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L’extraordinaire diversité taxonomique de la famille des cervidés se caractérise par
des différences marquées entre les especes (répartitions géographiques, morphologies ou
encore carctéristique de la physiologie de la reproduction). La préservation de cette diversité
repose aujourd’hui sur la réalisation de programmes conservatoires qui nécessitent d’appro-
fondir nos connaissances de la physiologie de la reproduction de ces ruminants sauvages.

De par le monde, le nombre d’espe-
ces de mammiféres menacées d’extinc-
tion est en augmentation. La diminu-
tion de populations dans le milieu natu-
rel résulte souvent d’activités humaines
entrainant la modification de I’écosys-
téeme (Ceballos et Ehrlich 2002).
L’industrialisation, 1’agriculture inten-
sive, le braconnage, les pollutions ou
encore les guerres sont autant de fac-
teurs favorisant I’extinction d’especes.
L’extraordinaire diversité de la famille
des cervidés est directement touchée
par ce phénomeéne. Parmi la quarantai-
ne d’espéces que comptent les cervidés,
plus d’une trentaine de sous-espéces
(sur un total de prés de 200) figurent
sur la liste rouge des animaux menacés
d’extinction de I’ IUCN ou Internatio-
nal Union for Conservation of Nature
and Natural Resources (tableau 1). Les
cerfs sika de Formose (Cervus nippon
taiouanus), du Viét-Nam (Cervus nip-
pon pseudaxis), le cerf de Duvaucel
(Cervus duvaucelii) ou encore le daim
de Mésopotamie (Dama dama mesopo-
tamica) figurent parmi les plus mena-
cés. Certains cervidés, comme le cerf
du Pére David (Elaphurus davidianus),
ont totalement disparu de leur habitat
naturel et leur sauvegarde ne dépend
plus que de programmes conservatoires
ex situ, menés, pour la plupart, dans des
parcs zoologiques. Les faibles effectifs
de géniteurs, la consanguinité, la faible
prolificité ou I’inadéquation des condi-
tions de vie en captivité sont souvent un
obstacle a I’obtention de descendants.

Chez les mammifeéres domestiques,
les nombreuses recherches dans le
domaine du controle et de la conduite
de la reproduction ont permis I’acqui-
sition de connaissances et le dévelop-
pement d’outils biotechnologiques
performants, notamment chez les
ovins et caprins (Chemineau et al

1999). Chez les cervidés, la cryocon-
servation de gametes, la superovula-
tion, I’insémination artificielle (IA),
la fécondation in vitro (FIV) et le
transfert d’embryons permettraient
I’augmentation des effectifs a partir
d’un faible nombre de géniteurs. La
constitution de banques cryogéniques

Tableau 1. Répartition des sous especes menacées d'extinction au sein de la famille

des cervidés (sources IUCN 2000).

N Nombre de sous-
ombre .
Nombre ; especes
Genre . de sous-espéces )
d’espéces o menacées
(dont éteintes) o
d’extinction

Alces 1 6 1
Axis 4 4 3
Blastocerus 1 - 1
Capreolus 1 3 -
Cervus 9 65 (2) 20
Dama 1 2 1
Elaphodus 1 3 -
Elaphurus 1 - 1
Hippocamelus 2 - 1
Hydropotes 1 2 2
Mazama 4 26 1
Moschus 3 4 -
Muntiacus 5 17 1
Odocoileus 2 49 3
Ozotoceros 1 3 3
Pudu 2 2 2
Rangifer 1 9 (2) 1

40 195 (4) 41
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de gamétes et d’embryons, en plus de
son aspect conservatoire, faciliterait
les échanges de matériels génétiques
entre les différents sites de conserva-
tion ex situ et diminuerait ainsi le
phénoméne de consanguinité. Pour
développer des programmes conser-
vatoires basés sur ces techniques chez
les cervidés, il conviendrait d’amélio-
rer les connaissances fondamentales
de la physiologie de la reproduction
afin d’adapter les techniques de pro-
création assistée déja utilisées avec
succes pour les mammiféres domes-
tiques. Depuis une trentaine d’an-
nées, suite a 1’essor de 1’¢levage de
daims et de cerfs ¢élaphe (en
Nouvelle-Z¢élande notamment), de
nombreux travaux de recherches ont
porté sur la caractérisation de la
physiologie de la reproduction des
cervidés et plus récemment sur la
mise au point et [’utilisation des
méthodes de procréation assistée. Ils
concernent le plus souvent le cerf éla-
phe ou cerf rouge (Cervus elaphus),
le cerf de Virginie (Odocoileus virgi-
nianus), le Wapiti (Cervus canaden-
sis) ou encore le daim (Dama dama).
Trois difficultés majeures se présen-
tent dans I’application des outils bio-
technologiques chez les cervidés. La
premiére est liée au fait que la plupart
des cervidés présentent un cycle sai-
sonnier trés marqué de leur fonction
de reproduction, avec une période
d’inactivité sexuelle profonde. La
conduite de protocoles d’assistance a
la procréation en dehors de la saison
sexuelle a de ce fait peu de chances
de succes. De plus, la trés grande
diversité de la famille des cervidés ne
se limite pas a une diversité taxono-
mique ou de répartition géographique
mais concerne également les caracté-
ristiques de la physiologie de la
reproduction. Enfin le caractére sau-
vage de ces animaux rend leurs mani-
pulations extrémement difficiles
voire dangereuses pour les expéri-
mentateurs comme pour les animaux
eux-mémes. Le stress associé ne doit
pas étre négligé car il peut étre la
cause d’échecs (Asher et al 1996b,
Carragher et al 1997).

Dans cette revue bibliographique,
nous traiterons des caractéristiques
générales de la fonction de reproduc-
tion chez les cervidés et notamment
de I’aspect saisonnier de cette repro-
duction. Nous traiterons également de
I’avancée des connaissances concer-
nant les méthodes de procréation
assistée appliquées a ces espéces sau-
vages.
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1 / Caractéristiques de la
fonction de reproduction
des cervidés

1.1 / Aspects saisonniers : géné-
ralités

Comme de nombreux mammiféres
originaires des zones tempérées, la plu-
part des cervidés présentent un caracte-
re trés saisonné de leur fonction de
reproduction qui se traduit par une
alternance entre des périodes d’activité
et d’inactivité sexuelles, dictée par les
rythmes photopériodiques (variation de
la durée du jour). Sous nos latitudes, la
période du rut ainsi que le maximum de
fertilité sont généralement observés en
automne (septembre-octobre) pendant
les jours courts et sur une trés courte
période (Lincoln 1971, Lincoln 1998).
Dans le cas du cerf élaphe, la période
d’accouplement ne dépasse pas trois
semaines. Ainsi, compte tenu de la
durée de gestation, les naissances ont
lieu au printemps, période favorable a
la croissance des jeunes. Au contraire,
la mise en sommeil de la fonction de
reproduction empéche la conception de
jeunes dont les naissances intervien-
draient dans une période défavorable.

Chez les mammiféres, le signal
photopériodique doit cheminer depuis
I’ceil vers les gonades et son intégration
fait intervenir des mécanismes com-
plexes, impliquant les systémes ner-
veux et endocrinien (Malpaux et al
1996). Le signal lumineux est percu par
la rétine puis transmis par voie nerveu-
se vers les noyaux supra-chiasma-
tiques, les noyaux hypothalamiques
paraventriculaires et les ganglions cer-
vicaux supérieurs. Le signal atteint
ensuite la glande pinéale qui secréte la
mélatonine. Chez les ovins et caprins,
la mélatonine est secrétée pendant la
nuit alors que les niveaux diurnes sont
faibles (Arendt 1986). Ainsi, la durée
quotidienne (durée de présence), I’am-
plitude (différence entre niveaux diur-
nes et nocturnes) et la phase (moment
de présence) de sécrétion de mélatoni-
ne sont modifiées au cours de ’année
suite aux variations de la durée du jour
et sont susceptibles de réguler la fonc-
tion de reproduction en agissant au
niveau central sur activité de 1’axe
hypothalamo-hypohysaire. Chez les
ovins, comme chez le cerf élaphe, des
sites spécifiques de liaison de la méla-
tonine ont été identifiés dans la pars
tuberalis, au niveau des colliculus
supérieurs, des plexus choroides et
dans I’hippocampe (Lincoln 1998).

Chez le cerf élaphe, la pars distalis est
également un site de liaison spécifique
(Williams et al 1996). Toutefois, les
structures précises et les mécanismes
impliqués dans le contréle de la saison-
nalité restent a déterminer. Il semble
que la mélatonine agisse au niveau de
I’hypothalamus medio basal sur les
sécrétions pulsatiles de GnRH (Gona-
dotropin Releasing Hormone). Ainsi les
sécrétions en hormones sexuelles ou
hormones gonadotropes LH et FSH
(Luteinizing and Follicle Stimulating
Hormone) sont elles modifiées par la
mélatonine au cours de 1’année via le
GnRH. Les variations de sécrétions
d’hormones gonadotropes ont pour
conséquence de moduler I’activité des
gonades (ovaires et testicules).

1.2 / La fonction de reproduc-
tion chez le méale

Chez le bélier ou le bouc sous nos
latitudes, des variations saisonniéres du
poids et volume testiculaire ainsi que
de production spermatique quotidienne
sont observées. Ainsi, la production
spermatique quotidienne chez le bélier
Ile-de-France est quatre fois plus éle-
vée en automne qu’au printemps
(Dacheux et al 1981). Chez les cervidés
originaires des zones tempérées (cerf
¢laphe, daim, chevreuil notamment)
ces variations prennent des proportions
plus importantes que celles décrites
chez les animaux domestiques. Nous
traiterons ici du cas général et nous ver-
rons que la variété des répartitions géo-
graphiques et des stratégies évolutives
ont généré un certain nombre d’excep-
tions, avec des especes au profil repro-
ductif particulier.

a) Activité sexuelle

Chez les cervidés originaires des
zones tempérées, il est possible d’ob-
server des cycles annuels de pousse des
bois ainsi que des variations de volume
testiculaire et de testostéronémie.
L’association de ces cycles chez le
daim d’Europe et le chevreuil adulte
sont représentés dans la figure 1. Sous
nos latitudes, la période du rut se situe
en juillet-aolt pour le chevreuil, sep-
tembre-octobre pour les cerfs élaphe et
sika et en octobre-novembre pour le
daim (sika : Hamasaki et al 2001, Ka-
meyama ef a/ 2002, daim : Gosch et
Fischer 1989). Le volume testiculaire,
les concentrations de testostérone plas-
matique et de spermatozoides dans 1’¢-
jaculat ainsi que la proportion de sper-
matozoides normaux augmentent forte-
ment dans la période qui précéde le rut
et atteignent un maximum durant celui-
ci (figure 1). La fertilit¢ des males est
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Figure 1. Comparaison de l'influence de la durée du jour sur la pousse des bois, le
volume testiculaire, la testostéronémie, la quantité et la morphologie des spermatozoi-
des entre le daim d’Europe et le chevreuil (adapté de Gosch et Fischer 1989 et de

Goeritz et al 2003).
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alors remarquable puisque dans les éle-
vages, il n’est pas rare de voir utiliser
un male pour saillir plus d’une cinquan-
taine de biches sur une période ne
dépassant pas trois semaines avec un
taux de mise bas au printemps de 1’or-
dre de 90 %. Dans la période qui suit le
rut, les différents paramétres précités
diminuent plus ou moins progressive-
ment jusqu’au printemps. Chez le che-
vreuil, il est a noter que les types d’ano-
malies observés sur les spermatozoides
différent en proportions au cours de la
saison sexuelle. Les anomalies prédo-
minantes concernent la téte en début de
saison sexuelle et le flagelle en fin de
saison (Goeritz et al 2003). La taille
testiculaire fait 1’objet d’une régression
spectaculaire puisqu’elle est prés de
4 fois moins importante au printemps
au moment de la chute des bois que lors
du rut (élaphe : Hochereau-de Reviers et
Lincoln 1978). Chez I’élaphe, le daim
ou le chevreuil, la production sper-
matique chute jusqu’a une aspermie
compléte pendant la phase de repousse
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des bois (¢élaphe : Haigh et al 1984,
daim : Gosch et Fischer 1989, Asher et
al 1996, chevreuil : Goeritz et al
2003). L’aspermie observée est assez
caractéristique des cervidés, proposant
un modele intéressant pour 1’étude des
mécanismes hormonaux de la régula-
tion de la spermatogenése. Chez le che-
vreuil, ni spermatides ni spermatocytes
ne peuvent étre observés en dehors de
la période allant d’avril a octobre
(Schon et al 2004). La production de
spermatozoides semble donc cesser en
dehors de cette fenétre d’activité
sexuelle. Par contre, le nombre total de
spermatogonies (Al a A4) par testicule
ainsi que leur proportion relative sem-
blent augmenter durant les mois de
novembre et de décembre (Roelants et
al 2002). Ceci suggere que pendant la
période de quiescence, les divisions
continuent a un niveau suffisant pour
permettre I’accumulation de spermato-
gonies pendant 1’hiver, qui seront a la
source de I’intense production de sper-
matocytes au printemps suivant.

b) Hormones gonadotropes

Chez le daim, des différences nota-
bles de concentration et de pulsatilité
de LH peuvent étre observées au cours
de I’année et plus particulierement
durant la transition de la phase d’inac-
tivité vers la phase d’activité sexuelle
(Asher et al 1989a, Asher et Peterson
1991). Les niveaux de LH sont trés fai-
bles du mois de décembre au mois de
juin et €levés de juillet a octobre. La
pulsatilité de LH augmente de 0-2 pul-
ses / 24 h a environ 5-7 pulses / 24 h
entre les mois de juillet et aolt. En sep-
tembre et octobre, bien que la pulsatili-
té de LH diminue (0-1 pulse par 24 h)
les concentrations restent ¢levées et les
niveaux de testostérone sont alors for-
tement augmentés. Chez le male castré,
la sécrétion pulsatile de LH est égale-
ment plus élevée durant la transition
vers la phase d’activité sexuelle. Les
concentrations et la pulsatilit¢ de LH
observées chez les males castrés sont
toujours plus élevées que chez les
males entiers. Les modifications de
sécrétions d’hormones gonadotropes
semblent influencées par la saison
sexuelle de facon dépendante des sté-
roides testiculaires.

c) Contréle de la saisonnalité

L’influence de la photopériode sur le
cycle des bois et sur les variations hor-
monales associées a été clairement
démontrée chez le daim, le sika ou 1’¢é-
laphe puisqu’il est possible d’induire
des cycles inversés ou accélérés de
pousse de bois et de variations testicu-
laires au cours d’une méme année en
soumettant des males de ces espéces a
un régime photopériodique inversé ou
accéléré (Goss 1969a, Suttie et al 1989,
Rolf et Fischer 1996). Cependant, dans
certaines conditions d’accélération du
régime photopériodique, il est possible
d’observer un décalage du cycle des
bois, permettant chute, croissance et
minéralisation pendant la phase de
diminution de la durée du jour (Rolf et
Fischer 1996). Chez le cerf de virginie
(Odocoileus virginianus), la pinéalec-
tomie provoque une désynchronisation
du cycle d’activité sexuelle. En compa-
raison d’animaux témoins, un retard de
trois mois environ peut étre observé
dans les variations de diameétre scrotal,
la date de début de croissance, de miné-
ralisation et de chute des bois. Dans ce
cas, les variations de prolactine dans le
sang périphérique suivent un profil
identique au regard du cycle des bois
mais pas au regard de la photopériode
(Snyder et al 1983). De méme, 1’expo-
sition de cerfs sika a des jours longs ou
courts dont la durée est constante per-
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met la croissance et la chute de bois
mais a des intervalles irréguliers (Goss
1969b). Ainsi, chez les cervidés comme
chez les ovins, les variations photopé-
riodiques semblent permettre d’induire
et de synchroniser un rythme endogéne
de variation d’activité sexuelle via les
sécrétions de mélatonine par la glande
pinéale. Chez 1’¢élaphe, I’administration
d’implants de mélatonine a des males,
ayant subi ou non une ablation des gan-
glions cervicaux supérieurs au mois de
mai, permet la minéralisation précoce
des bois, signe de modifications des
sécrétions d’hormones gonadotropes.
Un rappel d’immunisation active
contre le GnRH, immédiatement apres
cette minéralisation précoce provoque
la chute des bois environ 30 jours plus
tard. Chez ces cervidés, il semble que le
principal mécanisme d’entrée en saison
sexuelle soit dépendant des variations
photopériodiques et de sécrétion de
mélatonine qui, a I’instar des caprins ou
ovins, modifieraient les sécrétions
d’hormones gonadotropes par action
sur le systeme a GnRH (Lincoln et al
1984).

Si le mécanisme d’entrée en saison
sexuelle a été relativement bien étudié
chez les cervidés, peu de données
concernent la transition vers la période
d’inactivité sexuelle. Il est probable
que les variations photopériodiques
(augmentation de la durée du jour)
soient responsables de ce phénomene.
Cependant, il est possible que d’autres
facteurs hormonaux tels que les hormo-
nes thyroidiennes puissent jouer un rle
important. En effet, chez la brebis ou le
bélier, la thyroidectomie abolit les
variations  saisonni¢res d’activité
sexuelle ou de sécrétions de LH
(Moenter et al 1991). Chez le male ¢la-
phe, en fin de saison sexuelle, une élé-
vation des concentrations d’hormones
thyroidiennes peut étre observée
(Loudon et al 1989, Shi et Barrell
1994). Chez I’¢laphe, la thyroidectomie
retarde la période de repos sexuel ou
empéche celle-ci d’avoir lieu. L’ad-
ministration quotidienne d’hormones
T4, permet de rétablir la régression tes-
ticulaire et la chute des bois. Il est tou-
tefois a noter que 1’administration pré-
coce de T4 ne permet pas d’avancer la
fin de la saison sexuelle (Shi et Barell
1994).

d) Les bois, un caractere sexuel
secondaire qui reflete les variations
d’activité sexuelle

Chez les cervidés, les bois sont un
caractére sexuel secondaire caractéris-
tique du male, exception faite pour le
renne (Rangifer tarandus) dont la
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femelle porte également des bois. Pour
ces femelles, le fait de porter des bois
est un avantage puisqu’elles les utili-
sent comme moyen de défense contre
les prédateurs (période coincidant avec
la gestation) mais également comme
outils pour atteindre leur nourriture
dans le sol gelé. Les bois sont des pro-
longements des os frontaux, ramifiés et
caducs. Chez les males et au moment
du rut, les bois sont utilisés dans les
combats engagés pour 1’établissement
d’une hiérarchie. Le bois de cerf est
une structure qui doit étre solide (jus-
qu’a 8 kg d’os compact chez 1’élaphe)
pour répondre a la violence des com-
bats et permettre ainsi aux males domi-
nants d’accéder a la reproduction. Il est
probable de ce point de vue qu’au cours
de I’évolution, la solidité des bois ait
été un critere sélectif déterminant. Le
cycle annuel des bois comprend des
phases de pousse (bois en velours), de
minéralisation (bois durs ou secs) et de
chute. Ces modifications influencent
les habitudes territoriales du male qui
préférera les zones de plaines lors de la
fragile phase de pousse des bois et les
sous-bois, apres la minéralisation.

Chez le cerf élaphe, lors de la pre-
miére année et au moment de la
puberté, se développent deux excrois-
sances depuis ’os frontal de la boite
cranienne : les pivots. L’age auquel
débute la croissance des pivots varie
entre le 5¢ et le 8¢ mois de vie. Il est
influencé par 1’¢tat nutritionnel de
I’animal (retardé en cas de restriction
alimentaire), mais semble également
dépendre de 1’entrainement photopé-
riodique (Suttie ef al 1984, Fennessy
et Suttie 1985, Suttie et al 1989,
Suttie et al 1991, Webster et al 1999).
Le développement des pivots est asso-
cié a ’augmentation du volume testi-
culaire et des niveaux de testostérone
plasmatique (Suttie et al 1984, Suttie
et al 1991). En effet, la castration du
male pré pubére empéche le dévelop-
pement des pivots qui peut alors étre
rétabli grace a I’administration de tes-
tostérone exogéne (Wislocki et al
1947). De méme, il est possible d’in-
duire la formation et la pousse de bois
chez la femelle par un apport de tes-
tostérone exogene (Li et a/ 2003). Si
la testostérone est nécessaire a la for-
mation des pivots, 1’administration
d’une forte dose exogéne inhibe la
croissance des bois (Goss 1968).
Durant cette phase de formation des
pivots, I’amplitude des pulses de LH
diminue quelque peu mais leur fré-
quence augmente (3,37 vs 7,67 pulses
/ 24 h) entrainant une hausse de la fré-
quence des pulses de testostérone et

donc une élévation importante des
niveaux plasmatiques (Lincoln 1971,
Suttie et al 1991).

Les premiers bois (dagues, non rami-
fiés et dépourvus de meules) débutent
leur pousse une fois les pivots formés
(9¢ mois). Ils sont recouverts du
velours, qui assure vascularisation et
protection. Apres 12 semaines de pous-
se, ils atteignent une taille moyenne de
40 cm (Fennessy et Suttie 1985).
Durant cette phase de croissance, on
observe une diminution des niveaux
plasmatiques moyens de testostérone
entrainée par la chute en fréquence et
amplitude des pulses de LH (7,67 vs
4,73 pulses / 24 h) (Suttie et al 1991).
La croissance du velours terminée, la
fréquence des pulses de LH double et la
testostéronémie augmente alors forte-
ment, provoquant le desséchement du
velours et sa minéralisation. Au
15° mois, les bois sont alors dits secs ou
durs et sont, en définitive, un tissu
osseux mort solidement rattaché au
pivot. Les bois durs sont donc le reflet
de IDactivité testiculaire, traduisant
I’augmentation de la testostéronémie
du fait de I’androgéno-dépendance de
leur minéralisation (Fennessy et Suttie
1985, Suttie et al 1984, Li et al 2003).
Signes de I’importance de la testostéro-
ne dans ce phénoméne, la minéralisa-
tion peut étre empéchée en procédant a
la castration du male qui conserve alors
des bois de velours (Wislocki et al
1947, Lincoln et Kay 1979). Si elle est
réalisée aprés la minéralisation, la cas-
tration provoque la chute des bois tan-
dis que I’administration de testostérone
permet leur maintien (Wislocki et al
1947). Dans ces deux cas, il est possi-
ble de rétablir respectivement la miné-
ralisation et le maintien des bois secs
par D’administration de testostérone
exogene (Wislocki et al 1947, Li et al
2003). Toutefois, il semble que d’au-
tres facteurs soient impliqués dans la
régulation de la croissance et de la
minéralisation des bois. Chez la femel-
le du renne, la testostérone d’origine
surrénalienne ne semble pas étre impli-
quée dans la régulation de la minérali-
sation des bois (Bubenik et al 1997).
D’autres stéroides sexuels ou facteurs
de croissances semblent pouvoir inter-
venir dans ce phénomeéne tels que 1’oes-
tradiol, 1’androstenedione ou I’'IGF1
(Insulin like Growth factor) (Goss
1968, Bubenik et al/ 1987, Lincoln et
Tyler 1999).

La chute des bois intervient normale-
ment au printemps, probablement sous
I’effet de la photopériode (augmenta-
tion de la durée du jour) et de facteurs
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nutritionnels entrainant une diminution
progressive de ’amplitude et de la fré-
quence des pulses de LH et de testosté-
rone. La résultante est une chute dra-
matique des niveaux de testostérone.
Durant prés de 2 semaines aprés la
chute des bois, il n’est pas possible
d’observer de pulses de LH ou de tes-
tostérone (Suttie et al 1992). Un nou-
veau cycle débute alors avec la crois-
sance de nouveaux bois de velours. Les
niveaux de testostérone sont faibles et
n’augmentent ensuite que trés progres-
sivement jusqu’a la minéralisation.

e) Cas particulier :
picales

especes subtro-

Les cervidés originaires des zones
subtropicales (20° S a 20° N) sont peu
saisonnés voir non saisonnés dans leur
habitat naturel et il est classiquement
admis que ces especes le restent une
fois placées dans des zones tempérées.
Mais en fait, plusieurs cas de figures se
présentent, traduisant des adaptations
différentes des espéces a leur environ-
nement et témoignant de I’extraordinai-
re diversité de la famille des cervidés.
Quelques exemples illustrent bien le
phénomene :

— Le cerf axis (Axis axis), qui n’est
pas saisonné dans son milieu d’origine
(Inde, Sri Lanka...), ne le devient pas
lorsqu’il est transporté sous des latitu-
des moyennes a élevées. En effet,
quelque soit la latitude, on observe une
répartition des mises bas des femelles
assez homogene sur I’année (Loudon et
Curlewis 1988). Individuellement, le
male présente des changements de
volume testiculaire et de testostéroné-
mie qui sont bien associés avec le cycle
des bois bien que ces variations soient
moins marquées que pour I’élaphe ou le
daim. Mais, contrairement aux espéces
originaires des zones tempérées, le syn-
chronisme du cycle des bois entre les
individus semble moins prononcé, y
compris sous des latitudes élevées
(51° N). De plus, il est possible de col-
lecter des spermatozoides motiles
quelque soit le stade du cycle des bois
y compris durant la période de repous-
se (Loudon et Curlewis 1988). Les
mémes auteurs ont suggéré qu’une
capacité de stockage de I’épididyme
pouvait expliquer le phénomeéne. Les
récents travaux de Willard et Randel,
bien que menés sous des latitudes
moins élevées (28-32° N) suggerent en
fait une spermatogenése continue
(Willard et Randel 2002). II est a noter
que dans [’étude de Loudon et
Curlewis, I’administration de mélatoni-
ne sous forme d’implants sous cutanés
a des males dont les bois étaient en
début de croissance (au mois de mai)

n’a eu aucun effet sur la croissance tes-
ticulaire ou sur le cycle des bois en
comparaison des témoins. Ceci suggére
que chez le cerf axis, I’entrainement
de I’activité de reproduction par la pho-
topériode et la mélatonine soit inexis-
tant.

— A D’instar du cerf axis, le cerf munt-
jac (genre Muntiacus) se reproduit
toute I’année. Les différentes sous-
especes sont principalement distribuées
au sud de la Chine, en Malaisie, au
Bangladesh ou dans les iles indonésien-
nes (Sumatra, Bornéo...). Une fois pla-
cés sous des latitudes élevées (52° N),
les males présentent un synchronisme
¢levé dans le cycle de pousse des bois
qui est assez similaire a ce qui est
observé chez I’élaphe. La castration
provoque également la chute des bois et
empéche la minéralisation des bois en
velours mais, chez le muntjac, les
variations saisonniéres du poids testi-
culaire ou de la testostéronémie sont
nettement moins marquées que chez
des espéces originaires des zones tem-
pérées. Comme pour le cerf axis, la
spermatogenése semble rester continue
(Chapman et Harris 1991).

— Le cerf d’Eld (espéce originaire
d’Indochine et de Chine du Sud) mon-
tre dans son milieu d’origine un saison-
nement trés marqué avec une réparti-
tion des mises bas en octobre-novem-
bre. Placé sous des latitudes élevées il
conserve ces périodes de reproduction :
le rut se déroule lorsque la durée du
jour augmente, a savoir en fin d’hiver
et au début du printemps avec des
mises bas de septembre a novembre.
Entre individus, le synchronisme du
cycle des bois est élevé et bien associé
a la taille testiculaire et a la testostéro-
némie (Monfort et al 1993b). Quelque
soit la saison, il est possible de trouver
des spermatozoides motiles dans les
¢jaculats puisque le cerf d’Eld ne sem-
ble pas présenter d’aspermatogenése
saisonnée. Par contre, on observe de
fortes variations dans la qualit¢ du
sperme produit avec une forte propor-
tion de spermatozoides anormaux en
automne (Montfort et al 1993b).

1.3 / La fonction de reproduc-
tion chez la femelle

a) Activité sexuelle

Comme nous avons pu le voir chez le
male, les femelles originaires des zones
tempérées présentent également un
cycle saisonnier marqué de leur fonc-
tion de reproduction. Chez la biche éla-
phe adulte, la période d’inactivité
sexuelle est caractérisée par un état d’a-
noestrus associé a une absence d’ovula-

tion. L’entrée en saison sexuelle se tra-
duit par une premiére ovulation silen-
cieuse en septembre-octobre (début
avril dans I’hémisphére Sud), suivie
d’un premier oestrus 8,7 jours plus tard,
synonyme d’une régression prématurée
du premier corps jaune ou cycle court
(Asher et al 2000a). Concernant le
moment du premier oestrus saisonnier,
un degré élevé de synchronisme peut
étre observé entre les femelles. Signe de
I’association de ce synchronisme et
d’une fertilité exceptionnelle, la plupart
des femelles sont fécondées au premier
oestrus puisque dans les élevages de
I’hémisphére Sud, 91,4 % des adultes
sont gestantes avec une date de concep-
tion antérieure au ler mai (soit le
1¢r novembre dans I’hémisphére Nord)
(Audige et al 1999). 11 est a noter que,
chez les bichettes, le moment du pre-
mier oestrus semble décalé¢ d’environ
trois semaines par rapport a celui des
adultes. D’une maniére générale, il est
tres difficile de mener des observations
du comportement d’oestrus chez les
cervidés. Plusieurs types de comporte-
ments peuvent étre observés durant la
séquence pré-copulatoire (Guinness et
al 1971). Le premier signe de venue en
chaleur chez la biche semble étre la
relative proximité du male qui se tient a
moins de 15 m de la femelle. D’aprés
Guinness et collaborateurs, le male
semble « garder » la femelle. Progres-
sivement, 1’intérét du male pour la
femelle augmente. La biche réagit aux
sollicitations du male par la fuite.
Lorsque la femelle se couche, le male
I’incite a se relever par des mouvements
de téte sur l’arriére main. Progres-
sivement, les réactions de fuite de la
femelle diminuent et la biche au lieu de
fuir, s’immobilise. L’accouplement suit
généralement immédiatement. La durée
de la période d’oestrus chez la biche
¢laphe est de I’ordre de 24 heures.

En absence d’accouplements, les
femelles sont polyo-oestriennes. Le
suivi de la progestéronémie montre que
les femelles peuvent présenter 5 a
10 cycles ovulatoires dont la durée
moyenne est d’environ 19 jours chez
I’¢élaphe (Guinness et al 1971, Asher et
al 2000, Garcia et al 2002). Par
ailleurs, il semble que la durée des
cycles puisse s’allonger au fur et a
mesure de leur succession (Guiness et
al 1971). Ainsi, chez la femelle ¢laphe
et sous nos latitudes, une succession de
cycles oestriens peut étre observée sur
une période allant de septembre a mars.
L’entrée en saison sexuelle se caractéri-
se par une augmentation discréte des
niveaux de progestérone (< 1 ng/ml)
suite a D’ovulation silencieuse. Les

INRA Productions Animales, Février 2005
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cycles qui suivent le premier oestrus
sont caractérisés par des niveaux
de progestérone élevés (> 3 ng/ml)
(figure 2a).

Entre les espéces, des variations du
moment du rut, de la durée et du nom-
bre de cycles ainsi que de la durée de
gestation peuvent étre observées
(tableau 2). Chez les femelles sika,
renne ou pere David, les durées de
cycles sont assez comparables a ce qui
peut étre observé chez I’¢laphe (sika :
Liu et al 2002, renne : Ropstad 2000,
pere David : Curlewis et al 1988).
Chez le daim, la femelle présente des
cycles quelque peu plus longs
(22,4 jours). La durée de la saison
sexuelle est influencée par 1’age des
femelles et peut varier de 65 a
135 jours, ce qui correspond a 3 ou
6 cycles par femelle (Asher 1985).

b) Croissance folliculaire

— Période d’activité sexuelle

Chez de nombreuses espéces de cervi-
dés, les femelles sont mono-ovulantes,
c’est-a-dire que pendant la saison et au
cours du cycle oestral, un seul follicule
dit dominant parvient a 1’ovulation.
Chez la biche élaphe, 1’étude de la crois-
sance folliculaire par suivi échogra-
phique proposée par Asher et collabora-
teurs montre qu’en saison sexuelle, la
taille moyenne de la population de folli-
cules varie quotidiennement au cours du

cycle mais que par contre, le nombre
total de follicules de plus de 3 mm de
diametre ne variait que de fagon discre-
te (1,8 a 3,4). Cette étude montre égale-
ment que sur une durée de cycle d’envi-
ron 19 jours, une a trois vagues d’émer-
gence et de disparition d’un plus gros
follicule (1 a 3 follicules dominants en
croissance selon les animaux) pouvaient
étre observées (figure 3a). Suite a la
régression ou ovulation de cet unique
gros follicule, de nouveaux follicules
émergent alors, suggérant un effet dit de
« dominance » de ce follicule (figure
3a). Les petits follicules (3 mm de dia-
metre) sont donc présents surtout en
début de cycle apres disparition (ovula-
tion) du précédent follicule dominant
(Asher et al 1997). La dynamique de la
croissance folliculaire semble similaire
chez la daine (Asher ef a/ 1999).

Les variations hormonales au cours
du cycle ont été bien caractérisées chez
la femelle du renne ou chez le daim et
sont similaires a ce qui peut étre obser-
vé chez la brebis (renne : Ropstad ef a/
1995, daim : Asher et al 1986, Asher et
al 1988, Asher et al 1990). Le cycle
oestral peut étre caractérisé par la suc-
cession d’une phase folliculaire qui
correspond au recrutement de follicules
jusqu’a l’ovulation et d’une phase
lutéale (lutéotrope et lutéolytique) qui
débute aprés 1’ovulation jusqu’a la
régression du corps jaune. La phase fol-
liculaire fait suite a la chute des
concentrations de progestérone, et est

Figure 2. (a) Suivi saisonnier de l'activité lutéale chez une biche élaphe par mesure de
progestérone sous une latitude élevée de I'hémisphere nord (adapté de Asher et al
2000). La fleche pleine désigne le moment de I'ovulation silencieuse. (b) Evolution des
taux plasmatiques de LH chez la biche élaphe ovariectomisée (o) et ovariectomisée et
supplémentée en oestradiol (o) (adapté de Meikle et Fisher 1996).
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associée a une « reprise » de croissan-
ce folliculaire. Au cours de cette phase
(environ 3 jours chez le renne), les
niveaux d’oestradiol augmentent sous
I’effet des gonadotrophines pour attein-
dre des valeurs maximales dans les
3 heures qui précedent le pic pré-ovula-
toire de LH (Ropstad et a/ 1995). Chez
la biche élaphe, les niveaux d’oestra-
diol plasmatiques peuvent atteindre
des valeurs trés élevées (moyenne
89 pg/ml) le jour de I’oestrus (Kelly et
al 1985). Chez la daine, ’augmentation
d’oestradiol qui précéde le moment de
I’oestrus n’est pas significative et les
valeurs maximales semblent atteintes
2 heures aprés ce dernier (Asher et al
1986).

Chez le cerf de Virginie dont la durée
de cycle est plus longue, cette augmen-
tation semble intervenir plus tot
(3-4 jours) vis-a-vis du moment d’oes-
trus (Plotka et al 1980). Il est a noter
que chez la daine, une forte augmenta-
tion des concentrations d’androsténe-
dione peut étre observée au moment de
I’oestrus reflétant probablement 1’in-
tensification de la stéroidogenese folli-
culaire sous I’effet de la LH (Asher et
al 1986). Chez la biche élaphe supplé-
mentée en progestérone par pose d’im-
plants intra-vaginaux de type CIDR
(Controlled Internal Drug Releasing,
0,3 g), il a été possible de caractériser la
phase folliculaire a différents moments
a partir du retrait de I'implant. Le
moment d’apparition du pic préovula-
toire intervient dans ce cas 44,5+ 6,6 h
apres le retrait de I’implant (McLeod et
al 2001a). Il semble dans ce cas que les
niveaux d’oestradiol dans le fluide fol-
liculaire, I’activité aromatase des cellu-
les de granulosa et leur production
d’AMPc (mesurée in vitro) augmentent
a partir du retrait du CIDR pour attein-
dre un maximum 24 h apres celui-ci et
diminuer ensuite (36 h).

La phase lutéale débute apres la rup-
ture folliculaire et est associée a une
¢élévation de la progestérone. Chez
I’élaphe, I’augmentation débute au
3-4¢jour apreés l'oestrus et atteint un
maximum au 10-16¢ jour (Asher et a/
1997). Chez les biches élaphe dont
I’oestrus est synchronisé, les niveaux
de progestérone chutent a des valeurs
inférieures a 1 ng/ml entre le 18¢ et le
25¢ jour suivant le retrait du traitement
progestagéne. Il est bien établi chez la
plupart des ruminants que les sécré-
tions endogénes de prostaglandines
produites essentiellement par 1’utérus
sont responsables de la lutéolyse en fin
de cycle non fécond. Ceci a pu étre
confirmé chez la daine, puisque 1’hys-
térectomie réalisée au 13¢ jour du cycle



Caractéristiques et maitrise de la fonction de reproduction chez les cervidés /9

Tableau 2. Origines géographiques et caractéristiques de reproduction de différentes especes ou sous-especes de cervidés.

Nom scientifique Oriai Durée d | Duré
Genre, espéces, ) nglr:_a Période du rut’ : reel,- fu cyc”e del uref i Références
sous-espéces géographique chez la femelle e la gestation
. . _ ' 18] 238-242 | Loudon et Curlewis 1988
Axis axis Inde peu saisonnée 19.3 2345 i Chapple ef al 1993
) 21 I Mylrea et al 1999
E o . .
Capreolus capreolus 'uro;.Je Juil-Aoat - 290-300 j* | Aitken 1974
et Asie Mineure
. . . De Vos 1982
Cervus elaphus scoticus Europe Sept-Oct 19] 231 Guiness ef af 1971
Birmanie,
Tenasserim Prescott 1987
Cervus eldi thamin . . Fév-Mars 21,5] 236-246 | Yuan et al 1998
et partie adjacente
. Montfort et al 1990
de la Thailande
Japon, archipels Bing-Tsan, Liu et al 2002
Cervus nippon adjacents, Corée, Oct-Nov 19 226-234 | Hamasaki et al 2001
Chine... Miura 1984
Europe . 229-234 | Gosch, Fischer 1989
Dama dama dama et Asie Mineure Oct-Nov 21-22] 234 | Asher et al 1985
- . ] N . ) Curlewis et al 1988
Elaphurus davidianus Chine Juil-Ao(t 19,5] 280-282 | Brinklow, Loudon 1993
Odocoileus virginianus Virginie Nov 28 200 j Plotka et al 1977a
virginianus et Etats adjacents
Rangifer tarandus Norvége et Russie|  Sept-Oct 19,4 ] 225235] | Ropstad 2000
farandus
Muntiacus reevesi Chme.ril_;,'ws;]d-ESt' peu saisonnée ? 210 Chapman et Harris 1991

! Sous des latitudes élevées de I'hémisphére nord.

* Espéce mono-oestrienne présentant une diapause et implantation embryonnaire différée.

abolit la cyclicité (Asher et al 1988).
Comme pour la vache ou la brebis, la
lutéolyse est associée (au 18¢ jour chez
la biche) a des pulses synchrones
d’ocytocine et de PGF2a. (Bainbridge
et al 1996, Bainbridge et Jabbour
1997). 1l est a noter que chez le daim, le
synchronisme des pulses d’ocytocine et
de PGF20o (mesurée par les niveaux des
métabolites de PGF20)) n’est pas aussi
évident (Asher ef al 1988). Chez 1’¢la-
phe, I’injection d’ocytocine exogéne
provoque la sécrétion de PGF2o (Flint
et al 1994) et celle d’un analogue de
PGF2a libére I’ocytocine (Flint et al
1991) suggérant I’existence d’un feed-
back positif. Ce rétrocontrdle positif est
activé en fin de cycle du fait de 1’aug-
mentation des niveaux d’oestradiol qui
entrainent une sensibilité plus élevée de
I’endométre a 1’ocytocine d’origine
ovarienne et/ou extra-ovarienne (Bain-
bridge et al 1996, Bainbridge et
Jabbour 1999). La progestérone et

I’oestradiol semblent intervenir au
niveau des cellules de ’endométre dans
la régulation de I’expression des récep-
teurs a I’ocytocine et par conséquent
moduler la sensibilit¢ du systeme au
cours du cycle (Spencer et Bazer 2004).

— Période de repos sexuel

Les observations faites en dehors de
la saison sexuelle chez la femelle wapi-
ti (Cervus elaphus canadensis) ont
confirmé des variations du nombre
total de follicules observés sur I’ovaire.
Des pics d’apparition et de disparition
de follicules suggérent une vague de
croissance folliculaire tous les 7 jours
associée a 1’émergence d’un follicule
dominant (McCorkell et al 2004). En
comparaison, avec ce qui peut é&tre
observé en saison sexuelle, le nombre
total de follicules n’est pas diminué
durant I’anoestrus (figure 3b). Par con-
tre, traduisant certainement les modifi-
cations des niveaux d’hormones gona-

dotropes, la durée de vie, la taille
moyenne ainsi que la taille maximale
atteinte par ces follicules sont sensible-
ment inférieures aux observations fai-
tes pendant la saison sexuelle (Asher et
al 1997, Mac Corkell et al 2004).

¢) Hormones gonadotropes

Comme nous 1’avons évoqué chez le
male, les variations d’activité sexuelle
résultent de changements de sécrétions
d’hormones gonadotropes. Les études
des mécanismes responsables de ces
variations d’activité ont été réalisées
principalement chez les femelles du
cerf ¢laphe et du daim.

Chez les biches ovariectomisées et
supplémentées ou non en oestradiol,
des différences importantes peuvent
étre observées en fonction de la période
de reproduction. La concentration de
LH est é¢levée durant la période des
jours courts et faible pendant les jours

INRA Productions Animales, Février 2005
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Figure 3. Profils de croissance folliculaire déterminés par suivi échographique des fol-
licules dominants (@ Am) ou subordonnés (ce) et niveaux de progestérone chez une
biche élaphe durant le mois de (a) décembre et (b) mai.

*Désigne la rupture du follicule (adapté de Asher et al 1997).
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longs et a plus forte raison en absence
d’oestradiol (Meikle et Fisher 1996).
La pulsatilit¢ de LH chez les femelles
ovariectomisées est significativement
réduite entre la période d’activité et de
repos sexuelle (4 vs 1 pulse/h respecti-
vement, figure 2b). De méme, I’ampli-
tude des pulses semble réduite
(Anderson et Barrell 1998a). 11 semble
que I’oestradiol exerce un effet inhibi-
teur sur la libération de LH (figure 2b).
La réponse a I’administration de 10 pg
de GnRH mesurée par les niveaux de
LH en saison sexuelle est supérieure a
celle observée en période d’anoestrus
chez ces femelles. Il est a noter que les

INRA Productions Animales, Février 2005

femelles ayant recu de 1’oestradiol pré-
sentent en saison sexuelle des concen-
trations de LH en réponse au GnRH
pres de 2 fois plus élevées par rapport
aux biches ovariectomisées (Meikle et
Fisher 1996). Aussi il semble que des
mécanismes a la fois dépendants et
indépendants des stéroides soient
impliqués dans les modifications sai-
sonniéres de sécrétion de LH.

d) Contréle de la saisonnalité

A T’instar de ce que nous avons déja
décrit chez le male, les variations d’ac-
tivit¢ sexuelle sont influencées par la
photopériode (Webster et Barrell

1985). Chez 1’¢laphe, il est par exem-
ple, possible d’avancer le moment du
premier oestrus d’un mois en soumet-
tant les femelles & une photopériode
courte (8 h de lumiére par jour) a partir
du solstice d’été. Un résultat identique
peut étre obtenu par administration de
mélatonine. Dans ces deux cas, les
niveaux de prolactine sont significati-
vement diminués en comparaison
d’animaux témoins et la mue du pelage
est avancée (Webster et Barell 1985).
Chez la daine, 1’administration de
mélatonine sous forme d’implants sous
cutanés en ¢été permet également
I’avancée de la saison sexuelle (Asher
et al 1988). 11 semble que I’entraine-
ment photopériodique chez les femelles
de cervidés soit assuré par des mécanis-
mes similaires a ceux décrits chez le
male.

Le role des hormones thyroidiennes
en fin de la saison sexuelle a ¢galement
fait I’objet d’études. Chez la femelle
¢laphe thyroidectomisée, un allonge-
ment de la durée de la saison sexuelle
peut étre observé. La supplémentation
en hormone T4 permet de rétablir une
durée d’activité sexuelle comparable
aux témoins. Comme nous 1’avons vu
plus haut, chez les femelles ovariecte-
misées supplémentées ou non en oes-
tradiol, les niveaux et la pulsatilité de
LH sont faibles en dehors de la saison
sexuelle. En présence d’oestradiol, des
profils de concentration de LH iden-
tiques peuvent étre observés entre les
femelles ayant subi une thyroidectomie
ou leur témoins. Par contre, en absence
d’oestradiol, les concentrations de LH
sont augmentées chez les femelles thy-
roidectomisées a la période correspon-
dant a la sortie de la saison sexuelle.
Ainsi les hormones thyroidiennes sem-
blent nécessaires a I’expression de pro-
fils de reproduction saisonniers (fin de
saison sexuelle) en exercant un effet
négatif sur les sécrétions de LH indé-
pendamment de ’oestradiol (Anderson
et Barrell 1998b).

e) Cas particulier : espéeces subtro-
picales

Chez les femelles du cerf axis (Axis
axis) placées sous des latitudes élevées,
la cyclicité est observée tout au long de
I’année. La durée moyenne des cycles
est de 18 jours (Mylrea et al/ 1999).
Pour cette espece, a I’instar de ce qui a
pu étre décrit chez le male, il semble
que le signal photopériodique n’in-
fluence pas la fonction de reproduction.

Dans son  milieu  d’origine
(Philippines, Indonésie, Chine du sud,
Birmanie, Inde...), le cerf sambar
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Figure 4. Comparaison du taux de crois-
sance feetal au cours de la gestation chez
I'élaphe (—) et chez la brebis portant
2 foetus (—-) (d’apres les données de
Robinson et al 1977, Adam et al 1988).
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(Cervus unicolor) se reproduit toute
I’année. Placée sous des latitudes éle-
vées, la femelle présente un nombre trés
variable de cycles dont la durée moyen-
ne est de 17 jours (Asher et al 1997). Si,
chez la biche élaphe, les concentrations
de prolactine dans le sang périphérique,
montrent des variations annuelles mar-
quées avec augmentation et diminution
concomitantes des variations de la durée
du jour (Asher et al 2000a, Garcia et al
2002) il n’en est pas de méme chez la
femelle sambar (Asher et al 1997).
Etonnamment, en comparaison de ce qui
peut étre observé chez 1’¢élaphe, ou d’au-
tres especes originaires des zones sai-
sonnées ou non, les mesures de prolacti-
ne chez la femelle sambar sous des lati-
tudes élevées ne présentent pas de varia-
tions annuelles marquées. Alors que ces
variations annuelles sont fortes chez 1’é-
laphe (2 ng/ml en hiver et 120-
160 ng/ml en été), une augmentation
discrete peut étre observée chez le sam-
bar (< 2 ng/ml en hiver et 10 ng/ml en
été). Pourtant, la capacité de réponse a
I’injection de TRH (Thyrotropin
Releasing Hormone) sur la libération de
prolactine mesurée dans le sang périphé-
rique  semble  similaire  entre
les deux especes (Asher et al 1997). Ces
données pourraient traduire des diffé-
rences importantes de 1’intégration
du signal photopériodique pour cette
espece.

1.4 / Gestation

11 existe des variations relativement
importantes de la durée de gestation au

sein de la famille des cervidés
(tableau 2). La durée de gestation ob-
servée chez le chevreuil (de I’ordre de
300 jours) est un cas particulier puis-
qu’il s’agit d’une espéce présentant une
implantation embryonnaire différée.

a) Développement embryonnaire

Apres fécondation, I’embryon du cerf
¢laphe atteint le stade blastocyste éclos
vers le 8¢me jour et semble rester sphé-
rique au moins jusqu’au 11¢ jour
(Peterson et al 1997, Demmers et al
2000). Au 14¢ jour les embryons sont
toujours sphériques, localisés dans la
corne ipsilatérale a I’ovulation et com-
mencent leur expansion. Au 16 jour le
trophoblaste s’étend en direction de la
corne contra latérale, le disque
embryonnaire devient proéminent.
L’expansion du trophoblaste se pour-
suit formant un long filament de pres de
30 cm vers le 21-22¢ jour. C’est a ce
stade que I’accolement de 1I’embryon a
la paroi semble intervenir. Le tube neu-
ral est alors déja formé, restant ouvert a
ses deux extrémités et des somites peu-
vent étre visualisées. Le début de la
placentation peut étre observé avec la
formation des caroncules puis de
plaques trophoblastiques et enfin des
cotylédons (41¢ jour) (McMahon et al
1997). La placentation des cervidés est
de type synepitheliochoriale et oligoco-
tylédonaire puisque selon les especes,
le nombre moyen de cotylédons par
placenta se situe entre 4 et 6 (8 chez
I’élaphe), contrastant avec ce qui peut
étre observé chez les bovins, ovins ou
caprins dont le nombre est supérieur a

10 (Benirschke non publié). Chez I’¢la-
phe, le développement de 1I’embryon,
apprécié par la croissance foetale (gain
de poids du feetus, g/jour) au cours de
la gestation est trés inférieur a ce qui
peut étre observé chez la brebis (figu-
re 4). Dans le cas de la brebis mettant
bas 2 agneaux, la production feetale en
145 jours est de prés de 9 kg tandis que
chez la biche, elle n’est que de 7,5 kg
en 233 jours (Adam et al 1988). Le
gain de poids atteint au maximum
86 g/jour en fin de gestation chez la
biche contre 168, 217 ou méme 250
g/jour chez la brebis selon le nombre de
feetus (2, 3, ou 4 respectivement)
(Robinson et al 1977, Adam et al
1988). 11 est a noter que chez la biche,
le développement placentaire se pour-
suit tout au long de la gestation, attei-
gnant 7 g/jour a 1’approche de la partu-
rition. Le sexe influence significative-
ment le poids du feetus et du placenta
(Adam et al 1988). L’age des reproduc-
trices (figure 5) et leur distribution géo-
graphique (densité de population,
richesse des patures...) influencent la
fertilit¢ mais également le poids des
faons (Guinness et al 1978).

b) Modifications hormonales, corps
Jaune gestatif

Afin de permettre I’'implantation de
I’embryon (vers le 24¢ jour), il est
nécessaire que les niveaux de progesté-
rone demeurent élevés (hyperplasie de
I’endometre). Dans le cas de la gesta-
tion, les pulses synchrones de PGF2a
et d’ocytocine qui sont a I’origine de la
régression fonctionnelle du corps jaune

Figure 5. Influence de I'dge des biches sur la fertilité et le poids de mise bas des faons

(Guinness et al 1978).
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Figure 6. Représentation schématique illustrant la régulation hormonale de la lutéoly-
se par 'endometre en absence a) ou présence b) de signal embryonnaire chez la biche
élaphe. Chez la femelle du chevreuil, le corps jaune se maintient sans signal embryon-
naire. PGF2c: : prostaglandine F 2 o ; IFN-tau : interferon tau ; OTR : récepteur a I'o-

cytocine.
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(voir plus haut) ne sont pas observés en
fin de cycle (Bainbridge et Jabbour,
1997). Des mécanismes antilutéoly-
tiques permettant d’empécher la libéra-
tion de prostaglandines sont donc mis
en place, en réponse aux signaux
embryonnaires. Chez les ruminants,
des sécrétions d’interféron sont produi-
tes par le trophoblaste de fagon précoce
et transitoire. Ces molécules possédent
des propriétés antilutéolytiques, antivi-
rales, antiprolifératives et immunomo-
dulatrices qui sont nécessaires au main-
tien de la gestation (Demmers et al
2001). I semble qu’il en soit de méme
chez les cervidés puisque chez I’élaphe,
I’injection d’interféron de type 1, per-
met la suppression des pulses de
PGF2a en fin de cycle (Bainbridge et
Jabbour 1997, Bainbridge et al 1996).
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Par ailleurs, la séquence codante du
gene (obtenue a partir de blastocystes
chez I’¢laphe) a pu étre identifiée. Cette
derniére présente un fort pourcentage
d’identité en comparaison des séquen-
ces bovines (85 %) ou ovines (Dem-
mers et al 1999). L’activité¢ antivirale
est retrouvée chez les biches gestantes
deés le 20¢ jour dans I’environnement
I’utérin et dans des cultures (24 h)
d’embryons de 22 jours (Demmers et al
1999, Bainbridge et Jabbour 1999).
Selon toute vraisemblance, son expres-
sion doit étre relativement plus précoce
et concomitante de 1’allongement du
blastocyste (14¢ jour), comme le sug-
gere les données de Flint et collabora-
teurs (Flint et al 1997). Comme pour
les ovins ou les bovins, il semble en fait
que I’'IFN-tau agisse via des récepteurs

au niveau de I’endométre entrainant la
diminution de I’expression des récep-
teurs a I’ocytocine et par conséquent les
sécrétions endométriales de PGF2a
(Demmers et al 2000, 2001). La lutéo-
lyse est ainsi inhibée permettant le
maintien des sécrétions de proges-
térone et I’implantation embryonnaire
(figure 6).

Selon nos propres observations, les
niveaux de progestérone sont plus ou
moins constants pendant la gestation,
variant de 3 a plus de 8 ng/ml selon les
femelles élaphe (3 a 5 ng/ml selon Adam
et al 1985). Les niveaux de progestérone
ne diminuent que peu de temps avant la
parturition (Kelly ef al 1982, Adam et a/
1985). 1l est a noter que, selon les
auteurs, des différences importantes de
concentrations de progestérone peuvent
étre observées au sein d’une méme espe-
ce et pour les mémes états physiolo-
giques. A la lumicre de I’étude menée
chez le daim par Asher ef al (1989D), il
semble que ces différences puissent
s’expliquer par les sécrétions de la glan-
de corticosurrénale. En effet, I’injection
d’un analogue d’ACTH (Adrenal Cortex
Trophic Hormone) a des femelles impu-
béres ou pubéres, et ovariectomisées ou
non, provoque I’augmentation de 4 a
10 fois de la concentration de progesté-
rone périphérique. Il est donc probable
que le stress et les sécrétions coticosur-
rénaliennes associ¢es soient un facteur
important de variations de progestéro-
némie.

La contribution placentaire dans 1’¢-
tablissement de ces concentrations n’a
pu étre mise en évidence chez 1’élaphe
dans le premier tiers de la gestation. Il
semble que les sécrétions lutéales de
progestérone demeurent primordiales
pour le maintien de la gestation au
moins jusqu’au 75¢ jour (Asher et al
1996a). En effet, I’ovariectomie ou la
lutectomie réalisées au 30¢ jour de ges-
tation provoquent I’avortement dans les
dix jours qui suivent. Quand elles sont
réalisées au 75¢ jour, I’avortement a
également lieu mais peut étre légere-
ment retardé (jusqu’a 25 jours plus
tard). Une chute importante de proges-
téronémie est alors associée. L’in-
jection d’un analogue de prostaglandi-
ne (500 pg cloprostenol) ne provoque
pas systématiquement 1’avortement,
suggérant une inefficacité de cette
molécule dans la lutéolyse compléte du
corps jaune durant cette période. Chez
le cerf de Virginie, 1’ovariectomie
induit 1’avortement quelque soit le
stade de la gestation indiquant que la
progestérone lutéale est également pri-
mordiale pour le maintien de la gesta-
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tion chez cette espéce (Plotka et al
1982). Il n’en est pas de méme chez le
renne (Sjaastad et a/ 1990), ce qui sug-
gere que des différences importantes
dans les contributions lutéale, foeto-
placentaire ou corticosurrénalienne de
sécrétions de progestérone peuvent étre
observées entre les especes.

Des variations de concentrations
d’oestrogénes peuvent également étre
observées au cours de la gestation.
Aprés synchronisation de I’oestrus, les
niveaux d’oestradiol diminuent pour
atteindre des valeurs de I’ordre de 5 a
10 pg/ml entre 160-190 jours de gesta-
tion (Kelly et a/ 1982). Il en est de
méme chez des femelles témoins (non
gestantes, non cycliques). Il est proba-
ble que cette diminution refléte la bais-
se d’activité ovarienne, comme en
témoignent les faibles concentrations
de LH durant cette période. Par contre,
dans le cas des femelles gestantes, une
augmentation significative des concen-
trations plasmatiques d’oestradiol
(35 pg/ml) précede la parturition (Kelly
et al 1982). Des observations similaires
ont été reportées chez le cerf de
Virginie (Harder et Woolf 1976, Plotka
et al 1977b). Chez la brebis, les
concentrations plasmatiques de sulfate
d’oestrone augmentent a partir du
50¢ jour de gestation pour atteindre un
pic peu de temps avant la mise bas. Il
semble en étre de méme chez les cervi-
dés puisque chez le daim, les niveaux
semblent augmenter de fagon significa-
tive au 90¢ jour de la gestation (Willard
et al 1998). Chez le cerf d’Eld, les
concentrations urinaires des conjugués
d’oestrone varient également au cours
de la gestation. Elles augmentent tout
d’abord de fagon précoce avec un pic
entre la 29¢ et la 19¢ semaine qui préce-
de le terme. Un second pic, plus impor-
tant (40 fois les niveaux de base) peut
étre observé durant les 5 dernicres
semaines de la gestation (Monfort et al
1990). L’origine ovarienne ou foeto-
placentaire de ces sécrétions n’a pas été
déterminée chez les cervidés.

D’autres molécules sont exprimées
précocement et spécifiquement dans le
cas de la gestation. Chez la vache, la
PAG-I (Pregnancy-Associated Glyco-
protein) initialement dénommée PSPB
(Pregnancy-Specific Protein B) ou
encore PSP60 (Pregnancy Serum
Protein of 60 kDa) est une glycoprotéi-
ne synthétisée par les cellules binu-
cléées du trophoblaste. Plusieurs
variants moléculaires des transcrits
PAGs ont été identifiés chez les bovins
ovins ou caprins. Il semble que 1’ex-
pression de ces différentes formes varie

entre les cellules du placenta (trophec-
toderme / cellules binucléées) et dans le
temps (Green et a/ 2000). La fonction
précise des PAGs dont la structure est
apparentée a la famille des proteinases
a aspartate n’est pas connue (Xie et al
1997, Beckers et al 1999). Chez le cerf
de Virginie (Odocoileus virginianus),
9 séquences de transcrits de PAG ont
pu étre identifiées dans le placenta
(Vawter et a/ 2003, non publié). Si leur
fonction n’est pas connue, I’immuno-
réactivité de ces molécules peut étre
mesurée et permet le diagnostique pré-
coce de gestation. Elle est détectée des
le 24¢ jour chez la vache, et entre le 27°¢
et le 33¢ jour chez les cervidés (Willard
et al 1998). Le dosage des PAGs est un
complément précieux au diagnostique
de gestation par échographie et a pu
étre appliqué avec succes chez les cer-
vidés comme le daim (Willard et al
1998, Willard et al 1999), le cerf sika
(Willard et al 1996), ou encore le renne
(Vahtiala ef al 2004). Chez les cervidés,
les niveaux périphériques décelés sem-
blent toujours trés inférieurs a ce qui
peut étre observé chez les caprins,
ovins ou bovins. Bien que les PAGs
possédent une structure relativement
conservée chez les mammifeéres, il est
possible que I’immunoréactivité des
PAGs ou PSPB differe quelque peu
entre les espeéces (Huang et al 1999) et
que l’utilisation d’anticorps non spéci-
fiques puisse fausser les niveaux détec-
tés. De méme, I’expression temporelle
des molécules (expression précoce
notamment) peut étre différente d’une
espece a ’autre.

¢) Un cas particulier, le chevreuil

Le chevreuil se distingue de la majo-
rit¢ des cervidés originaires des zones
tempérées dans la mesure ou la période
du rut se situe en juillet et aolit. Durant
cette période, la chevrette (femelle du
chevreuil) ne présente qu’un cycle ovu-
latoire. L’ovulation est souvent multi-
ple puisque le nombre moyen de corps
jaunes par femelle s’éléve 2 2,13 +£ 0,13
(m £ SEM, n = 15 d’aprés Lambert et
al 2001), permettant la mise bas trés
fréquente de 2 voire 3 faons par femel-
le (1,8 en moyenne). Cette espéce est
par conséquent dite poly-ovulante
mono-oestrienne. L’administration de
mélatonine exogene sous forme d’im-
plants sous cutanés (du mois d’avril au
mois d’aolit) permet d’avancer le
moment de 1’ovulation de plus de
70 jours (45 jours apres la pose de 1’im-
plant) et est associée a une diminution
des niveaux de prolactine périphériques
(Sempere et al 1995). 1l semble que le
début de la saison de reproduction ait
lieu aprés que la femelle ait percu la

diminution de la durée du jour. A I’in-
verse de ce qui peut étre observé chez
la brebis, la chevrette n’est pas totale-
ment réfractaire aux jours longs
(Sempere et al 1995). En effet, I’expo-
sition a des jours longs depuis le solsti-
ce d’été n’empéche pas 1’ovulation
mais retarde son moment d’environ
46 jours (observé par mesure des
concentrations de progestérone). Il est
probable que le mécanisme d’entrée en
saison sexuelle, dépendant de I’entrai-
nement photopériodique, différe sensi-
blement chez la chevrette en comparai-
son de ce qui peut étre observé chez la
biche ¢laphe ou la daine.

Le moment de I’ovulation et donc de
la conception est nettement plus préco-
ce chez le chevreuil en comparaison
des autres especes de cervidés originai-
res des zones tempérées. En revanche,
I’existence d’un mécanisme de diapau-
se embryonnaire chez le chevreuil a
pour conséquence d’allonger la durée
de gestation et de rétablir une période
de mises bas proche de celle des autres
espéces (mai). Chez les mammiferes, la
diapause embryonnaire se caractérise
par un état de quiescence au stade blas-
tocyste. La chevrette est la seule femel-
le chez les artiodactyles pour laquelle
une implantation différée a pu étre mise
en évidence. Toutefois, chez la femelle
pére David, il est possible que des
mécanismes d’implantation ou de
développement différés existent car la
durée de gestation de cette espéce est
particuliérement longue (283 jours) en
comparaison des autres cervidés
(Brinklow et Loudon 1993).

Apres fécondation, le développement
embryonnaire cesse au stade blastocys-
te éclos une fois I’environnement utérin
atteint. Il semble que le blastocyste
n’ait aucune forme d’attachement avec
la muqueuse utérine (Aitken 1974). Le
blastocyste sphérique vit donc libre-
ment dans la lumiére utérine durant une
période d’environ 5 mois avant de
reprendre son développement (élonga-
tion) puis de s’implanter. Durant la vie
libre de I’embryon, le blastocyste est
dans un état de quiescence durant
lequel un taux faible de divisions cellu-
laires peut étre observé, permettant une
expansion trés progressive. L’index
mitotique est tres faible sur les échan-
tillons prélevés en décembre et semble
augmenter progressivement jusqu’a la
réactivation (0,14 a 1,67 % de cellules
en divisions) (Aitken 1981). Lors de la
réalisation de marquages de la réplica-
tion de ’ADN par incorporation de
BrdU (Bromo deoxy Uridine) aprés
incubation in vitro, une nette augmenta-
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tion du pourcentage de cellules mar-
quées peut étre observée sur des
embryons collectés d’octobre a janvier
(Lengwinat et Meyer 1996). Ce mar-
quage ne semble concerner que le tro-
phectoderme.

Les mécanismes de sortie de diapau-
se chez le chevreuil sont peu connus.
La coincidence de la reprise du déve-
loppement embryonnaire au moment
ou les jours commencent a s’allonger
laissait supposer que la photopériode
pouvait provoquer la réactivation.
Cependant, la date de mise bas d’une
femelle gestante soumise a un régime
photopériodique modifié ne semble pas
étre modifiée (Lincoln et Guinness
1972). Le corps jaune reste pleinement
actif et sécréte de la progestérone
durant la diapause. Les sécrétions sem-
blent augmenter au moment de 1’élon-
gation (Aitken 1974, Sempéré 1977). 1l
est a noter que chez les femelles non
gestantes, le corps jaune reste égale-
ment actif signe que son maintien sem-
ble indépendant d’un signal embryon-
naire (Lambert et al/ 2001). Si I’admi-
nistration de PGF2a exogene provoque
la lutéolyse (Sempéré et al 1992), I’ef-
fet de I’ocytocine sur les sécrétions uté-
rines de PGF2a n’a pu étre démontré
chez le chevreuil (Flint et al 1994). De
méme il semble que les sécrétions d’in-
terféron par le trophoblaste soient
inexistantes, et ce, quelque soit le stade
du développement de I’embryon (Flint
et al 1994). Chez les femelles gestan-
tes, 1’augmentation de progestérone
semble en fait résulter de I’implanta-
tion embryonnaire plutét que d’en étre
la cause, et I’origine lutéale ou placen-
taire des sécrétions responsables de
cette augmentation n’a pu étre détermi-
née. Néanmoins, ’augmentation des
niveaux de progestérone périphérique
décrite par Sempéré ou Aitken n’a pu
étre confirmée dans I’étude de Lambert
et collaborateurs (2001). Les niveaux
d’oestradiol ou de prolactine semblent
demeurer constants durant la diapause
et n’augmentent fortement qu’aprés
I’élongation ou I’implantation (respec-
tivement). Les niveaux d’cestradiol
plasmatiques durant 1’élongation sont
pres de 30 fois supérieurs a ceux obser-
vés durant la diapause (Lambert et a/
2001). De méme, les niveaux de PAG
(Pregnancy-Associated Glycoproteins)
ne sont décelables (avec des anticorps
dirigés contre les PAG ovines) qu’apres
I’implantation. II est possible que d’au-
tres facteurs secrétés par I’endometre
assurent la réactivation embryonnaire
mais de récentes données suggérent en
fait un role propre de I’embryon. La
syntheése de novo de protéines radio-
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marquées (incorporation de leucine tri-
tiée) est augmentée dans ’embryon en
sortie de diapause et plus tard dans
I’endométre, au stade d’élongation
(Lambert et al 2001). 1l est donc possi-
ble que la réactivation de 1’embryon
précede et déclenche celle de I’endo-
metre. Quoiqu’il en soit les mécanis-
mes d’entrée/sortie de diapause restent
a déterminer chez le chevreuil et leur
compréhension constitue un véritable
enjeu en vue d’améliorer la conserva-
tion d’embryons chez les ongulés.

2 / Maitrise de la fonction
de reproduction chez les
cervidés

2.1 / Aspect male : collecte et
caractéristiques de la semence

a) Semence éjaculée

Peu de travaux ont été effectués sur la
semence ¢jaculée du fait du caractére
sauvage des cervidés et de I’agressivité
des males durant la période sexuelle.
La collecte au vagin artificiel est cepen-
dant envisageable avec des males
imprégnés, sélectionnés et entrainés
(Krzywinski 1976, Gizejewski 2004).
Les premiers travaux ont été réalisés
chez le renne, espéce dont la domesti-
cation est plus aisée (Dott et Utsi
1971). Chez I’élaphe, Krzywinski a
démontré qu’il était possible de collec-
ter de la semence de qualité avec une
telle approche. Le volume des éjaculats
varie de 1,5 a 3 ml avec une motilité
progressive des spermatozoides de 40-
60 % (Krzywinski 1976). De méme, la
concentration en spermatozoides est
hautement variable entre individus et
entre répétitions (0,07 a 3,8 x 10 sper-
matozoides / ml). D’apres les récents
travaux de Gizejewski et collaborateurs
(séparation de fractions de 1’éjaculat), il
semble que cette grande variabilité soit
imputable aux sécrétions des glandes
annexes (Gizejewski et al 2003). Le
volume total des sécrétions des glandes
annexes, de I’éjaculat et sa concentra-
tion en spermatozoides varient signifi-
cativement selon 1’individu et la pério-
de collecte (Gizejewski 2004). L’agres-
sivit¢ des males lors de la période du
rut envers les manipulateurs est une
cause d’échec. Pour collecter la semen-
ce des males refusant le vagin artificiel,
il est possible d’utiliser des femelles en
oestrus (qui peut étre obtenu par syn-
chronisation ou stimulation par 1’oes-
tradiol) et équipées de « vagins artifi-
ciels internes ». Cette technique est
assez complexe a mettre en ceuvre du

fait des manipulations répétées des ani-
maux qu’elle nécessite (Jabbour et
Asher 1991).

b) Semence électro-éjaculée

En raison de la somme de travail
nécessaire a la collecte de semence éja-
culée et de la nécessité de disposer
d’animaux imprégnés ou apprivoises,
I’¢lectro-¢jaculation peut représenter
une technique alternative chez les cer-
vidés sauvages (Bierschwal et a/ 1970,
Jaczewski et Jasiorowski 1974). Il
convient d’anesthésier les males afin
d’éviter les souffrances, les risques
d’accident et le stress pendant l’inter-
vention, bien que [’utilisation d’anes-
thésiques représente elle-méme un
risque pour I’animal et qu’elle puisse
éventuellement interférer avec le proto-
cole d’électro-¢jaculation. Il semble
que les mélanges de kétamine-xylazine
ou encore de zoletil®-xylazine soient
les plus adaptés (Janovsky et al 2000).
Pour notre part, nous avons retenu le
mélange de zoletil® (1 mg/kg, tiletami-
ne-zolazepam 1 : 1) et de xylazine
(1,5 mg/kg). Leffet de la xylazine peut
étre bloqué rapidement par 1’adminis-
tration intramusculaire de tolazoline
(3 mg/kg) afin de faciliter le réveil de
I’individu. Le protocole d’électro
¢jaculation (voltage, intervalles et nom-
bre de stimulations) semble important
pour l’obtention d’une semence de
bonne qualit¢ (Cameron 1977). De
plus, et a ’instar des observations faites
chez les hippotraginés, les sondes doi-
vent étre adaptées aux caractéristiques
anatomiques des différentes especes
(Cassinello et al 1998). S’il est tradi-
tionnellement admis que 1’¢lectro-
¢jaculation sur-stimule les glandes
annexes et entraine de ce fait des modi-
fications de la composition de 1’¢jacu-
lat, pouvant étre néfastes pour la survie
des spermatozoides, les premicres ob-
servations faites sur la semence électro-
¢jaculée de cervidés (cerf de Virginie)
montrent des caractéristiques similaires
a la semence ovine avec un volume
moyen de 0,5 a 1,5 ml pour un nombre
total de spermatozoides allant jusqu’a
4,7 milliards/éjaculat (Bierschwal et a/
1970). Selon nos propres observations
chez le cerf sika, il existe une grande
variabilité¢ entre les males et d’une
séance a une autre pour le méme indivi-
du. Par ailleurs, il n’est pas rare de voir
les échantillons souillés par de 1'urine.
En saison sexuelle, le volume de 1’¢ja-
culat et sa concentration en spermato-
zoides varient respectivement entre 0,5
et 1,1 mlet 0,5 a5 x 109 spermatozoi-
des/ml (tableau 3). En dépit de la gran-
de variabilité de la qualité de la semen-
ce obtenue, cette technique permet de
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Tableau 3. Caractéristiques de la semence éléctro-éjaculée en saison sexuelle lors de collectes successives de trois males de cerf

sika du Japon (Cervus nippon nippon).

N° animal Date de collecte Volume Couleur Congentration Spermatozoides
de I'éjaculat (ml) (x 10° sptz / ml) motiles (%)

2888 18/10/02 0,8 Blanc créme 470 40
21/10/02 0.8 Blanc créme 2500 60
23/10/02 04 Blanc créme 1200 60
12/11/02 04 Jaunétre (Souillé) 470 40
14/11/02 05 Blanc créme 1900 40

4197 18/10/02 1 Blanc créme 640 40
21/10/02 Echec - - -
23/10/02 0,7 Blanc créme 625 80
12/11/02 0,35 Jaunatre (Souillé) 750 50
14/11/02 1,1 Jaunatre (Souillé) 1400 50

4284 18/10/02 0,5 Blanc créme 840 40
21/10/02 0.8 Blanc créme 540 60
23/10/02 0,6 Blanc créme 5400 70
12/11/02 Echec - - -
14/11/02 Echec - - -

procéder a la congélation d’une propor-
tion importante des éjaculats. Les
semences du cerf élaphe, du cerf d’Eld
(Cervus eldi thamin) ou du daim pré-
sentent des caractéristiques similaires :
volume de 1 a 2 ml, concentration de
2a 5 x 109 sptz/ml, jusqu’a 80 % de
spermatozoides motiles (élaphe :
Asher et al 1987, Asher et al 1988, cerf
d’Eld : Monfort et al 1993a, Monfort
et al 1993b, Harnal et al/ 2001, Asher et
al 1993, Asher et al 1996, Asher et al
2000). La technique d’électro-¢jacula-
tion semble particulicrement efficace
chez le daim puisque le taux de succes
de collecte de semence est proche de
100 % (Gosch et Fischer 1989, Asher et
al 1993, Asher et al 1996).

¢) Semence épididymaire

La semence est obtenue par cannula-
tion du canal déférent et rétroperfu-
sion de la région caudale de 1’épididy-
me. La technique a été employée post-
mortem sur des animaux de chasse ou
dans un but conservatoire par exemple
lorsqu’un individu de haut intérét
génétique vient a mourir. Le sperme
épididymaire présente une forte
concentration en spermatozoides dont
le pouvoir fécondant est comparable a
celui du sperme éjaculé. Le fluide épi-
didymaire assure une fonction de pro-
tection/préservation de la motilité et
du pouvoir fécondant des spermato-
zoides qui rend cette semence particu-
liérement intéressante en vue de la
cryopréservation.

En saison sexuelle, cette technique
appliquée a I’élaphe sur des animaux de
chasse (octobre a novembre) entre 2 et

24 h post-mortem nous a permis de col-
lecter des échantillons de semence
contenant 7,9 x 109 + 0.68 x 109 sper-
matozoides/ml dont 61,1 = 11 % sont
motiles (n = 9) (Locatelli, non publié).
Ces données confirment les observa-
tions faites par Krzywinski (1981).
Concernant la motilité, une grande
variabilité entre individus matures est
observée et il semble que ce soit la
semence des individus de plus de trois
ans qui présente la plus importante pro-
portion de spermatozoides motiles
(Garde et al 1998, Zomborszky et al
1999). Cette semence peut étre conser-
vée plusieurs heures a 4° C comme a
température ambiante dans 1’épididyme
ou apres perfusion sans trop nuire a sa
qualité (élaphe : Garde er al 1998,
Guérin et al 2003, sika : Hishinuma et
al 2003). 11 est donc possible, post mor-
tem, de procéder a la cryopréservation
des gameétes. Ainsi, un male de haut
intérét génétique peut avoir des descen-
dants, longtemps aprés sa mort en
recourant a I’lA ou a la FIV (Blash et a/
2000, Guérin et al 2003). Cette tech-
nique est désormais utilisée dans un but
conservatoire a la réserve animaliére de
la Haute Touche dés qu’un animal pré-
cieux vient a mourir (par exemple Cerf
d’Eld, Muntjac...). La semence ¢épidi-
dymaire collectée post-mortem et utili-
sée en FIV s’est révélée comparable a
la semence électro-éjaculée en terme de
fécondance (Comizzoli et al 2001,
Soler et al 2003). Peu de données
concernent les autres especes.

d) Méthode de cryoconservation

La cryoconservation de semence, si
elle est effectuée lors de la saison

sexuelle, permet de disposer a tout
moment de I’année, de gamétes fécon-
dants. Une revue trés compléte, propo-
sée par Asher, résume les techniques de
cryoconservation de la semence déve-
loppées pour les différentes espéces de
cervidés (Asher et al 2000). Ces métho-
des dérivent directement de celles
mises au point pour la semence de
bélier ou de bouc. Les dilueurs les plus
fréquemment utilisés sont ceux a base
de jaune d’ceuf (Tris/citrate/fructose ou
lactose/lait/glycérol) avec comme
agent cryoprotecteur le glycérol dans
une proportion de 4 a 8 %. Pour la
semence obtenue par électro-éjacula-
tion chez 1’élaphe, le taux de survie a la
congélation est extrémement variable
d’un individu a ’autre et ce, quelques
soient les méthodes, « dilueurs » ou
agents cryoprotecteurs employés. La
motilité au dégel est comprise entre 30
et 70 % de celle observée avant la
congélation (Fennessy et al 1990).
Selon nos propres observations, la
semence ¢épididymaire collectée chez
I’élaphe et cryoconservée selon une
méthode ovine modifiée présente des
caractéristiques similaires puisque la
motilit¢ au dégel représente 50 % de
celle observée avant la congélation
49,4+ 174 % ; m*sem, n = 7). En
revanche, la semence du daim semble
plus résistante aux rigueurs de la
congélation puisque le taux de survie
atteint ou dépasse souvent les 70 %
(Asher et al 1990, Asher et al 2000).

2.2 / Aspect femelle

Les programmes de types MOET
(Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) sont un outil de choix dans le
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but d’augmenter la prolificité de femel-
les de haut intérét génétique. Le MOET
associe les techniques de synchronisa-
tion de ’oestrus, de stimulation de la
croissance folliculaire, d’insémina-
tion artificielle (IA) et de transfert
embryonnaire.

a) Détection de ’oestrus

D’une maniére générale, il est trés
difficile de mener des observations du
comportement d’oestrus chez les cervi-
dés. Comme nous I’avons évoqué, chez
la biche ¢laphe, le comportement
d’oestrus est essentiellement caractéri-
sé par les réponses de la femelle aux
sollicitations du male. Bien qu’en début
d’oestrus, il soit possible d’observer
des écoulements vaginaux de mucus
clair, ils ne constituent pas une métho-
de de détection de ce comportement
(Guinness et al 1971). Les méthodes de
détection d’oestrus reposent donc
essentiellement sur 1 utilisation de
males vasectomisés et équipés de har-
nais « marqueurs » (élaphe : Guin-
ness et al 1971, daim : Asher 1985). Il
est également possible d’utiliser des
détecteurs électroniques de pression
indiquant la monte des males
(HeatWatch™), L’efficacité semble
trés inférieure a celle du harnais mar-
queur lorsque le méle utilisé est jeune.
En revanche, la méthode électronique
s’avere efficace lorsque le male utilisé
est adulte (Bowers et al 2004). 1l sem-
ble évident que les méthodes de détec-
tion de ’oestrus reposant sur I’activité
de monte du male soient dépendantes
de la saison (libido du méle), de 1’age et
du statut social du male. De méme, il
est possible que ces facteurs puissent
influencer en retour la venue en oestrus
des femelles. En effet, chez le cerf
d’Eld (Cervus eldi thamin), la présence
de males (avec ou sans contact) semble
avancer significativement le moment
d’oestrus (détecté par lordose en répon-
se a la pression) et du pic de LH
(Hosack et al 1999).

b) Synchronisation de [’oestrus et de
["ovulation

Les méthodes de synchronisation du
moment d’oestrus et de I’ovulation sont
un pré requis pour conduire avec succes
les protocoles de reproduction assistée
(collecte d’ovocytes, moment d’insé-
mination artificielle, collecte ou trans-
fert embryonnaire...). Une fois encore,
ces méthodes dérivent directement des
techniques mises au point pour les
mammiféres domestiques et reposent
sur I’administration de progestagénes
exogeénes sur une période de 12-14
jours a des niveaux comparables a ce
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qui peut étre observé en milieu de
cycle. Ils exercent un effet inhibiteur
sur les sécrétions de GnRH et par
conséquent sur les sécrétions de gona-
dotrophines (Karsch et al 1977). Pour
administrer ces progestagénes sur une
durée de 12-14 jours, plusieurs disposi-
tifs peuvent étre utilisés comme les
éponges vaginales d’acétate de fluoro-
gestone, les CIDR (Controlled Internal
Drug Release) ou encore les implants
sous-cutanés. Les traitements progesta-
geénes peuvent étre associés a 1’admi-
nistration d’analogues de prostaglandi-
nes afin de provoquer la lutéolyse d’un
éventuel corps jaune. A la suite du
retrait de I’implant, une chute rapide
des niveaux de progestagénes peut étre
observée et, en absence de corps jaune
fonctionnel, il s’ensuit une levée d’in-
hibition et une augmentation des
niveaux de gonadotrophines. Le retrait
du traitement a pour conséquence la
reprise de la croissance folliculaire et
I’augmentation de I’oestradiol, qui en
retour déclenche le pic pré ovulatoire
de LH. Si I’administration d’une forte
dose de benzoate d’oestradiol suffit a
déclencher le comportement d’oestrus
chez la brebis ovariectomisée (Ro-
binson 1954, Moore et Robinson
1957), I’exposition préalable a la pro-
gestérone permet de diminuer le seuil
de sensibilité¢ a I’oestradiol (Karsch et
al 1980). Cette exposition a la proges-
térone est essentielle a 1’expression du
pic préovulatoire de GnRH en réponse
a I’oestradiol sans pour autant modifier
le pic de LH (Caraty et Skinner 1999).
Il est a noter que chez la daine ovariec-
tomisée, la présence préalable de pro-
gestérone (6 ou 12 jours) est indispen-
sable a I’expression de I’oestrus en
réponse a I’oestradiol (Jabbour et al
1992). Un effet saisonnier a pu étre
observé sur I’incidence de I’oestrus en
réponse a I’oestradiol, puisqu’en plein
anoestrus, la plupart des femelles
deviennent réfractaires au traitement,
que ce soit chez I’élaphe ou la daine
(Jabbour et al 1992, Meikle et Fisher
1990).

Chez la daine, I’utilisation de CIDR
pour une durée de 13 jours permet de
synchroniser 1’oestrus chez 80-90 %
des femelles environ 34 h (sem 2,5 h)
apres le retrait de I’implant (Asher et al
1990, Jabbour et al 1993). L’intervalle
entre 1’oestrus et le début du pic de LH
est trés faible et ’ovulation a lieu dans
les 36 heures qui suivent 1’oestrus.
Chez 1’¢laphe, I’oestrus survient envi-
ron 44 h apres le retrait du CIDR et pré-
cede le pic de LH d’une a deux heures
et "ovulation d’environ 24 h (Asher et
al 1992). Cependant, de nombreux fac-

teurs peuvent nuire a I’efficacité de ces
traitements tels que la période de la sai-
son sexuelle ou le stress associé aux
manipulations (Asher et al 1993). L’ad-
ministration de faibles doses d’eCG
(equine Chorionic Gonadotrophin) peu
de temps avant ou au moment du re-
trait du traitement progestagéne a
été proposée pour réduire ce risque
d’échec. En effet, il a été montré que
I’administration d’eCG permet d’aug-
menter le nombre de follicules oestro-
géniques ainsi que les niveaux d’oes-
tradiol dans le fluide folliculaire
(McLeod et al 2001b). Chez la biche
¢laphe, I’administration de 200-250 Ul
d’eCG augmente I’efficacité du traite-
ment (taux de femelles exprimant oes-
trus et ovulation) et avance le moment
de ’oestrus (tableau 4). En revanche,
la variance du moment d’oestrus ou
d’ovulation n’est pas diminuée et la fré-
quence des ovulations multiples sem-
blent augmentées (Asher et al 1992).
De méme, I’eCG ne semble pas per-
mettre de s’affranchir des effets de la
composante saisonni¢re. En effet, en
milieu de période d’anoestrus, si son
utilisation permet 1’expression du
comportement d’oestrus associé a un
pic de LH, I’ovulation n’est pas systé-
matique (McLeod et al/ 2001b). Si
I’eCG est administrée en routine chez
la biche élaphe pour les programmes
d’insémination Néo Zélandais notam-
ment pour avancer d’une quinzaine de
jours le premier oestrus saisonnier, son
utilisation est déconseillée chez la
daine. En effet, en comparaison de
I’élaphe, il semble que la daine présen-
te une sensibilit¢ augmentée a cette
gonadotrophine, entrainant une réponse
ovarienne inadaptée dans deux nom-
breux cas (ovulations multiples ou fol-
licules anovulatoires). Si la réduction
de la dose administrée au retrait du trai-
tement progestagene (50 UI) permet de
réduire la variance du moment d’oes-
trus, elle est, contre toute attente, asso-
ciée a une diminution de fertilité apres
1A (Jabbour et al 1993).

¢) Ovulations multiples

Les traitements de stimulation repo-
sent essentiellement sur 1’administra-
tion en fin de traitement progestagene,
de gonadotrophines exogenes telles que
I’eCG ou la FSH ovine seules ou en
association. Ces traitements avancent
significativement le moment d’oestrus
et d’ovulation (tableau 4). Une forte
dose d’eCG (1000-1200 UI) peut étre
utilisée a des fins superovulatoires chez
de nombreuses especes de cervidés.
Cependant, dans au moins 10 % des cas
(chez I’¢laphe), cette hormone semble
provoquer une régression lutéale pré-
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Tableau 4. Effets de différents traitements de stimulation sur les moments moyens d'oestrus, du pic de LH et d'ovulation chez la
biche élaphe exprimés par rapport au retrait du CIDR (h + sem).

. Femelles exprimant Corps . . . n
Traitements N oestrus et ovulation jaunes Oestrus Pic de LH Ovulation Références
CIDR 12 712 0,6 £0,1 446 +1 451+1,3 69,3+ 1,2 |Asheretal 1992

7 6/7 1+£0,2 436126 ND 71,3+5,8 |Jabbour et al 1994
CIDR
eCG 200 Ul 8 7/8 10,2 3742 38,3+2,3 58+24 Asher et al 1992
CIDR 7 6/7 84+27 | 166+27 ND 31457 |Jabbour et al 1994
eCG 1200 UI e e -
CIDR
eCG 200 UI 8 8/8 83+15 16,3+1,7 14+0,9 36,3+ 3,1 |Asheretal 1992
FSH 0.5 Ul

maturée des corps jaunes (Jabbour et al

1994). 11 est probable que ce phénome- Figure 7. Réponses ovariennes (nombre de corps jaunes et de follicules anovulatoi-
ne soit associé a 1’augmentation des res) aprés synchronisation et administration d’'eCG (200 Ul) et de différentes doses de
niveaux d’oestradiol, qui potentialise la ~ FSH ovine (0, 0,25, 0,5, 0,75 et 1 Ul) chez a) la biche élaphe et b) la daine (Asher et
sécrétion de prostaglandines induite par  al 71995).

I’ocytocine et provoque la lutéolyse

(Bainbridge et al 1998, Bainbridge et al a)

1996, Bainbridge et al 1996). De

méme, il n’est pas rare d’observer des 14 -
follicules non ovulatoires, kystiques ou
lutéinisés (Thompson et Asher 1988). 12 |
Lors de la réalisation de programmes
d’insémination et de collecte d’em-
bryons, il est possible que ce phénome-
ne puisse altérer le transport des game-
tes et des embryons et expliquer les fai-
bles niveaux de fécondation et de col-
lecte des embryons généralement ob-
servés (Argo et al 1994, Jabbour et al
1994, Asher et al 1995). Les traite- 4 -
ments utilisant la FSH ovine trés puri-

fiée (peu d’activité LH) ont également 2 4
été développés chez les cervidés

(Fennessy et al 1994). Compte tenu de i
la trés courte demi-vie de cette hormo- 0 025
ne, il convient d’effectuer plusieurs ' ) o
administrations en fin de traitement doses de FSH ovine administrées
progestagéne. Chez 1’¢laphe, les injec-

tions intramusculaires sont générale- b)
ment effectuée toutes les 12 heures et

sur une période de 4 jours (Fennessy et 14 -
al 1989). Afin de réduire les manipula-
tions des femelles, il a été envisagé 12 |
d’administrer la FSH via des mini pom-
pes osmotiques. D’apres les résultats de
la seule étude comparative (portant sur
peu d’animaux), il semble que la
méthode d’administration par injec-
tions intra musculaire soit la plus adap-
tée (Fennessy et al 1989). Pour éviter
les réponses de type « tout ourien », il
est fréquent d’administrer une faible 4
dose d’eCG (200 UI) en début de trai-

tement FSH (Asher ez al 1995). La dose 5 |
optimale de FSH ovine chez la daine et
1’élaphe est de 0,5 Ul, permettant d’ob-
tenir plus de 9 ovulations en moyenne
(figure 7). Cependant, apres 1A et col- 0 0,25 0.5 0,75 !
lecte des embryons par laparotomie, les doses de FSH ovine administrée

B corpora lutea

Ofollicules non
ovulatoires

nombre moyen

0,5 0,75 1

B corpora lutea

Efollicules non
ovulatoires

10 4

nombre moyen
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taux de fécondation et de collecte des
embryons sont la encore, souvent déce-
vants (Asher et al 1995). De méme, la
réponse ovarienne peut étre trés varia-
ble selon le génotype, y compris entre
sous-especes proches. La comparaison
de la réponse ovulatoire des traitements
de stimulation FSH répétés est prés de
3 fois inférieure chez 1’élaphe (Cervus
elaphus scoticus) que chez 1’hybride
wapiti/élaphe (Asher et al 2000Db).
Outre le génotype, il est intéressant de
noter que la saison sexuelle influence
significativement la capacité de répon-
se ovarienne a la FSH (0,4 UIl). La
réponse ovulatoire au moment du sols-
tice d’été devient nulle chez 1’élaphe et
les hybrides pére David (1/4) et quasi
nulle chez les hybrides wapiti (Asher et
al 2000Db).

3 / Production in vitro (PIV)
d’embryons

Les systémes de production in vitro
(PIV) d’embryons développés pour les
cervidés (du genre Cervus uniquement)
dérivent directement des systémes mis
au point ces deux derniéres décennies
chez les bovins (Berg et al 1995,
Comizzoli et a/ 2001). La technique de
PIV permet de s’affranchir de la compo-
sante animale et semble de ce fait étre
une réponse aux difficultés rencontrées
avec les techniques de MOET (voir ci-
dessus). Des trois étapes clés de la pro-
duction in vitro d’embryons, deux sem-
blent aujourd’hui bien maitrisées, a
savoir la maturation des ovocytes et leur
fécondation in vitro (MIV et FIV).
L’ultime étape est celle du développe-
ment embryonnaire in vitro (DIV).

3.1 / Collecte d’ovocytes et
Maturation in vitro (MIV)

In vivo, I’ovocyte (bloqué au stade de
vésicule germinale ou prophase de pre-
miére division méiotique) va progressi-
vement acquérir sa compétence au
développement au cours de la croissan-
ce folliculaire et suite a la décharge
ovulante. Il subit une maturation cyto-
plasmique et nucléaire qui se traduisent
par de nombreuses évolutions biochi-
miques et morphologiques incluant
notamment la migration des granules
corticaux et la reprise de la méiose jus-
qu’au stade de métaphase de deuxiéme
division méiotique (MII). Chez la
vache, il est possible de ponctionner
des ovocytes matures dont la compé-
tence au développement est élevée en
ponctionnant des follicules préovula-
toires 20-24 h aprés le pic de LH
(Dieleman et al 2002). Cette technique
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suppose une bonne maitrise de la syn-
chronisation du pic de LH et, par
conséquent, ne semble pas applicable
aux cervidés. Chez la biche élaphe
(n = 14) aprés synchronisation et stimu-
lation hormonale (1000 UI eCG) et
24 h apres le retrait du traitement pro-
gestagéne, il a été possible de ponction-
ner par voie laparoscopique 2,44 folli-
cules préovulatoires par animal (95 fol-
licules en 39 sessions) et de collecter
27 complexes cumulus-ovocytes (0,69
par animal et par session) non dégéné-
rés (Bainbridge et al 1999). Il semble
donc difficile par cette technique de
collecter un nombre important d’ovo-
cytes matures de bonne qualité. Par
conséquent, il a été envisagé de ponc-
tionner des follicules contenant des
ovocytes immatures et de procéder a
leur maturation in vitro (MIV). Cette
technique ne concerne que les ovocytes
issus de follicules de plus de 2 mm de
diamétre puisqu’ils semblent seuls
capables d’accomplir leur méiose in
vitro. Chez la biche élaphe, le recrute-
ment folliculaire concerne les follicules
de 2 a 3 mm de diameétre et il est possi-
ble en saison sexuelle, suite a une sti-
mulation hormonale (FSH ovine 0,4 ui)
d’observer prés de 10 follicules de plus
de 3 mm par animal au moment du
retrait du CIDR (Asher et al 1997). La
ponction de follicules chez des ani-
maux non stimulés peut également étre
envisagée offrant ainsi la possibilité de
travailler a partir d’ovaires obtenus
apres abattage d’animaux de chasse ou
d’¢élevage. En saison sexuelle, il est
possible de collecter chez 1’¢laphe
(ovaires d’abattoir) une moyenne de
3,4 ovocytes de bonne qualité (plus de
trois rangées de cellules de cumulus et
cytoplasme homogéne) par ovaire tan-
dis que chez la biche sika, la pratique
de I’ovum pick-up par voie laparosco-
pique permet de collecter 1,5 ovocytes
de bonne qualité par biche et par ses-
sion (Comizzoli et al 2001).

L’intégrité des complexes cumulus-
ovocytes lors de la MIV apparait
indispensable a [’acquisition d’une
compétence au développement élevée.
Chez la vache, lorsque 1’on mature in
vitro des ovocytes triés selon I’intégrité
de leur cumulus, les taux de clivage et
de développement ultérieurs sont affec-
tés par le tri (Khurana et Niemann
2000). In vitro, il est probable que les
couches cellulaires du cumulus outre
leur fonction de protection contre le
stress oxydatif, assurent le transport de
métabolites et le relais de signaux exté-
rieurs, tels que le signal ovulatoire de
LH, jusqu’a I’ovocyte (Park er al
2004). Les cellules du cumulus oopho-

rus sont en contact étroit avec 1’ovocy-
te via des prolongements cellulaires au
travers de la zone pellucide et 1’établis-
sement de jonctions communicantes.
Ces jonctions autorisent les échanges
métaboliques et permettent au cumulus
de jouer un réle complexe dans le blo-
cage/reprise de la maturation nucléaire
(Luciano et al 2004). 11 est donc impor-
tant de préserver la viabilité des ces cel-
lules et leur lien avec I’ovocyte lors de
la ponction.

Les milieux de MIV les plus fré-
quemment utilisés chez les mammife-
res domestiques se composent d’un
milieu de culture (TCM-199) supplé-
menté en gonadotrophines (FSH et
LH), en oestradiol et en sérum de veau
feetal (10 %), selon les especes et les
auteurs. Chez les ovins et caprins, en
plus de la FSH, le fluide folliculaire
(collecté en ponctionnant des follicules
de grande taille, non atrétiques) peut
étre ajouté comme source d’oestroge-
nes, de facteurs de croissance ou d’an-
tioxydants et la stimulation hormonale
préalable au prélévement du fluide fol-
liculaire par la eCG renforce la compé-
tence au développement des ovocytes
ainsi maturés (Cognie et al 1995, Guler
et al 2000). L’utilisation de I’EGF
(Epidermal Growth Factor) est égale-
ment courante chez les petits rumi-
nants. Chez la biche, les travaux
concernant la maturation in vitro de
I’ovocyte se sont jusqu’a présent limi-
tés a l’observation de la maturation
nucléaire. Elle peut étre estimée soit
par I’émission du globule polaire soit
par fixation et coloration de 1’ovocyte
afin de visualiser 1’état de son noyau
(orcéine, Hoeschst 33342). Chez les
biches sika et élaphe, Comizzoli et col-
laborateurs ont observé que le pourcen-
tage d’ovocytes au stade MII aprés 24 h
de MIV dans le milieu TCM-199 enri-
chi en FSH ovine (50 ng/ml) et en flui-
de folliculaire (10 %) atteint respecti-
vement 76 et 78 %. De méme, 75 % des
ovocytes atteignent le stade MII apres
27 heures dans le milieu TCM-199 sup-
plémenté en FSH, LH, oestradiol 17f3 et
en sérum de veau feetal (SVF) (Berg et
al 2002b). Alors que I’EGF est couram-
ment utilis¢ avec succes chez les mam-
mifeéres domestiques, son utilisation
chez les cervidés (10 ng/ml) réduit dra-
matiquement le taux de maturation
nucléaire a 24 h puisqu’il n’atteint que
14 % chez le sika et 25 % chez 1’¢élaphe
(Comizzoli et al 2001).

Ces différences de réactivité entre
ovocytes de différentes espéces souli-
gnent la nécessité d une meilleure com-
préhension des mécanismes généraux
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de contréle du cycle cellulaire de 1’ovo-
cyte et I’adaptation des techniques a
chaque nouvelle espéce prise en comp-
te dans les programmes de sauvegarde.

3.2 / Fécondation in vitro (FIV)

La fécondation in vitro (FIV) consis-
te a effectuer une co-incubation des
gamétes males et femelles matures. /n
vivo, au travers de la migration dans le
tractus génital femelle le spermatozoi-
de va progressivement acquérir son
pouvoir fécondant (Bavister 2002). Ce
phénomene appelé capacitation doit
é&tre reproduit in vitro pour permettre la
pénétration du spermatozoide dans
I’ovocyte. Lors de fécondations in
vitro, 1’étape dite de capacitation est
généralement réalisée en amont de la
co-incubation des gametes. De nom-
reux agents dits capacitants (comme le
sérum notamment) ajoutés a des
milieux de culture propices a la fois a la
survie des spermatozoides et des ovo-
cytes peuvent étre utilisés.

Berg et collaborateurs ont dans un
premier temps montré qu’il était possi-
ble de féconder des ovocytes avec de la
semence congelée capacitée dans un
milieu de type SOF (Synthetic Oviduct
Fluid) supplémenté de sérum de brebis
en en chaleur (Sheep Serum, SS) a hau-
teur de 20 % (v:v). Les embryons obte-
nus se sont révélés viables puisque
apres transfert dans 1’oviducte de rece-
veuses synchronisées, 5 des 15 biches
transférées étaient gestantes (Berg et a/
1995). La fécondation dans le milieu
TALP (Tyrode Albumine Lactate
Pyruvate) utilisé classiquement en FIV
bovine est également envisageable
chez les cervidés. Cependant, la motili-
t¢ du sperme de cerf élaphe dégelé
(lavé par centrifugation) dans le milieu
TALP décroit fortement au cours du
temps puisqu’elle n’est plus que de
10 % au bout de 4 h d’incubation et
nulle au bout de 8 h (Berg et a/ 2002c¢).
Il est intéressant de noter que cette
semence, apres capacitation en présen-
ce d’héparine, s’est révélée peu fécon-
dante dans le milieu TALP (7,2 % d’o-
vocytes fécondés). Dans 1’étude menée
par Comizzoli et collaborateurs (2001),
une chute moins drastique de la motili-
té a pu étre observée avec de la semen-
ce de cerf élaphe ou sika préalablement
sélectionnée sur gradient de Percoll et
incubée dans le TALP avec ou sans
sérum de brebis. Les niveaux de fécon-
dation avec ces semences utilisées en
FIV (milieu TALP + SS) se sont révélés
relativement importants (45-50 %). Les
niveaux de fécondation dans le milieu
SOF en présence de BSA et d’héparine
se sont révélés décevants en comparai-

son de I'utilisation du sérum de brebis
en chaleur qui permet d’obtenir le taux
de fécondation maximum (Berg et al
2002a).

A I’instar de ce qui peut étre observé
chez les mammifeéres domestiques, il
est probable qu’une importante variabi-
lit¢ de la fécondance in vitro puisse
exister entre les males, voire entre &ja-
culats d’un méme male. Nos propres
observations, réalisées sur 6 échan-
tillons de semence épididymaire de cerf
¢laphe montrent que les niveaux de
fécondations obtenus en FIV hétérolo-
gue (ovocytes caprins) varient de 5 a
60 % entre individus (Locatelli, non
publié). Aussi, il est souvent préférable
d’utiliser les semences de plusieurs
males dans un méme puits de féconda-
tion lorsque la filiation des futurs pro-
duits n’est pas déterminante.

3.3 / Développement in vitro
(DIV)

Chez les mammiféres domestiques,
le milieu de DIV le plus utilisé¢ est le
milieu de type SOF supplémenté en
acides aminés et en sérum de veau
feetal. La composition minérale de ce
milieu se veut la plus proche possible
de ce qui peut étre observé in vivo dans
I’environnement tubaire bovin. Placés
en culture pendant 7 a 8 jours dans ce
milieu supplémenté de sérum, 30 a
50 % des embryons bovins, caprins ou
ovins produits in vitro atteignent le
stade blastocyste. Les premicres don-
nées concernant I’embryon de cerf éla-
phe portent sur ’embryon produit in
vivo au stade 1-2 cellules et cultivé
dans différents systémes de culture :
culture dans 1’oviducte ligaturé de bre-
bis ; co-culture de cellules épithéliales
dans le TCM 199 supplémenté en
sérum de biche ; milieu SOF supplé-
menté en sérum humain.

Les taux de développement au stade
blastocyste se sont révélés relativement
faibles pour des embryons produits in
vivo (22-26 % des ceufs collectés) mais
identiques dans les 3 systémes de cultu-
re suggérant que le milieu SOF pouvait
étre utilisé pour la culture d’embryons
de cervidés (Berg et al 1995, Berg et al
1995). Les études ultérieures menées
sur ’embryon de cerf produit in vitro se
sont jusqu’a présent conclues par un
taux de développement inférieur a
10 %. La plupart des embryons restent
bloqués au stade 8 cellules que ce soit
chez I’élaphe (Fukui et al 1991,
Bainbridge et al 1999, Berg et al
2002a) ou chez le sika, espéce pour
laquelle la blastulation apres produc-

tion in vitro n’a jamais été observée
(Comizzoli et al 2001). Selon I’hypo-
thése émise par Berg et collaborateurs,
I’embryon de cerf doit présenter des
besoins spécifiques en comparaison de
ce qui peut étre observé chez les mam-
miféres domestiques et ces besoins spé-
cifiques pourraient étre plus détermi-
nants lorsqu’il est produit in vitro.

En se basant sur la composition du
fluide de I’oviducte de biches élaphe,
Berg et collaborateurs ont développé un
milieu de type SOF optimisé pour
répondre aux besoins spécifiques des
embryons de cervidés et dénommé
DSOF (Deer-Synthetic Oviduct Fluid).
Les principales modifications appor-
tées concernent les concentrations de
calcium (augmentée), de phosphates
inorganiques et de glucose (diminuées)
et ont conduit a [’élaboration d’un
milieu biphasique comprenant une
étape de culture précoce et une étape
tardive. L’utilisation de ces milieux en
FIV puis en culture permet d’augmen-
ter significativement le taux de clivage
et la compétence au développement des
embryons produits (Berg et Asher
2003). Il est a noter que le sérum de
veau feetal n’est pas ajouté durant la
culture. Cependant, les niveaux de
développement obtenus dans ces condi-
tions a partir d’ovocytes d’élaphe col-
lectés sur ovaires d’abattoirs restent
dramatiquement faibles (12 % des cli-
vés). Des résultats similaires ont pu étre
observés a partir d’ovocytes collectés
par OPU (voie transvaginale) avec ou
sans stimulation hormonale préalable
(GnRH ou FSH) chez I’élaphe ou le
wapiti (Berg et Asher 2003). De plus, il
semble que la compétence au dévelop-
pement des ovocytes collectés soit sous
la dépendance d’un fort effet saisonnier
puisque avec I’avancée de la saison de
reproduction, le taux de développement
chute dramatiquement et finit par deve-
nir nul.

Les travaux de recherche menés au
laboratoire a partir d’ovocytes collectés
chez I’¢élaphe et le cerf sika du Japon
ont permis de montrer que 1’utilisation
d’un tapis de cellules d’oviducte ovin
dans le milieu SOF permettait la blastu-
lation d’une forte proportion d’em-
bryons. Pour ces deux espéces pres de
30-40 % des embryons produits in vitro
et placés en co-culture atteignent le
stade blastocyste 8 jours aprés féconda-
tion. Il semble donc que, placés dans
des conditions appropriées, les em-
bryons de cerf produits in vitro soient
capables de se développer. La compré-
hension de I’effet bénéfique de la pré-
sence de cellules tubaires devrait per-
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mettre de définir de nouveaux milieux
de culture adaptés aux besoins spéci-
fiques de I’embryon de cerf.

Conclusion

Les connaissances de la fonction de
reproduction des cervidés se sont
considérablement améliorées au cours
des derniéres années et plus particulié-
rement chez le daim et le cerf élaphe.
Bien que semblable en de nombreux
points a celle des ruminants domes-
tiques, la physiologie de la reproduc-
tion des cervidés montre de nombreu-
ses particularités. Les variations saison-
nicres d’activité chez les especes origi-
naires de zones tempérées sont nette-
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Ces derniéeres années, I’élevage de cervidés s’est considérablement développé en Nouvelle-Zélande pour devenir une industrie profitable.
Alors que quelques cervidés (daim d’Europe et cerf élaphe) font ’objet de domestication et d’élevage dans un but commercial, d’autres
espéces et sous-espéces de cervidés sont menacées d’extinction dans le milieu naturel. Les travaux de recherches effectués afin de mieux
caractériser et maitriser la fonction de reproduction de ces ruminants sont présentés dans cette étude bibliographique.

Il apparait qu’a Pinstar de nos ruminants domestiques (ovins, caprins), les cervidés originaires des zones tempérées sont généralement
caractérisés par un saisonnement marqué de leur fonction de reproduction. Ces variations saisonniéres d’activité sexuelle sont dictées par
les variations photopériodiques et permettent la naissance des jeunes en fin de printemps. Chez les cervidés, les différences entre les pério-
des d’activité et de repos sexuels semblent beaucoup plus marquées en comparaison de nos ruminants domestiques. La période d’activi-
té sexuelle est variable d’une espéce a I’autre (été, automne ou début de I’hiver) mais treés fixe pour une espéce donnée. La période de repos
sexuel traduit des modifications importantes dans les sécrétions de gonadotrophines et se caractérise notamment par une aspermie com-
pléte chez le méle. Chez la femelle, ’état d’anoestrus est profond et associé a une absence d’ovulation. La durée de gestation est également
variable d’une espéce a I’autre mais est remarquablement fixe pour une espéce donnée.

Chez les cervidés originaires des zones subtropicales et selon les espéces, les variations d’activité sexuelle sont plus discrétes permettant
une répartition des mises bas plus ou moins homogéne au cours de ’année, y compris lorsque les animaux sont transportés sous des lati-
tudes élevées.

Dans le cas des espéces de cervidés menacés d’extinction, ’utilisation des biotechnologies de la reproduction et des méthodes de procréa-
tion assistée pourrait, a terme, faciliter la réalisation des programmes conservatoires. Les techniques classiques de production in vivo
d’embryons basées sur I’ovulation multiple, ’insémination artificielle et le transfert embryonnaire se sont avérées difficilement applica-
bles aux cervidés. Aussi, les recherches portent actuellement sur le développement de techniques de production in vitro d’embryons.
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Abstract

Characteristics and control of reproduction in the Cervidae

In recent years, cervidae breeding has been considerably developed in New Zealand, now becoming a profitable industry. Even though
some cervidae (fallow deer, red deer) are being domesticated and bred commercially, other species and sub-species of cervidae are
threatened by extinction in their natural habitat. The research studies that have been performed in order to better characterise and con-
trol the reproduction function of these ruminants are presented in this bibliographic study.

It appears that as with our farm ruminants (ovines and caprines), the cervidae coming from temperate zones are generally characterised
by the marked seasonality of their reproduction function. These seasonal variations of sexual activity are led by photoperiodic variations
and allow the birth of the young at the end of the spring. With the cervidae, the differences between the periods of sexual activity and rest
are much more marked in comparison with farm animals. The period of sexual activity is variable from one species to another (summer,
autumn, or at the beginning of the winter) but is set for each species. The period of sexual rest translates important modifications in the
gonadotrophin secretions and can notably be characterised by total aspermia in males. In the female, the state of anoestrus is deep and
associated with an absence of ovulation. The length of gestation is also variable from one species to another but is set for each species.

In the cervidae originating from subtropical zones and depending on the species, the variations in sexual activity are discreet, allowing a
more or less homogenous distribution of births over the year, including when the animals are led to higher latitudes.

For the cervidae species threatened by extinction, the use of reproduction biotechnology and assisted-procreation methods could
on the long term help conservation programmes. The classical techniques of in vivo production of embryos based on multiple ovulation,
artificial insemination and embryo transfer have been found to be difficult in the cervidae. In addition, current research is focussed on
the development of techniques of in vitro production of embryos.

LOCATELLI Y., MERMILLOD P. 2005. Caractéristiques et maitrise de la fonction de reproduction chez les cervidés. INRA Prod.
Anim. 18, 3-25.
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