Les biotechnologies de la reproduction dans I'espéce bovine

A - L’insémination Artificielle

Introduction

L'insémination artificielle (IA) est une technique de reproduction artificielle qui consiste & déposer
dans le tractus génital de la femelle en cestrus, la semence prélevée chez le méle en absence de
coit.

Cette absence de coit permet une rupture dans la transmission des maladies sexuellement
transmissibles si le méle est sain.

L' IA dispense I'éleveur de I'élevage et de I'entretien des méles reproducteurs.

Elle permet surtout, par la démultiplication d'un éjaculat grace aux techniques de dilution et de
conservation, d'accroitre, dans le cadre de l'amélioration génétique, la descendance des males
reconnus améliorateurs.

Son développement a profondément marqué I'élevage bovin frangais par son impact sur 'évolution
de l'ethnologie et de I'amélioration génétique, sur I'état sanitaire du cheptel et sur la conduite de la
reproduction. Le conditionnement de la semence en paillette (1948) et la technique de congélation de
la semence (1960) sont les principales innovations qui ont dynamisé son développement..

Les aspects techniques de linsémination artificielle sont abordés dans un ordre
chronologique : récolte, examen, conservation et mise en place de la semence.

I - Récolte de la semence
Elle se fait aujourd'hui habituellement a I'aide d'un vagin artificiel.

A - Le vagin artificiel
Il est constitué d'un manchon rigide auquel est adapté intérieurement un manchon souple
déterminant une chambre cylindrique destinée a recevoir de l'eau chaude pour reproduire une
température interne voisine de celle d'un vagin. A une extrémité, un céne en caoutchouc est dispose
de fagon a recueillir la semence pour la conduire vers le tube collecteur.
Le température de la face interne du vagin artificiel doit étre voisine de 39°C. Le dispositif doit
étre maintenu propre et les surfaces en contact avec le sperme et le pénis avec de l'alcool.
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Figure 1 : Schéma d’un vagin artificiel (Parez et Duplan, 1987)
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B - Mise en ceuvre de la récolte
Le taureau est approché d'un animal boute-en-train, guidé a la corde ou au baton- guide
par un aide. L'opérateur se place a la droite du taureau, laisse ce dernier effectuer le
saut, et saisit le fourreau (sans toucher directement le penis) pour diriger le pénis vers le vagin
artificiel.

D'autres techniques de récolte de la semence existent, principalement pour les taureaux non
entrainés (taureau de monte naturelle) ou momentanément incapables de faire le saut : il s'agit
du massage des ampoules déférentielles et des vésicules séminales et de I'électro éjaculation.

C - Fréquence des récoltes
3 récoltes par quinzaine pendant toute I'année
1 récolte hebdomadaire pendant le printemps et I'été et 2 pendant 'automne et
Ihiver.

I - Appréciation de la semence
Le sperme récolté est soumis a un certain nombre d'examens ayant pour but de déterminer
sa valeur fécondante et son aptitude a étre conservé.

Un ensemble de tests est réalisé pour connaftre et tester la fonction reproductrice d'un taurillon
candidat a la sélection avant son exploitation en centre d'insémination. En condition de routine
d'exploitation on se contente chronologiquement :
- de I'examen macroscopique : - volume
- aspect
- couleur-consistance
- de détermination de la concentration
- de I'examen microscopique de la motilité de masse et de la motilité individuelle
- du test d'aptitude & la décongélation.

La considération d'un seul caractére défavorable entraine le rejet de la semence.
1 - Examens macroscopiques (dans le tube de récolte méme)

* Volume : la quantité de semence récoltée est, en moyenne, de 4 a8 7 ml (5 ml) avec des
variations importantes : 2 & 15 ml.

* Coloration - aspect général : normalement opaque, blanchatre ou blanc jaunatre avec une
consistance laiteuse ou lacto crémeuse.

* Vagues macroscopiques : dans la masse du liquide des mouvements plus moins en
vagues traduisant une bonne concentration en spermatozoides parfaitement vivants.

2 - Examens microscopiques
a - Examen de la motilité :

Cet examen est féndamental car il permet de juger de la vitalité des spermatozoides et de
leur aptitude a féconder un ovule. Il doit étre effectué dans les minutes qui suivent la récolte et
se décompose en deux éléments.

* Examen de la motilité de masse : consiste a noter de 1 a 5 la motilité appréciée
sous le microscope a faible grossissement. Un sperme noté <3 est généralement éliminé.
Dans unée goutte de sperme déposée sur une lame chauffée (37° pour éviter de
refroidir le sperme ce qui tuerait les spermatozoides), on peut observer des
mouvements d'ensemble d'amplitude et de vitesse variable.




Ces mouvements sont notés, de fagon totalement subjective, la note va de 0 2 5 avec
les critéres suivants :

. Mouvements tourbillonnaires : 5

. Mouvements amples et rapides : 4

. Mouvements limités : 3

. Mouvements faibles sans vagues : 2

. Mouvements trés légers : 1

. Pas de mouvements 0

= Examen de la motilité individuelle : appréciée dans les mémes conditions mais a fort
grossissement. Une proportion de spermatozoides mobiles < 60 % entraine le rejet de
la semence.

= L'appreciation de la motilité du sperme permet donc de caractériser le sperme par
deux chiffres : '
- un chiffre de motilité de masse 0a 5
- un chiffre de motilité individuelle 0 a 100.
- la valeur moyenne d'un sperme normal se situe a environ 70/4.

2 - Etude de la morphologie des spermatozoides :
La morphologie des spermatozoides est étudiée au microscope aprés coloration : L'examen
microscopique permet alors d'étudier la morphologie des spermatozoides et de rechercher en
particulier les malformations et leur importance. On peut tolérer 8 4 10 % de formes anormales.
Au-dela de 20 % le sperme doit étre éliminé.

3 - Détermination de la concentration
La concentration du sperme en spermatozoides peut étre déterminée par deux méthodes :

* Comptage de cellules a l'aide d'un hématimetre

= Comptage de cellules par photométrie : indique directement la concentration. C'est la
méthode qui est utilisée en pratique courante. Cette méthode a l'inconvénient d'étre moins
précise car elle tient compte de la concentration du sperme en cellules, quelle que soit
leur nature, et peut donc conduire a des erreurs lorsque le sperme est pollué. C'est la
méthode la plus pratique et la plus rapide. :

= La concentration moyenne est voisine de 2 millions de spz/mm®. Si la concentration est
inférieure & 900 000 spz/mm?, la semence est écartée, de méme si la concentration est
tres forte, auquel cas elle contient vraisemblablement trop de spermatozoides morts.

4- Test d'aptitude a la congélation
Un essai de congélation est suivi d'un dénombrement des spermatozoides vivants apres
décongélation en fin de journée de préparation des paillettes.
Le % de spermatozoides vivants doit étre au minimum de 40 %.

Remarque : L'entrée d'un taureau et son entretien en centre d'insémination sont régis par des
exigences trés strictes au plan sanitaire. Les locaux et les procédures de prélevement et de
conditionnement font aussi I'objet de mesures de protection sanitaire trés strictes.




lil - Conservation de la semence

A - Conservation de la semence fraiche
Le sperme est dilué a température ambiante (Dilueur TRIS + 20% de jaune d'ceuf),
conditionné a 32°C en doses de 5 millions de spermatozoides totaux, puis réfrigéré pendant 1/2
heure a la température de 4°C. Conservé a cette température, il est utilisé dans un délai de 84
heures aprés leur production, avec une perte acceptable de fertilité avec le temps.
Cette conservation permet un plus faible nombre de spermatozoides par dose en raison du
plus fort pouvoir démultiplicateur qu'elle autorise (évite la perte due a la congélation) et de
I'économie sur les frais de stockage.
Ce type de conservation de durée limitée a largement laissé la place & la conservation en
semence congelée. :

B - Techniques de congélation de la semence : la congélation en "paillettes™

Deux techniques ont été largement utilisées dans le monde entier : la congélation en "paillettes”, et la
congélation en "pastilles" ou "pellets". Aujourd'hui, la congélation en "paillettes” domine largement le
marché, malgré son co(t plus élevé, pour des raisons de sécurité sanitaire et d'identification.
Méthode francaise (CASSOU inventeur, société IMV) connue a l'étranger sous le nom de "french
straw”. Cette méthode doit son nom aux tubes de chlorure de polyvinyle de 13 cm de long qui sont
utilisés pour conditionner la semence. le rdle cryoprotecteur du glycérol joue un réle important dans la
congélation de la semence.

Elle se déroule en 3 étapes
- la dilution pour arriver 8 un nombre d’environ 20 millions de spermatozoides totaux
dans 0,25 ml de la solution, volume de la paillette de conditionnement,
- le conditionnement de la semence et lidentification de la paillette (couleur selon code race,
N° du taureau, N° de centre, référence de I'éjaculat),
- la congélation de la semence dans les vapeurs d'azote liquide 8 -196 °C

= Réle du glycérol :

- Il aurait le pouvoir d'abaisser la température de début de cristallisation du milieu de
dilution, ce qui aurait pour effet de diminuer I'écart entre la température de
cristallisation extracellulaire et la température de cristallisation intracellulaire, donc
de réduire le choc osmotique créé par la congélation du milieu extérieur.

- En pénétrant dans les spermatozoides, il pourrait également modifier le
processus de cristallisation en évitant notamment la formation de cristaux volumineux
responsables d'altérations mécaniques.

1 - Premiére phase : la dilution

Elle a un double réle
- apporter des substances protectrices et conservatrices
- fractionner I'éjaculat

Calcul du taux de dilution
- La norme minimale frangaise est 8.10° de spermatozoides vivants (6.10° aux USA). Pour avoir
un certain volant de sécurité, on retient un effectif de 20.10° "spermatozoides totaux”
par dose, ce qui fournit en moyenne 13 .10° spermatozoides vivants.
- La paillette fine pouvant contenir 0,25 ml, la concentration dans la paillette doit donc étre de
20.10°/ 25 ml = 80.10% / ml" '
_ Sj la concentration de la semence récoltée est, par exemple, de 2.10%mm® = 2. 10° / ml,
le taux de dilution devra étre de 2.10° / 80.10° = 25 fois. Il faudra donc rajouter 24 volumes
de dilueur pour 1 volume d'éjaculat.
- Ainsi, un éjaculat de 5 ml permettra la préparation de-(2.10° * 5) / 20.10° = 500 doses.
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Composition du dilueur

- Du jaune d'ceuf avec ou sans lait : Iécithines (et caséines) ont un réle protecteur contre le
choc thermique et tampon contre la variation de pH et de pression osmotique

- Du glycérol ; cryoprotecteur :

- Des antibiotiques ou des sulfamides contre les contaminations bactériennes.

- Des substances tampons peuvent étre également utilisées comme le citrate de soude ou
bicarbonate ; le dilueur "TRIS" (RFA, USA) : trihydroxyméthylaminoéthane + acide
citrique

- Des sucres : fructose, sucres rares (mannoses)

En France, commercialisation d'un produit, le Laiciphos 478 (lait + pénicilline - streptomycine
+ sucres rares), a diluer dans de I'eau bi distiliée a raison de : Laiciphos (10 %), Jaune d'osuf
(10 %), le Glycérol ;: 7% (taux final)

2 - Deuxiéme phase : le conditionnement de la semence

11 s'effectue en paillettes de chlorure de polyvinyle (longueur : 135 mm ; diameétre : 2 mm ;
contenance 0,25 ml), chacune contenant une dose utile de semence.
- Chaque paillette est identifiée par rapport au taureau et au lot /jour de production. La
couleur de la paillette correspond a un code national établit pour chaque race,
- La paillette est identifiée individuellement : le nom ou le n° du C.I.A. d'origine, le non ou le n°
de code du taureau, les références de I'éjaculat (date de récolte, n° d'ordre).

3 - Troisiéme phase : la congélation de la semence

La semence conditionnée en paillettes est congelée dans les vapeurs d'azote liquide a -
196 °C grace a des enceintes de congélation programmable (programme de descente en
température).

IV - Mise en place de la semence
A - Le matériel d'insémination et son emploi

= On utilise pour la mise en place de la semence un "pistolet” d'inséminateur qui est constitué d'un
cathéter métallique et d'un piston et protégé par une gaine a usage unique pour éviter de
possibles contaminations par le pistolet

= Avant sa mise en place la semence est décongelée, soit en laissant quelques instants la paillette a
I"air libre soit mieux en la plongeant quelques minutes dans I'eau tiéde a 34°C.

B - Technique de I'insémination

L'insémination artificielle de la vache s'effectue par dépét de la semence au niveau du corps utérin
aprés avoir vérifié 'absence de signe de gestation ou d'affection de |'appareil génital.

Réppei -
Pour l'insémination, il est nécessaire d'intervenir de la fagon la plus opportune pour assurer
la fécondation. La durée de I'cestrus est de 20 h en moyenne chez les génisses, 19 h chez la vache.

If faut tenir compte :
- du moment de l'ovulation : 10 & 12 h aprés la fin de I'cestrus
- du temps de survie de l'ovufe dans les oviductes : 5a 6 h
- du temps de survie des spermatozoides dans le tractus génital femelle :
environ 24 heures
- du temps nécessaire aux spermatozoides pour remonter jusqu'aux oviductes : 6 a 8
heures. B




On sait d'autre part que la probabilité de mortalité embryonnaire augmente lorsque l'ovocyte -
vieillit et que la fécondation est tardive. L'insémination doit donc étre effectuée suffisamment tot
pour permettre aux spermatozoides d'afteindre les oviductes avant I'ovulation.

Le ng%nent °P§,in‘}‘--a| d 'insémination se situe donc¢ dans la seconde moitié d e I'cestrus entre
la12" " etla24 ™ heure, avec un maximum de chances de fécondation aux environs de la 18éme

heure.

Pratiquement la vache dont on aura détecté la venue en chaleur dans I'aprés-midi devra étre
inséminée le lendemain dans la matinée alors qu'une vache venant en cestrus le matin devra
I'étre en fin d'aprés-midi.

Une insémination strictement vaginale serait inefficace en raison de la faible quantité de semence
apportée. Une insémination intra utérine ne semble pas avoir d'intérét particulier d'autant
~qu'elle pourrait méme se montrer dangereuse : danger de traumatismes cervicaux lors d'un
cathétérisme complet, danger de contamination bactérienne intra utérine...

TECHNIQUE D’INSEMINATION DE LA VACHE
(Tainturier)
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5. Dépot de la dose d’lA dans le début du corps utérin a
Pentrée du col en poussant sur le mandrin de la sonde qui
pousse le bouchon coton de la paillette {comme un piston

de seringue) et vide son contenu
(la paillette est retenue dans la sonde par la gaine sanitaire

Les résultats : efficacité de I'insémination artificielle

Les statistiques établies par les centres d'insémination artificielle permettent de mesurer l'efficacité de
la méthode par le taux de non-retour en chaleurs pendant la période 60 & 90 jours suivant I'LA.
Au-dela de cette période on estime que le retour en chaleur est dii non pas & un échec de I'LA.
mais a un avortement embryonnaire vrai en relation avec |'état de santé de la femelle (ou aux erreurs

de surveillance
N.B. : Le taux a 80-90 jours est supérieur de 8 points au résultat du palper transrectal a 3 mois.

Calculé par le centre pour une période définie (30 jours) ol se sont déroulées des inséminations, ce
taux est égal au pourcentage de vaches inséminées dans la période et qui n'ont pas été ré
inséminées au plus tard 90 jours aprés |A (période de surveillance).

Cet indice est suivi de trés prés par les centres d'insémination en particulier vis a vis de la qualité
des lots et de chaque inséminateur qui connait réguliérement le taux de réussite des résultats des
vaches qu'il a inséminées. Les statistiques donnent un taux de réussite qui se situe autour de 60 %.




B - LE TRANSF ERT D’EMBRYON DANS L’ESPECE BOVINE

Définition - Terminologie

Le transfert embryonnaire est la méthode de reproduction artificielle qui consiste a prélever un ou
plusieurs embryons sur une femelle "donneuse” ayant été soumise a un traitement préalable de
super ovulation et a les transférer dans l'utérus d'une ou plusieurs femelles "receveuses" dont le
cycle est synchronisé sur celui de la donneuse (ou sur l'dge de I'embryon au moment de la
congélation lorsqu'il y a eu cryoconservation), 'embryon poursuivant son développement jusqu'au
terme chez la receveuse.

Cette méthode de reproduction permet donc :
- une multiplication de la descendance d'une femelle en particulier.
- une disjonction des fonctions de "mére génétique” et de "mére utérine".
- des interventions sur 'embryon (décontamination, congélation, manipulation, sexage..)

L'organisme transféré est habituellement agé de moins de 9 jours : il s'agit donc,
théoriquement, encore d'un oeuf.

L'usage a cependant consacré le terme d'embryon et on parle indifféremment de :
- Transfert d'embryon
- Transplantation embryonnaire

Les Anglo-saxons utilisent le terme "Embryo-Transfer" ou les initiales M.O.E.T pour "Multiple
Ovulation and EmbryoTransfer".

I - Intéréts et développement actuel du transfert d'embryons chez les bovins
A - Intéréts génétiques
1 - Optimisation des schémas collectifs de sélection

* Méme avec un taux important de réussite, le nombre de descendants que pourra avoir en un
an une femelle soumise & des récoltes répétées d'embryons sera toujours sans commune mesure
avec le nombre de descendants que peut avoir un taureau grace a linsémination artificielle (500
doses par ¢jaculat contre 5 4 6 embryons par récolte) : 'augmentation du progrés génétique annuel
du cheptel passera donc toujours par I'optimisation du choix du taureau d'insémination.

*= Le principe consiste principalement a réduire lintervalle entre génération dans des
dispositifs concentrés sur l'effectif réduit d'une élite en noyau fermé : embryons prélevés

sur de possibles futures méres a taureaux (ascendance d'élite) dés la puberté de fagon a disposer
de leurs jeunes taurillons préts a rentrer en station lorsqu'on effectuera le choix des meéres a
taureaux a leur 6éme mois de lactation. Les simulations montrent que le gain de progrés
génétique peut étre de 20 %.

» D'autres améliorations possibles sont, en comparaison, d'une moindre efficacité sur le
progrés génétique, par exemple réduire le nombre de mére a taureaux. On pratique une récolte
d'embryons sur chaque mére de fagcon a obtenir plus sirement le veau male escompté & soumettre
au testage. Théoriquement, ['augmentation du progrés génétique annuel est faible : + 5 % avec 3 a
5 veaux par an et par mere collectée. |l faudrait obtenir 20 veaux par vache et par an pour
progresser de 15 %, ce qui est peu réaliste.




- 2 - Diffusion plus facile et plus sire des génes

Le transport des embryons d'un continent a l'autre est plus facile, moins colteux que celui des
reproducteurs. Il permet I'établissement immédiat d'un noyau de race pure. :
L'embryon bénéficie d'un statut sanitaire privilégié tant qu'il reste protégé dans sa zone pellucide :

‘en dehors de I'éventualité d'une intégration d'un génome viral au génome de I'csuf, I'embryon

ne constitue pas un vecteur de germes a condition que la pellucide soit intégre, que des lavages
répetés aient éliminé les germes éventuellement adsorbés & sa surface et qu'aucune
contamination ultérieure n'intervienne (lors de la conservation et de la mise en place en particulier).
Les garanties sanitaires sont plus faciles a apporter a l'introduction d'embryons qu'a I'importation
de reproducteurs.

3 - Multiplication de la descendance de femelles de "grande valeur” :

Cas des femelles de grande valeur génétique (irés bon index laitier avec bon coefficient de
détermination) ou de femelles de grande valeur commerciale (femelles importées a grands frais
pour faire souche aux USA).

Dans un troupeau, le schéma classique est de faire porter les embryons des vaches les
mieux indexées par les autres. '

Entre troupeaux, le transfert permet de mettre en vente des embryons issus d'animaux trés bien
indexés ou ayant remporté des titres a différents concours (aspect spéculatif)

Cette application connait un développement certain dans un nombre relativement limité d'élevages,
au niveau technique (et économique) relativement élevé et se fait principalement sur des
arguments commerciaux, avec la part dirrationnel que cela comporte (vouloir posséder des
descendantes d'une "championne").

Les aspects économiques de |'opération apparaissent aléatoire : statistiquement on peut admettre
qu'il faut acheter 4 embryons pour obtenir une femelle (50 % de réussite, en premiére
approximation, et une chance sur deux d'obtenir un méale) et y ajouter le colt des transplantations
et le prix de I'élevage de la génisse obtenue jusqu'au vélage, le total étant & mettre en balance
avec le prix d'une génisse inscrite préte a véler.

4 - Sauvegarde d'un patrimoine génétique :

Par la congélation d'un nombre suffisamment important d'embryons d'une race menacée
d'extinction et réimplantation lorsque la nécessité économique de sa résurgence se fera jour.

(N.B. congeélation de la semence permet déja une telle reconstitution par croisement
d'absorption plus longue mais plus simple).

Le statut sanitaire des embryons permet également, lors de linfection d'un troupeau d'élite
(brucellose ou leucose par exemple), d'envisager la sauvegarde du troupeau par embryons
“interposés avant de pratiquer l'abattage nécessité par un réglement sanitaire.

B - Autres intéréts :

lIs sont trés théoriques et peu mis en ceuvre
* Valorisation des races a aptitudes maternelles : embryon "culard” chez

mére a bonne aptitude de vélage et maternelle.
= Changement d'orientation d'un troupeau : un éleveur décidant de changer de

vocation (spécialisation lait & spécialisation viande) peut choisir dimplanter toutes ses
reproductrices avec des embryons de la nouvelle race a exploiter.




C - Développement en France

27 000 transferts ont donné naissance a 16 200 veaux et 6 680 récoltes auraient
été pratiquées en France en 1995; 32 500 transferts (dont 55% en frais) et 6700
collectes en 1996. Le colt du transfert oscillerait entre 250 € et 400 € HT (éventuel
achat de I'embryon non compris).

La principale limitante technique au transfert d'embryon reste donc le faible niveau moyen et la
grande variabilité des résultats de super ovulation.

lI- Modalités techniques du transfert d’embryon

3 temps successifs distincts :

- La production des embryons
- L'examen des embryons et leur conservation
- La mise en place des embryons

Leur chronologie peut varier selon quil y a, ou non, conservation des embryons par
congélation.

A - La production des embryons

Le protocole devra étre synchrone de la préparation des receveuses lorsqu'il y aura mise en
place d'embryons frais.

1 - Préparation de la (ou des) donneuse(s)

Choix de la donneuse

- Le choix de la (ou des) donneuse(s) se fait primitivement selon le motif de la transplantation

embryonnaire (cf. supra : type gené’uque ou race choisie, index et coefficient de determlnation
optimum pour le caractére privilégié, aptitude particuliére ou générale.)

Il se fait ensuite sur des exigences physiologiques et sanitaires en vue d'optimiser les
conditions de la réussite du traitement super ovulatoire et de la fécondation :

Le traitement super ovulatoire

Au cours d'un cycle normal, on estime généralement qu'une vingtaine de follicules débute une
croissance mais qu'un seul la poursuivra jusqu'a l'ovulation, les autres dégénérant. Le but du
traitement est de stimuler la croissance de tous ces follicules en développement (et si possible
d'en augmenter le nombre) pour les conduire jusqu'a l'ovulation. L'enjeu de cette phase est
crucial puisqu'elle conditionne le nombre primitif d'ovules pouvant devenir embryon.

Le traitement est administré a des vaches donneuses cyclées, entre 8 a 10 jours aprés
'observation des chaleurs.

Deux types de produits a activité folliculostimulante sont utilisés dans la pratique vétérinaire :

'eCG et la FSH

= L’eCG, anciennement PMSG est une hormone gonadotrope, de nature protéique qui
présente une double activité FSH et LH. Sa persistance métabolique permet de procéder a
une ‘seule injection d'une dose adaptée pour obtenir une réponse de super-ovulation
satisfaisante. Une injection d'anti eCG peut limiter dans le temps I'action de I'hormone.

= Les "FSH" La FSH, également de nature glycoprotéique, se trouve caractérisée par une
durée de demi-vie trés courte, de l'ordre de 5 ou 6 heures, ce qui nécessite des
injections répétées pour obtenir une stimulation efficace (2 injections quotidiennes
pendant 4 jours).
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Les modalités d'utilisation des hormones :

Un traitement prostaglandine est administré au 3°™ jour de Fadministration de FSH suivi, 48
heures aprés PGf2a, d’'une injection de GnRH. Cette derniére injection est suivie, 12 h et 24
heures apres, de 2 |A. Les vaches présentant plus de 2 corps jaunes seront prélevées 7
jours apreés la premiére insémination. :

Les résultats de la super-ovulation sont trés variable avec, en particulier une proportion importante
de réponses nulles ou faibles qui ne justifient plus la poursuite des opérations de récolte de telles
donneuses. Un suivi de la croissance des follicules peut étre réalisé par échographie. Cet examen
peut déboucher sur une décision de non-inséminationn de la donneuse.

2 - La fécondation

On procéde généralement a 2 IA, en raison de ['étalement des ovulations, a 12 h et 24 h aprés
le début des chaleurs.

3 - La récolte des embryons

En pratique, la récolte se fera a J7 ou J8 (JO étant le jour des chaleurs) dans les cornes utérines.
Entre J2 et J4 - J5, les oeufs circulent dans 'oviducte et seules des techniques chirurgicales fines
permettent de les y prélever. A partir de J9, il y a rupture de la pellucide avec sortie active du
blastocyste. L'embryon devient alors plus fragile et surtout vulnérable aux contaminations.

Afin de ne pas entreprendre une récolte sur des animaux dont la réponse est nulle ou faible,
un examen des ovaires par palper transrectal ou par échographie permet de dénombrer les corps
jaunes, témoins des ovulations effectives (ne pas confondre avec d'éventuels gros follicules
kystiques).

Les méthodes de récolte

La récolte par voie chirurgicale se fait par les voies d'abord chirurgicales classiques de l'appareil
génital femelle. Méthode précise, mais lourde et qui, en raison des adhérences cicatricielles a
eviter, limite le renouvellement de l'opération sur une méme donneuse dont la vocation est
precisément de continuer a produire des embryons.

La récolte par voie cervicale est le seule mise en oeuvre en pratique et se fait au moyen d'une
sonde 3 voies qui, compte tenu du délai depuis la chaleur, nécessite la préparation d'un passage
par une sonde dilatatrice du col. Une voie permet de gonfler un ballonnet périphérique a la sonde
qui fixe celle-ci a la corne en l'obturant. Une seconde voie, au- dela du ballonnet, permet
Iinjection du milieu de perfusion ("flush") qui, en drainant la corne a rebours vers la jonction
utero-tubaire, entrainera les embryons vers la troisiéme voie de récupération placée a I'extrémité
de la sonde.

L'opération est renouvelée sur l'autre corne dans un second temps. Le liquide de perfusion
= milieu tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) 350 a 400 ml pendant 30 a

40 minutes par corne. Simple dans son principe, demande apprentissage et pratique

fréquente.

Les embryons collectés font I'objet d'une sédimentation puis d'un comptage des embryons sur
boite de Pétri a fond quadrille. 70 a 80% des embryons sont généralement récoltés (8 a 9
embryons pour 12 ovules pondus).




B - Examen et conservation des embryons

1- Examen s
» Lavage et décontamination :
L'embryon dans sa membrane pellucide est a I'abri des contaminants externes. Par contre, une
possible contamination de la pellucide par adsorption a sa surface peut étre redouté : une succession
de lavage selon un protocole codifié ( et soumis a un contréle officiel) permet de lever cette suspicion

2 - Appréciation de la viabilité morphologique :
En raison de la forte liaison entre la qualité du développement de I'embryon et sa viabilité¢, un
examen attentif de I'embryon permettra de réduire les échecs a la transplantation et donc le codt

global de I'opération.

Caractéres recherchés :

- Segmentation en cours (élimine les ovules non fécondés),

- Intégrité de la pellucide,

- Détermination du stade de développement et comparaison a 'age réel de I'embryon,
- Recherche de signes de dégénérescence cellulaire.

Résultats par notation sur grille synthétique et élimination au seuil convenu (jugement
subjectif) : 15 & 20 % des vaches donnent des d'embryons non transférables

Compte tenu des non-réponses aux traitements super ovulatoires 25 a 30 % des
donneuses peuvent se révéler improductives (lourd !). Le % d'élimination trés variable
: 0 a 100 %, en moyenne 5 4 6 embryons transférables (sur les 8 ou 9 récoltés)

3 - Conservation

En frais
- Ne pas dépasser 6 heures entre récolte et mise en place si conservé a 20°C
- 16 4 24 heures si maintenu a 37 °C dans liquide de culture
-2 a4 jours maintenus entre 0 et 4 °C

Congélation
- Choix sévere : 0 défaut
- Glycérolisation dans milieu PBS + 10% glycérol pendant 20 minutes a 20 °C
- Conditionnement dans milieu mis en paillette
- Température abaissée jusqu'a -7°C {milieu en état de surfusion)
- Induction de la cristallisation (choc) fait remonter a -4 °C puis rééquilibration a -7 °C
- Baisse trés lente de la température : 0,3 °C/mn jusqu'a -30/-35°C puis jusqu'a -196°C
rapidement.

Décongélation
Elle se fait directement au bain-marie a 37 °C

C - Mise en place des embryons

1 - Préparation des receveuses
Choix : Rassembler le plus d'éléments favorables au démarrage de la gestation.
Choix préférentiel de génisses, pubéres a CyCllClté réguliere, a bon développement et bon é&tat
général (les résultats sont supérieurs de 10 & 15 % & ceux des vaches).
Chez les vaches receveuses, méme contraintes que pour vaches donneuses (qualité de I mvolutlon
utérine et de I'équilibre énergétique en particulier).
Nombre (transfert d'embryons frais) : peu prévisible (cf. + haut) proposmons de 12 génisses
pour 2 donneuses.
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"

" Synchronisation: I'embryon doit étre transplanté dans un utérus au méme stade du cycle que celui

qu'il a quitté :
- en embryon frais, synchronisation des donneuses sur les receveuses,
- en embryon congelé, mise en place dans le cycle en fonction de I'age de I'embryon
Iors de la congélation.

2 - Mise en place
Dans la corne contigué a l'ovaire portant le corps jaune pour un meilleur résultat
(détermination par palper transrectal).
Par voie chirurgicale : préparation du flanc du coté du corps jaune, laparotomie, perforation
de la corne au 1/3 cranial =>dépot de I'embryon dans la lumiére de la corne. Voie permettant de
bons résultats d'emblée mais plutét réservée a un travail en station

Par voie cervicale : plus simple, plus rapide mais plus délicate (apprentissage avant d'avoir
de bons résultats). A l'aide d'un pistolet d'lA modifié, mise en place de I'embryon conditionné en
paillette le plus haut possible dans la corne utérine sans léser la muqueuse de l'utérus.
Nécessite le cathétérisme du col, difficile surtout chez génisse.

D - Résultats

Taux de gestation par voie cervicale : 50 & 60 %, 60% et plus par voie chirurgicale. Embryon
congelé = - 10 % / frais (malgré le choix plus sévere sur les embryons).

Le sexage de I'embryon, se fait au prix d’un petit traumatisme de I'embryon qui va réduire ce taux
de réussite. Au total, a partir d'un méme nombre d’embryon non sexés, et au prix supplémentaire
du sexage, on obtiendra un plus petit nombre d'individus du sexe désiré.
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