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1. INTRODUCTION

Les pays du Sud disposent de 70% du cheptel bovin et de buffles du
monde mais ne produisent que 29% de la viande et 23% du lait (Jahnke, 1988).
Ils ont également 64% du cheptel ovin et caprin mais ne produisent qu'en
moyenne 54% de viande (Hoste, 1987 cité par Jahnke, 1988). Bien que le bétail
joue un rôle primordial dans l'économie agricole de la plupart des pays africains
comme source de protéines et de capitaux et fait partie intégrante de leur vie
socio-culturelle (Adu et Lakpini, 1989), sa productivité en viande bovine et de
petits ruminants est estimée à 15 et 4,6 kg/tête/an par rapport à 79 à 6,5
kg/tête/an, respectivement, pour les pays du Nord (Hoste, 1987 cité par Janhke,
1988). La productivité laitière est beaucoup plus faible dans les pays du Sud et
est estimée à environ 90 litres/tête/an par rapport à 900 litres/tête/an dans les
pays du nord (Tacher, 1982 cité par Jahnke, 1988). D'où l'importation massive
des produits laitiers en Afrique (Mbogoh, 1984 ; Seyoum, 1989) pour combler le
déficit entre la forte demande et l'offre.

Cette faible productivité laitière et bouchure en Afrique tropicale malgré
son cheptel pléthorique est attribuable aux faibles taux'de fécondité des femelles
(44-66%), aux mortalités accentuées des jeunes (10-40%) et à l'âge trop avancé de
la première mise-bas (4-5 ans) des races locales (Lhoste, 1968 ; Carew et al. 1986;
IRZ/GTZ, 1989 ; Tawah et Mbah, 1989). En raison de sa diversité écologique,
l'Afrique tropicale présente de nombreuses races bovines, ovine.s et caprines
indigènes (Brumby et Trail, 1986) dans des systèmes de production variables dont
la productivité ne semble pas en rapport direct avec la croissance démographique
galopante et la demande toujours croissante en protéines animales de la région
(Ademosun, 1980). Cette situation est accentuée par la dégradation poussée de
la zone de pâture (IRZ/GTZ, 1989 ; Seyoum, 1989) et l'infestation persistante de
cette zone par la mouche tsé-tsé (IRZ/GTZ, 1989).

L'objectif majeur est de dégager le bilan des efforts d'amélioration
génétique du bétail dans la région de l'Afrique tropicale comme un cas de pays
du sud et de proposer des stratégies appropriées à mettre en place à l'avenir.
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2. L'ENVIRONNEMENT

Le phénotype (la performance) d'un animal étant fonction de son génotype
et de son environnement, un schéma de la situation de l'environnement en
Afrique tropicale est indispensable, ce milieu écologique étant très variable.
L'Afrique tropicale est caractérisée par des zones arides, des hauts plateaux
tempérés, des savanes aux grandes herbes et des forêts humides. Cette diversité
écologique se reflète au niveau des nombreuses races bovines, ovines et caprines
et de la répartition de leurs effectifs (Tableaux 1 et 2).

Tableau 1 : DISTRIBUTION DES POPULATIONS HUMAINES ET ANIMALES EN AFRfQUE
SUBSAHARIENNE SELON LES ZONES ECOLOGIQUES (en millions)

Zone écologique

Aride
Semi-aride
Subhumide
Humide
Hauts plateaux

Superficie (km2)

8,3
4,0
4,8
4,1
1,0

Humains

24,8
65,7
59,4
50,3
38,0

Bovins

31,6
45,4
32,7
8,8

29,0

Ovins

37,1
23,2
14,2
8,2
24,4

Caprins

48,3
33,2
20,3
11,6
11,9

Source : Jahnke (1987, Cité par Brumby et Trail, 1986

Tableau 2 : DISTRIBUTION DE BETAIL EN FONCTION DE LA REGION ET DE LA
SUPERFICIE

Région d'Afrique

Afrique du Nord
Afrique de l'Ouest
Afrique Centrale
Afrique de l'Eût
Afrique Australe
TOTAL

«Total

Superficie (km9)

5,718,710
6,394,342
6,611,256
7,682,439
3,830,210

30,129,957

Bovins ('OOO)

5,718,3
22,468,6
10,796,8
67,050,9
15,124,2

121,168,8

77,26

Ovins ('000)

4,324,6
3,889,0

542,7
6,863,7
3,516,6
19,135,6

12,26

Caprins C0O0)

1,216,0
6,309,6

903,4
7,246,5
1,130,6

15,806,1

10,12

Source : Adenyi (1989)

La zone aride a une très longue saison sèche, une température estivale
dépassant le plus souvent 40°C et une forte variation journalière et saisonnière.
Les contraintes majeures pour l'élevage sont donc la chaleur, la distribution et
la quantité annuelles d'eau irrégulière et la quasi-absence de pâturage en saison
sèche. Les espèces principales rencontrées ici sont les zébus (bovins), les sahéliens
(ovins) et les Soudano-désertiques (caprins). La savane a, quant à elle, un
pâturage très abondant en saison des pluies mais de faible valeur nutritive en
saison sèche (Ingawa et al., 1989 : Ndikum Moffor et al., 1990). En plus des
tiques et des maladies transmises par elles, la dermatose de même que les
parasites internes provoquent des pertes énormes dans cet élevage qui est en
grande partie traditionnel. Il y a aussi recrudescence des glossines qui
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transmettent la trypanosomose dans cette zone supposant donc à l'élevage du
bétail non-trypanotolérant lorsque leur densité devient forte.

La zone forestière humide présente en permanence les fourrages grossiers
et de médiocre qualité. Son atmosphère humide et chaude sans grande variation
joue un rôle limitant pour les animaux déjà livrés à une intense agression
parasitaire interne et externe. La présence dans cette zone de poches de galeries
forestières et des forêts denses favorise l'apparition de la mouche tsé-tsé
(glossine), vecteur des trypanosomes. D'où l'existence des taurins de petite taille
tels les N'Dama et les bovins à courtes cornes (West African Shorthorn).

3. LES SYSTEMES DE PRODUCTION

L'élevage en Afrique est surtout pratiqué à l'échelle de la petite
production de subsistance à prédominance lait dans des exploitations mixtes ou
des troupeaux pastoraux. De ce fait, deux mondes principaux d'élevage sont
pratiques en Afrique : un système d'exploitation traditionnel et un système
d'exploitation moderne. Le système d'exploitation traditionnel comprend le
pastoralisme et l'agro-pastoralisme (Ademosun, 1980 ; IRZ/GTZ, 1989) alors que
le ranching fait partie du système d'exploitation dit moderne (tableau 3). Le
Tableau 4 montre la prépondérance de l'agro-pastoralisme suivi par le système
mixte. Le Tableau 5 indique quelques paramètres de production des systèmes
traditionnels et de ranching dans quelques pays de la sous-région. Ceci montre
que le système de ranching, quand il est suivi et bien organisé, est supérieur au
système traditionnel.

Alors que dans l'agro-pastoralisme le bétail constitue un moyen indirect
de production agricole (culture attelée, fumure), se nourrissant des résidus de
récolte et demeurant comme garantie de revenus en cas de mauvaises récoltes,
le revenu des pastoralistes vient essentiellement de l'exploitation du bétail, des
ventes ou des échanges (Adu et Lakpini, 1989). Peters et Thorpe (1989) estiment
que la traction animale représente environ 40% de la valeur de la production
alimentaire et non-alimentaire brute des bovins devant la viande (35%), le lait
(20%) et le fumier (5%). Les systèmes traditionnels de production en Afrique sont
généralement caractérisés par une mobilité élevée, un investissement faible
(faibles intrants d'élevage), une libre pâture dans des pâturages communaux, une
quasi-absence de complémentation en saison sèche, une détérioration poussée des
pâturages (effets des feux de brousse et de surpâturage), une mortalité élevée des
veaux (17%), un faible taux de vêlage (44%) et des troupeaux de petite taille (62
têtes) (IRZ/GTZ, 1989). La faiblesse de productivité de la plupart des systèmes de
production peut être attribuée à la quasi-absence de techniques modernes de
gestion, de stocks améliorateurs et d'aliments de bétail, et à l'absence
d'institution pour le transfert efficace des technologies nouvelles et d'une
éducation informelle adéquate (IRZ/GTZ, 1989).
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Tableau 3 : CLASSIFICATION DES SYSTEMES DE PRODUCTION EN AFRIQUE
SUBSAHARIENNE

Système

Traditionnel

Moderne

Sous-Système

Pastoral

Agro-pastoral

Agricole

Urbain

Ranching

Feedlot

Station

Type de système

Noroadique/Benii-
sédentaire

Transhumant/
sédenUire

Sédentaire

Sédentaire

Sédentaire

Sédentaire

Sédentaire

Facteurs de
production

Terrain

Terrain
Main-d'oeuvre

Main-d'oeuvre
Terrain

Main-d'œuvre

Terrain
Capitaux

Capitaux
Main-d'oeuvre

Terrain
Main-d'oeuvre
Capitaux

Source alimentaire

Pâturage

Pâturage
Résidu de récolte

Résidu de récolte
Résidu Ménager
Pâturage

Résidu Ménager
Aliments

Pâturage
Fourrage

Aliments
Fourrage

Pâturage
Fourrage
Aliments

Source : Wilson (1986, Cité par Osinowo et Abubakar, 1989).

Tableau 4 : DISTRIBUTION DU BETAIL EN FONCTION DES SYSTEMES DE PRODUCTION

Système de production

Ranching
pastoralisme
Agro-pastoral isme
Système mixte

Unité de bétail (x 106)

8
29
74
32

Pourcentage

6
20
51
23

Source : Brumby et Trail (1986)
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Tableau 5 : ETUDE COMPARATIVE DES PARAMETRES DE PRODUCTION DES DEUX
SYSTEMES DE PRODUCTION DANS QUELQUES PAYS AFRICAINS

Pay.

Mali

Nigeria

Ethiopie

Bostwana

Race
Système

Zébu peul soudanais
Traditionnel
Ranching

White Fulani
Traditionnel
Ranching

Boran
Traditionnel
Ranching

Tawana
Traditionnel
Ranching

Taux de
vêlage (%)

64
77

46
89

SB
78

46
74

Naissance

17
21

20
24

20
25

26
31

Poids (kg

Sevrage

SE
79

SS
96

SS
180

120
180

2 ans

125
220

140
245

ISO
26S

260
360

4 ans

200
280

240
350

260
420

300
400

Source : Brumby et Trail (1986)

Pourtant, les races indigènes produisent suffisamment de lait pour
nourrir leurs jeunes, sont aptes à parcourir de longues distances à la recherche
de l'herbe verte et de l'eau et ont acquis un certain degré de tolérance (résistance)
aux facteurs climatiques et aux maladies (Ngere, 1982 ; Mbah, 1982a,b ; Mbah,
1984). Selon de Leeuw et al. (1984), les stratégies de production, en dépit d'efforts
de développement destinés à ouvrir le monde pastoral à l'économie marchande,
demeurent essentiellement axées sur la satisfaction des besoins de subsistance,
par conséquent, les taux d'écoulement continuent à être relativement faibles
(ventes d'animaux = 9,3 kg/ha/an, abattage de subsistance = 1,8 kg/ha/an, lait de
subsistance = 14,8 kg/ha/an et accroissement du troupeau = 17,6 kg/ha/an). Le
Tableau 5 montre quelques paramètres de production animale dans certains
systèmes de production de la région. Les résultats montrent une variabilité
considérable dans les paramètres de production de ' certains systèmes de
production. Selon Peters et Thrope (1989) les petits exploitants et les pasteurs
visent à maximiser le rendement par unité de surface de la terre plutôt que la
productivité par tête de bétail. Une solution à court terme devra donc être une
meilleure gestion (management) avec une meilleure couverture sanitaire et une
meilleure alimentation, alors que les stratégies d'amélioration génétique seront
de long haleine en raison de la lenteur de ce processus (Ngere, 1982 ; Mbah,
1989).
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Tableau 6 : PARAMETRES COMPARATIFS DE PRODUCTION ANIMALE DANS CERTAINS
SYSTEMES DE PRODUCTION

Région/Système

Borana (pastoral)
Maaaï (pastoral)
Mali (transhumant)
Adamaoua (pastoral)
Adamaoua (agropastoral)
Adamaoua (ranch)
ranch laikipia (parcours)
Ranch Abemossa, Ethiopie
Ranch Alice Springs
Ranch Barkley, Tablelands

Taux de
vêlage (%)

75
76
56
43
42
49

52-83
70-78
72-77

67

Morta-lités
des veaux
(*)

10-23
8-10
28
21
14
12

5-24
S

5-10
5-10

Pourcentage de femelles
dans las troupeaux

Adulte

42
33-45
41-42

38
38
37
42

Total

66
68-73
65-68

62
73
59
66

Biomasse
animale totale
(kg PV/ha)

64-73
36-89

63-125
140
16"
13*

a Calculs fondés sur la superficie pâturée.

Source : Cossins (1985) 1BZJGTZ (1989).

Environ 75% du bétail africain appartient aux petits exploitants qui
vivent essentiellement de leurs récoltes et tirent de l'élevage le plus gros de leurs
revenus, alors que les 25% restants sont aux pasteurs pour qui l'élevage assure
à la fois la subsistance et la source de revenus (Brumby et Gryseels, 1984). Les
petits exploitants et les pasteurs ont comme objectif majeur la satisfaction des
besoins familiaux (IRZ/GTZ, 1989). La petite exploitation traditionnelle
continuera donc à prédominer en Asie comme en Afrique, surtout que les paysans
et les pasteurs élèvent leurs animaux pour de multiples raisons : production de
lait, de viande et de fumier, force de traction et épargne monétaire (Brumby et
Gryseels, 1984). Les principales sources de l'énergie nécessaire pour la production
de lait dans le système de gestion traditionnel des pays africains restent les
pâturages naturels, les parcours et les prairies, les résidus des cultures et les
herbes poussant le long des galeries forestières (Brumby et Gryseels, 1984). En
effet, environ 70 à 90% de la population de ruminants en Afrique sont en
pâturage et le lait est leur principal produit. Par conséquent, les petits
producteurs auront tendance à se regrouper au sein d'associations à caractère
coopératif (Brumby et Gryseels, 1984 ; IRZ/GTZ, 1989) comme c'est le cas dans
le cadre du projet laitier Camerouno-Canadien à Ngaoundéré et de la coopérative
laitière de Bamenda (Bamenda Dairy Cooperative) au Cameroun. -

4. QUELQUES RACES EN AFRIQUE

Le principal bétail africain reste les bovins à prédominance de zébus suivi
par les ovins et les caprins (Ademosun, 1980 ; Adeniji, 1989 ; IRZ/GTZ, 1989). Les
bovins africains fournissent la majeure partie de la viande consommée en Afrique
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(Chabeuf, 1967). Les plus importantes races bovines sont classées en trois
groupes principaux (Mason et Maule, 1960 et Epstein 1971 cité par Brumby et
Trail, 1986) suivants : (a) Les zébus à bosse tels que le zébu Gobra du Sénégal,
le zébu Maure de Mauritanie et du Mali, le zébu peul blanc du Niger et du
Nigeria, le zébu Bororo du Nigeria, du Cameroun , du Tchad et de la République
Centre Africaine (RCA), le zébu Foulbé du Cameroun, du Nigeria et de la RCA,
le zébu sahélien du Tchad et du Niger, le zébu malgache , le petit zébu d'Afrique
de l'Est, etc; ; (b) les taurins sans bosse des zones à tsé-tsé tels que les bovins
hamitiques à longues cornes (Hamitic Longhorn) représentés par la race NDama
et le bétail à courtes cornes (West Africain Shortorn) représentés par les races
Baoulé, Lagune, Somba, Muturu, Bakosi, Logone, Toupouri (Kouri), Borgou,
Namchi (Daoyo) et Kapsiki de l'Afrique de l'Ouest et de l'Afrique Centrale ; et (c)
les petits Sanga à bosse cervico-thoracique des savanes du Sud et de l'Est.

En plus, les bovins de races exotiques introduites en Afrique se
répartissent en trois grands groupes (Brumby et Trail, 1986) suivants: (1) les
zébus d'Asie (Sahiwal, Brahman, Sindhi, etc.) ; (2) les races laitières et bouchères
européennes (Montbéliarde, Holstein, etc.) ; et (3) les hybrides zébus-exotiques
(zébu, taurin) représentés par les Bonsmara, Santa Gertudis, Wakwa, Renitelo,
etc.

De nombreuses races bovines améliorées ont déjà été introduites en
Afrique et à Madagascar (Chabeuf, 1967) comme : (1) les races Tarentaise,
Charolaise, Normande et Pie Rouge de l'Est importées en Afrique Occidentale
Francophone avant 1958 ; (2) les races Jersey et Rouge des steppes de
Yougoslavie introduites au Mali ; (3) les races Alentejana, Salamanquina,
Mirandesa, Charolaise, Ayrshire, Jersey, Durham, Schwytz et Hereford
introduites dans l'île de Sao Tomé ; (4) les races Frisonne, Normande, Schwytz,
Tarentaise, Bretonne, Limousine et Afrikander introduites à Madagascar ; et (5)
les races Tarentaise, Charolaise, Limousine, Salers, Angus, Normande,
Montbéliarde, Frisonne et Jersey introduites au Cameroun.

L'Afrique compte plus de 22% des petits ruminants répartis dans toutes
les zones écologiques (tableau 2). Les races ovines et caprines sont présentées au
tableau 7. Ces petits ruminants font partie vitale du système pastoral et agricole
en Afrique, car ils sont utilisés pour satisfaire la plupart.de besoins familiaux
bien qu'ils jouent un rôle secondaire par rapport à l'élevage bovin (IRZ/GTZ,
1989). Les petits ruminants se retrouvent le plus souvent dans des zones exclues
de boeuf à cause la présence des parasites tels les glossines. Par conséquent, ils
sont soupçonnés d'être trypanotolérants. A cause de leur petite taille, de leur
courte période entre génération, de leur potentialité d'utiliser toute qualité
d'aliments (résidus agricoles, résidus managers, etc.), de leur faible
investissement, les petits ruminants sont bien adaptés pour l'élevage à petite
échelle. Malheureusement, la recherche et le développement ont jusqu'à l'heure
actuelle abandonné les petits ruminants à eux-mêmes. Les principaux problèmes
qui se posent donc à la production de petits ruminants comprennent le faible
niveau d'exploitation des troupeaux, le taux de mortalité élevé des chevreaux et
des agneaux dû aux programmes sanitaires inappropriés, les services inadéquats
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de vulgarisation de l'élevage, et le peu de priorité accordé aux petits ruminants
dans les programmes nationaux de recherche et de développement (Adeniji, 1989).
Ces obstacles pourront être éliminés progressivement grâce aux programmes de
développement national élaborés par les divers gouvernements et les organismes
non-gouvemementaux.

Tableau 7 : LES RACES OVINES ET CAPRINES DE L'AFRIQUE

RACES OVINES

Djallonké

Yankassa
Ouda
Baiami
Souda no-dé «artique
Macina
Maure noir/blanc
Sahélien
Touareg
Torouke
Sardi,Tima hdite
Beni-Guil et Diman
Masai-rouge
Mouton à queue grasse
de l'Afrique de l'Est
Dorper
Blackhead Persian

ZONES ECOLOGIQUES

Humide et Sub-Humide

Sub-Humide
Sub-Humide et Sémi-aride
Sémi-aride
Sémi-aride et Aride
Aride et semi-aride
Ande '
Sémi-aride
Sémi-aride et aride
Sémi-aride
Méditerranéenne
Méditerranéenne
Sémi-ande

Sémi-aride
Sémi-aride
Semi-aride

RACES CAPRINES

Djallonké
Maradi (Sokoto Rouge)
Sahélien
Nubien

ZONES ECOLOGIQUES

Humide et Sub-humide
Sémi-aride
Aride et Sémi-aride
Riveraine

Source : Osinowo et Abubakar (1989) Lahlou-Kassi (1985) Kiwuwa (1985)

Des efforts timides au niveau de collecte, d'identification et de
caractérisation des races de ruminants en Afrique sont en cours dans certains
pays de la région (Ngere, 1985a,b ; Mbah et al. 1988a,b ; Osinowo et Abubakar,
1989 ; Tawah et Mbah, 1989). Apparemment, il existe de grosses lacunes dans les
données disponibles sur l'aptitude de la plupart des races locales (Osinowo et
Abubakar, 1989). Ces lacunes posent de problèmes sérieux sur le choix des races
à améliorer (Buvanendran et Johnson, 1982 ; Mbah, 1989b). Il conviendra donc
de faire des études comparatives sur les potentiels génétiques et l'adaptabilité de
la plupart des races locales (Vercoe et Frisch, 1982) pour faciliter la prise des
décisions appropriées en vue d'amélioration de l'élevage. En plus, l'évaluation des
races locales est nécessaire pour la conservation des races (Ansell, 1985) mais
cette évaluation doit avoir lieu dans les milieux où ces produits vont évoluer
(Tewolde, 1986 ; Mbah, 1989a) pour garantir une amélioration soutenable.
Actuellement, l'évaluation des races locales se fait largement aux stations de
recherches sous des conditions contrôlables et diverses (Vallerand et Branckaert,
1975 ; Ngere, 1985a,b,c, ; Bosch, 1985 ; Deciry, 1986 ; Mbah et al. 1988 a,b, ;
Tawah et Mbah, 1989).
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5. ETAT ACTUEL DE L'AMELIORATION GENETIQUE DU BETAIL EN
AFRIQUE

Cette amélioration génétique peut se faire de deux manières :
- répartition dans le troupeau des caractères favorables de certains de ces

animaux par la méthode de sélection,
- apport extérieur de caractères favorables par des animaux issus d'autres

troupeaux ou des animaux améliorateurs en utilisant la méthode de croisement.
La SÉLECTION. En fait, la sélection est pratiquée par les pasteurs

(IRZ/GTZ, 1989) mais selon des méthodes qui n'ont rien à envier aux techniques
modernes de sélection (Chabeuf, 1967). La sélection est une méthode
d'améliorateur génétique plus lente mais en exploitant les animaux déjà adaptés
à leur milieu, elle peut permettre un accroissement de productivité à la limite de
l'amélioration des conditions de production (pâturage naturel, ressources d'eau,
situation sanitaire et technique d'élevage). On peut avoir recours aux croisements
lorsque les conditions de production sont améliorées et la sélection a atteint ses
limites. Selon McDowell (1980), le progrès génétique de la sélection est très lent,
de l'ordre de 0 à 0,25% par an dans des conditions de production animale en
Afrique. Même dans des meilleures conditions de production, le progrès génétique
est estimé autour de 0,7 à 1,0% par an. la sélection ne peut donc se faire que
dans des conditions de production améliorées (Mbah, 1989a). Parce que le progrès
génétique diminue en fonction du nombre des caractères impliqués à la sélection
(l/nM) (Hazel et Lush, 1942), la recherche devra apporter des éclaircissements sur
les poids relatifs aux critères de sélection (traction animale, viande et lait),
surtout, comme l'éleveur en Afrique a des objectifs multiples.

La castration de mauvais mâles est une pratique de sélection des mâles
jugés aptes à multiplier ses progénitures dans le troupeau. Pour encourager la
sélection massaie au sein des troupeaux des pasteurs en Afrique, Chabeuf (1967)
propose les activités suivantes : (1) la prime aux éleveurs des animaux du type
recherché au cours des concours, foires, expositions, etc., comme c'est le cas en
Europe et en Amérique du Nord ; (2) le surpaiement temporaire des mauvais
produits pour favoriser leur élimination vers la boucherie, car il a été constaté la
présence, pendant une enquête de l'élevage en Adamaoua, Cameroun (IRZ/GTZ,
1989), de beaucoup de vieilles vaches dans la quasi-totalité des troupeaux ; et (3)
la sélection dans des établissements spécialisés mais dans des conditions du
milieu pas différentes des conditions normales de la région. La sélection se fait
à présent en station dans certains pays comme le Sénégal pour le Zébu Gobra, le
Mali pour le N'dama, le Madagascar pour le zébu malgache et le Cameroun pour
le zébu Foulbé.

Selon Timon (1987), la sélection devra être basée sur une définition claire
et précise des objectifs, une connaissance des valeurs génétiques (héritabilité,
répétabilité, corrélation génétique, etc.) des animaux à sélectionner, une
répétition chaque année et chaque génération de la sélection (sélection annuelle)
et une exploitation de jeunes animaux afin de maintenir la taille de troupeau,
réduire l'intervalle entre générations et maximiser/optimiser le progrès génétique.
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le progrès génétique est fonction de lliéritabilité, de la différentielle de sélection
et de l'intervalle entre générations.

La détermination des valeurs génétiques sus-mentionnées est contrecarrée
par le manque des infrastructures adéquates et des services d'appui efficaces et
fonctionnels nécessaires à la collecte et l'analyse des données et la diffusion
étendue de technologies nouvelles, et l'absence d'informations sur la généalogie
des animaux dans la gestion traditionnelle. En plus, la grande variation
phénotypique (30-60%) dans les races locales (Sands et McDowell, 1978, cité par
Timon, 1987) demande un troupeau de très grande taille (Peters, 1989) pour une
détermination des paramètres génétiques réels. Par exemple, selon Timon (1987),
il faut au moins un troupeau de 700 à 1.000 têtes pour avoir une différence
significative de l'ordre de 5% (pouvoir de test d'un seul côté étant 80% et
variation phénotypique de 35 à 40%).

Le CROISEMENT. Le croisement exploite à la fois l'avantage de
l'hétérosis chez les produits de croisement et la complémentarité des races
impliquées, visant l'amélioration de la performance, soit de la production laitière,
soit de la production bouchère, soit les deux à la fois, de troupeau fondateur et
par conséquent l'augmentation de revenu des producteurs. Le croisement est une
méthode d'amélioration plus rapide que la sélection (McDowell, 1980) mais chère
et donc maintenant un planning méticuleux en s'assurant que l'environnement
peut supporter les nouveaux génotypes. En Afrique, de très nombreuses races
bovines améliorées ont été importées (Chabeuf, 1967 ; Ngere, 1985b) mais ces
importations n'avaient pas pris en compte une caractérisation et une sélection
préalable des races bovines locales comme c'était le cas au Cameroun (Chabeuf,
1967). Au Nigeria, Ngere (1985b) a constaté que les produits de croisement (FI)
entre les "White Fulani" et soit les Frisonnes, soit les Charolaises, soit les Santa
Gertrudis avaient un gain moyen quotidien plus élevé et étaient les meilleurs
transformateurs. Selon les données disponibles, les métis sont supérieurs aux
races indigènes en ce qui concerne le poids à la naissance, le poids au sevrage, le
taux de croissance, le rendement carcasse et la performance de reproduction
(Lhoste, 1968 ; Bauer, 1973; Salazar, 1973 ; Piasse, 1973 ; Ngere, 1985b ;
Olayiwole et Adu, 1989, Tawah et Mbah, 1989 ; Tawah et al., 1990), alors que les
races locales les emportent sur la performance de l'adaptabilité avec un taux
réduit de mortalité et de morbidité dues aux conditions de milieu (Bauer, 1973;
Salazar, 1973 ; Piasse, 1973 ; Ngere, 1985b ; de Vaccaro, 1990).

Les données sur la production laitière des croisés zébus africains (White
Fulani, Red Fulani, Zébu Foulbé) et taurines exotiques (Frisonne, Jersey,
Montbéliarde) n'ont pas révélé la présence de l'hétérosis (Ngere, 1985b, Mbah et
al., 1988b). Néanmoins, la production laitière augmente progressivement au
niveau du sang exotique dans les métis jusqu'à 75% de sang. (Ngere, 1985b :
Madalena, 1981). L'augmentation de sang exotique est suivi par une
augmentation de taux de mortalité et la diminution de la productivité si la
gestion n'est pas intense (Ngere, 1985b ; Mbah et al., 1988b ; Tawah et Mbah,
1989 ; Tawah et al., 1989a).

128



Dans une revue des rapports sur les croisés laitiers dans les tropiques,
Syrstad (1989) a constaté une détérioration dans la performance des métis FI aux
métis F2 et autres produits secondaires dans tous les caractères étudiés. Il a
constaté que l'âge au premier vêlage et l'intervalle entre vêlages ont augmenté
par 2,3 mois (7%) et 26 j (6%), alors que la production laitière et la durée de
lactation ont diminué de 452 kg (24%) et de 12 j (4%), respectivement. Ces pertes
ont été attribué soit à la réduction de l'hétérozygote de 50%, soit à la démolition
des effets épistatiques. par conséquent, les métis laitiers FI pourront être les
meilleurs dans les conditions de production moyennes. Il est impératif qu'une
utilisation de croisement tient d'abord compte de la sélection entre des races
locales disponibles. Une évaluation préalable des races locales sur la base de la
performance et de l'adaptabilité s'impose en même temps qu'un choix des
taureaux exotiques sur la base des critères objectifs de production et des
conditions socio-économiques et techniques du milieu.

Les résultats de croisement pour la production de viande au Brésil, Costa
Rica et au Venezuela (Piasse, 1973), en Argentine (Joandet, 1973), en Bolivie
(Bauer, 1973), en Colombie (Salazar, 1973) et au Cameroun (Lhoste, 1968, 1980;
Tawah et al. 1991) montrent clairement l'avantage indiscutable des croisés, Bos
incidus x Bos taurus, sur les purs sangs dans les conditions tropicales de
l'Amérique Latine et de l'Afrique. Alors que Vhétérosis était plus élevé chez les
paramètres de production avant sevrage aux Etats-unis, c'était le cas plutôt après
le sevrage chez les métis FI au Venezuela et en Costa Rica (Piasse, 1973). Un
système de production jugé par Piasse (1973) comme n'est pas utile dans les
conditions de l'Amérique Latine. L'avantage hétérotique de l'ordre de 12 à 13%
chez les Crillo x Néllore (Bauer, 1973) et de 18 à 28% chez les métis Brahman,
et de 5 à 41% chez les métis mixtes (Salazar, 1973) a été contesté dans les
conditions tropicales. En conclusion, le croisement systématique a tendance à
augmenter la production de viande.

Le problème de croisement en Afrique à présent est l'avenir de croisé FI
et le coût de la production et de maintien des produits de croisement. A ce
problème, Madalena (1981) propose trois alternances qui sont : (1) : la production
des femelles FI par métissage continu entre les races locales. (femelles) et
exotiques (taureaux), (2) le croisement rotatif entre les races locales et exotiques
et (3) la synthétisation des races nouvelles de troupeau fondateur des croisés.
Pour Ansell (1985), utilisation des taureaux FI paraît être la meilleure
alternative pour les petits exploitants.

6. CARACTERISTIQUES ZOOTECHNIQUES DE QUELQUES RACES
LOCALES

6.1. Performances des races bovines locales

REPRODUCTION. Les bovins africains ont un faible taux de reproduction
car, la plupart atteignent la maturité sexuelle très tard (âge tardif au premier
vêlage) et ont un faible taux de vêlage (fécondité) et un long intervalle entre
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vêlages (tableaux 8 et 9). Une bonne gestion (management) et alimentation
(Kimenye, 1985) et même le croisement entre des races locales, et exotiques
améliorées (Carew et al., 1986 ; Mbah et al., 1988b ; Tawah et Mbah, 1989)
peuvent réduire l'âge au premier vêlage, l'intervalle entre vêlages, la durée de
gestation et augmenter la fécondité. Bien que son héritabilité soit faible
(Mahadevan, 1966; Olawuni, 1975), la sélection massaie peut aussi apporter une
amélioration aux paramètres de la reproduction (Tawah et Mbah, 1989).

CROISSANCE ET RENDEMENT CARCASSE. Les zébus locaux ont un
poids à la naissance plus lourd que celui des taurins indigènes (tableaux 8 et 9).
Les animaux africains ont une croissance plus lente que ceux de l'Europe ou de
l'Amérique du Nord. La sélection et le croisement améliorateur entre des races
locales et exotiques ont apporté une amélioration considérable à la croissance des
races locales (Lhoste, 1968, 1980 ; Tawah et AI., 1991 ; Abassa et al., 1991).
L'amélioration des conditions de production a aussi conduit à une augmentation
de la croissance de bétail africain (Wheat et Broadhurst, 1968 ; Tawah et Mbah,
1989). Le rendement carcasse de ces animaux, variant entre 52 et 58%, est aussi
faible.

PRODUCTION LAITIÈRE. Les bovins africains ont une faible potentialité
laitière (tableaux 8 et 9). La production laitière chez ces bovins ne peut être
améliorée que par le croisement avec des exotiques laitiers (Olaloku, 1974 ;
Olayiwole, 1974 ; Touchberry, 1974 ; Mbah et al., 1988b ; Tawah et Mbah, 1989)
car la sélection n'a pas réussi à apporter des gènes favorables à la production de
lait dans cette population (Mahadevan, 1965, Olaloku, 1974).

Tableau 8 : LES CARACTERISTIQUES ZOOTECHNIQUES DES PRINCIPALES RACES
BOVINES TRYPANOTOLERANTES (taurines)

RACES

CARACTERES

Katakn Koun Kanodri

REPRODUCTION

F*onuiun>
btonaua anlra Ttlagaa]
PRODUCTION LAITIER«

Dnrao do lactation«)
CROISSANCE
PokbaUnaJOBaneoftg)
PaidokUBrioOw)
Poi» 1 2 4 maio (kg)
Podo a 31 BDio (kg)
QUALITES BOUCHERES

Ag« (un)

TiypanotoM

U
363-«20

eoo
20t

17-4«
121-130
191-227
260-311

«6
420

310
120

149-163
166-213

- 3
• 136

36-66
316-730

36
et
SSO-640

61
640

3S-47

676

40 2»J»
64

446 44«

12M
»0

Sources : Adeniji, 1985 ; Coulomb, 1980 ; Tawah et Mbah 1989.
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Tableau 9 : LES CARACTERISTIQUES ZOOTECHNIQUES DES PRINCIPALES RACES BOVINES
ZEBUS

RACES

CARACTERES

REPRODUCTION
A * m premi«- *«*(• («vu)
rtmOU (*)
IntanaUe « i b » ratages (|)
Dürfe de geetation fl)
Tauxileee»i»ge<»)
QUALITE LAITIERE

D u r * da Urtaüon <j>
CROISSANCE
P o i * a la nanaance (kg)
P o i * » 8 mo» (kg)

Ooudali

48-03
H-<7
811-536
290-299
49

344-1929
140

24
140

Wakwa'

S8

293
48

26
U l

Akou (White
Filian.)

24-48
35-«
365-730

627-1034
176-246

23

DJaToun
(Rad Mani)

96
66
390-MO

341
114

24

Kenana

36
66
MO

1381-1729
244-273

23

Boran

5S-S7

866-1088
199-234

23-28

Tettana

38-47

S78

-127
210

32

Butans

40

445

1408
263

24

* Race synthétique entre le zébu Foulbé et le zébu Brahman Américain

Sources : Tawah et Mbah, 1989 ; Lethola, 1985 ; Ngere, 1985a,b ; Kimenye, 1985 ; Osman, 1985.

6.2 Performance de races ovines et caprines locales

Les petits ruminants ont longtemps été abandonnés à eux-même par les
institutions de recherches et de développement, par conséquent, les informations
sont vagues sur beaucoup de leurs paramètres zootechniques

REPRODUCTION. Les paramètres de reproduction (âge à la première
mise-bas, taux de mise-bas, taille de portée, taux de sevrage, intervalle entre les
mise-bas, etc) sont présentés aux tableaux 10 et 11. Ces paramètres montrent que
le taux de reproduction chez les petits ruminants africains sont faibles (âge tardif
à la première mise-bas, une faible taille de portée, un long intervalle entre mises-
bas). Néanmoins, certains ovins africains comme le Djallonké, le Kirdi (Massa)
et le Peul sahélien du Nord Cameroun ont une fécondité comparable aux races
européennes (Deciry, 1986).

CROISSANCE ET RENDEMENT CARCASSE. Ces paramètres de
production sont présentés aux tableaux 10 et 11 pour les ovins et caprins
africains. Ces animaux ont une croissance faible par rapport aux petits ruminants
exotiques. Ceci est peut-être dû au fait que la plupart des petits ruminants sont
élevés traditionnellement (Ademosun, 1989). Selon Mbah (1989b), très peu
d'études ont été faites sur la croissance de plus d'une race. Mbah (1989b) précise
aussi que lTiéritabilité et la répétabilité des poids vifs à divers âges et des
corrélations génétiques entre les poids à la naissance et à 4 mois, et entre les
poids à 4 et à 6 mois sont moyens mais associées à d'énormes erreurs-types.
L'auteur propose la poursuite des études sur les facteurs génétiques et non-
génétiques affectant la croissance et l'évaluation des paramètres génétiques
nécessaire pour l'amélioration génétique.

PRODUCTION LAITIÈRE. Très peu d'informations sont disponibles sur
ces caractères (tableaux 10 et 11). Néanmoins, les données sur la production

131



laitière des petits ruminants montrent la faiblesse des petits ruminants africains
vis-à-vis de la production de lait. La plupart de ces animaux ne sont pas des
laitiers. Par conséquent, l'élevage de petits ruminants laitiers devra aussi passer
par le croisement entre les races locales et exotiques.

En conclusion, ce bref aperçu sur les caractéristiques zootechniques du
bétail africain montre effectivement que d'énormes lacunes existent sur la
disponibilité d'informations fiables sur les paramètres zootechniques. Ceci
implique la nécessité d'études approfondies sur les facteurs génétiques et non-
génétiques influant sur ces paramètres zootechniques en station et en milieu réel
et l'évaluation des paramètres génétiques (héritabilité, répétabilité, corrélations
génétiques, etc.). Ces informations sont nécessaires pour la programmation de
stratégies appropriées d'amélioration génétique. Des études comparatives d'au
moins deux races dans les mêmes conditions sont nécessaires pour faciliter le
choix de(s) race(s) à promouvoir.

Tableau 10 : PERFORMANCES DES QUELQUES RACES OVINES DE L'AFRIQUE TROPICALE

PARAMETRES

REPRODUCTION
Af« a la prend««« n»«>b«« (j)
TMK •« Mkw-bM (*)
TatlbaiporUa
Taux 4« »Bvrag« (•>
UtarvaD« «an» nriM-baa (j)
PtaliAeiti (%>

FemhU(«)
Duré« 4« («station (j)
CROISSANCE
PoMaalaaalaaaa»(kc)
PoMa a S aaola (k,)
P U * à l a » (k|)

PRODUCTION LAITIERE
Praduetfaa/laetatm (k«)
Dart« a« Istall i» (j)

RACES OVINES

QjaUoiiU

368438
60-89
1,01-1«
M-œ
180422
117-337
3 »
M . «
147.167

1,043
6.4-9,9
K^-19,7

42.B-46A

1 M M

70-113

Kirai

3 M

307

147

3S4

9ft

1 *

SlkfaD

360440

180.370
126.1«
166.330
100.132

ÍM.I

46.7

Yaïkaau

S6.110
1J3-1.«
63-7»
1K276

lftl

2JM.1
•.6-10«
2 7 *

46,1-47«

2>3
84

OM.a

390

108

1,37-1,31
68

270^00
106.110

3.1-3.2
16,9
39.9

49,9

Bili«,

139

¡ja
6 3

279
.

s.u.«
20,1
3 9 «

47.7

SuJa».

60«
73-98
1.12.1.19
U-<1
2H

160

s*a,6

42

llania

600

1.03-1J6

216

17

Sources : Deciry (1986) ; Mbah et al. (1988a) ; Bosch (1985) ; Osinowo et Abubakar (1989);
Vallerand et Branckaert (1975) ; Olayiwole et Adu (1989) ; Ngere (1985c) ; Dawa
et al. (1989)
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Tableau 11 : PERFORMANCES DES QUELQUES RACES CAPRINES DE L'AFRIQUE TROPICALE

PARAMETRES

REPRODUCTION
Age à la première miae-baB (j)
Taille de pariée
Taux de sevrage (%)
Intervalle entre mises-bas (j)
CROISSANCE
Poids à la naissance (kg)
Poids à 3 mois (kg)
Poids à 1 an (kg)
Rendement carcasse
PRODUCTION LAITIERE
production/lactation (kg)
Durée de lactation (j)

Djallonké

466-549
0,9-1,83
61-75
193-283

1,1-1,6
4,l-«,4
9,5-14,3
34-66

35
126

RACES CAPRINES

Maradi

416-435
1,28-1,45

222

1,5-1,6
6.0
-

45,8-76
84-100

Sahélien

1,57

238

.
-

45,8

•

Nubian

1,4

228

2,2
9,0
-

65-74
141 '

Sources : Osinowo et Abubakar (1989) ; Dawa et al. (1989) ; Ngere (1985c).

6.3 Perspectives d'avenir

L'améliorateur génétique doit être axée sur les caractères de reproduction,
de croissance et de production laitière, car les races locales sont déjà bien
adaptées aux conditions de production. Une amélioration génétique requiert une
amélioration simultanée des conditions de production (pâturage naturel, circuit
de commercialisation, système de vulgarisation, technique d'élevage, situation
sanitaire, ressources d'eau, etc.). Cette amélioration doit être faite selon les
systèmes et les conditions technico-socio-économiques de production.

Des études sur les races locales doivent se faire en station et en milieu
réel à base d'un schéma multidisciplinaire (l'approche des systèmes pastoraux)
pour permettre : (1) une caractérisation des races locales ; (2) une estimation des
tendances et paramètres génétiques indispensables à l'amélioration génétique ;
(3) une recherche des programmes d'amélioration génétique optimaux et
adoptables ; (4) une étude comparative de différentes races locales disponibles
afin de faciliter le choix de(s) race(s) à améliorer ou à utiliser dans les
croisements améliorateurs ; et (5) un développement des programmes
d'enregistrement simples et complets des données en station et en milieu réel.

Des études de suivi continu pour mieux caractériser les races locales en
milieu réel sont nécessaires. Ce suivi permettra de dégager des contraintes et des
potentialités pour l'amélioration de l'élevage. Cette évaluation est un nécessaire
préalable pour la phase de sélection massaie en milieu réel de(s) race(s) et des
individus à retenir pour l'amélioration de la population.

S'agissant de l'amélioration d'une race au niveau national ou régional,
plusieurs auteurs (Cunningham, 1979 ; Buvanendran et Johnson, 1982 ; Timon,
1987, Bondoc et al., 1989 ; Osinowo et Abubakar, 1989 ; Mbah et tawah, 1990)
ont recommandé l'élaboration d'un programme d'élevage de troupeau fondateur,
de troupeau de multiplication et de troupeau de producteur. En bref, un système
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de sélection à noyau ouvert pour vaincre les obstacles de sélection au niveau des
éleveurs traditionnels. Selon Osinowo et Abubakar (1989), ce programme doit être
supporté par un service de vulgarisation efficace pour permettre la réalisation des
résultats escomptés. En plus, Timon (1987) et Bradford et al. (1987) proposent
deux étapes de sélection en utilisant cette technique qui sont (1) le triage de
populations (population screening) au niveau des éleveurs coopérants, basé
essentiellement sur des critères très simples et désirables telles que la
reproduction et l'adaptabilité (mortalité, morbidité, maladies) et les éleveurs
participants encouragés à castrer tous les mauvais mâles, et (2) la sélection
intense proprement dite (test sur la descendance et la sélection des taureaux
nécessaires pour l'I.A. sont les moyens privilégiés pour le progrès génétique) au
niveau du noyau. Par conséquent, ce programme permettra la sélection moderne,
l'adoption d'une méthode d'enregistrement comprehensive, la disponibilité en
races amélioratrices et en stocks améliorateurs, la création des groupements
d'éleveurs à caractère coopératif pour faciliter l'approvisionnement en intrants et
la vente des produits d'élevage, et l'application des technologies nouvelles
d'amélioration génétique telles que l'insémination artificielle (I.A.) et la
superovulation et le transfert embryonnaire (MOET) dans le noyau.

Mais le système à noyau ouvert a aussi ses inconvénients qui sont : (1)
la présence de l'effet du génotype et de l'environnement dans le noyau pouvant
diminuer l'effet d'amélioration génétique escompté dans les troupeaux
participants ; (2) la possibilité d'avoir des animaux médiocres venant des
troupeaux de participants pouvant minimiser le progrès génétique escompté ; (3)
les besoins en infrastructures et en fonds financiers pour l'approvisionnement en
matériels d'élevage (terrain, corral, bascule, etc.) ; et (4) la possibilité d'une faible
pression de sélection due à la taille de troupeau qui elle-même varie en fonction
du terrain, de l'infrastructure d'élevage et du nombre d'animaux disponibles.

L'amélioration génétique de la production laitière ne peut se faire qu'avec
une méthode combinant les croisements améliorateurs et la sélection. Le
croisement se fera entre les races locales, qui sont déjà bien adaptées aux
conditions technico-socio-économiques et climatiques du milieu, et les races
exotiques laitières (Holstein, Jersey, Montbéliarde, etc.). Les animaux de grand
format tels que les Holsteins et les Montbéliardes ont besoin de beaucoup plus
d'énergie que ceux de petit format (Jersey) (Brody, 1945 ; St Clair Taylor, 1985).
Le choix des races exotiques amélioratrices à utiliser doit donc tenir compte des
systèmes de production (Syrstad, 1985). Mbah et al. (1988b) et Osinowo et
Abubakar (1989) ont montré que les métis FI sont beaucoup adaptés mais
produisent moins que les métis à sang exotique plus élevé mais ne dépassant pas
75% Le sang exotique à retenir doit être en fonction du niveau technique et des
conditions socio-économiques des éleveurs (tawah et al., 1989b). Lhoste (1980) et
Tawag et al., (1991) ont montré que le croisement industriel entre les races
locales et exotiques est bien possible mais seulement dans des conditions à
l'élevage d'économie marchande (feedlot, ranching).

Enfin, pour que l'amélioration génétique ait un effet significatif au niveau
de l'économie nationale ou régionale, les gouvernements africains doivent établir
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une politique d'élevage précise comme en Europe et en Amérique du Nord. Ceci
permettre l'établissement d'un programme d'encadrement des éleveurs, des
techniques et des chercheurs, la mise en place des infrastructures nécessaires et
opérationnelles, la définition de l'orientation de l'élevage, la définition d'une
politique foncière efficace et fonctionnelle et la mise en place d'un système de
vulgarisation fiable et des instituts de recherches opérationnels. En plus, les
organismes financiers étrangers et locaux sont invités à financer et à appuyer les
travaux de recherches visant l'amélioration génétique des races africaines. Pour
conclure, les chercheurs africains oeuvrant dans le domaine de l'amélioration
génétique de l'élevage sont invités à proposer des mesures concrètes pour une
amélioration génétique soutenable et durable en Afrique.
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BIOTECHNOLOGIES ET ELEVAGE AFRICAIN

DIOP PAPA EL HASSANE
ECOLE INTEB-ETATS DES SCIENCES ET MEDECINE VETERINAIRES (EISMV) BJ>. S077 DAKAR (SENEGAL)

1. INTRODUCTION

L'avènement de la Biotechnologie est souvent décrit comme la seconde
révolution scientifique et technologique du 20è siècle. Le caractère révolutionnaire
tient au fait que la plupart de ses nombreuses applications sont en relation avec
les besoins essentiels de l'Homme.

C'est ainsi que des Sciences classiques comme la biochimie, la génétique,
la physiologie et la pathologie ont acquis de nouvelles techniques, de nouveaux
partisans (CUNNINGHAM, 1989).

Ainsi dans les pays développés, nous assistons par le biais de la
biotechnologie à une modification très profonde des structures de l'élevage qui
riment le plus souvent avec la surproduction alors que dans le tiers monde en
général et en Afrique en particulier, l'inadéquation offre et demande en matière
de protéine d'origine animale est devenue préoccupante et alarmante (DIOP,
1989). Ce constat que certains verseront dans l'afropessimisme peut-il être
modifié ou amélioré par l'introduction des biotechnologies animales ? La réponse
à une telle question requiert un certain nombre de préalables à savoir :

1) Qu'est-ce que la biotechnologie ?
2) Quelles sont ses différentes composantes en production animale ?
3) L'Afrique est-elle prête à recevoir et surtout à utiliser cet outil
fascinant qui est l'objet de tant de controverses ?
4) Qu'est ce que l'élevage africain peut-il attendre de la biotechnologie
pour résoudre les nouvelles contraintes qui l'assaillent ?
5) Enfin, comment cet élevage doit-il s'y prendre ?
Répondre à ces nombreuses et pertinentes questions n'est point facile,

néanmoins, nous allons tenter de le faire en proposant une démarche en quatre
étapes :

- La première consiste à définir d'abord cette science passionnante
et de faire un bref historique à travers quelques points de repère;
- la deuxième sera plus restreinte en précisant implicitement ce
que nous entendons par biotechnologies animales et surtout quels
sont leurs domaines d'application ;
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- les résultats de l'application de ces techniques face aux
nombreuses contraintes de l'élevage africain vont constituer la
troisième étape ;
- enfin, nous dégagerons dans la quatrième et dernière étape, des
perspectives d'application des biotechnologies en tenant compte
d'un certain nombre de réalités de l'élevage africain.

2. DEFINITION - HISTORIQUE DES BIOTECHNOLOGIES

A l'heure actuelle, il existe une multitude de définitions des
biotechnologies ; cette multiplicité qui rend cette tâche complexe est en relation
avec l'approche multidisciplinaire de la biotechnologie (TURTON, 1989).

Néanmoins, en combinant les définitions de COOMBS (1986),
d'AMSTRONG (1988) et de CONNOR (1988), la biotechnologie peut être définie
comme une technique biologique qui utilise des organismes vivants ou des
substances provenant de ceux-ci, dans le but de fabriquer ou de modifier un
produit, améliorant génétiquement les plantes ou les animaux ou développant des
microorganismes pour des utilisations spécifiques.

A cela, il faut mentionner une finalité industrielle et commerciale de cette
technique (MENAIA et coll.(1987).

Au premier abord une telle définition qui a le mérite d'être large, nous
donne l'impression que la biotechnologie est une nouveauté ; mais l'histoire nous
enseigne qu'il est classique de distinguer des biotechnologies traditionnelles et des
biotechnologies nouvelles. Nous allons faire un bref historique à travers 4 repères
que nous empruntons à PABLO BIFANI (1989).

1) - Période pré-pasteur : de l'antiquité à 1865 qui correspond à la biologie
descriptive avec une sélection empirique des plantes et des animaux et de la
fermentation pour la préservation des aliments ou des boissons (vin, bière, etc.).

2) - Période Pasteur initiée en 1865 : les microorganismes sont alors
reconnus comme agents actifs de la fermentation. Ethanol, Butanol, Acétone sont
alors produits à travers l'utilisation des bactéries.

3) - La troisième correspond à l'expansion de la pétrochimie qui suplalfte
les processus chimiques basées sur la fermentation. A la même époque la
découverte de la pénicilline par FLEMING (1928) permit la production à grande
échelle des antibiotiques aux débuts des années 40, ce qui correspond à la seconde
guerre mondiale.

4) - La dernière période commence avec la découverte de CRICK et
WATSON de la double structure de l'acide Désoxyribonucléique (ADN) en 1956
qui fut suivi par l'immobilisation enzymatique, la découverte de la technique de
rhydridome pour la fabrication d'anticorps monoclonaux dans la première moitié
des années 1970. Ce sont là les éléments de base qui ont propulsé les nouvelles
technologies au tout début des années 80, qui à l'heure actuelle connaissent une
grande expansion de nombreux domaines, industrie alimentaire, médecine, etc.

Les nouvelles biotechnologies regroupent 4 domaines :
- les techniques de culture cellulaire et tissulaire,
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- le développement technique associé aux procédés de fermentation,
- les techniques appliquées à la microbiologie pour le dépistage,
la sélection et la culture des cellules et microorganismes,
- les techniques pour la manipulation, la modification et le
transfert du matériel génétique.
Par conséquent, ces nouvelles biotechnologies se caractérisent par une

science très intense, comparativement aux 3 repères précédents.
Qu'entend-on maintenant par biotechnologies animales ?

3. BIOTECHNOLOGIES ANIMALES

Ce concept englobe en fait 2 composantes :
- une composante santé animale avec les moyens de diagnostic et de

prévention des maladies animales (DOYLE, 1989 ; CHIGARU et coll., 1989) et,
- une composante productions animales avec l'insémination artificielle, le

transfert d'embryon et certaines sciences annexes (THIBIER, 1990, CHPIN, 1992,
WOLMUT et coll., 1992).

3.1 Composante santé animale

Dans le domaine de la santé animale, la technique utilisée, qu'elle soit
traditionnelle ou moderne, doit permettre de diagnostiquer, de prévenir ou
d'éradiquer la maladie, afin de limiter les pertes.

La pathologie au sens large du terme demeure une contrainte majeure
dans le domaine des productions animales. Elle est synonyme de baisse de
performance, par conséquent baisse de production et de rendement.

En matière de prévention, les vaccins utilisés sont de 2 types
(SPRADBROW, 1989) :

- les vaccins classiques bactériens ou viraux à base de souches atténuées
ou tuées avec des adjuvants augmentant la réponse immunitaire, c'est l'exemple
des vaccins contre la péripneumonie ou la peste bovine ou le tétanos ; les
réponses immunitaires sont satisfaisantes dans leur ensemble et les produits sont
assez bon marché.

- Les nouveaux vaccins issus des méthodes biotechnologiques nouvelles
et qui font surtout appel au génie génétique.

Ils sont produits par des techniques de recombinaisons du DNA (DNA de
2 organismes différents), par des manipulations génétiques des bactéries et des
virus et par la synthèse d'antigènes polypeptidiques.

Les espoirs placés très tôt dans ces techniques surtout en matière de
sécurité, d'efficacité et de prix abordables ne sont pas complètement satisfaits, eu
égard par exemple à la multiplicité antigénique rencontrée chez certaines
souches. \

A l'heure actuelle, le virus de la vaccine est utilisé comme vecteur de
plusieurs vaccins ; exemple vaccin contre la peste bovine, contre la rage. Ces
vaccins recombinants ne sont pas sans poser des problèmes ; exemple : la survie
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Ot la diffusion du virus recombinants dans la nature, les risques pour les
populations humaines, en particulier celles provenant des immunodéficiences ou
encore des mutations reverses et des recombinaisons ; ce qui fait qu'à l'heure
actuelle, des recherches sont orientées vers la production de vaccins protéiques,
synthétiques qui suppriment cette possibilité de mutation.

Quant au diagnostic, comme pour les vaccins, le diagnostic peut se faire
par les procédés classiques. Les nouvelles biotechnologies ont notablement
augmenté l'arsenal du laboratoire de diagnostic avec des tests rapides, exacts et
sûrs. Les moyens de diagnostic les plus utilisés sont les sondes nucléiques avec
des étiquettes radio-actives qui procurent une meilleure sensibilité aux tests, les
anticorps monoclonaux qui permettent de faire des diagnostics précis et répétitifs,
de même que de nombreuses techniques d'anticorps marqués surtout avec des
enzymes en sérologie.

Mais on reproche à ces nouvelles biotechnologies diagnostiques d'être
chères et de nécessiter un équipement relativement sophistiqué.

3.2. Composante production animale

Les techniques utilisées visent à produire des individus possédant un
potentiel de production supérieur à celui de leurs parents et dans des conditions
de moindre coût (DIOP et SERE.1989).

La diffusion du gène améliorateur peut se faire soit par des
biotechnologies classées en 3 générations : l'insémination artificielle considérée
comme biotechnologie classique soit par le biais du transfert d'embryon et les
disciplines annexes représentant les nouvelles biotechnologies.

La première génération comprend essetniellement l'insémination
artificielle.

L'INSÉMINATION ARTIFICIELLE (I.A.) permet une utilisation
rationnelle dans l'espace et dans le temps des hautes capacités génétiques d'un
mâle par le biais de la récolte et de la conservation de son sperme. L'acte se
termine par la naissance d'un seul produit (THIBIER, 1990, CHUPÍN, 1992a,
DEMPFELE, 1992). Signalons pour l'histoire, que cette biotechnologie a été
introduite en 1935 en Afrique, au Kenya.

Le TRANSFERT D'EMBRYON (T.E.) est à la femelle ce qu'est
l'insémination artificielle au mâle. C'est une biotechnologie relativement récente
comparée à l'insémination artificielle. Elle est en pleine évolution.

Il se termine par la naissance d'un minimum de 4produits (GHICOTEAU,
1987, BREM et KLAUSSLICH, 1989, WOOLCAMS et WILMUT, 1989).

Quelles sont les possibilités et limites de l'LA. et du T.E. ?
1) - Leur domaine d'application est vaste et intéresse la majorité des

espèces domestiques et la faune sauvage.
2) - Ils sont source d'amélioration génétique qui est la conséquence directe

de la multiplication du génotype. Ainsi la pression de sélection est augmentée et
les intervalles entre générations sont réduits.
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3) - Ils permettent la multiplication du génotype recherché ; c'est
l'application la plus évidente. Les descendants d'un mâle ou d'une femelle
peuvent être multipliés par 100 (T.E.) à plusieurs milliers (I.A.).

4) - Ils facilitent le mouvement du matériel génétique permettant au pays
exportateur de maintenir sur place son patrimoine génétique représenté par les
animaux sur pied.

5) - Ils diminuent les contraintes liées au transport d'animaux sur pied,
tout en apportant une sécurité sanitaire quasi totale grâce à la présence de la
zone pellucide.

6) - Ils permettent la conservation des races en voie de disparition dont
les caractères peuvent s'avérer intéressants dans l'avenir ou pour d'autres pays.

7) - Ils favorisent la lutte contre certaines formes d'infertilité.
Les SCIENCES ANNEXES ou BIOTECHNOLOGIES de 3è génération

sont constituées par les micromanipulations embryonnaires (CLINE et coll., 1980
; SINATRA et coll., 1988 ; CUNNINGHAM, 1989 ; PICARD, 1989 : THIBIER,

^1990).
Elles permettent de :
- diviser les embryons le plus souvent en deux, l'un devant servir à des

études cytologiques et l'autre serait à transférer ;
- de réaliser le sexage des embryons qui permet de transférer

sélectivement des embryons mâles ou femelles. 3 méthodes sont utilisées :
* Le sexage cytogénétique par l'étude du caryotype,
* le sexage immunologique par la mise en évidence de l'antigène
H-Y du mâle par l'anticorps H-Y,
* surtout le sexage par la mise en évidence du chromosome
spécifique Y pour une sonde d'ADN spécifique. Son taux de succès
est de 95%.
- de favoriser les modifications de l'oeuf par introduction d'agents porteurs

d'informations génétiques ;
- l'étude des anomalies chromosomiques ;
- le clonage qui aboutit à la formation de jumeaux identiques avec 15 à

20% du succès ;
- les chimères issus d'espèces différents : mouton ou chèvre.
En résumé, on peut dire que les applications possibles des biotechnologies

sont nombreuses et variées.
Quelle est la situation de l'Afrique face à ces technologies ?

4. ELEVAGE AFRICAIN ET BIOTECHNOLOGIES

Cette étude nécessite une brève présentation de l'élevage africain avant
de faire le point sur l'utilisation des biotechnologies tant en santé qu'en
production animale.
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4.1 Caractéristique de l'élevage africain

Sur les 30.000.000 km2 qui constituent la superficie de l'Afrique, l'élevage
est présent à des 'degrés variables dans les 3.000.000 km2 de forêt et
15.000.000.km2 de savane-steppe. Dans cette dernière zone 8.000.000 km2 sont
dépourvus de glossine avec une densité de 17,5 têtes/km2, densité encore plus
forte dans les zones à hauts plateaux du fait de l'abondance des pâturages ;
cependant, elle n'est que de 2,5 têtes/km2 dans les 7.000.000 km2 restants du fait
de l'infestation massive par les glossines. Par conséquent, dans cette zone, toute
activité aussi bien humaine qu'animale est fortement entravée.

* Espèce

Si d'une manière générale, toutes les espèces sont présentes, sur le plan
économique, bovins et petits ruminants occupent une place de choix dans
l'exploitation des animaux de rente.

Zébus et taurins représentent les principales races bovines associées à
leurs produits de croisements. Signalons que la majorité des taurins vit dans des
zones à glossines et se caractérise par leur trypanotolérance.

Chez les petits ruminants, s'il est vrai qu'il existe plusieurs races, la
tendance générale est de les distinguer en 2 grands groupes :

- les moutons et chèvres des zones arides et semi-arides,
- les moutons et chèvres des zones semi-arides et humides.
Les produits de croisement de ces deux groupes vivent dans les zones

intermédiaires.
A l'instar des races taurines bovines, les petits ruminants des zones semi-

arides et humides sont trypanotolérants.

* Productivité

Les races africaines, quelles soient bovines, ovines, ou caprines, se
caractérisent par des productions faibles en viande (50%) et en lait (1 à 4 1/jour)
et des paramètres de la reproduction peu performants ; par exemple chez les
bovins en milieu traditionnel, l'âge au 1er vêlage se situe, vers 48 à 68 mois et
l'intervalle vêlage de 18 à 22 mois alors que de plus en plus la tendance est la
recherche d'un veau par an.

Malgré ce manque général de performance, ces races locales sont bien
adaptées pour survivre et se reproduire dans leur environnement. La
conservation des races pures est souvent compromise pour des raisons socio-
économiques (culture atteléee par exemple).
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* Systèmes de Production

Pour toute espèce confondue, l'élevage est régi par deux systèmes :
- un système dit traditionnel pastoral ou agro-pastoral
fournissant 95% des productions, caractérisé par la
transhumance, et la thésaurisation, concepts incompatibles avec
les objectifs du développement ;
- un système dit moderne réalisé aussi bien dans les stations
d'Etat que dans les fermes privées gérées par cette nouvelle race
d'éleveurs pour qui, la notion de rendement est le soubassement
de toute action.

Quel est l'apport de l'élevage dans la bataille de l'autosuffisance
alimentaire en Afrique ?

FITZUGH et coll. (1992) se basant sur les statistiques de la FAO (1990)
montre que l'Afrique au Sud du Sahara contient 14% du capital bovin mondial
mais ne participe qu'à la production de 5% de viande et 2% de lait à l'échelle
planétaire.

Cette production est en inadéquation avec l'essor démographique. En effet
une étude prospective de la Banque Mondiale (WORLF BANK, 1990) montre que
de 1990 à l'an 2025, la population humaine de l'Afrique au Sud du Sahara
passera de 500.000.000 habitants à 1.500.000.000 donc cette population triplera
en 35 ans ; durant cette même préiode, la population citadine passera de

145.000.000 à 700.000.000, on observera alors une multiplication par cinq d'une
population urbaine fortement demandeuse.

Les tableaux 1 et 2 empruntées à la FAO (1985) illustrent bien le rapport
offre-demande en matière de protéine d'origine animale.

TAS..EALJ 1. SiToATlON DE L'ELEVACE DES RUMINANTS EN 1984 EN AFRIQUE TROPICALE

R E G I O N S
Population

-tuinaine
1.000)

Effectifs
»,000)

Ovins
*• caprir

Production
Viande

Ovins
+ caprins

ProbVctior
lait

bovin
(,000 t . )

[kg)
Ovins

> caprins

Disponible/habitant
K9

Lan

SAHEL

- Pays sah*liens!al

- Soudan

AUTRES AFR.OUEST

- Nigeria

- Aut res»»

AFRIQUE CENTRALE

AFRIQUE DE L 'EST '

AFR.QUE AUSTRALE1'

S5.510

34.565
20.945

33.IIS

41.081

92.037

46.900

117.601

44.969

76.83«

43.838

33.000

51.2»9

12.489

38.800

E.655

100.208

423

180

243

326

101

225

101

279

137

142

217

39

178

30

1.61S

60S

1.010

463

138

325

60

3.077

587

0,8

9,2

2,4

9,2

9,6

9,1

5,3

3,

3,

H,

H,

3,

1,

u.

11,8

15,6

3,4

3,7

12,6

9,2

3,»

4,4

29,1

17,5

48,2

3,5

3,4

3,5

1,3

10,2 26,2

6,1 | 13,1

AFRIQUE TROPICALE 7 6 ' 14,fi
J

AFRIQUE (TOTAL) 36.870 175.SU | 339.55« 3.028 ¡ 1.3S1 10.930
I

Source : FAO, 19S5

(a) Sénégaf, Cambie, Cap-Vert, Mauritanie, Mali, Burkina Faso, Niger, Tchad

Cb) Guinée, Guinée Bissau, Sierra Leone, Libéria, Côte-d'Ivoire, Ghana, Togo, Bénin

[cl Cameroun, République Centrafricaine, Cabon, Congo, Zafre

(d) Burundi, Ethiopie, Kenya, Madagascar, Rwanda, Somalie, Tanzanie, Ouganda

Ce) Angola, Botswana, Malawi, Mozambique, Zimbabwe, Zambie
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Pour la FAO (1985), en faisant une projection en l'an 2.000 avec un taux
de croissance de la population humaine de 4,5%, les productions animales doivent
progresser de 4,7% avec un augmentation de 240% des productions de lait et
viande entre 1980 et l'an 2.000 ; malheureusement, le taux en vigueur est de
3,6% avec de plus en plus une tendance à la baisse. Mais quels sont les véritables
facteurs limitants de l'élevage ?

* Facteurs limitants

Nous allons simplement les citer, ce sont :
- le manque de disponibilité alimentaire,
- le faible potentiel génétique des races,
- les facteurs infectieux, ex. : la trypanosomiase sévissant sur les
7.000.000 km2 de savane,
- le mode d'exploitation,
- l'homme par défaut d'alphabétisation.
Quel bilan peut-on faire de l'application des biotechnologies à l'élevage

africain ?

4.2biotechnologies et santé animale

La santé animale est altérée par la trypanosomose, la répartition de la
peste bovine, l'émergence ou la stagnation des affections comme le charbon, la
péripneumonie, la peste des petits ruminants, la fièvre de la Vallée du Rift, la
Brucellose, la dermatose nodulaire, etc., le tout formant un cortège pathologique
fort préoccupant. La forme de lutte demeure essentiellement la vaccination qui,
le plus souvent se fait à la demande et autour des foyers. Les vaccins sont le plus
souvent fabriqués par les laboratoires nationaux et l'offre est le plus souvent
inférieure à la demande (SARR, 1989 ; CHIGARU et coll.).

D'après SARR (1989), les laboratoires produisent 17 types de vaccins
viraux et 11 types bactériens, avec principalement des vaccins contre la peste
bovine et la péripneumonie. Cependant, l'efficacité des campagnes de vaccinations
est souvent compromise par la rupture de la chaîne de froid.

4.3. Biotechnologie et production animale

Elle est résumée par le tableau n°3.

153



Tableau 3 : Application du Transfert d'Embryon (T.E.) et de l'Insémination
Artificielle O.A.) en Afrique

TANZANIE

SENEGAL

ETHIOPIE

GAMBIE

GHANA

NIGERIA

ZIMBABWE

KENYA

MAROC

TUNISIE

ALGERIE

EGYPTE

RWANDA

BURUNDI

CAMEROUN

COTE D'IVOIRE

BURKINA FASO

AFRIQUE DU SUD

I.A.

E

+

+

+

A

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

T.E.

E

+

+

+

+

+

+

+

+

+

A

±

+

+

(Source : U1UF, 1993)
E : Utilisation expérimentale - A : Utilisation large

5. PERSPECTIVES

Les perspectives obéissent à un certain nombre de préalables :
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5.1. Santé animale

1) La priorité des priorités est de conserver les acquis de la vaccination
en systématisant cet acte aussi longtemps que des foyers de maladies existeront.

2) Résoudre l'inadéquation offre-demande en vaccins, en essayant de
régionaliser les unités de fabrication tout en renforçant les structures de contrôle.
Rien ne sert de se réfugier derrière un nationalisme puéril avec des moyens de
fonctionnement ridicules.

3) Améliorer la rapidité des moyens d'intervention pour éviter la rupture
de la chaîne de froid nuisible à l'efficacité et à la survie des vaccins.

5.2. En production animale

- Les actions majeurs doivent conduire à une amélioration quantitative
d'abord puis qualitative du disponible alimentaire et il en est de même pour
l'abreuvement.

- la notion de rendement doit demeurer une préoccupation majeure de
l'éleveur traditionnel, ce qui amène à supprimer le concept de thésaurisation d'où
une action renforcée de l'alphabétisation. Ces préalables étant acquis, l'essor des
biotechnologies animales en Afrique reposera d'abord sur la formation.

La FORMATION vise à pallier l'insuffisance de personnel qualifié pour
l'utilisation des biotechnologies. A notre avis, elle constitue le premier maillon de
la chaîne. Une formation de type régionale est nécessaire pour éviter la dispersion
des maigres ressources dont dispose le Continent africain. Ainsi la coopération
internationale jouera un rôle essentiel dans le domaine du transfert de
technologie qui une fois de plus doit s'adapter aux réalités nationales. L'exemple
a été donné par le Séminaire de formation en transfert d'embryon organisé dans
le cadre de la Francophonie par l'Ecole Inter-Etats des Sciences et Médecine
Vétérinaire de Dakar, en collaboration avec la Faculté de Médecine Vétérinaire
de l'Université de Montréal en mai 1989. Il a regroupé 15 pays africains. Un
second volet beaucoup plus poussé a consisté dans une première étape à réaliser
la formation des formateurs aussi bien en T.E. qu'en LA au Canada et en France.
La seconde étape, par la suite, permettra d'initier tous les ans ou tous les deux
ans une vingtaine de personnes à l'appui du noyau des formateurs. Il faut que les
ressources humaines soient suffisantes au moment de la réalisation des projets
de développement.

La RECHERCHE doit être dynamique pour devenir le véritable moteur
du développement. Par conséquent, elle doit être à la fois introspective et
prospective ; compte tenu de la modicité des moyens de nos pays, elle doit aussi
avoir une vocation régionale avec la constitution d'équipes de recherche
thématique, action que la coopération internationale encourage et soutient ; ceci
est une priorité des réseaux de recherche partagée de 1TJREF qui l'a bien illustré
avec un projet de recherche sur la superovulation des races de 6 pays africains.

Le DYNAMISME, certes timide que connaît l'élevage africain doit être
encouragé en mettant en place un certain nombre de dispositifs réglementaires
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facilitant l'installation de petites unités d'élevage intensifs à même de fabriquer
de produits de qualité. Dans ces unités la vaccination sera systématique et
contrôlée.

L'insémination artificielle sera utilisée à la fois comme outil de
reproduction et d'amélioration génétique, tandis que le transfert d'embryon va
favoriser la création d'un noyau de femelles d'élite et de procéder à la
multiplication de génome. A la longue une telle action se traduira par
l'établissement d'une banque de gènes à vocation commerciale inter-africaine.

6. CONCLUSION

S'il est vrai que les Biotechnologies provoquent un engouement universel,
l'élevage africain, de par sa dynamique actuelle, ne doit pas se permettre de
refaire l'histoire de la science.

Avec une coopération internationale réalisée dans le cadre d'un
partenariat égalitaire, et une volonté politique réelle des autorités nationales,
l'élevage africain est capable d'intégrer judicieusement et rationnellement les
nouvelles données biotechnologiques pour être au rendez-vous de l'autosuffisance
alimentaire.
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LES BIOTECHNOLOGIES DE LA REPRODUCTION ET
L'AMELIORATION SANITAIRE DU TROUPEAU

Par M. THIBER et B. GUERIN*
Laboratoire de Contrôle des Reproducteurs - UNCEIA, 13, rue Jouet, B.P. 66-F, 94703 Maiaoïw-Alfbrt.

I*ublié «me Paimable autorisation du îteeueU 4e Médecine Vétérinaire
RESUME

Les biotechnologies de la reproduction, classiquement décrites en trois
générations : l'Insémination Artificielle (IA), le Transfert d'Embryon (TE) et la
troisième comprenant le sexage des embryons, la Fécondation In Vitro (FIV) et
le clonage, peuvent en plus de leurs différentes autres qualités, génétiques
notamment, concourir à améliorer l'état sanitaire du troupeau. Un certain nombre
de risques existent, en théorie, de contamination des naimaux par ces méthodes
de transferts de gènes. Cependant la connaissance précise de ceux-ci a permis à
la Communauté Scientifique Vétérinaire d'établir une doctrine propre à chacune
de ces Biotechnologies de la Reproduction, fondée sur l'application de règles
épidémiologiques désormais éprouvées.

L'Insémination Artificielle réclame le maintien des mâles dans un Centre,
dont le statut sanitaire est rigoureusement contrôlé, par contraste, la surveillance
sanitaire du transfert embryonnaire, qui constitue à l'heure actuelle le moyen le
plus sûr d'échanges de gènes, repose sur le concept d'Equipes de TE agréées et
sur des conditions de manipulation adéquates lors de la phase in vitro de ces
opérations. La micromanipulation des embryons telle qu'elle se réalise lors du
sexage ne doit pas être entrepris que lorsque l'embryon se trouve dans un milieu
stérile. Les embryons fécondés in vitro peuvent être associés à des agents
pathogènes. Les recommandations pour leur manipulation, en cours d'étude,
tendent à reconnaître également la nécessité d'agréer des équipes de production
d'embryons ainsi fécondés et de réaliser le entróle sanitaire à partir des milieux
dans lesquels ces embryons ont été manipulés.

Lorsque ces conditions sont effectivement remplies, ces Biotechnologies,
présentes ou nouvelles, contribuent alors à l'amélioration du statut sanitaire des
troupeaux .

MOTS CLES : Insémination Artificielle. Transfert Embryonnaire. Fécondation
in vitro, risque sanitaire.
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1. INTRODUCTION

Les Biotechnologies de la Reproduction comprennent classiquement trois
générations : la première la plus ancienne est l'insémination artificielle, la
seconde qui a commencé à se développer chez les bovins vers la moitié des années
1970, est communément appelée Transfert Embryonnaire, la troisième génération
est celle qui est ne cours de développement et d'application selon un stade propre
à chacune de ces entités, à savoir : le Sexage des embryons, la Fécondation
in vitro (FIV) et le Clonage, pour être complet, on pourrait citer une quatrième
génération, d'ores et déjà en cours d'étude mais non de développement chez nos
animaux domestiques de ferme, la Transgénèse.

Ces Biotechnologies ont de nombreux points communs même si leur usage
sur le terrain diffère radicalement, le développement de certaines d'entre elles,
FIV ou clonage par exemple, n'étant pas encore assuré, faute de résultats
économiquement ou techniquement suffisants. Un de ces points communs, qui
sera l'objet du présent article, est leur apport essentiel à l'amélioration sanitaire
des troupeaux. Ceci a permis à ces technologies de contribuer à la prophylaxie de
certaines maladies dans une population circonscrite, régionale ou nationale par
exemple, et aussi d'ouvrir de vastes perspectives d'échanges internationaux. Bien
que l'intérêt économique de ces techniques soit surtout manifeste dans l'espèce
bovine, que nous prendrons comme modèle principal, la plupart des règles
appliquées à cette espèce sont aussi valables pour les petits ruminants et les
porcins.

2. L'INSEMINATION ARTIFICIELLE

Le développement de l'insémination artificielle (IA) depuis plus de
quarante ans, coïncide à l'évidence avec le progrès génétique que l'utilisation
rationnelle de cette technique de Reproduction permet aujourd'hui de maîtriser.

Cette biotechnologie représente aussi une des principales composantes de
l'amélioration des statuts sanitaires des cheptels, observée non seulement en
France, mais également dans tous les pays qui ont largement intégré l'IA à leurs
programmes de Reproduction.

2.1. Risque de contamination et agents pathogènes

Cette observation peut néanmoins paraître paradoxale lorsqu'on étudie
les agents pathogènes éventuellement présents dans le sperme, ou que l'on
considère les risques de transmission des maladies correspondantes aux femelles
inséminées, généralement plus importants que lors d'une saillie naturelle.
L'utilisation, en Insémination Artificielle de semences infectées, risque en effet,
en théorie, d'être un facteur de diffusion important en raison, principalement du
nombre élevé de femelles susceptibles d'être inséminées par un même éjaculat,
mais aussi en liaison avec la durée d'utilisation de telles semences qui s'étend
parfois à plusieurs années. A cela s'ajoute une plus grande sensibilité des
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femelles à une éventuelle contamination par la voie utérine puisque les
muqueuses vaginales et cervicales ne jouent alors plus leur rôle immunitaire
protecteur.

Dans une étude récente consacrée aux maladies transmissibles par la
semence, l'Office Internationale des Epizooties (12) ne renverrait pas moins de 69
agents infectieux pathogènes, bactéries, virus, protozoaires ou champignons,
susceptibles d'être présents et/ou transmis par la semence (tableaux I et II).
Parmi ceux-ci, on peut relever les virus de la fièvre de l'IBR-IPV, le Mycoplasma
mycoïdes de la péripneumonie bovine, les Bruceila abortus, ovis et meltensis des
Brucelloses des grands et des petits ruminants, les agents de la Tuberculose, de
la Chamydiose (Chlamydia psittaci).

Tableau 1 : Liste des maladies virales éventuellement présentes ou
transmissibles dans / par le sperme selon les espèces (adaptée selon
12).

Fièvre Aphteuse
Peste Bovine
Stomatite vésiculeuse
Fièvre Catarrhale
Peste des petits Ruminants
Clavelée ; variole
Vésicule du porc
Peste porcine classique (IBV/IPV)
Leucose Bovine Enzootique
Maladie d'Aujeszky
BVD/MD
Border disease
Para-influenzae
CAEV
Tremblante
Gastroentérite transmissible
Parvovirus porcins
Enterovirus
Adenovirus
Papillomatose génitale

liiJsMJlliii

P;Tr
P;(Tr)
P;(Tr)
P;Tr

P;(Tr)

P;Tr
(P)

P;Tr

P;

P;(Tr)

• • • •
P;(Tr)
P;CTr)

P;Tr
P;(Tr)

P;(Tr)

P;(Tr)

WMgsgg§TOM

P;(Tr)
(P)

P;Tr
P;Tr

P;(Tr)

(P);
(Tr)

P;Tr
P;(Tr)
P;(Tr)

P : Présence démontrée : Tr : transmissible ; entre paraenthèses : vraisemblable.
Les cases vides indiquent l'absence du germe.

L'extrême diversité de ces microorganismes et des maladies dont ils sont
responsables rend compte des origines possibles de la contamination de la
semence. Le sperme peut en effet être infecté par des microorganismes présents
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dans l'appareil reproducteur (testicules, glandes annexes) lorsque l'animal souffre
d'une infection (1, 6 et 19), mais il peut également être contaminé au moment de
la récolte par les micro-organismes qui colonisent l'urètre ou la cavité préputiale
(4, 13 et 17). A cette contamination s'ajoute celle des micro-organismes qui
proviennent de l'écosystème environnant, dont la présence dans la semence va
dépendre des conditions de récolte (aire de monte, boute-en-train notamment) ou
du traitement des semences (hygiène des laboratoires, techniques de congélation,
méthodes de stockage).

Tableau 2 : Liste des maladies bactériennes ou assimilées éventuellement présentes
ou transmissions dans /par le sperme selon les espèces (adaptée selon
12)

Bruceila abortus
Brucella melitensis
Brucella suis
Brucella ovis
Campylobacter sp.
Trichomonas
Mycobacterium sp.
Mycobacterium
R. Ruminantium
(Heartwater)
Leptospires
Chlamydiae psittaci
Autres souches de
Chlamydiae
Coxiella burnetti
Mycoplasma sp. (PPPC)
Mycoplasma agalactiae
Mycoplasma sp.
Salmonella abortus ovis
Anaplasma marginale
Theileria spp
Trypanosoma sp.
Babesia sp.
Listeria
Haemophilus somnus
Ureaplasma sp.
Toxoplasma gondii
Actinobacillus seminis

BôviftS

P;Tr

P;Tr
P;Tr
P;Tr

P;(Tr)
(P) ; (Tr)

P;Tr

P;(Tr)
P;(Tr)

P;Tr

(P) ; (Tr)
(P) ; (Tr)

(P)
(P)
(P)

P;Tr
P;(Tr)

P;(Tr)

P;(Tr)
P;Tr

(P) ; (Tr)

P;Tr

P;(Tr)
P;(Tr)

(P) ; (Tr)
P;(Tr)
P;Tr
P;(Tr)

P;Tr
P

P;Tr

(P) ; (Tr)

(P) ; (Tr)

(P) ; (Tr)
(P)

P : Présence démontrée : Tr : transmissible ; entre parenthèses : vraisemblable.
Les cases vides indiquent l'absence du germe
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La maîtrise des risques sanitaires liés à l'utilisation de la semence des
animaux Reproducteurs, en Insémination Artificielle, va donc devoir intégrer la
grande diversité des agents pathogènes susceptibles d'être véhiculés par la
semence, ainsi que les connaissances épidémiologiques et sémiologiques qui
s'attachent aux maladies qu'ils sont susceptibles de provoquer. Il est important
toutefois de préciser que la relation agent pathogène-spermatozoïde ne doit être
considérée que par l'intermédiaire des sécrétions, quelle qu'en soit l'origine
(testicules, glandes annexes) ; l'intégration des ADN des agents pathogènes aux
gamètes mâles n'a en effet encore jamais été démontrée, ni pour les bactéries, ni
pour les virus. Tout au plus peut-on envisager l'hypothèse d'un absorption de
certaines particules virales ou bactériennes sur le spermatozoïde, à l'occasion
d'une contamination de la semence. Des travaux en cours dans notre laboratoire
devrait permettre rapidement de vérifier cette hypothèse.

2.2. Les règles epidemiologies de surveillance

La bonne gestion dû  risque sanitaire qui, depuis près de cinquante ans,
a permis d'obtenir les résultats énoncés ci-dessus, a donc consisté à associer,
relativement à ces maladies ou à ces agents pathogènes, des mesures de
prophylaxie sanitaire ou médicale, des protocoles stricts de contrôle sanitaire au
niveau individuel et/ou collectif et également des précautions générales d'hygiène
qui sont appliquées aux animaux et à la fabrication des doses.

Le concept de base est le suivant : tout mâle, producteur de sperme doit
être indemne de toutes les maladies susceptibles d'être transmises par la voie
sexuelle, aux femelles inséminées. La définition stricte de ce statut sanitaire
individuel ne peut être garantie que par l'extension de cette règle au groupe dans
lequel se trouve l'animal Reproducteur.

On aboutit ainsi à la notion , schématisée à la figure 1, d'individus
indemnes introduits et maintenus dans un effectif lui-même indemne.

TAURELLERIE
INDEMNE

INDIVIDU
INDEMNE

II
••SPERME EXEMPT DAGENTB
S PATHOGENE M

%^^_«^^

FIG. 1 - Schéma du principe de prophylaxie sanitaire apportée
par l'Insémination Artificielle (Selon 29).
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Le respect de ces principes et règles fondamentaux et la nécessité de leur
application stricte, qui seuls permettent d'apporter aux éleveurs une garantie
totale, ont conduit les autorités vétérinaires françaises à proposer des textes
officiels qui exposent les conditions sanitaires auxquelles doivent être soumis les
animaux qui sont utilisés en Insémination Artificielle (Arrêté ministériel du 1er
août 1990). L'harmonisation des règlements sanitaires européens a entraîné en
outre la mise en place d'une législation fortement inspirée des textes français
(Journal Officiel des Communications Européennes : Directive du Conseil 88/407
du 14 juin 1988).

L'application rigoureuse de ces règles constitue depuis toujours, la base
de la réussite française en matière d'insémination artificielle et a très fortement
contribué à amener le niveau de la taurellerie française à l'un des premiers rangs
mondiaux. Les maladies qui justifient de telles mesures sont : la Fièvre aphteuse,
la Tuberculose, la Brucellose, la Leucose bovine Enzootique, l'IBR-IPV, la
BVD/MD, la Trichomonose et la Campylobactriose. le cas de la Fièvre aphteuse
est traité dans le programme national de prophylaxie contre cette maladie. Les
conditions de définition des statuts sanitaires des animaux reproducteurs et leur
strict maintien, associent étroitement : la connaissance des statuts sanitaires des
troupeaux d'origines (tuberculose, brucellose) et/ou de ceux de leur mère (leucose
bovine enzootique), une antibiothérapie précise (leptospirose) et des méthodes de
contrôle biologique indiscutables (maladies déjà citées auxquelles s'ajoutent l'IBR-
IPV, la BVD/MD, la Campylobactriose et la Trichomonose chez les bovins).

Tout résultat positif à l'un de ces contrôles entraîne l'arrêt immédiat, de
l'animal, son isolement et/ou son élimination, le contrôle de tous les autres
animaux de l'effectif et l'impossibilité de l'utilisation du stock de semence de
l'animal positif, constitue depuis la date du précédent contrôle négatif.

Parallèlement à ces mesures qui visent à maîtriser les maladies
contagieuses et celles dont la transmission par la voie sexuelle est
particulièrement bien connue, les professionnels de l'Insémination Artificielle se
sont depuis longtemps efforcés de diminuer le nombre de micro-organismes qui
peuvent être présents dans les doses de semence. Ainsi, deux voies distinctes ont
récemment fait l'objet de développements particuliers : la destruction des micro-
organismes dont le pouvoir pathogène semble dans certaines circonstances
constituer un danger majeur, et la réduction du nombre total des micro-
organismes qui constituent la fiore dite banale de tout échantillon de sperme ou
de semence.

La première voie consiste à utiliser des substances antibiothérapiques
dont le spectre d'activité antibactérienne est judicieusement choisi par rapport à
un grand nombre d'espèces ou par rapport à une espèce bactérienne définie. Ainsi
les différentes associations d'antibiotiques utilisables dans les dilueurs sont :
Streptomycine (500 mcg/ml) et Pénicilline (500 Ul/ml) choisis pour leur large
action synergistique notamment sur Campylobacter fetus, Lincomycine (500
mcg/ml) et Streptinomycine (500 mcg/ml) choisis pour leur action sur les
Mycoplasmes, led Ureaplasmes et Haemphilus somnus (27). Ces associations
peuvent être modifiées à conditions d'utiliser des mélanges dont l'activité est
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équivalente. Ainsi aux Etats-Unies, la formule la plus couramment utilisées
associé Gentaminicne (500 mcg/ml), Tylosine (100 mcg/ml) et Lincospectine
(300/600 mcg/ml).

La seconde voie consiste à s'efforcer de limiter le nombre de micro-
organismes dits banals, présents dans la dose de semence. Cette préoccupation
a conduit la communauté internationale à définir une norme relative à la qualité
bactériologique de la semence congelée qui a été fixée à 500 Unités Formant
Colonies par dose.

Animé par le souci constant de promouvoir les nouveaux concepts de
qualité de la semence française et de répondre aux besoins technologiques des
Centres d'Insémination Artificielle (CIA), le laboratoire pour le Contrôle des
Reproducteurs s'est ainsi engagé, en collaboration avec des nombreux CIA, dans
différentes voies de recherche et de développement destinées à permettre à court
terme l'obtention de semences conformes aux normes internationales qui exigent
de très hautes qualités génétiques indissociables de la valeur biologique et
sanitaire des ejaculate.

3. LE TRANSFERT EMBRYONNAIRE

Le développement de celui-ci s'est largement accru au cours des années
1980, chez les bovins et en Europe tout particulièrement. Ainsi en 1989, selon les
statistiques de l'AETE (f), plus de 100.000 embryons avaient été transférés en
Europe (non compris l'URSS) et 30.000 environ l'auront été en France au cours
de l'année 1990. Bien que cette technologie soit relativement récente, la
Communauté scientifique vétérinaire a sur rapidement conduire les travaux
nécessaires quant aux règles à observer pour éviter toute contamination de
pathogènes lors de ces opérations. L'excellent travail ainsi réalisé lui a permis
d'édicter sa doctrine et de présenter, à l'Office International des Epizooties dès
1985 (OIE-Table Ronde sur le Transfert Embryonnaire, 1985), les bases de celle-ci
qui vont ainsi permettre à cette nouvelle Biotechnologie de la Reproduction de
constituer «le moyen le plus sûr au plan sanitaire d'échanges de gènes».

3.1 L'embryon, entité unique au plan sanitaire et risques de
contamination

La qualité spécifique de l'embryon qui le distingue radicalement d'un
animal vivant ou même d'une collection de gamètes tel que le sperme, est la
raison pour laquelle, tout raisonnement, tel qu'il fut parfois présenté, assimilant
l'embryon à l'une ou à l'autre de ces deux entités a mené à une impasse ou
illogisme.

L'embryon possède en effet une spécificité sanitaire qui repose sur les
observations biologiques suivantes :

AET15 : Association Européenne de Tranferl Embryonnaire
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- l'embryon est entouré d'une triple protection contre les agents présents
dans l'environnement : le corps maternel, la cavité utérine (avec laquelle
l'embryon aux stades particulièrement précoces auxquels il se trouve, n'a
évidemment aucun échange direct gazeux ou métabolique) et la membrane
pellucide.

- L'embryon demeure dans la cavité utérine de la donneuse pendant un
temps limité, habituellement pendant moins de 9 jours. A ce stade, l'embryon est
libre dans la cavité utérine, protégé par sa membrane pellucide et n'est l'objet
d'aucun échange direct avec sa mère.

- L'embryon est l'objet d'intenses changements métaboliques associés à
une activité mitotique renciation cellulaire et de l'expression des gènes.C es
stades très précoces de la gestation sont très sensibles à un environnement
défavorable qui conduit à une importante mortalité embryonnaire précoce.

- L'embryon présente une caractéristique particulière, sans doute unique,
puisqu'il est possible de l'examiner à la loupe, et de s'assurer de l'intégrité de la
surface de sa membrane externe (ZP), en contact avec le milieu extérieur. Cette
observation n'est évidemment pas réalisable ni pour le géniteur d'une tonne, ni
pour tous et chaque spermatozoïde !

- L'embryon qui vient d'être collecté n'est pas livré à lui-même mais se
trouve toujours inclus dans un milieu particulier qui reflète fidèlement
l'environnement immédiat auquel cet embryon est soumis.

Ces quelques points suffisent à montrer l'originalité de l'embryon et
justifient les mesures spécifiques dont il doit être l'objet au plan sanitaire.

Six types de risques sont classiquement reconnus (figure 2) et ceux-ci ont
été récemment l'objet de commentaires particuliers (32). En bref, on peut retenir
que l'essentiel des craintes doit porter sur l'environnement immédiat de l'embryon
depuis sa collecte jusqu'à la mise en place dans un outil de transfert, tel que les
paillettes. Cette succession d'étapes recouvre ce qu'on appelle généralement la
»phase in vitro», à laquelle il convient donc, en toute logique, de porter l'essentiel
des efforts de surveillance.

3.2 Les agents pathogènes à considérer

Potentiellement, tous les types d'agents : champignons, bactéries,
mycoplasmes, virus, etc. doivent être considérés.

En raison de leurs propriétés biologiques particulières, les virus ont été
étudiés en priorité. Quelques travaux récents montrent néanmoins qu'il ne faut
pas sous-estimer la possibilité interaction de bactéries ou d'autres micro-
organismes avec la membrane pellucide de l'embryon.

Selon la revue du Sous-Comité de Recherche de la Société Internationale
de Transfert Embryonnaire, présidé par,W.C.D. Hare, nous avons pu recenser
près de 50 agents qui ont été ou sont en cours d'investigations, dans le but
d'apprécier les risques liés à l'utilisation d'embryons qui seraient contaminés par
ces agents pathogènes.
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I» vivo Riants
SANITAIRES

FIG. 2 - Types de risques de contamination sanitaire des embryons

La plupart de ces études portent sur l'espèce bovine mais le nombre de
travaux chez les petits ruminants et le porc , voire sur des animaux sauvages,
croît régulièrement.

Parmi les principales conclusions de ce groupe d'experts, on retiendra
qu'on ne peut extrapoler le comportement d'un agent pathogène vis-à-vis de
l'embryon d'une espèce, à celui d'une autre espèce et encore moins, au sein d'une
même espèce, d'un agent pathogène à un autre, même apparemment
taxonomiquement proche. Une des raisons de ces observations provient de la
structure complexe et variable selon les espèces, de la membrane pellucide, ainsi
que récemment rapporté (8).

Chez les bovins, aucun agent pathogène ne s'est révélé susceptible de
traverser la membrane pellucide et seuls deux types de virus sont capables
d'adhérer à cette membrane acellulaire : les Herpes Virus Bovins (types 1 et 4)
et le Virus de la Stomatite Vésiculeuse (24, 28).

Dans le cas de telles adhérences, (25) a montré que le traitement des
embryons par une enzyme protéolytique telle que la trypsine, pouvait rompre ces
liaisons et ainsi éviter le transfert de ces agents avec l'embryon. Cependant, dans
le cas de l'IBR/IPV (BHV1), ce type de traitement n'apparaît pas toujours
indispensable. On sait en effet qu'après une phase aiguë, de courte durée, la
maladie évolue vers une infection latente. Chez les bovins, les phases de
réactivation et de récurrence, peu fréquentes, s'accompagnent rarement
d'excrétion virale. En cas d'excrétion, le virus transite alors par voie nerveuse
jusqu'aux epitheliums. La probabilité de contamination in vivo est donc
extrêmement faible. Ainsi (31) et (33) ont pu démontrer qu'à partir de vaches
donneuses séropositives, c'est-à-dire sûrement infectées, aucun embryon transféré
(plus de 1.500) sur des receveuses dont la séronégativité avaient été éprouvée
auparavant, n'a entraîné une séro-conversion de ces receveuses.
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Certaines bactéries semblent aussi pouvoir s'absorber sur la membrane
pellucide. C'est le cas d'Haemophilus somnus par exemple (34) mais cet
organisme est sensible aux antibiotiques qui sont ajoutés au milieu de
conservation des embryons. En outre ce micro-organisme entraîne la plupart du
temps la mort de l'embryon ainsi que (16) ont pu le démontrer. Des mycoplasmes
et uréaplasmes sont sont aussi capables, semble-t-il, d'adhérer à la membrane
pellucide, mais leur rôle pathologique demande à être confirmé (5, 7 et 22). En
outre, ces organismes sont sensibles à certains antibiotiques tels que la
Lincomycine et la Streptomocyne. Mycobacterium paratuberculosis semble aussi
pouvoir s'absorber sur la zone pellucide de l'embryon après contamination in vivo
mais a de fortes concentrations et sans adjonction d'antibiotiques (23).

Pour tous les agents infectieux qui peuvent être présentés dans
l'environnement immédiat des embryons mais qui ne s'absorbent pas sur la
membrane pellucide, de nombreux auteurs (24) ont montré qu'un lavage
rigoureux et précis, comprenant nécessairement au moins dix bains successifs
réalisés avec une dilution égale ou supérieure au 1/100, avec bien sûr une pipette
propre à chaque passage, garantissait l'élimination de l'agent initialement
présent. A cela, il convient d'ajouter l'élimination de tout embryon dont la zone
pellucide n'est pas intacte car il pourrait y avoir alors contact direct entre l'agent
pathogène et l'embryon et ceux accompagnés de cellules somatiques appelés
parfois «débris». L'ensemble de ces précautions permet d'obtenir, après le 10e bain
de lavage un environnement stérile. Il est donc du devoir impérieux de tout
transplanteur, au cours de ses manipulations, de respecter scrupuleusement ces
points qui constituent la base déontologique de l'activité de la transplantation
embryonnaire, et de les considérer comme obligatoire.

Dans les autres espèces, petits ruminants ou porcins, la situation n'est
pas aussi favorable. Il semble qu'en raison de propriétés particulières de la
membrane pellucide des embryons de ces espèces, celle-ci soit capable de se lier
plus fréquemment avec un nombre plus grand d'agents pathogènes bactériens ou
viraux. A ce titre d'illustration, nous avons montré récemment dans nos
laboratoires (tableaux III et IV) que Bruceila ovis ou Mycoplasma mycoïdes
mycoïdes mis en présence in vitro, respectivement d'embryons ovins et caprins,
étaient capables d'adhérer à leur membrane pellucide.

La présence possible d'agents pathogènes dans les produits biologiques
tels que serums foetaux ou albumine doit être aussi envisagée (1). Il convient
donc de veiller absolument à la garantie que donne le fabricant à cet égard. Des
essais sont actuellement en cours et particulièrement dans notre laboratoire pour
substituer à ces agents biologiques des milieux entièrement synthétiques (15).

Enfin, selon le risque de transmission des maladies infectieuses par le
transfert embryonnaire, le Comité ad hoc de la Société Internationale de
Transfert Embryonnaire a catalogué ces maladies sous forme de liste et les a
classées en quatre groupes selon la connaissance des risques qu'ils peuvent
entraîner (14). Cette liste vient d'être l'objet d'une nouvelle révision et se trouve
modifiée (tableau V). Ainsi, la catégorie 1 comprend-elle 5 entités cliniques
d'importance, la Leucose Bovine Enzootique, la Fièvre Aphteuse, la Brucellose
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(chez les bovins), l'IBR/IPV et la maladie d'Aujeszky (chez les porcins), à condition
pour ces deux dernières maladies que le traitement à base de trypsine ait été mis
en oeuvre pendant la phase in vitro de la manipulation. '

En conclusion, chez les bovins en particulier, la plupart des agents
pathogènes ne s'absorbent pas sur la membrane pellucide. Dans cette situation,
un lavage correct des embryons comprenant au moins dix bains, rend stérile
l'environnement immédiat des embryons. Pour les agents susceptibles d'adhérer,
un traitement adéquat des embryons à la trypsine, rompt ces liaisons.

Jusqu'à présent et malgré les milliers d'embryons transférés entre fermes,
il n'a jamais été rapporté une quelconque contamination de receveuses à partir
d'embryons transférés.

3.3. Les règles épidémiologiques de surveillance

Les règles à appliquer au transfert embryonnaire différent radicalement
de celles classiquement appliquées aux animaux vivants ou à la semence, pour
les raisons évoquées ci-dessus.

Tableau 3 : Isolement de B. ovis (UFC) dans les liquides de lavage ou les
embryons, après contamination expérimentale in vitro

I*»
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0 0
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0
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0
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30

0
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0

BU*»»»
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34
40

0

(a) Nombre de colonies observées après lavage et broyage des embryons (b) DoBe infectant« - 1,01.10* UFC/ml, milieu de lavage - PBS
contenant des antibiotiques, (c) Dose infectante - 1,74.10" UFC/ml, milieu de lavage - PBS Bans antibiotiques.

La donnée fondamentale est que pour la première fois dans l'histoire de
la médecine vétérinaire, le point privilégié de cette surveillance ne s'exerce pas
sur l'animal lui-même mais sur l'HOMME (vétérinaire ou praticien) qui effectue
la manipulation de l'embryon, c'est-à-dire pendant la phase in vitro. Ceci permet
de soulager les contraintes sanitaires sur la femelle donneuse à la fois parce que
celles-ci sont peu efficaces et parce qu'elles sont défavorables à l'expansion du
transfert embryonnaire, moyen le plus sûr au plan sanitaire de transfert de
gènes.

En outre, il est toujours possible de mettre en oeuvre une surveillance
complémentaire au niveau des receveuses, préalablement choisies indemnes des
maladies souhaitées et mises en station de quarantaine. Cette stratégie a été
choisie par les autorités françaises, par exemple dans le cas d'importation
d'embryons provenant d'outre-Atlantique (USA et Canada).

Ce nouveau concept de surveillance épidémiologique au niveaiä de la
phase in vitro a été récemment introduit dans l'Annexe 5.2.3.1. du Code
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Zoosanitaire de l'Office International des Epizootias (OIE), votée par l'Assemblée
Générale de cette Institution Internationale en mai 1989. C'est également sur ce
concept que reposent l'Arrêt Ministériel de la République Française (AM du 8
septembre 1986), le premier du genre, au monde, qui traite de la Transplantation
Embryonnaire et la Directive de la CEE relative à la Transplantation
Embryonnaire (89/556 du 25 septembre 1989) et applicable au 1er janvier 1991.
En vertu de cette Directive, les Services compétents de la Direction Générale de
l'Alimentation du Ministère de l'Agriculture Français travaillent à la
réactualisation de l'AM du 8 septembre 1986 et sa publication devrait intervenir
dans les premiers mois de 1991.

Afin que n'importe quel éleveur puisse mettre en oeuvre la
Transplantation Embryonnaire dans son troupeau avec un Risque zéro
d'introduire et de transmettre un agent pathogène, il est donc nécessaire de
s'assurer du «sérieux» de l'équipe de transfert embryonnaire et de sa compétence
technique pour appliquer les mesures nécessaires à la surveillance de la phase
«in vitro». Ceci conduit tout naturellement à la notion d'«Equipe de Transfert
Embryonnaire Agréée» telle qu'elle apparaît dans les textes réglementaires
français et européens indiqués ci-dessus.

Tableau 4 : Isolement de Mycoplasme mycoïdes large colonie dans les liquides de
lavage et sur les embryons frais ou congelés après contamination
expérimentale in vitro.
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Do«» infectant*» lot 1: 2,3.10' UFC/ml. Lot H : 2,3.10' Lot m :
+ : croissance de HmmLC ; - : pas de croissance

Pour qu'une Equipe de Transfert Embryonnaire soit officiellement agréée,
les*quatre conditions suivantes doivent être remplies :

- être composée d\m personnel compétent au plan technique et
hygiénique, comprenant au moins un vétérinaire,

- posséder un équipement adéquat et des locaux adaptés. Ceux-ci doivent
comprendre un laboratoire statique permettant une stérilisation appropriée du
matériel en contact avec les embryons et si nécessaire pour les collectes «en
ferme», un laboratoire mobile qui doit inclure une paillasse, un microscope, un
ensemble facilement nettoyable et désinfetectable, donc isolé du reste de
l'environnement de la ferme, et incluant dans le cas de la France, d'une façon
obligatoire une hotte à flux laminaire,
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- accepter de suivre à la lettre et en toute conscience professionnelle,
toutes les recommandations exigées relativement à la manipulation des embryons
par les textes réglementaires, y compris les dix lavages associés à un taux de
dilution adéquat à chaque bain (au moins 1/100), l'utilisation d'une pipette stérile
à chaque lavage et l'élimination de chaque embryon dénué d'une membrane
pellucide intacte ou accompagné de débris cellulaires,

- accepter de se soumettre régulièrement à un «contrôle de qualité»
destiné à s'assurer de l'absence d'éléments infectieux, bactériens et viraux, à
partir d'échantillons issus des liquides de collecte, de lavage (trois derniers bains
par exemple) et embryons dégénérés. Naturellement ceci nécessite leur stockage
en prévision des contrôles à venir.

Mais cette condition permet au système de fonctionner avec à la fois le
maximum de sécurité et le minimum de coût, donnant ainsi aux Services
Vétérinaires Officiels une garantie du respect de l'engagement des équipes qui
sont ainsi nommément agréées.

3.3. Le problème particulier des embryons dits «MANIPULES»

Les textes officiels jusqu'ici ne traitent que des embryons à zone pellucide
intacte. Cela exclut donc les embryons sexes ou résultant de transfert nucléaire,
technique utilisée dans le processus de clonage. Pour pallier cette lacune qui
risque de gêner en particulier, le tranfert entre fermes d'embryons sexes qui se
développe en France à l'instigation des Coopératives d'Elevage et d'Insémination
Artificielle, le groupe ad hoc de la Société Internationale de Tranfert
Embryonnaire vient ces derniers mois de remettre à la Commission du Code
Zoosanitaire de l'Office International des Epizooties, pour examen, un texte
traçant les grands principes qui devront être appliqués à de tels échanges. Ces
principes sont d'une part le maintien total du concept de l'Equipe de Tranfert
Agréée et responsable des opérations et d'autre part l'absolue nécessité de ne
rompre l'intégrité de la zone pellucide que lorsque l'embryon se trouve dans un
milieu stérile, c'est-à-dire en l'absence de toute cellule étrangère aux embryons
dans le milieu et après avoir réalisé les dix lavages qui, on le sait, conduisent à
l'obtention d'un environnement embryonnaire stérile. Ceci implique aussi que tout
le matériel soit propice à cette stérilité. C'est la raison pour laquelle une hotte à
flux laminaire est absolument nécessaire.
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Tableau 5 : Liste des maladies en, fonction des risques sanitaires liés à leur
transmission par Transfert Embryonnaire (14)

t

Leucoae bovins
Fièvre AphUMM
Brucelloae (Bov)
IBR/1PV (TrvDS.)
a»*a.WaB. ¥ \ A l ^ l ^ h /

Maladie (fAujesky
ftrypa.)

Í

Fièvre catarrhal«
(Bov)
Pute porcin
classique

«

Peste Bovine (Bov)
BVD
FiavrecalarrhaletOv)
Camnvlobactêr fetua (Ov)
Fièvre Aphteuse (Ov,
Cap. Por)
Maladie véne, du porc
Pule porcin Africain
Tremblante (Ov)
Humophihii iDmnus

«

Akabane
Stomatite vés. (Bov, Por)
ChJamydia ptiUmci (Bov)
Urearjkam. MVCODL (BOV Cao)

Maedi-Vlana (Ov)
Adenim. Pulm; 6ov)
Tremblante (Cap)
CAEV
Pwvovirue (Por)
Enterovirui (Bov, Por)
Uptospiraae(Pbr)
BOT Herpsa V i m 4
arvcob.Pkratab(Bw)
Brue; orts et abort. (Ov)
Bordar diaaaas(Ov)
Viras paraJnflnanaa« 3 (Bov)
BSE

Pour la catégorie 1, les risques sont négligeables si la manipulation a été
effectuée en conformité avec les règles du manuel de l'IETS. Le niveau de
sécurité, compte tenu des travaux publiés va décroissant de la catégorie 1 à 4.
pour cette dernière, ne figurent sur la liste que les maladies ou agents pathogènes
pour lesquels les travaux entrepris n'en sont qu'au stade préliminaire.

L'analyse du milieu après conservation d'une partie aliquote de celui-ci,
permet de vérifier si nécessaire ou requis par l'autorité vétérinaire, la réalité de
cette stérilité. C'est en effet dans ces seules conditions que le «risque zéro» de
transmission d'agents pathogènes avec l'embryon peut être assuré.

4. LES EMBRYONS FECONDES IN VITRO

Bien que la technique de Fécondation In vitro (FIV) ne soit pas encore
parvenue au stade de développement de masse, en raison de son faible taux de
succès, des veaux issus de cette technique sont déjà nés et ont déjà été proposés
aux échanges entre troupeaus voire entre pays, entre le Royaume-Uni et la
République d'Irlande, par exemple. Les études portant sur l'intervention
éventuelle entre agents pathogènes et de tels embryons sont encore peu
nombreuses. Trois études ont cependant été publiées, provenant de France (9,10
et 11). La première montre que des prélèvements d'ovocytes de vaches tout
venant, mais dont certaines étaient éliminées dans le cadre des programmes
nationaux prophylactiques (Brucellose et Leucose Bovine Enzootique) pouvaient
être effectués sans que les agents pathogènes n'apparaissent sur les ovocytes,
liquides folliculaires, cellule tubaires et embryons. Dans la seconde investigation
portant sur des ovocytes prélevés de vaches expérimentalement contaminées par
le virus BHV1 (IBER/IPV), et en phase aiguë de l'infection, il a été montré que
le virus pouvait être retrouvé dans les ovaires ou les oviductos (tableau VI) ainsi
que sur les embryons et dans le liquide de maturation (tableau VII).
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Tableau 6 : Présence du virus BHV1 dans les oviductes de 10 vaches infectées
expérimentalement, en fonction de sa présence dans les ovaires, le
liquide folliculaire et le corps jaune (selon 10).

GONADES

Ovaires : +
Liq. folliculaires :
Corps jaunes :
Ovaires :
Liq. folliculaires
Corps jaunes :
Ovaires
Liq. folliculaires
Corps jaunes

+
+
+

+
: -
; .
: -

OVTDUCTEÖ

• ;

A
(n = 5)

C
(n = l)

0

*

B
(n = 2)

0

(n = l)

D
(n = 2)

+ : présence de BHV ; - : absence de BHV ; A, B, C, D : categories des vaches
0 : absence d'animaux

La dernière publication ouvre, en outre, bien d'autres perspectives car elle
tend à démontrer qu'après la contamination in vitro, par le virus BHV1 d'ovocytes
au cours de leur maturation ou de leur fécondation in vitro, ceux-ci se trouvaient
encore en présence de virus dans les milieux de lavage 9 et 10, mais aussi
voyaient leur probabilité de développement compromise dans une plus grande
proportion que les ovocytes témoins. De plus, la qulité de leur fécondation se
voyait altérée et une plus grande fréquence d'anomalies de décondensation des
pronucléi était observée (11).

Les conséquences de ces observations originales sont nombreuses :
1. Il est impératif de se préoccuper de la qualité sanitaire des embryons

fécondés in vitro malgré le plus grand nombre de bains divers auxquels ils sont
soumis au cours de leur manipulation.

2. Le milieu environnant de ces embryons est un excellent témoin de la
qualité sanitire de l'embryon. Ces milieux constituent ainsi un témoin de choix
du risque lié à la présence d'agents pathogènes au contact de tels embryons.

Enfin, ces enseignements relatifs aux embryons issus de Fécondation in
vitro sont tout aussi importants pour les embryons issus de reprogrammation
nucléaire (clones produits) puisque les étapes de maturation in vitro et de culture
in vitro des embryons demeurent semblables dans l'un ou l'autre cas.
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Tableau 7 : Contamination des ovocytes, des milieux de maturation et des
embryons après injection expérimentale par le virus BHV1 des vaches
donneuses en fonction du statut infectieux de l'appareil génital (selon
W

CAtBÚ

A(n
B(n
C(n
D(n

ORÍES

= 5)
= 2)
= 1)
= 1)

PRESENTO rayraua
(mdti «font»«* pfàtifti

ovúcrtm

4
1
0
0

MELUCUIMB

5
2
0
0

•j||^Brav"jv

0
1
0
0

mm

3
0
0
0

n : nombre de vaches ; A : ovaires et oviductos contaminés ; B : ovaires contaminés ; C : ovain
contaminés ; D : pas de contamination des ovaires ni des oviductos (cf. tableau VI).

i sauf liquide folliculaire et oviductos

C'est à partir de ces données que le Comité Import/Export de PIETS a
rédigé une proposition de texte pour le Comité du code Zoo-sanitaire de l'OIE. Ce
texte est en cours d'examen et pourrait être proposé à l'Assemblée Générale de
l'OIE dans les deux années à venir. Il repose d'une part sur le concept de l'Equipe
de Fécondation in vitro agréée et d'autre part sur la surveillance sanitaire
portant sur l'examen des liquides de maturation, de culture ou des embryons
dégénérés.

5. CONCLUSION

Ainsi, ces nouvelles Biotechnologies de la Reproduction, depuis
l'Insémination Artificielle jusqu'aux embryons fécondés in vitro peuvent-elles
concourir, en plus de leurs effets bénéfiques zootechniques et génétiques, à
améliorer l'état sanitaire du troupeau et permettre ainsi sans risque sanitaire la
diffusion des gènes recherchés, partout dans le monde. Cet avantage considérable
nécessite cependant la connaissance précise des règles sanitaires
épidémiologiques propores à chacune d'elles et leur application rigoureuse. C'est
là le défi jeté à la médecine vétérinaire. Elle a su jusqu'à présent le relever sans
faille.
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13
BILAN DE L'AMELIORATION DE L'ELEVAGE DES PETITS
RUMINANTS AU TCHAD

V.ZEUH
Direction des Productions Animales - Laboratoire de Recherches Vétérinaires et Zootechniques de Farcha.
B.P 433 NDJAMENA • TCHAD.

RESUME

Le présent article met en évidence les facteurs responsables des échecs
de programmes d'amélioration génétique chez les petits ruminants au Tchad. Les
échecs enregistrés sont le plus souvent dus à des facteurs extérieurs : le mauvais
choix du terrain, l'absence de ressources hydrauliques perennes et la non
participation des éleveurs aux actions. Certaines opérations ont été abandonnées
dès que les premiers résultats ne donnaient pas satisfaction. La valeur de ces
tentatives, quoique négatives, ne peut être discutée. Elle permet de tirer une
doctrine d'action en matière d'amélioration génétique qui doit être édifiée à
l'avenir sur des bases solides, pratiques et adaptées à l'élevage du milieu.

1. INTRODUCTION

L'amélioration rapide qui a caractérisé la production animale dans de
nombreux pays industrialisés, en particulier au milieu de ce siècle, est due à
l'effet conjugué des progrès rapides survenus dans plusieurs secteurs de la
zootechnie. L'accroissement de la production d'aliments pour animaux,
l'amélioration des techniques sanitaires, l'adoption des méthodes d'élevage plus
économiques et la sélection des animaux présentant le potentiel génétique pour
renforcer la production, sont autant de facteurs qui ont contribué à ces progrès.

Dans les pays en développement, en revanche, les conditions climatiques
défavorables, le faible niveau de technicité des éleveurs, l'existence de certaines
pathologies et le manque d'animaux génétiquement améliorés n'ont pas permis
l'évolution de ces secteurs.

L'idée d'obtenir une amélioration du bétail domestique par sélection des
meilleurs sujets d'une race autochtone, ou par croisement de races locales avec
des géniteurs étrangers de qualité supérieure, n'est pas nouvelle. C'est ne pas
autrement qu'ont été créées les races à grande production des pays d'Europe, puis
d'Amérique.

Pendant l'ère coloniale, les zootechniciens d'alors devaient faire préférer,
sinon adopter, l'amélioration génétique par croisement de races locales avec des
reproducteurs importés. C'est ainsi qu'eurent lieu des importations les plus
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iverses, dont force est de constater aujourd'hui qu'à de rares exceptions chez les
uovins, elles n'ont pas laissé de traces. Ce sont ces échecs qui ont favorisé
pendant ces vingt dernières années, l'apparition de programmes d'amélioration
de plus en plus axés sur la sélection des races locales.

L'exemple qui suit des petits ruminants au Tchad doit inciter à considérer
les aspects historiques de programmes d'amélioration génétique dans l'élaboration
de nouveaux programmes en Afrique intertropicale.

2. LES ETABLISSEMENTS D'ELEVAGE : fermes, ranchs

Pour répondre aux objectifs d'amélioration du bétail domestique, des
établissements d'élevage furent créés au Tchad.

Deux modestes centres, situé l'un à Moussoro, l'autre à NGrouri existaient
avant la deuxième guerre mondiale. Seul le second a survécu et a fonctionné
jusqu'aux années 1970. Celui de Moussoro qui se consacrait à l'élevage du mouton
n'a pas connu un grand succès.

Les établissements d'élevage du Tchad ont été au début polyvalents. Par
la suite, certains se sont spécialisés et d'autres ont disparu. Seule la ferme de
Fianga, dans la partie soudanienne du pays, présentait jusqu'aux années 1970
les normes originales. Dans son rapport annuel de 1964 (4), le Service de
l'Elevage du Tchad fait le bilan des activités des établissements comme suit :
- L'établissement d'élevage d'Abougoudam consacrait ses activités :

* à l'élevage du mouton à fourrure en vue de sa multiplication et de sa
diffusion en milieu africain ;

* à l'étude et à l'amélioration du zébu arabe en vue de l'obtention de
sujets plus précoces et plus lourds ;

* à l'amélioration du cheval du Ouaddaï par des étalons sélectionnés.
- L'établissement de NGouri avait pour objectifs le développement de :

* l'élevage du cheval ;
* l'élevage du porc et du mouton ;
* l'étude de la race bovine Kouri.

- Le ranch de l'Ouaddi-Rimé a été créé afin de démontrer que le bétail du Tchad,
placé sur des parcours offrant en abondance l'eau et le pâturage, pouvait
rapidement augmenter de poids et améliorer ses qualités bouchères.
- La ferme de Fianga a été surtout conçue comme une station d'élevage bovin
dans le but de créer une race nouvelle, adaptée aux conditions écologiques de la
zone soudanienne. Elle a également consacré ses activités à l'élevage du porc et
de la chèvre rousse de Maradi.

3. AMELIORATION DE L'ELEVAGE OVIN :

3.1. Le mouton à fourrure (5)

L'existence au Tchad d'un mouton arabe à robe noire présentant une
ressemblance avec le mouton à fourrure de race Karakul, a poussé le Service
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d'Elevage d'alors à introduire des géniteurs de cette race. Le but principal était
de remplacer les moutons autochtones par des métis Karakul Arabe de plus en
plus près au sang par un système de croisements continus. Le but final de
l'opération était d'obtenir en même temps qu'une production massive de fourrure
"Astrakan" une amélioration de la race locale aussi bien du point de vue
production de viande que de lait. Pour ce faire le Tchad a importé de la France
un petit nombre de géniteurs en 1938. Les essais furent interrompus du fait de
la guerre. Les animaux étaient élevés à Moussoro. Les descendants du premier
lot furent transférés à NGouri, où ils sont restés jusqu'à la fin de la guerre.

Les nouvelles importations furent réalisées en 1947. Elles ont porté sur
un lot d'une centaine d'animaux, cette fois-ci de provenance d'Iran. Les animaux,
élevés à NGouri, ayant subi des pertes sévères, il fut décidé en 1948 de les
transférer à Abougoudam où un centre d'élevage fut construit. Peu de temps
après, on devait s'apercevoir que l'établissement est le résultat d'une erreur
fondamentale. L'existence présumée d'abondantes réserves d'eau ayant été la
raison essentielle de la création de la bergerie, tout devait s'écrouler lorsqu'il
devint certain que ces réserves n'existaient pas. De plus, Abougoudam s'étend en
effet sur des sols très pauvres à pâturages médiocres. Ajoutée à l'insuffisance de
l'eau, la pauvreté en ressources alimentaires rendait impossible le maintien en
bon état de troupeaux nombreux.

Jusqu'en 1955 le nombre des ovins au centre atteignait 3.000 unités.
Malgré les difficultés, les expériences se sont poursuivies en 1956. 4.000

têtes sont comptées dont 2.000 métis de dominance Karakul plus ou moins forte.
Des distributions de mâles furent faites dans les troupeaux autochtones, afin de
réaliser l'imprégnation dans la race locale. Le peu d'empressement des éleveurs
à se prêter à l'expérience ne pouvait faire redouter un échec. En effet, les
reproducteurs distribués gratuitement aux éleveurs ont été souvent sacrifiés lors
des cérémonies traditionnelles (7).

Brusquement en 1956 une saison sèche très rude provoquait la
catastrophe. En quelques mois le troupeau perdit près de la moitié de son effectif.
On pouvait dire que partout au Tchad, et surtout dans la région de Ouaddaï, le
troupeau ovin est à peu près stable ; chaque période d'accroissement étant suivi
d'une mauvaise saison qui anéantit tous les progrès réalisés.

Curieusement, à Abougoudam se furent les animaux de race locale qui
subirent les pertes les plus lourdes. Les Karakuls dans l'ensemble se révélèrent
plus résistants et plus rustiques surtout si on considère le résultat de quelques
reproducteurs qui ont survécu en milieu traditionnel. A l'issue de la dramatique
sécheresse qui avait démontré l'insuffisance des points d'eau, l'effectif du
troupeau fut ramené à 600 têtes.

En 1958, subsistait un troupeau composé exclusivement de Karakuls
"sang pur" et des métis à haute dominance.

Ceci dit, l'expérience menée à Abougoudam n'a pas été un échec sur le
plan zootechnique, puisque les Karakuls ont montré leur potentialité d'adaptation
en de circonstances difficiles. Cette affirmation est certes sommaire si on sait que
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l'élevage des Karakuls n'a connu des succès pour le continent africain que dans
les hauts plateaux de l'Afrique Australe.

En 1960 l'établissement d'Abougoudam a été fermé et les troupeaux
dispersés ou remis au ranch de Ouaddi-Rimé.

3.2. Le mouton de boucherie

Les essais d'introduction de moutons mérinos, berrichons et solognots ont
été faits à NGouri en 1953. L'opération de métissage a été poursuivie avec les
moutons arabes et bororos jusqu'en 1957. La totalité de l'élevage a été liquidée
par vente en octobre de la même année. Comme le montre le tableau ci-dessous,
les échecs de NGouri puis d'Abougoudam pendant la même période ont contribué
à l'abandon des opérations dès que les premiers résultats enregistrés ne
permettaient plus d'étendre l'action.

Tableau des effectifs des moutons de boucherie à la station de NGouri (1953-1957).

Années

1953

fin 53

1954

1955

1956

1957

Berrichon

5

3

-

-

-

-

Solognot

4

2

-

-

-

-

Merino

5

2

-

-

-

-

Arabe

100

66

144

197

277

Bororo

100

54

134

134

135

Métis

-

9

3

-

-

-

3.3. Le mouton à laine

Les essais faits à Moussoro en 1927 ont été abandonnés et les géniteurs
laissés aux éleveurs qui élevaient les moutons à laine barabarins.

3.4. L'élevage expérimental de la Cotontchad

En 1975, la Société Coton Tchad à Békamba (Moyen-Chari) constituait un
troupeau d'ovins par achat de brebis tout venant et par importation de 6 béliers
de France dont 2 brebis charmois, 2 berrichons et 2 préalpes du sud. Les femelles
de la race locale ont été ensuite sélectionnées pour ne conserver que la variété
blanche (le mouton du Mayo-Kebbi). L'objectif alors recherché était l'amélioration
des qualités bouchères de la race locale par l'introduction de sang amélioré (2).

Après quelques années de croisement, l'utilisation des métis charmois
semblait sans intérêt. En regard de la rusticité et de la ' ĉocité la race préalpes
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en revanche apparaissait, par rapport aux autres éventualités (croisement
Berrichon et Charmois), comme la seule spéculation à envisager au niveau du
troupeau local tchadien (3). Suite à la guerre civile de 1979, la station a été
fermée et les animaux dispersés.

4. L'AMELIORATION DE L'ELEVAGE CAPRIN

4.1« La chèvre rousse

Un petit troupeau de chèvres de la race dite "rousse de Maradi" a été
importé du Niger en vue de promouvoir le développement de cette race au Tchad.
Elle est intéressante par les qualités de sa peau, sa fécondité et la qualité de sa
viande.

Malheureusement, la chèvre de Maradi se comporte mal en dehors de son
habitat naturel. Ainsi, toutes les expériences de transfert ont été soldées par des
échecs.

Un troupeau de 43 têtes introduit en 1953 à la ferme de Fianga a presque
complètement disparu en 1958. L'expérience a été arrêtée.

5. CONCLUSION

Entre 1900 et 1980 beaucoup d'établissements d'élevage ont entrepris
l'amélioration des petits ruminants au Tchad. Les actions entreprises on suivi
pour la plupart le plan préconisé par Receveur en 1943 (6). Tous les essais ont
conduit à des échecs, sauf le centre d'Abougoudam où la race Karakul a montré
une certaine rusticité dans le milieu. La vulgarisation de cette race en milieu
paysan devait dépendre plutôt des éleveurs qui, à côté de la sélection naturelle,
sont les artisans de la sélection. On remarque que pendant cette période, les
ovins ont été préférés aux caprins à cause des caractéristiques spécifiques de
production (fourrure, laine) que ces derniers ne possèdent pas. Pour ces exemples
au Tchad comme pour d'autres ailleurs, chez les petits ruminants comme chez les
autres espèces, les aspects historiques d'amélioration d'élevage sont à considérer
si des nouveaux échecs devaient être évités.

Pour les milieux défavorables des pays en développement, Bougler, 1989
(1) préconise une stratégie qui consiste à chercher avant tout un équilibre entre
les objectifs des éleveurs, les contraintes du milieu et les possibilités des
animaux. La prochaine étape consiste à mettre en place des programmes de
gestion des troupeaux et de reproduction et enfin la mise en place du programme
d'amélioration génétique.
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14
INFLUENCE DTNJECTIONS REPETEES DE METERGOLINE
SUR LA CINETIQUE DE LH ET FSH AU COURS D'UN
TRAITEMENT DE SUPEROVULATION CHEZ LA VACHE
HORS LACTATION

HANDAJA KUSUMA, P.S.', TAINTURIER, D" & MERCIER, A.~
'Faculté de Médecine Vétérinaire, Université AIRLANGGA, J.L Airiangga 6, Surabaya-INDONESIE.
" Service de Pathologie de la Reproduction, Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes, C J». 3013-44087 Nantea-Cedex-France.

Des études réalisées in vitro chez la ratte (21) et la truie (20) montrent
que la prolactine intervient dans la sécrétion d'oestrogènes par inhibition de
l'activité aromatase. Segerson et coll., 1977 (17) utilisant des cellules tutéales
bovines prouvent que la prolactine stimule la synthèse de la progestérone.

In vivo, une élévation de la prolactine pendant le proestrus et l'oestrus est
observée chez la ratte (14, 19, 22) et chez la brebis (15). Chez la vache, nous
avons trouvé comme Dieleman et coll., 1986 (4,13) un pic préovulatoire de
prolactine. Par contre Karg et coll., 1970 (10) ne le mettent pas en évidence. Chez
la vache, nous avons montré comme Aboul et coll., 1947 (1) que le taux de
prolactine est plus élevé pendant la phase lutéale que folliculaire. Toutefois,
Bevers et coll., 1988 (3) ne peuvent pas perturber le cycle oestral en utilisant la
bromocryptine (un inhibiteur de la prolactine). C'est la raison pour laquelle la
plupart des auteurs pensent que le pic de prolactine est plus symptomatique que
fonctionnel.

Chez la vache superovulée à la PMSG, Bevers et coll., 1987 (3) constatent
qu'il n'existe pas de différence significative entre le taux de prolactine chez
l'animal ayant un pic de LH et celui qui n'en a pas. Cependant les modifications
associées à l'utilisation d'un inhibiteur de la prolactine n'ont jamais été étudiées.

1. MATERIEL & METHODE

1.1. Animaux

Afin d'effectuer 16 traitements expérimentaux, 7 vaches taries et 1
génisse de race Prim-Holstein, âgées de 3-8 ans, pesant de 400-600 kg sont
divisées en deux lots de quatre.
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2. PROTOCOLE

2.1. Superovulation

Le traitement est commencé 9 jours après les chaleurs de référence (soit
20 jours après la pose d'un implant de 3mg de Norgestomet et d'une injection de
5mg de Valerate d'oestradiol et de 3 mg de Norgestomet (Synchromate-B, N.D.1).
Les vaches du lot A sont traitées selon le protocole 1 (témoin) et celles du lot B
selon le protocole 2 (Métergoline2).

2.1.1. Protocole 1

Le protocole comprend 8 injections par la voie intramusculaire de FSH3

réparties sur 4 jours à raison d'une injection toutes les 12 heures avec une
posologie décroissante de 6, 6, 5, 5, 3, 3, 2, 2 mg (soit 32 mg au total par vache)
ou 5, 5, 4, 4, 2, 2, 1, 1 mg (soit 24 mg par génisse). La PGF2a (0,5 mg de
Cloprosténol-Estrumate N.D.4.) est injectée au moment à la 5ème injection de
FSH.

2.1.2. Protocole 2

II est identique au protocole 1, mais 400 mg de la Métergoline par la voie
intraveineuse sont associés à chaque injection de FSH.

2.2. Insémination artificielle

Les animaux sont inséminés 56h. et 72h. après l'oestrus. 3 mois après la
première collecte, les animaux du lot A reçoivent le traitement du protocole 2
(Métergoline) et ceux du lot B reçoivent le protocole 1 (témoin).

3. PRELEVEMENTS SANGUINS

10ml de sang sont prélevés sur tube héparine à la veine jugulaire ou à la
veine caudale. Les prélèvements sanguins sont réalisés selon le rythme suivant:
une fois par jour au cours des 2 jours précédant le début du traitement ; deux fois
par jours pendant le traitement de FSH ; toutes les deux heures de la 35ème à
la 55ème heure après l'injection de PGF2a ; une fois par jour entre la période
précédente et la collecte. Le sang est centrifugé et le plasma est congelé à - 25°C
jusqu'au jour du dosage des hormones.

'. INTER VET S A 43 Avenue Joxe 49002 Angers, Cedex-France
'. VŒRAC BP 27 06511 CARROS Cedex-France
'. SANOFI LA BALLASTIERE 33 SOI Llboume Cedex-France
'. PITMAN-MOORE 36 Avenue de l'Epinette BP 143 77100 MEAUX-France
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chaleur

O impla« 9 10 H/0

prélèvements sanguins

RYTHME DES PRELEVEMENTS DE SANG AU COURS DES DEUX
PROTOCOLES DE SUPEROVULATION : 1 (T) INJECTIONS DE FSH ET
2 (M) INJECTIONS DE FSH ASSOCIEES A LA METERGOLINE.

4. DOSAGES HORMONAUX

Les hormones sont dosées en double par une technique de radio-
immunologie.

4.1. Dosage de la prolactine

La prolactine plasmatique est dosée en double par la méthode de Kann.
Sérum de lapin antiprolactine au 1/60.000 et sérum de mouton antilapin SMAL
sont utilisés.

La sensibilité du dosage est de 0,3 ng/ml de plasma avec des coefficients
de variation intra et inter dosage de 5% et 8% respectivement.

4.2. Dosage de la FSH

Son dosage est effectué à l'aide du kit délivré par le National Hormone
& Pituitaire Programme Université de Maryland. L'anticorps anti-FSH ovine a
été préparé par immunisation de lapins. La FSH ovine marquée à l'iode est
référencée NIAMDD-0 FSH-I (AFP-5679 c). La courbe étalon est préparée à
partir de la préparation au NIAMDD oFSH-RPI avec des concentrations situées
entre lng/ml et 64 ng/ml.

La procédure analytique est celle conseillée par le NIAMD ; dans ces
conditions, les coefficients de variation intra et inter essai sont respectivement
de 12% et 14,1%.

4.3. Dosage de la LH

L'anticorps anti-LH ovine a été préparé par immunisation de lapins par
l'INRA-NOUZILLY. L'hormone LH ovine utilisée pour les marquages et la
préparation des gammes étalons a été purifiée par l'INRA-NOUZILLY. Elle est
référencée 1C 1951, lmg correspond à 2,1 mg de LH NIH. Sa contamination en
FSH est voisine de 0,9%. Le dosage est effectué par compétition.

La précision de la mesure est de 9,7% intradosage et de 7,5% interdosage
pour un témoin proche d'une concentration de lng/ml. La sensibilité du dosage
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est de 0,1 ng/ml de plasma. Pour les valeurs proches d'une concentration de
15ng/ml, la précision de la mesure est de 4,9% avec une sensibilité du dosage de
0,5ng/ml.

5. STATISTIQUE

Plusieurs méthodes d'analyse statistique ont été utilisées : l'analyse de
bloc complète équilibrée, test du t de Student et test du X2.

6. RESULTATS

D'après Xu et coll., 1988 (24), les facteurs individuels de variation liés à
l'animal, sont ceux qui jouent le rôle le plus important sur le nombre de corps
jaunes, d'embryons collectés et sur les profils hormonaux. C'est la raison pour
laquelle cette recherche utilise les mêmes vaches sur lesquelles des traitements
différents ont été comparés.

Chez l'animal superovulé, l'oestrus se produit à partir de la 20ème heure
avant jusqu'à la 20ème heure après le pic préovulatoire de LH, au contraire
l'intervalle entre le pic de LH et l'ovulation est constant (23). Par ailleurs, lors
de nos traitements, 93,7% des profils de LH coïncident avec ceux de la FSH. C'est
la raison pour laquelle dans cette expérience, les vaches qui ont des pics normaux
de LH ou FSH sont considérées comme ayant répondu normalement au
traitement de superovulation.

Les critères des pics de LH et FSH normaux sont les suivants : ils doivent
apparaître 24 à 55h après l'injection de PGF2a ; les valeurs respectives des pics
sont supérieurs à 4 ng/ml (pour LH) et 100 ng/ml (pour FSH) ; la durée de la
décharge dépasse 2 heures.

Respectant ces critères, 4 parmi les 8 vaches témoins présentent des pics
de FSH normaux, et sous l'action de la Métergoline, 3 d'entre elles n'ont plus de
décharge de FSH (fig. 6, 7 & 8), une présente un pic plus court que celui des
témoins (fig. 5).

En revanche, parmi les 2 témoins qui n'ont pas de pics de FSH (fig.2 &
3), l'injection de Métergoline, s'accompagne de l'apparition de pics anormaux chez
l'une d'entre elles (vache n°2).

Chez les témoins ayant répondu normalement, le taux de base de FSH
(moyenne 63,7 ng/ml) et celui de la période comprise entre la 24-55h. après
l'injection de PGF2a (moyenne 131,5ng/ml) est statistiquement plus élevé que
celui obtenu sous l'action de la Métergoline (moyenne 31,8 ng/ml ; 33 ng/ml
respectivement).

Inversement, chez les témoins qui ont des pics de FSH anormaux, le taux
de base de FSH (moyenne 32,8 ng/ml) et celui de la période comprise entre 24-
55h. après l'injection de PGF2a (moyenne 32,7ng/ml) est statistiquement moins
élevé que celui obtenu sous l'action de la Métergoline (moyenne 58 ng/ml ; 55,3
mg/ml respectivement tab. 1 & 2).
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Il y a donc une forte corrélation (a < 0,005) entre le taux de base et
l'apparition des pics préovulatoires de FSH.

En ce qui concerne la LH, 6 des 8 témoins ont répondu normalement au
traitement de superovulation ; parmi les 6 vaches qui ont des pics de LH
normaux, sous l'influence de la Métergoline, une présente des pics d'amplitude
inférieure et moins durable (vache n°5), 2 ont présenté des pics anormaux, les
autres n'ont pas eu de décharge de LH (fig. 3, 4, 5, 6, 7, 8).

En revanche les pics qui n'existent pas chez les 2 témoins, apparaissent
sous l'action de la Métergoline.

Il n'y a pas de différence significative (a > 0,05) du taux de base de LH
quelque soit le protocole utilisé. Au contraire, le taux de LH au cours des 24h.
suivant l'injection de PGF2a jusqu'à la 1ère insemination artificielle, est moins
élevé significativement (a < 0,05) chez les vaches traitées (moyenne = 1,82 ng/ml)
par rapport aux témoins (moyenne = 5,32 ng/ml).

Nos résultats montrent que dans l'expérience où les pics de LH et FSH
sont normaux (n = 4), la durée moyenne du pic de LH est supérieure à 6 heures
avec une amplitude moyenne de 30,5 ng/ml. Dans l'expérience où les pics de LH
sont normaux avec des pics de FSH anormaux (n = 3), la durée moyenne de pic
de LH est supérieure à 4 heures avec une amplitude moyenne de 16,7 ng/ml. en
ce qui concerne les pics de LH anormaux (n = 4), l'amplitude moyenne est de 14,8
ng/ml.

Le taux de prolactine entre la 24 et la 55ème heure après l'injection de
Cloprosténol est inférieur (a < 0,05) chez les vaches traitées à la Métergoline
(moyenne = 28,1 ng/ml) par rapport aux témoins (moyenne = 32 ng/ml).

Le nombre de corps jaunes chez les vaches témoins (8,1 ± 2,6), est
supérieur à celui des vaches traitées (6,0 ± 5,1), mais la différence n'est pas
significative.

En ce qui concerne le nombre d'embryons collectés, il est plus élevé chez
les animaux témoins (moyenne = 5,5) que chez les animaux traitées (moyenne =
2,6), cependant, la proportion d'embryons transférables est plus élevée chez les
animaux traités (52,4%) que chez les témoins (22,7%).

TEMOINS NORMAUX (n-4)
SOUS METERGOLINE
TEMOINS ANORMAUX
(n-4)
SOUS METERGOLINE

Taux de FSH (ng/ml)

BASE

63,7
31,8
32,8
58,0

24-55H SUIVANT PGF2a

131,5
33,0
32,7
55,3

Tableau 1 : Influence d'injections répétées de métergoline sur les plasmatiques de FSH chez les
témoins normaux et anormaux.
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7. DISCUSSION

Sur 8 témoins, 2 vaches (25%) n'ont pas de pics de LH ou de FSH. Ce
résultat est comparable à ceux obtenus par Hyttel et coll., 1991, qui ont observé
qu'il n'y a qu'une moitié des vaches qui répond au traitement de superovulation.
Il est possible que ces vaches n'aient pas répondu au traitement de super-
ovulation. Il «est possible également que la réponse ait lieu dans des délais
anormaux, conduisant à des périodes où les prélèvements de sang n'ont pas été
assez fréquents (1-2 fois par jour) par rapport à la durée du pic de LH (8-16
heures) (12).

Chez la vache qui a un faible taux de FSH, la Métergoline provoque
l'augmentation du taux de FSH. En revanche chez la vache qui a un taux élevé
de FSH, la Métergoline le réduit. On suppose donc que la Métergoline augmente
le taux de FSH, mais dans le cas où celui-ci était déjà élevé, cette augmentation
a un effet rétrocontrôle-négatif sur la sécrétion de GnRH.

Cette expérience montre également que l'association FSH-Métergoline
empêche la sécrétion de LH chez les animaux ayant répondu normalement au
traitement de superovulation de LH chez les animaux ayant répondu
normalement au traitement de superovulation. Par contre, lorsqu'on utilise
l'association FSH-Métergoline chez les animlaux ayant une anomalie d'ovulation,
elle rétablit le fonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique de
ceux-ci.

Le mécanisme selon lequel la Métergoline semble plutôt agir comme un
régulateur de la fonction ovulatoire que comme un stimulant vrai de
gonadotrophine n'a jamais été décrit. Il est possible qu'elle agisse soit par
l'intermédiaire de l'effet antisérotoninergique soit par l'action inhibiteur de la
prolactine.

L'action de la sérotonine sur la sécrétion de la LH et FSH dépend du
paysage hormonal des animaux. Par exemple, la sérotonine inhibe la sécrétion de
la LH chez la ratte ovariectomisée et n'a pas d'influence chez la femelle intacte
(18). Lorsque celle-ci est administrée régulièrement, elle augmente effectivement
le taux de LH chez les rattes ovariectomisées quand celles-ci sont prétraitées avec
de l'oestradiol, ainsi que chez les rattes normales durant l'oestrus 2).

Le mécanisme d'action de la sérotonine sur la sécrétion du gonadotrophine
a été étudié. Il existe une superposition des neurones de la LHRH et de ceux de
la sérotonine dans l'hypothalamus. Des contacts synaptiques entre les terminaux
sérotoninergiques et les éléments immunoréactifs de la LHRH ont été décrits
dans la région préoptique médiane (8,11).

De même, l'influence de la sérotonine sur la FSH dépend de l'état
physiologique hormonal de l'animal. Justo et coll., 1989, constatent que le
précurseur de la sérotonine stimule la sécrétion de FSH chez le rat normal et au
contraire elle diminue le taux de FSH chez le rat castré.

Chez la vache superovulée, le taux d'oestradiol 17B est 3 fois plus élevé
que chez la vache cyclée normalement (12). L'oestradiol provoque une
hypertrophie des cellules lactotrophes et induit une augmentation du taux de la
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prolactine (6). Chez la brebis, Rozel et coll., 1990 constatent que le pic d'oestradiol
provoque le pic préovulatoire de prolactine.

Nos résultats montrent qu'au cas où la superovulation provoque des
profilts de la LH/FSH atypiques (absents, précoces, retardes), l'association à la
Métergoline semble participer à rectifier le profil anormal de LH & FSH. Il en est
de même pour les valeurs anormales de la FSH, l'association à la métergoline
augmente le taux de la FSH.

En revanche, il est connu qu'une concentration physiologique de
prolactine est nécessaire à une maturation foliculaire et ovocytaire (13). Nos
résultats prouvent que chez les témoins ayant répondu au traitement de
superovulation, l'injection de Métergoline provoque la disparition des pics
préovulatoires de la LH et FSH. Il en de même pour les valeurs normales de la
FSH, l'injection de la Métergoline induit la baisse du taux de la FSH.

Ce bénéfice peut être exploité pour l'application pratique de cette
association chez les vaches qui ont des problèmes de dysfonction ovarienne.
Cependant d'autres études mériteraient d'être effectuées pour améliorer les
résultats obtenus, car cette association n'améliore pas le nombre d'embryons
récoltés, bien que la modification de la LH et la FSH est nette.

8. CONCLUSION

L'association FSH-Métergoline empêche les sécrétions de LH et FSH chez
les animaux ayant répondu normalement au traitement de superovulation. En
revanche, chez l'animaux présentant un trouble de l'ovulation, là Métergoline
semble participer à un meilleur fonctionnement de l'axe hypothalamo-hypohyso-
ovarien et augmente la proportion d'embryons transférables.
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DU GENE BOORÖOLA :
ETUDE DES SECRETIONS DE GONÂDOTROPINES ET DE
STEROIDES PLASMATIQUES DE LA NAISSANCE A L'AGE
ADULTE CHEZ LES MALES CROISES BOOROOLA
PORTEURS OU NON DU GENE MAJEUR DE PROLIFICATE
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1. INTRODUCTION

La prolificità exceptionnelle des femelles Mérinos de la souche Booroola
est le fait d'un gène majeur appelé gène "F", cependant, aucune expression directe
de ce gène n'a été notée chez le mâle (Bindon et Piper, 1986). Chez les jeunes
mâles, une augmentation de la concentration plasmatique en FSH a été observée
chez les porteurs du gène (SECK, 1987 ; SECK et al. 1988) mais ce résultat, par
la suite, a été contesté par les observations de Purvis et al., 1989 et Montgomery
et al. (1989) qui ont considéré que la majeure partie des variations de teneurs
plasmatiques en FSH provenait de différences entre pères. Chez le mâle adulte
Booroola, Martin et al. (1987) ont observé une pulsatilité de la LH plus élevée que
chez les béliers témoins Mérinos. Bien que le génotype de leurs mâles n'ait pas
été identifié, ces auteurs pensent que la différence observée entre les croisés
Booroola et les Mérinos, pour le profil de sécrétion de la LH, pourrait être
associée à la présence du gène de prolificità chez les porteurs, les non porteurs du
gène "F" ayant une pulsatilité en LH identique à celle des Merino.

Chez les mâles de génotype connu, les profils de sécrétion des
gonadotropines et de la testosterone sont très peu connus ; aucune analyse, sur
une longue période, n'a été faite sur le même animal à partir de la naissance,
comparant dans un même état physiologique et génétique, des béliers porteurs
et non porteurs du gène.
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Le but de ce travail a été d'analyser les teneurs plasmatiques en
gonadotropines et en testosterone, de l'état impubère à l'âge adulte chez des
béliers issus de deux croisements Booroola x Romanov et Booroola x Mérinos
d'Arles, porteurs et non porteurs d'une copie du gène "F".

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Les animaux

* Booroola x Mérinos d'Arles (BooMa)

Trois béliers mâles de souche Booroola, porteurs hétérozygotes du gène
"F", ont sailli des femelles Mérinos d'Arles. Les agneaux mâles qui en sont issus
(BooMa : n=92) sont nés à l'automne 1983. Neuf d'entre eux ont été identifiés
comme étant des F+ et dix comme étant des ++, après analyse des taux
d'ovulation de leurs descendances femelles. Le reste des animaux était de
génotype inconnu (XX).

Tous ces animaux ont subi des prélèvements de sang hebdomadaires de
2 à 9 semaines d'âge. En saison sexuelle à 11 et 23 mois d'âge et en période de
repos sexuel à 18 mois, des prélèvements de sang, sur tous les mâles typés et une
partie des non typés, ont été effectués toutes les 30 minutes pendant 10 heures,
à partir de 8 heures du matin.

* Booroola x Romanov (BooRo)

Cinquante mâles F + ont été obtenus par insémination de brebis Romanov
avec les spermes de sept béliers Booroola FF. En parallèle, dix neuf mâles ++ ont
été obtenus avec les spermes de trois béliers Booroola ++. Seize des F+ et quatre
des ++ ont été allaités artificiellement. Ces agneaux BooRo sont nés au printemps
1987 et ont subi un prélèvement hebdomadaire de l'âge d'un an. Dix de chaque
génotype ont été castrés à l'âge de 18 mois. Un mois plus tard, leur sang a été
prélevé 2 fois par semaine pendant 7 semaines ; à la fin de la 4ème semaine, ces
vingt mâles ont reçu un implant de testosterone permettant une concentration
plasmatique moyenne en testosterone de 5 ng/ml.

2.2. Dosages radioimmunologiques

Après centrifugation les échantillons de plasma sont stockés à - 20°C
jusqu'au moment des dosages. La LH a été dosée par déplacement selon Pelletier
et al. (1982) chez les BooRo et les BooMa excepté à l'âge 23 mois où le dosage a
été fat par compétition. La sensibilité des dosages est de 6,0 + 0,2 pg de la oLH
1051. Le coefficient de variation se situe entre 8,9 et 10,2%.

Le dosage de la FSH a été effectué selon Blanc et Poirier (1979). La
réaction croisée avec la oLH a été éliminée par une première incubation avec des
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anticorps anti-oLH. Dans ces conditions, la sensibilité du dosage est de 100 pg de
FSH. Le coefficient de variation est 7%.

Les teneurs plasmatiques en testosterone sont déterminées par dosages
radioimmunologiques directs selon la méthode de Garnier et al. (1978) modifiée
par Hochereau-de Reviers et al. (1990). La sensibilité du dosage est de 0,3 ng/ml
de testosterone et le coefficient de variation est de 18% pour 0,3 ng/ml et décroit
à moins de 5% à 3 et 10 ng/ml.

2.3. Les statistiques

Les nombres de pulses LH et testosterone, ont été déterminés selon la
méthode de Merrian et Wächter (1982), avec le programme "Pulsar".

Les données ont été analysées avec un programme d'analyse
multivariables selon ÂNVÂRM AMANCE (Bachacou et al. 1981) pour les mâles
BooMa et avec le programme GLM-SAS pour les mâles BooRo. Chez les BooMa
les facteurs de variation sont pères intra BooMa et génotype intra pére, le même
père ayant des fils F+ et ++. Chez les BooRo, les facteurs de variation sont le
génotype, pères intragénotype et mode d'allaitement.

3. LES RESULTATS

3.1. Chez les agneaux impubères

3.3.1 FSH

* Les agneaux BooMa (Tableau 1)

Les valeurs moyennes des teneurs plasmatiques en FSH augmentent de
l'âge de 2 (5,30 ng/ml) jusqu'à l'âge de 5 semaines (5,96 ng/ml) et après
décroissent jusqu'à l'âge de 9 semaines, fin de la première période de
prélèvements de sang (5,31 ng/ml). Les concentrations moyennes varient
significativement selon les pères (A = 5,35 ; B = 5,80 ; C = 5,38 ng/ml ; F = 4,21; >
P < 0,05).

Les agneaux porteurs du gène "F" ont des concentrations plasmatiques
en FSH significativement plus élevées que les agneaux non porteurs (F + = 6,10
vs ++ = 5,20 ng/ml ; F = 7,30 : P < 0,01). Les agneaux de génotype-inconnu (XX)
présentent des teneurs plasmatiques en FSH intermédiaires (5,65 ng/ml) entre
celles des agneaux F + et des ++.

* Les agneaux BooRo (Tableau 1)

Les concentrations plasmatiques en FSH augmentent de 4 semaines (F+:
4,82 ; ++ : 4,33 ng/ml) jusqu'à 7 semaines d'âge (F+ : 5,90 ; ++ : 5,15 ng/ml) et
après se maintiennent élevées jusqu'à la fin de la période de prélèvements chez
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les agneaux F+ et diminuent chez les agneaux ++ (4,65 ng/ml). Les agneaux
mâles F+ montrent des concentrations plasmatiques en FSH significativement
plus élevées que ceux âes ++ (5,47 vs 4,61 ng/ml ; F = 4,93 ; P = 0,03). Cependant,
des différences significatives en fonction des pères (F = 2,34 ; P s 0,03) ont'été
observées, ceci résultant du fait que les fils d'un des pères FF ont des teneurs
plasmatiques en FSH plus basses (4,48 ng/ml) que celle des ++. Un effet
supplémentaire du mode d'allaitement, artificiel ou maternel, a aussi été observé;
les agneaux allaités artificiellement ayant des teneurs plasmatiques en FSH plus
faibles (F+ = 4,65 es ++ = 4,12 ng/ml) que les agneaux allaités par leur mère (F+
= 5,89 vs ++ = 4,67 ng/ml ; F = 9,90 ; P = 0,003).

La répétabilité des mesures de FSH est de 0,43 et 0,61 pour les BooMa
et les BooRo respectivement.

3.3.2 LH

* Les agneaux BooMa (Tableau 1)

Les teneurs plasmatiques moyennes augmentent significativement avec
l'âge entre 2 et 5 semaines (2 semaines = 0,33 ; 5 semaines = 1,03 ng/ml ; F =
4,20 ; P<0,01). Des différences non significatives ont été observées entre les fils
des différents pères (A = 0,78 ; B = 0,65 et C = 1,00 ng/ml) et selon les génotypes
(F+ = 0,94 ; ++ = 0,61 ; XX = 0,73 ng/ml). Après transformation logarithmique des
valeurs de LH, aucune différence entre les fils des pères A, B et C n'a été
détectée, mais il apparaît une différence significative entre les agneaux F+ et ++
(F = 1,69 : P < 0,05), les F+ ayant une valeur supérieure à celle des ++.

* Les agneaux BooRo (Tableau 1).

Les teneurs plasmatiques moyennes en LH augmentent significativement
entre 2 (0,48 ng/ml) et 6 semaines d'âge (1,10 ng/ml) et par la suite restent à
cette valeur. De 3 semaines d'âge et après, les agneaux F+ montrent un niveau
de LH légèrement plus élevé, mais non significativement, que celui des agneaux
++ (F+ = 1,04 vs ++ = 0,79 ng/ml). La transformation logarithmique des valeurs
de LH ne modifie pas ce résultat. L'origine partenelle influence significativement
les concentrations plasmatiques en LH (F = 3,12 : P = 0,006). par contre, le mode
d'allaitement n'influence pas les niveaux de LH.

La répétabilité des mesures est presque nulle, quelque soit l'expression,
le génotype et le type génétique. Les valeurs moyennes des concentrations en LH
et de FSH plasmatiques par animal sont significativement et positivement
correlées (r = + 0,30 ; P = 0,05).
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3.3.3 Testosterone

* Les agneaux BooMa (Tableau 1)

Les teneurs plasmatiques de testosterone augmentent continuellement de
2 à 9 semaines d'âge (0,33 à 0,67 ng/ml ; F = 8,68 ; P < O,01). Comme la LH, la
testosterone ne montre aucune différence significative selon le père (A, B, et c) ou
selon le génotype (F+ et ++). Après transformation logarithmique des valeurs de
testosterone, les agneaux porteurs du gène "F" ont des valeurs significativement
plus élevées que celles des agneaux ++ (F = 5,69 ; P < 0,01). Les teneurs
plasmatiques moyennes en testosterone et en LH par animal sont
significativement et positivement corrélées (r = + 0,43 ; P < 0,05), quelque soit le
type génétique.

* Les agneaux BooRo (Tableau 1)

Les concentrations moyennes de testosterone sont significativement plus
faibles chez les agneaux F+ que chez les agneaux ++ (F+ = 1,14 vs ++ = 1,30
ng/ml ; F = 3,60 ; P = 0,06). Ceci est essentiellement dû à la différence observée
aux environs de 6 semaines d'âge. Il est observé aussi un effet paternel
significatif (F = 3,15 ; P = 0,005). Les agneaux allaités artificiellement ont un
niveau de testosterone plasmatique significativement plus bas que ceux qui sont
allaités par leur mère (artificiel : F+ = 1,03 vs ++ = 0,91 ; maternel : F+ = 1,39
vs ++ = 1,42 ng/ml ; F = 3,88 ; P = 0,05).

Tableau 1: Les teneurs plasmatiques moyennes en FSH, LH et
testosterone de 2 a 9 semaines d'âge chez les sales croises:
BooMa (A) et BooRo (B); analyse de variance 9t valeurs des
moindres carrés .«* P<0,01; * P<0,05; XX: génotype Inconnu.

Source de
variation

A) BooMa:
-Age

**
-Père

NS
-Génotype

NS
moyenne :

.F+

.XX

B) BooRo
-Pere

-Genotype

Mode d'allait'

moyenne :
F+

n ddl

92

92

92

9
73
10

69

69

50
19

7

2

2

9

1

1

FSH

F<8,61

F.4,21

F«5,77

6,10
5,65
5,20

F-2,34

FM, 93

F«9,90

5,47
4,61

**

**

**

**

**

**

LH

F-4,

F«2,

F"l,

0,94
0,73
0,61

F»3,

F.I.

F-0,

1,04
0,79

20

17

21

12

71

63

**

NS

NS

*

NS

NS

Testo

F-8,68

F.2,81

F.I,00

0,50
0,58
0,63

F»3,15

F.3,60

F.3,83

1.1
1,3
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4. LES ANIMAUX ADULTES

4.1 - FSH

* Les béliers BooMa (Tableau 2)

Les concentrations plasmatiques de FSH sont plus faibles à 11 mois (4,38
ng/ml) qu'à 5 semaines d'âge (5,59 ng/ml). Elles augmentent à nouveau durant
la 2ème année de vie (18 mois : 5,97 ng/ml). Il n'y a pas de variations
significatives ni selon le génotype ni selon le père.

* Les béliers BooRo (tableaux 3 et 4)

Les teneurs plasmatiques moyennes en FSH sont significativement plus
faibles au début du printemps (1,74 + 0,01 ng/ml) qu'au milieu de l'été (4,51 +
0,51 ng/ml) où elles égalent les valeurs observées avant la puberté.

Quelque soit la saison, les mâles ++ ont des niveaux de FSH plus faibles
(-15%), mais pas significativement, que les mâles F+ (au printemps : ++ = 1,60
es F+ = 1,80 ; en été : ++ = 4,18 vs F+ = 4,88 ng/ml). Un mois après castration,
les teneurs en FSH plasmatique sont multipliées par six pour les deux génotypes
(avant : 4,50 + 0,5 vs après : 27,90 + 3,40 ng/ml). Cependant, il n'y a pas de
variations en fonction du génotype (F+ = 30,70 + 4,3 ; ++ = 23,90 + 4,7 ng/ml).
Les implants de testosterone placés pendant 15 jours n'ont pas modifié les
teneurs plasmatiques en FSH (30,2 + 1,80 ng/ml).

4.2. LH

* Les béliers BooMa (tableau 2)

Les concentrations plasmatiques moyennes en LH sont identiques chez
l'agneau prépubère et chez l'adulte (0,72 ng/ml). Ces teneurs en LH ne montrent
pas de variations saisonnières significatives bien que le nombre de puises de
LH/10 heures soit plus élevé en automne (11 mois = 2,4 ; 23 mois = 1,6) que
durant le printemps à 18 mois d'âge (1,1). Aucune différence significative en
fonction du génotype ou de l'origine paternelle n'a été observée ni pour le nombre
de puises ni pour les teneurs moyennes plasmatiques (Tableau 2). Le profil de
sécrétion et le nombre de puises n'ont jamais été constants pour un animal donné
durant la saison sexuelle (11 et 23 mois ; Fig. 1).

* Les béliers BooRo (tableau 4)

Les concentrations plasmatiques en LH des mâles pendant les périodes
prépubère et adulte sont similaires (1 ng/ml). Ces teneurs ne varient pas
significativement en fnction du génotype chez les béliers adultes BooRo (F+ = 1,16
+ 0,45 ; ++ = 0,89 + 0,30 ng/ml).
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4.3. Testosterone

* Les béliers BooMa (Tableau 2)

Les teneurs plasmatiques moyennes en testosterone augmentent avec la
puberté et plus tard présentent des différences saisonnières significatives avec un
minimum pendant le printemps aussi bien pour les concentrations moyennes que
pour la pulsatilité sur une période de 10 heures (1,0) lorsqu'on les compare avec
les valeurs de l'automne (moyenne : 6,2 ng/ml ; nombre de puises : 2,7). Aucune
différence selon le génotype ou l'origine paternelle n'est observée pour ces
paramètres. Comme pour la LH, les valeurs de testosterone obtenues en automne
varient selon les années (Fig. 1).

* Les béliers BooRo (Tableau 4)

Après la puberté, les concentrations plasmatiques de testosterone
augmentent par un facteur trois. Ces valeurs sont plus faibles pendant le
printemps (3,6 + 0,3 ng/ml) que durant l'été (4,3 + 0,9 ng/ml) et on n'observe pas
de variations en fonction du génotype (F+ = 3,9 + 0,5 ; ++ = 3,4 + 0,2 ng/ml).

Chez les béliers adultes, BooMa ou BooRo, le rapport entre les teneurs
moyennes en testosterone et LH est identique (2,8) durant la saison non sexuelle.

Tafileau 2 : Les paramètre» de secretion de la FSH. la LH et la
testosterone a différents ages (11, 18 et 24 mois) en fonction
du génotype (F+, •+ et XX Inconnu) chez les nales croisés
BooMa. ••P<0,01; *F<0,05.

source de n ddl Hoy. Hoy. Nbre Hoy. Nbre
variation FSH LH Pulses Testo Pulses

LH/lOb Testo/lOh

Génotype
F-1.76NS
h 11 mois

F+
•+
XX

Génotype
F'0,81NS
à 18 nols

F«
++
XX

Génotype
F-0.28NS
a 23 B O I S

F*
••
XX

Pére a
11 moisi

Pére a
F-0.05NS
18 moisi•

Pére a
F-0.28NS
23 moisi

60

6
8

46

31

a.

9
10
12

29

9
10
10

60 2

31

29

2

2

2

F'

r-o.

4,23
4,64
4,37

F-2,

6,12
5,63
6,15

F-l,

6,72
8,24
7,54

-2.50NS

2 F-0

2 F-l

59NS

0,80
0,91
0,69

56NS

0,61
0.60
0,66

28NS

2,48
2.54
2.42

F-4,69*

2,83
3,00
2,24

F-1.63NS

0,78
1,00
1,50

F-0.31NS

1,44
1,50
1,90

F-l

F-l,

F-0,

F-O.33NS F-2.58NS F

,32NS

, 28NS

F-0.52NS

F-0.31NS

F-0,

F-0,

,74NS

7,16
8.06
5,10

99NS

1,81
1,65
1,64

66NS

8,40
5,64
6,30

-0.65NS

26NS

66NS

F-4,03«

2,66
3,50
2,59

F-0.12NS

0,89
0,90
1,25

F-1.70NS

1,44
1.30
1.60

F-3,47*

F.O.79NS

F.1.70NS

Moy.:moyenne; Testo: testosterone; •: Automne; ••: printemps
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Tableau 3: Les concentrations moyennes en FSH avant et après
castration et avec ou sans implant de testosterone chez les
mâles adultes BooRo.

Avant castration Après castration
0 testo + testo

F+
+ +

4,112,0
4,9±1,3

30,9±4,7
23,2±4,8

35,3±4,6
24,7±4,4

Tableau 4: Concentrations .plasmatlques en FSH, LH et
testosterone a 14 mois au printemps en période de repos
sexuel chez des naie* Booroola x Romanov.

Genotype

.F+

.••

n

10
10

1
1

FSH

.89 ±
,60 t

0.
0,

13
14

3.
3.

LH

90 ±
40 ±

0,
0,
46
22

1.
1,

TESTO

16 ± 0,17
16 ± 0,21

1« M »»Mila da «aeration «s LH at «a tastostsrona à
•gas cha» da« atlas adaltas BooMa représentatifs

(1 F* at 1 • • ) .

Profils de secretion de LH et testosterone à l'âge de 11 mois
(Automne)

Profils de secretion de LH et testosterone à l'âge de 18 mois

(Printemps)

Profils de secretion de LH et testosterone à 'âge de 24 mois

(Automne)
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5. DISCUSSION

Les teneurs plasmatiques en FSH et LH indiquent une augmentation
similaire durant les premières semaines de vie dans les deux types de
croisements, avec un maximum aux environs de 5-7 semaines d'âge. Ce
phénomène est indépendant du début de la croissance tésticulaire rapide qui
arrive plus tôt chez les agneaux BooRo (entre 6 et 8 semaines) et plus tard chez
les agneaux BooMa (à 23 semaines d'âge ; SECK , 1987). La sécrétion de
testosterone a augmenté, de la 3ème semaine et au delà, plus rapidement chez
les BooRo que chez les BooMa. Cette augmentation des teneurs en gonadotropines
et en testosterone durant la période prépubère avait déjà été décrite (Courot et
al. 1975 ; Cotta et al. 1978 ; Garnier et al. 1978 ; Lafortune et al. 1984). Pendant
la période néonatale chez les BooMa, les valeurs de LH et de testosterone, après
transformation logarithmique, montrent des différences génotypiques
significatives; les agneaux porteurs du gène "F" ayant plus de LH et moins de
testosterone. En fait, ces transformations logaritmiques permettent une
diminution des variations dues à la pulsabilité de ces hormones. Cette méthode
a été utlisée par Montgomery et al. (1989) pour les valeurs de FSH.

Chez les agneaux mâles l'expression du gène "F" pourrait être reliée aux
variations des gonadotropines plasmatiques observées durant la période
prépubère. Des variations analogues ont été observées chez les agnelles BooMa,
les porteuses du gène "F" ayant des teneurs plasmatiques plus élevées durant les
premiers mois de vie (Fernandez-Abella 1985 ; Elsen et al. 1988). Montgomery et
al. (1989), chez les agneaux croisés Romney x Booroola, ont obtenu ce même
résultat chez la femelle, par contre, n'ont trouvé aucune différence chez le mâle.
Cependant, leurs agneaux qu'ils soient FF ou ++ sont issus d'un seul père FF ou
++. Ainsi, ils ne tiennent pas compte des variations individuelles qui pourraient
exister entre les pères et qui dans notre cas sont apparus comme étant
importants. Par ailleurs, Purvis et Ford (1987) ont comparé des agneaux F+ issus
d'un seul père à 6 agneaux Merino et ils ont observé moins de FSH chez les
animaux Booroola. Cette observation pourrait provenir des différences soit
génétiques comme celles observées entre les agneaux Mérinos d'Arles et BooMa
soit individuelles entre les pères (SECK et al. 1988). Plus récemment, dans une
expérience plus large avec trois pères FF, et deux ++, portant sur 51 agneaux
mâles, Purvis et al. (1989) concluent à une absence de variations génotypiques
mais observe un effet paternel significatif. Chez les BooMa, les agneaux F+ et ++
5ont issus de trois pères F+ permettant ainsi une séparation claire de l'influence
paternelle et du facteur génotype, chaque père ayant des fils F+ et ++.

Chez l'adulte ces différences n'apparaissent plus : les teneurs en FSH ne
sont pas plus élevées chez les agneaux F+ que ++, quelque soit le croisement,
BooRo ou BooMa, et la saison. La castration ne révèle aucune différence à long
terme pour les teneurs plasmatiques en FSH chez l'adulte, que ce soit en présence
ou absence d'implants de testosterone. Par contre, au cours de la recrudescence
saisonnière du testicule ou bien peu de temps après castration, Price et al. (1991)
observent des variations temporaires de FSH. Ceci indiquerait qu'un mécanisme
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temporaire modifiant le rétrocontrôle des hormones gonadotropes intervient chez
l'adulte comme chez le jeune dans l'expression du gène F de prolificità. Ce
résultat relativise l'hypothèse de Bindon et al. (1985) dans laquelle les auteurs
suggèrent la possibilité pour le testicule adulte fonctionnel de masquer les
différences potentielles de concentrations en gonadotropines entre des mâles
Booroola porteurs du gène et des Merino non prolifiques.

Chez les béliers adultes BooMa, ni les teneurs plasmatiques moyennes ni
le nombre de puises de LH ou de testosterone ne présentent des différences
génotypiques significatives. Par contre, Martin et al. (1987) ont observé que les
pulsatilités de la LH et de la testosterone chez des béliers Booroola sont deux fois
plus élevées (22/24hr) que celles des béliers Merino. Ces valeurs semblent très
élevées comparées à celles de D'Occhio et al. (1984), Poulton and Robinson (1987)
et les nôtres 53/10 hr) durant l'activité sexuelle, même si le sang a été prélevé à
des fréquences différentes selon les auteurs. Martin et al. (1987) ont imputé cette
différence à la présence du gène "F" chez les mâles croisés Booroola ; le gène "F"
étant absent chez les béliers témoins Merino. Cependant, ils notent dans leur
discussion que le génotype de leurs mâles croisés Booroola n'a pas été déterminé
mais pensent que certains d'entre eux sont porteurs du gène. De plus, leur
analyse ne repose que sur une série de prélèvements sur une seule saison,
négligeant la répétabilité de ces résultats d'une saison à l'autre et d'une année
à l'autre. Les mâles sur lesquels nous avons travaillé ont été prélevés à 11,18 et
23 mois ; la variabilité dans les résultats ne permet aucune caractérisation
individuelle ou génotypique. Le fait que ces hormones soient très liées à l'état
physiologique de l'animal et que ce dernier soit dépendant de plusieurs autres
facteurs, rend ce paramètre difficile à maîtriser. La diversité des résultats
présentés ici en est une illustration parfaite.

Même s'il a été possible de trouver des différences significatives au niveau
de la FSH entre les jeunes mâles F+ et ++, il apparaît clairement que cela n'est
pas suffisant pour trier les porteurs des non porteurs du gène "F". En effet, les
analyses dicriminantes et les tests de bimodalité effectués n'ont jamais pu révéler
deux populations de mâles F+ et ++ totalement distinctes (SECK, 1987). Chez
l'adulte, il n'y a aucune différence convaincante entre les mâles F+ et ++ sans
doute parce que le gène de prolificità correspond à un mécanisme de rétrocontrôle
qui modifierait des équilibres endocriniens, peu faciles à analyses
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16
PLACE DE LA CONGELATION DANS LES TECHNIQUES DE
REPRODUCTION ANIMALE ET EXEMPLES DE METHODES
PROPOSEES POUR L'EMBRYON BOVIN.

A. MASSIP
Science« Vétérinaires, Université Catholique de Louvain 3, Place Croix du Sud • 1348 •
Louvain-La Neuve, Belgique.

La technique de l'insémination artificielle et plus tard celle de la
transplantation embryonnaire ont permis de réaliser des progrès considérables
en sélection animale.

La congélation du sperme et des embryons a grandement facilité et accru
la diffusion du progrès génétique. Voyons tout d'abord quelle est sa place dans la
génétique et la reproduction animale puis nous donnerons quelques exemples de
méthodes simples et congélation d'embryons bovins,

1. PLACE DE LA CONGELATION DANS LA GENETIQUE ET LA
REPRODUCTION ANIMALE

Les progrès de la recherche en biologie ont accru le pouvoir de l'homme
sur le vivant. Dans deux domaines, la repdocution et la génétique, des
bouleversements importants sont en train de marquer notre époque : les
physiologistes ont appris à maîtriser les cycles de reproduction des principales
espèces domestiques et la biologie moléculaire avec le concours du génie
génétique, nous permet d'envisager maintenant la création artificielle de
nouvelles races.

On méconnaît souvent le rôle que joue la congélation dans les applications
de ces connaissances, tant à l'économie des productions animales que maintenant
en médecine.

1.1 Insémination et congélation de la semence

La mise en évidence en 1949 par Polge et ses collaborateurs des
propriétés cryoprotectrices du glycérol sur les gamètes de mammifères et son
utilisation pour la congélation de la semence bovine a permis la mise en place
d'une véritable industrie de l'insémination artificielle, sur laquelle repose
l'organisation de l'amélioration génétique (Inskeep et Peters, 1981). Si la semence
congelée est employée de façon rationnelle dans une population animale
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importante, on peut espérer obtenir un progrès génétique annuel de 3% (Van
Vleck, 1981). Ainsi, grâce à l'insémination artificielle, la production des bovins
laitiers a augmenté en moyenne de 10 litres par an pour atteindre aujourd'hui
des productions annuelles moyennes supérieurs à 6.000 litres de lait.

La congélation de la semence et avec elle l'insémination artificielle
permettent aussi d'introduire dans les élevages d'autres technologies qui visent
à la maîtrise de la reproduction du troupeau. C'est le cas notamment avec la
synchronisation des cycles des femelles obtenue soit à l'aide de progestagènes -
Thibier, 1976 ; Aguer, 1981) ou de prostaglandines (Steffan, 1981). Ces techniques
de synchronisation des cycles et d'induction de l'ovulation sont actuellement bien
maîtrisées : chez les bovins en moyenne plus de 80% des jeunes génisses
"synchronisées" et près de 75% des vaches adules peuvent devenir gestantes après
insémination effectuée au moment de l'extériorisation de l'oestrus. Grâce à elles,
l'éleveur peut organiser la répartition dans le temps de son travail et planifier sa
production.

1.2. Transfert d'embryons et congelation des embryons

La maîtrise des cycles et du moment de la fécondation a favorisé le
développement d'une autre technique, le transfert embryonnaire. Cette méthode
de reproduction surtout utilisée chez les bovins mais également chez les ovins et
caprins permet d'augmenter la descendance des meilleures femelles d'une race ou
d'un troupeau donné, mais aussi de réaliser une sélection à partir de ces femelles
et donc d'augmenter la valeur génétique d'un troupeau. Dans les pays africains,
le transfert d'embryons de bovins NDama a permis de développer l'élevage de
cette race trypanotolérance (Jordt et al., 1986 ; Lefèvre 1988 ; Thibier, 1988). Une
autre race particulièrement intéressante de ce point de vue et pour sa faculté
d'adaptation est la race italienne maremme qui est une race des régions difficiles
et très robuste.

La transplantation embryonnaire comprend une série d'étapes dont la
maîtrise conditionne le succès final (voir revue par Nibart et Bouyssou, 1981). La
première de ces étapes consiste à faire produire à la donneuse un grand nombre
d'ovules en stimulant ses ovaires avec des hormones gonadotropes qui permettent
la croissance de plusieurs follicules. L'ovulation est assurée par l'administration
de prostaglandines et la fécondation par insémination. Les embryons sont
récupérés 6 à 8 jours après l'insémination par lavage de l'utérus des femelles
donneuses à l'aide d'une solution physiologique. Au cours des dernières années
le rendement de la production d'embryons s'est amélioré sensiblement grâce à
l'utilisation d'hormones gonadotropes hypophysaires porcines pures (Beckers,
1987) telles que le Stimufol (Mérieux) et à une modification du protocole de
stimulation ovarienne impliquant une préstimulation en début de cycle (Touati
et al., 1989, 1991). C'est ainsi que le nombre moyen d'embryons utilisables par
donneuse est passé de 5,1 avec un traitement classique (35 mg Armour de FSH
en 4 jours) à 7,5 avec un traitement comportant une préstimulation aux jours 3
et 4 avec 2,5 mg Armour.
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Les progrès de la biologie moléculaire permettent actuellement
d'envisager l'utilisation de FSH bovine produite par recombinaison et les résultats
connus à ce jour sont très encourageants puisque le pourcentage d'embryons
viables est supérieur à 80% (Wilson cité par Massey, 1990). Les taux de gestation
obtenus après transfert non chirurgical d'embryons frais sont voisins de ceux qui
résultent d'une insémination artificielle c'est-à-dire 60% quand l'ensemble des
conditions techniques et d'élevage est bien maîtrisé. La démonstration faite en
1972 (Whittingham et al.) que l'embryon de mammifère pouvait survivre après
congélation dans l'azote liquide, a eu pour conséquence de modifier le commerce
international d'animaux : la diffusion du progrès génétique peut maintenant se
faire au moyen d'embryons congelés et bénéficier aux pays qui jusqu'alors ne
pouvaient que lentement, par croisement avec des races locales, améliorer leur
cheptel.

La congélation, qui permet de dissocier dans le temps, la collecte, du
transfert, simplifie considérablement les interventions techniques : de ce point de
vue, la maîtrise de la congélation de l'embryon constitue un tournant décisif dans
le développement de la transplantation embryonnaire.

La congélation peut être envisagée comme un moyen de sauvegarder
certaines races ou espèces sauvages en voie de disparition. Il est important en
effet d'éviter la perte irréversible d'un potentiel génétique qui pourrait retrouver
un intérêt dans une conjoncture économique différente.

Sur la plan sanitaire, la congélation des embryons constitue un atout pour
préserver le potentiel d'un cheptel voué à l'abattoir en cas d'épidémie. Banques
de sperme, banques d'embryons : une mutation profonde de la place de la
reproduction dans l'économie de l'élevage est en cours.

1.3 Nouvelles technologies et congélation

De nouvelles technologies font leur apparition telles que :
La production d'embryons in vitro et les "manipulations génétiques"

(First, 1990). La production d'embryons in vitro présente un intérêt sur le plan
commercial mais surtout sur le plan fondamental pour l'étude du développement
embryonnaire précoce. Ces embryons sont issus d'ovocytes immatures prélevés
sur des ovaires d'animaux abattus. Les ovocytes sont matures, fécondés et
cultivés in vitro jusqu'au stade blastocyte. La congélation des ovocytes, quand elle
sera maîtrisée, permettra de constituer des banques au même titre que les
banques de sperme et l'on aura ainsi la possibilité de choisir les croisements à
effectuer. Cette réserve de gamètres femelles pourra être utilisée également pour
le clonage des embryons par transfert de noyaux dans des ovocytes énucléés.
Enfin, les oeufs fécondés, au stade des pronoyaux, seront stockés pour servir aux
expériences de transferts de gènes par microinjection.

Le terme "manipulation génétique" est largement utilisé aujourd'hui pour
désigner deux types d'interventions différentes :

- l'une concerne le clonage c'est-à-dire l'obtention à partir d'un seul
embryon, de plusieurs individus génétiquement identiques ;
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- l'autre, nommée "transgénèse" consiste à modifier les caractéristiques
génétiques d'un animal en greffant dans son génome des fragments d'ADN
étranger.

La production de jumeaux identiques constitue un premier pas vers le
clonage. Elle consiste à couper en deux un embryon précoce avant le stade
blastocyste ou au stade blastocyste (Fig.l) : les deux moitiés sont capables de
conduire chacune un développement normal et les résultats satisfaisants
permettent leur application (Nibart, 1991). Avant la première différenciation des
cellules en amas interne et trophoblaste les embryons peuvent éventuellement
être dissociés en blastomères individuels ou groupes de blastomères pour obtenir
des triplés ou des quadruplés (Walladsen, 1982). Les résultats insuffisants de
cette dernière technique empêchent cependant toute application.

Séparation des blastomères mise en I place dans une

zone pellucide étrangère (Dore)

Y
¡ transfert dans l'oviducte

d'un hôte intermédiaire (br( •bis)

t: h.
récupération ¥et transfert dans un hôte définit i f

pipette de
maintien

1 vue du dessus
2 vue laterale

Fig. 1 : Méthodes de production de jumeaux identities
A) par séparation de blastomères
B) par bissection de blastocystes
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Un deuxième pas vient d'être franchi avec une autre méthode, le transfert
nucléaire qui permet d'obtenir plusieurs animaux à partir d'un seul embryon. La
technique consiste à prélever le noyau d'un embryon au début de son
développement (4 à 16 cellules) et à le replacer dans un oeuf prélablement
énucléé (Fig.2). Cette méthode délicate (Me Grath et Solter, 1983) utilisée en
laboratoire pour les études fondamentales, est appliquée actuellement aux espèces
domestiques (Prather et First, 1990) avec des résultats notoirement insuffisants
(Willadsen et al., 1991).

c EMBRYON " DONNEUR '

«ÄSÄÜ, m ^ Gestations
4

\

I C L O N A G E I

¡ÔVOCYTE " RECEVEUR "]

Fig. 2 : Transfert de noyaux de blastomères dans des ovocytes énuclëés Dour
produire des clones.

Tout récemment des lapereaux clones sont nés à partir d'embryons
donneurs de noyaux et d'oevocytes préalablement congelés (Heyman et al., 1990).
La congélation des embryons produits après scission ou transfert nucléaire
permettra de prédire avant la décongélation le sexe et les caractéristiques
zootechniques du futur animal dont un exemplaire aura été préalablement étudié.
Si on complète par des analyses l'étude des caractéristiques génétiques des
cellules de la fraction d'embryon qui n'est pas congelée, on pourra alors grâce à
la congélation fournir aux éleveurs des animaux "sur mesure" en associant à son
tour une autre technique : la transgénèse.

La transgénèse consiste à modifier artificiellement le génome des animaux
et permet, en laboratoire, d'étudier l'expression des gènes au cours du
développement directement sur l'animal. Les résultats les plus spectaculaires
datent de 1982 (Palmiter et al., 1982). Ce sont les fameuses souris devenues
géantes parce qu'ayant intégré dans leur patrimoine génétique les gènes
commandant la croissance de rats. Le développement que connaît aujourd'hui la
biologie moléculaire permet d'analyser de façon très précise les séquences de
nucléotitides de l'ADN : cette molécule qui porte l'information contenue dans les
milliers de gènes qui définissent les caractéristiques d'un organisme, constitue
une partie des chromosomes du noyau des cellules. Grâce au génie génétique, on
sait maintenant maîtriser les manipulations de ces gènes dans les bactéries. Mais
pour comprendre quels sont les messages chimiques qui interviennent dans la
mise en activité ou en sommeil des gènes d'un organisme, il faut pouvoir "greffer"
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ces gènes directement dans les cellules animales. Actuellement plusieurs
méthodes sont expérimentées en laboratoire et l'on cherche à définir les
conditions qui permettraient un taux élevé d'expression des gènes dont on
souhaite percer les mécanismes de fonctionnement. Dans ces méthodes la
congélation intervient à plusieurs niveaux et permet surtout d'organiser
l'ensemble des interventions que nécessite la fabrication de ces animaux
transgéniques.

En se combinant l'une à l'autre, les méthodes de reproduction artificielle
que nous venons de décrire dessinent les contours de ce que pourra devenir la
sélection animale. Celle-ci, de plus en plus, bénéficiera du contrôle croissant des
processus biologiques de la reproduction. Dans ce contrôle, la conservation des
gamètes et des embryons occupe une place importante qui implique une bonne
maîtrise des techniques de congélation.

2. EXEMPLES DE METHODES DE CONGELATION D'EMBRYONS
BOVINS

Les méthodes de conservation des gamètes et embryons des animaux de
ferme ont été passées en revue par Renard (1984), Massip et al. (1987)., Niemann
(1991). Nous nous intéresserons uniquement ici à deux d'entre elles, mises au
point dans un souci de simplicité et d'utilisation pratique.

2.1 Méthode classique

La première dérive des méthodes classiques basées sur l'élimination d'une
partie de l'eau cellulaire (Fig. 3). Elle utilise le conditionnement individuel de
l'embryon en minipaillette dans une goutte de mélange 1,36 M glycérol - 0,25 M
Sucrose dans du PBS (phosphate Buffered Saline) contenant 10% de sérum foetal
de veau. Cette goutte est séparée par deux bulles d'air d'une solution de sucrose
0,5 M dans du PBS qui servira de dilueur après décongélation. (Fig.4). Après 10
minutes à température ambiante (phase d'équilibration) la paillette est déposée
horizontalement dans l'enceinte d'un congélateur biologique programmable
prérefroidie à 7°C. La cristallisation est amorcée à cette température maintenue
constante pendant 10 minutes après quoi une vitesse de refroidissements de
0,3°C./min. est appliquée jusqu'à - 25°C. et la paillette est ensuite plongée et
stockée dans l'azote liquide à è 196°C. Le dégel se fait en agitant la paillette dans
de l'eau à 20°C. pendant quelques secondes suivi du transfert direct.

Le rôle du sucrose incorporé au milieu de congélation est essentiellement
osmotique. Ne pénétrant pas à l'intérieur des cellules, il entraîne une
déhydratation partielle de l'embryon à température ambiante ce qui permet de
raccourcir la durée du refrodissement lent. Après décongélation, sa présence
limite les mouvements de l'eau à travers les membranes empêchant ainsi une
augmentation de volume excessive de l'embryon pendant que le glycérol sort ce
dernier.
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La paillette présente l'avantage de n'occuper qu'un volume minime (0,25
ml) ce qui permet de stocker un grand nombre d'embryons dans un volume
restreint d'azote liquide. De plus ce conditionnement permet de replacer
l'embryon directement dans l'utérus de la vache receveuse par une technique
aussi simple que celle utilisée en insémination artificielle. Cet aspect est très
intéressant du point de vue pratique mais il implique que seuls des embryons de
très bonne qualité soient congelés étant donné qu'il n'y a plus de sélection après
décongélation. Dans nos conditions de travail, nous avons obtenu un taux de
gestation de 55,6% (44 gestations confirmées à partir de 79 embryons congelés et
transplantés (Touati et al., 1990).

2.2. Vitrification

La deuxième est une méthode de vitrification basée sur la transformation
d'un liquide en un état amorphe ou vitreux par augmentation de sa viscosité. Elle
implique d'utiliser de très fortes concentrations ou des mélanges de
cryoprotecteurs qui peuvent devenir toxiques pour les embryons et des vitesses
de refroidissement et de réchauffement très rapides mais ceci est un atout
puisqu'il suffit d'immerger directement la paillette contenant l'embryon dans
l'azote liquide. Nous avons proposé une technique très simple ou deux
cryoprotecteurs, le glycérol et le 1,2 propanediol sont mélangés dans des
proportions différentes à savoir :

- un mélange contenant 10% de glycérol et 20% de 1,2 propanediol dans
du PBS additionné de 20% de sérum de veau foetal (SVF). Ce mélange n'est pas
toxique pour les embryons et vitrifie au cours du refroidissement,

- un mélange contenant 25% de glycérol et 25% de 1,2 propanediol comme
milieu de vitrification extracellulaire car il ne dévitrifie pas lors du réchauffement
contrairement au précédent. Ce mélange est toxique à température ambiante, et
il faut éviter d'y exposer les embryons trop longtemps.
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Le protocole de vitrification est le suivant (Fig.5) :
1. Les embryons sont placés pendant 10 minutes à température
ambiante dans une solution de PBS 20% - sérum de veau foetal
additionnée de 10% de glycérol et 20% de 1,2 propanediol.
2. Après ces 10 minutes ils sont aspirés dans la partie effilée
d'une pipette contenant un mélange 25% glycérol - 25% 1,2
propanediol et introduits à l'intérieur d'une minipaillette
transparente (0,25 ml/IMV, L'Aigle, France) dans une colonne de
ce même mélange mesurant 1 cm.
3. Cette colonne est isolée par deux bulles d'air du reste de la
paillette qui est remplie avec une solution de sucrose IM.
4. Dès que le remplissage de la paillette est terminé, celle-ci est
aussitôt plongée progressivement dans l'azote liquide pour y être
stockée. Dans l'azote, la colonne de mélange 25% glycérol - 25%
propanediol reste transparente alors que la solution de sucrose
cristallise et prend un aspect laiteux. Le réchauffement se fait en
immergeant délicatement la paillette dans de l'eau à 20°C. Dès
que la glace a disparu dans la partie contenant la solution de
sucrose, la paillette est retirée de l'eau et son contenu expulsé
dans une cupule. Après 10 minutes, les embryons sont lavés 1 à
3 fois dans du PBS + 20% de sérum de veau foetal et transplantés
par voie non chirurgicale à des receveuses au cours de cycles
naturels. Seize gestations confirmées ont été obtenues sur 42
embryons transplantés (38,1%). Il s'agissait de mórulas avancées
et de très jeunes blastocystes. Par contre aucune gestation n'a
résulté du transfert de blastocystes et nous avons du trouver les
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conditions qui permettent leur survie. Ces conditions sont les
suivantes (Van der Zwalmen et al., 1989).
- Déposer les blastocystes pendant 13 minutes à température ambiante

dans une solution de PBS + 20% de sérum de veau foetal contenant 25% de
glycérol puis pendant 7 minutes dans la même solution additionnée de sucrose
0.25M.

- Placer ensuite les embryons en paillette dans le mélange 25% glycérol -
25% 1,2 propanediol prérefroidi à 4°C. et remplacer la solution de sucrose IM

par ce mélange de part et d'autre de la goutte contenant l'embryon. Ceci évite
l'éclatement de la paillette lors du réchauffement.

- Plonger délicatement la pailette dans l'azote liquide.
- Le réchauffement se fait en immergeant doucement et en agitant la

paillette dans de l'eau à 20°C. suivi de la dilution du contenu dans 1 ml d'une
solution de sucrose IM pendant 10 minutes à température ambiante, puis du
lavage des embryons dans 3 bains successifs de PBS + 20% de sérum de veau
foetal. Dans ces conditions 7 receveuses ont été gestantes après transfert de 14
embryons et 20 blastocystes sur 35 ont repris leur développement en culture. Ces
résultats sont encouregants et rendent la méthode de vitrification attrayante
puisqu'elle ne nécessite aucun appareillage. Toutefois elle est assez délicate à
manipuler étant donné que l'on utilise des concentrations élevées de
cryoprotecteurs donc toxiques d'où la nécessité de définir avec précision et de
respecter la température et le temps d'équilibration. Outre la vitrification, il
existe aussi des méthodes de congélation ultrarapides où interviennent également
des concentrations élevées de cryoprotecteurs (3 à 4 M ou plus) auxquels on
associe du sucrose 0,25 à 0,5M. Dans ce cas seul le milieu intracellulaire vitrifie.
Dans le milieu extracellulaire de fins cristaux de glace apparaissent mais ils sont
inoffensifs si la vitesse de dégel est très rapide.
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3. CONCLUSION

La congélation des gamètes et des embryons des animaux domestiques
joue un rôle important dans l'économie des productions animales et
principalement de la plus importante d'entre elle, la production bovine.

Plusieurs causes ont présidé au large développement des banques de
sperme chez les bovins. Au plan technique la technologie de l'insémination
artificielle a dans les années 40, réussi à être bien maîtrisée. Ceci a permis à la
semence ainsi mise en place de faire jouer successivement ses trois atouts
majeurs : sanitaire, génétique et amélioration de l'efficacité de la reproduction,
contribuant ainsi à améliorer significativement le revenu des éleveurs (Thibier,
1987). Au plan sanitaire, le remplacement du coït, c'est-à-dire le contact entre
reproducteurs mâles (souvent dans le passé, communal ou tout au moins servant
dans plusieurs cheptels) et femelle, par l'insémination artificielle a de facto
supprimé la source de propagation des maladies vénériennes. Cette substitution
a aussi contribué à réduire la contamination des femelles par divers agents
pathogènes plus généraux que contribuaient à disséminer les mâles "vagabonds".
L'efficacité de l'insémination artificielle pour contribuer à améliorer le niveau
génétique d'une population bovine n'est plus à démontrer. L'insémination
artificielle a concourru d'une façon décisive à modifier radicalement le paysage
de la production bovine, laitière en particulier. Cette action bénéfique a pu
s'exercer grâce au pouvoir de multiplication d'un éjaculat en saillie naturelle)
permettant donc successivement de choisir, sélectionner les reproducteurs d'élite
sur des observations objectives effectuées sur un échantillon limité mais
représentatif de la population (inséminations dites de testage pour sélection sur
descendance) puis une fois ces derniers éprouvés et reconnus comme étant
améliorateurs, diffuser massivement ces gènes. Le troisième atout de
l'insémination artificielle est celui de contribuer à améliorer l'efficacité de la
reproduction. Ce nouveau concept (Thibier, 1987) est parfaitement d'actualité. Il
repose sur les autres technologies de la reproduction présentées au début de ce
chapitre et la technologie de la manipulation de l'embryon sera ultérieurement
capable de modifier le mode de reproduction dans l'élevage.
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ETUDE DES PROTEINES PRESENTES DANS LE LIQUIDE
DU RETE TESTIS (RTF) ET DANS LE MILIEU DE CULTURE
DE CELLULES DE SERTOLI CHEZ DES CROISES
BOOROOLA F+ ET ++
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R E V I E R S INRA, Station de Physiologie de la Reproduction, URA CNRS 1291, 37 380 Nouzilly, France.

1. INTRODUCTION

Chez la femelle, l'expression du gène Booroola est mesurée par le taux
d'ovulation (Bindon et al. 1982). Chez le mâle, les marqueurs du gène "F" ont été
peu étudiés. L'utilisation, comme critère de tri des porteurs et des non porteurs
du gène, des différences de concentrations en gonadotrophines et stéroïdes est
inopérante. Les observations histologiques des testicules n'ont pas révélé de
différences numériques ou morphomètriques des cellules somatiques ou
germinales entre les béliers F+ et les ++ (SECK 1987 ; PISSELET et al. 1991).
Cependant, les sécrétions des cellules de Sertoli qui participent au rétrocontrôle '
de l'axe hypothalamo-hypophysaire ont fait l'objet de très peu d'études chez les
béliers porteurs ou non du gène. Après les études de Purvis et al. (1991) faites sur
les concentrations plasmatiques d'inhibine 0 au cours de la période prépubère
chez des agneaux F+ et ++, on ne peut que conclure que les différences observées
sont temporaires. Aussi, le but de ce travail est (1) de caractériser in vitro, chez
des béliers F+ et ++, les protéines sécrétées par les cellules de Sertoli en culture
in vitro et (2) de comparer les protéines présentes dans le liquide du reste testis
(RTF). Le liquide du reste testis est sécrété par l'épithélium seminifere et
particulièrement par les cellules de Sertoli sous l'influence des cellules
germinales.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Les animaux

Les mâles croisés Booroola x Romanov (BooRo) ou Booroola x Mérinos
d'Arles (BooMa) utilisés sont de génotype connu (par les tests sur les
descendances femelles pour BooMa ou par des inséminations avec des semences
de béliers FF et ++ pour les BooRo). Des mâles âgés de trois mois et adultes ont
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été utilisés chez les BooRo et seulement des adultes chez les BooMa. Ces animaux
sont issus de différents pères : BooRo = 4 FF et 2 ++ ; BooMa = 3 F+.

2.2. La collecte du liquide du rete testis

8 béliers BooMa âgés de 5 ans (4 F+ et 4 ++) et 8 béliers BooRo âgés d'un
an (4 F+ et 4 ++) ont reçu une cannule implantée dans le rete testis à la sortie
du testicule vers l'épididyme, selon la méthode de Dacheux et al. (1981). Le
liquide sécrété par le testicule (RTF), collecté journalièrement par animal pendant
4 jours, a été séparé de ses spermatozoïdes par centrifugation (20 nui à 1.200g et
à 4°C) et stocké à - 20°C jusqu'au moment des dosages. Dans cette expérience,
seules les récoltes du premier jour ont été utilisées et le débit d'écoulement du
liquide durant la récolte a été calculé. A la fin de la période de cannulation, les
mâlesont été castrés et un morceau de parenchyme testiculaire a été fixé et
évalué histologiquement pour déterminer le nombre de cellules de Sertoli par
testicule (Attal & Courot 1963 ; Pisselet et al., 1991).

2.3. La culture de cellules de sertoli

Les cellules de Sertoli ont été obtenues à partir de testicules de six jeunes
mâles BooRo âgés de trois mois (3 F+ et 3 ++). Elles sont mises en culture selon
la technique de Dorrington et al. (1975) et de Tung et al. (1987). Le milieu de
culture est un mélange de MEN et HAM F12 (v/v), supplémenté avec des amino-
acides, vitamines, insuline et transferrine (5ug/ml) et sans sérum. Les
préparations de cellules de Sertoli (3 x 10 5 cellules/cm2) ont été mises en culture
dans des boîtes de culture plastiques (FALCON). Les cellules ont été soumises à
un des 4 traitements suivants : (1) témoins, (2) testosterone 25 ng/ml, (3) PMSG
20 Ul/ml, (4) PMSG + testosterone. Les milieux ont été dialyses 48 h à 4°C pour
éliminer les sels présents dans le milieu de culture.

2.4.EIectrophoreses sur gel de polyacrylamide mono et bidimensionnelles

Les concentrations en protéines ont été estimées selon la méthode
colorimétrique de Bradford (1976). Les échantillons de liquide de rete testis ont
été lyophilisés pour atteindre des concentrations qui conviennent à
l'électrophorèse. En outre, les concentrations protéiques des échantillons sont
standardisées. Les protéines présentes dans le RTF et les milieux de culture de
cellules de Sertilo ont été séparées par électrophorèses monodimensionnelles avec
100 ug de protéines par échantillon et par animal.

Les électrophrorèses monodimensionnelles sur gel de polyacrylamide ont
été réalisées en utilisant le système tampon Tris (Trizma ; Sigma) de Laemmli
(1970). Les protéines ont été séparées sur des gels de polyacrylamides T (30g
acylamide Serva + 0,2g méthylène bis-acrylamide Serva/lOOml d'eau distillée)
12,5% (p/v) en présence ou non de 2-B- mercaptoéthanol (Sigma) 5% (v/v). Des
électrophorèses bidimensionnelles, selon la méthode de Roberts et al. (1984), ont
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été réalisées avec 300 ug de protéines par échantillon de RTF, résultant soit d'un
regroupement des échantillons (3 par génotype) soit d'échantillons individuels (2
par génotype aussi bien chez les BooMa que chez les BooRo). Les protéines ont
été séparées dans la première dimension par électrofocalisation dans des colonnes
de gel de polyvacrylamide (14,19)g d'acrylamide + 0,81 g méthylène bis-
acrylamide) à 4% (p/v) contenant 250 mM de Tetraméthylénediamine (Serva), 8,0
M d'urée (Merk), du détergent non-ionique 2% (v/v ; Noniedet NP-40-Sigma) et
5,1% (v/v) d'ampholines (Ph 3-10, 5-7 Résolytes ; Merck : 2/3 et 1/3 par volume
respectivement). Les colonnes de gel sont équilibrées dans 50 mM de Tris-HCL
à pH 6,8, contenant 1% (p/v) de dodécylsulfate de sodium (Serva) et 1% (v/v) de
2-ß mercaptoéthanol. La deuxième dimension a été réalisée sur gel de
polyacrylamide 12,5% (p/v) en présence de 0,5% (p/v) de SDS. Les gels ont été
calibrés avec une série de protéines de poids moléculaires connus (Bio-Rad) allant
de 14 à 97 KD et ont été colorés à l'argent (Morrissey, 1981).

2.5. Statistiques

Les résultats sur les paramètres testiculaires ont été obtenus par analyse
de variance selon les programmes ÂNOVA de CSS. Statsoft.

3. RESULTATS

3.1. Caractéristiques testiculaires

Le poids testiculaire des béliers F+ ou ++ ne diffère pas dans chaque
croisement alors qu'il apparaît une différence significative entre BooRo plus
légers et BooMa plus lourds. Ceci provient d'une différence en nombre de cellules
de Sertoli par testicule, plus important chez les BooMa que chez les BooRo
(tableau I).

3.1.1 Analyse des protéines du liquide du reste testis

L'analyse des concentrations en protéines contenues dans le RTF révèle
un effet hautement significatif (P<0,02) du type génétique (BooMa : 0,81 ; BooRO:
1,08 mg/ml), mais il n'y a pas d'effet significatif du gène "F" et du génotype.
Dans les mêmes échantillons, le débit du liquide du reste testis par heure est plus
élevé chez les BooMa que chez les BooRo, ce qui donne une production horaire en
protéines relativement constante (5,4 à 6,10 mg/h/1010 cellules de Sertoli),
indépendamment du génotype et du croisement (Tableau 1).

Les électrophorèses monodimensionnelles ont été réalisées avec ou sans
fl-mercaptoéthanol et les résultats sont indiqués à la Fig. 1 (a, b, c,d). En absence
de ß-mercaptoethanol pour une (ou des) protéine(s) aux environs de 68 KD.
Cependant, ce polymorphisme n'est pas lié au gène "F" (Fig. la, lb). Par ailleurs,
chez les BooMa et en présence de ßmercaptoethanol, aucune différence évidente
entre les porteurs et non porteurs du gène F n'a pu être observée [Fig. 1 (c, d)].
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Pour mieux séparer les protéines, deux électrophorèses tridimensionnelles
ont été réalisées avec des mélanges de RTF provenant de 3 béliers BooRo soit F+
soit ++ (Fig. 2a, 2b). La comparaison de ces gels montre un groupe de protéines
acides qui diffère clairement entre les béliers F+ et ++ (Fig. 2a, 2b). Il est
constitué de deux sous-groupes de protéines, un avec un poids moléculaire de 45
KD et un pi = 3 et une série de protéines aux environs de 30 KD et pi = 4. Deux
isoformes du poids moléculaire le plus élevé (45 KD) ont été observées chez les
béliers ++ alors qu'il en existe une seule chez les F+. Par contre, en ce qui
concerne les protéies 30 KD, le nombre de sous-unités est plus important chez les
béliers F+ que chez les ++ (Fig. 2a, 2b). Des échantillons individuels de RTF issus
de béliers F+ ou ++, BooRo ou BooMa ont ensuite été comparés. Dans les
échantillons individuels de RTF, quelque soit le croisement, la principale
différence se situe dans l'intensité et la taille de la tâche fournie par la coloration
à l'argent des protéines 45 KD et à un degré moindre pour celle de 30 KD (Fig.3).
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3.2.2 Analyse des protéines sécrétées par les cellules de sertoli in vitro.

Des différences dans la carte protéine entre les mâles F+ et ++ ont été
identifiées sur les mélanges de milieux de culture sur les électrophrorèses
monodimensionnelles (Fig. 4). cependant, aucune d'entre elles n'a pu être
confirmée sur les échantillons individuels. L'électrophorèse bidimensionnelle n'a
pas été réalisée avec les échantillons individuels.

On observe également, quelque soit la supplementation, qu'aucune
différence n'apparaît au niveau des protéines sécrétées par les cellules de Sertoli.

* / —

4 5

* & - -

Tableau 1 : Caractéristiques du testicule et du liquide du rete testis des béliers
croisés Booroola (m+sem ; 4 animaux Igénotype Icroisement).

Poids testicule(g)

cell.Sertoli xlO8

Débit du RTF(mVh)

Prot.du RTF (mg/ml)

Prot7test.(mg/h)

ProtyiO/10 Sert(mg/h)

BooRo

F+

170+12

25,7+1,8

1,36+0,15

1,07+0,12

1,26+0,09

5,59±0,85

++

165+13

21,6+1,6

1,06+0,24

l,10¿0,14

1,35+0,28

5,38+1,43

BooMa

F+

201+14

28,5+3,7

1,88+0,37

1,45+0,06

1,45+0,19

5,28+0,25

++

210+13

27,4+3,1

1,95+0,40

0,82+0,03

1,56+0,32

6,12+1,32

Prot. : quantité de protéines ; Sert. : Cellule de Sertoli.
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Chez les béliers adultes quelque soit le croisement, nous n'observons pas
de différence du poids testiculaire comme cela avait déjà été observé par Walker
et al. (1985), ni du nombre de cellules de Sertoli et de la production de liquide du
reste testis en fonction du génotype ; par contre les béliers BooRo qui sont donc
1/2 Romanov ont comme ceux-ci un poids testiculaire plus faible qui provient d'un
stock plus faible de cellules de Sertoli (Hochereau-de Reviers et al. 1985). Le débit
de liquide du reste testis est plus élevé chez les croisés BooMa que chez les BooRo
et c'est l'inverse pour la concentration en protéines de ce liquide. Cette production
de protéines par heure, en fonction du nombre de cellules de Sertoli, est
relativement constante quelque soit le génotype ou le croisement.

Chez les mâles prépubères BooMa ou BooRo, il a été observé
précédemment des concentrations plasmatiques en FSH plus élevées chez les F+
que chez les ++ (SECK et al., 1988) qui ne persistent pas chez l'adulte. Ces
variations liées à l'âge pourraient refléter des modifications de la sécrétion des
cellules de Sertoli.

L'analyse des milieux de culture des cellules de Sertoli devrait permettre
une évaluation plus spécifique des sécrétions sertoliennes que l'approche plus
générale que nous offre celle du liquide du reste testis. Cependant, avec le
parenchyme testiculaire du bélier adulte, la séparation des cellules de Sertoli
entières est réalisée avec une efficacité faible, à cause de leur morphologie très
branchue qui leur permet d'englober la plupart des cellules germinales. La récolte
de liquide du rete testis par cannulation est relativement plus facile et permet,
finalement, une bonne comparaison des sécrétions de cellules de Sertoli de béliers
adultes. En fait, le liquide du rete testis (Rosenior et al., 1987) : grâce à
l'existence de la barrière hémato-testiculaire, il y a très peu de protéines sériques
dans le liquide du rete testis. En utilisant le ID-PAGE, les différences observées
dans les milieux de culture des cellules de Sertoli, groupées en fonction des
génotypes F+ et ++, au niveau des bandes protéiques, ne subsistent pas lorsque
les échantillons individuels sont testés. Ceci reflète probablement une variation
dans la précocité d'apparition de la spermatogenèse, puisque un des trois agneaux
mâles F+ avait un testicule plus lourd (30g) que celui des autres (10g). Egalement
chez les mâles adultes, ni l'analyse du liquide du rete testis par ID-PAGE ni les
concentrations en protéines ne montrent de différences majeures entre les mâles
F+ et ++ dans les deux croisements. Les différences observées au niveau des
bandes de protéines 68 KD ne sont pas liées à la présence du gène mais sont
simplement le fait de variations individuelles. Chez les mâles BooRo F+ (Fig. la)
l'électrophorèse monodimensionnelle du RTF indique que la protéine 68 KD est
composée de deux sous-unités chez les autres béliers soit celle du dessus (bélier
8) ou celle du dessous (bélier 7). Ces béliers 5, 6, 7 et 8 étant du même génotype,
++. Des variations identiques ont été obtenues chez mâles BooRo de génotype F+
et chez les mâles BooMa (Fig. lb). Aucune relation avec la production
spermatique par testicule ou par cellule de Sertoli n'a été observée.
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La seule différence observée entre les mâles F+ et ++ au niveau des
protéines du RTF l'ont été par électrophorèses tridimensionnelles des protéines
des échantillons de RTF groupés ou individuels. Dans les échantillons groupés de
mâles BooRo ++, la (ou les protéine (s) 45 KD apparaît composée de deux sous-
unités contre une, de taille plus grande, pour les mâles F+. Dans les échantillons
individuels de béliers F+ ou ++, les différences en intensité et en taille de la tâche
45 KD plus importantes chez les F+ que chez les ++, persistent. Il est à noter que
la différence est indépendante du croisement (Romanov ou Mérionos d'Arles) et
du père. On peut observer chez les BooMa que le même père a donné naissance
à des agneaux F+ et ++ chez lesquels les différences notées ci-dessus existent.

Le groupe de protéines acides 45 KD apparaît identifiable comme les deux
sous-unités de clustérine décrites par Blaschuk et al. (1983) dans le liquide du
rete testis d'ovin et à la glycoprotéine sulfatée (SPG2) décrite dans les sécrétions
de Sertoli de rat par Kissinger et al. (1982), Sylvester et al. (1984) et Collard de
Griswold (1987). Cette protéine pourrait correspondre à celle observée dans les
échantillons groupés de mâles BooRo ++. La clustérine est une protéine majeure
est une protéine majeure du liquide du reste testi et elle représente environ 20%
du total des protéines ; c'est un dimérique, chacun des dimères faisant 45 KD ;
elle est fortement glycosylée (36% de sucres, incluant 14% de glycosamine :
Blaschuk et Fritz, 1984). Les deux dimères sont immunologiquement identiques,
mais leurs séquencesN-terminal différent (Cheng et al., 1988). La clustérine est
aussi présente dans le sérum, mais dans une forme beaucoup moins glycosylée
(Cheng et al. 1988). la présence de deux isoformes avec des points isoélectriques
différents chez ces béliers ne pourrait être liée à la contamination par le sang
dont on a dit qu'il contenait une forme déglycosylée de clustérine. Au contraire,
chez un des mâles F+ où une isoforme est absente, une légère contamination
sanguine est suspectée. La clustérine ovine provoque l'agrégation de cellules de
différents types in vitro (Blaschuk et al., 1983) et la SPG2 chez le rat est liée aux
membranes des spermatides allongées (Sylvester et al., 1984). Cependant, le rôle
biologique de la SPG2, sa présence chez la femelle, ses effets sur la qualité des
gamètes mâles ou sa fonction au niveau du RTF sont encore inconnus. On a pu
observer la présence en quantité importante de ces protéines 45 KD dans le
plasma séminal ovin.

Par ailleurs, dans un milieu de culture de cellules de Sertoli de rat, une
proétine liant le calcium (rat SPARC, Cheng, 1990) connue aussi sous le nom
d'ostéonectine (Howe et al., 1988) a été identifiée ; son poids moléculaire est aux
environs de 43 KD et c'est une protéine acide. Son identification dans le liquide
du rete testis ovin n'a pas encore été faite. Dans nos échantillons, elle pourrait
aussi contribuer aux variations observées au niveau de ces protéines acides.

Le groupe de protéines acides 30 KD diffère principalement par la taille
de la tâche donnée par la coloration à l'argent ; on pourrait l'identifier à la forme
non réductible de l'inhibine ovine (Leversha et al., 1987).

En conclusion, l'analyse des protéines du rete testis par électrophorèse
bidimensionnelle révèle des différences au niveau des protéines 45 KD et 30 KD
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qui sont très acides. Leurs rôles sont mal connus aussi bien que leur liaison avec
le gène "F".
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1. INTRODUCTION

Le placenta des mammifères synthétise une large gamme de protéines et
d'hormones dont certaines sont identiques à des substances produites par des
sujets adultes, normaux et non gestante : ex. la gonadotropine chlorionique (CG)
et l'hormone lutéinisante (LH) ; l'hormone placentaire lactogène (PL) et l'hormone
de croissance (GH) + la prolactine (PRL) ; les hormones stéroïdiennes ; les
prostaglandines (1). En 1970 Tatarinov et Masyukevich mettent en évidence dans
le sérum de femmes enceintes une nouvelle protéine absente chez les femmes non
gestantes et chez les hommes (2). Plus tard cette protéine fut isolée et purifiée à
partir d'extraits de placenta à terme (3), et fut dénommée Schwangerschafts-
Spezifischen Bl-glycoprotein ou encore Pregnancy-Specific Bl-glycoprotein (SP1).
Au départ la SP1 fut considérée comme strictement spécifique du placenta et par
conséquent de la gestation. Mais des études ultérieures ont montré que d'autres
cellules pouvaient la produire et que la SP1 était présente, en quantités plus
faibles, non seulement chez la femme non gestante mais aussi chez les sujets
mâles. Des recherches similaires effectuées chez les ruminants domestiques ont
abouti en 1982 (4) à l'isolement à partir des enveloppes foetales bovines de 2
protéines de la gestation, les protéines A et B. Seule la protéine B s'est révélée
spécifique de la gestation et fut dénommée PSPB du protéine spécifique B de la
gestation. Les fonctions exactes des protéines SP1 et PSPB ne sont pas encore
connues, cependant on leur reconnaît un rôle immunosupresseur (5,6).

A partir des cotylédons foetaux bovins nous avons isolé, purifié et
caracétrisé une glycoprotéine associée à la gestation et dénommée "bovin
Pregnancy-Associated Glycoprotein" (bPAG) (7,8). Un antisérum, produit contre
la protéine pure, a permis de développer un dosage radioimmunologique sensible
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et spécifique (9) et de localiser le site de production de la protéine dans les
placentomes bovins (8,10).

2. ISOLEMEMENT, PURIFICATION ET CARACTERISATION D'UNE
GLYCOPROTEINE BOVINE ASSOCIEE A LA GESTATION (bPAG)

2.1. Isolement

Des cotylédons foetaux frais collectés à l'abattoir sont finement broyés,
mixés puis soumis à une extraction acide. Les étapes successives de l'isolement
sont : les précipitations au sulfate d'ammonium, les chromatographies sur résine
échangeuse d'anions (DEAE-Cellulose DE 52) et de filtration sur gel (Sephadex
G75). La protéine est suivie pendant tout le processus d'isolement grâce au test
d'immunodiffusion radiale (test d'Ouchterlony) et à un antisérum de première
génération produit contre un broyât de cotylédons foetaux. Avant toute
utilisation, l'antisérum est épuisé préalablement contre des extraits tissulaires
de sujets mâles et de femelles non gestantes (foie, rein, muscle et sang).

2.2. Purification

Le processus de purification de la protéine isolée s'est poursuivi par la
Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) réalisée sur des colonnes
prépactées de Mono SHR et de Mono P HR (Pharmacia). La protéine est suivie
par dosage radioimmunologique semi-spécifique développé grâce à un antisérum
de seconde génération produit sur lapin contre les fractions immunoréactives
issues de la colonne de G75 (Fig.lA). Le chromatogramme sur Mono S présente
un pic majeur (Fig. IB) très immunoréactif tandis que la Mono P présente un
profil où se distinguent 4 pics majeurs également très immunoréactifs (fig. 1C).

2.3. Caractérisation

2.3.1 Détermination des poids moléculaires et des points isoléectriques.

Une électrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE) est réalisée avec ou sans B-
mercaptoéthanol (2,5% v/v). Les gels sont ensuite colorés soit au Bleu de
Coomassie R250, soit au nitrate d'argent. Le pic de Mono S donne 2 bandes : une
bande majoritaire et une bande minoritaire de poids moléculaires (Mr) estimés
à 67.000 et 35.000 daltons respectivement (Fig. 2A). Les 4 pics de la Mono P se
se révèlent très homogènes, même en présence d'agent réducteur, et de Mr
identiques à savoir 67.000 daltons (Fig. 2B) qui est le Mr de la bande majoritaire
du pic de la Mono S. Ce qui démontre d'une part, de l'état de grande pureté des
produits de la chromatofocalisation, et d'autre part, que les 4 pics sont issus de
la bande majoritaire de la Mono S. Enfin, la présence de l'agent réducteur
n'entraîne pas de modification du poids moléculaire de la molécule. Ce qui signifie
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que celle-ci serait composée d'une seule chaîne polypeptidique. Le même
phénomène fut également observé pour la SP1 (11).

Une électrofocalisation sur gel de polyacrylamide en couche mince (LKB)
a permis de déterminer les points isoélectriques des 4 pics de la Mono P.
Comparés à un standard des pi, les points isoélectriques sont estimés à 5, 4, 5,
2, 4, 8 et 4,4 respectivement pour les pics I à IV. ' .
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2.3.2 Détermination des concentrations de la bPAG en sucres et en acide
sialique.

Les concentrations en sucres et en acides sialiques de la bande majoritaire
de la Mono S, déterminées respectivement par les méthodes de Dubois (12) et de
Warren (13) sont de 10,02 ± 1,09% et 0,97 ± 0,1% (moyenne plus ou moins SD.).
Les 4 pics de la Mono P se distinguent par leur contenus en acide sialique. Ceux-
ci sont de 0,29 + 0,06%, 0,65 + 0,08%, 0,083 + 0,08% et 2,12 ± 0,31% pour les pics
I à IV respectivement. Ce qui est en correlation avec les différents points
isoélectriques (pi) estimés à 5,4 ; 5,2 ; 4,6 et 4,4 pour les mêmes fractions. La
variation des pi observée s'expliquerait par la concentration en acide sialique de
chaque isoforme. Si les Mr des 4 isoformes sont identiques, par contre leur
immunoréactivité diminue du pic I (le moins acide et le plus sensible) au pic IV
(le plus acide et le moins sensible) (Fig.3). Cette immunoréactivité est en
corrélation étroite, comme les pi, avec les concentrations en acide sialique
(Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques et immunoréactives des 4 isoformes
de la bPAG (lespics là IVde la Mono P). On peut noter la relation qui
existe entre les points isoélectriques (pi), les concentrations en acides
sialiques et lïmmunoréactivité de 4 isoformes.

Isoforme PM Pi

I
n
m
IV

67 000
67 000
67 000
67 000

5,4
5,2
4,8
4,4

Concentration en (%)

Hydrates de
carbones*

10,02+1,09

ft

H

acides
sialiques*

0,2940,06
0,64+0,08
0,83+0,08
2,12+0,31

Immunoréactivité (%)

100
40
20
9

* Moyennes ± DS de 3 dosages.

10 100
Dosas (ng/ml)

FIG S. Dosage radioimmunologique de la bPAG. Courbe d'inhibition de la liaison de la ""i-bPAG ("pool' dea 4 informes) par les
isoformes I à IV. Noter la décroissance de ì'imm uno réact ivi té de l'isoforme I (le moins acide et le moins sialisf) à l'iaoforme IV (le plus
acide et le plus «alisé).
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2.3.3 Détermination de la séquence en acides aminés de la PAG

Un microséquençage direct a été réalisé par dégradations automatisées
d'Edman et selon le programme de Hunkapiller et Hood (14). Il a permis
d'identifier les 39 premiers acides animés avec l'arginine comme acide aminé
NH2-terminal.

Le clonage moléculaire de bPAG et de son homologue ovine, également
isolée dans notre laboratoire (15), a été réalisé de la façon suivante. Des cDNA
de conceptus et de cotylédons bovins et ovins ont été sondés avec de l'antisérum
R 498 produit sur lapin contre le pool des 4 isoformes. Deux clones ont été établis
à partir du cDNA cotylédonnaire bovin, codant avec 2 polypeptides de 380 et 382
acides aminés respectivement pour la bovine et l'ovine ( 16). Ces deux polypeptides
présentent une nomologie de 86% sur le plan nucléotidique et de 73% au niveau
des séquences des acides aminés. Des recherches réalisées dans le GenBank ont
révélé que les PAG appartiennent à la famille des protéinases aspartiques. Elles
possèdent, sur le plan nucléotidique, une identité de 60% avec les pepsir ogènes
humain (17), porcin (18), simien (19, avec la catepsine E (20), de 57% avec les
chymosines (21) et de 50% avec la cathepsine D humaines (22). Ces similitudes
se retrouvent au niveau des séquences respectives des acides aminés (50%
d'identité avec les pepsinogènes), et plus spécialement au niveau des régions du
site actifs des protéinases aspartiques où les résidus voisins des acides
aspartiques sont hautement conservés (Fig.4.) Les PAG sont cependant
dépourvues d'activité protéolytique (8).

Pepsine (Humaine)

Cathepsine E (Humaine)

Cathepsine D (Humaine)

Chymosine (Humaine)

Renine (Humaine)

bPAG (Bovine)

oPAG (Bovine)

NHj-TERMINAL

Val Phe ASP Thr Gly Ser Ser

ne Phe ASP Thr Gly Ser Ser

Val Phe ASP Thr Gly Ser Ser

Leu Phe ASP Thr Gly Ser Ser

Val Phe ASP Thr Gly Ser Ser

Val Phe ASP Thr Ala Ser Ser

Val Phe ASP Thr Gly Ser Ser

COOH-TERMINAL

ne Val ASP Thr Gly Thr Ser

ne Val ASP Thr Gly Thr Ser

Ile Val ASP Thr Gly Thr Ser

ne Val Asp Thr Gly Thr Ser

Leu Val ASP Thr Gly Ala Ser

Leu Val ASP Thr Gly Thr Ser

Leu Val G¡£ Thr Gly Thr Ser

FIG 4. Comparaison de« séquences des acides aminés de la bPAG et de l'oPAG avec celles de certaines protéinaae« aspartiques au
niveau de« régions qui encadrent les résidus d'acides aspartiques considérés comme essentiels pour l'activité catalytique de la pepsine.
Les NH,-Tenninal et COOH-Tenninal font référence respectivement aux lobes NII,-torminal et COOH-tarminal.

3. LOCALISATION IMMUNOHISTOCHIMIQUE

Des microsections de placentomes bovins prélevés sur des placentas de
vaches Pie-Noire et Blanc Bleu Belge en mi ou en fin de gestation sont traités par
la méthode de peroxydase antipéroxydase (PAP) en utilisant l'antisérum R498.
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Le marquage immunohistochimiquë est limité au cytoplasme d'une population de
grandes cellules binuclées situées quasi exclusivement au niveau du trophoblaste
(Fig.5). Le marquage immunologique est spécifique de la bPAG. En effet il
disparaît si l'antisérum est préalablement épuisé contre de la bPAG pure (10).
Utilisant la méthode "Immunogold" suivie d'un examen en microscopie
électronique, on constate que ce sont certaines granules des cellules binucléées
qui se marquent. Ce qui suggère que la bPAG synthétisée par les celulles
binuclées est d'abord stockée dans ces granules qui seront ensuite déversées par
exocytose dans la circulation maternelle après la migration des cellules binuclées
(10).

3.1 Mise au point d'un dosage radioimmunologique sensible et
spécifique

Grâce à l'antisérum R498 produit sur lapin contre de la bPAG pure, un
dosage radioimmunologie sensible et spécifique fut développé. L'antisérum a un
titre opérationnel de 1/1.500.000 (dilution finale) qui lie 35 à 40% de la protéine
marquée à l'iode 125 (traceur), avec une liaison non spécifique (NSB) inférieure
à 2%. Pour augmenter la sensibilité du dosage, l'antisérum est utilisé en routine
à une dilution finale de 1/2.500.000 qui lie 20-25% du traceur. La sensibilité est
alors de 20 pg par tube.

Les extraits cotylédonnaires bovin et ovin, le sérum de vaches gestantes
et les liquides foetaux (amniotique et allantoïdien) dosés en dilutions sérielles
présentent des courbes d'inhibition de la liaison de la 1251-bPAG parallèles à la
courbe standard (Fig. 6A). Par contre les sérums de vaches non gestantes et de
génisses ne présentent aucune réaction croisée. De même les gonadotropines
hypophysaires et placentaires (PMSG, bLH et pFSH) ainsi que d'autres protéines
placentaires (bPL et SP^ et sériques (BSA et AFP), même à des concentrations
de 10ug/ml, ne montrent aucune réaction croisée (Fig. 6B & C).

3.2 Profil sérique de la bPAG pendant la gestation

La bPAG est détectée dans le sang de certaines vaches à partir du 22e
jour après la conception et chez plus de 98% des vaches gestantes à partir du 30e
jour. La concentration sériques'élève d'abord progressivement, ensuite beaucoup
plus rapidement pour atteindre des valeurs maximales de l'ordre de 2462 ±
1017,8 ng/ml 1 à 5 jours avant le vêlage. Après celui-ci la concentration sérique
de bPAG décroît régulièrement et revient en-dessous du seuil de détection (< 0,2
ng/ml) entre le 80e et le 120e jour post-partum (Fig 7). L'augmentation très
rapide de la concentration de la bPAG dans la circulation périphérique pendant
les 10 jours qui précèdent la mise-bas pourrait être liée aux modifications
physiologiques relatives au déclenchement de la parturition. Elle pourrait être à
l'origine des changements chimiques préparant l'expulsion du placenta après la
parturition.
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FIG 5. a * b . Localisation immunohistochimique de la bPAO dans le placentome bovin. La réaction spécifique eat limitée à certaines
cellules (binuclées) réparties au niveau de l'épithélium de» villosilés chorioniques (VC) qui s'engrènent avec les cryptes caronculaires
(SC). Ces cellules sont toutes binuclées même ai certaines d'entre elles paraissent mononuclées (grosses flèches ouvertes). On peut
remarquer une cellule isolée (grosse flèche) en pleine migration. (a»x387 et b - x 992). c. Une cellule immunoréactive à un plus fort
grossissement. Noter les 2 noyaux et la réaction spécifique intense limitée au cytoplasme, c-x 2660.

p.
It IM l/H* l / l * I/M> VW* l/U l/l

FIG. 6. Spécificité de l'antisérum anti-bPAG produit contre le pool delà mono P.A. : les extraits cotylédonnaire» bovin (1) et ovin (2),
le sérum de vache gestante (3), les liquides anniotique (4) et allantoïdien (5) présentent des courbes d'inhibition de la liaison de la "*I-
bPAG presque parallèles à celle du standard (6). On n'observe aucune réaction croisée avec la SP1 (B), ni avec les hormones placentaires
(bPL), gonadotropes hypophysaires (bLH, pFSH) et ni avec l'alphafoetoprotéine (AFP) (C).
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- FIG. 7 Profil dea concetrationa «ériquea (moyennes _+ SD) de la bPAG chez des vachea (n - 20) auxquelles de« prise« de gang ont été
réalisées du J.2O apre« la conception au J. 100 pontpartum.

HOLSTEIN HEIFERS

bPAG

(ug/ml)

FIG. 8. Profila des concentrations sériques de la hPAG autour du vêlage : A chez des génisses Holstein (n - 14), B de* vaches Holstein
(n-12) et C des vachea Hereford toutes porteuses de foetus Holsteins de race pure.

Une étude réalisée sur des receveuses Holstein (vaches et génisses) et
Hereford (vaches) auxquelles on a transféré des embryons Holstein (race pure) a
permis la mise en évidence des influences de la race des receveuses, du sexe et
de la famille du foetus sur la concentration périphérique de la bPAG (9,15). Des
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prises quotidiennes de sang ont eu lieu du jour - 20 au jour + 2 (Jour 0 = vêlage).
Les concentrations moyennes péripartum de bPAG (3,5 vs 2,3 et 1,5 ug/ml, SE =
0,4 ; p < 0,003) étaient plus élevées chez les vaches Hereford que chez les génisses
et les vaches Holstein respectivement. De même, le profil de croissance pépartum
des concentrations debPAG est plus élevé (P < 0,01) chez les vaches Hereford que
chez les génisses Holstein et les vaches Holstein. Les concentrations maximales
atteintes 1 à 5 jours avant le vêlage sont de 7,6,4, 2 et 3 ug/ml respectivement
chez les vaches Hereford, les génisses Holstein et les vaches Holstein. Les
receveuses Holstein proteuses de foetus mâles ont des profils prépartum de bPAG
plus élevés que celles porteuses de foetus femelles. A l'inverse, les receveuses
Hereford portant des foetus femelles ont des profils prépartum plus élevés que
celles portant des foetus mâles (Fig.8 A, B et C). Comme l'ont montré d'autres
auteurs pour la production laitière et concernant le profil de certaines hormones
placentaires (23), la race du foetus influence de façon importante le profil
péripartum de la bPAG. Ceci implique que des effets potentiels du foetus
affectent la fonction endocrine du placenta. En conséquence ils ne peuvent pas
être négligés dans les cas de transfert d'embryons et plus spécialement lorsque
le foetus et la receveuse appartiennent à des races différentes.

Tableau 2. : Diagnostic de gestation par dosage radioimmunologique de la bPAG
dans le sérum (J.35 postoestrus) et par la palpation rectale (J.45
postoestrus) chez 430 génisses porteuses Françaises Holstein-
Friesian.

RIA (j-35)

+

Total

Méthode de diagnostic

Palpation rectale (j.45)

+

267(93,03%)*
3 (2,1%)

270

-

20 (6,97%)
140 (97,9%)

160

Total

287
143

430

* Les nombres entre parenthèses représentent l'exactitude du diagnostic. L'exactitude totale du
diagnostic est de 94,65%.

3.3 Dosage radioimmunologie de la bPAG : un test de diagnostic de
gestation ?

Le dosage radioimmunologique (RIA) de la bPAG mis au point a une assez
bonne répétabilité. En effet, les coefficients de variation interdosage et
intradosage sont respectivement de 11,6 ± 0,6% et 6,9 ¿2,5% (moyennes ± DS).
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En raison de sa sensibilité, de sa spécificité, de sa précocité et de sa répétabilité,
le dosage de la bPAG peut être utilisé comme test de diagnostic précoce de la
gestation. A cet effet un troupeau de génisses Françaises Holstein Frisian (n =
430) sur lesquelles des embryons sont transférés ont subi une prise de sang au
jour 35 post-oestrus (po) (28e jour après le transfert) et la bPAG dosée. Sur les
430 génisses 287 ont un taux de bPAG supérieur ou égal à 0,5 ng/ml et 143 un
taux inférieur à 0,5 ng/ml. Une palpation rectale réalisée au 45e jour po (38e jour
après le transfert) indique que 267 des 287 génisses (93,03%) avec un taux de
bPAG supérieur à 0,5 ng/ml et 3 des 143 génisses (2,09%) dont le taux de bPAG
est inférieur à 0,5 ng/ml sont gestantes. Compte non tenu des éventuelles
mortalités embryonnaires survenues entre les deux tests, le dosage de la bPAG
permet de diagnostiquer la gestation et l'absence de gestation avec une exactitude
de 93,03% et 97,91% respectivement. L'exactitude totale du test est de 94,65%
(Tableau 2). Ces résultats suggèrent que le dosage de la bPAG peut être
efficacement utilisé comme méthode sérologique alternative pour le diagnostic de
la gestation chez les ruminants domestiques. C'est une méthode relativement
simple et précoce qui n'exige pas une connaissance précise de la date de la saillie
ou de l'insémination artificielle comme c'est le cas pour la progestérone.

4. SOURCES ACCESSOIRES DE PRODUCTION DE bPAG.

Afin de valider le dosage radioimmunologique de la bPAG, des serums de
mâles et de femelles non gestantes sont investigues en vue de mettre en évidence
la protéine placentaire. Avec un seuil de sensibilité de 0,2ng/ml, la protéine fut
détectée chez les certaines femelles non gestantes et certains taureaux. Si les
taux de bPAG ou de la protéine bPAG-like sont faibles chez les femelles non
gestantes (<0,5 ng/ml), ils sont relativement élevés chez les mâles. Ces résultats
assez surprenants nous ont conduit à de plus amples investigations chez ceux-ci.
C'est ainsi que des extraits de testicule de taureaux et de béliers ont été dosés de
façon sérielle. Une importante inhibition de la liaison de la 1251-bPAG a été
observée (24). Des coupes immunohistochimiques réalisées sur le testicule de
taureaux ont montré des réactions de coloration spécifique au niveau des cellules
de Sertoli. Ces résultats démontrent l'existence, voire la production par le
testicule, de la bPAG ou d'une protéine immunologiquement apparentée.

5. CONCLUSION

Le bPAG, isolée à partir des cotylédons foetaux, a été purifiée et
caractérisée. La protéine est principalement d'origine placentaire et peut ainsi
être considérée comme un bon témoin de la viabilité du foetus. Cependant les
réactions croisées de l'antisérum spécifique de la bPAG avec le sérum de certains
sujets mâles et au niveau des cellules de Sertoli semblent indiquer, à l'instar de
la SPX (25), que la synthèse de la protéine ne serait pas limitée au placenta, voire
aux sujets femelles. Elle pourrait également être produite, en quantités
relativement faibles, par les mâles.
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Le rôle biologique exact de la bPAG reste à déterminer.
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1. INTRODUCTION

Les objectifs sont d'une part de vérifier l'utilité de l'échographe comme
outil de recherche dans l'étude de la croissance folliculaire et la détection du
début de l'ovulation, d'autre part d'évaluer la relation entre deux paramètres
endocriniens et les résultats obtenus.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Les animaux

Dix huit (18) taures Bos indicus cycliques, de race Holstein, âgées en
moyenne de 3 ans furent utilisées pour cette expérience qui s'échelonna sur une
période d'un an. Leur poids moyen était de 570 kg. Leur alimentation était
distribuée deux fois par jour et se composait de 8 kg de foin mélangé, 1,5 kg de
concentré (moulée laitière à 14% de protéines brutes sans urée) ; l'abreuvement
se faisait à volonté.

2.2 L'échographie

L'appareil utilisé était un échographe Equisonic 310 (Equisonic Inc.,
Illinois, USA) de 5 mgh de mode B doté de deux pages d'image. Il était relié d'une
part à un magnétoscope portatif Panasonic qui permettait l'enregistrement des
différentes images obtenues sur des cassettes vidéo de type VHS et d'autre part
à une caméra photo Nikon 35 mm qui assurait la photographie.

Pour chaque ovaire, les plus gros follicules, de plus de 10 mm de
diamètre, étaient photographiés. L'appréciation de la croissance folliculaire et
aussi de la détection du début de l'ovulation était effectuées par comparaison
entre deux séries successives d'enregistrement ou de photographie.
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2.3 La surovulation

Elle consistait en l'administration par la voie intramusculaire de huit (8)
injections de 5 mg d'hormones stimulante de la folliculogénése (FSH-P) (Schering
Canada IC, Pointe-Claire, Québec), chacune à 12 heures d'intervalle.

Les chaleurs des taures étaient observées à l'extérieur dans un enclos
deux fois par jour dès le lendemain de l'administration de la PG. Le
surlendemain, elles étaient observées toutes les 4 heures. La première période
d'acceptation du chevauchement de la taure par une de ses congénères était
considérée comme le début des chaleurs (TO).

2.4 Prélèvement de sang

Pour étudier la courbe de l'hormone lutéinisante (LH) ainsi que de la
progestérone (P4), environ 7 ml de sang étaient prélevés au niveau des vaisseaux
coccigiens à'i'aide d'aiguilles numéro 20 montées sur des tubes de verre sous vide
(Becton Dickinson and Co., Mississauga, Ontario) contenant de l'EDTA comme
anticoagulant. Aussitôt après la récolte, le sang était centrifugé, le plasma était
recueilli et transvasé dans les fioles de 4 ml (Fisher Scientific Co., Pittsburg,
USA) en vue de sa congélation et de sa conservation à -20°C. La fréquence de
prélèvements sanguins figure dans le schéma 1.

2.5 Dosages radio immunologiques

2.5.1 Le dosage de la LH

La LH était dosée au département des sciences animales du Collège mac
Donald de l'Université McGill. L'anticorps utilisé était celui de lapin. II était
préparé par le Professeur N.RAWLING de Saskatoon. Le dosage s'était fait selon
les méthodes de NISWENDER et coll. (1969) et HOWLAND (1972). La valeur
minimale détectable était de 0,116 ng/ml avec 95% de Bo. Le coefficient de
variation intra dosage était de 5,9%.

2.5.2 Le dosage de la progestérone

La P4 était dosée au CREA dans le laboratoire d'endocrinologie selon la
méthode RIA. Les coefficients de variation étaient de 5,19% entre les dosages et
de 3,34% dans un même dosage.

2.6 L'insémination artificielle

Les taures étaient inséminées une fois seulement avec de la semence
congelée d'un même taureau dont la fertilité est connue, à différentes périodes
après le début de l'oestrus, ce qui déterminait les groupes de cette expérience.
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Toutes les inséminations ont été effectuées par le même inséminateur. (Schéma

Schéma 1 : Représentation schématique du protocole général utilisé

dans la présente recherche.

SDROVULATION

ENDOCRINOLOGIE (ÜI-P,,)

ECHOQRAPHIE

[Prise de sang
• 1 fols avant FG
ohaque 12 h de PO à J-1
ohaque 4 h de J-1 a J2

. ohaque 12 h de J2
a l'abattage

(. 1 fola avant PG
I . 1 foie J-1 et JO
\. toutes les « h de
I TO • 20 h a J2

morphologie
oytogénetlque

3. RESULTATS

Les résultats seront analysés sous deux aspects :
- la surovulation
- l'endocrinologie

3.1 La surovulation

Toutes les taures utilisées dans cette expérience ont montré des signes
caractéristiques d'oestrus. Les premiers signes de chaleur se sont manifestés en
moyenne à 44h24 ± 5h24 après l'administration de la PG avec des variations
allant de 33 à 54 heures. La répartition circadienne des chaleurs nous montre que
sur les 18 taures de cette expérience, une est venue en chaleur entre 0 et 4
heures, soit 5,5%, 9 l'ont été entre 4 et 8 heures soit 50%, 4 entre 8 et 12 heures
soit 22,2%, 3 entre 12 et 16 heures soit 16,6% ; aucune entre 16 et 20 heures et
enfin 1 entre 20 et 24 heures soit 5,5%.
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Le début de l'ovulation détectée par échographie a eu lieu en moyenne
28h6 +4hl8 par rapport au début des chaleurs avec des variations de 24 à 39h30
(schéma n°2).

Par rapport à l'administration de la PG, l'ovulation a débuté en moyenne
73h9+6hl8 avec des variations de 60h30 à 87h30. Les différentes images
obtenues par échographie nous montrent que l'ovulation débuté par les follicules
de plus de 10 mm de diamètre. Dans notre expérience, dans la majorité des cas,
le début de l'ovulation s'est manifesté par la rupture de plus de 2 follicules à la
fois. L'image de l'échographie de la rupture folliculaire se traduit par des
structures dont les contours sont les mêmes que les follicules intacts. La
différence réside dans la densité de coloration du liquide folliculaire. En effet pour
le follicule intact, le liquide folliculaire apparaît très noir, alors qu'il est gris
noirâtre après l'ovulation (photos 1 & 2).

Chez 12 taures( 12/18), le début de l'ovulation s'est davantage manifesté
sur l'ovaire droit que sur l'ovaire gauche, soit 66,6%.

Par ailleurs, le nombre d'ovulations obtenus par surovulation est en
moyenne de 14,5 ± 8,3 par vache avec des variations allant de 1 à 34 points
d'ovulation.

ECHOGRAPHIE D'UN OVAIRE DE TAURE SUROVULEE EFFECTUEE A
25 ET 29 HEURES APRES LE DEBUT DES CHALEURS

Photo 1 : (25 heures après le début des chaleurs)

Photo 2 : (29 heures après le début des chaleurs)

(1) Follicule intact - (2) Corpus hemorragium
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3.2 L'endocrinologie

Une concentration maximale de LH est observée chez toutes les taures.
La concentration moyenne pour les valeurs maximales observées est de 20,9 ± 9,5
ng/ml. Les variations individuelles s'étalent en moyenne 47h30 ± 7h après
l'administration de la PG. Les variations individuelles sont de 36h35 à 60h55.
Cependant, par rapport à l'apparition des premiers signes de chaleurs, 3 taures
sur 18, soit 16,6% ont eu leur pic de LH avant à (-5h30 à -2h), 3 l'ont eu en même
temps soit 16,6% et les 12 en moyenne 6 heures après, soit 66,6%. La moyenne
de l'intervalle des premiers signes de chaleur et la concentration maximale de LH
est de 3h7 +. 4h42. Les ovulations ont débuté en moyenne 24h40 ± 5h42 après la
concentration maximale de LH avec des variations individuelles de 16 à 39h30.

Au moment de l'administration de la prostaglandine, les taures avaient
en moyenne un taux de P4 de 12,4 ± 4,8 ng/ml avec des variations de 2,3 à 22,2
ng/ml. Cependant, 22 heures en moyenne après l'injection de PG, le taux de P4
chute de plus de 90% de sa valeur originale. À l'oestrus, le taux moyen de P4 est
de 0,9 à 0,3 ng/ml avec des variations de 0,3 à 1,4 ng/ml. Par rapport à
l'observation de la concentration maximale de LH, le taux moyen de P4 reste bas,
de l'ordre de 0,9 +, 0,4 ng/ml avec des variations de 0,3 à 1,6 ng/ml.

Enfin, par rapport à l'observation du début de l'ovulation, le taux moyen
de P4 est de 0,70 ¿0,38 ng/ml avec des variations de 0,3 à 1,4 ng/ml (schéma n°3).

Schéma 3 : Profil endocrien d'une taure superovulé**

40 50 60 70
HEURES APRES PG

90 100 110
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4. DISCUSSION

4.1 La surovulation

Le traitement de surovulation a favorisé l'apparition des premiers signes
de chaleurs en moyenne 44h24 _+ 5h54 après l'administration de la
prostaglandine. Ces résultats sont supérieurs à ceux de YÂDAV et coll. (1986a)
soit 41,3 ± 1,95 heures et sont par contre inférieurs à ceux de ÂLCIVÂR et coll.
(1992) qui sont 59 heures. Cependant, ils sont en accord avec ceux de GOFF et
coll. (1986) et à ce qui s'obtient généralement dans l'industrie du transfert
d'embryons (44 à 52 heures).

Le rythme circadien des chaleurs au cours de cette expérience montre une
fréquence d'apparition majoritairement nocturne, ceci concorde bien avec les
résultats de HACKETT et McALLISTER (1984), qui ont trouvé que plus de 85%
des vaches Holstein débutent l'oestrus pendant la nuit.

Le début de l'ovulation détecté par échographie s'est manifesté à 73h9 ±
6hl8 par rapport à l'administration de la prostaglandine ou encore 28h6 ± 4hl8
après l'apparition des premiers signes de chaleurs. A part une vache qui a ovulé
60h30 après l'administration de la PG, ces résultats sont comparables à ceux
obtenues par YADAV et coll. (1986a). Ce dernier n'a observé aucune ovulation
avant 64h50 après l'administration de la PG.

Les résultats obtenus au moment de l'ovulation par rapport au début de
l'oestrus s'accordent avec les observations de THAYER et coll. (1985) qui ont
observé le début de l'ovulation chez les taures surovulées qu'à partir de 24 heures
après le début des chaleurs. La détection du début de l'oestrus d'une façon assez
précise constitue un paramètre assez fiable pour déterminer le début de
l'ovulation chez la vache en autant de périodes d'observation se rapprochant l'une
de l'autre, et d'autre part que le critère utilisé pour déterminer le début de
l'oestrus, soit l'acceptation par la vache du chevauchement par une de ses
congénères.

Par le biais de l'échographie, la croissance des follicules a été observée ;
ce sont les follicules de plus de 10 mm de diamètre qui sont impliqués en premier
dans le processus de l'ovulation. Ces observations confirment celles de GRASSO
et Coll. (1989) qui ont trouvé que le diamètre des follicules ovulatoires variait de
9,8 à 12,7 mm et que leur nombre était en corrélation positive avec le nombre de
corps jaunes détectés par laparoscopie ou après ovariectomie.

D'autre part, l'asynchronie des ovulations chez les vaches surovulées
relatée par YADAV et Coll. (1985) qui ont trouvé que 75% des ovulations avaient
lieu dans les 18 heures suivant la première ovulation, a été observée par
THAYER et Coll.(1985) avec l'échographie. Ils ont trouvé que les ovulations
s'étalaient sur une période de 24 à plus de 30 heures. Au cours de cette
expérience, nous avons décelé que le début des ovulations pouvait intéresser
quelquefois plus de 2 follicules à la fois.

Du fait du délai d'abattage des taures qui avait lieu 24 heures après
l'insémination, nous n'avons que des données partielles sur la durée des
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ovulations pour les groupes 3 et 4. Ces résultats nous montrent que la durée des
ovulations pouvaient varier de 24 heures à plus de 26 heures.

D'autre part, l'échographie a permis d'observer que 66,6% des ovulations
débutaient au niveau de l'ovaire droit. Ceci se rapproche des travaux de HAFS
(1978) qui a trouvé que l'ovaire droit d'un animal non surovulé était responsable
de 60% des débuts d'ovulation.

La fiabilité des résultats obtenus au cours de cette expérience est en tous
points comparable à celle qui s'est associée aux travaux de GRASSO et Coll.
(1983) et ZALESKY et Coll. (1986) pour l'étude de la croissance folliculaire et du
début de l'ovulation. Si ces auteurs ont trouvé une corrélation positive avec la
laparoscopie, il faut cependant reconnaître que l'échographie nécessite surtout un
bon repérage de tous les plans de l'ovaire contenant des follicules prêts à ovuler.

De ce fait, il est souhaitable d'adjoindre à l'échographie un système
d'enregsitrement des données et une caméra photo. Avec ces accessoires, les
résultats obtenus ont rencontré les objectifs établis pour cette expérience.

4.2 L'endocrinologie

L'intervalle moyen de 47h34 +_ 7h entre l'administration de la PG et le pic
de LH est dans les mêmes variations observées par d'autres auteurs tels que
ALCIVAR et Coll. (1992) 47h + 3.

La concentration moyenne de LH au pic de préovulation est de 20,98.+9,5
ng/ml de LH. Cette valeur se rapproche de celle qui est obtenue par YADAV et
coll.(1986b) qui est de 24,2 + 1,02 ng/ml et SCHALLENBERGER et Coll. (1988)
20,0 ± 7,8 ng/ml. L'intervalle moyen entre le début de l'oestrus et la concentration
maximale de LH est de 3h7 ± 4h42 se rapproche de celui de YADAV et coll.
(1986a) qui est de 2 heures et de celui 0 à 6 heures rapporté par BARNES et Co \
(1982). Cependant, il diffère de celui de GREVE et coll. (1983) qui est de 8h30.
Par ailleurs, nous constatons qu'il est pratiquement le même que celui des vaches
non surovulées. En effet, CHENAULT et coll. (1975) et CHRISTENSON et coll.
(1975) ont observé un intervalle de 2h48 chez les vaches cycliques non surovulées.
Par ailleurs et YADAV et coll. (1986a) ont observé, au cours de cette expérience,
des pics de LH survenant avant ou en même temps que l'oestrus.

Par rapport à l'ovulation, la concentration maximale de LH est observée
en moyenne 24h40± 4h42. Cette observation s'accorde avec celle de CALLESSEN
et coll. (1986) et celle de YADAV et coll. (1986a) qui est de 22 heures. Par ailleurs
le délai de 24 heures observé au cours de cette expérience est identique à celui
qui est observé chez des vaches non surovulées d'après les travaux de BERNARD
et Coll. (1983). Comme l'a affirmé YADAV (1986a,b) ces résultats ne permettent
pas d'appuyer les hypothèses qui mentionnent que l'ovulation débute plus tôt chez
les vaches surovulées, en prenant le pic de LH comme référence. Si on se réfère
à la définition de CALLESSEN et Coll. (1986) qui considèrent qu'un profil de LH
est normal si le pic de LH survient dans les 22 à 54 heures après l'administration
de prostaglandine. Dans cette expérience, 2 vaches (VI et XXI) ne répondent pas
à ce critère car leur intervalle de PG-LH est respectivement de 60h55 et 60h30.
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Les concentrations de LH durant le pic préovulatoire sont respectivement de
15,90 et 36,33 ng/ml. La première taure n'a eu qu'un seul point d'ovulation pour
1 seul embryon collecté et la seconde, 8 points d'ovulation pour 3 embryons et
ovocytes ont été collectés. CALLESSEN et Coll. (1986) mentionnent que 80% des
vaches à profil de LH anormal se caractérisent par une absence de pic de LH. Il
est donc suggéré que seul le délai dans l'apparition du pic de LH pourrait être
impliqué dans les problèmes ovulatoires.

La chute de plus de 90% des taux de P4 de toutes les taures dans les 22
heures suivant l'administration de la PG confirme l'effet lutéolytique de la
prostaglandine comme l'ont démontré les travaux de CALLESSEN et coll. (1986),
DIOP et coll. (1992). Dans tous les cas rapportés par ces auteurs, l'action
lutéolytique de la PGF2oc se traduit par une chute de la P4 jusqu'à des valeurs
inférieures à 1 ng/ml dans les 16 à 20 heures qui suivent son administration. Un
tel taux se maintient jusqu'après l'apparition des signes d'oestrus pour augmenter
par la suite. La présente expérience permet de mettre en évidence 3 sous-groupes
de taures : un sous-groupe de taures (10/18) soit 55,5% dit normal avec des
valeurs de P4 inférieures à 1 ng/ml, un deuxième sous-groupe avec des valeurs
oscillant autour de 1 ng/ml (1/18) soit 5,5% et enfin un troisième sous-groupe
(7/18) soit 38,8% avec des valeurs supérieures à 1 ng/ml. Les deux derniers
groupes sont caractérisés par un profil de P4 dit dévié. Cependant, comme pour
le premier sous-groupe, les animaux présentent une concentration maximale de
LH et un nombre d'ovulation très variable.

Les résultats obtenus au cours de cette expérience peuvent avoir plusieurs
explications : la première serait une action lutéolytique insuffisante de la
prostaglandine ; la seconde est la relativité des valeurs obtenues de la P4 selon
les laboratoires de dosage radioimmunologique. Enfin les travaux de GOFF et
coll. (1986) et DIOP et coll. (1992) ont montré que des taures ayant un taux de
P4 de 1,2 et 1,7 ng/ml au moment de l'oestrus sont capables d'avoir des pics de
LH et que, d'autre part, l'absence de pic de LH observé n'entraîne forcément pas
une absence de maturité des ovocytes. Une corrélation entre la concentration
périovulatoire de LH et le nombre d'ovulation n'a pu être mise en évidence au
cours de cette expérience.

Comme l'ont observé JANSEN et coll. (1982) ; GREVE et coll. (1983) :
GOFF et coll. (1986), la réponse et les profils obtenus à partir de cet échantillon
de taures pourraient être représentatifs de ceux de la population des donneuses
surovulées.

5. CONCLUSION

Combinés à des moyens d'enregistrement des différentes images de
l'ovaire, l'échographie s'avère être un bon outil pour l'étude de la croissance
folliculaire et la détection du début des ovulations chez des femelles superovulées.

Les profils endocriniens de LH et de P4 obtenus au cours de cette
expérience sont assez représentatifs des données retrouvées dans la population
de vaches superovulées.
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