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INTRODUCTION

La reproduction est une fonction de luxe, constituant un facteur limitant des performances
du troupeau. Sa maitrise fait toujours I’objet de nombreux travaux. Le développement de
biotechnologies liées a la reproduction chez le bovin, a favoriser la mise au point des
technologies d’induction, de synchronisation de 1’oestrus, d’insémination artificielle, de transfert

embryonnaire, de sexage, fécondation in vitro, clonage et transgenese.

L’introduction des biotechnologies liées a la reproduction jouent un role trés important dans
le lancement des programmes d’amélioration génétique bovine. Ces types de programme
devraient mobiliser plusieurs intervenants (pouvoirs publics, chercheurs, techniciens) dans le
cadre du développement des productions en lait et viandes, ou deux principales actions
complémentaires pourraient étre menées :

e [’amélioration du systeme de conduite de la reproduction

e [’amélioration des potentialités génétique de I’animal

Il est bien admis que les ressources génétiques animales constituent une ressource vitale
pour la sécurité alimentaire et le développement économique. Toutefois 1’érosion de la diversité
geénétique a €t€ la plus forte avec I’introduction incontrolée de race étrangéres et les croisements
anarchiques opérées avec les races locales. Des solutions pourraient étre entreprises par les
pouvoirs publics pour consolider les efforts entrepris en matiére de développement et

d’autosuffisance alimentaire.

Le développent de tout €élevage reste tributaire des moyens mis en ceuvre permettant un
accroissement et optimisation des productions et représente un outil de rentabilisation des
spéculations laiti¢res, bouchéres ou mixte. L’utilisation des prodigieuses découvertes modernes
des biotechnologies est source de potentialités nouvelles qui doivent étre appliquées rapidement

et efficacement, notamment dans les domaines de la santé animale et des productions animales.

En raison de sa complexité et du colt trés élevé, le transfert d’embryon ne saurait remplacer
I'insémination artificielle comme technique de production de masse. Il offre cependant la
possibilité¢ d’accentuer le processus de sélection animale (Amara M.R. 2003, Bouderbal A.

2004).
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La mise en place de programmes sur la transplantation embryonnaire en Algérie pourrait avoir
un impact sur les programmes de sélection compte tenu des caractéristiques de cette méthode de
reproduction. Le transfert embryonnaire pourra influer d’une part, sur la pression de sélection,
puisque pour le méme nombre de produits nécessaires, on aura besoin de moins de géniteurs; et

d’autre part sur I’intervalle de génération.

Le transfert d’embryons aurait permis d’entrevoir des moyens plus pratiques pour
I’exportation ou I'importation d’especes désirées, et son principal avantage réside du fait que
¢’est le moyen le plus sur du point de vue sanitaire pour lutter contre I’introduction de nouvelles
maladies dans un pays souhaitant I’introduction de meilleures lignées génétiques ou de nouvelles

especes animales.

Le transfert embryonnaire permet une accélération notable des opérations de choix des méres
des taureaux d’insémination, car leur age peut passer de 6 ans (situation classique sans transfert)

a2 ans.

Le transfert d’embryons peut étre trés efficace dans des troupeaux d’élevage fermés
spécialisés, source de progrés génétique au niveau national ou 1’on associe la superovulation au
transfert embryonnaire. (schémas génétiques MOET : Multiple Ovulation and Embryo Transfer).
Son introduction dans le schémas de sélection classique permet d’apporter un progrés génétique

supplémentaire de 20%.

Ces voies de recherche, lorsqu’elles aboutiront, n’auront sans doute pas de conséquences trés
importantes sur le nombre d’embryons; on peut par contre raisonnablement envisager une forte
diminution de la fréquence des animaux qui produisent pas ou trop peu d’embryons.

Ainsi, chaque femelle a haut potentiel génétique, soumise a ce type de reproduction préférentiel
est en mesure de produire plus de descendants et dans un laps de temps plus court que par les

méthodes normales de reproduction.

L’application de ces biotechnologies animales (transfert embryonnaire, fécondation in-vitro,
clonage etc..) pourraient représenter un enjeu économique majeur pour les progrés de la biologie
et de la médecine car elles touchent I’lhomme dans son existence et dans son évolution. Les
applications les plus prometteuses dépendent souvent a la fois de nouveaux développements de

biotechnologies anciennes et des développements les plus récents qui s’appuient sur des
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avancées scientifiques fondamentales qui repoussent continuellement les limites de la

connaissance.

OBJECTIF
L objectif de ce travail est de faire des essais de productions d'embryons et transferts sur
des donneuses. Ceci rentre dans un projet de production d'embryons par le CNIAAG, en vue de
préparer et de sélectionner des taureaux qui seront testé et indexer pour leur utilisation dans ce

centre. Autrement dit, pour l'aboutissement de taureaux issus du progénitest.
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CHAPITRE I: GENERALITES
A DEFINITION

La transplantation d'embryons est une méthode de reproduction qui consiste a faire naitre
par des vaches porteuses (appelées receveuses) des veaux issus d'une méme meére génétique
sélectionnée comme donneuse d'embryons, dans le but d'augmenter sa descendance. Chez les
bovins, cette technologie est devenue familiere a bon nombre d'éleveurs, qui l'utilisent
désormais. Environ 30 000 transplantations d'embryons sont maintenant réalisées chaque année
en France. Si l'on considére qu'il y a seulement une vingtaine d'années les veaux nés de
transplantation embryonnaire se comptaient encore sur les doigts de la main, on peut mesurer le
chemin parcouru au cours des deux derniéres décennies grice au travaux de I'INRA (Chupin

1985 et 1988).

Néanmoins en Algérie, cette biotechnologie n’est pas encore utilisée. C’est pourquoi dans

notre €tude nous nous sommes intéresses de prés a cela.

B HISTORIQUE :

La premiere transplantation embryonnaire remonte a 1891.cette année 1a le biologiste anglais

« Heap » a obtenu des lapéreauxangora aprés transplantation sur une lapine de race belge.
(Soltner D., 1993)

Puis entre 1928 et 1930, il y a eu la découverte des hormones gonadotropes et plus spécialement
de I’équine chorionique gonadotrophine( eCG) qui a ouvert la voie  la super-ovulation qui sera

réalisée par Pincus chez la lapine .
* Les ¢tudes sur la transplantation ont été poursuivies sur différentes espéces par
différents chercheurs, exemple la transplantation chez la chévre par Warwick et al en

1932, et un an apres sur une rate par Nicholas.

* Warwik et al ont poursuivi leurs recherches sur des brebis en 1933 pour la premiére

fois sur cette éspéce ovine.

* La premicre transplantation embryonnaire chez les bovins a été réalisée par Umbaugh

en 1949, I’opération est techniquement réussie, mais la receveuse avortera.
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* la mise au point des techniques de synchronisation des chaleurs, en utilisant les
progestagénes permettra a Willet et son équipe d’obtenir la premier veau issu de

transplantation embryonnaire en 1951.

*les recherches ultérieures permettront d’ajouter a la technique de mise en place des
embryons, par voie chirurgicale, celle de la mise en place par voie cervicale, cette derniére sera

réalisée pour la premiere fois par Mutter en 1964.

Tableau 1) les premiers transferts embryonnaires faits avec succes dans divers animaux :

Année Espéce Chercheurs
1891 Lapine Heape

1932 Chévre Warwick et al.
1933 Rate Nicholas

1933 Brebis Warwick et al.
1942 Souris Fekete & Little
1951 Truie Kvansnickii
1951 Vache Willet et al.
1964 Hamster Blaha

1968 Furet Chang

1974 Jument Oguri & Tsutumi
1975 Vison Adams

1976 Singe Kraemer et al.
1978 Chatte Schriver et al.
1979 Chien Kinney et al.

Chez les humains le transfert embryonnaire a été réussi pour la premiére fois en 1978
(Steptoe & Edward)
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Tableau 2) Principaux développements de la technique du transfert embryonnaire chez les

bovins

Année Chercheurs Premier succeés chez les bovins

1951 Willet et al. Méthode Chirurgicale

1964 Sugie Méthode non-chirurgicale (par pontage)

1964 Mutter et al. Méthode non-chirurgicale (par col de I'utérus)
1973 Wilmut & Rowson Congélation d’embryons (DMSO)

1976 Hare, Mitchell Sexage des embryons (Caryotype)

1979 Bilton & Moore Congélation d’embryons (Glycerol)

1981 Willadsen et al. Jumeaux identiques (par splitting)

1982 Renard et al. Méthode «one step straw » (paillette a une étape)
1982 Brakett et al. Fertilisation in vitro

1983 Lehn-Jensen etal. Congélation d’'embryon aprés bissection

1985 Hanada Fertilisation in vitro a partir d’ovaires d’abattoirs
1987 Massip et al. Vitrification

1987 Prather et al. Transplantation nucleaire

C Intéréts et avantages du transfert embryonnaire :

Selon Parez M. et Duplan J.M. 1987 :

- le premier avantage du transfert embryonnaire est la possibilité de la manipulation génétique
. il devient possible de multiplier par 3 , ou par 5, ou par 10 , ou méme d'avantage la
scendance de femelle de tres haute valeur génétique , inséminées par les meilleurs taureaux,
sachant que la femelle porteuse dite receveuse , ou mere physique , ne transmet a son
produit aucun élément héréditaire , le patrimoine génétique ayant été fourni par la donneuse
, ou maitre génétique . Cette manipulation de la descendance en un temps réduit offre la
possibilit¢ d'une meilleure et plus rapide indexation des femelles, voir une réduction de
l'intervalle entre générations.

- C'est aussi une possibilité de production volontaire de jumeaux.
-Aussi la possibilité de reproduction avec introduction de génes extérieurs, a 'élevage dans une
population SPF (Spécifique. Pathogénes .Free).

- Aussi un moyen de commercialisation, ou et de transport du matériel génétique dans des
conditions économiques et sanitaires plus facile, et moins onéreuses que pour les animaux

vivants.
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- Il permet aussi la conservation des races en péril dans des banques d’embryons.
Enfin, le transfert embryonnaire permet de conserver la descendance de femelles a haut

potentiel génétique, mais que l'on ne peut conserver pour raison sanitaire (ex : brucellose)

16



CHAPITRE 11 : PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION

A. Cycle sexuel de la vache :

1 Introduction

Chez tous les mammiferes, 1’appareil génital femelle présente au cours et pendant toute la
période d’activité génitale, des modifications morphologiques et physiologiques se produisant
toujours dans le méme ordre et revenant a intervalles périodiques, suivant un rythme bien défini
pour chaque espece.

Ces modifications, connues sous le nom de cycle sexuel ou cycle oestral, commencent au
moment de la puberté, se poursuivent tout au long de la vie génitale et ne sont interrompues que
par la gestation. Elles dépendent de I’activité fonctionnelle cyclique de I’ovaire régulée par ses
propres sécrétions hormonales, elles-mémes sous dépendance étroite des hormones gonadotropes

hypothalamo-hypophysaires. (Deriveaux J. et Ectors F. 1986)

2 Relation hypotalamo-hypophyso-ovario-utérine :

La fonction gonadotrope est tout un complexe dont la régulation s’établie a plusieurs
niveaux par un équilibre neuroendocrinien dans lequel les hormones hypophysaires interagissent
les unes avec les autres sous le contréle de I’hypothalamus.

La mise en évidence du role de I’hypothalamus dans le controle de la fonction hypophyso-
gonadique date de bien avant I’isolement de I’hormone qui sert a ce contrdle. C’est en 1971 que
fut purifiée [’hormone hypothalamique capable de libérer la sécrétion des hormones
hypophysaires. C’est la GnRH ou Gonadotrpin Releasing Hormon ou Gonadolibérine.

La GnRH est un décapeptide (10 acides aminés) qui a été isolé, synthétisé et dont on a
préparé des analogues (structure chimique différente mais action comparable) et méme des
antagonistes (inhibiteurs).

Cette hormone est synthétisée et libérée par les neurones de I’hypothalamus. La GnRH se
lie alors aux récepteurs spécifiques situés sur les cellules gonadotropes de I’antéhypophyse, ce
qui provoque la synthése et la libération des gonadotrophines, 1’hormone follicule stimulante
(FSH) et I’hormone lutéinisante (LH).

Les principaux facteurs internes qui régulent la sécrétion de GnRH sont les hormones
stéroides ovariennes, la progestérone et 1’oestradiol.

L’ovaire régle a la fois sa propre production gonadotrope et/ou hormonale et la production

ou le fonctionnement du tractus génital a la fois en direct et via I’axe hypothalamo-hypophysaire
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L’ensemble de ces mécanismes est conditionné par un équilibre neuro endocrinien dans lequel
interviennent les hormones hypothalamo-hypophysaires, les stéroides ovariens et les
prostaglandines.

La physiologie du cycle sexuel est complexe et fait intervenir le niveau central
(hypothalamus et hypophyse) et 1’appareil génital (ovaires et utérus). L’ovaire régle a la fois sa
propre production gonadotrope et/ou hormonale et la production ou le fonctionnement du tractus

génital a la fois en direct et via I’axe hypothalamo-hypophysaire (fig 1 et 2)

FSH , LH

- g

i

H - + Progestérone %
% Ovulation ! g
| - 2
a : v

100&05 - g

o (-4

T . ... <

H

o

Fig. 1 Recapitulatif du control hormonal du cycle ovarien Peters A.R. & Ball P.S.H., 1994
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Fig. 2 Modifications de la concentration hormonale dans le plasma sanguin durant le cycle

oestral bovin Peters A.R. & Ball P.S.H., 1994

La progestérone agit sur les neurones de la GnRH pour diminuer la sécrétion de GnRH en
abaissant la fréquence des décharges de GnRH, tandis que les effets de 1’oestradiol sur la femelle
dépendent de la dose administrée et de la présence ou de I’absence de concentrations de
progestérone durant la phase lutéinique. Lors de la phase lutéinique ou les concentrations de
progestérone sont élevées, 1’cestradiol agit en synergie avec la progestérone pour diminuer la
sécrétion de GnRH par I’hypothalamus, c’est-a-dire qu’il y a une rétroaction négative sur la
GnRH. Lors de la phase folliculaire, en 1’absence de progestérone et en présence de fortes
concentrations de GnRH, I’cestradiol sécrété par le follicule pré-ovulatoire a une rétroaction
positive sur la GnRH, ce qui provoque la prolongation d’une sécrétion élevée responsable des

pics pré-ovulatoires de LH et de FSH.

L’action de la GnRH sur I’antéhypophyse peut également étre influencée par des hormones
spécifiques produites par le follicule. La plus intéressante de toutes est 1’inhibine. Cette hormone
supprime sélectivement la libération de FSH par I’antéhypophyse sans affecter la sécrétion de
LH. L’activine quant a elle, stimule aussi la synthése de FSH alors, 1’équilibre entre ces deux
facteurs peut déterminer le niveau de sécrétion de FSH. Les structures de sécrétion des deux
hormones sont extrémement différentes; cependant ces deux hormones sont produites dans la

méme cellule sous le contrdle d’une seule hormone libératrice.
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L hypophyse est composée de 3 lobes, appelés antérieur, intermédiaire et postérieur.

L’ensemble des lobes antérieur et intermédiaire constitue I’adénohypophyse.

Selon Thibault et al. (2001), la libération différentielle de LH et de FSH par la méme
cellule gonadotrope requiert des mécanismes de contrdle intracellulaires différents a I’intérieur
de la cellule. Les gonadotrophines synthétisées sont stockées dans des granules sécrétoires a
’intérieur du cytoplasme, et sont sécrétées par action différentielle, par exocytose. Il apparait
que le stockage de LH se prolonge durant le cycle cestral, mais le stockage de FSH est bas et de
courte durée. Par contre, jusqu’a 70% de la LH totale est libérée durant la montée préovulatoire.
Il est a présent évident que la LH est étroitement régulée par la GnRH, mais que la FSH n’est pas
seulement affectée par la GnRH, mais aussi par un contrdle local via les interactions de

I’inhibine et de 1’activine.

La LH a une action prépondérante dans 1’ovulation par activation des stimuli enzymatiques
qui attaquent la paroi du follicule (AMP cyclique et prostaglandines intra-folliculaire).

L’action de FSH au niveau de I’ovulation est moins bien précisée.

La LH joue un rdle primordial dans la formation et le maintien du corps jaune.
C’est I’hormone lutéotrope, qu’un récepteur des la membrane des cellules du corps jaune

est capable de fixer. Son action passe également par I’AMP cyclique comme message.

La LH est sécrétée de fagon pulsatile. La fréquence des décharges de LH est régulée par la
sécrétion de progestérone durant la phase lutéinique, le déficit énergétique de la vache en post-
partum, et par le stimulus de 1’allaitement du veau.

Chez la vache en post-partum, les trois facteurs qui diminuent la fréquence des décharges
de LH et empéchent par conséquent 1’ovulation sont les suivants :
e Mauvais état corporel de ’animal et nutrition (perte supérieure a 10% du poids corporel aprés
le vélage).
e Allaitement de 4 — 6 semaines apres le vélage,

e Progestérone durant la phase lutéinique du cycle.
La FSH a été longtemps considérée essentiellement comme [’hormone du développement

du follicule. Mais il est bien montré maintenant que, chez la femelle, FSH agit tant sur la

maturation folliculaire que sur la sécrétion oestrogénique conjointement avec LH. C’est la FSH
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qui intervient sur la formation de I’antrum (ainsi que la PMSG) qui accroit la multiplication

cellulaire

La sécrétion de FSH se produit par pics, mais d’une fagon moins marquée, et est régulée
par la sécrétion d’cestradiol et d’inhibine par les follicules. L’importance relative de I’cestradiol
et de I’inhibine dans la régulation de la FSH n’est pas encore évidente mais on a actuellement
tendance & penser que 1’cestradiol est un régulateur dynamique de la FSH, tandis que I’inhibine
pourrait jouer un role plus chronique. Le role de la FSH est de stimuler la croissance folliculaire
pour atteindre le stade de follicule dominant. Alors, on déduit que la GnRH joue manifestement

un rdle pivot dans I’initiation, la régulation et la suppression de la fonction reproductrice.

Pendant la phase folliculaire, les oestrogénes (oestradiol et oestrone) élaborés par la glande
thécale et les cellules interstitielles avec comme précurseurs des androgénes, sont sécrétés a un
niveau basal qui s’élévera a un pic atteignant 10 fois le taux basal a partir du troisiéme jour avant
’ovulation . Cette élévation induit la phase de préparation a 1I’accouplement.

Les oestogenes agissent sur les cellules et les glandes de 1’endomeétre modifient la
contractibilité du myométre, modifient la composition du liquide tubaire et stimulent les

contractions de 1’oviducte. Ils agissent sur les sécrétions cervicales.

Pendant la phase lutéale le corps jaune sécréte la progestérone I’évolution du taux dans le
sang périphérique, peut étre suivie par dosage radio-immunologique traduisant une élévation
progressive a partir du 5éme jour avec progression jusqu’au 17°™ jour puis un effondrement
pour rejoindre le niveau basal le jour de ’oestus. Cet effondrement traduit la lutéolyse

La progestérone tient sous sa dépendance les fonctions de 1’utérus : changement de taille
des glandes tubulaires, sécrétion de glycogene par les cellules épithéliales,

Modification de la turgescence utérine, régulation des activités enzymatiques
myomeétriales.

Depuis les années 1970 on sait qu’un quatriéme étage « hormone sécrétoire »joue un role
dans la cyclicité oestrale. C est ’élément qui provoque la lutéolyse. Cette lutéolyse se produit
sans modifications notables de la sécrétion des facteurs hypophysaires gonadotropes qui au
contraire ne se libéreront en pics que lorsque la lutéolyse sera bien amorcée.

L’agent responsable de la disparition du corps jaune est d’origine utérine: c’est la
prostaglandine PgF2a, les oestrogénes sont également impliqués dans le processus, leur niveau
¢levé favoriserait la libération de PGF2a, et I’évolution de leur réception spécifique au niveau de

la cellule lutéale suit I’évolution du corps jaune (Thibault et al. 2001).
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3) Hormones de la reproduction :

Le déroulement harmonieux de la sexualité de la femelle repose sur I’intégrité anatomique
et histologique des structures ovariennes, hypothalamique, hypophysaire, et utérines impliquées,
ainsi que sur le subtil dosage des différentes hormones, facteurs protéiques, et biochimiques
intervenants dans les régulations (Brassard P. et al. 1997). Le tableau 3 resume les principales
caractéristiques et fonction des hormones impliquées lors du cycle oestral chez la vache laitiére

d’apres Brassard. P et coll (Brassard P. et al. 1997).

La fig. 3 represente quant a elle, les variations des concentrations hormonales et structures

ovariennes au cours du cycle oestral chez vache d’apres O’Connor.M. (1993).
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Tableau 3 : Rappel des principales caractéristiques et fonction des hormones impliquées lors de

I’ovulation chez la vache laitiére d’apres Brassard. P et al. (1997).

Hormone Description
Sécrétée par I’hypophyse

-1 y a un pic avant ’ovulation

FSH. . . . .
_Essentielle a la survie et a la croissance du follicule

_Permet la conversion des androgénes en oestrogenes

GnRH. Sécrétée de fagon pulsatile par I’hypothalamus

- Induit la sécrétion de I'FSH par I’hypophyse

Sécrétée de fagon pulsatile par I’hypophyse

-1l'y aunpic LH avant I’ovulation

LH - Lutéinise les cellules du follicule

_ Stimule le follicule a produire la Prégnénolone, progestérone,

Androgenes.

Sécrétée par le follicule dominant

- Stimule la lutéolyse en augmentent le nombre de récepteur
d’ocytocine

Oestrogénes | - Stimule la sécrétion de la : GnRH par I’hypothalamus

- Stimule la sécrétion de la L.H. par I’hypophyse

- Augmente la sensibilité du follicule a la FSH

— augmente réponse a LH

Sécrétée par le corps jaune
- Induit la sécrétion de prostaglandine par les cellules de
Ocytocine I’endometre.

- Déclanche la lutéolyse.

Sécrétée par le corps jaune
Progestérone o . )
- inhibe la libération de L.H. par I’hypophyse.

Prostaglandine | Sécrétée par les cellules de 1’utérus - lyse le corps jaune

23



[orrmant Drubdin Dby [harmnand [eedpiy Mo 1 Desrdying Dorrmand [
Falhd ik dliide Foliides o Felids of X
Sernd Woe Thd s
Besqressing Bty formed C1 Fegpemy [kl Doginant Repecany falides bgeulq il
Carpin luiein first Wave Tdide of Second Wave
DAY 1 DAY 4 DAY & DAY 10 DAY 14 DAY 17 DAY 20 DI
A WHHHMIAW;».; [ “;“é,'ég' U u.-—ww\mmms;‘m\mmwmmuuuw !\\memm MWHWHHNNMWHW\NWWHWHWHW\:‘NWWWWW mmmmmwmuwuwz MIMWWWWWW [ o
& : M1
s Proeins mm
", TRICESIERONE SN
".'. 1 ! ﬂ!
! i L} |
\1 i {
a il
wpom | N
18 21 3 E 9 1% 18 13 21

DAYS OF ESTROUS CYCLE

Fig. 3 : Variation des concentrations hormonales et structures ovariennes au cours du cycle

oestral chez la vache d’apres O’Connor.M (1993).

4 Cycle Oestral :

Alors que la spermatogenese du male est permanente, le fonctionnement sexuel de la vache est
cyclique (Soltner. D, 1993) ¢’est une espéce polyoestriénnea ovulation spontanée avec une durée
moyenne du cycle de 21/22 jours chez la vache multipare et de 20jours chez la génisse.
L’activité sexuelle débute a la puberté, quand I’animal atteint 40 a 45 % de son poids adulte, puis
elle est marquée par cette activité cyclique, caractérisé uniquement par un comportement
particulier celui d’oestrus ou de chaleurs d’une durée assez courte ; de 14 a 15 heures (24 heures

tout au plus) et ’ovulation survient aprés la fin des chaleurs ( 10 a 15 heures ) .

Les mauvaises conditions d’entretient, d’environnement et de nutrition peuvent interférés sur le

déroulement du cycle et entrainent soit son irrégularité, soit sa suppression.

L’oestrus est la manifestation visible dans le cycle sexuel. C’est la période durant laquelle la

femelle montre son comportement sexuel, traduction comportementale des modifications
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internes organiques qui la rendent apte a accepter la saillie ou I'IA et une éventuelle

fécondation. (Parez. M ., Duplan. J M.1987)

L’ovulation se situe en générale 30 heures (29 a 31 heures) apres décharge ovulante de
I’hormone hypophysaire LH soit 10 a 12 heures aprés la fin de 1’oestrus, plus fréquemment sur
I’ovaire droit que sur le gauche. L’ovaire demeure fécondable 8 a 12 heures apres 1I’ovulation, le

spermatozoide restant fécondant 24 a 48 heures dans les voies génitales.

La période métoestrale correspond a I’installation du corps-jaune ; et va du jour 1 au jour 6 du
cycle ; elle est suivie du di-oestrus dont la durée réglée par I’activité lutéale est de 10 a 11 jours

(6iéme au 17iéme jour).

Le pro-oestris est synchrone du déclin d’activité du corps jaune ; il débute vers le 17éme jour, il
est nettement précisé au 19éme avec ’ascension du taux plasmatique oestrogenes.

I’ oestrus est la manifestation visible dans le cycle sexuel. C’est la période durant laquelle
la femelle montre son comportement sexuel, traduction comportementale des modifications

internes organiques qui la rendent apte a accepter la saillie ou I'IA et une éventuelle fécondation.

Cette période est marquée par plusieurs signes :
e génitaux : gonflement vulvaire.
e Généraux : baisse de la production laiticre, appels du male, acceptation du

chevauchement, appétit capricieux.

Mais en fait, un seul critére est considéré comme marquant véritablement 1’oestrus, c’est
I’acceptation du chevauchement. Les autres signes sont accessoires et peu précis ; ils n’ont
qu’une valeur indicative.

I expression de I’oestrus a ete note surtout durant la nuit (Wattiaux M. 1995).Voir fig 4

Apreés la fin des chaleurs la vache ne se laisse plus chevaucher. On peut encore a ce stade

observer un écoulement vaginal parfois sanguinolent.

Durant la gestation, 1’oestrus est supprimé. Il réapparait en conditions normales entre le
208™M_40°™ jour post-parturition. Pourtant, la fécondabilité de la femelle varie dans cette phase
3éme

post-partum puisqu’il a été montré que 1’optimum se situait au moment du 2 ou oestrus

aprés mise bas, entre 2 et 3 mois apres veélage.
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Fig4 : Expression de 1’oestrus durant la nuit (Wattiaux M. 1995).

a Comportement :

La vache en chaleur est inquiéte, agitée ; I’appétit, la rumination et la sécrétion lactée sont
diminués. Elle beugle fréquemment, se déplace, suit les autres animaux du troupeau et cherche a
les chevaucher.

De la vulve s’écoule un liquide muqueux, filant, clair, transparent dont on retrouve des traces au
niveau de la que et des flancs ; Iélasticité et la transparence sont deux caracteéres

importants car ils sont le reflet de I’intégrité organique du tractus. La vulve est congestionnée et
tuméfiée.

Tab. 4 : Signe des chaleurs (Centre Insémination Artificielle Du Québec Saint-Hyacinthe)
d’aprés Lacerte G. (2003)
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Période de

Pro-oestrus

cycle Oestrus : vi ?Lllf chaleur ou Post-oestrus : aprés chaleur
. «— 5-15h —» | «—6-24h ——>» | —— 72-96h ——»
Durée
période Moyenne : 10 heures Moyenne : 18 heures .
-+ ovulation : 12h +» sang 12-36h
moyenne 72 h
-Agitation de ’animal | -Vulve tres congestionnée. |-La vache ne se laisse plus monter.
-Crainte des autres -Vulve rougedtre. -Ne fait que sentir les autres
vaches -Mucus trés filant et clair. |-Peut parfois monter les autres
-Tentative de monte -Vache nerveuse aux -Plus souvent redevient calme
chez les autres vaches | agents. -Mucus visqueux d’apparence
-Value congestionnée -Beuglement fréquent Laiteuse.
humide légerement peut retenir lait -Vulve décongestionnée.
Signes rosée. _La vache se laisse monter |-Ovulation non visible mais se fait :
externes | -Mucus sans se dérober seul 10-12h apres le début de cette
-Beuglements signe fiable de rut. période. Ovule fiable fertile x = 6h
-Moins d’appétit -La montée dure 10-12 - saignement survient de 24-48h
seconde et ceci tout le apres le début du Post-cestrus et est
long de Poestrus. observé chez environ 50% des
vaches 90% des taures.
Heures
apres début
de I’oestrus l
Taux Négligeable Pauvre | Moyen | Bon Trés | Bon | Moyen | Pauvre Négligeable
conception bon

Chez certaines femelles et plus souvent chez la génisse que chez la vache, un écoulement

légérement sanguinolent survient vers le 2¢.3¢éme jour qui suit ’oestrus (Parez. M ., Duplan.

7.M.1987).




Vache en chaleur

La vache qui ne s'ésquive pas lors de la monte est en chaleur

Fig.5 vache en chaleur (se laisser chevaucher : signe principal des chaleurs)

b Modifications des ovaires et de ’utérus :

L’exploration ovarienne par voie transrectale permet d’apprécier de fagon trés approchée sur le
plan clinique. La forme et les dimensions varient selon I’époque du cycle ou on les examine ;
petits, légérement granuleux, a 1’état de repos ils sont porteurs ou du moins 1’un d’eux, au
moment du pro-oestrus, de follicules en voie d’évolution .Celui qui doit arriver & maturité, et au
niveau duquel doit survenir I’ovulation, est de 1,5 cm environ , qui se présente sous forme de

surélévation molle et dépressible a la surface de I’ovaire.

Sa rupture survient environ 14 a 15 heures apres la fin des chaleurs et la fosse d’ovulation est
aussitot comblée par un hématome qui, envahi par les cellules de la granuleuse va donner
naissance au corps jaune. Ce dernier est perceptible 48 heures apres 1’ovulation par le sillon qui
le sépare de I’ovaire et atteint son complet développement vers le 6-7éme jour ; dont son poids
peut atteindre 4 a 7,5g. Le corps jaune est généralement de forme globuleuse et peut occuper la
plus grande partie de 1’ovai

re. I1 se réduit progressivement, devient irrégulier et sa coloration se modifie passant du jaune au

brun pour finalement devenir blanchatre.

28



Au moment de I’oestrus, I’utérus poursuit sa congestion qui a débuté a la phase précédente,
surtout au niveau des cotylédons. Le col s’ouvre d’environ 2cm et le mucus cervical liquéfi¢ est

excrété sous forme de longs filaments.

L’action de la progestérone accentue les modifications de I’utérus dues a I’oestradiol : la
muqueuse de I’endomeétre se développe au maximum. Dans le col qui se ferme, le liquide

s’épaissit et ne coule plus.(Soltner .D., 1993).

¢. Ovulation :

La totalit¢ du processus ovulatoire, la congestion du follicule, la formation d’une
protrusion a surface de I’ovaire, sa rupture progressif et I’expulsion du contenu qui en résulte
ressemblent curieusement a la formation et a Ja rupture d’un furoncle et y ressemble d’autant

plus que certain mécanisme similaires sont impliqués d’aprés W.alton 1928,

La physiologie de la folicullogénese et les facteurs impliqués decrits dans la premiére
partie de cet article, constituent le prologue au mécanisme de 1’ovulation et de la mise en place

du corps jaune dans la cavité folliculaire.
Durant sa phase d’évolution terminale, le (ou les) follicule acquiert la possibilité de

répondre a un pic de gonadotropines (LH principalement). Par ailleurs, un profond remaniement

de sa structure permet I’expulsion d’un ovocyte mature, puis la formation d’un corps jaune.

Les mécanismes de I’ovulation :

Les cestrogenes synthétisés par le follicule terminal exercent une influence positive sur
I’hypophyse qui produit une décharge de gonadotropines FSH et LH (usqu’a 100 fois le taux de
LH circulante) (Callsen H. et all 1987).

Les premiers effets de "augmentation de FSH et de LH sont une augmentation de la

vascularisation de I’ovaire (Callsen H. et al 1983)

Les cellules de la granulosa se détachent de la lame basale et arrétent de se diviser tandis
que le nombre de jonction serres les reliant diminue .le cumulus et la granulosa secrétent des
enzymes protéolytiques qui induisent la dissociation des fibres de collagéne pressente dans la

theque.
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La compression de 1’épithélium ovarien au niveau de I’apex induit une stase sanguine
avec ischémie et nécrose de ces cellules qui libérent leurs propres hydrolases. Ces hydrolases et
la plasmine produite par les cellules de la granulosa, de la théque interne et des nombreux
fibroblastes situés en périphérie achévent de détruise les couches cellulaires sous-jacentes. La
rupture de la paroi folliculaire externe induit une chute brutale de la pression hydrostatique intra-
folliculaire qui provoque une contraction des fibres musculaires lisses de la théque externe. L a
combinaison de ces deux phénoménes expulse 1’ovocyte entouré de sa corona radiata qui est

recueilli par le pavillon de I’oviducte. (Thibault. C., etal. 2001)

Régulation de la sécrétion de la FSH LH :

Principalement connue pour son action déterminante dans le phénomeéne de I’ovulation
(pic de LH ou pic préovulatoire), la LH est de plus en plus considérée comme indispensable
(taux basal) pendant la phase de croissance folliculaire du cycle ovarien afin d’assurer la viabilité
de ’ovocyte ((Thibault. C., et al. 2001). En effet, tant durant la phase lutéale terminale que
pendant la phase de croissance folliculaire, LH, a des taux modérés, et FSH, a des taux plus

élevés, permettent la croissance folliculaire et la maturation ovocytaire.

La progestérone :

Lors de 1’évolution terminale du follicule, présente en bruit de fond, la progestérone
favorise durant quelques heures le phénomene de I’ovulation .en effet, le taux basal de
progestérone associé aux cestrogénes présents en phase pro-oestrale entraine le pic de

gonadotropines nécessaire a déclencher la cascade d’événement menant a I’ovulation.

La maturation de ’ovocyte : I’ovocyte doit achever sa maturation finale pour acquérir sa

compétence au développement en 36 heures (délai entre le pic de LH et I’ovulation) .

La mise en place d’un corps-jaune fonctionnel dans les jours qui suivent I’ovulation

implique d’importants remaniements morphologiques des structures folliculaires.
Le corps jaune est constitué de deux types de cellules stéroidiennes (Thibault. C., et al.

2001) : les grandes cellules sont issues de la granulosa et les petites cellules proviennent de la

théque interne.
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d. Fécondation :

La fécondation et la fusion d’un gamete mal et d’un gamete femelle donnant naissance a
I’ceuf , & 2n chromosomes, réunion des matériels génétiques paternel et maternel .elle a
normalement lieu dans ’ampoule de I’oviducte que I’ovocyte atteint quelques heures apres
I’ovulation .sa réalisation nécessite ma mise en place des gametes mal dans I’appareil génitale
femelle par saillie ou insémination artificielle puis , la rencontre de gametes de bonne qualité ,
ovocytes apte a étre fécondé spermatozoides dont le pouvoir fécondant est intact , ce qui suppose
un déplacement des spermatozoides du lieu de départ au lieu de fécondation réalisé¢ dans des

délais compatible avec le maintien de leur pouvoir fécondant Fig. 6.

Epithélium ampullaire
avec cellules ciliées

Frange du pavillon

de la trompe
rursmleuus‘e v . | “ A
e I'a e - aturation
el - ¥) folliculaire
Capillaires

dans les villosités

e?m;; Utérus
\, » l/j(f“‘\ﬁi\
\ BT E ?\ §\Q
(Secchi, 1976) —— Jonction utéro-tubaire / /*(:«‘g~

Fig. 6 Fecondation (I’ovocyte expulsé de I’ovaire « Ov » arrive par le pavillon dans
la portion ampullaire de I'oviducte « AO ». 1l est entoure par les spermatozoides et la
fecondation a lieu « F ». L’ceuf ne va pas tarder a se diviser et a migrer vers ’isthme de

PPoviducte « 10 » Secchi ,1976 in Deletang F., 1998 )
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La progression des spermatozoides vers I’ampoule dure au moins 8 heures. Leur

déplacement résulte de leur motilité ou de la motricité de I’appareil génitale femelle.

La capacité est un ensemble de modification subie par les spermatozoides dans les voies
génitales femelles afin de permettre leur pénétration dans I’ovocyte .les principales modifications
s’observent au niveau des membranes cytoplasmiques et acroamatiques ; elles permettent la

libération des enzymes acrosomiques assurant la destruction des enveloppes de I’ovule .
En raison de la durée de = survie ~~  des ovules nettement inférieur a celle des

spermatozoides, il faut que soient totalement superposées la période de maintien de fertilit¢ des

ovules et la période d’aptitude a la fécondation des spermatozoides.

¢) Développement _embryonnaire précoce

La fécondation a lieu dans ’ampoule de la trompe, que ’ovule atteint dans les 6 heures
aprés ’ovulation, I’insémination artificielle doit se faire au bon moment, pour que les
spermatozoides aient le temps d’atteindre cette zone. La pénétration du spermatozoide dans
’ovule se fait grice a un mécanisme enzymatique (hyaluronidase).Puis ’ovule reprend sa
division cellulaire pour former le pronucléus femelle et le second globule polaire. L’ceuf
descend vers 1'utérus et y arrive au bout de 4 jours au stade 8 a 16 cellules. La vitesse de
descente de I’ceuf fécondé dans la trompe utérine est sous le controle des hormones stéroides
variennes qui retardent le passage pour les oestrogénes ou I’accélération pour les

progestérones.(Parez M. , Duplan J.M .; 1987) Fig. 7.
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Au bout de 90 a 125 heures ’ceuf est au stade de 16-32 cellules, I’embryon présent dans
I'utérus est appelé morula (30-64cellules) d’un diamétre environ 150 microns et enfermé
toujours dans sa zone pellucide (zone protectrice). Le nombre de cellules continue & augmenter
dans cette forme morula puis se forme une cavitation (blastocoele) en méme temps que
s’organise la masse cellulaire en deux groupes : le bouton embryonnaire qui donnera I’embryon

lui-méme et le trophoblaste qui fournira les membranes extra embryonnaires.

Entre 140 et 175 heures (J7) I’embryon est appelé un jeune blastocyste et entre 160 et 210
heures (J8-J9) est appelé blastocyste. Ce dernier a ce stade comporte de 500 a 1000 cellules.
Fig 8.

Sous I’action de la pression crée dans la zone pellucide par I’expansion cellulaire et de la
sécrétion enzymatique interne, une rupture se produit dans ’enveloppe externe par laquelle
’embryon s’échappe habituellement vers le 10éme jour .Il est alors plus fragile et commence
une phase d’élongation. C’est la phase de concept, avec interaction entre embryon et organisme

maternel (action antilutéoliytique)

Au 16éme jour, il mesure plusieurs centimétres et peut occuper déja la moiti€ de la

longueur de la corne utérine qui le contient .I1 est toujours libre, le début de la phase initiale de
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I’implantation se situera vers le 25¢éme jour, pour devenir matérialisé vers le 30éme jour par

I’attachement chorionique sur les caroncules utérines. (Parez M. et Duplan J.M. 1987)

Développement de I'ovule fertilisé (I'embryon)

C) Quatre cellules B) Deux cellules

D) Blastocyte i . 4 ". A) Fertilisation

Fig. 8 Developpement de I’ovule fertilisé
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B. FOLLICULOGENESE & REGULATIONS HORMONALES

1 Folliculogénése :

La folliculogénese est l'ensemble des phénomenes qui participent a la croissance et la
maturation des follicules primordiaux , présents dans la zone corticale de 1'ovaire (sous-forme de
petits amas cellulaires ), composés chacun d'un ovocyte entouré de quelques cellules du stroma
ovarien , aplaties , ou cellules folliculeuses (Fig. 9).

La croissance folliculaire résulte de trois phénomenes qui ont successivement un role

essentiel:

e Augmentation de la taille de ’ovocyte.
e Multiplication des cellules de la granulosa .

e Augmentation de la taille de I'antrum .

Figure 9 : differentes etapes de la folliculogenese (Monniaux D. et al., 1999)
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a. Les follicules primordiaux :
Dés l'apparition du stade diploténe les ovocytes jusque la sont groupés par paquets , et liés

par des ponts cytoplasmiques, s'isolent, trois ou quatre cellules somatiques les enveloppent , ces

ensembles constituent les follicules primordiaux , qui s'entourent d'une membrane basale

acellulaire . Les ovocytes isolés dégénérent.
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b. La croissance folliculaire :

Dans une premiére période, la croissance du follicule résulte de la multiplication des
cellules somatiques et de celle de l'ovocyte (15-20 um de diamétre jusqu'a 70-100 um ) . La
croissance débute quand, a partir de follicules primordiaux, se forment des follicules primaires
comprenant une assise de cellules cuboidales , puis des follicules secondaires qui possédent
plusieurs couches de cellules entourant l'ovocyte , c'est la granulosa .

Autour d'elle se différencie une assise double de cellules interstitielles : la théque interne
stéroidogeéne qui borde la granulosa et la théque externe contractile.

Les cellules de la granulosa forment une population morphologiquement et
physiologiquement homogéne car elles communiquent entre elles par des jonctions perméables (
gap-junctions ) .

La granulosa est séparée la théque interne par une lame basale que ne franchissent ni les
vaisseaux, ni les fibres nerveuses. La fibronectine, qui est le composant majeur de cette lame, est
sécrétée par les cellules de la granulosa.

Dans une seconde période, la croissance du follicule résulte essentiellement de la multiplication
des cellules somatiques et du développement d'une cavité intrafolliculaire, I’antrum. Le follicule
prend le nom de follicule tertiaire ou a antrum et vers la fin de sa croissance de follicule de

Graaf.

Durée de la croissance, folliculaire : la folliculogénése compléte (du follicule primaire
jusqu'au follicule ovulatoire) demande en général plusieurs semaines : 21 jours chez la vache.

Arrivée a maturité, le follicule pré-ovulatoire mesure Imm. (Hulshof et al., 1994).

Le follicule primordial : Centré par I’ovocyte I, est entouré de quelques cellules
folliculaires endothéliformes. Son diamétre moyen est de 40 pum. Habituellement localisé en
périphérie de D’ovaire, il représente le stade folliculaire quiescent. L’ovocyte, de diameétre
compris entre 20 et 35 um, se trouve bloqué au stade diploténe de la prophase de sa premicre
division méiotique (ovocytes primaires) par un polypeptide produit par la granuleuse des fol-

licules primaires et secondaires : I’'OMI (Oocyte Meiosis Inhibitor).

Le follicule primaire : Se caractérise par I’augmentation du volume de I’ovocyte et
par I’agencement & sa surface d’une couche réguliere de cellules cubiques. Cest durant cette
période que 1’ovocyte synthétise, et sécréte les glycoprotéines qui donneront naissance a une
enveloppe hyaline poreuse: la zone pellucide. D une épaisseur d’une dizaine de microns, elle est

constituée a 95% de trois glycoprotéines, organisées en longs filaments interconnectés, appelées
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ZP1, ZP2, ZP3. La ZP3 forme avec la ZP2 des filaments qui sont pontés par la ZP1. Seule la
glycoprotéine ZP3 est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction acrosomique

(Yanagimachi, 1994).

Le follicule secondaire : 1.’ ovocyte ici atteint son volume maximal. Il s’est entouré
d’une pellucide bien différenciée et de deux ou trois couches de cellules cubiques formant la
granulosa. L ensemble est limité extérieurement par la membrane basale qui s’est transformée en
membrane de Slavjanski constituée de collagéne de type IV, de fibronectine, de laminine et de

protéohéparane sulfate.

Le follicule tertiaire : 11 est dit cavitaire ou antral en raison de I’apparition au sein des
couches de cellules folliculaires de petites cavités résultant de I’accumulation d’un transsudat
plasmatique et de la sécrétion des cellules de la granulosa. Ces cavités finissent par confluer pour
former I’antrum. Le développement progressif de I’antrum entraine la séparation des cellules de
la granulosa en cellules du cumulus oophorus. Celles-ci se différencient en corona radiata,
couche cellulaire entourant directement 1’ovocyte. Ces cellules du cumulus et de la corona
présentent de nombreuses zones fonctionnelles (GAP junction) qui constituent autant de moyens
de communication entre I’ovocyte et la cavité folliculaire. Chez la vache, le nombre de follicules
antraux est de maniére constante, compris entre 25 et 50. Il dépend du nombre de follicules
entrant en phase de croissance, du taux de croissance de ces follicules et du nombre de follicules,
qui s’atrésies (Armstrong, 1993). A ce stade, et chez tous les mammiferes, le follicule cavitaire
s’entoure, en dehors de la membrane de Slavjanski, d’une double enveloppe constituée par la
théque interne, faite de cellules interstitielles riches en ARN et en enzymes nécessaires a la
stéroidogenése, et par la théque externe formée d’un tassement de tissu conjonctif du stroma

ovarien.

Le follicule miir ou follicule de De Graaf: Représente la phase terminale du
développement folliculaire. Cette phase ne concerne qu’un follicule sur 1000 entré en croissance
(Saumande, 1991). Le follicule mir se caractérise par une taille maximale de 10mm chez la
brebis et la truie et de 25mm chez la vache, par un nombre maximal de cellules granuleuses et
par une activité mitotique minimale de la granuleuse. Gonflé de liquide, le follicule affleure en
surface de I’ovaire. L’ovocyte demeure enfermé dans un massif cellulaire formé de la corona
radiata et du cumulus oophorus. Les théques interne et externe sont bien différenciées et la
membrane basale est bien visible entre les cellules folliculaires et la théque interne. La theque

interne est une glande a part entiére. La theque externe est de nature fibreuse. Une fois I’antrum
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formé, I’ovocyte entretient des échanges métaboliques avec le liquide folliculaire via les cellules
du cumulus et avec le sang via les cellules de la granulosa et de la membrane basale. Chez la
vache, il faut 42 jours pour qu’un follicule de 0,13mm atteigne la taille préovulatoire. En effet,
I’activité mitotique se réduit progressivement pour céder la place a une différenciation cellulaire

plus importante.

2. Régulations hormonales :

Seuls les follicules qui atteignent une certaine taille (deux mm) en temps opportun
poursuivent leur développement. C'est parmi ceux-ci que le (ou les) follicules ovulatoires est (ou

sont) désigné. Trois étapes successives sont responsables de ce tri folliculaire.

a. Le recrutement :

Le recrutement est lentrée en croissance terminale d'une cohorte de follicules
gonadodépendants (diamétre : 2 mm). Un follicule gonadodépendant est un follicule qui a
dépassé le stade auquel habituellement la plupart des follicules deviennent atrétiques. Il s'agit
d'un mécanisme aléatoire ou seuls sont recrutés les follicules atteignant " la bonne taille au bon
moment " Le recrutement est provoqué par I’augmentation transitoire de la FSH. La FSH agit sur
ces follicules en augmentant leur aptitude a aromatiser les ondrogénes en oestrogenes. Le
recrutement d'un nombre de follicules supérieur a celui nécessaire constitue en quelque sorte la
garantie qu'au moins un follicule se trouve dans les conditions optimales de développement et de

sensibilité a l'action de concentrations minimales de FSH.

b. La sélection :

La sélection est I'émergence du (ou des) follicule ovulatoire parmi les follicules recrutés.
Cette sélection est secondaire a la réduction de la FSH qui a initié le recrutement. En effet, le
developpement du groupe de follicules recrutés s'accompagne d'une augmentation de la
production d'oestradiol, mais également d'inhibine. Ces deux hormones exercent un rétrocontrole
négatif sur la production hypophysaire de FSH circulante devient inférieure a celle induisant le
recrutement , les follicules recrutés entrent en atrésie , a l'exception du ( ou des ) seul follicule
sélectionné , le mécanisme du choix du ( ou des ) follicule ovulatoire n'étant pas tout a fait

connu.

38



c. La dominance :

La dominance fait suite a la sélection. Elle est morphologique et fonctionnelle.
e Elle est qualifiée de morphologique parce qu'elle est exercée par le plus gros follicule
présent sur I'un ou 'autre ovaire.
e Elle est également fonctionnelle parce que le follicule dominant est le seul qui soit
capable de provoquer la régression de follicules en croissance, ou d'inhiber la croissance

d'autres follicules, et d'ovuler dans un environnement hormonal appropri€.

Elle correspond donc au blocage du recrutement et a l'accroissement rapide de volume du
(ou des) follicule ovulatoire. Bien que la FSH diminue, le follicule dominant persiste car il a
acquis un mécanisme d'autostimulation interne, l'oestradiol qu'il produit amplifie sa synthese
d'IGF1 qui est normalement sous le controle de la FSH. L'IGF1 stimule a son tour l'aromatisation
des androgénes en oestrogénes. De plus , I'acquisition par la granulosa de récepteurs a la LH,
associé a la sécrétion active de LH, contribue a maintenir une concentration élevée en AMPc
dans les cellules folliculaires, et donc a la croissance du ( ou des ) follicule dominant.
Il est démontré que :
e La destruction d'un follicule dominant au debut d'une vague de croissance folliculaire
retarde la régression des follicules de taille directement inférieure;
e En fin de vague, sa destruction entraine un recrutement plus précoce des follicules lors de
la vague suivante.
La disparition du follicule dominant se traduirait par une nouvelle augmentation de

I'hormone FSH, ce qui permettrait aux seconds follicules de devenir dominants a leur tour.

3. La stéroidogenese folliculaire

La stéroidogenése folliculaire correspond a la synthés, par les cellules de la theque interne,
des androgénes a partir du cholestérol sanguin puis, a leur aromatisation en oestrogénes par les
cellules de la granulosa.

La stéroidogenése est fortement compartimentée dans le follicule.

e La théque interne, qui contient des récepteurs a la LH, synthétise préférentiellement les
androgeénes. Ceux-ci diffusent au travers de la membrane de Slavjansky.

e IlIs sont alors aromatisés en oestrogénes par les cellules de la granulosa qui posseédent des
récepteurs a la FSH. Une collaboration est donc nécessaire pour produire des taux
suffisants d'oestradiol. En effet, les équipements enzymatiques de ces deux tissus €tant

différents, chacun limite les capacités de l'autre.
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e A partir de la granulosa, les oestrogenes diffusent dans le liuquide folliculaire et dans le

compartiment vasculaire (effets périphériques et déroulement du cycle oestral ).

Les oestrogeénes sont sécrétés de maniere importante par les follicules antraux. Le follicule
mur induit une concentration plasmatique de 12 pg /ml d'oestradiol chez la vache, cette

concentration étant a l'origine de la décharge ovulatoire.

4. Atrésie folliculaire :

L'atrésie (grec : a, privatif ; tresis, perforation)

Encore appelée involution folliculaire, l'atrésie constitue selon Monniaux D. et al.,
(1999) le devenir de la majorité des follicules présents dans l'ovaire. L'atrésie joue donc

indirectement un role important dans la régulation du taux d'ovulation.

Elle peut se produire a n'importe quel moment de la folliculogénése. L'atrésie est consolée
par un mécanisme de mort cellulaire programmée, appelée apoptose pour les stades antraux,
l'atrésie est souvent entrainée lors de la sélection, par une réduction de la FSH, secondaire aux

sécrétions d'oestradiol et d'inhibine par le follicule dominant.

Prog

FSH

R - Recrutement
S - Sélection
D - Dominance

Fig. 10 Emergence d’une vague folliculaire (ENNUYER, 2000)
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Fig. 11 Evolution des vagues folliculaires au cours d’un cycle oestral chez la vache
(ENNUYER, 2000)
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CHAPITRE III TRANSFERT EMBRYONNAIRE

A. Choix des animaux

1. Choix des receveuses

a. Introduction

Le principal facteur limitant auquel nous sommes confrontés en transfert d’embryon est le
nombre de receveuses aptes a recevoir un embryon. Le vétérinaire de terrain peut intervenir en
exercant pleinement son role de conseiller auprés de I’éleveur. (Broadbent P.J. et al., 1991).

Un examen génital élimine toutes formes d’anomalies, y compris une gestation indésirable.

Les conditions de départ nécessitent que ces animaux soient en état corporel correct, sains,
de préférence sérologiquement positifs a la B.V.D. et déparasités. Toute forme de stresse est a
éviter.

Le rationnement doit permettre alors de satisfaire une croissance correcte, en respectant les
apports énergétiques et azotés recommandés, sans oublier d’occuper la capacité d’ingestion de

ces animaux par des fibres. Un minéral adapté est distribué régulicrement.

L activité de transfert d’embryon concerne essentiellement les races laitieres. Les €leveurs
veulent obtenir des veaux dont la valeur génétique est, en moyenne, supérieure a celle de leurs
parents. Souvent, les males qui naissent sont vendus pour étre testés par les centres
d’inséminations. L’éleveur qui multiplie une vache mére a taureaux a donc tout intérét a faire

naitre les veaux le plus rapidement possible.

En général, le probléme que nous rencontrons en transfert d’embryon n’est pas un
probléme de production d’embryons mais de nombre de femelles susceptibles de recevoir ces
embryons. A raison, en moyenne de 6 embryons a transplanter par donneuse, nous devons
optimiser le nombre de receveuses aptes a recevoir un embryon. Une analyse rétrospective des
transferts effectués en 1993 révéle que seulement 55 % des receveuses synchronisées pour le
transfert présentaient un corps jaune palpable. Des embryons ont dus étre congelés alors que des
receveuses étaient présentes mais inaptes. C’est donc un manque a gagner génétique et

économique. (Broadbent P.J. et al., 1991).
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Le vétérinaire de terrain peut jouer dans ce cas un role majeur de conseiller de 1’élevage en
intervenant a trois niveaux :
-sélection
-mise en condition

-préparation des receveuses

b. Tri prealable des receveuses

Génotype :

Le choix des receveuses est guidé par leur disponibilité, leur prix et leur bonne

acclimatation a I’environnement local ou se déroule le transfert. Indépendamment de ces
facteurs, selon une étude menée par Turner J.W. et al. ; (1968) et Gaines J.A., et al. ; (1966),
I’utilisation de receveuses de race croisée est préférable par rapport aux receveuses de race

pure, car elles sont plus fertiles et plus viables.

Des études menées au royaume uni ont démontré qu’il était plus intéressant d’utiliser des
receveuses de races laitieres , que des receveuses de races allaitantes , particulierement si ce
sont des génisses ou de jeunes vaches , car moins cheres , habituées a étre manipulées , moins

grasses et surtout plus fertiles (Broadbent P.J. et al., 1991).

Donaldson L.E., (1984), a quant a lui transféré des embryons sur des receveuses de 13
races differentes , toutes soumises aux memes conditiond d’élevage . Il est apparu qu’apres
transferts embryonnaires par voie non chirurgicale, le taux de gestation le plus élevé concerne les
races Herefords ( 75 % ).

Cependant contrairement aux précedents auteurs Van Wangtendonk de Leeuw A.M., et
al. ; (1997), aprés avoir effectué 728 transferts d’embryons de blonde d’aquitaine sur des
receveuses de type laitiéres , allaitantes ou mixtes , il s’avére qu’ils n’ont trouvé aucun type

d’influence significative du type de receveuse sur le taux de gestation.

Age, Parité :

La plupart des auteurs s’accordent a dire que I’utilisation de génisse comme receveuse
donne de meilleurs résultats que celle des vaches , et ceci pour diverses raisons.

L’historique sanitaire d’une génisse est moins chargé, donc plus compatible avec le
transfert embryonnaire que celui d’une vache, elles ont également un appareil de reproduction
indemne de toute manipulation externe traumatisante, pas de gestation ni de césarienne qui
pourrait provoquer des complications portant atteinte de I'indemnité de 1’appareil reproducteur
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de I’animal. Selon (Broadbent P.J. et al., 1991) un utérus vierge de toute gestation est plus apte

pour le transfert embryonnaire , que celui d’une vache .

Broabdent P.J. et al . ; (1991) expliquent aussi qu’il est peu probable que les génisses soient

sujettes aux stress nutritionnels, car elles ne conduisent pas de lactation ou de gestation.

Tous ces facteurs font en sorte que le taux de gestation des génisses aprés transfert
embryonnaire soit en moyenne superieur de 10 % par rapport a celui des vaches.( Nibart M. ,
1991 ; Chagas E Silva et al. 1999 ; Ponsart C.et al . ; 2000) .

Toutefois, il s’avere que I’utilisation de génisses pour le transfert embryonnaire peut poser
certains problémes, elles n’ont pas d’antécédent de reproduction, donc il est possible qu’elles
présentent des anomalies, ainsi que des malformations du tractus génital ou etre tout simplement
non cyclées. Il est de plus difficile de franchir le col utérin chez une génisse, selon Brodbent P.J.

etal. ; (1991). Elles ont tendance aussi a veler plus difficilement que les vaches.

Chez la vache la parité ne serait pas un facteur significatif pouvant influencer le taux de
gestation chez les receveuses (Van Wangtendonk de Leeuw A.M., et al. ; (1997). Callesen H.et
al .; (1994) , affirment également qu’ils n’ont pas observé de différence de taux de gestation

selon le rang de lactation , grace a une sélection sévére des vaches .

Bak A., et al. ; (1990) placent cette sélection au niveau des conditions de choix sanitaire et
de fertilit¢ des vaches sélectionnées. D’apres Hasler J.F. (2001), ’effet parité serait lié aux
fortes productions laitiéres des vaches et serait peu marqué en race a viande. Il n’est pas exclu de
choisir des vaches pour le transfert embryonnaire surtout si ces derniéres témoignent d’une

bonne fertilité¢ dans le passé.

Cependant, un avantage indéniable des génisses pour le transfert embryonnaire est leur
colt modéré a I’achat par rapport aux vaches de méme qualité, avec en plus une fertilité plus
élevée, des besoins alimentaires moins importants que les vaches hautes productrices, ainsi que
leur taille relativement uniforme et compacte par rapport a celle des vaches, qui permet de les

rassembler en plus grand nombre.

Le choix d’une receveuse avant d’étre introduit dans un programme de transfert se fait

selon qu’elle soit cyclée (présence d’un corps jaune a la palpation), qu’elle ai atteint au moins les
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2/3 de son poids adulte, mais pas trop grasse, une diminution sensible des résultats a été observée

pour des génisses plus agées, souvent plus grasses (Nibart M., 1991).

Chagas E Silva et al. ; (1999), ont observé que les génisses avaient un taux de gestation
moyen de 53,7 %, significativement supérieur a celui des vaches (40,2%). Selon les mémes
auteurs, il y’a plus de transferts traumatiques chez les vaches, que chez les génisses et ceci a

cause de la difficulté¢ a manipuler les appareils génitaux de taille relativement importante.

La difficulté de transfert fait chuter le taux de gestation de fagon importante avec une chute

de 17,7% entre un transfert facile et difficile (Legrand S.F.R., 2003).

Antécédents et état général des animaux :

Un animal ayant déja des antécédents de trouble de la reproduction (vache non cyclée,

repeat-breeders) sera automatiquement éliminé du programme de transfert embryonnaire.

D’aprés Nibart M. (1991), il est trés déconseillé de choisir des génisses agées ayant déja

fait preuve de difficulté de reproduction avec plusieurs inséminations non fécondantes.
Il est important que les receveuses soient dans un bon état général, ni trop grasses, ni trop
maigres, avec un bon état corporel a la mise a la reproduction note de 2,5 a 3 pour une multipare,

3 pour une primipare pour une réponse correcte au traitement de synchronisation

(Grimard B., et al. 1998), et n’ayant pas subit d’amaigrissement trop sévére ou soufrant

d’affections intercurrentes (mammite aigue, parasitisme ...etc.

Etat de appareil génital :

Il peut étre délicat d'expliquer a un éleveur, pourquoi un implant a été posé sur l'oreille
d'une génisse gestante, Free-Martin, ou présentant une anomalie de l'appareil génital.
Malheureusement, nous en rencontrons fréquemment, en particulier pour les receveuses d'origine
extérieure au cheptel. De méme, il est malvenu de faire avorter une génisse supposée vide a la
suite du dernier transfert d'embryon. Il est donc indispensable de procéder a 1’ examen
gynécologique de toutes les receveuses. - Les anomalies sont fréquentes chez les Free-Martin, en
sachant que, parfois, seul un raccourcissement partiel des cornes utérines peut étre palpé. Sur des
animaux supposés normaux, il n'est pas rare de ne palper qu'une seule corne utérine, la deuxiéme

¢tant atrophiée. - Si le suivi de troupeau est déficient, 1 * éleveur peut en toute bonne foi, inclure
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des animaux gestants dans le lot (allottement avec un broutard «inoffensif»!). Certains animaux
manifestent des chaleurs en cours de gestation. Des receveuses revues en chaleur suite au dernier
transfert sont cependant découvertes gestantes ! - en cas de déficit alimentaire, antérieur ou
concomitant a l'observation des animaux, les femelles non cyclées seront écartées. Si les erreurs
de conduite du troupeau sont trop graves, il peut méme étre préférable d'annuler la

synchronisation. (Bouderbal A. 2004).

Et donc I'une des premicres vérifications a faire est de confirmer que 1’animal n’est pas
gestant. En effet, s’il a déja subit une insémination artificielle ou un transfert et que ce mem
animal revienne en chaleur cequi peut arriver, il y’a des fortes probabilités qu’il soit considéré

comme non gestant par I’éleveur et soit remis dans le circuit de la reproduction.

Vérifier que ’animal est bien cyclé et c, en constatant la présence d’un corps jaune par
palpation transrectale des ovaires. Cet examen peut etre complété pa rune échographie ou un

dosage de la progesterone.

Dans un second temps, un examen de I’appareil génital est effectué dans le but de détecter
d’éventuelles anomalies congénitales, telles que le free martinisme qui se manifeste par des
cornes untérines atrophiées ou un vagin oblitéré, uncathéter est introduit dans les voies génitales
de I’animal et on examine les possibilités defranchissement, d’abord du vagin ensuite du col

utérin, puis les deux cornes.

Vérifier I’involution utérine en debut de lactation ; en effet aprés velage, il faut attendre un

minimum de 60 jours pour assurer le retour a la cyclicité.

Aspect sanitaire

Il parait évident d'éliminer toutes les maladies réputées contagieuses, de méme, de ne pas
entreprendre de transplantation en cas de pathologie au sein du troupeau (type grippe,
salmonellose...). Une maladie importante, et pour laquelle la conduite a tenir ne fait pas
l'unanimité est la maladie des muqueuses. Il nous parait dommageable de prendre le risque de
poser un embryon sur un animal IPI ou susceptible de donner naissance a un veau IPI. L'objectif
souhaitable est de n'avoir que des receveuses séro-positives (naturellement, ou vaccinées dans les

mois qui précedent la transplantation) et, bien entendu, viro-négatives (Bouderbal A. 2004).
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Le statut sanitaire de la receuveuse conditionne innexorablement son admission au sein
d’un programme de transfert embryonnaire. Il parait evident d’éliminer toutes les maladies
réputées légalement contagieuses.

Concernant la para-tuberculose, il semble que les différents lavages des embryons ne
suffisent pas a €éliminer le virus du Mycobacterium. Il est donc recommandé de pratiquer un

dépistage lors de suspicion clinique (Rohde R.F. et Shulaw W.P., 1990).

La néosporose peut ‘etre transmise aux embryons dans le cas ou la donneuse est
séropositive, cependant Baillargeon P. et al. (2001) ont montré que le traitement des embryons a
la trypsine €tait un moyen efficace permettant d’obtenir des veaux indemnes de Néosporose, si
les receveuses étaient séronégatives. Toutefois d’aprés les memes auteurs, |’utilisation de
receveuses contaminées entrainait une augmentation des cas d’avortement et de transmission

verticale. En cas de suspicion clinique, il est donc recommandé de procéder a un dépistage.
Tous les tests ainsi que tous les traitements, tels que la vaccination ou I’écornage doivent

impérativement etre terminés avant le début de la procédure de synchronisation des chaleurs des

receveuses.

c¢. Mise en condition des animaux :

Stress :

Il est tres nuisible, quelle qu'en soit l'origine ; en particulier les écornages, et vaccinations,
sont a proscrire. Un protocole de vaccination doit étre terminé un mois et demi a deux mois
avant la pose d'embryons. (Bouderbal A. 2004).

Des substances interviennent 5 a 30 mn apres le stimulus. 11 s'agit des glucocorticoides,
fabriquées a la demande par la corticosurrénale sous l'influence d'éléments tels que I'ACTH
(Adreno Cortico Tropic Hormone) libérée par I'antéhypophyse; celle-ci est a son tour régulée par
le CRF (Corticotrophin Releasing Factor) synthétisé par les neurones du noyau para ventriculaire
de I'hypothalamus (Dobson H. et al., 2003).

Les glucocorticoides sont responsables des réactions retardées a I'agent stressant :

*  Hyperglycémie par formation de glucose a partir d'élements non lipidiques.

* Réduction de la capture de glucose par un certain nombre de tissus biologiques.

* Modération des réactions cellulaires a l'agréssion.

Les modifications physiologiques entrainées par l'activation de 1'axe corticotrope préparent

l'organisme a résister a la situation des stress sans épuiser les ressources internes.
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L'effet du stress sur la reproduction :

Selon Dobson et al H., (2003), le cerveau en incluant I'hypothalamus est le principal centre

de contrdle de la reproduction.

La fréquence des décharges de GnRH et de LH est controlée par le cerveau, dans le but de

déterminer la croissance folliculaire, ainsi que le nombre final de follicules a ovuler,

Le stress perturbe le fonctionnement correct de 1'axe hypothalamo-pituitaro-ovarien.

Un stress aigu provoque une diminution de la sécrétion de la GnRH, en résulte des troubles

de la fonction ovarienne, ainsi que des perturbations dans les délais de

Un stress chronique provoque des perturbations de la décharge pulsatile de LH, la sécrétion
d'oestradiol s'amoindrit par apport a la normale, la décharge de LH ne se fait plus au bon
moment, donc l'ovulation est retardée ou inexistante. La faible concentration d'oestradiol peut

compromettre I'expression des chaleurs.

Stress et transfert embryonnaire :

Selon une étude menée par (Lowman B.G. et al.;1994), les animaux ayant traversé Smiles
a travers les collines, 2 jours aprés insémination sur chaleurs maitrisées sont moins fertiles que

des animaux non stressés (81 % vs 96 % taux de gestation).

En général les équipes de transfert conseillent a leurs clients de réduire le stress de leurs
animaux (donneuses, receveuses), les changements de groupes, l'introduction de nouveaux
animaux, sont tout autant d'agents pouvant réduire les performances de reproduction, la taille
d'animaux doit étre elle aussi le plus raisonnable possible. Un groupe surchargé favorise

l'apparition de stress (Dobson H. et al.2003).

Parasitisme :

La mise en place d'une thérapeutique adaptée est préférable avant ou au début du traitement
de synchronisation. Apres la pose de l'embryon, elle est déconseillée (dans les 45 jours post-
transfert) (Bouderbal A. 2004).
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Alimentation :

La préparation correcte des receveuses pour le transfert embryonnaire passe par une ration
alimentaire appropriée et équilibrée.

L'influence de l'alimentation sur le fonctionnement ovarien est fait admis depuis
longtemps, une alimentation insuffisante ou mal équilibrée est en élevage bovin, une cause de

nombreux troubles de la reproduction (Bouderbal A. 2004)

Etat corporel :

La note d'état corporel est I'expression de I'état d'engraissement, donc de 1'équilibre de la
ration alimentaire chez les bovins. Aussi, la synchronisation des chaleurs des vaches allaitantes
donne de meilleurs résultats lorsque la note d'état corporel est de 2,5/5 a 3/5 pour une multipare,
3/5 pour une primipare (Grimard B., et al.; 1998). Une détérioration de I'état corporel engendre
une baisse des performances de reproduction. Selon Enjalbert F. (1998), lorsque cette perte d'état
corporel atteint ou dépasse 1,5 points l'influence de I'amaigrissement sur la reproduction devient
importante, celle-ci est insignifiante si cette perte d'état reste inférieure a 1 point. Selon Odde
K.G.(1990), il a été observé également des troubles de la reproduction chez les vaches trop

grasses ( note supérieure a 6 sur une échelle allant de 1 4 9).

Bilan énergétique :

Le déficit énergétique a souvent été apprécié a travers I'amaigrissement des vaches en
début de lactation, les vaches en bilan énergétique négatif a la mise a la reproduction présentent
de moins bons taux d'induction d'ovulation et de gestation aprés traitement de maitrise des cycles

que les vaches en bilan positif ou nul (Grimard B. et al.; 1994 ; Grimard B. et al.; 1997).

Chez les vaches allaitantes, une restriction de 20 a 30 % des apports énergétiques durant le
dernier tiers de la gestation entrainent une augmentation de la durée de I'anoestrus post-partum
de 8 a 21 jours (Bellows R.A. et Short R.E., 1980 ; Bellows R.A., et al.; 1982: Holness D.H et
Hopley D.H., 1978; Wiltbank J.N.., et al.; 1962 in Grimard B. et Humblot P., 1996), également
un apport €nergétique trop libéral en fin de gestation (+ 40p.cent) entraine aussi une
augmentation de la durée de I'anoestrus de 10 jours environ (Grimard B., 1996). Cette interaction
entre bilan énergétique et reproduction, aussi bien au niveau central (modification de la
sensibilité¢ de I'hypophyse a la GnRH, modification de la sécrétion de LH, modification de la
sensibilit¢ de rétrocontrole des oestrogénes) que périphérique (action sur la croissance

folliculaire et la stéroideogénese) fig 18 avec pour le niveau central des médiateurs, tels que
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glucose, acide gras et/ou les corps cétoniques et pour les ovaires I'insuline et les IGFs (Mialot P.
et Grimard B., 1996).

2. Le choix de la donneuse :

La donneuse doit etre choisie en fonction de leur haut mérite geénétique du fait qu’elle oit
responsable d’au moins 50% de la variabilité des résultats de production d’embryons (Nibart M.,

1991) et donc choisie essentiellement pour ces qualités génétiques et zootechniques.

Pour présenter I’optimum de chances d’une bonne réponse a la superovulation, elles devront
avoir un haut niveau de fertilité (Jugé par leur passé de reproductrice, la durée de leur anoestrus,
leur cyclicité, etc.) un trés bon état sanitaire (absence d’infections utérines ou des trompes, etc.)
et un tres bon état général. L’exploration rectale, avant toute décision, permettra d’apprécier
'utérus et son col (taille, déformations, anomalies) et les ovaires.

Plusieurs auteurs ont démontré 1’effet de ’age sur la production d’embryons. les génisses
produisent en moyenne un embryon viable de moins que les vaches (Mancieux L. et al, 1999 ;
Lauriére P. et al.,2001 ). Selon Donaldson L.E. (1984), il y aune chute de la production et de la
qualité des embryons transférables, lorsque I’age de la donneuse va au-dela de 10 ans.

Cette baisse serait associée & une diminution du nombre de follicules entamant chaque jour leur
croissance (Lerner S.P. et al, 1986 ;Drion P.V.et al., 1996), ainsi qu’a une augmentation du
nombre d‘ovocytes non fécondés (Mancieux L. et al., 2000).

Selon Bouderbal A., 2004 : les vieilles donneuses répondent moins bien aux traitements de
superovulation que les jeunes probablement du  la diminution avec 1’age de 1’animal du nombre
de follicules quittant la réserve ovarienne.

Les vaccinations, prises de sang, traitements antiparasitaires seront réalisés avant la préparation a
la superovulation ou bien reportés apres les prélévements d’embryons,pour éviter tout stress
durant cette période.

Toute maladie intercurrente telle que les marmites ou boiteries, les hyperthermies ont une action
défavorable sur la réponse ovarienne, la qualité des ovocytes et des embryons (Put Ney D.J., et
al ., 1988 ; Nibart M.,1991).

Plusieurs auteurs ont montré les effets néfastes de Iinfertilité au cours des périodes antérieures
de reproduction sur la production d’embryons et la réussite du transfert (Ménard D>P.et
Martinez-Bello J.D., 2000). Les résultats des stimulations précédentes (superovulation) peuvent
permettre de classer la donneuse en bonne ou mauvaise & partir de la troisiéme collecte (Hahn J.,
1986). 11 semble inutile de préserver la donneuse au-dela de ce seuil, si les femelles n’ont pas

donné d’embryon viable (Nibart M., 1991).
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I est nécessaire de faire un examen complet de I’appareil génital, et ce pour détecter les
anomalies ou malformations éventuelles de I’appareil génital, ainsi qu'une partie des causes
d’infertilité (métrites, follicules kystiques), et avant de débuter tout traitement sur la donneuse il
faut au minimum 60 jours apres vélage afin d’assurer une bonne involution utérine et de

permettre le retour a la cyclicité.

B. Synchronisation des chaleurs :

1. Vérification de la cyclicité de la vache :

On réalise deux examens a un intervalle de 11 jours, ou par dosage de progestérone ou par
échographie.

a. Deux examens all jours d’interval :

Sont réalisés par palpation des ovaires par voie transrectale.
Pour une vache cyclée, I’opérateur doit noter une différence de la qualité d’ovaires. Soit un corps
jaune, follicule ou follicule, COrps jaune sur un méme ovaire.
Pour une vache non cyclée, I’opérateur note une méme qualité d’ovaires soit corps jaune lors des
deux examens sur un méme ovaire.
Données récoltées sur les vaches :

-Vache : numéro d’identification, note d’état corporel.

- Qualités du corps jaune a la palpation (consistance, bouchon de champagne, follicule,

cicatrice d’ovulation).

b. Echographie des ovaires :

On réalise des échographies des ovaires, aprés palpation dans le but de mesurer leur diamétre
ainsi que celui du corps jaune et de gros follicules grace a un échographe muni d’une sonde
linéaire de 7.5 Mhz.
Données recueillies apres échographie :

-Diametre de I’ovaire.

-Diamétre du corps jaune de la pointe a la base.

-Diamétre des plus gros follicules.

-Corps Jaune cavitaire ou pas.

¢. Dosage de la progestérone :

Un prélévement sanguin est effectue a 7 jours (JO chaleurs).une prise de sang de Sml par vache

pour le dosage de la progestérone
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Le prélévement sanguin est effectué au niveau de la veine caudale, a I’aide de vacutainers
héparines de 10ml apres palpation des ovaires,

Les échantillons sont refroidis dans un mélange de glace/eau, puis conduits au laboratoire
d’analyse ou ils ont subi une centrifugation de 2000g a 4°C pendant 15 minutes, dans le but
d’obtenir une séparation du plasma, lequel a été transvasé dans des tubes de stockage,puis mis en

congélation a -18°C .

Méthode de dosage de la progestérone :

- Matériels :

Elecsys1010 (Roche diagnostics GmbH, D-68298 Mannheim)

-Méthode :

La progestérone est dosée grace a un test immunologique (électrochimie luminescence) pour la
détermination quantitative in vitro de la progestérone dans le plasma.

Echantillons décongelés, puis placés sur le plateau réactifs/ ¢chantillons de Elecsys 1010
(photos 13, page 118)

Les résultats sont exprimés en : ng /ml.

2. Protocole de syncrhronisation des chaleurs :

Les traitements de maitrise des cycles permettent, chez les bovins, de synchroniser les
chaleurs et d’inséminer des groupes d’animaux en aveugle le méme jour. Le travail est ainsi
simplifi¢ et les périodes de vélages peuventétre planifides. L’intérét de ces traitements est
cependant limité parla variabilité de la fertilité a 1’ oestrus induit. Une part de cette variabilité est
due au mécanisme d’action du traitement lui-méme. Une autre dépend de facteurs liés a I’animal
ou a I’environnement. La connaissance de ces paramétres devrait permettre d’améliorer les

résultats.

Trois types de traitements hormonaux permettent de synchroniser les chaleurs chez les bovins.
Les traitements a base de prostaglandine F2 o, ou de ses analogues (2 injections a 11-14 jours
d’intervalle), les traitements associant GnRH et PGF2 o, (Ovsynch : GnRH a JO, PGF2 aal7,
GnRH 4 J9), les traitements a base de progestagenes (dispositif libérant de la progestérone

ou du norgestomet associé a un oestrogene et/ou a des PGF2q et de I’eCG). La prostaglandine F2
a. et ses analogues provoquent la lutéolyse et les chaleurs qui suivent la deuxiéme injection
s’¢étalent sur plusieurs jours ; I’insémination sur chaleurs observées aprés ce traitement améliore

les résultats de fertilité. Les associations GnRH et prostaglandine et progestagéne/
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oestrogene/eCG agissent a la fois sur la croissance folliculaire et sur la lutéolyse ; les chaleurs
qui apparaissent aprés traitement sont bien groupées et il est possible d’inséminer en aveugle.
Compte tenu de leur mécanisme d’action, le premier traitement est réservé aux animaux cyclés
alors que les deux traitements GnRH + prostaglandine (Ovsynch) et progestagénes peuvent étre
utilisés sur des animaux cyclés ou non (anoestrus). La fertilité a Ioestrus induit est variable, de
20 a 70 % sur de grands lots d’animaux.

Certains facteurs de variation sont connus mais non maitrisables dans la pratique au moment de
la mise a la reproduction (jour du cycle au moment du traitement, cyclicité avant traitement, rang
de vélage, conditions de vélage, note d’état corporel). D’autres peuvent étre utilisés pour
améliorer la fertilité des animaux a risque (allonger I’intervalle vélage-traitement, pratiquer un
flushing, séparer temporairement le veau). Ainsi, une bonne connaissance des mécanismes
physiologiques expliquant I’effet de chaque traitement, une évaluation des facteurs de risque
présentés par les animaux a synchroniser et ’application de mesures correctrices devraient
permettre d’adapter les traitements aux situations rencontrées (cyclées, anoestrus, suboestrus,
troupeau laitier ou allaitant), afin d’améliorer la fertilité et de réduire la variabilité de la réponse

au traitement.

a. Les prostaglandines F2a

L’effet lutéolytique de la prostaglandine F2q est connu depuis 1972/1973 (Thibault C. et

Levasseur M.C.,2001). La PGF2¢ administrée entre J5 et J17 du cycle sexuel provoque la
régression du corps jaune. La fréquence des pulses de LH augmente alors, provoquant une
¢lévation significative de la sécrétion d’oestradiol par le follicule dominant, ’apparition de
I’oestrus et I’ovulation. Malgré la lutéolyse rapide (24heures), I’intervalle entre I’injection et les
chaleurs est variable et dépend du stade décroissance du follicule au moment du traitement.

Les animaux qui possédent un follicule dominant au moment de I'injection présentent des
chaleurs dans les 2 & 3 jours. Si I’injection a lieu pendant la phase de recrutement, le follicule
dominant se forme en 2 4 4 jours et I’intervalle entre I’injection et ’oestrus est plus long et plus
variable. La prostaglandine F2q ou ses analogues n’étant efficaces qu’entre JS et J17, seuls 60 %
des individus d’un lot d’animaux cyclés sont susceptibles de répondre correctement a une
injection. Aussi les protocoles de synchronisation conseillés comprennent-ils 2 injections a 11-14
jours d’intervalle, toutes les femelles étant alors en phase de dioestrus au moment de la deuxiéme
injection. La plupart des animaux expriment des chaleurs entre 48 et 96 h apres I’arrét du
traitement et peuvent étre inséminés a ’aveugle 4 72 et 96 h .Cependant, la synchronisation n’est
pas optimale. Le pourcentage de vaches en oestrus dans les 5 a 7 jours varie de 38 4 97 % Mc
Intosh D.A., et al 1984, Odde K.G., 1990, Laverdiére G., 1994). Pour Mialot J.P. et al (1998) par
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exemple, seules 60 % des vaches laitieres inséminées 72et 96 h apres 2 injections de PGF2 o4
I1 jours d’intervalle présentaient une progestéronémiecompatible avec la phase oestrale au
moment des inséminations artificielles (IA).En effet, si les PGF2[Jagissent sur la durée de vie du
corps jaune, elles n’ont pas d’effetdirect sur la croissance folliculaire. Au moment de la
lutéolyse, le follicule dominantprésent sur ’ovaire n’est pas a un stade précis de développement,
ce qui explique 1’étalementdes chaleurs apres traitement (Mialot J.P,. et al 1999, Driancourt
M.A., 2001 ; figure 2). Ceci explique que la fertilité soit généralement meilleure apres

insémination sur chaleursobservées que lors d’insémination systématique.

De plus, toutes les vaches ne sont pas vues enchaleurs apres traitement (55,5 %, Stevenson J.S.,
et al 1999 ; 68 %, Mialot J.P., et al 1999). Ainsi, on conseille de réaliser une insémination
surchaleurs observées aprés la premiére injection de PGF2 o. Si I’animal n’est pas venu
enchaleur, la deuxiéme injection est réalisée et I"animal inséminé sur chaleurs observées oude
fagon systématique 72 et 96 h apres la deuxiéme injection s’il n’est de nouveau pasvu en

chaleurs. Ceci permet de réduire le cofit du traitement et des inséminations.

Les taux de gestation (nombre de femelles gestantes/nombre de femelles traitées) calculés sur de
grands lots d’animaux (n > 100) varient de 22 4 58 % .

L’évaluation de I’utilisation systématique de ces traitements en ¢levage laitier montre qu’il existe
un intérét économique (intervalle vélage-insémination plus court & taux de gestation global
constant, Lucy M.C., et al 1986), surtout lorsque le taux de détection des chaleurs avant mise en
place est faible (inférieur a55 % . Heuwieser W., et al 1995, Pankowski J.W., et al 1995, Mateus
L., etal 2001).

Le traitement a base de PGF2a se révéle étre le moins cofiteux (surtout si de nombreuses vaches

sont fécondées aprés la premiere injection), mais ne peut étre utilisé que si les vaches sont

cyclées.
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b. Les associations GnRH/ PGF2a

L’idée de synchroniser la folliculogénése avant I’administration de PGF2 o a amené a utiliser le
GnRH. Le protocole, maintenant classique, est le suivant : injection de GnRH a JO, PGF2¢. 7
jours plus tard, GnRH 48 h apresl’injection de PGF2 o, (Twagiramungu H., et al 1994 et 1995).
En fonction du stade de croissance du follicule dominant, le GnRH provoque soit I’atrésie soit
'ovulationou la lutéinisation des gros follicules présents dans 1’ovaire au moment du
traitementet une nouvelle vague de croissance folliculaire émerge dans les 3-4 jours. Une
injectionde PGF2 ¢, pratiquée 7 jours aprés la premiére injection de GnRH entraine la lutéolyse
aumoment ou un follicule dominant est présent et celui-ci devient préovulatoire. L’injectionde
GnRH réalisée 48 h apres I'injection de PGF2 o provoque un pic de LH et ’ovulation 24 4 32 h
plus tard pour 87 a 100 % des vaches (Pursley J.R. et al 1995 et 1998, Thatcher W.W. et al
2001). L’insémination peut étre pratiquéeentre 12 et 24 h aprés la seconde injection de GnRH
(12-18 h, Chastant-Maillard S., et al. 2002 ; 16 h, Diskin M.G., et al 2001 ; 16-20 h : Pursley J.R.
etal. 1997, Cartmill J.A. et al 2001 ; 16-24 h, Mialot J.P., et al 2003 ; 16-24 h, Moreira F., et al
2000).

La synchronisation des chaleurs est alors meilleure qu’avec les PGF2 o seules et permet

I"insémination systématique sans détectiondes chaleurs (Pursley J.R., et al. 1997).

c. Les associations oestrogenes/progestagénes/eCG

Deux dispositifs diffusant des progestagénes sont disponibles en Algerie. L’implant
Crestar® (Intervet, 3 mg de norgestomet), et la spirale vaginale PRID® (Progesterone
Intravaginal Device, Ceva, 1,55 g de progestérone). Ces dispositifs sont mis en place pendant 9 a
12 jours. Le traitement est complété par 1’administration d’un oestrogéne en début de traitement
(injection de 5 mg de valérate d’oestradiol par voie intra-musculaire (IM) dans le cas du
Crestar®, capsule contenant 10 mg de benzoate d’oestradiol associée au dispositif intravaginal
pour le PRID® ; figure 5) et d’une surcharge de progestagéne dans le cas du Crestar (3 mg de
norgestomet par voie IM).

L’association oestrogene + progestagéne agit a la fois sur la croissance folliculaire et sur la
durée de vie du corps jaune (Chupin D., et al 1974, Driancourt M.A., 2001). Administrés en
début de cycle, les oestrogénes ont une activité antilutéotrope, ils provoquent la disparition d’un
corps jaune en début de formation qui pourrait persister aprés le retrait du dispositif et ainsi

diminuer le taux de synchronisation des chaleurs.
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C. Superovulation :

1. Introduction

Au cours de la vie de reproduction d’une femelle il existe un gaspillage considérable entre la
réserve de départ et le nombre d’ceufs émis. Le traitement de superovulation dans I’espece
bovine permet la production d’embryons en réduisant fortement I’écart entre la réserve et le
nombre d’ceufs émis au cours de chaque cycle de récolte (Amstrong, D.T., 1993 ; Mapletoft

R.J., et al. 1994).

La production d’embryons par traitement de superovulation dépend de plusieurs facteurs, tel
que la race, I’age, la saison , I’état de I’ovaire et celui qui a le plus d’impacte est I’extrait
hypophysaire utilisé. Aussi la maitrise de la folliculogénese est une étape capitale pour la réussite
de production d’embryons. Le test des hormones gonadotropes sur la moitié de la phase lutéale
(j9 — j13) n’a pas apporté de différence significative sur le taux d’ovulation des vaches
(Mapletoft R.J., et al. 1994).

Deux grandes approches sont exploitées pour produire plus d’embryons, la premiére consiste a
I’utilisation d’hormones pour induire la superovulation des femelles, quant a la seconde consiste
4 la récolte des ovocytes des ovaires, leur maturation et fécondation (méthode in -vitro). Sur le

plan expérimental c’est la premiére méthode la plus employée. (Gordon, 1., 1996).
2. Définition :

On définie le phénoméne de superovulation comme une réponse ovarienne a un traitement
hormonal spécifique produisant un développement et un nombre d’ovulation au de la du standard
moyen de 1’espece.

Ce traitement hormonal consiste a utiliser des hormones hypophysaires FSH pour obtenir de la

superovulation en vue du transfert embryonnaire chez des femelles au potentiel génétique

intéressant (Nibart M., 1991, Saummande J., 1995).
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1. Les méthodes de superovulation

a. PMSG

L utilisation de PMSG comme traitement de superovulation est généralement applicable pour
les bovins. Cette méthode consiste a administrer par voie intramusculaire (IM) une injection de
1800-3000 ui (habituellement 2000-2500 UD) de gonadotrophines chorioniques équines
nommées PMSG, actuellement appelée eCG (équin chorionic gonadotrophin , extrait du sérum
de juments en gestation). Le traitement est suivi d’une dose lutéolitique de prostaglandine F2
alpha ( PGF2a ) en intramusculaire , et cela 2 a 3 jours plus tard ; 12 & 24 heures apres la -
premiere injection de PGF20 on peut redonner une deuxiéme injection , qui parait améliorer la

production d’embryons.( Seidel G.E.Jr. et Seidel S.M.., 1991).

II'y a quelques années, Col et Hart au USA ont démontré la capacité du sérum de juments
gravides a introduire une augmentation du taux d’ovulation chez la rate et qui est devenu le
traitement le plus utilisé pour la superovulation des animaux de ferme, tels les ruminants.

(Gordon 1., 1996).

L’utilisation du sérum anti-PMSG :

Il est connu depuis quelque temps que la PMSG peut induire la formation d’anti-corps, d’ici
ont démarré des études permettant de trouver la possibilité de prévenir une stimulation excessive
de I’ovaire (contenant de nombreux follicules anovulatoires) et secondairement de réduire le taux

d’oestradiol par I’utilisation du sérum anti-PMSG (Thibault C., et Levasseur M.C., 2001).

Donc pour inhiber I’action prolongée de la PMSG.

De meilleurs résultats ont été rapportes quant a I’utilisation du sérum anti-PMSG entre 5-6
heures aprés le pic preovulatoire (Dieleman S.J., etal, 1993); la neutralisation de la PMSG a
n’importe quel moment avant le pic de LH inhiberait le fonctionnement et la  stimulation
folliculaire (Vos P., et al., 1995) .Pour ces raisons donner la anti-PMSG a un temps fixe relatif &
I’utilisation de PMSG.

Au CANADA, Gonzalez A., et al (1994 a et b) ont administré de 1’anti-PMSG 48 ou 60
heures apres la prostaglandine (donnée 18 heures apres les 2500 UI de PMSG) et ils rapporteérent
que le nombre d’embryons transférables était significativement plus élevé que ce du lot de

contrdle .De plus , plusieurs rapports attestent que le temps d’administration de 1’anti-PMSG est
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crucial si on veut qu’il soit effectif et ceci fait que les applications de ces méthodes la rende

commercialement difficile sur terrain.(Gordon 1., 1996).

L’utilisation de PMSG combinée 2 la prostaglandine :

L’utilisation de la PMSG présente un avantage pratique car elle est administrée en une
seule injection (Chupin D., , 1988) par voie intramusculaire a la dose de 2500 a 3000 Ui. , le
point négatif est qu’apres le pic préovulatoir et I’ovulation les niveaux de eCG restent élevés et
maintiennent le développement de follicules qui ne pourront pas ovuler mais perturberont
I’environnement hormonal pendant la fécondation, les premiéres phases du développement des
ceufs et la migration dans I’oviducte jusqu’a I’entrée dans 1’utérus (Chupin D., 1988).La longue
demi-vie de la P"MSG peut engendrer la production de follicules kystiques entrainant une

diminution de la qualité des embryons .

En synchronisant toujours avec la PgF20 des donneuses avec des receveuses on permettrait un
transfert d’embryons frais seulement il faut savoir que I"apparition des chaleurs est précoce pour
les premiéres alors qu’elle est tardive pour les secondes puisqu’il se situe au troisiéme jour (72

heures) apres Iinjection de la PGF2& (Gordon, 1., 1996).

b. Follicule stimulating hormon FSH :

Les traitements de superovulation permettent d’accroitre le nombre d’ovules fournis par

I"ovaire environ 10 fois par rapport & I’ovulation naturelle.

Cependant cette moyenne recouvre une trés large variabilité de réponse (0 a 50 et plus) sans
qu’il soit actuellement possible de prévoir la réponse ni de préciser quels sont exactement les

parametres qui commandent cette variabilité (génétique, niveau hormonal).

Il apparait que I’utilisation des extraits hypophysaires a permis d’obtenir un plus grand nombre
d’embryons collectés et transférables (en moyenne 1 de plus par collecte.

Actuellement la FSH est obtenue a partir d’extraits hypophysaires d’origine porcine (p FSH) .
- (Beckers Le STIMUFOLMP est le produit le plus utilisé sur terrain actuellement en France

(Meriel , France) qui permet d’obtenir une bonne stabilité des réponses (Nibart M. , 1997).

L’avantage des extraits hypophysaires est I’absence de formation d’anti-corps lors de

traitements répétés (Thibault C. et Levasseur M.C. ,mais sa demi-vie ¢tant courte (20-70 mn)
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fait qu’il contraignait a la répétition des injections lors de traitement de superovulation toutes les

12 heures pendant au moins quatre jours.

Plusieurs préparations on été mises au point mais a des proportions différentes entre la FSH et
LH. Mapeltoft R.J.,et Pierson R.A., (1993) ont suggéré que le niveau maximal acceptable de

contamination par la LH dans les préparations de FSH serait entre 15 et 20%.

Des ¢tudes menées par Donaldson (1984) ont montré que le faible taux de fécondation obtenu
avec la FSH serait imputable a la quantité de LH présente en association avec FSH et nom au
nombre d’insémination artificielle.

Les concentrations d’cestradiol augmentent dés 24 h apres I’injection de FSH. Le maximum est
observé 36 - 52 h aprés injection de PGF2a et le retour au niveau de base 12 h apres le pic de
LH. Apres stimulation par FSH, les valeurs maximales varient de 50 a 70 pg/ml. Les
concentrations plasmatiques de progestérone (5 a 10 ng/ml) augmentent apres ’injection de FSH
en fonction des quantités de LH présentes dans les préparations. Celles-ci baissent 24 a 48 h
apres injection de PGF2a chez les femelles superovulées au cours de la phase lutéale et ont le
plus souvent disparu avant le retrait du progestagene (Keita J.B., 1995) chez celles ayant regu
FSH au cours d’un cycle maitrisé. Les concentrations de progestérone au moment du pic de LH
(jO) ne différent pas selon les modalités de traitement (0,46 ng/ml en moyenne, selon Nibart et
al., 1988). On remarque une augmentation de ces concentrations, 48 heures apres le pic de LH
chez les donneuses présentant une bonne réponse, aprés 72 heures chez celles dont a réponse est
faible (< 2 corps jaunes) alors que celle-ci survient apres 132 heures au cours du cycle normal

(Combarnous Y., et Volland-Nail P., 1997).

Protocole proprement dit de traitement a base de FSHp :

La réponse d’un traitement standard de superovulation , initié au début du cycle oestral
(1-4 jours aprés oestrus) , lorsque la dominance folliculaire ne s’est pas encore €tablie , bien que
le taux d’ovulation accomplie est normal pour la superovulation le taux de fertilisation et le
rendement embryonnaire était bas . Par contre Roberts et al ,1994 ont montré que la
superovulation au début du cycle (2-6 “™ jour) ou au milieu du cycle(10-11°™ jour ) augmentait
la proportion d’embryons transférables par rapport a 1’autre période du traitement (Gordon 1., ,
1996).

Les extraits hypophysaires de FSH sont généralement injectés 2 fois par jour pendant 4 jours

par voie intramusculaire pour obtenir un effet optimum sur la réponse ovarienne. En effet, la
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demi-vie de la FSH est trés courte (70 min), d’ou la nécessité d’injections multiples, permettant

de maintenir des concentrations suffisantes dans la circulation périphérique (Chupin D., 1988).

La FSH peut étre injectée en phase lutéale (entre J9 et J13 ; JO = chaleurs) d’un cycle naturel ou
induit. Dans ce cas, a la 5™ IM injection de FSH, une administration d’un analogue de PGF2a
entraine la lutéolyse et permet les ovulations. II est possible également d’injecter ’hormone de
stimulation simultanément avec la PGF2a au cours d’un traitement de maitrise des cycles basé
sur I'utilisation de progestagénes (CRESTAR® N.D., Intervet ou PRID® N.D., Sanofi). La
PGF2a peut étre injectée 24 a 48 h avant le retrait du progestagene (Combarnous Y., et Volland-
Nail P., 1997).

D. Transfert Embryonnaire proprement dit

1. Méthode d’insémination artificielle des donneuses superovulées :

a. moment d’insémination

Aprés traitement de superovulation on doit contrdler I’oestrus des donneuses
superovulées, c'est-a-dire le début et durée de I’oestrus, qui sont des paramétres importants pour

le moment d’insémination (callesen H., et al .1993).

L’insémination est I’acte par lequel la semence est déposée dans les voies génitales de la
vache. Cette technique Retro-vaginale est la plus répondue parmi les techniques d’insémination

artificielle des vaches.

Le moment de I’insémination est fonction de divers parametres : moment de ’ovulation (12
heures environ aprés la fin des chaleurs, 30 heurs environ apres début de I’oestrus) ; durée des
fécondabilité de 1’ovule (environ 5 heures) aussi temps de remontée des spermatozoides (de 2 a 8
heures) et durée de la fécondabilité des spermatozoides (20 heures). (Parez M.,.Duplan J.M;
1987 ).

La mise en concordance de ces divers montre qu’il peut y’avoir possibilité de fécondation avec

une insémination réalisée entre 12 et 18 heures apres le début des chaleurs.

Le bon choix du moment de I’insémination est totalement tributaire de la bonne détection des
chaleurs (connaissance de la régularité, de la durée du cycle oestral de la vache) . Cette détection
des chaleurs est habituellement faite par I’observation comportementale, animal agité, crainte des
autres vaches, tentative de monter chez d’autres vaches, avec beuglement et baisse d’appétit. lors
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des vrais chaleurs cette vache se laisse monter sans dérober et c’est le signe principal des
chaleurs (une montée dure 10-12 secondes et ceci tout le long de I’oestrus). aussi une vulve trés
congestionnée , rougedtre avec mucus trés filant et claire ainsi que le beuglement devient

fréquent.

b. Techniques d’insémination :

La sécurité de I'inséminateur est le facteur primordial qui doit étre pris en considération .11

convient de s’approcher calmement de I’animal et lui faire savoir sa présence.

La paillette a semence congelée choisie est mise dans le thermos de décongélation apres

I"avoir secouée (contenant de I’eau chauffée a 34 ¢°, et cela est vérifié par un thermometre).

La dose est essayée pour enlever toute trace, puis sectionnée (par des ciseaux) a son
extrémité fermée .elle est ensuite introduite dans le pistolet. Une gaine plastique (jetable) assure

la protection sanitaire de 1’étanchéité de ’appareil prét a I’emploi.

La technique de I’insémination est celle du cathétérisme du col de I’utérus avec
immobilisation de ce col par voie rectale .la main gauche gantée, lubrifiée tenant le col a travers
la paroi rectale, 1’opérateur introduit de la main droite le pistolet (apres avoir inséré la paillette
dans le barillet) dans la vulve (préalablement nettoyé€e) a un angle de 45° pour éviter le meat
urinaire. Les replis vaginaux sont évités en poussant le col tenu de la main gauche vers ’avant.
Une fois au niveau de corps de I’utérus on dépose la semence lentement et au complet, suivi d’un
léger massage au niveau du corps de I’utérus .désinfecter les mains et le pistolet, vider le
thermos, ranger le coffre a inséminer, et pour sécurité, fermer convenablement la bonbonne

d’azote liquide. (Cette technique a été décrite selon Parez M.,.Duplan J.M; (1987 ).

2. Récolte des embryons :

Elle se fait sur les donneuses superovulées. C’est la technique par laquelle on préléve dans
les voies génitales (cornes utérines) de la donneuse les embryons aprés avoir quitté 1’oviducte
pour pénétrer dans la corne utérine 4 ou 5 jours aprés 1’oestrus (3ou 4 jours apres 1’ovulation) et

surtout avant que I’embryon ne sorte de la membrane pellucide au 9éme jour.

Cette membrane qui constitue une excellente barriere de protection de I’embryon de la

plupart des germes pathogénes. De plus seuls les embryons entourés de la membrane pellucide
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supportent bien la congélation. Donc les embryons sont collectés entre j6 et j8 du cycle, jO étant

le moment des chaleurs.

Cette technique peut étre réalisée par voie chirurgicale qui est maintenant rarement utilisée
nécessitant une anesthésie générale sur un animal mis en décubitus dorsal, de pratiquer une
laparotomie par la ligne blanche et un lavage de la corne utérine correspondant a I’ovaire ou se

trouve le corps jaune, toujours entre j6 et j8.

3. Mise en place de I’embryon :

r

La mise en place de I’embryon est un geste de cathétérisme cervical (IA) non chirurgicale.
La supériorité des résultats consécutifs a la remise en place par la voie chirurgicale, méme si
elle est moins importante (7 a 10 %) qu’elle ne le fut au début de la décennie, justifie que cette
voie reste employée pour des embryons d’un cofit trés élevé, dans des situations particuliéres

(importation). (Parez M.,.Duplan J.M; 1987 ).

Elle se réalise sur I’animal debout, sous anesthésie locale (épidurale et sous-cutanée).
L’incision au niveau du flan (10cm environ) du coté de I’ovaire reconnu porteur du corps jaune
permet aisément d’atteindre la corne utérine de I’amener au niveau de 1’ouverture chirurgicale
d’en piquer la paroi avec une aiguille mousse pour replacer ’embryon dans la lumiére de la
corne. Quelques points de sutures (plan profond) et agrafe (plan cutané) termine I’opération,
généralement sans séquelles, d’une durée d’environ (10) minutes (préparation de 1’animal

comprise).

Autre méthode, non chirurgicale par inovulation directe de blastocyste de 6/7 jours a travers
le canal cervical en limitant le rejet consécutif aux contractions utérines (en phase lutéale active

les contractions utérines sont limitées).

La remise en place se fait au moyen d’un appareil de transfert (pistolet capable de recevoir la
paillette contenant 1’embryon).Cet inovulation rigide de 3 mm dediamétre, revetu de sa gaine
protectrice permet la pénetration profonde dans le col et dans la corne utérine ( celle du coté de
I"ovaire porteur du corps jaune),ce qu’autorise encore mieux I’inovulateur télescopique sans
risque de blesser la muqueuse utérine.Le corps interieur de I"appareil, contenant I’embryon dans
sa paiellette souple, coulisse dans le corps extérieur rigide et peut ainsi etre délicatement amené

dans la corne, en suivant naturellement sa courbure jusqu’a la portion antérieure.
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Toutes ces manipulations doivent etre trés douces et aussi réduites que possible : elles
pourraient avoir un effet négatif sur 1’environnement de ’embryon (réaction inflammatoire,

réactions sécrétoires, etc.)et par conséquent sa survie ultérieure.

Le retrait de I’appareil aprés dépot de I’embryon (poussée lente sur le piston) se fait
¢galement avec délicatesse pour éviter le risque de blessure de la muqueuseet celui de voir
I’embryon déposé etre ramené avecl’appareil.l’inovulation bien conduite demande environ cinq

minutes, mais ne doit jamais etre une course de vitesse.
La femelle inovulée ou receveuse est placée pendant troisa sept jours dans les meilleurs

conditions de calme possible, normalement alimentée, puis ensuite remise dans le troupeau et

surveillée pour son éventuel retour en chaleurs. (Parez M.,.Duplan J.M; 1987 ).

63



ETUDE EXPERIMENTALE
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Materiels et méthodes :

A / Materiels :

L’étude a été réalisée au niveau de la ferme expérimentale de I’université SAAD

DAHLAB de Blida grace a la coopération du CNIAAG et du département des sciences

vétérinaires.

Cette ferme est située dans I’enceinte de ’université dans la commune de Soumaa wilaya de

Blida.

Parmis les 15 vaches présentes dans cette ferme, 7 ont été utrilisées pour cette étude , dont

4 donneuses et 3 receveuses.

1. animaux :

L’étude a portée sur un total de 7 vaches regues a la clinique de I’université de Blida-

département vétérinaire, pendant une durée de 3mois (novembre 2005-janvier 2006).

1.1. lots des donneuses :

Le premier lot représente les races amélirées au noimbre de deux, et le second les races

locales « Cheurfa ». (Tab. 6 & 7)

*Tab 6 : lot des races améliorées :

N° race N°d’identification age
1 | Pie rouge 0008 6 ans
2 Pie noire 98000 8 ans
* Tab 7 : lot des races locales :
N° race N°d’identification age
3 Cheurfa 99002 7 ans
4 Cheurfa 99004 7 ans
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1.2. Lots des receveuses : (Tab. 8)
Au nombre de trois, races améliorées.

* Tab.8 lot des receveuses :

N° race N°d’identification age
1 | Pie noire 02008 4 ans
2 | Pie noire 03003 5 ans
3 | Pie rouge 99002 7 ans

2. produits utilisés :

« CRESTAR » : sous-forme de 2 composants

* un implant en sous-cutané

* une injection en intramusculaire

Maitrise des cycles sexuels chez les bovins.

2ml d’injectable CRESTARD (soit un flacon) contenant une solution huileuse de 3 mg
de norges tomet + 3,8 mg d’oestradiol (S.F.Valerate)

[’imlpant CRESTARD : 3 mg de norgestomet (17 x acetoxy-11.B.methyl-19.

norpreg-4-en 3.20 dione ) voie sous cutanée (sous la peau /face externe de 1’oreille)

« ESTRUMATE » ou PGF2a.
C’est de la prostaglandine de synthése pour les éspéces bovine et equine a un volume de

10 ml

Chaque ml contient 250 pg cloprostenol

« FOLLIGON® » ou PMSG
FOLLIGONE®

1000 U.I
LYOPHILISAT injectable

Composition : Gonadotopine sérique (PMSG) 1000 ui
Parahydroxybenzoate de méthyle 0.5 mg

- “STIMUFOL* 40%
“STIMUFOL* 40% FSHp-LHp

Dose a 40 unité armour (1 unité armour correspond a 1 micro gramme de FSH pure) avec

un pourcentage de 40% de LH
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e Matériels manuels :
- un applicateur <<CRESTAR"™”” produit de INTERVET International BV
BOXMEER-HOLLAND.
- un désinfectant + compresses
- Seringue (35 ml, 20ml,10ml,et 1ml).
- Aiguillies (N°18)
- Matériels de I’insémination artificielle
a/la caisse :
* Thermos de décongélation, un thermometre.
* Pistolet : barillet et piston.
* Des gaines.
* Une paire de ciseaux.
* Des gants avec un lubrifiant.
* Papier essuie-tout.

» Un désinfectant.

b/ un Bt avec de I’azote liquide : portant les paillettes de semance identifiées par le nom du
taureau, Ne d’identification, Ne de code et la date de la récolte.
- Materiels du transfert embryonnaire :
* Sonde de Cassou a 3 voies.
* Milieu de conservation.
* Milieu et materiel de congelation.
* Paiellette de conservat d’embryons
« Filtre spécifique.
* Lubrifiant stéril
* Gants et lubrifiant
* Pipette Pasteur
* Microscope
* Boites de pétri
* Milieu de conservation PBS :
C’est le milieu choisi pour la préservation des embryons récoltés.
C’est le tampon phosphate salin (phosphate buffered saline ou PBS).
On a ajouté au PBS apres la stérilisation du chlorure de sodium et du magnésium, il est
complété avec 20% de sérum de veau inactivé (FCS) et des antibiotiques (25 mg de

Kanamycine/I ou 10 *u.i de Péniciline Crystaline et 50 mg de streptomycine/l).
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B / Méthodes :

1. Préparation des animaux :
Avant la collecte des embryons produits, les vaches sont d’abord sélectionnées (donneuse-

receveuse) selon les critéres suivants :

1.1. Donneuses :
Normalement la donneuse est choisie pour ses qualités génétique et zootechnique selon les

performances recherchées.

Néanmoins, pour notre travail ce choix s’est fait sur la bonne réponse 4 la superovulation et

la facilité de récolte (d’apres des travaux antécédents).

Ceci est vrai pour les animaux de race améliorés, pour la population locale il n’y a pas eu

réellement de choix pour la simple raison que le travail s’est fait sur les animaux présents.

Les animaux étaient en parfait état de santé avec un BCS (Body Condition Score) entre 2.5 et

3.5.

Les 4 donneuses ont €té examinées pour évaluer leur cyclicité. Deux examens de palpation
ovarienne par voie transrectale a 11 jours d’intervalle ont été effectués prouvant que toutes les

vaches donneuses ont été cyclées.

1.2. Receveuses :
Leur choix s’est porté surtout sur I’état de santé général et spécial (intégrité de I’appareil

génital) qui était bon, sans pathologies gynécologiques et un BCS de 3-3,5.

Ces 3 receveuses ont été examinées pour évaluer leur cyclicité par la réalisation de deux
examens de palpation ovarienne par voie transrectale a 11 jours d’intervalle prouvant que les
vaches choisissons cyclées , ainsi que par I’observation des chaleurs naturelles (au moins 2

chaleurs espacées de 21 jours).
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2. Protocole expérimental proprement dit :

2.1. Synchronisation des donneuses :

Apres avoir choisi les donneuses un traitement de synchronisation sur les vaches cyclées a

¢été effectué par I'utilisation de I'implant CRESTAR pour les 2 lots de races améliorée et locale.
(Tab. 9)

Tableau 9 : protocole de synchronisation des donneuses

jour | N° | Race | Ne Observations Date Heure
d’identification
JO 1 PR 0008 * pose d’implant 25-12-2005 09 :30h
2 PN 98000 « CRESTAR » a 25-12-2005 09 :40h
3 Che 99002 I’oreille gauche sous 26-12-2005 09 :15h
4 Che 99004 cutané 3 mg de 26-12-2005 09 :20h
norgestomet.
* injection de 2 ml
de « CRESTAR »
injectable
J10 | 1 PR 0008 *retrait de I’implant 04-01-2006 09 :00h
2 PN 98000 de Ioreille gauche 04-01-2006 09 :05h
3 Che 99002 05-01-2006 09 :10h
4 Che 99004 *injection de PGF 2x 05-01-2006 09 :15h
*Injection de PMSG
J12 1 PR 0008 Les chaleurs de 05-01-2006 19 :300h
2 PN 98000 référence 05-01-2006 19 :30h
3 Che 99002 06-01-2006 16 :00h
4 Che 99004 observées a partir de 06-01-2006 16 :00h

PR : PIE Rouge, PN : PIE noire, CHE : CHEURFA (Race locale)

2.2. Traitement de superovulation :
Apres synchronisation des donneuses (Tab. 10), un programme de superovulation a été
instauré en utilisant, le STIMUFOL FSHp.LHp 40 % , 10 jours aprés I’apparition des chaleurs de

référence, pendant 4 jours a 12 heures d’intervalle a des doses décroissantes.
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Tableau 10 : protocole détaillé du programme de superovulation.

N° du lot Dates Heures Doses
1° lot 15-01-2006 08 :30h 2 ml
-race 20:25h 2 ml
améliorée-
PR : 0008 16-01-2006 08 :20 h 1.5ml
PN : 98000 20:15h 1.5 ml
17-01-2006 08 :20h 1 ml+4 ml D’ESTRUMATE
20:05h 1 ml
18-01-2006 08:40h 0.5 ml
20:10h 0.5 ml
2eme lot 16-01-2006 08 :40 h 2 ml
-race locale- 20:30h 2 ml
17-01-2006 08 :40h 1.5ml
20:05h 1.5 ml
18-01-2006 08 :45h 1 ml+4 ml ’ESTRUMATE
20:10h 1 ml
19-01-2006 08:30h 0.5 ml
20:30 h 0.5 ml

2.3. Insémination artificielle :

Une double insémination artificielle espacée de 12 heures a été effectuée 24 h apres la
derniére injection du traitement de super ovulation

lere IA : le matin : 12 h aprées la derniere injection

2eme IA : le soir : 24 h apres la derniére injection

Utilisation de 2 paillettes par insémination, et donc 4 paillettes par animal.
1°" lot : de races améliorées

1°*TIA — 19.01.2006 — a 8 :30 h

2eme [A — 19.012006 — a 20 :30h
2eme lot : de races locales “cheurfa” :

lere IA — 20.01.2006 — a 8 :30h
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2eme IA — 20.01.2006 —20 :30 h

La semence des taureaux utilisée :

IBR NEG CB UCEAR 03125 FR 7495022208 LECUYER 907 46 42808

Semence de taureau local non identifiée.

2.4. La récolte embryonnaire :

Apres insémination, fécondation, et arrivée des embryons au niveau des cornes utérines 4 a

5 jours apres 1’oestrus, et avant leur sortie de la zone pellucide (zone protectrice de I’embryon) a

J9, la récupération des embryons s’effectue donc a J7 aprées fécondation.

Selon notre propre protocole expérimentale, la collecte s’est faite sur les 2 lots de donneuses,

avec un décalage de 24 heures pour chaque lot, durant cette récolte, on a utiliser :

Sondes de récolte (la cassou a 3 voies) stérilisées ou désinfectées.

Dilatateur cervical

Bouteilles, conteneur et les différentes verreries de laboratoire, stérilisées et séchées
aussi filtres spéciaux.

PBS (phosphate buffered saline) de Dulbecco stérile, 1 litre par recolte.

Milieu de conservation des embryons, PBS enrichi avec 4% de BSA (albumine bovine
sérique fraction v 4 gr/litre) en plus d’antibiotique et d’antifongique.

Anesthésie type XYLOCAINE

Seringues de 10 ml et de 50 ml.

Permanganate de potassium pour la désinfection du matériel

Bétadine pour la désinfection sur I’animal

Gants pour le fouillé rectal, alcool chirurgical.

Savon, papier hygiénique, eau.

La 1°“récolte a eu lieu le 26/01/2006, et a concerné le 1" lot de race amélioré.

La donneuse a été contentionnée dans un travail, avec un systéme de cornadis afin de

I’'immobiliser, et coincer sa téte. Cette méthode de contention a été effectuée sur nos 4

donneuses.

La technique réalisée pour cette récolte est la non chirurgicale, ou dite par voie cervicale.
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Par la suite une épidurale basse a été effectuée a raison de 3cc de « XYLOCAINE », et
on laisse I’animal quelques minutes, le temps que 1’anesthésie agisse. L’opérateur a effectué un
examen de palpation ovarienne par voie transrectale afin d’apprécier la qualité ovarienne aprés
traitement de super ovulation , autrement dit évaluer le nombre de corps jaune palpés sur chaque

ovaire , et cela s’est fait aprés avoir vider le rectum en mettant un gant lubrifié.

Avant toute manipulation par voie vaginale on lave la zone vulvaire et ses pourtours,

avec de la Bétadine dilué dans I’eau, bien séchée avec du papier hygiénique.

Délicatement, on introduit la sonde Cassou a travers le col utérin, on retire partiellement
le mandrin pour permettre d’avancer la sonde plus profondément, guidé par la main présente

dans le rectum, le ballonnet est alors gonflé grace & une seringue et le mandrin retiré.

On réalise un ringage de la corne utérine dans le but de récupérer les embryons qui s’y
trouvent. Cela est fait en injectant et en récupérant a travers la sonde une solution PBS , suivant
des doses croissantes : 2 fois 20ml , 2fois 30 ml , 2 fois 40 ml ,une fois 50 ml, la derniére
seringue comportera 2 ml de PBS et 30 ml d’air . A chaque fois qu’on introduit une quantité de
solution on la récupére pour la stocker dans un flacon identifié et propre a chaque vache. Pour la
pie noire (seulement) du 1 lot de donneuses on a utilisé un filtre d’embryons spécial pour essai ;

ce filtre nous a été offert par le CNIAAG afin de le tester.

On déplace la sonde aprés avoir remis le mandrin métallique vers I’autre corne et on

éffectue la méme opération.

Manipulation et classification des embryons :
L’évaluation des embryons est une des parties les plus critiques de la technique de
transfert. La classification des embryons n’est pas un critére exact d’évaluation de leur viabilité,
mais c’est la base de ’obtention de taux de gestations et de la sélection des embryons pour la

congélation (Seidel G.E.Jr. et Seidel S.M., 1991).

Apres avoir récupéré le liquide de récolte aprés lavage des cornes utérines on laisse les
flacons contenant ce dernier au repos afin que les embryons sédimentent. Aprés siphonage, les
100 ml du fond sont répartis en boites de Pétri stériles a fond quadrillé qu’on va examiner sous
microscope binoculaire afin de trouver les embryons, les compter.les évaluer et les conditionner

pour leur emploi.
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La classification des embryons se fait selon leurs caractéres morphologiques.

Il existe en général une coopération entre 1’aspect morphologique des embryons et le
développement aprés transfert, mais il arrive parfois que des embryons classés moyens ou

mauvais se développent normalement alors que d’autre classés excellent ne donnent lieu a

aucune gestion (Seidel G.E.Jr. et Seidel S.M., 1991)-voir tableau 11

tableau 11 : les taux de gestation des embryons classés dans 4 groupes basé sur la
morphologie (Seidel G.E.Jr. et Seidel S.M.., 1991)

Classification | Nombre Pourcentage Taux de gestation
d’embryons ou embryons
transférés
excellent 275 54 63
bon 153 30 58
moyen 42 8 31
pauvre 42 8 12
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RESULTAS
Les résultas obtenus de cette étude expérimentale sont évalués selon le plan suivant :
1) Résultats de la préparation des animaux choisis.
2) Résultats du programme de super ovulation et de la récolte

3) Résultats de la classification d’embryons collectés

1. Resultats de la préparation des animaux choisis :
1.1. La sélection des animaux :
Les animaux ont €t¢ choisis selon les critéres d’état de santé et d’état d’embonpoint qui été

bon. (Tab. 12, 13 & 14)

Tab. 12
1¥ lot des donneuses de races améliorées
N° Race N° d’identification Age Code chaire | Parité
1 Pie rouge 0008 6ans 2.5 Vache
Pie noire 98000 8ans 3 Vache
Tab. 13
2¢éme lot des donneuses de races locales :
N° Races Ne Age Code chaire Parité
d’identification
1 Locale 99002 7ans 4 Vache
-cheurfa-
2 Locale 99004 7ans 3.5 Vache
-cheurfa-
Tab. 14
3éme lot des receveuses :
N° Race N° Age Code chaire | Parité
d’identification
1 Pie noire 02008 4 2.5 Vache
2 Pie noire 03003 3 2.5 Vache
3 Pie rouge 99002 7 3 Vache
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1.2. La cyclicité des animaux :

Les animaux choisis ont déja été vus en chaleurs par le vacher .Néenmoins une double
examinassions par exploration rectale a été réalisée sur chaque vache pour confirmer leur

cyclicité.

Tableaux (15,16 & 17 ) décrivant les différentes observations sur les donneuses et receveuses :

Tab. 15 1% lot : donneuses de race améliorée :
N° Race N° Ovaire Ovaire Cyclicité
d’identification gauche droite
1 Pie rouge 0008 follicule Corps jaune +
Pie noire 98000 Corps-jaune | follicule =+
Tab. 16 ~ 2eme lot : donneuses de race locale :
N° Race N° Ovaire Ovaire Cyclicité
d’identification gauche droite
1 Local 99002 Corps jaune | Corps jaune +
-cheurfa- devloppé petit+follicule
2 Local 99004 Ovaire Corps jaune +
-cheurfa- lisse
Tab. 17  3eme lot des receveuses :
N° Race N° Ovaire Ovaire cyclicité
d’identification | gauche droite
1 Pie noire 02008 Ovaire lisse | Corps jaune +
2 Pie noire 03003 Corps-jaune | Follicule+petit | +
corps jaune
3 Pie rouge 99002 Follicule+peti | Corps jaune 4
t corps jaune

2. Resultats du programme de super ovulation et de la récolte :

2.1. Les signes de chaleurs de référence :

Les manifestations des chaleurs des femelles synchronisées ont été observées.

* Les premiers signes de chaleurs ont été observés a partir de 34 heures apres retrait

d’implant et injection de PGF2x.

Le signe principal de chaleurs (se laisser chevaucher) a été observé dans les 55 heures du
retrait d’implant et d’injection de PGF2x.

Les premiers signes de chaleurs correspondant au pro-oestrus sont le changement
d’attitude de I’animal qui devient agité, avec un reniflement plus ou moins marqué et

une glaire cervicale peu abondante .d’une muqueuse vulvaire semi — congestionnée
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e une fois en phase d’oestrus, ce méme animal cherche une partenaire en le chevauchant, et
en se laissant chevaucher. La glaire cervicale est abondante, filante et claire, sans oublier
les séquences de beuglement avec baisse d’appétit.

e En fin de chaleur, la glaire cervicale devient opaque, et diminue de quantité, avec

présence de filets de sang dans la glaire cervicale.

* Ce tableau (Tab. 18) démontre selon la synchronisation de nos femelles, la période
d’apparition des chaleurs de référence par rapport a I’heure du retrait de I’implant.

Lot des donneuses :

N° Race N° Debut des Les chaleurs | Fin des
d’identification chaleurs chaleurs
1 pie rouge 0008 34:30h 55:00 h 76 :00 h
2 Pie noire 98000 34:45h 55:10h 76 :15h
3 Locale 99002 31:30h 47 :00 h 75:45h
-cheurfa-
4 Locale 99004 31:30h 47 :00 h 75:15h
-cheurfa-

Tab. 19 : Lot des receveuses :

N° Race N° d’indentification Chaleurs

1 Pie noire 02008 Matin

2 Pie noire 03003 Soir

3 Pie rouge 99002 Apres-midi

Selon les chaleurs observées, on peut dire que toutes nos vaches ont été bien synchronisées

autrement dit ont bien répondu au protocole de synchronisation “CRESTAR®.

2.2. Evaluation de la réponse ovarienne au traitement de superovulation :
Au moment de la récolte toutes les femelles donneuses ont été soumises & une exploration
rectale plus précisiment a la palpation ovarienne afin d’apprécies la qualité de la réponse au
traitement de super ovulation “STIMUFOL* a 40% par comptage des corps-jaunes présents sur

chaque ovaire.
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Tableaux 20 & 21 : appréciation de la reponse ovarienne au traitement de super ovulation

Tab. 20 1" lot : des donneuses de race améliorées :
N° Race N° C-ja C-j a
d’identification | ovaire Povaire
gauche droit
1 Pie rouge 0008 10 12
2 Pie noire 98000 08 06
Tab.21 2éme lot : des donneuses de race locale :
Ne° Race N° C-J a C-J
d’identification | L’ovaire L’ovaire
gauche droit
1 Locale 99002 2 4
-cheurfa-
2 Locale 99004 6 7
-cheurfa-
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2.3. Resultat de la collecte :
La récolte a été réalisee sur les donneuses synchronisées puis traitées au "STIMUFOL"a

40%. La collecte n’a été satisfaisante que pour le premier lot des races améliorées.

La collecte embryonnaire sur les deux vaches de race améliorée a été réalisée dans de
bonnes conditions apres une épidurale basse effectuée par I’utilisation de 3cc de

"XYLOCAINE".

La quantité de liquide récolté (PBS) était plus ou moins la méme que celle administrée.
Lors de la récolte, un filtre spécial a été utilisé afin d’empécher le passage des embryons a

travers les mailles pour la vache donneuse pie noire —-N° : 98000 seulement.

Tableaux 22 & 23 : Résultats de la récolte d’embryons :

Tab. 22 1 lot : des donneuse de race améliorée :
N° Race N° Utilisation Nombre
d’identification du d’embryons
filtre récoltés
1 Pie rouge 0008 = 4
2 Pie noire 98000 + 1
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Tab. 23 2™ Jot des donneuses de race locale
N° Race N° Utilisation Nombre
d’identification du d’embryons
filtre récoltés
1 Locale 99002 = 0
2 locale 99004 = 0

3. Resultats de la classification d’embryons :
Une fois repérés et isolés, les embryons on été classés selon leurs caractéres

morphologiques d’aprés les criteres de qualité (ELDSEN et al.1978).

Concernant la qualit¢ d’embryons récoltés au nombre de 5 pour le premier lot de race

améliorée , 2 embryons (Photo+description) étaient de bonne qualité classe I , donc

congelables. Voir Annexe

Les 3 autres embryons (photo et annexe) étaient de qualité moyenne —classe II- donc

transférable. (Tab. 24)

Tab. 24 : résultat global de la classification des embryons récoltés —donneuse du
1¥ lot de race améliorée

N° | race N° Nombre | Nombre | Classe | Classe | Transféré | Congelé
d’identification | de CJ d’emb. |1 11
estimés | récolté

1 Pie 0008 22 4 2 2 2 2
rouge

2 Pie 98000 14 1 0 1 1 0
noire

3 Locale | 99002 0 0 0 0 0
cheurfa

4 Locale | 99004 0 0 0 0 0
cheurfa

total |/ / ? 5 2 3 3 2

79




Photo montrant les quatres embryons récoltes
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Discussion :
Le choix de la donneuse est important du fait qu’elle soit responsable d’au moins 50 % de la

variabilité des résultats de production d’embryons ( Nibart M. , 1991 ).

Le choix des donneuses et des receveuses s’est fait sur les animaux présents dans la ferme

expérimentale de I’université de Blida.

L objectif réel de cette étude n’était pas basé sur la sélection génétique, mais plutdt sur la

mise en place et la familiarisation de cette biotechnologie en Algerie.

L’une des conditions les plus importantes des animaux choisis est leur cyclicité. Une vache est
considérée cyclée lorsqu’elle présente des structures palpables différentes sur I’ovaire entre la

premicre et la deuxiéme exploration rectale a 11 jours d’intervalle.

Les 7 vaches ont montré une cyclicité normale confirmée par les résultats de 1’exploration

rectale (2 examens a 11 jours d’intervalle) avec des chaleurs facilement observables.

Les animaux choisis sont 4gés entre 6 et 8 ans. Plusieurs auteurs ont démontré ’effet de 1’age
sur la production d’embryons. Selon Donaldson L.E., (1984) il y’a une chute de la production et

de la qualité des embryons transférables, lorsque 1’age de la donneuse va au-dela de 10 ans.

Cette baisse serait associée a une diminution du nombre de follicules entamant chaque jour
leur croissance (Lerner S.P., et al., 1986 ; Drion P.V., et al., 1996), ainsi qu’a une augmentation

du nombre d’ovocytes non fécondés Manciaux L..et al., 2000).

La variabilit¢ de la réponse ovarienne au traitement de superovulation reste trés importante
dépandante a la fois du nombre de follicules stimulés susceptibles d’ovuler ainsi qu’au nombre

d’ovulations.

Des ¢études sur la dynamique folliculaire ont montré que le principal facteur limitant dans la
réponse a la stimulation gonadotrope est I’état de la population folliculaire, dont la taille se
situe entre 3 a 6 mm au moment ou débute le traitement de superovulation (Monniaux D. et al.

1983 ; Kawamatam M., 1994).
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Cependant, des études récentes ont démontré que le nombre de follicules stimulés et le taux
d’ovulation sont aussi influencés par des facteurs génétiques (ManciauxL., 1999 ; Ponsart C, et
al, 2001 ; Tamassia M. et al ., 2001), ainsi que des facteurs d’élevage tels que 1’alimentation

(Freret S., 2000), et des facteurs physiologiques.

Le statut ovarien reste I’'un des facteurs essentiels influencant la variabilité de la réponse

varienne a la stimulation aux différentes gonadotropines.

Une étude réalisée par Monniaux D., (1982), aprés analyse par les techniques d’histologie
quantitative, montre que les animaux chez lesquels sont observées de fortes réponses se

caractérisent par la réponse d’un grand nombre de follicules dont la croissance est rapide.

Le seul facteur numérique expliquerait 70 % de la variabilité du nombre d’ovulation observées a
la suite d’un traitement de superovulation. Cette valeur est a rapprocher des résultats publiés par
Hahn J.,(1992), selon lequel 24 % de la variabilité de la réponse est expliquée par des facteurs
extrinséques. Par conséquent, pour améliorer ’efficacité de la superovulation, il faudrait
intervenir avant la croissance et la maturation folliculaire, en augmentant le nombre de follicules

susceptibles d’étre recrutés.

Pour I"éspéce bovine, la comparaison des réponses pour les animaux qui ont subi le traitement
de superovulation avec et sans follicule dominant montre que le nombre moyen d’ovulations est

doublé chez les animaux n’ayant pas subi I’influence d’un follicule dominant.

II apparait donc que I’amélioration de I’efficacité des traitements de superovulation dépend
moins de la mise a disposition de nouvelles molécules ou de nouveaux protocoles de traitements,
que de I’administration d’un prétraitement susceptible de faire régresser le follicule dominant

t/ou d’augmenter le nombre de follicules stimulables par les gonadotropines (Saumande, 1995).
La qualité de la réponse ovarienne a notre traitement de superovulation est trés bonne et
Encourageante. Nos résultats sur les races améliorées (18 %) sont légérement meilleurs a ceux

obtenus par CHUPIN (1988) qui a trouvé un taux de 14,7 %.

Le stress a un effet sur la reproduction en agissant sur le cerveau plus précisément

I’hypothalamus « centre de contrdle de la reproduction » par les fréquences de décharge de

82



GnRH et de LH afin de déterminer la croissance folliculaire ainsi que le nombre final de

follicules a ovuler (Dobson et al, 2003).

Le stress perturbe le fonctionnement de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique soit par
diminution de la sécrétion de la GnRH d’ou troubles de la fonction ovarienne, soit par
perturbation de la décharge pulsatile de LH et baisse d’oestradiol sécrété , décharge ne se fait

plus au bon moment donc ovulation retardée ou inexistante.

Pour les races locales le nombre de corps jaune était faible (6,5 %). Ceci peut étre du a

plusieurs facteurs , les plus importants sont le stress et leur état d’embonpoint.

Les vaches de race locales réagissaient de maniére agressive, ce qui faisait qu’a chaque
injection de STIMUFOL il fallait une contention forcée. De méme les travaux d’Adel (2004)

sur la race locale ont été médiocres. Ceci peut étre expliqué par I’effet race.

A savoir que I’exces de poids est néfaste. Les animaux obéses ont une mauvaise fertilité donc

une réponse négative sur le nombre d’ovulations.

En effet I'influence de la nutrition sur les capacités de reproduction des mammifeéres
domestiques est connue depuis trés longtemps, et I’optimisation des performances zootechniques
passe par une parfaite maitrise de I’alimentation. Cette influence d’alimentation se fait sentir
plusieurs semaines voir plusieurs mois plus tard. Elle est maximale durant la période critique

ovulation-nidation (INRAP, 1988).
Les deux animaux de race locale ont un BCS entre 3,5 et 4 ce qui les rend vulnérables.
L’excés comme I'insuffisance par rapport aux normes peuvent entrainer une baisse de fertilité.
La détermination de I’état corporel est une méthode indirecte d’estimation de la quantité
d’énergie métabolisable dans le tissu adipeux et musculaire des vaches laitiéres. Elle constitue un

outil fondamental de la gestion nutritionnelle des exploitations

Bien que la réaction des vaches améliorées traitées au STIMUFOL sur le plan clinique était

satisfaisante dans I’ensemble avec une moyenne del8 corps jaune (Pie rouge 22-Pie noire 14) le
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nombre d’embryons récoltés reste faible avec une moyenne de 2,5 par vache de race améliorée
(Pie rouge 4- Pie noire).

Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Touati en 1993 et Adel en 2004 utilisant le
méme extrait hypophysaire et avec le méme rapport FSH/LH c'est-a-dire 40 % respectivement
8,5+ 0,54 et 4,5). Par contre ils sont supérieurs a ceux trouvés par Amara de la méme région
(Blida) en 2004 (0,91embryons / vache).

Cette différence peut étre expliquée en grande partie par 1’extrait hypophysaire utilisé par
Amara : le PLUSET. Cet extrait hypophysaire est composé de FSH.LH. Porcine a proportions
¢gales. L’extrait hypophysaire utilisé dans nos travaux est le STIMUFOL avec un rapport FSH /
LH de 40 %.

En fin cette variation peut etre expliquée par les différents résultats des travaux utilisant des
extraits différents a proportions différentes de FSH / LH (Chupin D., et Procureur 1983 ; et
Donaldson L.E., 1984).

L’utilisation du matériel spécifique adéquat pour la récolte, la manipulation et 1’identification
des embryons tels que : la sonde de Cassou a 3 voies, le filtre spécifique et loupe appropriée pour
I’observation des embryons jouent un réole certains dans les résultats du nombre d’embryons

récoltés.

Pour notre travail, le nombre de 5 embryons pour les 2 vaches de race améliorée aurait du étre
supérieur (vue qu’il y a eu 36 ovulations). Cela peut étre expliqué par le fait que :
- au cours de la récolte on a du changer la sonde Cassou en raison de la défaillance d’une partie
du caoutchouc de cette derniere. Ce qui a entrainé la perte d’une certaine quantité de liquide et
probablement d’embryons (Pie rouge, Ne d’identification : 0008).

Pour la Pie noire et suite a la recommandation du C.N.ILA.A.G. nous avons utilisé un filtre
spécifique pour la récolte des embryons. Ce filtre a la capacité d’empécher les embryons de
passer a travers les mailles. Normalement apres ringage de ce filtre les embryons doivent
tomber dans le récipient. Par contre ce que nous avons constaté, ¢c’est qu’aprés ringage du filtre
une couche de débris fixait les mailles emprisonnant probablement ainsi un certains nombres

d’embryons.

Pour ce qui est de la qualit¢ des embryons récoltés, aprés classification la totalité a été

congelée ou transférée respectivement classe I et classe II.
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CONCLUSION

Le travail réalisé avec comme premier objectif la maitrise de la technique du transfert
embryonnaire chez les bovins. Autrement dit la super-ovulation, la récolte, la recherche, la

classification, le transfert et la congélation des embryons.

Cette biotechnologie n’est encore qu’a I’état embryonnaire en Algérie et nous espérons avec

I"aide du CNIAAG rendre cette technique plus courante.

La transplantation embryonnaire doit donc étre mise a profit afin d’intensifier la sélection des

meres, des taureaux et d’I A.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que la réponse ovarienne au traitement de

super-ovulation avec de la FSH.LH a 40% était bonne comparant nos résultats a d’autres.

Les donneuses de race améliorées ont mieux répondu que les donneuses de race locale

« Cheurfa »

Pour ce qui est de la qualité des embryons récoltés, trois embryons de classe II ont été transférés

sur des receveuses préalablement synchronisées et deux de classes I ont été congelés.
Ce travail nous a permis de nous initier a cette biotechnologie de deuxiéme génération et ouvrir

une porte a d’autres travaux dans ce domaine indispensable a I’amélioration génétique de notre

cheptel.
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Recommandations

Afin de maitriser cette technique, nous recommandons de répéter plusieurs fois ce traitement, en

essayant a chaque fois de déterminer le facteur limitant la réussite.

Pour cela, nous proposons pour avoir de bons résultats :
* Une bonne sélection de receveuses et des donneuses (santé et génétique).
 Elimination du stress (environnement, management et individuel).
* Prévoir un équipement adéquat pour la recherche, manipulation et classification des
embryons (notamment loupe appropriée pour I’identification des embryons).

e Penser a la formation d’un personnel qualifié.
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ANNEXE 1

Croissance folliculaire au cours d’un cycle oestral chez la vache Ennuyer
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ANNEXE 2
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ANNEXE 4

Score 0 : Etat d’émaciation de I’animal

Q Région sous caudale trés nettement cavitaire
Peau tendue sur les hanches et les tubérosités ischiatiques

L Apophyse transverses et épineuse nettement visible et saillante
Score 1 : Etat pauvre (état des vaches hautes productrices ou veilles vaches)

Q Région sous caudale nettement cavitaire
Hanches saillantes sans palpation de graisse sous cutanée

L Extrémités des apophyses transverses dures au toucher
Surface supérieure des apophyses transverses aisément palpées
Effet de planche des apophyses épineuses
Profonde dépression entre les hanches et les verteébres lombaires

Score 2 : Etat moyen

Q Légere dépression sous caudale et entre les tubérosités ischiatiques
Aisément palpés et bien visibles.

L Extrémités des apophyses transverses enrobées
Pressions requises pour palper la partie supérieure des apophyses
Transverses
Présence d’une dépression entre les vertébres lombaires et les hanches
Apophyses épines nette mais sans effet de planche.

Score 3 : Etat bon

Q Peau souple étant donné la présence d’un léger dépot de graisse tubérosités
Ischiatiques palpable et d’aspect arrondi.

L Pression requise pour palper I’extrémité des apophyses, transverses
Légere dépression entre les vertébres lombaires et hanches arrondies.

Score 4 : Etat gras

Q Dépot de graisse autour de la queue et des tubérosités ischiatiques.
Pression a exercer pour palper les tubérosités ischiatiques.

L Apophyses transverses non palpable, hanches peu palpables
Pas de dépression entre les vertébres lombaires et hanches.

Score 5 : Etat bon

Q Tubérosités ischiatiques non visibles
Distension cutanée

L Apophyses transverses et hanches non visibles.

Internrétation des signes clinianes d’évalnation de Pétat d’embonnaoint. O :
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ANNEXE 6

Le Développement Embryonnaire
Précoce

Masse cellulaire interne
futur embryon

Blastomeres
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Transfert embryonnaire

FECONDATION

* Aprés la fécondation, I’ceuf ou zygote commence sa segmentation.

* Aprés foormation du trophoblaste, embryon secréte une protéine
antilutéolytique, la trophoblastine (interféron-i, IFN1). (Martal et al., 1979)
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Péeriode de récolte
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ANNEXE 9

Récolte avec la sonde Cassou

Par voie rectale, la main guide l'introduction de la sonde dans
I'une puls dans l'autre corne utérine, et, par massage, favorise
le reflux de la solution de perfusion contenant les embryons, vers

Seringue d'injection de la
solution de perfusion
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Récolte avec la sonde allemande
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Vache de race locale « Cheurfa » utilisée dans I’expérimentation
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v
Filtre utilise pour la recolte
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Observation du liquide récolte pour la recherche des embryons
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Quatre des cinq embryons récoltés



Jour du cycle : 6

Code de stade : 3
Code de qualité : 1
Commentaires : a

Jourducycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires :

Jour ducycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 2
Commentaires : b

Commentaires :

Jour du cycle : 6,5
Code de stade : 3

Code de qualité : 1
Commentaires : a

Jour du cycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires :

Jour du cycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 2
Commentaires : b

\

Jour du cycle : 6,5
Code de stade : 3
Code de qualité : 2
Commentaires : a, b

Jour du cycle : 6,5
Code de stade : 3
Code de qualité : 2
Commentaires : a, b

Jourducycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires : d

Jour du cycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 2
Commentaires : b

Jourdu cycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires : d

Jour ducycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 2
Commentaires : b, e

Jour du cycle : 6,5
Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires : b,c,

Jour du cycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 1
Commentaires : d

Jour du cycle : 7
Code de stade : 4
Code de qualité : 2
Commentaires : b

a. Si cetembryon est récolté au jour 7 ou aprés, son développement ne correspond pas au stade de dévelop-
pement prévu; son code de qualité devrait donc étre réduit d’une unité.

b. Les grosses cellules qui ont été expulsées du bouton embryonnaire avant le stade de 16 cellules constituent
au moins 15% de I'ensemble du matériel cellulaire jusqu’au stade 5 de développement des embryons.

c. Les gros blastoméres individuels indiquent que la phase de compactage n’est pas terminée et que I'em-
bryon est au début du stade 4.

d. Les blastomeres expulsés, qu'ils soient petits ou individuels, constituent moins de 15% de I’ensemble du
matériel cellulaire et I'embryon correspond au stade de développement prévu.

e. Spermatozoide sur la zone pellucide.



EMBRYONS BOVINS : EXEMPLES DE STADES DE DEVELOPPEMENT ET DE QUALITE

Jour du cycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 2

Commentaires :

Jour du cycle :7
Code de stade : 4

Code de qualité : 3
Commentaires : f,g

Jour ducycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 3
Commentaires : f,g

Jour du cycle : 7

Code de stade : 5
Code de qualité : |
Commentaires : di

Commentaires :

Jour ducycle : 7

Code de stade : 4

Code de qualité : 3

Comment. : f.g.h

Jourducycle : 7

Code de stade : 5

Code de qualité : 2
Commentaires : e

Jour du cycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 3
Commentaires : f,g

Jour ducycle : 7

Code de stade : 5
Code de qualité : |

Commentaires :

Jourducycle : 7

Code de stade : 5
Code de qualité : 2

Commentaires :

Jourducycle :7

Code de stade : 4
Code de qualité : 3
Commentaires : f,g

Jourducycle : 7

Code de stade : 5
Code de qualité : 1
Commentaires : d

Jour ducycle : 7
Code de stade : 5
Code de qualité : 2
Commentaires :

Jourducycle : 7

Code de stade : 4
Code de qualité : 3
Commentaires : f.g

il

Jour ducycle : 7
Code de stade : 5
Code de qualité : 1
Commentaires :

3 e

Jourducycle: 7
Code de stade : 5
Code de qualité : 3
Commentaires : g

d. Les blastomeres petits ou individuels constituent moins de 15% de I'ensemble du matériel cellulaire et
I'embryon correspond au stade de développement prévu.

e. Spermatozoide sur la zone pellucide.

f. Les embryons qui présentent de nombreuses cellules expulsées ou des débris doivent étre retournés avec
précaution afin de déterminer la présence et la qualité de tout bouton embryonnaire viable.

8. Les embryons de code de qualité 3 possédent un bouton embryonnaire qui correspond & moins de 50% de

tout le matériel cellulaire contenu 2 I'intérieur de la zone pellucide.

h. Le bouton embryonnaire de cet embryon est correct bien que trés petit. Si le bouton embryonnaire corres-
pond & moins de 25% de I'ensemble du matériel cellulaire, le code de qualité 4 doit étre attribué (non

viable).

i. Une forme irréguliére est une variation commune au développement de la blastocéle.



EMBRYONS BOVINS : EXEMPLES DE STADES DE DEVELOPPEMENT ET DE QUALITE

Jourducycle : 7 Jour du cycle :7 Jourducycle:7,5  Jourducycle:75  Jourducycle:7,5

Code de stade : 5 Code de stade : 6 Code de stade : 6 Code de stade : 6 Code de stade : 6

Codedequalit¢:3  Codedequalité:1  Codedequalité:1  Codedequalité:1  Code de qualité : 2
Commentaires : Commentaires : Commentaires :k ~ Commentaires :d.k  Commentaires : k

S

Jour du cycie :75  Jourducycle:75  Jourducycle:7,5  Jourducycle:7,5  Jourducycle:7,5

Code de stade ; 7 Code de stade : 7 Code de stade ; 7 Code de stade : 7 Code de stade : 7

Codedequalité:1  Codedequalité:1  Codedequalité:1  Codedequalité:1  Code de qualité :2
Commentaires : Commentaires : Commentaires :j ~ Commentaires : j Commentaires : j,k

Jourducycle:8,0  Jourducycle:80  Jourducycle:7,0 Jourducycle:7,0  Jourducycle:7,0

Code de stade : 8 Code de stade : 8 Code de stade : 4 Code de stade : 4 Code de stade : 4

Codedequalité:1 ~ Codedequalité:1  Codedequalité:2  Codedequalité:1  Code dequalité : |

Commentaires:j ~ Commentaires : j Commentaires:]1 ~ Commentaires:m  Commentaires : n

Commentaires :

d. Les blastomeres petits ou individuels constituent moins de 15% de I ensemble du matériel cellulaire et I'embryon
correspond au stade de développement prévu.

J- L'affaissement de la blastocele est un processus physiologique normal qui ne diminue pas le code de qualité.

k. Les cellules expulsées des embryons de stade 6, 7 et 8 sont souvent comprimées contre la zone pellucide; elles
ne sont évidentes que lorsque I'embryon s"affaisse suite 2 un processus physiologique normal ou qu’un additif
cryoprotecteur est ajouté.

I La zone pellucide de cet embryon présente une surface plane (méme concave) ce qui pourrait amener I’em-
bryona coller a la boite de Pétri ou a la paillette. Ce défaut 4 lui seul empéche I"attribution du code de qualité |
al’embryon; il ne devrait pas étre utilisé a des fins de commerce international 2 moins que des ententes prévoient
I'utilisation d’embryons n’ayant pas le code de qualité 1.

m. La présence de debris cellulaires 4 la surface de la zone pellucide indique que cet embryon n’a pas été lavé selon
les procédures recommandées.

n. Dans le coin droit supérieur de I'image, on peut voir que la zone pellucide de cet embryon est perforée. Les
embryons dont la zone pellucide n’est pas intacte ne devraient pas étre utilisés a des fins de commerce interna-
tional.



RESUME

Le transfert embryonnaire est une technique de reproduction trés importante pour I’amélioration
génétique, pourtant elle n’est toujours pas pratiquée dans notre pays.

De cela le CNIAAG et une équipe d’enseignants-chercheurs ont contribué a faire réaliser cette
technique en choisissant de bonnes donneuses et receveuses, les préparer, synchroniser leurs
chaleurs, en utilisant CRESTAR puis effectuer un traitement de superovulation a base de
FSHp.LHp « STIMUFOL 40 % »puis les inséminer.

On été évalué par la suite la qualité de la réponse ovarienne au traitement de superovulation, la
récolte, la classification des embryons récoltés et leur transfert ou congélation.

Les résultats obtenus ont été satisfaisants et encourageants. Sur cing, trois de classe II ont été
transférés et deux autres de classe I ont été congelés.

VII



