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Résumé.

L'objectif de ce travail a été de determiner, en fonction de la saison de reproduction, les effets
de deux doses de PMSG (500 et 800 UI) sur l'efficacité de 1'induction et de la synchronisation
des cycles, sur le moment de 'ovulation et sur le taux d'ovulation chez la brebis Suffolk.

Nous en tirons les conclusions suivantes.

- Les doses utilisées ne présentent pas un effet superovulatoire.

- Les brebis de race Suffolk fortement saisonniére offrent une réponse variable a la stimulation
hormonale. Le nombre de femelles réfractaires augmente d'autant plus que 1'on s'éloigne de la
pleine saison de reproduction.

-Les brebis ovulent en moyenne 58 a 63 heures aprés la fin du traitement. Cependant la
variabilité individuelle est trés grande.

- Les taux d'ovulation obtenus sont élevés en saison sexuelle, diminuent en anoestrus léger et
sont faibles en anoestrus profond.

- Une dose de 800 UI donne de meilleurs résultats & contre saison mais en en période d'oestrus
500 Ul est plus efficace.
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INTRODUCTION.




L'amélioration de la productivité et de la rentabilité des animaux domestiques a
toujours préoccupé I'homme. La rentabilité de 1'élevage est largement conditionnée par la
capacité de maitriser les mécanismes de la reproduction. Il en va de méme pour le cheptel
ovin. Mais les périodes d'anoestrus (saisonnier et post partum) et le faible taux
d'ovulation limitent l'efficacité de la reproduction chez la brebis. De nombreuses
tentatives ont été réalisées pour contourner ces limites imposées par la nature :
manipulation de la photopériode, insémination artificielle (IA), traitements hormonaux...

Nous nous sommes intéressés a la maitrise hormonale du cycle sexuel. Chez la
brebis elle est généralement basée sur l'association d'une synchronisation ou d'une
induction des cycles grace a des progestagénes (acétate de fluorogestone : FGA) et
d'une stimulation de l'ovulation par administration de Pregnant Mare Serum
Gonadotropine (PMSG). D'apres la littérature, cette technique décrite plus loin en détail
permet d'obtenir avec un succes important des ovulations 2 un moment précis choisi par
I'éleveur. Ceci permet la mise en place de l'insémination artificielle (IA).

Cependant chez la brebis Suffolk, dans les méme conditions, on observe une
fertilité variable et souvent faible . Le but de notre expérience a des lors ét€ de déterminer,
en fonction de la saison de reproduction, les effets de 2 doses de PMSG (500 et 800 UI)
sur l'efficacité de 1' induction et de la synchronisation des cycles, sur le moment de
I'ovulation et sur le taux d'ovulation.

Le travail se divise en différents chapitres. En premier lieu, il a été nécessaire de
réaliser une étude bibliographique pour synthétiser des informations sur la reproduction
de la brebis, la croissance folliculaire, les facteurs de variations du taux d'ovulation et les
possibilités de maitrise du taux d'ovulation, en particulier grice aux progestagénes et a la
PMSG.

Le chapitre suivant est réservé a la description du plan expérimental et des
techniques utilisées.

Dans le troisiéme et le quatriéme chapitre nous exposerons et discuterons les
résultats obtenus.

Les conclusions précédent une liste succincte des perspectives de recherches pour

l'avenir.




CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE.
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FIGURE 1 : Schéma du contrdle endocrinien du cycle sexuel (Bister, 1988).
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A.DESCRIPTION DE LA REPRODUCTION DE LA BREBIS.

L'activité sexuelle de la brebis est de type polyoestrus saisonnier ce qui signifie que
la brebis présente une succession de cycles oestraux pendant une saison déterminée.

La brebis peut se trouver dans deux états physiologiques différents : l'activité
cyclique et l'anoestrus ; ce dernier peut étre prépubertaire, de gestation , de lactation ou
saisonnier.

Dans le cadre de cette étude, nous nous intéresserons uniquement a l'activité
cyclique et a 'anoestrus saisonnier.

1. LE CYCLE OESTRAL DE LA BREBIS,

Les principales sources bibliographiques utilisées pour cette partie du travail sont
puisées chez Robertson (1977), Collignon (1984) et Bister (1988).

1.1. Introduction.

Par convention, les physiologistes considérent I'ovulation comme le début du cycle,
au jour 0, quelle que soit l'espéce considérée. Un cycle s'étend donc d'une ovulation a
l'autre. En gynécologie humaine, cependant, en raison de la facilité de son observation,
c'est le premier jour des régles qui sert de base a la numérotation des jours du cycle, I'
ovulation se situant alors vers le jour 14.

Le cycle de la brebis dure en moyenne 17 jours et peut étre divisé en deux périodes
d'activité : la phase folliculaire qui correspond 2 la croissance terminale et a la maturation
des follicules ovariens aprés la lutéolyse et qui se termine par l'ovulation, et la phase
lutéale qui correspond a la période d'activité du corps jaune et qui s'achéve avec la
lutéolyse (régression du corps jaune).

Tous ces événements qui se manifestent au niveau de l'ovaire sont influencés par
des facteurs hormonaux secretés par 1'axe hypotalamus-hypophyse-ovaire-utérus et qui
interagissent 1'un sur l'autre par différents mécanismes rétroactifs (fig. 1).

En partant du jour de l'ovulation, il est possible de schématiser les événements
hormonaux et fonctionnels se succédant au cours du cycle de la brebis de la fagon
suivante (fig 2).
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1.2. Phase lutéale.

La phase lutéale dure environ 12 a 13 jours. Suite a 1'émission de 1'ovule par le
follicule (jour 0), les cellules folliculaires subissent des modifications stucturales et
fonctionnelles qui aboutissent a la formation du corps jaune : les cellules lutéales et
paralutéales s'édifient respectivement a partir de la granulosa et de la théque interne sous
l'action de la LH (Luteinizing Hormone), de la FSH (Follicle Stimulating Hormone) et
des oestrogeénes (Mc Natty et Thurkey, 1974, cités par Collignon, 1984).

Les cellules lutéales synthétisent de la progestérone a partir du cholestérol ; la PRL
active la syntheése du cholestérol et la LH stimule sa conversion en Progestérone (P4) par
les cellules lutéales . Le taux sanguin de P4 augmente apres 'ovulation et pendant une
bonne moitié de la phase lutéale puis atteint des valeurs plus ou moins constantes jusque
la lutéolyse.

Sous l'effet de 1'émission par vagues de FSH, des follicules antraux entrent en
croissance et en maturation. L'oestradiol (E2) est un des stéroides secrétés par les
follicules ovariens, sa production est en relation avec la taille des follicules. L'E2 assure
un feed back négatif sur I'hypotalamus en synergie avec la P4. Ces hormones sont
responsables du maintien des hormones hypophysaires, LH et FSH, & un niveau sanguin
moyen au cours de la phase lutéale (fig 3).

La baisse du taux de FSH due au développement des follicules provoque l'atrésie de
ces follicules et donc une diminution de la secrétion d'E2; on observe alors une levée de
lI'inhibition du centre de secrétion tonique d'émission de GnRH (Gonadotropin
Releasing Hormone). Le taux de FSH augmente a nouveau, provoquant la maturation
d'une seconde vague folliculaire. Les follicules secrétent de plus en plus d'E2 qui
toujours en synergie avec la P4 inhibe une deuxi¢me fois la secrétion de FSH et provoque
l'atrésie des follicules en développement.

La combinaison de l'action préparatrice de la P4 et de la stimulation de 1'E2 sur
I'endométre utérin entraine une secrétion de prostaglandine F2a (PGF2a). La PGF2a et
I'E2 agissent ensemble pour induire la lutéolyse. Le corps jaune perd alors ses capacités
secrétrices et se transforme en corpus albicans, trace blanchétre a la surface de 1'ovaire.
Cette structure ne semble jouer aucun role physiologique.

1.3. Phase folliculaire.

La baisse de secrétion d'oestradiol suite a l'atrésie et la chute du taux de P4
consécutive a la lutéolyse permettent I'augmentation de 1'émission de FSH et le démarrage
de la troizieme vague de maturation folliculaire.

Des lors le taux d'E2 augmente a nouveau; cette hormone présente normalement une
action inhibitrice sur la production d'hormones hypophysaires mais lorsque son €émission



atteint une certaine valeur, le phénomene de feed back s'inverse. Il devient positif et
stimule le centre cyclique d'émission de GnRH: ce centre est en effet inhibé par la
progestérone mais, contrairement au centre tonique, il est stimulé par les oestrogénes. Ces
variations entrainent la libération brutale de LH et de FSH (pics préovulatoires) menant
a l'ovulation. Le pic de LH provoque de profondes modifications dans les follicules; il
stoppe les mitoses et stimule les cellules de la théque interne a secréter differents facteurs
dont une collagénase qui attaque la paroi. Les membranes thécales et granulosales
s'affinent en surface de 1'ovaire en un point appelé stigma. Finalement le stigma se rompt
et laisse échapper le fluide folliculaire qui entraine avec lui l'ovule.

Aprés la libération, la cavité s'emplit d'un caillot sanguin puis se restructure en
corps jaune. L'ovocyte est recueilli par le pavillon de l'oviducte et se déplace vers
I'ampoule (au premier tiers de 1'oviducte) ou il sera éventuellement fécondé. Si c'est le
cas, le zygote formé par la fusion des noyaux de l'ovule et du spermatozoide descend vers
l'uterus, se développe et finit par s'y implanter.

2. LA BREBIS EN ANOESTRUS SAISONNIER,

2.1. Introduction.

Chez la plupart des espéces de mammiferes, la femelle n'entre en cycle que pendant
une période déterminée de I'année. Il se produit alors un seul cycle (monooestrus annuel)
ou, comme dans le cas de la brebis, plusieurs cycles consécutifs (polyoestrus saisonnier).
Entre deux périodes de reproduction, si elle n'a pas été fécondée, la brebis est en état
d'anoestrus saisonnier.

L'anoestrus saisonnier provient d'une adaptation aux variations climatiques
caractéristiques de l'endroit ol vit la race envisagée. Il a pour but de ne permettre la
naissance des jeunes qu'a la période la plus favorable a leur survie et a leur
développement, c'est a dire lorsque les conditions climatiques ne sont pas trop dures et
lorsque la nourriture est abondante. Le mouton se reproduit donc en automne de fagon a
ce que les agneaux naissent aux printemps a la poussée de 1'herbe.

2.2 Facteurs influencant la saison sexuell la brebis.

Chez la brebis adulte, les facteurs agissant de maniére prépondérante sur la saison
sexuelle sont la race, l'individu et 'environnement. Parmi les facteurs environnementaux,
les principaux sont sans doute la photopériode et la précence ou I'absence de bélier.




TABLEAU 1: Durée de la saison de reproduction (Craplet et Thibier, p 163, 1980).

RACE Nbre de cycles Nbre de jours
K

BLACFACE 6.9 139

WELSE MOUNTAIN T.0 133

BORDER LEICESTER Ta2 131

ROMNEY MARSH Bed 171

SUFPOLK 10.2 189

WELSHE X DORSET ZO0ORN 1044 179

DORSET EORN 12.4 : 223
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9200
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FIGURE 4 : Durée du jour (moyennes mensuelles) au cours de I'année (*) et saison de reproduction estimée
par le nombre de saillies observées par période de 10 jours pendant 3 mois (Bister, 1980).




a. Variation selon la race.

La durée de la saison de reproduction de la brebis est trés variable suivant les races
comme le montrent les chiffres de Hafez cité par Craplet et Thibier (1980, tableau 1). On
remarque que les races rustiques , nordiques ou d'altitude élevée (Black Face) ont une
courte saison de reproduction allant d'octobre a février, tandis que les races améliorées,
méridionales ou de plaine (Dorset Horn) ont une longue période de reproduction
s'étendant de juillet a avril.

Les races que nous connaissons en Belgique sont saisonniére a 1'extréme en ce sens
que en dehors d'une période tres limitée de 1'année aucune reproduction naturelle ne peut
étre observée. La race la plus saisonniére est la Texel mais Suffolk et Hampshire lui sont
trés proches.

Pour la brebis Texel, la saison de reproduction s'étend du début septembre a la fin
décembre avec un maximum de fécondations vers le 15 octobre (fig 4, Bister, 1980).
Cette race a donc une saison de reproduction relativement courte. Il faut cependant
remarquer que ce graphique a été réalisé grace a des données provenant des fréquences
des mises-bas au cours de différents mois de 1'année; il est donc probable que ces courbes
ne soient pas tout-a-fait représentatives des périodes de reproduction des espéces
considérées. :

La brebis Suffolk présente des capacités reproductrices maximales de juin-juillet a
octobre-novembre (fig 4).

La saison de reproduction de la brebis Iles-de-France présente trois < - pics
d'intensité variable avec un maximum de fécondation en mai (fig 4).

b. Action de la photopériode.

Le facteur essentiel déterminant la saison sexuelle de la brebis est la photopériode,
c'est-a-dire la longueur du jour par rapport a la longueur de la nuit. L'entrée en cycle se
fait assez rapidement apreés que la photopériode ait commencé a décroitre tandis que le
passage en anoestrus a lieu en photopériode croissante. Ces observations sont strictes
pour les espéces fortement saisonnées, moins pour d'autres (fig 4).

c. L'effet belier.

L'introduction d'un bélier dans un groupe de brebis en fin d'anoestrus avance la

saison de reproduction et provoque une synchronisation partielle des chaleurs
(Collignon,1984).
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2.3. Modifications au niveau ovarien.

En anoestrus saisonnier, le fonctionnement ovarien est ralenti et la croissance
folliculaire est lente, mais la déplétion ovarienne n'est pas totale. Il subsiste une certaine
activité secrétrice qui peut étre réduite par hypophysectomie (Young, 1961) et de gros
follicules peuvent étre trouvés tout au long de 1'anoestrus (Kammerlade et al, 1952).

Cependant Cahill et Mauléon (1980) soulignent que si le nombre de follicules avec
plus de trois couches de cellules granuleuses est le méme en anoestrus et en saison de
reproduction on observe quand méme plus de follicules antraux en période de
reproduction.

En fait, des follicules croissent réguliérement sous forme de trois vagues semblables
a celles du cycle, mais aucun n'ovule. Ils secrétent des oestrogénes mais les taux de
progestérone plasmatiques sont minimaux puisque aucun corps jaune ne résulte d'une
ovulation. (Bister,1988). Selon certains auteurs, 1'anoestrus se composerait en réalité de
deux périodes tres différentes physiologiquement (Craplet et Thibier,1980): une période
d'anoestrus vrai caractérisée par un arrét total de l'activité cyclique sexuelle, d'une
durée de deux mois, et une période d'anoestrus faux caractérisée par des chaleurs
silencieuses ; il y a ovulation tous les 17 jours mais pas de manifestations extérieures de

'oestrus. Les chaleurs peuvent cependant devenir apparentes par une légere modification
du milieu extérieur (un changement de régime alimentaire, I'introduction d'un bélier
dans le groupe...). Cette période est observée en début et fin d'anoestrus.

2.4. Secrétions hormonales au cours de 1'anoestrus saisonnier.

L'analyse des secrétions hormonales montrent que 1'ovaire n'est pas quiescent en
anoestrus saisonnier et que I'hypophyse secréte des gonadotropines.

Le taux et les fluctuations de FSH sont peu modifiées par rapport a ceux décrits
pendant le cycle (Bister et Paquay, 1983)

La LH présente un taux basal; on observe cependant quelques pics sporadiques
d'intensité variable (Walton et al, 1977, cités par Bister,1980). Ces pics sont le reflet de la
pulsatilité de 1'émission tonique ou le signe d'une ovulation silencieuse. Une injection
d'oestradiol qui, en période de reproduction, entraine une décharge ovulatoire de LH, a,
au contraire un effet de feed back négatif pendant I'anoestrus (Legan et al, 1977). 1l est
donc évident que la réceptibilité de I'hypotalamus est complétement modifiée pendant
I'anoestrus saisonnier.

Les recherches concernant cette variation de sensibilité hypotalamo-hypophysaire
laissent entrevoir un effet des hormones épiphysaires (mélatonine principalement) et de la
prolactine. Ces hormones sont controlées par la photopériode tant au point de vue
circadien que saisonnier (fig 5).




L'évolution annuelle de prolactinémie est chez la brebis en anoestrus saisonnier,
comparable a celle de la durée de la luminosité ; les taux sont élevés en jours longs et
faibles en jours courts (Piraux, 1985). La mélatonine est par contre secrétée pendant
I'obscurité.

Bittman et al (1985, cités par Piraux, 1985) ont démontré le role médiateur de la
mélatonine entre la photopériode artificielle et la fréquence des pulses de LH. En effet, la
mélatonine agirait sur I'nypotalamus pour contrler la secrétion épisodique de GnRH. De
plus I'épiphyse inhibe la secrétion de PRL, ce qui a conduit a I'hypothése qu'en jours
longs, la haute concentration en PRL serait associée a 1'anoestrus saisonnier (Bister,
1980). Mais d'autres expériences utilisant des inhibiteurs spécifiques de la PRL montrent
que celle-ci n'est pas directement serait impliquée dans le contrdle de 1'anoestrus (Ectors
et al, 1983, cités par Fossion, 1986).




TABLEALU 2: Les différentes étapes de la vie folliculaire. (Titeca, 1987)
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B. LA CROJSSANCE FOLLICULAIRE,

5 ETS :
(tableau 2) :

Chez les mammiferes femelles, la gamétogenese est un phénomeéne discontinu : a
I'OVOGENESE (établissement d'un stock de follicules primordiaux) fait suite la
FOLLICULOGENESE qui amene certains de ces follicules a leur différentiation
complete; cette étape est permanente et indépendante de 1'état physiologique de I'animal.
Ensuite les follicules peuvent étre recrutés pour entamer la maturation; pendant cette
CROISSANCE TERMINALE, les follicules subissent le jeu de la sélection; la plupart
sont réduit a l'atrésie tandis que les autres continuent & se développer pour enfin arriver a
I'ovulation. Cette derniére étape est fortement influencée par les modifications des
concentrations d'hormones gonadotropes.

Des la vie foetale, les cellules ovariennes se differencient en cellules reproductrices,
cellules de protection et cellules de soutien.

Les ovogonies qui sont les cellules souches de la lignée séminale femelle n'existent
que pendant la vie foetale et possédent encore 46 chromosomes ; ensuite la division
réductionnelle méiotique donne des ovocytes de premier ordre qui s'entourent d'une
assise de cellules folliculaires (follicules primordiaux) et restent au stade diploténe jusque
la puberté.

Il est important de noter que la méiose ne reprend qu'au moment de 'ovulation pour
se terminer 2 la fécondation.

3. LA FOLLICULOGENESE,

3.1. follicules primordiaux.

a. Description.

Le follicule primordial est une stucture sphérique constituée d'une couche
discontinue de cellules de granulosa entourée par la membrane basale et contenant en son
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centre un ovocyte dont la division s'est arrétée au stade diploténe de la premiére prophase
meiotique.

b. Considérations générales.

Au moment de la naissance, l'ovaire compte chez la brebis un nombre
approximatif de 12.000 a 86.000 follicules primordiaux (Cahill et al,1979). Ce
nombre ne fait que décroitre par la suite. En fait, plus aucun follicule n'est formé apres la
naissance et la dégénérescence commence dés l'apparition des premiers follicules
primordiaux (Mauléon et Mariana, 1977). Le nombre de follicules primordiaux varie donc
selon 1'dge mais aussi selon la race. En comparant des ovaires d'animaux de souches
différentes par leur taux d'ovulation certains auteurs soulignent l'existence d'une
corrélation négative entre le taux d'ovulation et la population totale de follicules
primordiaux (Driancourt et al, 1984).

Les travaux de Cahill et Mauléon (1981) sur la brebis ont montré que la population
de petits follicules est morphologiquement hétérogeéne. Ces auteurs distinguent une
population de follicules "dormants” (de 25 a 40.000 selon I'espéce et en relation négative
avec la prolificité ) de petites tailles et n'évoluant pas et une population de follicules
“transitoires” (de 500 a 1.500) plus gros et aptes a commencer la folliculogenése.

3.2. Initiation de la croissance folliculaire,

L'entrée en croissance des follicules semble étre un phénomeéne continu. On peut
observer sur l'ovaire d'une brebis adulte entre 100 et 500 follicules en cours de croissance
(Cahill et al, 1979) et on estime que 3 ou 4 follicules entament chaque jour la croissance
(Turnbull et al,1977).

Le moment exact de I'entrée en croissance est difficile a déterminer. Selon Cabhill et
al (1979), les critéres les plus employés pour estimer le moment de ce réveil sont
morphologiques et concernent la forme, le nombre et l'arrangement des cellules; mais le
critere le plus objectif reste 1'évolution fonctionnelle, c'est-a-dire la division mitotique.

Cahill et Mauléon (1981) suggerent que l'initiation de la croissance folliculaire
comprend en premier lieu le passage des follicules de la catégorie "dormants" a la
catégorie "transitoires". Cette étape, si elle a lieu serait indépendante des gonadotropines.
Ensuite il y a le passage des follicules de la catégorie "transitoires" a la phase de
croissance qui se trouve sous la dépendance des gonadotropines. Ce passage serait plus
important chez les brebis avec un taux d'ovulation élevé (fig 7).

Cependant Cahill et Mauléon (1981) precisent que la reserve de follicules
transitoires suffit & toute la vie sexuelle de la brebis; il est donc improbable qu'en

conditions normales, des follicules dormants entrent en croissance.




FIGURE 8 Structure et classification des follicules en développement (Titeca,1987).

[ CLASSIFICATION
AND

ARCHITECTURE

OF DEVELOPING FOLLICLES

FARLY
TERTIARY
FOLLICLE

MEMBRANA GRANULOSA
CELLS

THECA INTERNA

LOOSE CONNECTIVE
TISSUE

CORONA RADIATA
GRANULOSA CELLS

BASAL LAMINA

GRAAFIAK FOLLICLE
e i

THECA INTERSTITIAL CELLS

ANTRUM (roumm

FLUID

CAPWLARIES

IZONA PELLUCIDA
CUMAUS O0PHOROUS
GRANULOSA CELLS

THECA EXTERNA

— -
yACEI10 o
V050000820
D 2e .On~06f.-‘
£0nG000e O
W50, 0200
16500 Q
4507 vou
SECONDARY (i3 28
FOLLICLE e R
r— |

PRIMARY
FOLLICLE

THECA EXTERNA
DASEMEHT LAMINAE
STEROID SECRET-
ING CELLS

= -~ ~-ANTRUM

wedls— - BLOOD VESSEL

——10NA PELLUCIDA

FULLY GROWN
00CYTE

MULTIPLE LAYERS OF
GRANULOSA CELLS

THECA INTERKA

BASEMENT LAMINAE

GRANULOSA CELLS

ZOKA PELLUCIDA

FULLY GROWN OOCYTE
PRESUMPTIVE THECA

BASEMENT LAMINAE
GRANULOSA CELLS

FULLY GROWN QOCYTE

ZONA PELLUCIDA

PRIMORDIAL

FOLLICLE
ST

BASEMENT LAMINAE
QE‘,g DICTYATE OOCYTY
GRANULOSA CELL!




3.3. Croissance folliculaire ou folliculogenese.

Selon Peters (1976, cité par Titeca, 1987), la croissance folliculaire est un
phénomene irréversible ; une fois entamée elle va jusque 1'ovulation ou l'atrésie.

La croissance folliculaire concerne principalement les cellules folliculaires mais
aussi l'ovocyte et le stroma entourant le follicule.

On distingue classiquement les follicules primordiaux, primaires, secondaires,
tertiaires et antraux (fig 8).

Les follicules primordiaux comprennent un ovocyte entouré par une seule assise de
cellules folliculaires aplaties, elle-méme entourée d'une membrane basale.

Les follicules primaires constituent le premier stade de la croissance des follicules.
L'ovocyte croit et les cellules folliculaires deviennent cubiques. Une zone acellulaire
appelée zone pellucide apparait autour de I'ovocyte. Elle contient des glycoprotéines et on
pense que l'ovocyte et les cellules folliculaires participent conjointement a sa formation.

Dans les follicules secondaires, les cellules folliculaires (ou granulosa) forment un
épithélium stratifié par division mitotique. Le diameétre de 1'ovocyte et de sa zone pellucide
augmente.

Pour atteindre le stade de follicule tertiaire, le stroma entourant le follicule se

modifie et forme les théques folliculaires. Cette zone se différencie ensuite en theque
interne et théque externe. La théque interne est richement vascularisée et peut étre
considérée comme une glande endocrine car elle synthétise des androgénes qui sont
convertis en oestrogeénes par la granulosa.La théque externe est faite principalement de
tissus conjonctif.

Les follicules antraux ont comme particularité, des cavités remplies de liquide
folliculaire secrété par les cellules de la granulosa. Ces cavités grandissent et finissent par
fusionner pour ne former qu'un grand antrum dans lequel fait intrusion le cumulus
oophorus qui est une excroissance de la granulosa, formée de quelques assises de cellules
folliculeuses entourant 1'ovocyte et la membrane pellucide.

Le stade ultime de la croissance du follicule est ainsi atteint. Le follicule porte alors
le nom de follicule de De Graaf ou follicule préovulatoire.

Le passage d'un follicule du stade primaire au stade de maturité , est relativement
long. Selon Cahill et Mauléon (1980), le temps nécessaire a un follicule pour passer de
trois couches de cellules granuleuses ( environ 200 cellules ) a la taille préovulatoire (3
millions de cellules) est d'environ 6 mois chez la brebis (fig 9).

Il est important de souligner que presque tous les follicules disparaissent par atrésie
en cours de croissance, le pourcentage d'atrésies augmentant avec la taille des follicules
(Byskov, 1978).
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Une étude de la population totale des follicules chez des brebis a haut et bas taux
d'ovulation a montré qu'il y a plus de follicules a chaque stade et ce pendant I'enti¢reté de
la phase de croissance chez des brebis a taux d'ovulation élevé (Cahill et al, 1979), (fig
10).

4. LA CROISSANCE FOLLICULAIRE TERMINALE,

4.1. Introduction.

La différenciation du follicule qui va ovuler se déroule en deux étapes (Di Zerega et
Hodgen, 1981).

LE RECRUTEMENT : c'est le choix d'un ou de plusieurs follicules antraux qui,
a un moment donné, vont entamer un processus de croissance rapide.

Parmi tous les follicules recrutés au cours du cycle, quelques-uns seulement
atteignent une taille préovulatoire; les autres subissent l'atrésie et disparaissent. Ce
phénomene est appelé LA SELECTION.

La majorité des follicules dits dominants et qui atteignent en quelques jours une
taille préovulatoire vont également régresser et subir l'atrésie. Seulement un ou quelques-
uns d'entre eux, qui se développent au cours de la phase folliculaire, vont entamer un
processus de MATURATION qui les conduira 2 L'OVULATION. Seul le nombre de
follicules correspondant au quota ovulatoire de l'espeéce considérée échappe a l'atrésie.

Cette phase de croissance terminale des follicules antraux se caractérise par une
grande sensibilité de ces derniers aux régulations hormonales et par une nette
augmentation de leur activité secrétoire.

Au cours d'un méme cycle, il semble évident que 1'on retrouve a certains moments,
trois fois par cycle chez la brebis , de plus gros follicules. Il y aurait donc trois vagues de
croissance folliculaire. Les follicules appartenant aux deux premiéres sont voués a
l'atrésie et seul ceux de la troisitme évoluent jusqu'a l'ovulation (Bister et Paquay,
1983, fig 11). Cette observation est corroborée par la mesure de 1'oestradiol plasmatique;
ce stéroide secrété par les gros follicules apparait également sous forme de trois vagues au
cours du cycle (Bister,1980).

Pendant la phase lutéale, des follicules atteignent 4 2 7 mm au cours de deux vagues
de croissance puis régressent . Ceci démontre que des follicules de taille préovulatoire
peuvent se développer en présence de niveaux hormonaux trés differents de ceux de la
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phase folliculaire (Smeaton et Robinson, 1971). Mais le recrutement du groupe de
follicules parmi lesquels se trouve celui (ceux) qui ovulera (ront) se produit pendant la
phase folliculaire.

Notre intérét se portera donc essentiellement sur cette derni¢re vague de croissance.

4.2. Differentiation fonctionnelle.

Au cours de la croissance terminale, le follicule antral passe par deux stades
déterminés en fonction du principal stéroide secrété (Webb et Gauld, 1984; fig 12).

- Le stade ANDROGENIQUE : le follicule posséde des récepteurs menbranaires
spécifiques a la FSH (au niveau de la granulosa) et a la LH (au niveau de la théque) La
capacité de convertir les androgénes en oestrogeénes est limitée.

- Le stade OESTROGENIQUE : le follicule acquiert des récepteurs a la LH sur
les cellules de la granulosa et la capacité de convertir les androgeénes en oestrogenes grace
a une aromatase.

4.3. Etapes de la croissance folliculaire terminale.

a. Recrutement.

En ce qui concerne la nature des follicules recrutés plusieurs résultats suggerent que
seuls les follicules de plus de 2 mm de diameétre peuvent entamer leur croissance
terminale: d'une part, le suivi de la croissance individuelle des follicules par marquage a
I'encre de chine montre que le(s) follicule(s) qui ovule(nt) a (ont) au moins 2mm de
diametre au moment de la lutéolyse naturelle (Driancourt et al, 1984). D'autre part, la
cautérisation des gros follicules n'affecte pas 1'ovulation si quelques follicules de plus de
2 mm sont laissés sur l'ovaire mais la retarde si tous les follicules de plus de 2 mm sont
supprimés (Tsonis et al, 1984).

Le moment du recrutement a fait I'objet de nombreuses recherches. Chez la brebis,
une hémicastration au 14éme jour du cycle n'affecte ni le monent, ni le nombre
d'ovulations alors que la méme opération réalisée le 16€me jour retarde l'ovulation (Land
et al, 1973).

D'autre part, si on induit la régression du corps jaune par une injection de
prostaglandines, un follicule capable de générer un pic de LH est présent 48 heures plus
tard (Acritopoulou et al, 1977).

Ces résultats montrent que le recrutement commence aux environs de 48 heures
avant le pic préovulatoire de LH et suggérent qu'il coincide avec la lutéolyse. Des résultats
comparables ont été observés chez la femme (Nillson et al, 1982; cités par Driancourt et
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al, 1984) et chez le singe (Goodman et Hodgen,1979, cités par Driancourt et al,1984).
Mais chez le rat, le recrutement commence au moment de l'ovulation précédente
(Hirschfield et Midgley, 1978; cités par Driancourt et al, 1984) et chez la jument, il
commence pendant la fin de la phase lutéale (Driancourt et al, 1984, fig 13).

Le nombre de follicules recrutés semble dépendant du taux sanguin de FSH au
cours des 24 heures précédant la lutéolyse (Baud et Webb, cités par Driancourt et al,
1985).

Cependant, comme nous l'avons vu, le recrutement est centré sur la lutéolyse. Or,
pour la FSH, il n'y a pas de modifications majeures du taux sanguin apres la lutéolyse
(Cahill et al, 1981), tandis que les pulses de LH s'accelérent; ceci laisse penser que la LH
joue un réle primordial dans le recrutement (Goodman et Karsh, 1980). Il semble que les
follicules doivent d'abord &tre imprégnés avec de la FSH avant d'étre capables de
répondre a la LH. En effet, chez la brebis Ile-de-France , une injection de LH seule est
incapable d'induire 1'ovulation pendant 1'anoestrus profond. Par contre une séquence
FSH puis LH est éfficace (Oussaid, 1982).

Des produits de secretion ovarienne peuvent moduler 1'action des gonadotropines.
Cahill et al (1985 ; cités par Philippon, 1988) ont montré que chez la brebis, il existe dans
le fluide folliculaire un facteur antimitotique empéchant les follicules de dépasser le stade
de 2mm de diametre. Mais le fluide folliculaire utilisé provenait d'un pool de follicules
prélevés a l'abattoir ce qui rend difficile l'interprétation physiologique.

Le recrutement serait aussi limité par une protéine du fluide folliculaire appelée FGI
(Follicular Growth Inhibiting factor); elle serait synthétisée par les gros follicules sains et
agirait en modulant I'action des gonadotropines (Driancourt et al, 1985 ).

b. Sélection et appariton du follicule dominant.

Les follicules recrutés secrétent d'avantage d'oestrogénes et d'inhibine. Ces
hormones exercent un feed back négatif sur la secrétion de FSH avec comme conséquence
une diminution de la concentration plasmatique de FSH et donc l'apparition d'un milieu
défavorable a la croissance folliculaire.

L'hypotese de LA STABILITE suggere que losque un follicule est assez grand
ou a atteint un taux suffisant de maturation, il reste a un stade d'équilibre, et ne répond
plus a une diminution du taux de FSH qui conduit les autres a l'atrésie. Le ou les
follicules déstinés a ovuler seraient protégés par la présence de FSH et d'oestradiol dans
le fluide antral (Ireland, 1987).

L'hypothése de L'ELIMINATION préconise qu'un follicule d'une taille donnée

et a un état de maturation avancé inhibe la croissance des autres. Ce follicule secreterait un
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facteur agissant directement au niveau ovarien en inhibant la réponse des autres follicules
aux gonadotropines (Di Zerega et Hodgen, 1980). Cette hypothése a été prouvée par Di
Zerega et Hodgen (1981) sur le singe . Ces auteurs ont en effet montré qu'une
supplémentation par FSH en milieu et fin de phase folliculaire, au moment de la sélection
chez le rhésus, n'est pas suffisante pour abolir la sélection. Au lieu d'étre strictement
passive, la sélection aurait donc une composante active.

Quelques substances pouvant étre impliquées dans le processus de sélection ont été
trouvées dans le fluide du follicule dominant (Di Zerega et al, 1983) chez la femme, dans
le sang de la veine ovarienne drainant ce follicule (Di Zerega et al, 1982) et dans le fluide
folliculaire de la brebis (Cabhill et al, cités par Driancourt et al, 1985).

Ces composés sont principalement des proteines au role antiaromatisant, comme par
exemple: la FSH-RBI (FSH-Receptor binding inhibitor) mise en évidence par Darga et
Reichert (1979) qui empéche la fixation de la FSH sur son récepteur (fig 14), ou la FRP
(Follicular Regulator Protein) qui supprime la réponse folliculaire aux gonadotropines
circulantes.

c. L'atrésie.

L'atrésie peut €tre définie comme un arrét de la croissance suivi de la
dégénérescence cellulaire jusqu'a résorbtion du stroma ovarien.

Selon Webb et Gauld (1984), les signes de I'atrésie sont la picnose des noyaux des
cellules de la granulosa suivie de la dégénérescence de ces cellules, I'effondrement de la
théque interne, la diminution du nombre de récepteurs aux gonadotropines et la
diminution de l'activité de 1'aromatase, ce qui a pour conséquence une diminution de la
production d'androgenes.

L'activité aromatase des follicules est diminuée par un médiateur local (une protéine
du fluide folliculaire du gros follicule) ou par une sensibilité plus grande des follicules au
taux de FSH qui diminue. Ces follicules produisent donc des androgenes qui ne sont plus
transformés en oestrogeénes. Cette accumulation d'androgénes au sein du follicule inhibe
la division des cellules de la granulosa (Hiller et Ross, 1979, cités par Titeca, 1987),
réduit la sensibilité du follicule aux hormones gonadotropes (Farookhi, 1980) et diminue
encore l'activité de I'aromatase (Hillier et al, 1980).

L'atrésie des follicules peut donc étre déclenchée par toute une série de protéines
anti-aromatases du follicule dominant et entretenue par la synthése des androgenes.
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C, L'OVULATION,

L'ovulation est un phénomeéne biologique complexe correspondant a la
transformation meiotique de l'ovocyte, a la rupture du follicule et a la libération d'un ou
plusieurs gametes préts a étre fécondés.

LMECANISMES DE L'OVULATION,
1.1. Mécanismes hormonaux.

Puisque les follicules se développent jusqu'a une taille proche de la taille
préovulatoire méme en période d'anoestrus saisonnier, les mécanismes contrdlant
l'ovulation sont différents de ceux contrélant la croissance folliculaire.

L'ovulation est le résultat de 1'action des gonadotropines hypophysaires au niveau
ovarien; en effet, I'hypophysectomie de la brebis adulte a pour résultat une réduction de la
population et du taux de croissance folliculaire ainsi qu'une inhibition de l'ovulation
(Dufour et al, 1979).

De plus, l'injection de gonadotropines exogeénes (PMSG par exemple) est connu
depuis longtemps comme ayant un effet stimulateur sur l'ovaire (Cole et Hart, 1930; cités
par Cahill et al, 1981).

La LH est considérée comme étant le principal facteur déclenchant l'ovulation
(Brannstrém, 1988) mais I'émission concomittante de FSH semble étre cruciale pour le
recrutement des follicules (Hoak et Schwartz, 1980 ; cités par Brannstrém, 1988).

Le r6le du pic préovulatoire de LH a été confirmé par différents type d'expériences.
L'ovulation peut étre bloquée in vivo chez la ratte par de 'antisérum contre la LH (Swartz
et al, 1975 cités par Brannstrom, 1988). De méme en immunisant des rattes contre la
GnRH, Koch et al (cités par Philippon, 1988) suppriment la LH et la FSH et bloquent
I'ovulation mais une injection de LH seule suffit a rétablir 'ovulation.

De nombreuses expériences d'induction de l'ovulation en situation d'anoestrus léger
vont dans le méme sens: Goodman et Karsh (1981) et Mc Natty et al (1981) induisent des
ovulations a contre saison chez la brebis en injectant de la LH ou de I'hCG
(gonadotropine chorionique humaine qui a une action comparable a la LH) .

Cependant il existe une période ou l'injection de LH seule ne peut pas induire
I'ovulation ; cette période dite d'anoestrus profond est associée a une faible secrétion
endogeéne de FSH (Oussaid, 1982 chez la brebis ; Bour et al, 1984, chez la jument) .

L'ovulation est donc déclenchée par le niveau élevé de LH observé au moment de
l'oestrus, la FSH n'intervenant indirectement que pour permettre la différentiation du
follicule préovulatoire.
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1.2. Mécanismes biochimi

Le pic préovulatoire de LH induit au niveau du follicule une cascade de phénomenes
biochimique qui le conduisent a l'ovulation.

Cette cascade ovulatrice fait intervenir 'AMPcyclique (Bridnnstrom et al, 1987), la
PGF2a (Bridnnstom et al, 1987), la progestérone et la collagénase (Brinnstrom et al,
1988) comme médiateurs essentiels.

Un schéma simplifié des mécanismes qui conduisent a I'ovulation a été proposé par
Brinnstrom (1988, fig 15) : la LH agit en se liant a un récepteur spécifique présent sur la
théque interne et sur les cellules de la granulosa. Cette liaison active certains systemes de
seconds messagers qui sont responsables de l'initiation des évenements qui interviennent
dans le processus ovulatoire.

Actuellement, deux voies différentes sont connues; celle de I'AMPcyclique et celle
des phosphoinosides. La voie de I'AMPc semble primordiale car son activation directe ,
par de la forskoline, conduit & I'ovulation. Cependant les deux voies demblent interragir
dans le processus ovulatoire.

L'AMPc , en initiant une cascade de phosphorylation, induit la synthése de
l'activateur du plasminogeéne (PA), de progestérone (P4) et de prostaglandines (PG). Le
role essentiel de la P4 est d'amplifier la synthése de PA et de PG induite par la LH.

Le PA scinde le plasminogeéne en plasmine et cette derniére a pour propriétés de
convertir la protocollagénase en collagénase . Les enzymes protéolytiques (collagénase et
plasmine) attaquent les liens intercellulaires et permettent I'amincissement de la paroi
folliculaire.

Les PG ont pour réle principal d'augmenter la perméabilité vasculaire ce qui est
important pour maintenir la pression intrafolliculaire a un niveau suffisamment élevé pour
permettre la rupture de la paroi folliculaire et 'expulsion de 1'ovocyte.

De nombreux facteurs physiologiques et environnementaux influencent le taux
d'ovulation. Nous nous limiterons ici a I'étude des variations hormonales et des variations
dues a la race.
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TABLEAU 3 : Différents composés non stéroidaux mis en évidence dans le fluide folliculaire et modulant

la différenciation terminale du follicule (Philippon, 1988).

Facteur Origine - especes Action Références
Inhibine granulosa des gros follicules - inhibe la sécrétion de FSH de Jong & Sharpel 976
toutes especes - inhibe la sécrétion d'E2 due Yinget al. 1986b
a FSH
Gn Surge Inhibiting Factor ? - porc - inhibe le pic préovulatoire Littman & Hodgen, 1984
de gonadotrophines Danforth et al 1987
Facteurs de croissance
- EGF ? - toutes espéces - inhibe la sécrétion d'E2 Hsueh et al. 1981
basals et due & FSH Shomberg et al. 1983
- inhibe 1'acquisition de Knecht & Catt. 1983
récepteurs & LH due & FSH Gospodarowicz & Bialecki 1979
- stimule la multiplication des Hsueh et al. 1984
cellules granuleuses
- FGF ? - toutes espéces - inhibe 1'acquisition de récep- Gospodarowicz & Bialecki 1979
teurs & LH dus & FSH
- stimule la multiplication Hammond & Biswas 1987

des cellules granuleuses

toutes espéces : porcins, ruminants domestiques, rongeurs de laboratoire et primates.




2.1. Variations hormonales.

a. Les gonadotropines hypophysaires.

Le role des gonadotropines dans la détermination du nombre d'ovulations est
difficile a cerner.

Une approche de ce probléme consiste a chercher des associations entre des taux
d'ovulation supérieurs a la normale (races prolifiques) et la secretion de gonadotropines
de ces animaux. Cette approche est cependant limitée car, si elle permet de mettre en
évidence une association, elle ne peut pas déterminer une relation de cause a effet entre un
niveau de gonadotropines élevé et un taux d'ovulation supérieur a la normale.

a.l. La FSH.

La FSH a une action positive sur tous les stades de la croissance folliculaire et
semble protéger les follicules contre I'atrésie. De plus, comme il sera développé plus tard,
l'injection de FSH exogeéne augmente le taux d'ovulation. Cependant son roéle dans la
détermination du nombre d'ovulations est difficile a cerner.

Lahlou-Kassi et al (1984) ont observé que la brebis D'Man (race prolifique) a une
concentration plasmatique en FSH plus élevée que la Thimadhite en fin de phase
folliculaire, pendant le pic préovulatoire et le second pic de FSH.

De méme Cabhill et al (1984) ont montré que le second pic de FSH qui apparait 20 a
30 heures apres le pic préovulatoire est significativement plus grand chez la brebis
Romanov (race prolifique) que chez 1Tle-de-France. Ils soulignent en plus une corrélation
entre 'amplitude de ce second pic et le nombre de follicules & antrum présents sur
I'ovaire 15 jours plus tard.

Mais toutes les races prolifiques ne sont pas caractérisées par un taux élevé de FSH
en phase folliculaire; Webb et England (1982) ne relévent aucune difference entre la brebis
Finnoise et la race témoin.

Aucune correlation entre le taux de FSH plasmatique et le taux d'ovulation n'a été
mise en évidence entre brebis d'une méme race (Cahill et al, 1979; Findlay et Cumming,
1976).

Mc Natty et al (1985, cités par Philippon, 1988) montrent cependant que les brebis
Romney ayant 2 ovulations ont un taux de FSH plus élevé pendant les 48 heures
précédant la lutéolyse que celles n'ayant qu'une ovulation.
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TABLEAU 3 : suite.

- TGFex

antagonisme
- TGF ¢

- IGF

Facteurs angiogéniques

YIP

GnRH-1iks

toutes espéces

toutes especes

granulosa des gros follicules
(truie> 6 mm)

granulosa et cellules lutéales
porc-rongeurs de laboratoire

ovaire
rats - primates

granulosa, corps jaune
rats-bovins-ovins-homme

- inhibe la production d'E2
due a FSH

- stimule la preduction d'E2
due a FSH

- stimule 1'acquisition des
récepteurs a LH

- stimule la sécrétion de FSH

- stimule la multiplication
des cellules granuleuses

- stimule la vascularisation

- stimule la production d'E2
basale et de P4

- inhibe la production d'E2
en réponse & FSH

- inhibe 1'acquisition de récep-

teurs & LH due a FSH

Adashi & Resnick 1986

Adashi & Resnick 1986
Yingetal. 1986 aetb
Kim et al. 1987
Dobson & Shomberg 1986

Barano & Hammond 1983
Adashi st al, 1985
Hammond et al. 1985

Makris et al. 1984
Blake & Koas 1987
Rone et al. 1987
Halvorson et al. 1987

Davoren & Hsueh 1985
Stlavin 1987

Aten et al. 1987
Hsueh & Erickson 1979
Hsueh et al. 1984
Sharpe 1982
Ireland et al. 1987




a2.La LH.

L'intervalle entre le début de 1'oestrus et le pic préovulatoire de LH a souvent été
correlé avec le taux d'ovulation (Land et al, 1973). Mais cet intervalle ne peut
vraisemblablement pas étre déterminant du taux d'ovulation puisque au début de 1'oestrus
les follicules qui vont ovuler ont déja été déterminés (Cahill et al, 1979).

La LH montre uniquement une variation significative entre les races au jour 9 et 11
apres le pic de LH ; les niveaux sont significativement plus élevés chez la Romanov que
chez 1'lle-de-France (Cahill et al, 1981). Un niveau élevé de LH a ce moment du cycle,
chez les brebis a taux d'ovulation élevé a aussi été souligné par d'autres publications
(Land et al, 1973).

Une relation entre la LH, 'atrésie et le taux d'ovulation a également ét€ montré par
Cahill et al (1981). Ceci suggere que la sélection finale des follicules qui vont ovuler ou
qui deviennent atrétiques est sous la dépendance de la LH. Cependant la relation entre le
nombre de follicules atrétiques et le taux d'ovulation est positive et non pas négative
comme on pourrait s'y attendre (Cabhill et al, 1981).

La concentration moyenne basale de la LH ainsi que la valeur maximale du pic
préovulatoire est significativement plus grande chez la Thimadhite que chez la D'Man
(Lahlou-Kassi et al, 1984). Cette différence observée pour le pic de LH entre les 2 races
peut étre expliquée par I'hypothése de Land (1976) et de Baird et Mc Neilly (1981) qui dit
que les races prolifiques sont moins sensibles au feed back des oestrogénes que les races
peu prolifiques.

b. Les stéroides ovariens.

b.1. Les oestrogénes.

Les oestrogenes agissent en synergie avec la FSH pour favoriser certains stades de
la croissance folliculaire et protéger les follicules contre l'atrésie. Il existe des récepteurs
aux oestrogenes sur les cellules des follicules chez la brebis (Philippon, 1983). Il n'est
donc pas improbable que les oestogenes aient une influence sur le taux d'ovulation.

La concentration en oestrogénes et le taux d'ovulation peuvent présenter une
importante corrélation car il a été suggéré que la sensibilité du feed back des oestrogénes
sur la secrétion de LH pourrait étre en relation avec le taux d'ovulation (Land, 1976).

Scaramuzzi et Land (1976) n'ont pas trouvé de différence au point de vue
concentration en oestrogenes chez des brebis a taux d'ovulation different. Par contre,
Cahill et al (1981) ont établi une corrélation positive entre le niveau plasmatique d' E217p,

plus élevé chez la Romanov que chez 1'Ile-de-France et le nombre élevé de follicules
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TABLEAW3 fin.

FSH binding inhibitor

Follicular Regulatory Protein

Follicular Growth Inhibitor

"Maturation stimulator”

"Maturation inhibitor"

Protéine de faible P .I1

Composés d'origine thécale

petits follicules
bovins-porcins-homme

granulosa des gros follicules
porcins-bovins-homme

? "facteur(s)" non déterminé
brebis

? gros follicules - facteur(s)
non déterming - truie

7 petits follicules- facteur(s)

non déterming - truie

? petits follicules
truie

theque

- inhibe la fixation de FSH
a ses récepteurs

— inhibe la production
d'AMPc et 1'acquisition de
récepteurs a LH

Darga & Reichert 1978
Sluss & Reichert 1984
Slussetal. 1983
Flechter et al. 1982

di Zerega et al. 1982, 1983a,b
Kling et al. 1984

di Zerega & Wilks 1984
Chiczet al. 1984

- inhibe 1'augmentation
de poids ovarien et
la production d'E2 due 8 hMG
- inhibe 1'activité aromatase
- diminue 1'index mitotique dss Cahill et al. 1985
cellules granuleuses des folli-
cules de plus de 2 mm de dia-
meétre

Ledwitz-Rigby & Rigby 1981
Ledwitz-Rigby et al. 1982
Ledwitz-Rigby 1983

- stimule 1a sécrétion basale
dg2

Ledwitz-Rigby & Rigby 1981
Ledwitz-Rigby et al. 1981
Rigby et al. 1983

- inhibe 1'activité adenylate
cyclase

- inhibe les productions d'E2 et Kigawaet al. 1986

de P4 dues 8 FSH

Makriset al. 1983
Mc Natty et al. 1980

- stimule la prolifération des
cellules granuleuses
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préovulatoires. Mais ce taux semble étre une conséquence plutdt qu'une cause puisque
ce sont les gros follicules qui secrétent cette hormone (Baird et Scaramuzzi, 1976).

b.2. Les androgénes.

Les androgenes renforcent l'atrésie chez la ratte (Louvet et al, cités par Phillipon,
1983) et inhibent l'apparition de récepteurs a la LH (Farooki, 1980).

En général, les androgénes s'opposent a l'action de la FSH et des oestrogénes sur
les cellules de la granulosa du follicule en croissance (Farookhi, 1980). De plus, ils
exercent un contrdle positif sur la secrétion d'inhibine (voir ci dessous, Henderson et
Franchimont, 1981 et 1983, cités par Henderson et al, 1984). Les androgenes ont donc
probablement une influence négative sur le taux d'ovulation.

La concentration de proteines plasmatiques liant les androgeénes est plus €levée chez
la brebis Romanov que chez la brebis Ile-de-France (Terqui et al, 1973). Le taux
d'androgenes libres semble donc correlé négativement avec la prolificité.

Scaramuzzi et Radford (1983) notent un niveau élevé d' androsténedione pendant la
periode périovulatoire chez la brebis Booroola Mérino; la signification de ce niveau €levé
n'est pas clair mais peut &tre mise en relation avec une diminution de la capacité des
cellules de la granulosa a aromatiser les précurseurs des androgénes (Scaramuzzi et
Radford, 1983).

Linhibine est produite par les cellules de la granulosa et est présente en grande
concentration dans le fluide folliculaire.

Cummins et al (1980) ont montré que le contenu en inhibine des ovaires des
Booroola Mérinos est seulement le tiers de celui des Mérinos (moins prolifiques).

Lorsque des brebis Mérinos sont immunisées contre une préparation purifiée de
fluide folliculaire bovin, le taux d'ovulation est supérieur (Cummins et al, 1986). Ces
résultats suggerent que l'inhibine est impliquée dans la régulation du taux d'ovulation,
mais on ne sait si son action est directe ou passe par l'intermédiaire de la baisse du taux de
FSH (Scaramuzzi et Radford, 1983); en effet, 'inhibine exogeéne a pour effet de diminuer
le taux de FSH mais pas celui de LH (Findlay et al, 1981) chez la brebis.

d. Conclusion,

Les facteurs qui agissent dans la régulation du taux d'ovulation sont difficiles a
cerner. Les différentes données sur les variations hormonales ne semblent pas fournir de
renseignements satisfaisants ; c'est pourquoi de nombreux chercheurs se sont orientés




RACE ORIGINE TAUX D'OYULATION

BOOROOLA (Mérinos) AUSTRALIE 2.68+0.11
D'™MAN MAROC 2.50£0.45
FINNOISE FINLANDE/RUSSIE 3.31+£0.17

HU YANG CHINE 3.11+£0.18
ROMANOY RUSSIE 2.86+0.23

TABLEAU 4 : Les différentes races de Brebis prolifiques connues et leurs taux d'ovulation (Scaramuzzy
| et Radford, 1983).




vers 1'étude des protéines du fluide folliculaire. Ces protéines sont les moteurs profonds
de la régulation du taux d'ovulation et entrainent les hormones classiques dans leur sillage
puis leur laissent le contrdle final de l'ovulation. (tableau3 ).

2.2. Variations liées a la race.

La grande majorité des races domestiques ont un taux d'ovulation compris entre 1 et
2, et 5 races seulement ont un taux d'ovulation approchant ou pouvant dépasser 3
(Scaramuzzi et Radford, 1983; tableau 4).

L'augmentation du taux d'ovulation est souvent accompagnée d'une élévation de la
variabilité individuelle du nombre d'ovulations ; en effet des brebis présentant 5 ou 6
ovulations ont été observées en races prolifiques (Lahlou-Kassi et Marie, 1981)

Différentes observations réalisées sur les brebis Booroola, Romanov et Finnoises
ont permis de constater que ces races difféerent dans les mécanismes physiologiques
aboutissant a un taux d'ovulation élevé.

a. La brebis Romanov.

Driancourt et al (1985) a étudié la cinétique de la croissance folliculaire par
endoscopies répétées et tatouage des follicules; ils ont pu constater que le nombre de
follicules de plus de 2mm de diameétre entamant une phase de croissance rapide entre le
13¢me et le 15¢me jour du cycle (lutéolyse provoquée le 14¢me jour) est 3 fois plus élevé
chez la Romanov que chez I'lle-de-France.

Par contre le pourcentage de perte par atrésie parmi ces follicules entre le 15¢me jour
et le début de l'oestrus est le méme (Driancourt et al, 1985).

La brebis Romanov est donc caractérisée par une croissance folliculaire de type
recrutement d'un nombre élevé de follicules suivi d'une sélection normale (fig 16).

L'examen d'ovaires prélevés 2 jours aprés la lutéolyse induite ne montre aucune
différence du nombre total de follicules de plus de 2mm de diamétre entre la brebis
Finnoise et les races témoins (Driancourt et al, 1986)

Le nombre de gros follicules qui entament la croissance terminale est le méme mais
la perte par atrésie est moindre (Driancourt et al, 1986) .

La brebis Finnoise atteint donc un taux d'ovulation élevé grice a une croissance
folliculaire terminale de type recrutement normal suivi d'une sélection diminuée (fig 16).
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c. La brebis Booroola.

Contrairement au races précedentes, la brebis Booroola a un taux d'ovulation élevé
qui n'est pas di a un ensemble de geénes a effet additifs mais a la présence d'un seul gene
majeur (ou groupe de genes liés) appelé géne de fécondité (geéne F), (Bindon, 1984 ).

La cinétique de la croissance folliculaire terminale a été étudiée par Driancourt et al
(1985). Le nombre de follicules antraux qui entament la croissance terminale est le méme
chez la Booroola que chez la Mérinos témoin, mais ce recrutement concerne les follicules
de taille légérement inférieure (1.5mm au lieu de 2mm). La perte par atrésie est nettement
inférieure, les follicules atteignent trés tot la taille préovulatoire et peuvent se maintenir
jusqu'au pic préovulatoire de gonadotropines. Il peut également y avoir recrutement de
nouveaux follicules en présence de follicules déja préovulatoires.

Le taux d'ovulation des brebis Booroola résulte donc d'une croissance folliculaire
terminale de type recrutement inchangé a la lutéolyse mais prolongé jusqu'a 1'oestrus suivi
d'une faible sélection, associée a la capacité des follicules miirs d'attendre le signal
préovulatoire. Le phénomeéne de dominance n'existe pas chez la Booroola (fig 16).

La comparaison des brebis Booroola homozygote pour le géne F (FF) et des brebis
homozygotes non porteuses du géne F (++) a permis l'observation suivante : les
homozygotes FF ont des follicules avec un niveau d'’AMPc supérieur a celui observé dans
les follicules de méme taille présents sur 1'ovaire d'une homozygote ++ (Mc Natty et al,
1986). De plus les follicules des brebis FF sont plus sensibles a la FSH et a la LH
(Henderson et al, cités par Mc Natty et al, 1987; Mc Natty et al, 1986). Bindon (1984) a
€mis I'hypothese que I'hypophyse est le site d'expression principal du gene F.

d. Conclusions.

Les différentes races prolifiques connues atteignent des taux d'ovulation élevé grace
a des stratégies différentes. Elle ont en commun la petite taille de leurs follicules
préovulatoires (Romanov: Driancourt et al, 1986; Finnoise : Webb et Gauld, 1985;
Booroola : Mc Natty et al 1987).

Land (1979) pense que les variations génétiques naturelles du taux d'ovulation
proviennent des variations de la sensibilité de I'hypotalamus et de I'hypophyse a l'effet
feed-back des stéroides gonadiens.
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L INTRODUCTION,

La connaissance du cycle sexuel de la brebis permet d'envisager divers traitements
dont le but est de provoquer une ovulation fertile & un moment choisi. Cela permet de
synchroniser les cycles des animaux du troupeau, d'induire en cours d'anoestrus une
ovulation fertile accompagnée de chaleurs et d'augmenter le nombre d'ovulations par
brebis .

La séquence des événements intervenant dans le contrdle naturel du cycle oestral
montre qu'il devrait théoriquement étre possible d'agir a differents niveaux afin de
provoquer l'ovulation artificiellement :

- L'injection de PGF2a pourrait induire la lutéolyse chez la brebis en cycle et
provoquer une ovulation précoce.

- L'injection de progestérone entrainerait une inhibition de l'ovulation jusque la
cessation du traitement.

- L'injection de LH et de FSH ou d'un analogue induirait 'ovulation au moment
souhaité.

- L'injection de GnRH provoquerait un pic de LH et de FSH et par 1a 'ovulation.

- Les facteurs environnementaux provoqueraient, via le systéme nerveux, des
modification dans la secrétion de GNRH.

Nous nous limiterons ici a I'étude des trois premiers points.

2. LE CONTROLE DU CYCLEET L'OVULATION,
Lorsqu'on envisage le contrdle artificiel de l'ovulation, il faut distinguer une
synchronisation chez les animaux en cycle et une induction chez les animaux en

anoestrus.

2.1. Synchronisation du cycle.

La synchronisation des cycles est basée sur l'action inhibitrice de la progestérone
sur la maturation folliculaire et I'ovulation. (Robertson, 1977).
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a.Utilisation de prostaglandines.

I1 est possible chez les brebis en cycle d'injecter de la PGF2a ou un analogue de
synthese pour provoquer la lutéolyse et donc 'ovulation. La substance la plus utilisée est
un dérivé de synthese de la PGF2a, le cloprosténol commercialisé par ICI sous le nom
d'ESTRUMATE.

Mais ce traitement n'est pas efficace sur le corps jaune en formation c'est-a-dire du

jour 0 au jour 3 du cycle. De plus, il n'est plus d'aucune utilité a partir du moment ou les
prostaglandines endogenes sont secrétées c'est-a-dire du jour 14 au jour 17 du cycle
(Acritopoulou et Haresign, 1980). Les animaux qui se trouvent en début et en fin
d'anoestrus échappent donc au contréle. Pour surmonter cette période de non réponse 2
injections de cloprosténol sont réalisées (fig 17).
Greyling et Van der Westhuysen (1980) ont traités des brebis Mérinos avec 2 injections
de 125 pg de cloprosténol administrées a des intervalles de 9, 10 et 11 jours, le taux de
fertilité obtenu est respectivement de 11.1%, 40.0% et 70.0%. L'intervalle devrait donc
étre de 11 jours minimum et ne devrait pas dépasser 13 ou 14 jours. La raison est
obscure mais il semblerait que les événements hormonaux précédant l'oestrus jouent un
role important. Fairnie et al (1977) ont démontré qu'un intervalle de 8 jours réduit la durée
de vie du corps jaune et limite donc 'exposition du tractus génital a la progestérone avant
l'oestrus.

Des expériences ont également été réalisées pour étudier la quantité de produits a
injecter. Le pourcentage de brebis répondant par un comportement d'oestrus est maximum
pour des doses trés élevées, il passe de 50% avec 31.25 pug a 100% avec 250 pg
(Greyling et Van der Westhuysen, 1979). Les plus fortes doses entraineraient une
lutéolyse plus rapide et plus compleéte. Cependant la fertilité obtenue semble maximum
pour des injections de 1'ordre de 100 ug (Greyling et Van der Westhuysen, 1979).

Le début des chaleurs apparait 37.7 heures (Acritopoulou et Haresign, 1980) a 44
heures aprés injection (Acripoulou et al, 1977). Il semble que le temps de latence soit en
rapport avec le jour du cycle au cours duquel l'injection a été réalisée (Haresign et
Acripoulou, 1980). Le début et la durée des chaleurs varient aussi en fonction de la race
(Bindon et al, 1979).

b. Administration de progestérone ou dun dérivé de synthése.

L'oestrus des brebis peut €tre synchronisé efficacement avec des progestagenes
(Greyling et Van der Westhuysen, 1979). En effet, la durée du cycle oestral est contrdlée
par le corps jaune ; si on prolonge l'inhibition du corps jaune grice a des progestagenes

exogenes, l'oestrus et l'ovulation n'apparaissent plus comme une conséquence de la
g P
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lutéolyse normale, mais seulement lors de la cessation du traitement (Robertson, 1977),
(fig 18).

Le progestagene administré peut étre de la progestérone naturelle ou un dérivé :
MAP (medroxyacétate de progestérone), FGA (fluorogestoneacetate) ou CAP
(chlormadinone).

L'administration peut se faire:

- par voie orale: on met de la progestérone synthétique dans 1'eau de boisson.

- par injections intramusculaires ou sous-cutanées: 10 & 15 mg de progestérone en
suspension sont administrés quotidiennement pendant 12 a 14 jours.

- par implant sous cutané: un implant de silastic imbibé de MAP est inséré sous la
peau, souvent au niveau thoracique sous la patte avant.

- par un dispositif vaginal, une éponge (fig 19) imprégnée de progestérone est
placée dans le fond du vagin.

Pour la facilité de I'emploi et la précision de la dose regue, ce sont les éponges
vaginales de MAP ou de FGA qui sont presque toujours utilisées. De plus, cette méthode
permet une bonne synchronisation de l'oestrus (Robinson, 1964). Celui-ci apparafit
environ 22h apres le retrait de 1'éponge et I'ovulation 54h apres ce retrait, en raison de la
dose utilisée et du temps de rétention de la substance dans le sang (Cognié et al, 1970).

Les quantités utilisées sont calculées de maniére a ce que le produit se trouve dans le
sang en concentration suffisante pour empécher l'ovulation et pour provoquer une bonne
imprégnation du systéme nerveux mais aussi en dose suffisamment faible pour que
I'élimination du produit puisse se faire rapidement et entrainer une bonne synchronisation
des chaleurs et de I'ovulation chez tous les animaux.

La durée de l'administration doit étre au moins aussi longue que la durée de vie
naturelle du corps jaune. Il est donc évident qu'en fonction de la physiologie de chaque
espece, le traitement devra étre adapté en dose et en durée .

Chez la brebis, on utilise une éponge vaginale imbibée de 60 mg de MAP pendant
13 jours quel que soit I'état physiologique de I'animal ou une éponge de FGA pendant 14
jours, en dose variable de 40 mg pour synchroniser des brebis en saison sexuelle et des
agnelles et de 30 mg pour les brebis en anoestrus saisonnier ou de lactation.

Derycke et al (1987) n'ont trouvé aucune différence de fertilité chez des brebis Texel
traitées avec des éponges de FGA ou de MAP en saison de reproduction. Ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus par Gordon (1977) et Alifakiotis (1982), (tableau 5).
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‘Derycke et al, 1987).
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FIGUR! 20 Distribution montrant le % d'oestrus chez des brebis recevant des éponges de MAP, du MAP
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c. Utilisation de progestéro rost ndi

Le corps jaune des brebis est sensible aux prostaglandines uniquement pendant une
période limitée de la phase lutéale du cycle (Acritopoulou et al, 1977). Pour surmonter
cette période refractaire, on peut produire une phase progestéronique artificielle d'une
durée suffisante pour permettre une bonne stimulation du syst¢éme nerveux ( 8 jours ) puis
injecter des prostaglandines qui se chargeront de provoquer la lutéolyse (Greyling et al,
1979), (fig 20).

Greyling et al (1979) ont montré que la dose optimale de cloprosténol est de 62.5
pg. Cependant d'autres auteurs préconisent des doses de 100 pg ou méme de 125 pg
(Fairnie et al, 1976,cités par Greyling et al, 1979).

Le moment de 1'administration de cloprosténol par rapport au retrait de 1'éponge
n'exerce pas d'effet significatif sur la durée de l'oestrus. Par contre le moment du cycle
auquel on a commencé le traitement tend a avoir un effet sur l'intervalle qu'il existe entre
l'arrét du traitement et le début du pic de LH (Greyling et al, 1979).

2.2. Induction du cycle.

L'induction du cycle peut étre réalisé également grace a des progestagenes. Il
apparait, en effet, que si les progestageénes sont inhibiteurs de la maturation folliculaire et
de l'ovulation ils ont au contraire un effet stimulateur via 1'hypotalamus sur le
comportement oestral et sur les fonction de reproduction (Bister, 1988). Une
administration de progestérone ou de dérivés est donc capable d'induire un comportement
oestral accompagné d'ovulation.

Pour parfaire ce traitement, une stimulation ovarienne est réalisée par
I'administration de PMSG. L'avantage de cette méthode d'induction de l'ovulation est la
facilité et l'excellente synchronisation obtenue mais l'inconvénient est que, le plus
souvent, le cycle induit n'est pas suivi d'autres. Il est donc généralement impossible de
profiter d'un éventuel retour en chaleurs.

3. UTIL}

3.1.Introduction : utilité de la PMSG.

Un des avantages de la synchronisation des cycles est de permettre un traitement

superovulatoire. Si on souhaite augmenter le nombre d'ovulations et par la la prolificit€ du
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FIGURE 21 : Systéme de second messager activé par la LH (Briinstroom, 1988).




troupeau, il est possible d'injecter a la fin du traitement par progestérone ou au moment de
l'injection de prostaglandines des substances a action gonadotrope comme la PMSG.

La PMSG (Pregnant Mare's Serum Gonadotrophin) est une hormone secrétée par le
placenta de la jument gravide ; elle posséde une action hormonale de type LH et FSH
(Sherwood et Mc Shan, 1977) et a pour propriété d'activer la croissance folliculaire
ovarienne (Heins et al, 1986).

Le traitement progestatif seul est insuffisant pour provoquer l'apparition de 1'oestrus
chez la totalité des animaux traités pendant la période d'anoestrus (Thimonier et al, 1968;
Robertson, 1977). Ceci peut provenir du fait que les teneurs hypophysaires en LH et
FSH sont faibles en période d'anoestrus (Thimonier et Mauléon, 1969); une injection de
PMSG est donc indispensable (Cognié et al, 1979).

3.2. Mécanisme d'action de la PMSG.

Les hormones interagissent avec les cellules cibles en se liant a des récepteurs
spécifiques localisés sur la face externe de la membrane cellulaire (Brinnstrom, 1988,
chez le rat), (fig 21). La voie de I'AMPc est alors activée : 1'adénylate cyclase synthétise
de 'AMPc a partir du stock cytosolique d'ATP. L'AMPc active une protéine kinase qui
catalyse la phosphorylation des proteines ce qui permet d'engendrer une réponse
cellulaire. La LH et la FSH agissent de cette fagon (Catt et Dufau, 1976, cités par Gosling
et al, 1979) mais chaque hormone agit sur des récepteurs spécifiques différents.

La PMSG est tres proche de la LH et de la FSH au point de vue structure
moléculaire générale (Sherwood et Mc Shan, 1977) et certains auteurs (Gosling et al,
1979) pensent méme que ces trois hormones proviennent d'une gonadotropine ancestrale
commune.

Carbanous et al (cités par Gosling et al, 1979) ont examiné I'affinité relative de la
FSH et de la LH porcines ainsi que de la PMSG pour des récepteurs spécifiques a la LH
et a la FSH situés sur des cellules testiculaires de porc. Ils en conclurent que la PMSG est
quatre fois plus active comme LH que comme FSH.

Les caractéristiques " LH-like " sont la stimulation des cellules intersticielles de
I'ovaire, l'induction de 1'ovulation et la luteinisation des cellules de la granulosa tandis
que les caractéristiques "FSH-like" sont la stimulation de la croissance folliculaire
ovarienne et l'augmentation du niveau d'oestradiol dans le sang (Sherwood et Mc Shan,
1977).
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3.3. Effet de 1a PMSG sur la croissance folliculaire.

L'effet de la PMSG se fait sentir en fin de folliculogenése mais il est difficile de
savoir a quel moment précis il se produit (Mac Intosh et al, 1975, cités par Philippon,
1983).

Moore et al (1981,cités par Titeca, 1987) ont observé que la PMSG sauve les
follicules en début d'atrésie et empéche les follicules antraux de dégénérer (fig 22); par
contre Driancourt (1987) reléve une correlation non significative entre la population de
follicules antraux et le taux d'ovulation obtenu apres traitement a la PMSG.

De plus lorsqu'on réduit par ovariectomie unilatérale le nombre de follicules antraux
suseptibles de répondre a la stimulation de la PMSG, le taux d'ovulation ne varie
pratiquement pas (un ovaire : 3.7 ; deux ovaires 3.9, Driancourt, 1987).

I1 existe néanmoins une correlation trés importante entre le nombre de follicules
sains de 0.8 a 2 mm de diameétre présents sur 1'ovaire au moment de l'injection et le taux
d'ovulation (Driancourt, 1987). Ceci suggere donc que les follicules recrutés par la
PMSG sont plus petits que ceux recrutés a la lutéolyse d'un cycle normal (supérieur a 2
mm, Driancourt et Cahill, 1984). Le processus par lequel ces petits follicules, qui
normalement ont besoin de 10 a 15 jours pour arriver 2 maturation (Cahill et Mauléon,
1980), arrivent a surmonter la faible augmentation d'index mitotique des cellules
granulosales induite par le PMSG (Turnbull et al, 1977) et ovulent avec un nombre
adéquat de cellules granulosales est encore inconnu (Driancourt, 1987).

3.4. Effet de la saison sur la réussite du contrdle artificiel de 1'ovulation.

Comme nous l'avons vu, la photopériode est le facteur qui domine le contrdle
naturel de l'activité cyclique ovarienne chez la brebis . Le taux d'ovulation est maximum a
la fin de 1'ét€ et diminue ensuite progressivement jusqu'au retour en anoestrus
(Scaramuzzi et Radford, 1983). La réponse a la saison n'est cependant pas observée chez
les antennaises, ni, chez les adultes a poids corporel élevé (Scaramuzzi et Radford, 1983).

Il existe cependant une relation directe entre la réussite du contréle artificiel de
I'ovulation et la saison. Lorsqu'on considére les differents résultats obtenus avec des
brebis Texel ou croisées Texel, on observe que la fertilité aprés traitement aux
progestagenes et a la PMSG est élevée en saison sexuelle (octobre-novembre) mais
diminue déja en anoestrus léger (février-mars et aolit-septembre) et est faible en anoestrus
profond (avril-juillet), (Muurling et al, 1969, Holtz et al, 1977).

La réponse ovarienne totale (calculée en faisant la somme de tous les corps jaunes et
de tous les follicules de plus de 5 mm de diametre) de brebis Border Leicester-Merino
traitées aux progestageénes et a la PMSG est la méme au printemps et en automne (Evans
et Robinson, 1980). Cependant les follicules qui se développent au printemps secrétent

26




mois d'oestradiol que ceux qui se développent en automne. Deux hypothéses ont été
formulées pour expliquer ceci ; soit tous les follicules de De Graaf ont une capacité
relativement faible de produire de 1'E2 au printemps, soit en automne une quantité
importante d'E2 est produite par des petits follicules (< Smm) dont on ne tient pas
compte (Evans et Robinson, 1980).

La période de I'année a également une influence sur l'intervalle fin du traitement-
début observé de 1'oestrus. Cette influence peut étre reliée a la variation saisonniere de
sensibilité du systéme nerveux central aux oestrogenes ( Cognié et al, 1970 ; Evans et
Robinson, 1980 ). Chez les brebis Border Leicester Mérino, le début de 1'oestrus est en
effet déplacé de 6.4 h au printemps par rapport a I'automne et ce pour des doses de
PMSG allant de 0 a 1600 UI (Evans et Robinson, 1980).

Aussi bien pendant la période d'anoestrus que pendant la période habituelle de
reproduction, une injection de PMSG reduit considérablement l'intervalle moyen fin du
traitement-début présumé de l'oestrus (Cognié et al, 1970).

3.5. Facteurs qui conditionnent la dose de PMSG 2 utiliser.
Divers parametres relatifs a la brebis (le potentiel génétique, 1'état physiologique,
I'état corporel, etc) peuvent influencer les résultats et notamment conditionner la dose de

PMSG a utiliser.

a. Le potentiel génétique.

En raison de l'aptitude au désaisonnement, le facteur race de la brebis présente une
grande importance. Les tentatives de reproduction a différents moments de l'année
réalisées par Robinson (1980) avec des brebis croisées Border Leicester-Mérino montrent
que cette race présente 2 périodes privilégiées, une se situant en avril et l'autre en
novembre-décembre.

La PMSG est trois fois plus efficace pour élever le taux d'ovulation dans la partie
d'un troupeau de Mérino sélectionnées pendant plusieurs générations pour une
augmentation de la prolificité que dans l'autre partie non sélectionnée dans ce sens
(Bindon et al, 1975). Les lignées prolifiques semblent donc mieux répondre a une
stimulation par la PMSG. De plus, chez les races naturellement prolifiques,
I'administration de faibles doses de PMSG a un effet superovulatoire (Prud'hon et al,
1975). Par contre chez des races peu fécondes et fortement saisonnées (Romney), méme
avec des fortes doses de PMSG de l'ordre de 750 a 1000 UI cet effet n'est pas toujours

constaté.
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b. L'état physiologique.

L'état physiologique des brebis est un critére fondamental de la réussite du controle
de la reproduction. Il dépend de la date du dernier agnelage et de la lactation .

b.1. Date du dernier agnelage.

Les chances d'enregistrer une fertilité valable sont faibles si les tentatives de
reproduction sont réalisées moins de 50 & 60 jours post-partum. Ceci est dii au fait que
l'utérus n'a pas encore eu le temps de retrouver un état normal mais aussi a une réponse
inadéquate de I'hypotalamus au stimuli hormonaux.

Whright et al (1980) ont montré que 64 % des brebis ne présentent pas de pic de LH
aprés une administration d'oestradiol 30 jours post partum. La secrétion de GnRH serait
anormale.

b.2. La lactation.

La lactation se superpose généralement a l'anoestrus post-partum. L'effet
défavorable pourrait étre dii A une hyperprolactinémie maintenue par la tétée de 1'agneau
(Wright et al, 1980)

On observe également une moins bonne réponse de I'hypophyse a une injection de
GnRH chez la brebis en lactation (Pelletier, 1974) et on a pu mettre en évidence que
I'environnement utérin était nettement défavorable a la nidation et au maintien de la
gestation chez les brebis allaitantes.

c. L'état corporel.

Indépendamment de 1'état physiologique de la brebis un autre facteur important pour
la réussite de la reproduction contrdlée artificiellement comme de la reproduction naturelle
est I'état corporel de 1'animal et son alimentation.

Fertilité et prolificité son fortement liées a 1'état des brebis. Selon Morley et al
(1978, cités par Scaramuzzi et Radford, 1983) les relations existant entre le poids des
brebis et leur taux d'ovulation seraient linéaires et positives au sein d'une méme race.

Allison (1974) compare un troupeau qui regoit pendant 4 mois une alimentation qui
provoque un gain de 15 kg de poids vif avec une autre moitié recevant une alimentation
normale. Les 2 troupeaux subissent un traitement hormonal de progestérone avec 3 doses
de PMSG (0, 600 et 1000 UI). L'auteur observe dans le troupeau maigre des taux
d'ovulation de 1.35, 1.97 et 3.88 avec les 3 doses de PMSG et, dans le troupeau gras,
des taux de 1.54, 2.95 et 5.34. La technique du "flushing", apport momentané d'un
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aliment hautement énergétique destiné a produire une augmentation du poids des animaux
avant la lutte, est basée sur le méme principe.

3.6. Résultats obtenus.

En race Texel, les résultats obtenus apres traitement a la PMSG sont controversés.
Des expériences réalisées sur des brebis préalablement synchronisées aux progestageénes
ont démontré qu'une injection de 500 UI de PMSG augmente la prolificité de 18.5%
(Robinson, 1980). Par contre, Bister et al (1983) ne mettent pas d'effet favorable en
évidence avec des doses variant entre 350, 800 et méme 900 UI (Heins et al, 1986).

Plusieurs auteurs ont montré que 1'effet superovulatoire obtenu par une injection de
PMSG se traduit par un gain de prolificité mais qu'au dela d'une certaine dose, le taux de
mortalité embryonnaire s'éléve considérablement et conduit a une diminution des
performances (Allison, 1974; Dyrmundson, 1980, cité par Heins et al, 1986). En effet, il
semble qu'une trop forte injection de PMSG provoque la libération d'un trop grand
nombre d'ovules et la formation d'un trop grand nombre d'embryons (Allison, 1974).
Ceux-ci ne pourront disposer que d'un trop faible nombre de cotylédons et leur
développement ne pourra se faire convenablement.

Ceci explique les résultats obtenus par Hackett (1982) chez des brebis croisées de
races prolifiques, pour des doses de 0, 250, 500 et 750 UI de PMSG,; il obtient une
fertilité de 73%, 77%, 55% et 55% et une prolificité de 190%, 200%, 270% et 220%. La
brebis Texel plus lourde devrait recevoir des injections de 600 a 800 UI en saison
sexuelle, cependant des doses allant jusque 1000 UI ne sont pas excessives et ne
produisent aucune diminution de fécondité pendant la saison sexuelle (fig 23, Bister et al,
1986). Par contre d'autres auteurs ont montré qu'une dose de 750 Ul etait exessive, cette
dose diminue la fertilité de 9.4% en saison sexuelle par rapport a l'utilisation de
progestagenes seuls (Muurling et al, 1969).

Au début et a la fin de 1'anoestrus saisonnier, 750 UI semblent efficaces pour
maintenir une bonne fertilité a I'oestrus induit (Muurling et al, 1969) et il semble possible
que des doses allant jusque 1000 UI puissent étre envisagées en anoestrus profond (mai-
juin). A ce propos , Bi er et al (1986) ont montré que les fortes doses donnaient les
meilleurs résultats (fig 24).
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3.7. Facteurs expliquant la variabilité des résultats obtenus.

Différentes hypothéses ont été émises pour expliquer la grande variabilité dans les
résultats obtenus avec la PMSG.

Selon Mauléon (1975) lorsqu'on fait des traitements rapprochés tous les 17 jours
par exemple, il y a formation d'anticorps contre la PMSG, ce qui nécessite, si on désire
une réponse constante, une augmentation de la dose a injecter. Mais avec un rythme
d'utilisation tel que celui de 3 doses de 1000 Ul en 2 ans il n'y a pas de diminution de la
réponse pendant la vie de la brebis (Mauléon, 1975).

La PMSG a une trés longue demi-vie; elle pourrait donc provoquer une perte de
réceptivité et une désensibilisation des cellules ovariennes aux hormones gonadotropes et
principalement a la LH (Gosling et al, 1979). Il s'en suivrait un manque de lutéinisation
des cellules et l'environnement hormonal ne serait plus favorable a la survie et au
développement des embryons. Les expériences qui diminuent le temps d'action de la
PMSG par injection d'anticorps contre la PMSG améliorent les résultats de
superovulation (Dhont et al, 1978, cités par Gosling et al, 1979).

Plusieurs composés agissant directement ou indirectement sur l'ovaire ont été
identifiés dans le fluide folliculaire : anti aromatizing protein (Di Zerega et al, 1982),
follicular growth inhibitor (Cahill et al, 1984), inhibine (Tsonis et al, 1983).
L'hypersensibilité a quelques uns de ces composés pourrait expliquer la réponse
décroissante a des traitement superovulatoires répétés (Hulet et Foote, 1969, cités par
Driancourt, 1987).

La qualité des lots de production de PMSG pourrait étre inégale mais Quilliardsen et
al (cités par Steward et al, 1976) ont montré que le taux d'ovulation induit par la PMSG
ne varie pas entre lots.
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CHAPITRE II : PLAN EXPERIMENTAL,
MATERIEL ET METHODE.




A. PLAN EXPERIMENTAL,
1. OBJECTIF POURSUIVIS,

Cette expérience a €été réalisée en raison de la faible fertilit€é obtenue aprés une
insémination effectuée 54 heures apres le retrait de 1'éponge de progestageéne chez la
brebis Suffolk. Notre but est de déterminer, en fonction de la saison de reproduction les
effet de deux doses de PMSG (500 et 800 UI) sur l'éfficacité de l'induction et de la
synchronisation des cycles, sur le moment de 1'ovulation et sur le taux d'ovulation. Nous
analyserons aussi le moment de la décharge ovulatoire de LH et chercherons a estimer la
qualité du corps jaune induit grace & sa secrétion de progestérone.

2. CONDITIONS EXPERIMENTALES,

Les expériences in vivo ont été réalisées au Centre de Recherches Ovines de Faulx-
les Tombes. Les dosages hormonaux et les analyses des résultats ont été effectués au
Laboratoire de Physiologie animale des Facultés. L'expérience se déroulant en 4 phases,
les brebis sont laissées en prairie pendant toute 1'année et sont ensuite rassemblées pour
les expériences dans une étable tout en continuant a étre soumises a une photopériode
naturelle. Une salle annexe sert de salle d'opération.

3, ANIMA PERI

Vingt brebis Suffolk adultes sont réservées a cette expérience et ne sont pas mise a
la lutte. Elles sont partagées en 3 lots de 4, 8 et 8. Le lot A est constitué des brebis n°
9, 25, 27 et 37. Le lot B comprend les brebis n® 42, 47, 48, 51, 55, 58, 63, 64 et le lot
C des brebis n® 69, 70, 74, 76, 86, 89, 92 et 103.

4, PROT XPE E

L'expérience se déroule selon le plan suivant. Tous les 4 mois (juillet, octobre,
janvier et février), les brebis sont soumises a un traitement hormonal consistant en
l'applicatiion pendant 14 jours d'une éponge vaginale de 40 mg de FGA. Au retrait de
I'éponge, des injections de PMSG sont réalisées, a raison de 500 UI pour 10 brebis et de
800 UTI pour les 10 autres. Les brebis sont soumises ensuite a de fréquentes endoscopies
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afin de déterminer l'efficacité du traitement en matiére de croissance folliculaire terminale
et de taux d'ovulation. L'heure de 1'ovulation est étudiée par la méme occasion.

Calendrier Juillet.

-4, 5, 6/07/88 : poses des éponges aux 3 lots.
- 18, 19, 20/07/88 : retraits des éponges et injections de 500 ou 800 UI de PMSG
a 04 heures.
- 20, 21, 22/07/88 : endoscopies régulieres depuis 54 heures aprés le retrait
jusqu'au moment de l'ovulation.

Calendrier octobre.

- 25, 27, 28/09/88 : poses des éponges.

- 10, 11, 12/10/88 : retraits et injections de PMSG.
- 12, 13, 14/10/88 : endoscopies.

Calendrier janvier.

- 16, 17, 18/01/89 : poses des éponges.

- 30, 31/01 et 01/02/89 : retraits et injections de PMSG.
- 01, 02, 03/02/89 : endoscopies.

Calendrier avril.

- 03, 04, 05/04/89 : poses des éponges.

- 17, 18, 19/04/89 : retraits et injections de PMSG.
- 19, 20, 21/04/89 : endoscopies.

Les résultats obtenus grace a 1'observation directe des ovaires sont confirmés et
complétes par des dosages hormonaux. Les analyses de la secrétion de la LH (amplitude
et moment de la décharge ovulatoire) et de la progestérone ont pour but de mesurer la
réponse hypophysaire et de la mettre en relation avec les observations ovariennes, de
confirmer l'ovulation, de juger de la qualité des corps jaune induits et d'enregistrer une
éventuelle poursuite de l'activité ovulatoire.Des prises de sang sont donc réalisées toutes
les 8 heures a partir du retrait de I'éponge jusqu'a I'ovulation pour détecter le pic de LH.

On effectue ensuite des prises de sang 2 fois par semaine pendant 3 semaines pour
mesurer les taux de progestérone.
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1.1. Synchronisation et induction des cycles.

L'induction et la synchronisation des cycles se fait par la pose intravaginale
d'éponges de polyuréthane imbibées d'un dérivé de la progestérone. Deux marques
d'éponges existent sur le marché belge: Véramix (Repromap, Upjhon) contenant 60 mgr
de MAP et Chronogest (Searle distribué par Intervet) contenant 30 ou 40 mgr de FGA.
Toutes nos expériences sont réalisées avec des éponges Searle de 40 mgr.

L'éponge fixée au bout d'un tube en PVC est introduite jusqu'au fond du vagin et
laissée en place grice a un mandrin placé dans le tube. Avant chaque pose d'éponge, le
tube en PVC est soigneusement nettoyé dans une solution désinfectante .

Le retrait se pratique simplement en tirant légérement vers le bas la ficelle qui sort de
la vulve et a laquelle est fixée 1'éponge. Le retrait se fait le matin du 14éme jour apres la
pose.

La PMSG utilisée est commercialisée par la firme Intervet sous le nom de Folligon .
Le principe actif (gonadotropine sérique) est présenté dans un flacon sous forme
lyophilisée ; un second flacon renferme le solvant, car le produit une fois mis en solution
est de conservation limitée. Le Folligon est injecté par voie intramusculaire a raison de
500 UI ou 800 UI suivant notre plan expérimental et ce lors du retrait de I'éponge.

1.2. Endoscopie.

L'endoscopie est l'examen d'un organe interne a l'aide d'une sonde optique.
L'ovaire est un organe aisé a observer par cette technique mais il faut une pratique
fréquente afin de pouvoir interpréter correctement les résultats.

Le déroulement pratique peut se résumer comme suit : La brebis est disposée sur
une table inclinable; elle doit étre immobilisée en décubitus dorsal et l'arriére-train est
soulevé un peu plus haut que la téte de fagon a faciliter I'observation des ovaires griace au
tassement des visceres contre le diaphragme . La paroi abdominale est rasée et désinfectée
avec une solution de teinture d'iode. Deux anesthésies locales a la xylocaine sont
pratiquées aux endroits prévus pour la pose de l'endoscope et du palpeur, c'est-a-dire a
10 cm de part et d'autre de la ligne médiane et a une quinzaine de cm de la naissance du
pis, en évitant soigneusement la veine mammaire. Les instruments introduits apres
incision au scalpel et perforation au trocart, sont un endoscope Wolf muni d'une fibre
souple qui le relie a une source lumineuse de 150 Watts et un palpeur gradué permettant la
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manipulation des ovaires et la mesure de la taille des follicules. De 1'air est insufflé par un
petit compresseur, afin de soulever la paroi abdominale et le péritoine.

Le tractus génital est ainsi livré a 1'oeil de I'observateur. Une observation rapide
permet de déterminer le type d'ovaire (gauche ou droit) et sa position (externe ou interne).
Ensuite le nombre, la position et la taille des follicules sont annotés sur une carte
ovarienne (fig 25).

L'observateur peut cependant rencontrer différents problémes et notamment une
difficulté d'interprétation qui provient entre autres d'un changement d'apparence de
l'ovaire, a un méme stade du cycle ovarien, chez une méme brebis et entre les brebis.Une
difficulté d'estimation visuelle de 1'dge du corps jaune ou des follicules est aussi possible
car les variations de taille et de forme dépendent fortement de la profondeur des structures
ovariennes a l'intérieur du cortex de l'ovaire.

A la fin de l'observation des ovaires d'une brebis, les instruments sont retirés et
désinfectés a l'alcool. Les incisions sont désinfectées avec une poudre antiseptique, le
Spitalen. La brebis regoit ensuite une injection intramusculaire de pénicilline (PENI.
DHS. 20).

1.3. Prises de sang.

Les prélevements sanguins sont effectués au niveau de la veine jugulaire. On gonfle
d'abord la veine en appliquant un garrot a la base du cou et on y introduit ensuite une
aiguille stérile. Le sang est recueilli dans des tubes héparinés de maniére a éviter la
coagulation et immédiatement centrifugé afin de séparer les éléments figurés du plasma.
Le plasma est stocké dans des tubes de polystyréne et congelé a - 20°C jusqu'au moment
de l'analyse puis aussitot recongelé.

.

NI :

2.1. Principe du dosage par RIA (radio-immuno assay).
(Bister, 1980) (fig 26)

Le dosage radio immunologique est basé sur la compétition entre une quantité
déterminée d’hormone marquée par la fixation d'un ou plusieurs atomes radioactifs (1131,
1125, H3) et une quantité variable et inconnue de la méme hormone se trouvant dans
I'échantillon a analyser, vis-a-vis d'un antisérum (AS) qui leur est spécifique.

La quantité d'hormone marquée (H*) lie aux anticorps sera d'autant plus faible que
la quantité d'hormone "froide" (H®) contenue dans 1'échatillon sera €levée et inversément .
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En séparant H* liée a l'antisérum de H* libre on peut calculer, par analyse de la
radioactivité de l'une de ces deux fractions, la quantité de H°. Une courbe standard

effectuée dans les mémes conditions avec des quantités connues et croissantes d'H® sert
de référence.

2.2. Appareillage.

La mesure de la radioactivité est effectuée par un analyseur gamma a passeur
d'échantillons LKB Wallac-1280 Ultragamma II. Le comptage des échantillons est
programmé d'aprés les rayonnements qu'ils émettent dans les fenétres d'énergie 24 a 33
du spectre d'émission obtenu avec 11125, Nous obtenons ainsi un rendement assez élevé
(50%) tout en €éliminant au maximum les émissions parasites. Le temps de comptage est
fixé a 1 minute, ce qui, en fonction du nombre de coups enregistrés par minute (cpm),
donne une précision de comptage suffisante (erreur < 5%). Les résultats s'inscrivent sur
une imprimante Citizen 120 D.

2.3. Calcul de résultats.

Le modele mathématique appliqué au dosage RIA est celui de Finney (1976).

Cm
A=A0 ——— +a
Cm + Cf
A = la radioactivité de la fraction pour une certaine concentration d'hormone
froide.

Ao = laradioactivité maximale de la fraction.
a = laradioactivité non spécifique.

Cm = la concentration de 'hormone marquée.
Cf =la concentration de I'hormone froide.

Cette équation, permettant de transformer en ng/ ml les données obtenues en cpm,
est ajustée aux données expérimentales de la courbe standard par la méthode des moindres
carrés "Steepest descent”, avec pondération.
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2.4. Dosage de la LH.

Les gonadotropines peuvent étre dosées par RIA : on réalise un dosage homologue
ol la compétition vis 2 vis de l'antisérum se fait entre LH froide et LH marquée a 171125

toutes

deux d'origine ovine.

a. Produits utilisés.

Tampon phosphate 0, 6 M : il est préparé a partir de 7,5 g de KHp PO4 et de
77,9 g de Nap HPO4 par litre d'eau distillée 1égerement chauffée.

Tampon de Wide : on dilue 10 fois le tampon phosphate 0,6 M et on ajuste le pH
a 7,55 par quelques gouttes de HCI.

Tampon de Wide-NaCl : on dissout 9 g de NaCl par litre de tampon de Wide.

Solution de Chloramine T : 40 mg de C7H7 CI N NaO2S / 10 ml d'H20
distillée.

Tampon egg-white (EW). Il est préparé par addition de 5 g d'albumine d'oeuf
par litre de tampon de Wide. On ajoute 2 g d'azide de Na par litre pour empécher
la prolifération bactérienne.

Traceur radioactif.

. Il est préparé dans la fiole conique dans laquelle 1'iode 125 a été expédiée:
. tamponer 11125 avec 25 ul de tampon de wide.

. ajouter 40 ul de LH (4 pg).
. déclencher l'opération par adjonction de 20 pl de chloramine T a 4 mg/ml H20 d.

. agiter légerement le flacon.

. arréter la réaction aprés 30 secondes par l'adjonction de 25 pl de disulfite de

sodium.

. purifier I'hormone marquée par chromatographie liquide de 15 cm de hautet 1 cm

de diametre remplie de Séphadex G50 médium tamponé au phosphate O.06 M,
PH 7.55 + 9g NaCL/litre et préalablement saturé par 2 ml d'albumine bovine,
fraction v, sigma, a 2%.

. recueillir des fractions d'un millilitre.

. repérer le pic de radioactivité et rassembler les tubes correspondant a I'activité de

I'hormone marquée.



L'immunosorbant (AR

La séparation de la phase liée et de la phase libre est réalisée par la méthode du

double anticorps. 11 s'agit de la précipitation du complexe hormone-anticorps par
liaison d'un immunoabsorbant. C'est une solution d'ARGG (anti rabbit gamma
globuline) fournie par le laboratoire d'hormonologie de Marloie. Le plasma du
mouton immunisé est dilué a raison de 1 ml pour 25 ml de tampon egg-white.

- La courbe standard est réalisée en remplagant les 50 pl de plasma par 50 pl

d'hormone froide a des concentrations croissantes et connues: 0; 0.1; 0.2; 0.3;
0.4; 0.5; 0.75; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0; 10.0; et 20.0 ng/ml de tampon E.W.

b. Manipulations.

Le dosage se réalise dans des tubes en cristal de polystyréne d'une contenance
de 3 ml.

50 pl d'hormone froide de concentration connue pour l'établissement de la
courbe standard ou 50 pl de plasma pour les échantillons a analyser sont déposés
dans les tubes.

50 pl d'antisérum y sont introduits.

Le mélange est homogénisés au vortex.

La réaction antigéne-anticorps s'équilibre durant un premier temps d'incubation
fixé a 4 heures. Cette incubation, comme les suivantes, se fait a température
ambiante.

50 pl d'hormone marquée sont ensuite ajoutés dans chaque tube.

Une nouvelle homogénisation au vortex est réalisée.

Une nuit d'incubation permet au nouvel équilibre de s'établir. L'hormone
marquée entre en compétition avec I'hormone froide préalablement fixée sur les
anticorps.

Finalement 250 pl d'immunosorbant sont additionnés et le tout est incubé
pendant 4 h.

La séparation de la fraction liée et de la fraction libre est possible par
centrifugation pendant 15 minutes a 3000 rpm.

Le surnageant est éliminé au moyen d'une pompe a vide reliée a une pipette
pasteur.

De plus, chaque dosage est accompagné d'une estimation de 'activité résiduelle
due a la fixation spécifique de la LH* sur I'A.R.G.G (Back Ground : BG).
Cette analyse est réalisée comme celles des échantillons mais le plasma et
l'antisérum sont remplacés par du tampon.
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- Nous ajoutons aussi au comptage un tube ne contenant que 50 ul d'H* de fagon
a mesurer l'activité totale (Total Count : TC).

2.6. Dosage de la pr ron

Le dosage de la progestérone est réalisé a partir du kit RSL 1125 progestérone
commercialisé par ICN Biomédicals, Inc Diagnostic Division. La méthode pour €tre
efficace nécessite une extraction préalable a I'hexane. Ensuite, le principe du dosage est
identique a celui de la LH.

a. Produits utilisés.

Les produits sont fournis préts a I'emploi dans le kit de dosage. La courbe standard
est préparée au laboratoire en diluant de la progestérone cristalline dans du plasma de
brebis ovariectomisée, a des concentrations de 0; 0.25; 0.50; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0 et
10.0 ng/ml.

b. Manipulation.

La manipulation débute par une purification partielle de la progestérone plasmatique

grace a une extraction a I'hexane:

- On introduit 300 pl de plasma et 3 ml d'hexane dans des tubes en verres de 10
cm de hauteur, le mélange des 2 solutions est important : il est donc nécessaire de
vortexer les tubes pendant 2 minutes apres les avoir bouchés.

- On centrifuge ensuite pendant 5 min & - 10°C et a 2000 rpm.

- 2 fois 1 ml de surnageant sont prélevés dans des tubes RIA en verre et évaporés
a sec dans une étuve sous vide, a 40°C pendant au minimum 1h.

Le RIA proprement dit consiste en quelques manipulations simples:

- On ajoute 50 pl de plasma de brebis ovariectomisée, 100 pl de progestérone
marquée et 250 pl d'antisérum.

- Le tout est mélangé au vortex, puis laissé a incubation pendant 60 min a 37°C.

- On ajoute 250 pl d'immunoabsorbant et on passe au vortex pour favoriser le
mélange.

- La séparation est complétée par une centrifugation a 3000 rpm pendant 15 min.

- Le surnageant est éliminé au moyen d'une pompe a vide.
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CHAPITRE III : RESULTATS.




FIGURE 1 : Histogrammes de fréquence des 4 classes de follicules selon la période de
I'année et la dose de PMSG.
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Avant de commencer la présentation des résultats, il est important de signaler
quelques problémes survenus en cours d'expérience. Des brebis ont été saillies
accidentellement et déclarées gestantes aux endoscopies d'octobre et de janvier et nous
avons donc dii les retirer de l'expérience. Ceci explique que le nombre d'animaux
expérimentaux est réduit & 16 en octobre et a 14 en janvier.

Le faible nombre de brebis utilisées ne nous a pas permis de recourir a des
méthodes statistiques élaborées. Seules des comparaisons de moyennes (test T de
Student) et des calculs de corrélation entre deux variables ("r" et droites de regression) ont
été employées.

A. ANALYSE DE LA POPULATION FOLLICULAIRE

Les endoscopies nous ont permis d'observer la population folliculaire. Nous
avons arbitrairement divisé les follicules en 4 classes en fonction de leur taille :

- les petits follicules (PF), de diameétre inférieur & 2 mm.

- les moyens follicules (MF), de diameétre compris entre 2 et 4 mm.

- les gros follicules (GF), de diametre compris entre 4 et 6 mm.

- les tres gros follicules (TGF), de diameétre supérieur 2 6 mm.

L'abréviation "cicov" désigne une cicatrice d'ovulation, c'est-a-dire la trace laissée
par une ovulation tres récente.

La figure 1 représente les histogrammes de fréquence des 4 classes de follicules
selon la période de I'année et la dose de PMSG.

Les résultats sont a étudier avec circonspection car un certain chevauchement des
classes a pu étre le fruit de changements d'observateurs et de variations dans l'aspect des
ovaires selon les circonstances.

Quelle que soit la période de 1'année, une relation inverse est observée entre la
taille des follicules et leur nombre par classe chez les brebis ayant regu 500 UI de PMSG;
cette constatation est en accord avec une atrésie progressive en cours de développement.
Avec 800 UI par contre, la distribution est plus hétérogéne avec des écarts selon les
saisons, ce qui semble indiquer un effet plus variable de 1a PMSG.

Le nombre des follicules présents sur l'ovaire est généralement, et pendant toute
I'année, supérieure avec 500 UI qu'avec 800 UI de PMSG.
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TABLEAU 1 : Résultats des endoscopies effectuées sur les brebis Suffolk a différentes

périodes de 1'année.

Période [PMSG| n Brebis T.0. C.V. (%) | Délaientre leretrait | C.V. (%)
(UD ovulant (%) de I'éponge et
I'ovulation (h)
Juillet 88 | 500 10 50 1.6.4 .6 37.5 64.7 £ 4.5 6.9
800 10 60 23%.5 21.7 61.3 +£2.8 4.6
20 moy. 55
Octobre 88| 500 B 86 2058 1.3 59.1 58.7 £ .8 a
800 9 67 18+ 4 22.2 579 1.3 2.2
16 moy. 76
Janvier 89 500 6 83 1.0%.0 0 589%+12 2.0
800 8 50 1.75 £ .96 54.8 61.2 #1.1 1.8
14 moy. 66
Avril 89 500 10 10 1.0+ .0 0 59.0+£0 0
800 10 40 1.0+ .0 0 60.1 £ .6 N |
20 moy. 25

TO = taux d'ovulation; CV = coefficient de variation.

TABLEAU 2 : pourcentage de brebis qui ont répondu au traitement (estimation a partir

des dosages hormonaux).

période PMSG| % de brebis ovulantes

(Un

Juillet 88 500 - 70

800 70

Total 70

Octobre 88 500 86

800 78

Total 82

Janvier 89 500 83

800 87

Total 85

Avril 500 40

800 50

Total 45




B. INDUCTION ET SYNCHRONISATION DES CYCLES

Le tableau 1 donne les résultats généraux des endoscopies pour ce qui concerne les
ovulations.

La saison influence considérablement le pourcentage de brebis ovulant. La
réponse moyenne est la plus faible en avril (25 %) et 1a plus élevée en octobre (75 %), ce
qui correspond bien a I'évolution des capacités de reproduction de la brebis Suffolk.

En avril et en juillet, soit aux périodes de 1'année ol les pourcentages de brebis
présentant une ovulation sont les plus limitées, la réponse a la PMSG est augmentée par le
passage de 500 a 800 UI, alors que l'inverse est observée en octobre et en janvier. Ceci
confirme qu'un apport accru de PMSG a un effet variable selon le moment de 1'année sur
les mécanismes ovariens. L'efficacité des traitements a induire 1'ovulation peut aussi étre

jugée a partir des dosages hormonaux.

Rappelons en effet que 1'ovulation est habituellement précédée d'une décharge de
LH (pic préovulatoire) d'une durée de 8 a 20 heures et que toute ovulation est suivie de la
formation d'un corps jaune, structure secrétrice de progestérone. Nous avons uniquement
considéré comme ovulantes les brebis présentant a la fois un pic de LH et une hausse du
taux de progestérone.

Les résultats sont donnés dans le tableau 2. Ils sont généralement et en moyenne
sensiblement meilleurs que ceux obtenus par endoscopie. La raison principale en est
certainement que des ovulations se sont produites en dehors de la période des endoscopies
(soit 55 a 70 heures apres le retrait des éponges), ce qui est le signe d'une grande
dispersion.

Comme pour les endoscopies, la réponse des brebis est la plus faible en avril. Elle
est aussi bonne, et supérieure a 80 %, en janvier qu'en avril.

Les effets de la dose de PMSG sont beaucoup moins marqués lorsqu'ils sont
déterminés a partir des dosages hormonaux. Ceci semble indiquer que selon la saison, la
dose de PMSG a un effet variable sur la dispersion des ovulations. Celle-ci pourrait étre
notamment nettement augmentée par la dose de 800 UI en octobre et en janvier.

Globalement, ces résultats montrent que, contrairement a ce qui est généralement
avancé, méme avec des doses élevées de PMSG, il peut exister un réel probléme
d'induction des ovulations chez la brebis Suffolk, aprés des traitements par
progestagénes. Méme en pleine période de reproduction, certaines brebis n'ovulent pas et
le pourcentage de non réponse peut dépasser 50 % en anoestrus profond. Les effets de la
dose de PMSG sont variables et différents selon les saisons. Une dose élevée parait
entrainer une dispersion des ovulations.
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TABLEAU 3 : Comparaison des heures moyennes d'ovulation obtenues aux différentes périodes de
I'année.

Période n Heure moyenne | T de student Probabilité
juillet 88 20 62,92 + 3,75

4,24 0
octobre 88 16 5831 % 1,15
juillet 88 20 62,92+ 3,75

2,25 0,98
janvier 89 14 60,05 + 1,64
juillet 88 20 62,924+ 3,75

1,76 0,95
avril 89 20 59,90 + 0,74
octobre 88 16 38,31 & 1,15

3,0 0,99
janvier 89 14 60,05 + 1,64
octobre 88 16 38,31 £ 1,15

2,85 0,99
avril 89 20 59,90 £ 0,74
janvier 89 14 60,05 + 1,64

0,19 0,6
avril 89 20 59,90 + 0,74




TABLEAU 4 : Comparaison des heures moyennes d'ovulation obtenues pour chaque dose de PMSG a
différentes périodes de 1'année.

Période PMSG n [Heure moyenne T de student probabilité

juillet 88 500 10 64,7 £ 4,5
1,66 0,93

800 10 614+24

octobre 88 500 7 58,7 +£0,8
1,33 0,88

800 9 579+13

janvier 89 500 6 589+1,2
3,10 0,99

800 8 61,2 £1,1

avril 89 500 10 59,0 £ 0,0
1,56 0,86

800 10 60,1 £ 0,6

TABLEAU 5 : Heures approximatives d'ovulation estimée grice au pic de LH.

Période PMSG ' n Délai entre le

retrait de 1'éponge

et I'ovulation (h)
Juillet88 | 500 10 65
800 10 57
Octobre 88 500 7 53
800 9 49
Janvier 89 500 6 58
800 8 61
Avril 89 500 10 65
800 10 63




C. LE MOMENT DE L'OVULATION,

Les endoscopies permettent de déterminer le moment des ovulations et par 1a,
d'évaluer le délai entre le retrait de I'éponge et I'ovulation. Les valeurs doivent pourtant
étre considérées avec une certaine circonspection en raison de l'espacement des
endoscopies et des erreurs possibles dues aux changements dans l'aspect des ovaires
selon le moment du cycle et entre les individus.

Les valeurs globales obtenues pour le délai entre le retrait de 1'éponge et
'ovulation sont données, ainsi que leur coefficient de variation, dans le tableau 1. Elles
se situent généralement entre 58 et 63 heures. On remarque que, sauf en juillet, les
coefficients de variation sont peu élevés. La dispersion des résultats est peu importante et
la variabilité individuelle est relativement faible.

Les valeurs sont, dans le tableau 3, comparées statistiquement selon la période de
I'action inductive de la PMSG sur l'ovulation évolue en cours d'année.

Les comparaisons statistiques des effets des doses de PMSG sont données dans le
tableau 4. En juillet, I'ovulation est plus rapide aprés 800 UI de PMSG qu'apres 500 UI.
L'évolution est inverse en janvier, tandis qu'en octobre et en avril, les écarts sont moins
marqués.

Le moment de I'ovulation peut aussi €tre évalué a partir des dosages hormonaux.
En effet, le pic de LH suit I'apparition des chaleurs et précede de 17 heures environ le
moment de I'ovulation (Jacques, 1984, pour la brebis Texel). Grace aux prises de sang et
au dosage de la LH, il a été possible de cerner le moment d'apparition de ce pic et d'en
déduire I'heure de l'ovulation. Il faut cependant rappeler que l'analyse de la LH a été
effectuée sur les plasmas recueillis chez chaque animal toutes les 8 heures seulement ce
qui limite fortement la précision de l'estimation de la décharge ovulante. Nous avons
considéré le moment ol la décharge était maximale.

La datation de l'ovulation a été réalisée par addition de 17 heures au moment de la
décharge de LH. Le tableau 5 reprend les heures approximatives d'ovulation estimées
grace au pic de LH. La différence obtenue entre les deux méthodes est tres faible, ce qui
tend a confirmer la valeur de ces méthodes.

Les résultats obtenus avec les 2 méthodes (tableaux 1 et 5) sont généralement tres
proches, sauf en octobe, période au cours de laquelle des valeurs sensiblement plus
faibles sont obtenues d'apres les dosages hormonaux. Mais c'est aussi la période ou
nous avons observé des cicatrices d'ovulation (annexe 1) chez plusieurs brebis dés la
premieére endoscopie, ce qui indiquait que l'ovulation avait déja eu lieu. Il est donc
probable que la méthode d'endoscopie surestime le délai pour cette période.

L'induction de l'ovulation est plus rapide en octobre que pendant les autres
périodes de 1'année; elle est activée par une forte dose de PMSG en juillet et en octobre et,
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TABLEAU 6 : Comparaison des taux d'ovulation moyen (TO) obtenus aux différentes périodes de

I'année.
Période n TO moyen T de student Probabilité
Tuillet 88 20 | 2,0+063
0 0

octobre 88 16 2,0 £0,95
juillet 88 20 2,0 £ 0,63

2,225 0,98
janvier 89 14 13207
Juillet 88 20 2,0 £0,63

3,469 0,995
avril 89 20 1,0+ 0,0
octobre 88 16 2,0 +£0,95

1,761 0,95
janvier 89 14 1,3 407
octobre 88 16 2,0+0,95

2,3 0,98

avril 89 20 1,0£0,0
janvier 89 14 1.3k 0.7

1,035 0,85
avril 89 20 1,0+£0,0

TABLEAU 7 : Comparaison des taux d'ovulation moyens obtenus pour chaque dose de PMSG a

différentes périodes de I'année.

Période PMSG n TO moyen T de student Probabilité

juillet 88 500 10 1,6 £ 0.6
2:48 0,98

800 10 2,3%+0,5

octobre 88 500 7 2.2 %1.3
0,587 0,75

800 9 1,8 £ 0,4

janvier 89 500 6 1,0£0,0
1,784 0,90

800 8 1,7 0,9

avril 89 500 10 1,0£0,0

800 10 1,0£00




au contaire, ralentie en janvier. Le trés faible nombre de brebis ayant ovulé en avril ne
permet pas de tirer de conclusions pour cette période.

D, TAUX D'OVULATION

Le tableau 1 donne les valeurs globales et les coefficients de variabilité des taux
d'ovulation déterminés par gndoscopies. En avril, quelque soit la dose de PMSG et en
janvier, avec 500 UlI, le taux d'ovulation moyen n'est que de 1. Dans les autres
circonstances, il montre une grande variabilité.

Comme pour I'heure d'ovulation, nous avons comparé statistiquement les résultats
selon la période de 1'année et la dose de PMSG.

Le tableau 6 donne les résultats en fonction de la période l'année. Il apparait
clairement que les taux d'ovulation sont significativement plus élevés en juillet et en
octobre qu'en janvier et en avril.

Cette conclusion jointe a celles tirées pour l'induction de l'ovulation permet de
conclure que la période d'octobre est la plus propice a l'action des progestagénes et de la
PMSG (pourcentage et taux €élevés d'ovulation) et celle d'avril la plus défavorable tant
pour le pourcentage que pour le taux d'ovulation. En janvier, l'induction des ovulations
est bonne mais le taux d'ovulation est médiocre alors qu'en juillet, un bon taux
d'ovulation n'est pas accompagné d'un pourcentage élevé.

Le tableau 7 représente les résultats en fonction de la dose de PMSG. En juillet, et
dans une moindre mesure en janvier, I'augmentation de la dose de PMSG se traduit par
une amélioration du taux d'ovulation. En octobre, la variabilité est grande tandis qu'en
avril, 800 UI ne permettent pas d'améliorer ce taux. Ces résultats confirment la grande

variabilité des résultats selon les animaux et les saisons lorsque des doses élevées de
PMSG sont utilisées.
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TABLEAU 8 : Comparaison des taux plasmatiques de progestérone (P4) et des taux d'ovulation (TO)
correspondant.

Période TO P4 (ng/ml )

Juillet 88

0,79 1.30 + .52
1,82
1,03
1,41
ok 1.71 % .49
2,09
1,87
1,41
2,61
2,62 2.26 + .37
1,89

LWWRNRNNRNNDNN -

3

Période P4 (ng/ml)
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88
167  1.66+.45

1,45 1.76 £ .28

2,76 287+ .11
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Période TO P4 (ng/ml)

Janvier 88

1,30
0,80
0.85 1.50 + .67
2,22
2,71
1,57
1,06
1,42
2,66

0 B bt bt et ek e ek

Période TO P4 (ng/ml) -

Avril 89 1,05
1,34 1.2 2 .25
0,92

1,55
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E. RELATION ENTRE LA CONCENTRATION EN PROGESTERONE
PLASMATIOQUE ET LE TAUX D'OVULATION

Certains auteurs considérent que le taux de progestérone circulant est un reflet
direct du taux d'ovulation (Cahill et al, 1981). Etant donné que nous disposions de brebis
présentant des taux d'ovulation variants de 1 a 4, nous avons décidé de vérifier cette
hypothése.

La comparaison est donnée dans le tableau 8. On peut constater que la
concentration moyenne de P4 est toujours inférieure a 1.7 ng/ml en cas d'ovulation simple
et qu'elle est nettement supérieure a 2 ng/ml pour des ovulations triples ou quadruples.
La comparaison statistique des résultats des mois de juillet, octobre et janvier donne les
résultats suivants :

r P régression
juillet 52 95 y =0.784 + 0.475 x
octobre .76 995 y = 1.036 + 0.496 x
janvier 45 .85 y = 0.996 + 0.469 x

On peut donc admettre que plus la brebis présente un taux d'ovulation élevé, plus
le taux de P4 circulant est important.

Au vu des résultats moyens de la progestéronémie comme a l'observation des
droites de régression, une tendance semble se dessiner pour des taux de P4 d'autant plus
importants que l'on est proche de la pleine saison de reproduction. Mais l'analyse
statistique ne nous permet pas d'affirmer que l'activité du corps jaune varie avec la saison.

E. POURSUITE DE L'ACTIVITE CYCLIQUE

Le dosage de la P4 nous permet également de vérifier si l'acitivité cyclique des
brebis se poursuit aprés l'ovulation et le cycle induit par traitement. Ces données sont
uniquement intéressantes en cas d'anoestrus car en octobre toutes les brebis connaissent
une succession de cycles avant et apres le traitement et le test n'a aucun intérét. En avril,
le nombre de brebis ayant répondu au traitement étant treés faible, nous n'avons pas jugé
utile de réaliser le test.

Les résultats sont donnés par le tableau 9. Ils montrent que, tant en janvier qu'en
juillet, les brebis poursuivent leur activité reproductrice en proportion relativement
importante apres le cycle induit. Ces proportions pourraient étre augmentées par un
dosage accru de PMSG.

43




TABLEAU 9 : Pourcentage des brebis qui ont poursuivi une activité cyclique apres le traitement en juillet

et en janvier.

Période PMSG % de brebis qui ont repris
une activité sexuelle.

Juillet 88 500 57%
800 71%

Janvier 89 500 50%
800 57%

TABLEAU 10 : Poids vifs et taux d'ovulation (TO) des brebis au cours des 4 périodes

Poids (kg) TO Poids (kg) TO Poids (kg) TO Poids (kg) TO
(18/07/88) (08/10/88) (23/01/89) (17/04/89)
82 2 82 2 74 1 i 0
83 0 79 2 55 1 53 0
70 0 62 0 87 0 84 0
91 0 92 3 73 1 85.5 0
87 0 86 0 60 3 75 0
75 1 70 1 64 1 61.5 1
69 0 70 2 69 2 61.5 0
67 2 73 2 76 0 70 0
62.5 0 64 1 70 1 61 1
60 2 59 4 73 1 77 1
68  ; 66 1 62 1 75.5 1
70 p A 69 3 70 1 59 0
75 0 77 2 60 0 74 0
73 0 15 0 61 0 80 0
68 1 74 0 74 0
74 2 79 1 70 0
78 2 Tad 0
70 3 67 0
71 3 17 e 0
78 0 66 1




FF ! S

Selon Morley et al (1978, cités par Scaramuzzi et Radford, 1983) les relations
existantes entre le poids vif des brebis et leur taux d'ovulation seraient linéaires et
positives au sein d'une méme race.

Le tableau 10 reprend le poids vif des brebis au cours des quatre périodes ainsi que
leur taux d'ovulation.

Quelque soit la période de 1'année, le coefficient de corrélation entre ces deux
facteurs est faible (r de 0,32; 0,03; 0,3 et 0,19 respectivement en juillet, octobre, janvier
et avril).

Cette observation est surprenante mais justifiée lorsqu'on observe des cas
individuels : en octobre, la brebis n°® 58 a présenté 4 ovulations alors qu'elle ne pesait que
59 kg, par contre, les brebis n°® 37 et 64 présentaient chacune 3 ovulations et pesaient
respectivement 92 et 69 kg. L'effet du poids est donc complexe.

Par contre, une relation évidente existe entre le taux d'ovulation et 'dge des brebis.
En octobre, ce taux est de 1,6 chez les brebis de 5 et 6 ans, de 1,3 chez celles de 4 et 5
ans et de 1.0 chez celles de 2 2 4 ans. Ces résultats sont repris dans le tableau 11.

TABLEAU 11 : Taux d'ovulation (TO) en fonction de I'dge des brebis.

Age N Nombre d'ovulation T.O
5-6 ans g ' AR 8 1.6
4-5 ans 3 4 1.3

2,3-4 ans 7 11 1.0
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CHAPITRE 1V DISCUSSION .



Un des premiers objectifs de ce travail est la maitrise du moment de I'ovulation
afin de réaliser l'insémination artificielle. La littérature nous a montré que ceci était
possible en imposant aux femelles un traitement hormonal associant a un progestagene
une injection de PMSG. De plus, l'injection intramusculaire de PMSG stimule la
croissance folliculaire, induit les cycles en anoestus et augmente le taux d'ovulation.

Nous avons donc comparé les effets de deux doses de PMSG a différentes
périodes de l'année.

A. LA POPULATION FOLLICULAIRE,

Les histogrammes représentant la répartition des follicules ovariens selon leur taille
montrent que, pour 500 Ul, la distribution des différentes catégories de follicules obtenue
est identique pour les 4 périodes. On observe en effet une distribution décroissante des
follicules de la catégorie PF a la catégorie TGF. Pour 800 UI, par contre, aucune relation
de la sorte ne peut étre observée et la distribution est assez variable selon les saisons. En
général, on peut dire que le nombre de follicules présents sur l'ovaire est supérieur avec
500 UI qu'avec 800. Ces résultats sont trés imprécis et donc difficiles a analyser. Ils
laissent pourtant déja apparaitre un effet variable de la dose élevée selon les saisons.

B.INDUCTION ET SYNCHRONISATION DES CYCLES,
1. EFFETS DE LA SAISON ET DE LA DOSE DE PMSG

Selon la littérature, quelle que soit la saison de reproduction, le placement
d'éponges vaginales et les injections de PMSG permettent d'induire les chaleurs chez la
majorité des brebis. La venue en chaleur est normalement de 100% chez les brebis traitées
au cours de la saison de reproduction (Bister et al, 1987). En octobre, nous avons, au
cours de la présente expérience, obtenu seulement 82% de brebis répondant par une
ovulation au traitement pour l'ensemble des deux doses de PMSG. Ceci n'est guere
satisfaisant puisque normalement a cette période de 1'année toutes les brebis connaissent
une succession de cycles naturels.Ces résultats sont d'autant plus surprenants que nous
avons obtenus un résultat équivalent (85.2%) en janvier (fin de la saison de
reproduction). L'effet du traitement est satisfaisant en juillet (70%) et médiocre en avril
(45%).11 apparait donc que le traitement hormonal tel qu'il est classiquement recommandé
n'a pas donné les résultats escomptés, surtout en dehors de la saison de reproduction.
Certains expliquent la mauvaise venue en chaleur par la perte de I'éponge mais ceci n'a
jamais été observé au cours de nos expériences. La brebis de race Suffolk, fortement
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traitées montrent un comportement d'oestrus, il est possible que, chez certaines brebis, ce
comportement apparaisse sans étre accompagné d'ovulation.

Le génotype de l'animal est probablement le facteur le plus important dans la
réussite de l'intensification de la reproduction. Les différences entre les races sont telles
que des brebis de race Finnoise peuvent naturellement, c'est a dire sans traitement
hormonal se reproduire deux fois au cours d'une méme année (Walton et
Robertson,1974). Par contre ceci n'est observé que seulement dans 8 cas sur 5100 pour
la race Suffolk, en France (Perret et Roussely,1984). Cette aptitude au désaisonnement se
répercute bien entendu sur les résultats obtenus aprés induction artifficielle de I'ovulation.

11 ressort des résultats qu'une dose de 800 UI diminue le nombre de brebis
réfractaires au cours de l'anoestrus; par contre, en octobre, 500 UI donnent des meilleurs

résultats. Il semblerait donc qu'il y ait lieu d'adapter la dose de PMSG a la saison et de

vérifier si une dose de 800 UI n'est pas minimale a contre-saison et trop forte en saison.

2. EFFETS DE FACTEURS EXTERIEURS.

De nombreux facteurs extérieurs, climatiques (pluies, température ambiante trop
élevée) ou autres (prises de sang, manipulation des brebis...) peuvent par le stress qu'ils
engendrent, perturber gravement le mécanisme ovarien et le taux d'ovulation des brebis
(Bister et al, 1987). Ces facteurs peuvent sans doute amener certains éléments de réponse
puisque nos brebis ont subi une série de prises de sang et des endoscopies répétées. Il a
été montré que des taux élevés de cortisol, observés en cas de stress important, sont
susceptibles de bloquer les décharges de LH et d'inhiber 1'ovulation (Piraux et al, 1989).

1. EFFET DE LA SAISON,

La période de I'année a une influence sur l'intervalle entre la fin du traitement
hormonal et I'ovulation. Celle-ci est en effet retardée en moyenne de 4.6, 1.7 et 1.6
heures en juillet, janvier et avril par rapport a la saison de reproduction (octobre). Cette
influence a également €té observée par d'autres auteurs et peut étre reliée a la variation
saisonniere de sensibilité du systtme nerveux central aux oestrogenes (Cognié et al, 1970 ;
Evans et Robinson, 1980).
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I1 a été établi que l'augmentation de la dose de PMSG s'accompagne parfois d'un
raccourcissement de l'intervalle retrait de 1'éponge-heure de 1'ovulation (Cognié et al,
1970).Ceci ne se marque pas dans notre expérience ; l'effet de la dose est non significatif
pour 3 des 4 périodes envisagées et variable selon la période. De plus, les deux méthodes
utilisées pour estimer le moment de l'ovulation a savoir 1'observation d'une cicatrice
d'ovulation sur l'ovaire et le moment de la décharge ovulatoire de LH concordent, ce qui
tend a confirmer la valeur de ces observations.

Selon Cognié et al (1970), I'ovulation apparaitrait environ 54 heures apres le retrait
de I'éponge chez la Texel; nous n'avons pas obtenu des résultats similaires; en moyenne
nos brebis ont ovulé 58 a 63 heures apres le retrait. De plus la variabilité individuelle est
trés grande : certaines brebis ont ovulé 70, 82 voir 130 heures plus tard.

3. FACTEURS EXTERIEURS,

Des perturbations de la troupe de femelles au moment de 'apparition des chaleurs
(prises de sang, changements d'environnement, manipulation...) peuvent retarder la mise
en place du pic préovulatoire et de l'ovulation de plus de 24 heures (Martin, 1984). La
précision de la synchronisation des ovulations pourrait donc étre influencée par des
modifications de l'environnement.

D. LE TAUX D'OVULATION,
1. EFFET DE LA SAISON,

11 existe une relation directe entre la réussite du contréle artificiel de 1'ovulation et
la saison. Lorsqu'on consideére les résultats obtenus, on observe que le taux d'ovulation
apres le traitement est relativement €levé en saison sexuelle (2.0 £ .95 en octobre) mais
diminue déja en anoestrus léger (1.3 £ .7 en janvier) et est faible en anoestrus profond
(1.0 £ .0 en avril). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Muurling et al
(1969) et par Holtz et al (1977) sur des brebis Texel ou croisées Texel. Ceci ne nous
permet cependant pas d'expliquer le taux d'ovulation relativement élevé obtenu en juillet
(2.0 £ .63) qui est normalement une période d'anoestrus léger.

Il faut cependant remarquer que la période de reproduction de la brebis Suffolk n'a
pas encore été établie avec précision ; il se pourrait donc que les brebis soient déja en
cycle en juillet. Il serait donc intéressant de connaitre pour chaque période et en particulier
pour juillet si, au moment du traitement hormonal, les brebis étaient ou non en activité
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sexuelle. Ce contrdle serait possible grace au test d'activité ovarienne qui permet, en
dosant la progestérone sérique au cours de 2 prises de sang séparées de 10 jours, de
controler I'état physiologique de la brebis.

D'autre part, la brebis Suffolk est utilisée depuis de trés nombreuses générations
pour la production d'agneaux de Paques. Elle est donc mise a la reproduction au mois de
juillet. Mé€me si cette période constitue le tout début de sa saison de reproduction, il est
permis de penser que la pression de la sélection s'est opérée sur cette race dans le sens
d'une amélioration de la fécondité en ce début de saison sexuelle.

Ces résultats sont en accord avec les observations réalisées en pratique; la
synchronisation des cycles réalisée en grand nombre donne des résultats généralement
moyens mais qui ne different pas entre juillet et novembre (Meerschaert et al, non publié).

2. EFFET DE LA DOSE DE PMSG,

Le role de la PMSG est de mieux synchroniser les chaleurs et I'ovulation mais
aussi de stimuler l'ovaire afin d'obtenir un TO élevé.

Dans nos expériences, rien ne nous permet de conclure a un effet superovulatoire
généralisé de la PMSG avec les doses que nous avons utilisées car sur l'ensemble de
l'expérience nous n'avons observé que quelques fois 3 ovulations et une seule brebis a
présenté 4 ovulations simultanées (brebis 58 en octobre avec 500 UI). Ceci est en accord
avec les résultats obtenus par d'autres auteurs qui ont montré que les lignées prolifiques
semblent mieux répondre a une stimulation par la PMSG et que 1'administration d'une
faible dose a un effet superovulatoire (Prud'hon et al,1975); par contre, chez des races
peu fécondes et fortement saisonnées (comme la Suffolk), méme avec des fortes doses de
PMSG de I'ordre de 750 a 1000 UI cet effet n'est pas constant. Ceci avait déja été montré
pour la brebis Texel, autre race belge de grand gabarit et fortement saisonnée (Bister et
al, 1987 ; Bister et al,1983 ; Heins et al, 1986).

La dose de PMSG injectées en fin de traitement parait pourtant déterminante. Des
expériences réalisées sur des brebis Texel préalablement synchronisées aux progestageénes
ont démontré qu'une injection de 600 a 700 UI de PMSG constitue 1'idéal (Calus et
al,1987). A contre-saison des doses plus élevées sont recommandables. Nos résultats
montrent que, lors de nos diverses expériences, c'est une dose de 800 UI qui a donné les
meilleurs résultats a contre-saison tandis que 500 UI s'est avéré meilleur en octobre. Les
résultats obtenus a contre-saison sont en accord avec ceux relevé dans la littérature, mais
rien ne nous permet d'expliquer les résultats d'octobre.La dose de PMSG devrait donc
étre ajustée en fonction de la race et de la saison.

La plupart des brebis du troupeau avait déja été inclues dans des essais précédents
d'induction de I'ovulation par des traitements hormonaux et on peut se demander si, dans
ce cas, il ne serait pas nécessaire d'augmenter les doses de PMSG a cause de l'activité
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antigénique de cette dernieére. Selon Mauléon (1975) lorsqu'on fait des traitements
rapprochés tous les 17 jours par exemple, il y a formation d'anticorps contre la PMSG, ce
qui nécessite, si on désire une réponse constante, une augmentation de la dose
injectée.Mais avec un rythme d'utilisation telle que celui de 3 injections de doses élevées
(1000 UI) en deux ans il n'y a pas de diminution de la réponse pendant la vie de la
brebis.Nous avons injecté de la PMSG 4 fois en 10 mois, la présence d'anticorps anti-
PMSG mériterait donc peut-étre d'étre vérifiée.

E. FACTEURS POQUVANT EXPLIQUER LA VARIABILITE DES
RESULTATS OBTENUS,

La PMSG a une trés longue demi-vie; elle pourait donc provoquer une perte de
réceptivité et une désensibilisation des cellules ovariennes aux hormones gonadotropes et
principalement a la LH (Gosling et al, 1979). Il s'ensuivrait un manque de lutéinisation
des cellules et l'environnement hormonal ne serait plus favorable a la survie et au
développement des embryons. Les expériences qui diminuent le temps d'action de la
PMSG par injection d'anticorps contre la PMSG améliorent les résultats de
superovulation (Dhont et al, 1978, cités par Gosling et al, 1979).

Plusieurs composés agissant directement ou indirectement sur l'ovaire ont été
identifiés dans le fluide folliculaire : anti-aromatizing protein (Di Zerega et al, 1982),
follicular growth inhibitor (Cahill et al, 1984), inhibine (Tsonis et al, 1983).
L'hypersensibilité a quelques-unes de ces cybernines pourrait expliquer la réponse
décroissante a des traitements superovulatoires répétés (Hulet et Foote, 1969, cités par
Driancourt, 1987).

La qualité des lots de production de PMSG pourrait étre inégale mais Quilliardsen
et al (cités par Steward et al, 1976) ont montré que le taux d'ovulation induit par la PMSG
ne varie pas entre lots.

E. AUTRES FACTEURS

La corrélation entre le taux plasmatique de P4 et les TO corespondant est positive.
Nous pouvons donc admettre, en accord avec Cahill et al (1981) que plus la brebis
présente un TO é€levé, plus le taux de P4 circulant est important.

Au vu des résultats moyens de la progestéronémie, comme a l'observation des
droites de régression une tendance semble se dessiner pour des taux de P4 d'autant plus
importants que 1'on est proche de la pleine saison de reproduction. Mais l'analyse
statistique ne nous permet pas d'affirmer que 1'activité du corps jaune varie avec la saison.
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L'inconvénient majeur des techniques d'induction de l'ovulation est que le cycle
induit n'est pas suivi d'autres si la femelle se trouve en dehors de la saison de
reproduction. Il est donc généralement impossible de profiter d'un éventuel retour en
chaleurs. Nous avons cependant observé des pourcentages de retour en cycle non
négligeables en janvier et juillet et supérieurs avec 800 UI (71 % en juillet et 57 % en
janvier) qu'avec 500 UI (57 et 50 % respectivement).

Allison (1974) observe une relation évidente et positive entre le poids vif des
brebis et le taux d'ovulation. Cette relation n'a pas €té mise en évidence dans notre
expérience : les coéfficients de corrélation obtenus sont faibles, négatifs et non
significatifs pour les quatre périodes envisagées. L'injection de PMSG se faisant en
intramusculaire, le produit injectés se repand dans la masse corporelle et il se pourrait que
plus une brebis a un poids vif élevé, plus le produit est dilué; il se retouverait donc en
concentration moins importante dans le sang que dans le cas d'une brebis moins grosse
qui regoit une méme dose de PMSG. Ceci n'est en fait qu'une hypothése et n'a pas été
prouvé, mais il est intéressant de voir que les ovulations multiples ont été souvent
enregistrées chez les femelles les plus 1égeres.

11 apparait clairement que se sont les brebis les plus 4gées qui donnent les meilleurs
résultats, en raison de I'évolution bien connue selon 1'dge mais probablement aussi parce
que on ne garde une brebis jusqu'a un dge avancé que si ses performances sont bonnes.
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CHAPITRE V : CONCLUSIONS.




L'objectif de ce travail a été de déterminer, en fonction de la saison de
reproduction, les effets de deux doses de PMSG (500 et 800 UI) sur I'efficacité de
l'induction et de la synchronisation des cycles, sur le moment de 1'ovulation et sur le taux
d'ovulation chez la brebis Suffolk. Le traitement hormonal tel qu'il est classiquement
recommandé n'a pas donné les résultats escomptés, surtout en dehors de la saison de
reproduction.

Le nombre de follicules présents sur l'ovaire est généralement, et pendant toute
I'année, supérieur avec 500 UI qu'avec 800 UL

Les doses que nous avons utilisées ne nous ont pas permis de mettre en évidence
l'effet superovulatoire de la PMSG.

Méme avec des doses élevées de PMSG, il peut exister un réel probléme
d'induction des ovulations apres des traitements aux progestagenes.

Les effets de la dose de PMSG sont variables et différents selon les saisons. Une
dose élevée parait entrainer une dispersion des ovulations.

Pour I'ensemble de l'expérience on peut estimer que les brebis ont en moyenne
ovulé 58 a 63 heures apres le retrait de I'éponge. Cependant la variabilité individuelle est
trés grande.

La période d'octobre est la plus propice a l'action des progestagénes et de la
PMSG et celle d'avril est la plus défavorable. En janvier I'induction des ovulations est
bonnes mais le taux d'ovulation est médiocre alors qu'en juillet un bon taux d'ovulation
n'est pas accompagné d'un pourcentage élevé de réponses

Nous avons observé des pourcentages de retour en cycle non négligeables et
supérieurs avec 800 UI (71.4% en juillet et 57% en janvier) contre 57% et 50% avec 500
UI.

Nous avons établi que plus la brebis présente un taux d'ovulation élevé plus le
taux de progestérone circulant est important, ce qui est certainement en relation avec le
nombre de corps jaune actifs.
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Aucune relation n'a été mise en évidence entre le poids vifs des animaux et leur
TO, mais une relation apparait en octobre entre 1'dge des brebis et leur TO : les plus dgées
donnent les meilleurs résultats.
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- CHAPITRE VI : PERSPECTIVES DE RECHERCHES
‘ POUR L'AVENIR.



Les résultats que nous avons obtenus montrent que les techniques de
synchronisation et d'induction de 1'ovulation, classiques et préconisées dans la littérature
ne sont guere satisfaisantes lorsqu'elles sont appliquées a des brebis de race Suffolk. Des
recherches pourraient encore €tre entreprises pour mettre au point une technique plus
performante :

Dans un premier temps, il serait utile de définir avec plus de précision la période
d'activité sexuelle de la brebis Suffolk et notamment de déterminer la relation exacte entre
l'apparition du comportement d'oestrus et l'ovulation.

I1 faut aussi choisir avec précision le traitement optimum (type d'éponge, dose et
moment de l'injection de PMSG) en fonction de la saison, de la race et du poids de la
brebis.

Ensuite il serait intéressant de tester des techniques plus sophistiquées comme de
placer des implants de mélatonine pour provoquer un réveil du syst¢me reproducteur
préalable a la synchronisation des ovulations.

I1 semble aussi indispensable de faire des recherches a un niveau plus fondamental
: culture in vitro de follicules prélevés a différents moment et soumis a des stimulations
standardisées de PMSG.
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ANNEXES.




ANNEXE 1 : Population folliculaire observée lors des endoscopies de juillet.

N°brebis PMSG  PF MF GF - IGE “CICQ¥ - OV

(UD
9 500 6 0 0 1 0 2
25 500 28 2 0 0 0 0
42 500 7 3 6 1 0 0
47 500 7 0 1 0 0 1
48 500 8 3 0 2 0 0
51 500 15 1 0 0 0 2
69 500 11 7 0 2 0 0
70 500 17 0 1 0 0 0
74 500 6 2 1 1 0 1
76 500 5 11 2 2 0 2
Moyennes 11 2.9 14 4
P | 800 7 7 ? 1 0 0
37 800 4 1 1 0 0 0
55 800 6 18 1 1 0 0
58 800 ? i 3 0 2 2
63 800 2 13 0 0 0 2
64 800 3 12 0 0 0 2
86 800 0 5 3 1 0 2
89 800 12 8 2 1 0 3
92 800 0 0 0 0 0 3
103 800 5 5 0 1 0 0
Moyennes 4 Vol 1 P

PF = petit follicule; MF = moyen follicule; GF = gros follicule; TGF = trés gros follicule;
CICOV = cicatrice d'ovulation; OV = ovulation.




ANNEXE 2 : Population folliculaire observée chez les brebis lors des endoscopies
d'octobre.

N°brebis PMSG PF MF GE. - TGEF: CICOV OV TOTALOV
(U

27 500 1 s ? 2 0 0 0
7 500 18 3 0 0 3 0 3
55 500 33 2 1 0 0 1 1
58 500 6 0 8 0 4 0 4
63 500 7 11 0 0 0 1 1
64 500 3 6 0 0 2 1 ;.
103 500 19 9 0 0 0 1 1
Moyennes igs 5.2 1.5 .28
9 800 5 1 1 1 0 2 2
25 800 8 6 0 0 1 1 2
42 800 ? 4 0 1 0 0 0
47 800 9 5 0 0 1 0 1
48 800 . 1 0 0 0 2 2
51 800 3 3 1 0 2 0 2
69 800 ? ? ? ? 2 0 0
76 800 0 ? 3 1 0 0 0
Moyennes 4.6 357 .6 4

PF = petit follicule; MF = moyen follicule; GF = gros follicule; TGF = trés gros follicule;
CICOV = cicatrice d'ovulation; OV = ovulation.




ANNEXE 3 : Population folliculaire observée lors des endoscopies de janvier

N°Brebis PMSG PF MF GE 7 IGF - TGOV . OV

(UD
25 500 8 3 0 1 0 1
42 500 8 3 0 0 0 0
48 500 9 4 2 0 0 1
70 500 11 0 0 0 0 1
76 500 8 ¥ 2 0 0 1
90 500 5 1 1 0 0 1
Moyennes 8.3 2.2 8 .16 0
27 800 10 2 0 0 0 1
58 800 3 1 1 0 0 3
63 800 7 5 0 0 0 1
64 800 13 0 0 0 0 2
69 800 17 3 0 0 0 0
103 800 15 1 1 0 0 1
108 800 9 0 3 0 0 0
16 800 0 0 0 0 0 0
Moyennes 9257 L35 .6 0 0

~

PF = petit follicule; MF = moyen follicule; GF = gros follicule; TGF = trés gros follicule;
CICOV = cicatrice d'ovulation; OV = ovulation.




ANNEXE 4 : Population folliculaire observée chez chaque brebis lors des endoscopies
d'avril.

N°Brebis PMSG PF  MF GF TGF CICOV OV
(UD

25 500 10 5 0 0 0 0
27 500 6 3 0 0 0 0
48 500 10 - 0 *) 0 0
51 500 13 - 0 0 0 1
58 500 13 5 0 1 0 0
63 500 9 6 0 0 0 0
76 500 14 6 0 0 0 0
83 500 16 3 0 0 0 0
86 500 17 2 1 1 0 0
89 500 11 6 0 1 0 0
Moyennes 5 1 b
37 800 8 4 1 0 0 0
42 800 10 5 1 0 0 0
64 800 6 6 0 0 0 1
69 800 10 2 1 1 0 1
70 800 15 8 0 0 0 1
74 800 12 3 0 0 0 0
90 800 15 4 0 1 0 0
92 800 0 2 3 0 0 0
103 800 4 4 0 1 0 0
108 800 10 2 0 0 0 1
Moyennes 9 4 .6 o

PF = petit follicule; MF = moyen follicule; GF = gros follicule; TGF = trés gros follicule;
CICOV = cicatrice d'ovulation; OV = ovulation.



ANNEXE 5 : Relation entre le taux de progestérone (P4) et le taux d'ovulation (TO)

P4 (ng/ml)

P4 (ng/ml)

P4 ( ng/ml)

juillet

B P4 (ng/ml)

y =0,7845 + 0,475x R =0,52

TO

janvier

8 P4 (ng/ml)

y =0,9956 + 0,4692x R = 0,45

0 . ’ . . )
0 1 2 3 4
TO
octobre
; o}
o]
a y = 1,0362 + 0,496x R =0,76
25 a P4 (ng/ml)
o]
(o) B
o]
1 ! 1 T T
0 1 2 3 4 5

TO



ANNEXE 6 : Relation entre le taux d'ovulation et le poids.

juillet

y = 4,5086 - 0,0463x R = 0,32

3 4 om

o
b a TO
50 60 70 80 90 100
POIDS (kg)
octobre
5
y = 1,8429 - 0,0047x R =0,03
4 -
3 4 [0}
o
R B TO
2 OO0 oo
19 -] a a
0 ‘I_n L} m L] 'n
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janvier
4
y =2,9228 - 0,0293x R = 0,30
3 1 o]
3 2 4 o B TO
14 o g oa
0 - DO— ¥ O— o
50 60 70 80 90
POIDS (kg)
avril
2
y =0,9456 - 0,0098x R =0,19
E 14 m o -1 » TO
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