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La production par une jument d'un poulain par an (et pourquoi pas de plu-
sieurs) avec de la semence d'étalon conservée fraiche ou congelée est I'objectif
appliqué actuel de toutes les équipes de recherche. Un point tres détaillé en
francais dans les domaines couverts par notre équipe avait été fait en 1992 dans
le Recueil de Médecine vétérinaire (volume 168, numéro 11-12). Depuis, de
nouvelles connaissances ou de nouvelles technologies ont vu le jour et il était
important de les mettre a disposition d'un large public.

Le phénomeéne d'inactivité ovarienne en début de saison de monte limite le
nombre de cycles disponibles pour une fécondation. Des études ont permis
d'affiner les conditions des traitements lumineux. Des traitements longs a la
mélatonine pourraient permettre de décaler le rythme annuel de reproduction
de la jument.

Le développement des follicules ovariens est sous le contrdle des hormones
hypophysaires FSH et LH, et de facteurs intra-ovariens dont I'inhibine.

La maitrise du nombre d'ovulations permettrait (lors de transfert embryon-
naire) de pouvoir produire plusieurs embryons par cycle. Des essais de
superovulation sont en cours qui utilisent la FSH exogéne ou I'effet anti-inhibine.
La maitrise du moment de I'ovulation peut se faire classiguement par injection
d'hCG mais aussi par I'administration de GnRH sous forme d'implant.

La croissanc_e et la maturati_on du follicule qlom_inant, a_insi que I'atrésie des
follicules domlnés_, se caractérisent par I'évolution m_trafolllculalre de nombreux
paramétres biochimiques dont certains ont été étudiés dans I'espece équine.

Sous échographie transvaginale, le rythme de collecte d'ovocytes le plus
rentable est de deux ponctions au cours du méme cycle (I'une en fin de crois-
sance folliculaire, l'autre en phase lutéale) : on obtient alors 9 ovocytes en
moyenne. La maturation de I'ovocyte provient des maturations respectives du
cumulus, du cytoplasme et du noyau.

La fécondation in vitro (FIV) n'ayant donné que des résultats moyens, d'autres
technigues de reproduction assistée sont utilisées actuellement avec plus de
succes au laboratoire : 1) la mise en place de I'ovocyte d'une donneuse soit dans
I'oviducte (GIFT), soit dans le follicule (TOIF) d'une receveuse, avec féconda-
tion de la receveuse et 2) I'introduction d'un spermatozoide directement dans le
cytoplasme de I'ovocyte (ICSI).

Le transfert d'embryon est utilisé sur le terrain en France principalement pour
des juments de haute valeur génétique. Le transport d'embryons frais, mais
surtout l'utilisation de la congélation des embryons, simplifieront la gestion
entre donneuse et receveuse.

La baisse de fertilité observée sur les étalons de plus de 15 ans est fréquem-
ment associée a un profil hormonal caractéristique (niveau basal de FSH et de
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LH elevé, d'oestrogene diminue, niveau de testostérone non modifie apres
induction a I'nCG). Ceci pourrait étre la conséquence d'une dégénérescence
testiculaire primaire.

L'évolution des travaux sur la conservation de la semence a abouti a la mise au
point de deux grands types de techniques d'insémination : en semence fraiche et
en semence congelée. Les résultats obtenus dans les Haras Nationaux montrent
que la fertilité par cycle est proche pour les deux types de technique. L'effort
doit porter en partie sur des améliorations techniques qui permettront d'avoir
acces a toutes les techniques de conservation et d'insémination artificielle pour
la grande majorité des étalons.

Les criteres d'évaluation de la qualité de la semence utilisés en routine (exa-
men de la mobilité essentiellement) ne donnent pas entierement satisfaction
puisqu'ils ne permettent pas de "détecter” certains étalons dont la fertilité se
révele réduite. La plupart des fonctions cellulaires des spermatozoides peuvent
étre explorées : intégrité des membranes, de I'acrosome, stabilité de la chroma-
tine, activité des mitochondries... Cependant les relations de ces fonctions entre
elles et, surtout, les relations entre ces fonctions et la fertilité ne sont pas

encore tres claires.

Effet de la saison, de I'éclairement artificiel
et de la melatonine sur le rythme annuel
de reproduction de la jument.

La plupart des mammiféres des régions
tempérées ou froides présentent une synchro-
nisation naturelle des naissances de telle
sorte que la majorité d'entre elles s'effectuent
a la saison la plus favorable pour la survie du
jeune. Les chevaux n'échappent pas a cette
régle : dans les conditions naturelles, les pou-
linages s'effectuent généralement a la fin du
printemps.

La majorité des juments ont une période
sans ovulation commencant vers octobre
pour s'achever fin avril. La durée de cette
phase d’inactivité dépend de I'dge de la
jument et de son état physiologique. Elle est
systématique et longue chez les juments de
deux ou trois ans. Les juments adultes allai-
tant un poulain ne présentent pas d'anoestrus
de lactation, mais l'inactivité ovarienne hiver-
nale suivant cette lactation est plus marquée
gue chez les adultes n'ayant pas été suitées.
Seulement la moitié des adultes non suitées
présente cette phase d'inactivité (Palmer et
Driancourt 1983). Comme pour les autres
espéces de mammiféres domestiques
(I'Anson et al 1991), il semble que la jument
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sous-alimentée ait une période d’inactivité
allongée. Méme sous des latitudes équato-
riales, les juments présentent un rythme
annuel de reproduction corrélé aux variations
de la durée du jour bien que celles-ci soient
faibles (Quintero et al 1994). La durée de I'in-
activité dépend également de la race de la
jument (Katila et Koskinen 1991).

Chez les juments ovariectomisées, il existe
une variation saisonniére des taux de LH. Les
taux moyens de LH sont voisins de zéro en
hiver et de 30 ng/ml en été (Palmer et
Guillaume 1992). Les variations des taux de
FSH sont moins importantes.

L'effet de la lumiére pour avancer la date de
la premiére ovulation est connu depuis long-
temps (Burkardt 1947, Nishikawa 1959). Le
role de la phase journaliere d’éclairement sur
la reprise d’activité ovarienne a été étudié par
divers auteurs (Sharp et al 1975, Palmer et al
1982, Malinowski et al 1985, Scraba et Ginther
1985). Palmer et al (1982) ont montré que, sur
des juments préalablement sélectionnées en
inactivité ovarienne, I'avance maximale de la
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date de la premiére ovulation, sous nos lati-
tudes, est obtenue avec 14h30 de lumiere et
9h30 d'obscurité par jour. A plus de 16h et
moins de 13h de lumiere par jour, I'éclaire-
ment n'est pas stimulant.

Un traitement photopériodique de 14h30 de
lumiere par jour, commencé vers le solstice
d'hiver et interrompu au bout de 35 jours suf-
fit a avancer la date de la premiére ovulation
de la méme facon que si I'on maintient le trai-
tement jusqu'aux jours longs naturels. Aprés
cette interruption du traitement, aucune
rechute en inactivité n'est constatée
(Guillaume et al 1996).

Grace a des relais nerveux complexes
(noyaux suprachiasmatiques, Sharp et al
1984 ; ganglions cervicaux supérieurs, Sharp
et al 1979), l'information "présence ou absen-
ce de lumiére" est transmise a la glande pinéa-
le qui, apres stimulation noradrénergique
(Sharp et al 1980a), sécrete de la mélatonine.
L'ablation de la glande pinéale perturbe les
variations saisonniéres de la reproduction
(Grubaugh et al 1982).

Chez les Equidés, la mélatonine est sécrétée
pendant toute la durée de la phase obscure
(Sharp et al 1980b, Kilmer et al 1982,
Colquhoun et al 1987, Guillaume et Palmer
1991). Cette sécrétion est nettement pulsatile
(Sharp et Grubaugh 1983). Les quantités de
mélatonine produites journellement varient
suivant la durée de la nuit, mais le taux de
production reste constant dans le temps, de
I'ordre de 0,7 ng/kg par minute, et ce pour des
nuits d'une durée de 13h30 ou de 9h30
(Guillaume et al 1995a). La sécrétion de méla-
tonine s'adapte immédiatement a un change-
ment de la durée de la nuit (Spadetta et al
1995). Un rythme endogéne de sécrétion a été
mis en évidence (Kilmer et al 1982, Guillaume
et al 1997).

‘Une administration quotidienne de mélato-
nine par voie orale, 4 heures avant une nuit

courte, a des ponettes en inactivité ovarienne,
supprime l'effet photostimulant des jours
longs (Guillaume et Palmer 1991). Chez la
jument, le méme effet inhibiteur est obtenu
lorsque la mélatonine est administrée orale-
ment a plus faible dose (1,7 mg pour 250 kg)
mais cette administration étant répétée 7 fois,
une fois toutes les 2 heures (Guillaume et
Palmer 1992) et ce quelle que soit la longueur
ou la place de la nuit réelle, pendant la pre-
sence de taux élevés de mélatonine exogeéene.
L'administration sous forme d'implants sous-
cutanés retarde également la premiére ovula-
tion annuelle (Guillaume et al 1995b). La mise
au point de traitements de désaisonnement
peut étre envisagée en administrant la méla-
tonine le soir ou sous forme d'implants. En
posant des implants de mélatonine aux alen-
tours du solstice d'été, la derniére ovulation
de I'année n'est pas avancée, mais la premie-
re ovulation de I'année suivante est significa-
tivement avancée de 2 mois par rapport a
celle de juments témoins (Guillaume et al
1995b).

Stankov et al (1991) ont étudié la localisa-
tion des récepteurs de la mélatonine dans le
cerveau des chevaux. Les quantités les plus
élevées sont retrouvées dans la pars tubera-
lis et I'éminence médiane. Un nombre plus
faible de ces récepteurs est décelable au
niveau du noyau suprachiasmatique et de I'ai-
re préoptique.

Conclusion

La baisse de l'activité reproductrice des
Equidés durant I'hiver géne considérablement
les éleveurs. Il serait donc économiquement
intéressant de maitriser cette inactivité hiver-
nale. Seule une meilleure connaissance des
mécanismes physiologiques des rythmes tant
journaliers qu'annuels contrélant I'activité
reproductrice peut conduire a cette maitrise.
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Maitrise de I'activité ovarienne chez la jument

Outre les traitements d’induction de la
cyclicité saisonniére et de synchronisation
des cycles pendant la période d'activité
sexuelle, la maitrise de I'activité ovarienne de
la jJument comprend également les techniques
d’'induction d’ovulation et de stimulation de la
croissance folliculaire, dite superovulation.
Nous présenterons tout d'abord les traite-
ment d’induction d’ovulation car il sont bien
maitrisés ; cependant les plus efficaces, c’est-
a-dire permettant d'induire I'ovulation dans le
délai désiré et avec le minimum d’interven-
tions chez I'animal, ne sont pas encore com-
mercialisés en France. Les techniques de
superovulation sont encore testées au plan
expérimental.
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L’'induction de I'ovulation

L'induction pharmacologique de I'ovulation
est obtenue par la production d’'un pic de LH,
soit d’'origine exogéne par injection d’hor-
mones gonadotropes a activité LH, soit d’ori-
gine endogéne par administration d’'un ana-
logue du GnRH.

L'administration des hormones gonado-
tropes se fait par injection unique intravei-
neuse lorsque le follicule dominant atteint la
taille préovulatoire (30 & 40 mm). Le produit
est considéré efficace s'il permet d'induire
I'ovulation dans les 24 a 48 heures qui suivent
I'injection. Associée au suivi ovarien par
échographie trans-rectale, cette technique
permet une programmation rationnelle des
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inséminations. En France seule I'hCG (hor-
mone chorionique humaine, 2500 Ul par injec-
tion) est commercialisée ; mais son adminis-
tration répétée sur un méme animal entraine
la formation d’anticorps, associée a une bais-
se d'efficacité. Certains praticiens rapportent
également I'observation de lutéolyse précoce.

Une alternative intéressante est fournie par
I'injection de LH équine (1,5 mg par injec-
tion), produite a partir d’'un extrait hypophy-
saire équin, qui n'est cependant disponible
gu’'a titre expérimental. Utilisée en routine a
'INRA de Nouzilly depuis 1987, cette tech-
nigue permet d’'induire une ovulation en 24 a
48 h chez plus de 85 % des jument traitées.

L'administration de peptides de synthése
analogues du GnRH peut s'effectuer sous
deux formes pharmaceutiques différentes :

- la buséréline (commercialisée en France
et utilisable également chez la vache) est
injectée toutes les 12 heures, a partir du
moment ou le follicule dominant atteint la
taille préovulatoire. L'administration intra-
musculaire de 40 pg par injection jusqu'a
I'ovulation (3,8 injections en moyenne) per-
met d’obtenir 67 % d’ovulations dans les
48 heures (vs 20 % dans les 80 heures chez les
témoins). Ladministration intraveineuse de
20 pug par injection en 4 injections permet
d’obtenir 83 % d’'ovulations dans les
40 heures.

- le deslorelin est commercialisé en
Australie et est utilisé dans d'autres pays,
notamment aux Etats-Unis. C’est un implant
sous-cutané, contenant 2,1 mg de principe
actif, a libération de courte durée, qui est
administré quand le follicule dominant atteint
35 mm. Son efficacité est semblable a celle
des hormones gonadotropes (90 % d’ovula-
tions dans les 48 heures), sa tolérance est
bonne et il n'y a pas de perte d’activité dans le
temps. Il n’est pas actuellement commerciali-
sé en France.

Les traitements
de superovulation

Ces traitements permettent d'induire, au
cours d'un méme cycle, la croissance de plu-
sieurs follicules préovulatoires, qui doivent
aboutir a la production de plusieurs
embryons viables par cycle. Dans |'espéce
équine, l'association de cette technique a
celle du transfert d'embryons permettrait de
proposer aux éleveurs un moyen d'augmenter
la productivité des juments.

Chez la jument, espéce mono-ovulante, au
cours de la phase folliculaire, la FSH endoge-
ne stimule I'émergence et la croissance des
follicules qui sécrétent des quantités crois-
santes d'oestradiol et d'inhibine jusqu’a I'ovu-
lation. Linhibine est une protéine qui exerce
un rétro-contrdle négatif sur la sécrétion de
FSH hypophysaire. Quand le follicule domi-
nant atteint environ 20 mm, la FSH endogéne
est fortement déprimée et seul le follicule
dominant peut atteindre la taille préovulatoi-
re et ovuler lors de la montée de LH.

Les traitements de superovulation consis-
tent a compenser la dépression de la FSH

endogene, soit en injectant une hormone a
activité FSH, soit en stimulant la production
de FSH endogéne par neutralisation de I'inhi-
bine. L'immunisation anti-inhibine peut étre
active (vaccination anti-inhibine) ou passive
(injection d'anticorps anti-inhibine).

Les gonadotrophines exogenes

Les hormones gonadotropes disponibles
sur le marché, eCG (equine chorio-gonadotro-
phin, anciennement appelée PMSG) et FSH
porcine ne sont pas efficaces chez la jument,
du fait de la non adéquation hormones/récep-
teurs et seule la FSH équine permet d’'obtenir
une poly-ovulation.

Au plan expérimental des préparations de
FSH obtenues a partir d’extraits hypophy-
saires équins sont testées depuis environ 15
ans. Ces préparations sont injectées quoti-
diennement par voie intramusculaire (0,75 mg
de FSH) pendant la phase de croissance folli-
culaire. Elles permettent d'augmenter le
nombre d'ovulations par cycle de fagon répé-
table (2 a 4 ovulations/cycle traité vs 1/cycle
témoin), mais l'augmentation du nombre
d'embryons, collectés a 7 jours, varie selon
les animaux et les cycles et n’est pas repro-
ductible d'une expérience a l'autre (quelques
expeériences rapportent cependant I'obtention
de 2 embryons/cycle traité vs 0,7/cycle
témoin).

Différentes hypothéses sont proposées et
actuellement testées : effet globalement nocif
du traitement, contamination trop importante
en LH, ovulation de mauvaise qualité, résorp-
tion embryonnaire précoce.

Il est certain qu'a plus long terme seul un
produit répondant aux exigences du marché,
hormone de synthése ou recombinante, pour-
ra étre commercialisé.

L'immunisation anti-inhibine

Cette voie de recherche est intéressante
parce qu'elle utilise les hormones endogeénes.
Des essais d'immunisation anti-inhibine chez
la jument sont publiés depuis 1992. Cette
technique permet d’augmenter le nombre
d’ovulations (jusqu’a 4 en moyenne par
cycle), cependant une seule publication men-
tionne la production d'embryons (1,6
embryon/cycle aprés immunisation active).
Les travaux sur ce théme sont poursuivis,
notamment pour mieux comprendre les
mécanismes de régulation de la mono-
ovulation.

Pour en savoir plus

Briant C., 1999. La superovulation chez la jument : point
sur les techniques et débouchés potentiels. 25e journée
de la recherche équine, Paris, Institut du cheval, DEFI,
3 mars 1999, 69-75.

Bruyas J.-F., Battut I., Trocherie E., Hecht S., Fieni F,
Egron L., Tainturier D., 1996. Efficacité de la buséréline
pour induire les ovulations chez la jument cyclée : essais
de deux protocoles de traitement. 22e Journée de la
recherche équine, Paris, Institut du cheval, 28 février
1996, 8-18.

INRA Productions Animales, décembre 1999



N. GERARD

INRA-Haras
Nationaux, PRMD,
Equipe Reproduction
Equine, 37380 Nouzilly

e-mail :
nadine.gerard@tours.
inra.fr

336 / EQUIPE REPRODUCTION EQUINE

Gaillot C., Guillaume D., Lecompte F., Combarnous Y.,
1994. Les gonadotrophines équines : de la connaissance
fondamentale a I'élevage. 20e Journée de la recherche
équine, Paris, CEREOPA, 2 mars 1994, 145-155.

Harrison L.A., Squires E.L., McKinnon A., 1991.
Comparison of hCG, buserelin and luprostriol for induc-
tion of ovulation in cycling mares. Equine Vet. Sci., 11,
163-166.

Mc Kinnon A., Figueroa S., Skidmore J., Vasey J.R.,
Trigg T., 1993. Predictable ovulation in mares treated
with an implant of the GnRH analogue Deslorelin. Equine
Vet. J., 25, 321-323.

Mc Kinnon A., Vasey J., Lescun T., Trigg T., 1997.
Repeated use of a GnRH analogue Deslorelin (Ovuplant)
for hastening ovulation in the transitional mare. Equine
Vet. J., 29, 153-155.

Développement folliculaire terminal :
evolution biochimique du follicule

Le développement folliculaire terminal
regroupe I'ensemble des processus de crois-
sance et de maturation du follicule dominant
depuis sa sélection jusqu'a I'ovulation, ainsi
que la régression (atrésie) des follicules
dominés. Chez la jument, la sélection du folli-
cule dominant a lieu au moins 6 jours avant
I'ovulation, lorsque son diamétre atteint 15-
20 mm. A la fin de la phase folliculaire, le fol-
licule dominant atteint 40 mm de diameétre et
acquiert la capacité a ovuler en réponse a une
stimulation LH (endogéne ou exogéne). A ce
stade, les événements impliqués incluent la
maturation du complexe ovocyte-cumulus
ainsi que la différenciation des cellules folli-
culaires (cellules de la granulosa et cellules
de la theque). Ces événements ménent a la
rupture du mur folliculaire (ovulation), a la
production d'un complexe ovocyte-cumulus
mature, c’est a dire apte a étre fécondé, et a la
formation d'un corps jaune sécréteur de pro-
gestérone (lutéinisation).

Les hormones gonadotropes hypophysaires
LH et FSH jouent un réle essentiel dans le
contréle endocrinien du développement folli-
culaire, alors que les stéroides, les facteurs de
croissance et autres facteurs peptidiques sont
impliqués a un niveau local, comme facteurs
paracrines ou autocrines, modulateurs de
I'action des gonadotropines. A ce jour, les
mécanismes physiologiques impliqués dans la
régulation endocrine de la croissance et de la
maturation folliculaire sont relativement bien
connus, alors que les mécanismes locaux res-
tent encore a déterminer pour la plupart. Une
meilleure connaissance des constituants du
fluide folliculaire et de I'activité des cellules
folliculaires permettrait vraisemblablement
de mieux comprendre, voire de résoudre cer-
tains des problémes rencontrés dans I'espéce
équine lors de la procréation assistée, au
cours de la maturation et de la fécondation in
vitro.

Cet article passe en revue les connais-
sances actuelles sur la composition du fluide
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folliculaire équin et sur I'activité des cellules
du follicule dans cette espéce.

Réceptivité aux hormones
gonadotropes et
stéroidogenese folliculaire

L'ovaire est le site majeur de synthése de
stéroides, qui sont le reflet de I'état physiolo-
gique des follicules. La présence de stéroides
dans le fluide folliculaire de jument a été
montré dés 1960 (Short 1960), et la capacité
stéroidogéne des cellules folliculaires a été
décrite quelques années plus tard (Ryan et
Short 1965). Dans I'espéce équine, la crois-
sance du follicule dominant est caractérisé
par l'augmentation intrafolliculaire des
concentrations d’oestradiol-17(3 et de proges-
térone (Fay et Douglas 1987, Sirois et al 1990,
Gérard et al 1998, Gérard et Monget 1998),
associée a l'augmentation du nombre de
récepteurs a LH (Fay et Douglas 1987, Goudet
et al 1999) et de I'expression des enzymes
impliquées dans la synthese des stéroides. En
fin de croissance, le follicule dominant pré-
sente une activité stéroidogene maximale ; il
produit une quantité abondante d'oestradiol-
17R. Celui-ci est un des signaux participant a
I'augmentation des taux circulants de LH res-
ponsable de la maturation préovulatoire.
Cette augmentation de la synthese d’oestra-
diol-17f3 au cours de la croissance folliculaire
s'accompagne de I'augmentation de la quanti-
té d’aromatase, enzyme de conversion des
androgenes en oestrogénes. Cette maturation
terminale, qui peut également étre induite par
injection de LH exogéne, se caractérise par
une baisse de la concentration intrafolliculai-
re d'oestradiol-1713 et une augmentation de la
concentration de progestérone, accompa-
gnées d’'une baisse des taux d'expression des
enzymes impliquées dans la synthése des sté-
roides. A ces stades, les follicules dominés
(vraisemblablement atrétiques) sont caracté-
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risés par des faibles taux d'oestradiol-171 et
de progestérone, associés a des faibles taux
d’expression des enzymes de la stéroidogene-
se. La régression du follicule dominant, par-
fois observée sur des cycles naturels chez la
jument, est associée a de trés faibles taux
d’'oestradiol-17R et de tres forts taux de pro-
gestérone. En plus du r6le endocrine et para-
crine bien connu des stéroides, il a été récem-
ment montré que la progestérone contenue
dans le fluide folliculaire est capable d’indui-
re la réaction acrosomique du spermatozoide
d’étalon et qu’elle active leur accrochage a la
zone pellucide (Cheng et al 1998).

Autres molécules
intrafolliculaires

Le liquide folliculaire est le produit, pour
partie, d’'un exsudat sérique mais il contient
également des facteurs synthétisés locale-
ment, résultats de I'activité métabolique des
cellules ovariennes.

La teneur en protéines totales du liquide fol-
liculaire est supérieure a celle du plasma chez
la jument, mais aucune corrélation n'a été
observée avec la taille du follicule ou son état
physiologique. Le contenu intrafolliculaire en
protéines de haut poids moléculaire, telles
que la fibronectine et I'a2-macroglobuline,
semble étre corrélé a la taille du follicule
(Gentry et al 1996).

Enzymes protéolytiques

Les enzymes protéolytiques jouent un role
majeur dans la rupture du mur folliculaire au
moment de I'ovulation. Il a été montré dans
de nombreuses espeéces que les protéines du
sytéme activateur du plasminogéne sont a
I'origine de la cascade protéolytiqgue menant a
la formation de plasmine et a I'activation des
collagénases, aboutissant a la rupture du fol-
licule. La concentration intrafolliculaire de
relaxine, hormone peptidiqgue connue pour
moduler la production de procollagénase et
de collagene dans divers tissus, n'est pas
influencée par la taille folliculaire chez la
jument (Ryan et al 1997), de méme que I'acti-
vité du facteur VII et du fibrinogéne. D’autre
part, il a été montré que, dans cette espéce, le
taux intrafolliculaire de facteur X augmente
avec la taille folliculaire (Yamada et Gentry
1995). Aucune donnée ne concerne I'évolu-
tion de ces molécules au cours de la matura-
tion préovulatoire du follicule.

Inhibine intrafolliculaire

Linhibine du fluide folliculaire de jument,
dont l'activité a été décrite pour la premiére
fois dans les années quatre-vingt, est mainte-
nant purifiée et caractérisée.

Facteurs de croissance et pro-
téines porteuses

Les effets paracrines et autocrines des fac-
teurs de croissance dans les follicules a
antrum sont étudiés depuis quelques années.

Dans I'espéce équine, seule la concentration
intrafolliculaire d’'IGF-1 a été mesurée (Spicer
et al 1991). Dans les fluides biologiques, les
IGF sont fixés a des protéines de transport,
les IGFBP, qui sont connues pour réguler I'ac-
tivité des IGF en modulant leur disponibilité
pour les cellules cibles. Dans de nombreuse
especes, dont I'espéce équine, le profil folli-
culaire des IGFBP est un bon indicateur de
I'état physiologique du follicule (Gérard et
Monget 1998).

Molécules de I'inflammation

L'ovulation peut étre assimilée a une réac-
tion inflammatoire locale et, dans de nom-
breuses espéces, elle se caractérise par I'aug-
mentation de la concentration intrafolliculai-
re de certaines molécules impliquées dans le
processus inflammatoire. Chez la jument, il y
a une augmentation intrafolliculaire considé-
rable de prostaglandines et de thromboxane
B2 dans les heures qui précédent I'ovulation,
alors que les taux de leucotrienes et d'hista-
mine restent inchangés (Watson et Sertich
1991). Limplication des prostaglandines dans
le processus préovulatoire a été clairement
montrée chez la jument et I'augmentation de
I'expression de prostaglandine G/H synthase-
2 au cours de la maturation préovulatoire a
été récemment décrite dans cette espece
(Sirois et Doré 1997).

Autres molécules

Récemment, la présence d’'une protéine de
200kDa a été mise en évidence dans les
liquides et les cellules folliculaires au stade
préovulatoire, en conditions naturelles ou
aprés induction d’ovulation. Son expression
dans le fluide folliculaire est corrélée a I'as-
pect du cumulus et au stade nucléaire de
I'ovocyte (Gérard et al 1998). Lidentité de
cette protéine est inconnue.

D’autre part, en accord avec les données
déja observées dans le liquide folliculaire
humain, la présence d’agents chémo-attrac-
tants pour le spermatozoide a été montré
dans le liquide folliculaire équin (Navarro et
al 1988). Ce signal chimique proviendrait de
I'ovocyte mature ; sa nature moléculaire est
inconnue.

Le réle des glycosaminoglycannes dans le
développement folliculaire et ovocytaire est
trés peu connu. lls pourraient intervenir en
régulant I'action des gonadotropines au
niveau de l'ovaire et/ou la synthése des sté-
roides. Dans I'espéce équine, la concentration
intrafolliculaire en glycosaminoglycannes ne
varie pas avec le stade du cycle
(oestrus/dioestrus) et chute avec la taille des
follicules (Santos et al 1995); cette faible
concentration pourrait permettre I'expansion
du cumulus au cours de la maturation follicu-
laire terminale.

Le profil et le contenu folliculaire en lipo-
protéines a été étudié chez la jument (Le Goff
1994) mais aucune étude ne relate leur
expression au cours du cycle, ou encore leur
réle sur la stéroidogeneése folliculaire.
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Conclusion

L'évolution biochimique du follicule est liée
a son devenir (ovulation/atrésie). C'est au
cours des processus de croissance et de
maturation du follicule préovulatoire que se
mettent en place les divers événements qui
permettront la fécondation de I'ovocyte et les

premiéres étapes du développement
embryonnaire. De ce fait, une meilleure
connaissance de I'évolution biochimique de
ce micro-environnement qu’est le follicule
permettra de comprendre les mécanismes
impliqués localement et de résoudre certains
problémes rencontrés lors de la manipulation
des gametes dans cette espéce.

Références

Cheng F.P.,, Fazeli AR., Voorhout W.F,, Tremoleda J.L.,
Bevers M.M., Colenbrander B., 1998. Progesterone in
mare follicular fluid induces the acrosome reaction in
stallion spermatozoa and enhances in vitro binding to the
zona pellucida. Int. J. Androl., 21, 57-66.

Fay J.E., Douglas R.H., 1987. Changes in thecal and gra-
nulosa cell LH and FSH receptor content associated with
follicular fluid and peripheral plasma gonadotrophin and
steroid hormone concentrations in preovulatory follicles
of mares. J. Reprod. Fert., Suppl. 35, 169-181.

Gentry P.A., Zareie M., Liptrap R.M., 1996. Fibronectin
concentrations correlates with ovarian follicular size and
estradiol values in equine follicular fluid. Anim. Reprod.
Sci., 45, 91-102.

Gérard N., Monget P., 1998. Intrafollicular insulin-like
growth factor-binding protein levels in equine ovarian fol-
licles during preovulatory maturation and regression.
Biol. Reprod., 58, 1508-1514.

Gérard N., Duchamp G., Goudet G., Bézard J.,
Magistrini M., Palmer E., 1998. A high molecular weight
preovulatory stage-related protein in equine follicular
fluid and granulosa cells. Biol. Reprod., 58, 551-557.

Goudet G., Belin F., Bézard J., Gérard N., 1999.
Intrafollicular content of luteinizing hormone receptor, a-
inhibin, and aromatase in relation to follicular growth,
estrous cycle stage, and oocyte competence for in vitro
maturation in the mare. Biol. Reprod., 60, 1120-1127.

Le Goff D., 1994. Follicular fluid lipoproteins in the mare :
evaluation of HDL transfer from plasma to follicular
fluid. Biochim. Biophys. Acta, 1210, 226-232.

Navarro M.C., Valencia J., Vazquez C., Cozar E.,
Villanueva C., 1988. Crude mare follicular fluid exerts
chemotactic effects on stallion spermatozoa.
Reprod.Dom. Anim., 33, 321-324.

Ryan K.J., Short R.V., 1965. Formation of estradiol by gra-
nulosa and theca cells of the equine ovarian follicle.
Endocrinology, 76, 108-114.

INRA Productions Animales, décembre 1999

Ryan P.L., Klonisch T., Yamashiro S., Renaud R.L.,
Wasnidge C., Porter D.G., 1997. Expression and localiza-
tion of relaxin in the ovary of the mare. J. Reprod. Fert.,
110, 329-338.

Santos E.C.F, Varner D.D., Burghardt R.C., Forrest D.W.,
Blanchard T.L., 1995. Electrophoretic analysis of glycosa-
minoglycans from ovarian follicular fluid of mares. In :
Sharp DC et Bazer FW (eds), Equine Reproduction VI,
393-401. Society for the study of Reproduction, Madison,
WI.

Short R.V., 1960. Steroids present in the follicular fluid of
the mare. J. Endocr., 20, 147-156.

Sirois J., Doré M., 1997. The late induction of prostaglan-
din G/H synthase-2 in equine preovulatory follicles sup-
ports its role as a determinant of the ovulatory process.
Endocrinology, 138, 4427-4434.

Sirois J.,, Kimmich T.L., Fortune JE. 1990.
Developmental changes in steroidogenesis by equine
preovulatory follicles : effects of equine LH, FSH, and
CG. Endocrinology, 127, 2423-2430.

Spicer L.J., Tucker K.E., Henderson K.A., Duby R.T., 1991.
Concentrations of insulin-like growth factor-I in follicular
fluid and blood plasma of mares during early and late
oestrus. Anim. Reprod. Sci., 25, 57-65.

Watson E.D., Sertich P.L., 1991. Concentrations of arachi-
donate metabolites, steroids and histamine in preovula-
tory horse follicles after administration of human chorio-
nic gonadotropin and the effect of intrafollicular injec-
tion of indomethacin. J. Endocrinol., 129, 131-139.

Yamada M., Gentry P.A., 1995. The hemostatic profile of
equine ovarian follicular fluid. Thrombosis Res., 77,
4 5-54.



Actualités en reproduction équine / 339

De la collecte des ovocytes
a la production d’embryons

C’est en 1989, & I'INRA de Nouzilly, que les
premiers embryons équins issus de féconda-
tion in vitro (FIV) ont été obtenus chez la
jument. Depuis 10 ans, seuls 2 poulains sont
nés aprés FIV (dans notre laboratoire) et 3
apres injection intracytoplasmique de sper-
matozoide (aux USA et en Australie). La pro-
duction in vitro d’embryons dans I'espéce
équine est encore bien loin d’étre maitrisée a
ce jour, les taux de fécondation restent faibles
comparés a ceux obtenus chez les autres
especes de mammiferes. Les principaux fac-
teurs responsables de ce lent développement
sont : le petit nombre d’ovocytes disponibles
a partir de juments d’abattoir ou d’animaux
vivants, la qualité des ovocytes a la collecte et
aprés maturation in vitro, encore non contro-
lable a ce jour, et la grande difficulté a capa-
citer in vitro les spermatozoides d'étalon.
Des alternatives a la FIV sont proposées en
utilisant le transfert d’ovocytes soit dans I'ovi-
ducte soit dans le follicule d’'une jument
receveuse.

Optimisation
de la production d’ovocytes

Ces derniéres années, I'optimisation de la
production d’ovocytes par jument a été I'un
des objectifs prioritaires pour la plupart des
équipes de chercheurs. Face a la difficulté
d’obtention de matériel d’'abattoir, il a fallu se
tourner vers la collecte des ovocytes sur ani-
mal vivant réalisée par ponctions des folli-
cules. La ponction faite en aveugle a travers le
flanc de I'animal ne permet de collecter que
des ovocytes de follicules préovulatoires. Le
développement et la maitrise de la technique
de ponction sous échographie transvaginale
(Duchamp et al 1995), couramment utilisée
dans I'espece humaine, qui rend possible I'as-
piration de gros et de petits follicules, a per-
mis d’augmenter le nombre d’ovocytes collec-
tés par jument.

La ponction des follicules peut étre pro-
grammée en fonction du stade du cycle, du
développement folliculaire et permet ainsi
d’obtenir des populations d’ovocytes parfaite-
ment caractérisees. |l est possible de réaliser
des ponctions répétées chez un méme animal
sans risque d'adhérences et sans affecter
aucunement la santé de I'animal ni la fertilité.

Le taux de collecte des ovocytes est influen-
cé par la taille des follicules aspirés et par les
systéemes utilisés. De 14 % a plus de 50 %
d’ovocytes immatures sont collectés par petit
follicule non préovulatoire et de 55 % a 80 %
d’'ovocytes matures sont aspirés par follicule
préovulatoire de juments induites pour
I'ovulation.

En moyenne, 3,2 ovocytes peuvent étre col-
lectés par ponction chez une jument en oes-
trus. La ponction du follicule préovulatoire,

35 heures aprés induction de I'ovulation, per-
met d’obtenir une moyenne de 0,8 ovocyte
mature par cycle normal et 1,6 par cycle sti-
mulé apres traitement des juments aux hor-
mones gonadotropes. Deux ponctions succes-
sives, au cours d’un méme cycle, I'une en fin
de phase folliculaire (oestrus) et l'autre en
phase lutéale (dioestrus), donnent une
moyenne de 8,9 ovocytes par jument : 0,9 ovo-
cyte mature préovulatoire + 4 ovocytes imma-
tures de la phase folliculaire + 4 ovocytes
immatures de la phase lutéale.

Les juments gestantes peuvent étre don-
neuses d’'ovocytes sans que la gestation soit
affectée. Une moyenne de 15 ovocytes par
jument gestante est obtenue apres 4 ponc-
tions successives entre 40 et 75 jours de
gestation.

Aptitude des ovocytes
a la maturation

A la collecte, les ovocytes sont entourés de
cellules formant un cumulus soit compact,
soit expanseé, en proportions variables selon
I'origine et le moment du cycle a la ponction ;
plus de 90 % d'ovocytes a cumulus compact
sont collectés sur animal vivant en oestrus ou
en dioestrus alors qu’ils ne sont que de 50 a
80 % a partir d’ovaires d’'abattoir. La plupart
des ovocytes a cumulus compact sont imma-
tures et présentent différents aspects de
structure de chromatine : diffuse, filamenteu-
se ou regroupée en une masse dense. Cette
derniére structure semblerait étre associée
avec la capacité des ovocytes & maturer, mais
aucune preuve n'a été apportée jusqu’a
ce jour.

La maturation in vivo des ovocytes de
jument a été suivie aprés ponction de folli-
cules préovulatoires a différentes périodes
apres l'induction de I'ovulation. L'étude de la
chronologie des événements de maturation a
montré que le cumulus des ovocytes, encore
compact au moment de l'induction, devient
expansé entre 6 et 12 h aprés induction. La
reprise de la méiose se fait progressivement :
24 h aprés induction tous les ovocytes sont en
métaphase I, 35 h aprés induction (juste avant
I'ovulation) ils sont en métaphase I, stade
nucléaire indispensable pour une fécondation
ultérieure (Bézard et al 1997).

La maturation in vitro des ovocytes collec-
tés immatures est influencée par I'aspect du
cumulus, la taille du follicule, le stade physio-
logique a la collecte, I'atrésie folliculaire, les
milieux de culture utilisés et la durée de cul-
ture. Le taux de maturation in vitro est de 45
a 75 % apres 30 h de culture dans un milieu
simple avec sérum et hormones. L'addition
seule d’EGF (Epidermal Growth Factor) au
milieu TC199 n’induit pas la maturation
nucléaire comme chez les bovins (6 % vs 80 %,
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respectivement). Toutefois, il a été montré
que 'EGF peut étre utilisé comme substitut
aux hormones gonadotrophines couramment
utilisées dans les milieux de maturation
(Goudet et al 1998) et que le sérum de veau
foetal reste indispensable pour maturer les
ovocytes chez la jument. Plus de la moitié des
ovocytes aspirés de follicules de diametre
inférieur a 10 mm sont incapables de maturer
in vitro. Les ovocytes de follicules atrétiques
sont plus aptes a maturer in vitro que ceux
provenant de follicules sains, mais leur apti-
tude a la fécondation n’a pas été démontrée.

La maturation cytoplasmique est indispen-
sable au développement ultérieur du jeune
embryon. Cette maturation n’est pas maitri-
sée a ce jour, seule I'étude de modifications
morphologiques et biochimiques liées a la
maturation finale des ovocytes chez la jument
a été abordée. Au cours de la maturation, la
zone pellucide subit des transformations de
structure. L'interaction entre la zone pellucide
et les spermatozoides a été montrée comme
pouvant refléter I'état fonctionnel des ovo-
cytes. Ainsi, les ovocytes immatures fixent
moins de spermatozoides que les ovocytes
maturés in vivo ou in vitro.

Aptitude des ovocytes
a produire des embryons

La fécondation in vitro (FIV) n'est pas uti-
lisable a ce jour pour évaluer la qualité des
ovocytes maturés in vitro a produire des
embryons viables. Malgré la naissance de
deux poulains FIV, issus d’ovocytes maturés
in vivo et inséminés avec du sperme capacité
au ionophore, le taux de segmentation reste
faible (23 a 30 %) et il en est de méme des ovo-
cytes maturés in vitro. L'utilisation de caféine
ou d’héparine comme traitement de capacita-
tion n'a pas amélioré les résultats. Aucune
gestation n’a été obtenue apres transfert
d’embryons issus d'ovocytes maturés
in vitro.

La méthode de FIV conventionnelle chez la
jument ne semble plus a I'étude ces derniéres
années. De nouvelles techniques de procréa-
tion assistée sont en cours de mise au point.

Alternatives a la fécondation
INn vitro

Suite aux échecs de la FIV, des transferts
d'ovocytes d'une donneuse dans l'oviducte
(GIFT : gamete intrafallopian transfer) ou
dans le follicule (TOIF : transfert d’ovocyte
intrafolliculaire) d’une jument receveuse
inséminée ont été tentés pour fécondation
in vivo.

Le transfert d’ovocyte dans l'oviducte est
actuellement utilisé dans certains centres
spécialisés pour fécondation in vivo aux
USA. Le transfert dans I'oviducte de la rece-
veuse d’ovocytes matures ponctionnés in
vivo est réalise par voie chirurgicale. Les taux
de gestation sont comparables a ceux obte-
nus aprés transfert classique d’embryons.
L'age de la donneuse d’ovocytes a une influen-
ce sur la formation de vésicules embryon-
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naires : 92 % et 31 % de vésicules embryon-
naires ont été obtenus a partir d'ovocytes de
juments agées respectivement de moins de 10
ans et de plus de 20 ans. Récemment, il a été
montré que des ovocytes collectés in vivo
(24h aprés hCG) a un stade de pré-maturation
(métaphase I) et mis en culture (de 12 & 20 h)
pour atteindre une maturation finale (méta-
phase Il) avant leur transfert dans I'oviducte,
étaient capables de produire des embryons
(Hinrichs et al 1998).

Le transfert d’ovocyte intrafolliculaire est
possible a réaliser en aveugle a travers le
flanc de I'animal. Des gestations multiples ont
été obtenues apreés transfert de plusieurs ovo-
cytes soit matures, soit immatures dans un
follicule receveur. Des gestations simples ont
résulté de transfert d’'un ovocyte mature
d’'une jument donneuse dans un follicule pré-
ovulatoire d’'une jument receveuse dont le
propre ovocyte avait été enlevé. La ponction
folliculaire effectuée sous échographie trans-
vaginale, qui permet de visualiser l'aiguille
dans le follicule, améliore cette méthode.
Lanalyse de la filiation des embryons, obte-
nus apres transfert d’'un ovocyte dans un folli-
cule qui garde son propre ovocyte, a permis
de contrdler les origines maternelles. Ainsi,
50 % des ovocytes transférés sont capables de
produire un embryon et 81 % des propres ovo-
cytes du follicule receveur donnent un
embryon. La mule est un bon modeéle pour le
transfert intrafolliculaire d’'un ovocyte de
donneuse car son propre ovocyte est infée-
cond : la gestation obtenue ne peut donc pro-
venir que de I'ovocyte transféré. Une gesta-
tion a déja été obtenue en 1997 dans notre
laboratoire, gestation interrompue volontai-
rement afin de confirmer I'origine maternelle
de I'embryon (Palmer et al 1997).

Cette méthode, non chirurgicale, semble
prometteuse pour augmenter le nombre d’em-
bryons nécessaires a la recherche mais aussi
pour obtenir des embryons de juments ayant
des problémes de reproduction.

Pour en savoir plus
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Micromanipulation des gametes

Les succes limités en fécondation in vitro
(FIV) conventionnelle chez les équins ont
incité a développer d'autres techniques de
reproduction assistée, basées sur la microma-
nipulation des gameétes. Les échecs en FIV
conventionnelle seraient dus a une dureté de
la zone pellucide de I'ovocyte, probablement
induite par la maturation in vitro et empé-
chant le spermatozoide de pénétrer dans
I'ovocyte, et a la nécessité d'avoir une métho-
de de capacitation des spermatozoides effica-
ce pour qu'ils puissent pénétrer dans I'ovocy-
te. Les techniques dites de procréation assis-
tée permettent de contourner ces deux pro-
blemes.

Toutes ont pour objectif d'aider le sperma-
tozoide a pénétrer dans I'ovocyte. Lors de la
fécondation, le spermatozoide doit franchir
deux barrieres ovocytaires : la zone pellucide
puis la membrane plasmique (figure 1).
Plusieurs techniques l'aident a franchir la
zone pellucide, une autre technique l'aide a
franchir les deux barriéres.

Figure 1. Ovocyte.

zone pellucide

espace
périvitellin

membrane
plasmique

cytoplasme

Principes

Deux des techniques, PZD (partial zona dis-
section) et ZD (zona drilling), consistent a
faire une bréche dans la zone pellucide, soit
mécaniquement (PZD), soit chimiquement
(ZD). Les ovocytes sont ensuite mis a incuber
avec des spermatozoides dans un tube : un ou
des spermatozoide(s) peuvent alors entrer
dans l'espace périvitellin (figure 2).

Auparavant, les spermatozoides doivent tout
de méme étre traités par un agent capacitant.

La technique appelée SUZI (subzonal sperm
injection) consiste a déposer un ou plusieurs
spermatozoides mobiles a I'aide d'une pipette
dans I'espace périvitellin. Le ou les spermato-
zoides choisis par I'opérateur n'ont plus que
la membrane plasmique a franchir (figure 2).
Comme pour les deux techniques préce-
dentes, les spermatozoides doivent étre capa-
cités.

Ces trois techniques, PZD, ZD et SUZI,
nécessitent de disposer de spermatozoides
mobiles et fécondants (capables de fusionner
avec I'ovocyte). Un des problémes rencontrés

Figure 2. Principes des différentes techniques.

PZD (partial zona dissection) et ZD (zona drilling)

SUZI (subzonal sperm injection)

ICSI (intracytoplasmic sperm injection)

pipette de maintien

pipette d'injection
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est le taux élevé de polyspermie (pénétration
de plus d'un spermatozoide dans I'ovocyte),
qui blogue ensuite le développement (PZD et
SUZI : 15 a 40 % de polyspermie ; ZD : 40 a
60 %).

La technique ICSI (intracytoplasmic sperm
injection) consiste a déposer un spermatozoi-
de directement dans le cytoplasme de I'ovo-
cyte (figure 2). Elle a été utilisée avec succes
en medecine humaine dans des cas de stérili-
té masculine (Palermo et al 1992 et 1993, Van
Steirteghem et al 1993). Dans les espéces
domestiques, les premiéres naissances d'ani-
maux issus d'ICSI ont été obtenues chez le
bovin en 1991, et chez le mouton en 1996.
Dans I'espéce équine, le premier poulain issu
d'ICSI est né en 1996, apreés transfert chirurgi-
cal dans l'oviducte d'un oeuf clivé, 3 jours
post ICSI, résultat de la microinjection de 4
ovocytes collectés sur des ovaires d'abattoir
et maturés in vitro (Squires et al 1996).

Cette technique n'impliqgue apparemment
aucun traitement particulier des spermato-
zoides avant microinjection. De plus, il n'y a
aucun risque de polyspermie.

Réalisation

Les différentes techniques nécessitent un
appareillage spécifique. Le microscope doit
étre équipé de micromanipulateurs permet-
tant de réduire tous les mouvements de I'opé-
rateur. Des micropipettes spécifiques a
chaque technique sont également néces-
saires : il faut une pipette de maintien au bout
arrondi et de diametre équivalent a celui d'un
ovocyte (environ 100 um), au bout de laquelle
I'ovocyte sera maintenu par aspiration, et une
pipette beaucoup plus fine, pointue, de dia-
metre inférieur a 10 pm, pour injecter le sper-
matozoide (SUZI, ICSI) ou trouer la zone pel-
lucide (PZD).

La technique d'ICSI, actuellement majoritai-
rement utilisée, est, pour I'espéce équine, lar-
gement inspirée de celle utilisée en médecine
humaine. Une goutte de sperme est déposée
dans une goutte de polyvinylpyrrolidone
(PVP) a 8 % pour ralentir le mouvement des
spermatozoides. A l'aide de la pipette d'injec-
tion, le mouvement du spermatozoide choisi
par l'opérateur est arrété définitivement, en
Iésant le flagelle au niveau de la piéce inter-
médiaire. Ensuite, le spermatozoide est aspi-
ré, flagelle le premier, dans la pipette d'injec-
tion : il est alors prét a étre microinjecté dans
I'ovocyte. Aprés avoir placé I'ovocyte contre
la pipette de maintien, la pipette d'injection,
biseautée pour bien pénétrer dans I'ovocyte,
est introduite dans celui-ci a I'opposé de la
pipette de maintien, et le spermatozoide est
refoulé dans le cytoplasme de I'ovocyte.
L'ovocyte microinjecté est ensuite mis en cul-
ture. Si tout s'est bien passé, les premiers cli-
vages doivent survenir deux jours apres
microinjection. Apparaissent ensuite, 5 a 6
jours apres microinjection, de jeunes
embryons au stade morula (plus de 16 cel-
lules) qui correspond au stade de développe-
ment trouvé dans 'oviducte, voire méme, 7 a
8 jours aprés microinjection, des blastocystes
(embryon un peu plus agé, plus de 180 a 200
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cellules) qui correspondent a des stades trou-
vés dans l'utérus.

Les techniques de procréation assistée
nécessitent un temps d'apprentissage non
négligeable, notamment I'ICSI qui est la plus
délicate de toutes, mais qui donne a I'heure
actuelle les résultats les plus intéressants.

Résultats

PZD, ZD, SUZI

Le taux de pénétration des spermatozoides
dans les ovocytes est plus élevé aprées PZD
(12 %, n = 58) que si la zone pellucide est
intacte (4 %, n = 57). Un taux de clivage rela-
tivement élevé, de 30 & 80 % en fonction du
traitement de capacitation appliqué, a été
obtenu aprés ZD. Ces deux techniques ont
permis I'obtention de jeunes embryons
(morulae) de plus de 50 cellules ; 5 apres PZD
(n = 55 tentatives, Azuma et al 1995) et 5
aprés ZD (n = 11, Li et al 1995). Aprés SUZI,
Meintjes et al (1996) ont obtenu un taux de
clivage de 6 % et une seule morula (> 16 cel-
lules, n = 32).

ICSI

Cette technique permet d'augmenter signifi-
cativement le taux de fécondation apres
maturation in vitro par rapport a la FIV clas-
sique (44,7 % vs 22,3 %). Aprés ICSI, il y a aug-
mentation du taux de clivage des oeufs
microinjectés si ceux-ci sont maturés in vitro
avec du liquide folliculaire (48,4 %) plutét
gu’avec du sérum de jument en chaleur
(4,2 %). Un taux de clivage identique (46 %, n
= 76) a pu étre obtenu aprés activation des
oeufs microinjectés avec un agent calcique,
I'ionophore A23187. LICSI a permis
d'obtenir : 1/ a partir d'ovocytes ponctionnés
sur des juments gestantes et de sperme capa-
cité, 3 morulae (> 16 cellules, sur 36 essais,
Meintjes et al 1996), 2/ a partir d'ovocytes
d'abattoir et de sperme capacité ou non, 6
morulae (> 16 cellules) et 1 blastocyste (sur
31 essais, Dell'Aquila et al 1997) et 3 morulae
(23, 50 et > 80 cellules, sur 76 essais, Guignot
et al 1998).

Développement in vitro
des embryons

Dans I'espece équine, le taux de développe-
ment in vitro des jeunes embryons obtenus
apres procréation assistée est encore faible,
malgré I'amélioration du taux de clivage obte-
nue aprés ICSI. Des travaux de recherche
s'orientent vers les différents milieux de cul-
ture a utiliser pour I'améliorer. Des concen-
trations croissantes de glucose dans le milieu
de culture (0,5 mmde 1 a4 jours, puis 5,5 mm
de 5 & 8 jours de culture) semblent avoir un
effet positif sur le taux de développement
embryonnaire aprés PZD. Dans d'autres
especes (humaine, bovine, souris), des sys-
témes de co-culture ont été utilisés avec suc-
ces pour augmenter ce taux de développe-
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ment, notamment en cultivant les oeufs clivés
sur des tapis de cellules Véro (cellules de rein
de singe). Ces cellules sécréteraient des sub-
stances bénéfiques pour la croissance de
I'embryon et pourraient également jouer le
réle de détoxifiant du milieu de culture.

Chez le cheval, aprés ICSI, les stades de
développement embryonnaire les plus avan-
cés ont été obtenus apres 5,5 jours de co-cul-
ture sur tapis de cellules d'oviductes bovins
(morulae, > 16 cellules, Meintjes et al 1996) et
apres une semaine de co-culture sur tapis de
cellules Véro (morulae et 1 blastocyste,
Dell'Aquila et al 1997 ; 1 morula, > 80 cellules,
Guignot et al 1998). Les transferts intra-uté-
rins de ces embryons n'ont a ce jour conduit
a aucune gestation. Les seuls poulains obte-
nus apres procréation assistée proviennent
de transfert d'oeufs clivés aprés ICSI, cultivés
au maximum 3 jours in vitro, et transférés a
un stade de développement trés précoce (< 16
cellules), par voie chirurgicale, dans I'oviduc-

te d'une jument receveuse (un poulain sur un
transfert, Squires et al 1996 ; 2 poulains sur 14
transferts, McKinnon et al 1998 ; 2 poulains
sur 12 transferts, Cochran et al 1998). Les
seuls transferts intra-utérins d'embryons cul-
tivés in vitro qui ont donné des naissances
ont été réalisés a partir d'embryons issus de
fécondation in vivo et collectés dans les ovi-
ductes, 2 jours apres l'ovulation, au stade 4-8
cellules, puis mis en culture in vitro pendant
5 jours.

Conclusion

Les techniques de procréation assistée,
notamment I'ICSI, semblent prometteuses,
mais des recherches sont encore a poursuivre
sur le développement des embryons jusqu’a 6
jours, stade auquel on peut transférer I'em-
bryon directement dans l'utérus. Ce n’est
gu’ensuite que l'on pourra envisager son
application sur le terrain.
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Le transfert d'embryons chez les équidés

Aprés les premiers transferts d'embryons
équins réalises par Oguri et Tsutsumi (1972),
la mise au point d'une technique codifiée non
chirurgicale de collecte et de transfert des
embryons est disponible pour I'espéce équine
(Lagneaux 1999). Il est possible d'obtenir des
gestations par transfert d’embryons dont les
meres sont des juments agées mais de haute
valeur génétique ou commerciale, et aussi des
meres poursuivant leur carriére sportive. Le
transfert d'embryon permet d'augmenter la
production de juments d'élite par récoltes et
transferts répétés.

Les transferts
d'embryons frais

Les résultats varient selon les équipes et en
fonction des techniques pratiquées (Bruyas et
Lagneaux 1992) et des races utilisées
(Lagneaux et Palmer 1989). Le taux de collec-
te dépend de la fertilité de la jument donneu-
se et de I'étalon utilisé. Le taux de gestation
dépend de la qualité de la jument receveuse,
de son degré de synchronisation avec la
jument donneuse, mais aussi de la qualité
intrinséque de I'embryon. En France, depuis
1986, 490 juments différentes ont bénéficié de
cette technique. Pour chaque jument donneu-
se ayant au moins une porteuse gestante, le
nombre moyen de poulains obtenus par trans-
fertest de 1,7 par an. Les résultats récents des
Haras Nationaux donnent un taux de collecte
de 40-50 % et un taux de gestation a 15 jours
par embryon transféré de 65 % (Lagneaux
1999).

Le degré de synchronisation entre donneu-
se et receveuse est un facteur de réussite
essentiel, des solutions palliatives permettent
de contourner cette contrainte comme I'utili-
sation de receveuses ovariectomisées ou en
anoestrus pour lesquels un traitement supplé-
tif & base de progestatifs est nécessaire.

Embryons réfrigérés

La réfrigération des embryons, encore trés
peu utilisée en France, permet (en particulier
aux Etats-Unis) de transporter des embryons
dans un milieu de culture (Ham F10) a l'aide
d'un container thermostaté (a 4°C) du lieu de
récolte au lieu de présence de la porteuse. La
remise en place, ainsi différée de 24 a
48 heures, est réalisée avec un taux de réussi-
te comparable a celui qui est obtenu lors de
transferts des embryons frais.

La congélation des embryons

Cette technique permet de dissocier dans le
temps et dans l'espace les récoltes et les
transferts d'embryons. La premiere congéla-
tion réussie d'embryons équins a été réalisée
par Yamamoto et al (1982). Des travaux préli-
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minaires ont montré l'importance du dia-
métre de I'embryon a la congélation : seuls les
petits embryons - stade morula ou jeune blas-
tocystes - sont congelables.

Le protocole de congélation des embryons
équins est d'inspiration bovine. Il nécessite
I'emploi d'un cryoprotecteur (généralement
du glycérol). Le refroidissement de I'embryon
se fait par étapes : de 3 °C/min jusqu'a-7 °C, a
-7 °C seeding (terme anglais signifiant " ense-
mencement " : il s’agit d'un acte technique
permettant d’initier - ensemencer le premier
cristal de glace dans un milieu liquide pour
obtenir sa cristallisation) puis de 0,3 °C/min
jusqu'a -30 °C, enfin stockage dans l'azote
liquide a -196 °C. La décongélation est rapide
dans un bain-marie a 37 °C, pendant 30
secondes. Le nécessaire retrait du cryopro-
tecteur s'effectue par lavages successifs dans
différents bains a concentrations décrois-
santes. Le saccharose utilisé comme additif
lors du retrait du cryoprotecteur prévient les
risques d'éclatement cellulaire (Lagneaux
et al 1997).

Les résultats obtenus apres transfert d'em-
bryons congelés-décongelés sont actuelle-
ment inférieurs a ceux obtenus lors du trans-
fert d’embryons frais : moins de 40 % (synthé-
se de Squires et al 1999) vs 65-70 %, méme si
de tout récents résultats permettent d'espérer
des progres intéressants.

Les critéres de qualité
de I'embryon

Si la morphologie (Betteridge et al 1982) ou
la physiologie (Wilson et al 1986) de I'em-
bryon équin sont connues, l'appréciation de
sa qualite, plus délicate, peut étre abordée par
plusieurs tests actuellement disponibles :
I'analyse morphologique (Squires et Garcia
1985) trop subjective, I'analyse histologique,
fiable mais irréversible... Une étude compa-
rant deux méthodes d'analyse : mesure du
métabolisme embryonnaire et fluorescence
des cellules mortes marquées au DAPI
(Huhtinen et al 1995) a permis de montrer la
fiabilité de ces deux tests indépendants.
Ainsi, le test de marquage au DAPI, fiable,
efficace, n'est pas préjudiciable pour I'em-
bryon, puisque des gestations, des poulinages
et des poulains totalement sains ont été obte-
nus avec des embryons préalablement testés
(Huhtinen et al 1997, Lagneaux et al 1997). Ce
test est un outil indispensable pour tout pro-
greés de recherche sur I'embryon.

Perspectives

Par une méthode expérimentale originale et
récente, un taux de gestation de 60 % aprés
décongélation d'embryons préalablement
congelés avec 100 mm de glutamine a été
obtenu.

Si la congélation est la préoccupation prin-
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cipale des équipes travaillant dans le domaine
de la transplantation embryonnaire équine,
d'autres orientations existent : plus pratiques,
telles que la qualité des milieux de collecte,
les criteres de choix des receveuses (Camillo
et al 1997), ou plus fondamentales comme la
différenciation des cellules embryonnaires,
les mécanismes de descente embryonnaire, la
reconnaissance materno-foetale ou encore
I'expression génétique.

Depuis 1986, plus de 500 poulains sont nés
en France grace a la transplantation
embryonnaire. Le développement de cette
technique reste limité en raison de son co(t
élevé et des lourdes contraintes techniques.
La mise au point d'une technique fiable de
congélation des embryons associée a un trai-
tement efficace de super-ovulation sont les
objectifs principaux des thémes de
recherches. Le test d'appréciation de la quali-
té des embryons, un outil efficace, doit per-
mettre d'accélérer I'obtention de progrés
significatifs. Enfin il faudra savoir réserver
cette technique a la production de qualité en
évitant la course a I'augmentation de la quan-
tité ; la transplantation embryonnaire restera
alors ce qu'elle est dans les autres espéces
animales : un outil de production pour repro-
ducteurs "haut de gamme".

Pour en savoir plus
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Endocrinologie de I'étalon

Dans beaucoup d'espéces de mammifeéres,
dont le cheval, le déroulement de la sperma-
togénése dépend du bon fonctionnement de
I'axe  hypothalamus-hypophyse-testicule.
Celui-ci repose sur des mécanismes de stimu-
lation de I'hypothalamus qui, par le GnRH
qu'il sécrete, agit sur I'hypophyse. Les hor-
mones hypophysaires (LH, FSH) vont a leur
tour induire la sécrétion des hormones sté-
roides (testostérone et oestrogenes) par les
testicules. Toutes ces stimulations sont
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modulées par des mécanismes de feed-back
dus aux sécrétions du testicule, mais aussi
trés certainement par des interactions locales
entre cellules dans le testicule, principale-
ment les cellules de Leydig et les cellules de
Sertoli.

Le controle hormonal

Chez I'étalon au repos sexuel, la fréquence
approximative est, selon les auteurs, d'un
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pulse par heure pour GnRH, FSH, LH ou de 3
a 8 pics par jour pour LH et testostérone. La
variabilité des concentrations de testostérone
et d'oestrogenes due a la pulsatilité est peu
importante par rapport a celle existant entre
étalons. Pour apprécier le niveau basal de tes-
tostérone, il est préférable de doser deux
prises de sang a 1 h d'intervalle dans un labo-
ratoire disposant de références sur des éta-
lons normaux. Le niveau moyen de testosté-
rone est de 0,5 a 1 ng/ml. Celui des oestro-
genes totaux est de 50 a 200 ng/ml, bien supé-
rieur a celui d'une jument en chaleur. Pour
FSH et LH, les dosages ne sont pratiqués que
par quelques laboratoires dans le monde.

La LH stimule la production de la testosté-
rone et des oestrogénes par les cellules de
Leydig. Par rapport aux autres mammiféres,
I'étalon sécréete d'énormes quantités d'oestro-
genes (par aromatisation de la testostérone
dans les cellules de Leydig). Il s'agit essentiel-
lement de sulfate d'oestrone. Ce stéroide
pourrait étre impliqué de maniere locale dans
la production et la maturation des spermato-
zoides. Chez I'étalon, la testostérone inhibe
LH et stimule FSH, alors que c'est l'inverse
pour les oestrogeénes. FSH se lie trés proba-
blement aux cellules de Sertoli et entraine la
sécrétion de l'inhibine, de I'activine, de I'ABP
(Androgen Binding Protein) et d'autres fac-
teurs nécessaires a la spermatogénese.
Inhibine et activine vont respectivement inhi-
ber ou activer la sécrétion de FSH. Les taux
de FSH, LH et testostérone seraient reliés a la
quantité de spermatozoides produits par
gramme de testicule.

Des stimulations sexuelles d'intensité crois-
sante (masturbation, présentation a une
jument en oestrus, éjaculation) provoquent
des pics de sécrétion croissants d'ocytocine
plasmatique chez I'étalon, en relation avec la
sécrétion de la LH, suggérant un certain réle
de I'ocytocine dans la régulation des gonado-
trophines.

Facteurs de variation
des taux hormonaux

Chez I'étalon, les taux hormonaux de LH, de
FSH, de testostérone et d'oestrogénes sont
plus élevés durant le printemps et I'été, méme
si I'étalon est capable de se reproduire toute
I'année. La FSH augmente d'abord, puis la LH
et enfin la testostérone. Un traitement photo-
périodique avance cette augmentation dans la
saison. Pour les étalons pur sang cumulant
deux montes par an (une dans chaque hémi-
sphére), on ne connait pas a terme I'effet du
changement d'hémisphére sur le rythme
annuel de ces hormones, méme si la fertilité
semble intacte.

L'age joue également un réle sur les taux de
FSH et de LH et, dans une moindre mesure,
de testostérone et d'oestrogenes. Les taux
sont trés bas avant 2 ans, augmentent forte-
ment jusqu'a 4-5 ans et plus progressivement
jusgu'a 13-20 ans.

Le niveau de testostérone ainsi que le com-
portement sexué et agressif augmentent lors
d'activité sexuelle plus intense, de contacts
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sociaux avec les juments ou de changement
dans la hiérarchie des males d'un troupeau en
liberté (passage du statut de célibataire a
celui d'étalon de harem). Le taux de testosté-
rone des étalons maintenus en boxes sans
contact avec les juments est faible du fait du
peu de stimuli sociosexuels.

Une injection unique de GnRH provoque
une élévation rapide et limitée dans le temps
des taux de FSH (150 %), de LH (>150 %)
(15 minutes a 4 h) et de testostérone (>200 %)
(1h 30 a 5 h). Cette élévation est plus forte en
dehors de la saison sexuelle que pendant
celle-ci.

Une injection unique d'hCG (2500 Ul V),
qui a un effet de type LH, entraine une aug-
mentation de testostérone 1 h aprés, mais
surtout une 2éme augmentation 30 h apres,
trés nette pour la testostérone (800 %) et
moindre pour les oestrogénes (125 %).

Les étalons subfertiles

Bien que les causes de la subfertilité et de
I'infertilité soient diverses, il semblerait pour-
tant qu'un consensus scientifique se degage
pour décrire un profil hormonal courant chez
ce type d'étalons.

La majorité des étalons subfertiles ou infer-
tiles présente des taux basals de LH et de FSH
plus élevés, des taux d'oestrogénes et d'inhi-
bine plus faibles et un niveau basal de testo-
stérone en général normal.

Aprés une stimulation par GnRH, les éta-
lons infertiles montrent une augmentation de
LH, qui n'est pas influencée par la saison. lls
ne présentent pas d'élévation de la testostéro-
ne. Aprés une stimulation par hCG, la répon-
se de la testostérone chez les étalons subfer-
tiles, mais surtout chez les infertiles est sou-
vent faible, montrant ainsi une inaptitude du
testicule a répondre a la stimulation.

Ce profil hormonal (de base et apres stimu-
lation) est plus courant aprés 15 ans, age a
partir duquel la fertilité des étalons baisse. Il
s'agit certainement d'une atteinte primaire du
testicule (dégénerescence) puisque la réacti-
vité de I'axe hypothalamo-hypophysaire
semble intacte. Les hypothéses sont les sui-
vantes : la cellule de Sertoli produirait moins
d'inhibine en méme temps que la production
de spermatozoides commencerait a diminuer,
la FSH serait alors plus élevée, les cellules de
Leydig commenceraient a dysfonctionner,
produisant moins de testostérone, ce qui
entrainerait une élévation de LH.

Les étalons cryptorchides

Le devenir d'un testicule qui ne descend pas
dans le scrotum et qui reste en position abdo-
minale ou inguinale est variable. Il peut
régresser totalement ou produire de la testo-
sterone et des oestrogenes, mais toujours
moins qu'un testicule normal. La testostérone
basale des étalons cryptorchides permet dans
90 % des cas de mettre en évidence du tissu
testiculaire sur les animaux de plus de 2 ou 3
ans. Les hongres présentent des concentra-
tions inférieures a 0,04 ou 0,024 ng/ml suivant
les auteurs, alors que les cryptorchides pré-
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sentent des taux supérieurs a 0,1 ng/ml. Le
niveau basal de sulfate d'oestrone est infé-
rieur a 0,12 ng/ml chez le hongre, alors que
celui des étalons cryptorchides est supérieur
a0,4 oualng/mlchez des animaux de plus de
3 ans, sauf chez les baudets. La réponse au
test hCG 24 h aprés l'injection est moindre
chez les étalons cryptorchides comparés aux
étalons normaux. Cette réponse est tout de
méme nette pour la testostérone, mais
inconstante pour les oestrogenes.

Par conséquent, les niveaux basals de testo-
stérone et d'oestrogénes semblent complé-
mentaires pour comprendre si un étalon est
cryptorchide ou non. Le test hCG permet d'ai-
der a la distinction.

Conclusion

La meilleure connaissance des mécanismes
hormonaux permet ou permettra de mieux
geérer les étalons fertiles, de mieux caractéri-
ser les causes de subfertilité et de plus facile-
ment mettre en évidence les étalons cryptor-
chides.
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L'insémination artificielle chez les équins

L'insémination artificielle (1A) chez les
équins s’est développée en France il y a envi-
ron 20 ans, grace a une collaboration entre
I'INRA et les Haras Nationaux qui ont ainsi pu
proposer aux éleveurs des techniques utili-
sables sur le terrain. Celles-ci ont évolué en
fonction des résultats de la recherche et sont
actuellement de deux types : IA de semence
fraiche (immédiate ou différée) ou de semen-
ce congelée. Cependant toutes les méthodes
ne sont pas applicables a I'ensemble des
reproducteurs car la qualité de la semence de
certains étalons les exclut de certains types
d’lA.

La sélection des étalons

Parmi les étalons jugés aptes a la repro-
duction, 95 % peuvent étre exploités en IA de
semence fraiche immédiate et 75 % en 1A de
semence fraiche différée (dans la journée)
et, parmi ceux-ci, 80 % ont une semence dite
" congelable " (source Haras Nationaux).
Cette sélection est faite apres examen des
caractéristiques séminales quantitatives et
qualitatives de I'étalon candidat au cours du
spermogramme qui consiste en I'examen de
5 éjaculats collectés a 24 h d'intervalle. Des
seuils ont été définis pour chaque caractéris-

tique analysée et difféerent en fonction du
type d’lA. Ainsi, les conditions d’utilisation
d’'un étalon en IA de semence fraiche immé-
diate sont identiques a celles de l'accepta-
tion d’un étalon a la mise a la reproduction.
Pour les IA différées, les conditions sont
plus strictes. Les paramétres qui seront
déterminants pour la sélection de I'étalon
sont : la concentration en spermatozoides
des éjaculats et la mobilité des spermato-
zoides aprés des survies de 24 et 48h a +4 °C
(Clément et Vidament 1998). Les conditions
d’acceptation d’'un étalon a I'lA de semence
congelée sont encore plus strictes : il doit
satisfaire aux conditions de I'lA de semence
différée et, de plus, sa semence subit un test
de congélation. Il ne sera retenu que si, sur
au moins 6 éjaculats congelés, plus de 3 sont
sélectionnés aprés contrbéle. Le contrble
consiste en I'examen de 3 paillettes par éja-
culat dont le pourcentage de spermatozoides
mobiles doit étre supérieure a 35 %.
Actuellement, avec la technique utilisée dans
les laboratoires de congélation des Haras
Nationaux, au moins 69 % des éjaculats pro-
duits sont conserveés (Magistrini et Vidament
1999).
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Les techniques actuelles et
les résultats de fertilité

Les techniques actuellement utilisées dans
les Haras Nationaux francais et dans les haras
privés en France et a I'étranger ne différent
pas fondamentalement les unes des autres
(Magistrini et Vidament 1999).

Insémination artificielle
de semence fraiche (immédiate
et différée)

Dans les Haras Nationaux, lorsque I'lA est
faite immédiatement apres la collecte, la
semence est utilisée pure (IA dans les
5 minutes qui suivent la collecte) ou apres dilu-
tion a la température de 37 °C dans du lait
demi-écrémé UHT (IA dans les 30 minutes qui
suivent la collecte). Cette technique permet
d’obtenir, avec des doses d'lA de 200x10° sper-
matozoides totaux, une fertilité par cycle de
53 % dans les races de sang (n=7756 cycles;
résultats Haras Nationaux, monte 1998). Cette
méthode, peu utilisée dans les races de trait,
donne des résultats tout aussi satisfaisants
(61 % de fertilité par cycle, n=251).

Lorsque I'lA est différée, la semence est sys-
tématiquement réfrigérée et conservée a 4 °C
dans du lait demi-écrémé UHT supplémenté
d’'antibiotiques lorsque la durée de conserva-
tion est inférieure a 12 h et dans le milieu
INRA82 ou le milieu de Kenney quand la
conservation dure de 12 a 24 h. La dose d’lA
est également de 200x10° spermatozoides
totaux. Que l'on pratique I'lA immédiate ou
différée (dans la journée), les juments sont
suivies a la barre (détection des chaleurs) et
inséminées toutes les 48 heures jusqu'a I'ovu-
lation constatée par échographie ou jusqu'au
refus, c'est-a-dire jusqu'a la fin des chaleurs
détectée par I'étalon. La fertilité est alors de
52 % dans les races de sang et de 50 % dans les
races de trait (n=2516 et n=6029 respective-
ment ; résultats Haras Nationaux, monte
1998) lorsque la conservation n’excede pas
12 heures LA différée de plus de 12 h est uti-
lisée de fagcon ponctuelle sur le terrain et peu
de résultats fiables sont disponibles.

A I'étranger les milieux de dilution de la
semence sont a base de lait et le milieu le plus
utilisé est celui de Kenney (Kenney et al 1975)
avec certaines variantes qui portent sur la
quantité d’antibiotiques et sur des additifs
(Jaune d’ceuf, sucres, substances tampons,
activateurs de la mobilité, etc). La température
de conservation la plus utilisée est 4 °C et les
juments sont inséminées avec des doses conte-
nant de 250 a 500x10° spermatozoides dits pro-
gressifs, c'est-a-dire dont la trajectoire est rec-
tiligne. Une telle dose correspond a environ
700x10° spermatozoides totaux. Il n'y a pas de
publication de résultats de fertilité sur un
nombre important de cycles (Katila 1997).

Insémination artificielle
de semence congelée

La technique de congélation de la semence
utilisée actuellement dans les laboratoires
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des Haras Nationaux (Vidament et al 1998)
dérive de celle décrite par Palmer (1984). Les
milieux de dilution et de congélation sont
composés d'une base commune, I'INRA82,
supplémenté respectivement de 2 % de jaune
d’ceuf ou de 2 % de jaune d’ceuf et 2,5 % de gly-
cérol. Cette méthode a permis d’améliorer
significativement la mobilité des spermato-
zoides a la décongélation ainsi que la fertilité
et d’augmenter le nombre de paillettes pro-
duites par éjaculat. La cyclicité des juments
est contrélée par échographie et elles sont
inséminées tous les jours jusqu'a ovulation a
partir de la détection d’un follicule de 35 mm.
La dose d’insémination est de 400x10° sper-
matozoides totaux et il est recommandé de
faire au moins deux inséminations avant
I'ovulation pour obtenir une fertilité optimale.

Au cours des saisons de monte 95-97 dans
les stations des Haras Nationaux, la fertilité
par cycle a ainsi été de 56 % (n=243cycles) vs
42 % (n=190) pour la technique témoin. Ces
résultats se sont confirmés lors de la saison
de monte 1998 : la fertilité par chaleur a été de
49 % sur un nombre de cycles exploités beau-
coup plus important (n =1018).

A l'étranger, les techniques différent de
celle décrite plus haut par le milieu de base et
par les proportions de jaune d'ceuf (de 2 a
20 %) et de glycérol (de 2,5 a 6 %) utilisées.
Certaines discussions portent aussi sur les
vitesses de descente de température (de 37 °C
a 4 °C) jusqu'au moment de la congélation.
Les résultats de fertilité publiés portent sur
un nombre réduit de cycles exploités et
varient de 20 a 50 % (Magistrini et Vidament
1999).

Les nouveautés techniques
et les orientations

Insémination artificielle de
semence fraiche différée

La température de 4 °C est couramment
utilisée lors d’'lA de semence fraiche diffé-
rée. Cependant la réfrigération de la semen-
ce de 37 °C a 4 °C met en jeu des remanie-
ments des membranes des spermatozoides
qui sont regroupés sous le terme de " choc
froid " (" cold shock "). Ceci provoque une
cascade d'événements qui aboutissent a la
perte du pouvoir fécondant et a la mort des
cellules. Une des conséquences de ce " choc
froid " est I'oxydation des membranes des
spermatozoides. Il est possible de limiter
ces dégradations de deux facons : par la
conservation des spermatozoides a une tem-
pérature plus élevée ou par I'apport d’agents
anti-oxydants dans les milieux de conserva-
tion.

Afin de limiter les effets néfastes de la
descente de température jusqu'a 4 °C, des
études sur la conservation des spermato-
zoides a des températures supérieures ont
été réalisées. Certaines études de comparai-
son (5 °C vs 20 °C) réalisées aux Etats-Unis
font état de résultats contradictoires. Par
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ailleurs une étude francaise montre une
amélioration significative de la fertilité par
cycle (57 % vs 41 %) lors de conservation de
la semence a la température de 15 °C dans
un milieu chimiguement défini comportant
une fraction purifiée du lait vs a la tempéra-
ture de 4 °C dans le lait pendant 24 h avant
insémination (Batellier et al 1997 et 1998).

L'apport d’anti-oxydants (vitamine C, acide
xanthurénique) dans les milieux, rapporté
dans deux études récentes, autrichienne et
américaine, permettent d’améliorer la mobili-
té des spermatozoides in vitro; cependant
ces études ne font état d’aucun résultat de
fertilité.

Insémination artificielle
de semence congelée

Les orientations actuelles portent sur I'ap-
port de différentes molécules dans le milieu
de congélation.

L'addition d'un acide aminé, la glutamine,
améliore significativement la mobilité post-
décongélation des spermatozoides in vitro;
un éventuel effet sur la fertilité est actuelle-
ment testé. Cependant le mécanisme d’action
de cet acide aminé n’est pas élucidé.

Une autre approche consiste a modifier la
composition de la membrane des spermato-
zoides afin de la rendre plus résistante aux
effets du froid. L'apport de liposomes com-
posés de cholestérol-phosphatidylsérine
dans le milieu donne des résultats contra-
dictoires tant en terme de mobilité que de
fertilité. Récemment I'incubation de sper-
matozoides avec une molécule "transpor-
teur " de cholestérol a permis d’améliorer la
mobilité des spermatozoides a la décongéla-
tion, mais I'effet sur la fertilité n’a pas enco-
re été testé.

Conclusion

Les techniques d’insémination artificielle
permettent desormais d’obtenir une fertilité
proche de celle obtenue en saillie naturelle
(57 %, n=11260 cycles; résultats Haras
Nationaux, monte 98) a la condition de sélec-
tionner la méthode la plus adaptée a la quali-
té de la semence de I'étalon concerné.
Cependant un certain nombre d’étalons can-
didats, dont le potentiel génétique et/ou les
performances sportives sont tres intéressants
pour les éleveurs, n'ont pas acces a ces

méthodes de diffusion. Il est donc indispen-
sable de poursuivre les efforts entrepris afin
de mieux maitriser les éléments indispen-
sables a une survie optimale des spermato-
zoides in vitro et au maintien de leur fertilité
in vivo.
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La qualité des spermatozoides et du plasma séeminal :
quelles sont les fonctions explorables ?

Actuellement la méthode de routine pour
évaluer la fertilité potentielle d’'un étalon est
la réalisation d'un spermogramme (collecte
de 5 éjaculats a 24 h d’intervalle) au cours
duquel des paramétres séminaux quantitatifs
(volume, concentration et nombre total en
spermatozoides, pH) et qualitatifs (pourcen-
tages de spermatozoides mobiles, vivants, de
formes anormales) sont analysés. Cependant
certains étalons, dont les paramétres sémi-
naux sont supérieurs ou égaux aux seuils
définis, ont une fertilité réduite. D’autre part,
aprés conservation de la semence a I'état
frais ou congelé, on observe parfois des
résultats incohérents entre la mobilité des
spermatozoides et la fertilité. Il semble donc
indispensable d'étudier d’autres critéres afin
d’expliquer et/ou de pallier ces problémes de
subfertilité ou d'infertilité. De plus I'utilisa-
tion de critéres permettant d’évaluer
d’autres fonctions que la mobilité pourrait
nous permettre de mettre en évidence et
d’expliquer des différences entre techniques
de conservation.

Les spermatozoides sont des cellules com-
plexes qui doivent maintenir I'intégrité de
toutes ou partie de leurs fonctions pour étre
fécondants. Sur le tableau 1 sont présentés
les différents compartiments de la cellule et
les fonctions qui y sont associées. Pour éva-
luer ces fonctions, des tests ont été mis au
point et sont développés chez les équins.
Malheureusement ils n'ont pas pour le
moment dépassé les limites du laboratoire.
La plupart de ces méthodes font appel a la
microscopie a fluorescence et parfois a la
cytométrie en flux. Cette technique permet
d’analyser un nombre trés élevé de cellules
en un temps tres court.

Les spermatozoides

La téte du spermatozoide

La membrane plasmique

Pour pouvoir se fixer a la zone pellucide de
I'ovocyte, le spermatozoide doit avoir une
membrane plasmique intégre. Pour évaluer
cette intégrité, la coloration a I'éosine-nigrosi-
ne a été largement développée dans les diffé-
rentes especes de mammiféres domestiques.
Plus récemment de nouvelles méthodes ont
été mises au point.

Sondes de vitalité

Le kit " Fertilight* " est composé de 2
sondes fluorescentes qui se fixent sur I'ADN
du noyau : le SYBR-14 colore en vert le noyau
de toutes les cellules et I'iodure de propidium
ne pénetre que dans les cellules dont la mem-
brane est lésée. Ainsi des spermatozoides
vivants émettront une fluorescence verte et
les spermatozoides morts une fluorescence
rouge ; il peut arriver que certains spermato-
zoides présentent les deux colorations ; ils
sont alors classés dans une 3éme catégorie :
les " moribonds ". Ces sondes peuvent étre
analysées en microscopie a fluorescence,
mais aussi en cytométrie en flux. D’autres
association de sondes ont été utilisées pour
évaluer la vitalité des spermatozoides : la car-
boxyfluorescéine (CFDA) ou ses dérivés,
associée a I'iodure de propidium, la calcéine-
AM associée a I'éthidium homodimere-1.

Test de fixation a la zone pellucide

Il est indispensable de disposer d'ovocytes
équins en grande quantité, ce qui limite I'utili-
sation de cette méthode. Pour pallier ce pro-

Tableau 1. Fonctions cellulaires du spermatozoide et méthodes d'analyse.

Compartiments cellulaires
et fonctions analysées

Méthodes d’analyse

Téte du spermatozoide

Intégrité de la membrane plasmique
Intégrité de I'acrosome

Intégrité de 'ADN

Sondes fluorescentes : SYBR-14 et lodure de propidium
Lectine (agglutinine de Pisum sativum)

+ marqueur fluorescent (isothiocyanate de fluorescéine)
Sonde fluorescente : acridine orange

Flagelle

Contenu énergétique
Intégrité de la membrane plasmique
Intégrité de I'activité du flagelle

Evaluation de I'ATP : dosage ou sonde fluorescente (Rhodamine 123)
Test hypo-osmotique

Analyse automatisée de la mobilité :

CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
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bléme, les travaux ont été réalisés sur des
ovocytes stockés dans des solutions hypersa-
lines. lls ont montré une relation entre le
nombre de spermatozoides fixés a la zone pel-
lucide et la fertilité des étalons. Cependant ce
test est lourd & mettre en place et il est utilisé
de fagcon ponctuelle dans peu de laboratoires.

L'acrosome

La vésicule acrosomique recouvre le noyau
du spermatozoide et se met en place au cours
de la spermiogenése dans le testicule. Aprés
sa fixation a I'ovocyte, le spermatozoide doit
traverser la zone pellucide et pour cela, il
doit faire " la réaction acrosomique ". Cette
réaction consiste en la fusion entre la mem-
brane plasmique et la membrane acroso-
mique externe qui va libérer les enzymes
nécessaires au passage de la zone pellucide.
De nombreuses colorations ont été décrites
dans la littérature et, depuis quelques années,
l'utilisation d’une lectine, I'agglutinine de
Pisum Sativum, couplée a un marqueur fluo-
rescent, I'isothiocyanate de fluorescéine, a
été développée.

Aprés perméabilisation de la membrane
plasmique, cette lectine se fixe au contenu de
I'acrosome et met ainsi en évidence la pré-
sence ou l'absence de la vésicule acroso-
mique. Cette méthode a été utilisée pour éva-
luer la capacitation des spermatozoides dans
des programmes de fécondation assistée et
aussi pour quantifier les dommages éventuels
provoqués par certains traitements de la
semence et en particulier par la congélation.

Le noyau : chromatine / ADN

La stabilité de la chromatine (ADN + pro-
téines) du spermatozoide est indispensable a
une fécondation normale et au développe-
ment embryonnaire. La stabilité de I'ADN
dépend des protéines qui y sont associées
(protamines et/ou histones). La condensation
maximale de la chromatine du noyau des
spermatozoides éjaculés est liée a la présence
des protamines et les défauts de condensa-
tion peuvent étre a l'origine de certaines
formes anormales de la téte.

Un test a été mis au point chez différentes
especes de mammiféres domestiques (bovins,
porcins et équins) afin d’évaluer la résistance
de I'ADN a une dénaturation induite par la
chaleur (100 °C) ou par un milieu acide. Cette
méthode utilise un colorant fluorescent,
I'acridine orange, qui a la propriété d’émettre
une fluorescence verte quand il se fixe a de
I’ADN natif (double brin), et une fluorescence
rouge quand il se fixe a de '’'ADN dénaturé
(mono brin). Le taux de dénaturation est éva-
lué par le rapport entre la proportion de sper-
matozoides émettant une fluorescence rouge
et la population totale de spermatozoides
(fluorescences verte + rouge). Il a été ainsi
montré qu'il existait une corrélation négative
entre le taux de dénaturation et certains para-
métres (mobilité, formes anormales) des
spermatozoides et avec la fertilité. Ce type
d’'analyse peut étre réalisée en microscopie a
fluorescence mais aussi en cytométrie
en flux.

Le flagelle
La membrane plasmique

Un test datant des années 70-80 a été mis au
point dans l'espéce humaine et consiste a
plonger les spermatozoides dans une solution
hypo-osmotique. En réponse a ce stress, les
spermatozoides vont réagir comme des osmo-
metres : si leur membrane plasmique est
intacte, ils vont présenter des formes caracté-
ristigues de gonflement au niveau du flagelle
correspondant a une entrée d’eau dans la cel-
lule. Si la membrane est Iésée, aucun gonfle-
ment ne sera observé. Ainsi les spermato-
zoides " gonflés " sont ceux dont la membrane
plasmique du flagelle est intacte. Ce test a été
utilisé en particulier pour évaluer la qualité
des spermatozoides équins aprés congélation.

Les mitochondries de la piéce
intermédiaire

Les mitochondries sont considérées comme
la centrale énergétique du spermatozoide. Le
contenu en énergie peut étre évalué par le
dosage du contenu en ATP de la cellule et la
fonctionnalité des mitochondries par marqua-
ge avec une sonde fluorescente, la rhodamine
123. Certains travaux ont mis en évidence une
corrélation entre la mobilité des spermato-
zoides et le contenu en énergie des cellules.

La mobilité des spermatozoides résulte de
I'association de différentes fonctions et en
particulier de I'intégrité du flagelle dans son
ensemble (membrane, mitochondries, cytos-
quelette). La mobilité est le critére de qualité
le plus utilisé. Cependant son analyse au
microscope reste subjective, aussi des sys-
témes automatisés de mesure assistés par
ordinateur ou CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis) ont été développés. L'analyse
des spermatozoides se fait grace a un systeme
optigue composé d'une source de lumiére,
d'un microscope et d’'une caméra vidéo qui
digitalise les images. Ces images sont ensuite
traitées par un ordinateur intégré qui permet
de définir de fagon objective et répétable des
parametres tels que la proportion de sperma-
tozoides mobiles, leur vitesse, la linéarité de
leurs trajectoires, etc.

Actuellement tous les éjaculats congelés
des étalons nationaux sont sélectionnés sur le
critéere de mobilité analysé par CASA avant
leur mise sur le marché.

Le plasma séminal

Lors de I'évaluation de la qualité de la
semence, il ne faut pas négliger le fluide dans
lequel les spermatozoides sont émis au
moment de I'éjaculation. Le plasma séminal a
une importance d’autant plus grande que 1)
les spermatozoides ne peuvent survivre in
vitro dans ce milieu sans étre au préalable
dilués, 2) sa composition dépend des sécreé-
tions de I'épididyme et des glandes annexes
du tractus génital (volume et qualité).

L'utilisation de la spectroscopie de résonan-
ce magnétique nous a permis d’identifier et de
quantifier des molécules considérées comme
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Figure 1. Profil de spectroscopie de résonance magnétique du proton du plasma séminal équin

(Magistrini et al 1995).
Marqueurs des glandes annexes :

- épididyme : carnitine (CAR), glyérophosphorylcholine (GPC)
- ampoule déférente : fonction N-acétyl (N-ACET), spermine (SPER), lipoprotéines

- glandes bulbo-uréthrales : acétate (ACET)
- vésicules séminales : citrate (CIT)

GPC

marqueurs des sécrétions de I'épididyme et
des glandes annexes du tractus génital.
Lintérét de cette méthode est qu'elle permet
en une seule analyse d'évaluer la totalité des
molécules alors que la méthode biochimique
nécessite de faire autant de dosages qu’il y a
de molécules a analyser (figure 1).

Il est donc possible d’estimer la participa-
tion de chacune des sécrétions a I'éjaculat.
Des relations entre certaines molécules mar-
queurs et la qualité des spermatozoides ont
été mises en evidence ; cependant des expé-
riences complémentaires sont nécessaires
pour confirmer ces résultats.

Conclusion

Des corrélations entre différents tests ont
été mises en évidence : la mobilité, la viabili-
té, l'intégrité de I'acrosome, le contenu en
ATP, le test HOS ; en particulier le test HOS
réalisé dés la collecte de la semence est cor-
rélé a la mobilité mesurée aprés congélation
décongélation (Vidament et al 1998).
Cependant aucune corrélation n'a pour le
moment été mise en évidence entre un test et
la fertilité. Il est certainement utopique de
croire qu'un seul critére pourra caractériser
la qualité d’'un éjaculat ou la fertilité d'un éta-
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lon. Il semble beaucoup plus probable que
des associations judicieuses de certains tests
nous permettront de progresser dans I'évalua-
tion de la qualité de la semence et par consé-
guent dans l'estimation de la fertilité de
I'étalon.
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