la femelle jusqu’a la portion antérieure de la corne

ipsilatérale a I’ovaire portant le corps jaune.

> L’embryon est alors posé et 1’applicateur retiré avec délicatesse (ces
manipulations doivent étre douces et aussi réduites que possible pour éviter tous
risque traumatique) ;

> Enfin on place la femelle dans un endroit calme ; on doit veiller a ce qu’elle soit
bien alimentée et régulierement surveillée afin de détecter un éventuel retour en

chaleur.



CONCLUSION :

Des progres énormes ont été réalisés en matiere de production de viande et de lait grace
a I’introduction et a la généralisation de 1’insémination artificielle qui a permis I’amélioration
des productions par la génétique. Mais cette technique n’apporte génétiquement que 1’effet
male ; cet handicap peut étre contourné par I’utilisation du transfert embryonnaire qui lui,
permet d’apporter la génétique a la fois male et femelle.
Cependant, cette technique reste relativement plus difficile a mettre en ceuvre ceci par
rapport aux méthodes et aux conditions & mettre en ceuvre pour sa réussite (Choix des
donneuses, superovulation, insémination artificielle récolte et classification des embryons,

choix des receveuses et mise en place de I’embryon).

PERSPECTIVES:

- La formation des gens qui auront a la pratiquer.

- La création des centres de transfert et des laboratoires de production d’embryons.

- La disponibilit¢ du matériel et le bon choix des produits utilisés (produits de
superovulation et d’insémination artificielle).

- La sensibilisation des éleveurs sur I’importance de ces biotechnologies en vue de leur
mise en place puis leur vulgarisation sur le territoire.

- La multiplication des travaux a I’échelle universitaire en matiére de production

d’embryons.
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Annexe 4 : ovaires prélevés a I’abattoir
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Annexe 6 : Classification des ovocytes

embryons

classe

Classe 1
e Aspect transparent du COC

e Cumulus compact

e Ooplasme homogene

Classe 2
e (COC et cumulus idem

e QOoplasme plus irrégulier

Classe 3
e cumulus moins compact

e ooplasme sombre et plus irrégulier

Classe 4
e Cumulus expansé voire absent

(naked oocytes)

Annexe 7 : fécondation in vitro

Annexe 8 : Multiplication de I’embryons
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Annexe 9 : Les différents cryoprotecteurs pénétrants et leurs propriétés physico-

chimiques
Cryoprotecteur | Nature Mécanisme d’action Vitesse de toxicité
moléculaire pénétration
Ethyléne glycol | Dialcool Trés miscible avec I'eau. | Trés rapide +a++ten
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Fig 7T.a Congelation lente (paillette de 0,25 mL)
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Fig 7.b Vitrification (paillette de 0.25 mL) ou Congelation lente avec transfert direct
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Fig 7.¢c OPS (paillette de 0.25 mL)
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l'asole liguide .
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Annexe 12 : Production in vivo et in vitro d’embryons
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Annexe 2: récolte des embryons

[(rnaintiende Lasonde enm place])




Résumé

L’amélioration de la qualité d’un cheptel pour un bon rendement passe impérativement
par la sélection génétique des meilleurs reproducteurs (reproductrices) et ceci grace aux
biotechnologies telle que le Transfert embryonnaire.

Afin d’évaluer la situation actuelle de 1’Algérie en matiere de production d’embryons
bovin et nous initier a ces biotechnologies, nous avons fait la synthése de tous les travaux
relatifs a la production d’embryon bovin en Algérie et nous avons assisté a des protocoles de
transfert embryonnaire chez la vache laitiére.

Il en découle qu’en Algérie, le transfert embryonnaire n’est qu’a 1’état expérimental et
les travaux effectués ont donné des résultats encourageants mais d’autres travaux dans ce
domaine sont encore nécessaires pour mieux maitriser la technique et la mettre en place dans

les ¢élevages.

Abstract

Amelioration of a livestock’s quality for a good productivity essentially needs the
genetics selection of the finest breeder. And this has to be done from biotechnology like
embryos transfer.

The aim of our study was to evaluate the current situation of the cattle (bovin) embryos
production activity in Algeria and initiate us on these biotechnologies. Therefore, we have
assisted on more embryos transfer protocol in dairy cow and resumed their activity in Algeria.

It follows that, in this part of the word, embryos transfer activity is on an experimental
state and the work about has given a promising result. But more work will be necessary to

have better manipulation before initiate it in farm animal.
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