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Les biotechnologies
de la reproduction
chez les bovins

et leurs applications
réelles ou potentielles
en sélection

Dans les années soixante, le recours massif a 'insémination artificielle a
permis d’organiser 'amélioration génétique des bovins laitiers. De
nouvelles technologies sont apparues depuis, issues du progres des
connaissances sur la fécondation et le développement de I'embryon. Elles
vont certainement contribuer a améliorer indirectement la qualité
génétique des taureaux d’'insémination. Dans certaines conditions, elles
pourraient méme influencer directement le niveau génétique des
femelles dans les élevages et donc la rentabilité de ceux-ci.

On appelle biotechnologies de ’embryon
I’ensemble des techniques mises au point a
partir des connaissances de base acquises sur
le développement de 'embryon. Leur essor est
récent et encore a bien des égards modeste.
Elles se sont développées chez les mammi-
feres domestiques a partir des années 80,
d’abord dans l’espéce bovine ou la reproduc-
tion des animaux était, depuis déja trente
ans, largement organisée autour de I'insémi-
nation artificielle. Chez cette espéece, I'em-
bryon a d’abord été produit exclusivement in
vivo apres stimulation hormonale des
femelles donneuses. Ce mode de production a
permis le développement de la technologie du
transfert d’embryons associée a leur congéla-
tion. Plus récemment, une deuxiéme généra-
tion de technologies est apparue qui s’appuie
sur la production d’embryons en culture,
apres maturation et fécondation in vitro d’ovo-
cytes prélevés sur 'animal vivant. Les pro-
gres de nos connaissances sur la physiologie

Résumé

Cet article décrit les bases de plusieurs biotechnologies de la reproduction chez
les bovins : superovulation et transplantation embryonnaire, sexage des
embryons, ponction des ovocytes in vivo et fécondation in vitro, clonage embryon-
naire et clonage somatique. On précise leurs limites techniques actuelles, leurs
perspectives d’amélioration et leurs cofits respectifs. Les conséquences de leur
utilisation dans les programmes d’amélioration génétique sont analysées tant au
niveau de la situation actuelle que des perspectives. Il apparait que la transplan-
tation embryonnaire est efficace et rentable dans les programmes de sélection
bovins. Les perspectives a long terme les plus intéressantes sont fournies par le
clonage si les obstacles techniques sont surmontés.

de I'embryon de mammifere permettent main-
tenant 'émergence d’une troisiéme génération
de techniques. Celles-ci tirent parti de 'extra-
ordinaire plasticité des premiers stades de
Pembryogénese et visent a modifier encore
plus en avant les caractéristiques de 'em-
bryon : le transfert nucléaire qui aboutit a la
production de clones, et la transgénese qui
consiste a introduire un géne étranger dans
les cellules de 'embryon en sont les illustra-
tions.

Pour présenter ces trois générations de
technologies, nous avons donc choisi 'espéce
bovine comme modéle. Notre propos est d’exa-
miner quels sont les apports potentiels des
biotechnologies de 'embryon pour I’économie
des productions animales et particulierement
pour la sélection des reproducteurs, sans évo-
quer les technologies qui modifient les carac-
téristiques génétiques des embryons. Ceci
nous a conduit a ne pas traiter de la transgé-
nése (voir 'article de L.-M. Houdebine, ce
numeéro) et a présenter chaque technologie en
deux temps : une description des techniques
et de leur efficacité, puis une analyse de leur
impact réel ou potentiel dans les programmes
d’amélioration génétique.

1 / Des bases biologiques
aux techniques

Les interventions sur 'embryon de mammi-
fere concernent essentiellement la période du
développement qui précéde son implantation
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définitive dans I'utérus. Cette période dure
selon les espéces de 4 (souris, lapin) a environ
14 jours (vache). Elle est marquée par la mise
en activité du noyau zygotique et la réalisa-
tion des premiéres différenciations cellulaires.
L’étude des mécanismes fondamentaux qui
assurent la réalisation de ces deux événe-
ments révele deux caractéristiques de la vie
au début du développement : le rdle essentiel
du gamete femelle dans le contréle de la mise
en activité du génome zygotique, et la grande
plasticité de I'embryon notamment vis-a-vis
du milieu environnant jusqu’au moment de
I'implantation (Menezo et Renard 1991).

C’est a partir de ces deux caractéristiques
du début de 'embryogenése que se sont
constituées et que continuent a se développer
les biotechnologies de 'embryon (figure 1).
Historiquement, les premiéres applications
des données de la recherche ont été dévelop-
pées en collectant des embryons développés in
vivo, au stade blastocyste. Dans un deuxiéme
temps, mais a partir des années 80 seule-
ment, les interventions ont concerné les ovo-
cytes matures fécondés in vitro (Brackett et al
1982) puis les ovocytes immatures (Leibfried-
Rutledge et al 1987). Cette évolution a été
rendue possible par les progres réalisés dans
la définition de conditions de culture appro-
priées (Heyman et Menezo 1987). Elle a per-
mis de multiplier les interventions sur les
embryons, créant une combinatoire de tech-
niques intégrant toujours plus en avant les
données de base de la biologie du développe-
ment.

Figure 1. Les principales biotechnologies de I’'embryon.
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Ces techniques se sont organisées autour de
trois technologies principales : la transplanta-
tion embryonnaire, associant la production et
la collecte d’embryons in vivo et intégrant
maintenant le plus souvent les possibilités
offertes par leur congélation ou 'examen de
leur cellules (sexage) ; le prélevement in vivo
d’ovocytes par ponction folliculaire (OPU)
suivi de leur maturation, leur fécondation in
vitro (FIV) puis de la culture des embryons ;
enfin le clonage qui ouvre la voie a la multi-
plication de génotypes embryonnaires iden-
tiques et pourrait demain étre étroitement
associé a la modification contrdlée du génome
par transgénese.

2 | Les applications actuelles
du transfert d’embryons

21 / Une activité en constante
progression

Le transfert d’embryons est utilisé en pra-
tique dans les élevages depuis le début des
années 80. Cette technologie a pu voir le jour
grice aux connaissances accumulées sur la
physiologie de la reproduction des mammi-
feres domestiques, notamment a partir des
progres décisifs obtenus avec le controéle hor-
monal de la croissance folliculaire (Mauléon et
al 1970) et celui du moment de l'ovulation
(Thimonier et al 1975). Le transfert d’em-
bryons, qui s’est d’abord développé par trans-
position des méthodes chirurgicales proposées
par la recherche vétérinaire (Rowson et al
1969), n’est véritablement devenu une pra-
tique d’élevage qu’avec la mise au point d'une
méthode de transplantation adaptée de I'insé-
mination artificielle (IA), consistant a déposer
Iembryon au-dela du col de I'utérus, par voie
vaginale (Renard et al 1977). Avec cette
approche, en moyenne 60 % des femelles
deviennent gestantes apres transfert d’un
embryon et 56 % mettent bas (tableau 1a), un
rendement identique a celui de I'insémination
artificielle (52 % apres une IA, Boichard et
Manfredi 1995).

Le nombre de transplantations d’embryons
bovins connait ces derniéres années une pro-
gression réguliére en Europe et en France
(tableau 2), mais ce nombre reste tres faible
par rapport a celui des inséminations artifi-
cielles (23 millions en Europe, dont 5 millions
en France en 1995 ; Malafosse 1995). Toute-
fois, ce n’est pas tant le nombre de transplan-
tations effectuées qui donne aujourd’hui son
importance a cette technologie, que la place
qu’elle occupe désormais dans la filiere de la
sélection bovine : prés de 95 % des taureaux
laitiers actuellement mis en testage sont en
effet issus d’embryons transplantés (le plus
souvent congelés). Ce chiffre illustre bien I'im-
pact de cette biotechnologie dans la conduite
des programmes de sélection.

La transplantation d’embryons est mainte-
nant étroitement associée a la congélation, le
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Tableau 1. Principales caractéristiques du transfert d’embryons bovins produits in vivo.

a - Taux de gestation et estimation du nombre moyen de veaux par femelle donneuse et par traitement.

, . Taux de mise bas Nombre moyen de veaux

Type d'embryon Taux de gestation (estimations) (estimations)
Frais estimation 60 % 56 % 56@x56% =3,1
Congelé estimation 50 % 46 % 56®x46% =26
Frais et sexé 371/833™ 45 % 41 % 0,56x(56@x41%) =11
Sexé et congelé 26/92D 28 % 24 % 0,5x(4®x24 %) =0,5

O D’apres Thibier et Nibart (1995).
2 Nombre moyen d’embryons utilisables par traitement.
@ Nombre moyen d’embryons de qualité 1 seulement.

b - Nombre moyen (+ s.e.) d’embryons utilisables par femelle et par traitement (Negrao et al 1 997, P. Humblot,

données non publiées).

Nombre total 78+5,6
Utilisables (%) 5,6 £5,2(72 %)

dont : qualité 1 : 4,0 (estimation) ; qualité 2 : 1,6 (estimation)

Qualité 1 : aucun défaut de morphologie ; qualité 2 : quelques défauts, cellules exclues du développement.

¢ - Distribution des femelles selon le nombre d’embryons utilisables par traitement (P. Humblot et M. Nibart, commu-

nications personnelles).

Nombre d’embryons 0
% femelles 20 % 10 %

moins de 3

3a6
45 %

plus de 6
25 %

plus souvent au stade blastocyste, par des
méthodes compatibles avec une décongélation
réalisée juste avant la transplantation
(Renard et al 1982). En Europe, 47 % des
embryons récoltés (46 % en France) sont
congelés avant d’étre transplantés (tableau 2).
Un taux moyen de mise bas de 46 % (cf.
tableau la) est obtenu quand on ne congele
que les embryons d’aspect morphologique nor-
mal (qualités 1 et 2) qui représentent environ
72 % des embryons collectés (cf. tableau 1b).
La congélation a permis une réduction du
colit des interventions puisque le nombre de
femelles receveuses qu’il faut préparer peut
étre ajusté au nombre d’embryons collectés.
Elle a ouvert la voie aux échanges d’embryons
entre élevages (de tous pays) et commence a
étre utilisée en complément du maintien
d’animaux vivants pour conserver la diversité
génétique des races domestiques (Ollivier et
Renard 1995).

Le typage génétique des embryons avant
leur transplantation peut étre réalisé en pré-
levant par micromanipulation 1 a 4 cellules

sur des embryons au stade morula ou jeune
blastocyste (J6 et J7). Quand l'opération est
effectuée par une personne expérimentée,
Paptitude de 'embryon biopsié & se dévelop-
per a terme apres transfert dans une femelle
receveuse n'est pas altérée. Cette approche a
été mise en ceuvre chez les bovins, essentielle-
ment a ce jour pour un diagnostic du sexe de
Pembryon avant son transfert. Le « sexage » a
pu devenir une réalité grace a I'isolement de
sondes génomiques spécifiques du chromo-
some Y dont la présence est détectée dans le
génome des cellules isolées d’embryons méales
(Leonard et al 1987). Le diagnostic du sexe
peut étre porté pour 95 % des embryons biop-
siés et son exactitude est voisine de 100 %. En
moyenne 4 embryons par femelle et par trai-
tement ont la qualité morphologique requise
(qualité 1) pour supporter une biopsie sans
réduction de viabilité (53 %) ; avec les autres
embryons (qualité 2), le taux de gestation
apres biopsie est plus faible (34 %). On peut
donc considérer qu’environ 60 % des
embryons utilisables pour la transplantation

Tableau 2. Evolution récente de I'activité de transfert d’embryons bovins en Europe et en France
(source : Association Européenne de Transfert Embryonnaire (AETE), 1993-1996).

Le nombre de
transplantations
d’embryons
progresse en
France et en
Europe.

Pres de la moitié
sont réalisées
avec des embryons
congelés.

1993 1994 1995 1996
Nb de femelles collectées 21 542 +4,7 % 22 557 +11,1% 25075 -3,7% 24 133
dont en France 6 680 5890 6 680 6 657
Nb d’embryons collectés 176 470 194 589 215 046 214 293
dont en France 50270 55 249 60 298 56 797
Nb d’embryons transplantés 96 470 +6,6% 102887 +93% 112531 +48% 117942
dont congelés (%) 46 263 (48 %) 54 485 (53 %) 60 848 (54 %) 55 786 (47 %)
dont nb transplantés en France 22744 24 288 27 260 28793
dont congelés (%) 9915 (44 %) 10 664 (44 %) 12 505 (46 %) 13105 (46 %)
Stock d’embryons congelés 46 986 +2,3% 48 062 +29,0% 62008 -119% 54586
dont en France 14 404 14 404 19 803 12 396
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d’embryons peuvent subir une biopsie (Thi-
bier et Nibart 1995, Nibart et al 1996). Le
nombre moyen de veaux sexés que 'on peut
obtenir par femelle donneuse et par traite-
ment en associant le diagnostic de sexe n’est
donc en moyenne seulement que de 2,2 soit
moins qu’apres transplantation d’embryons
non sexés (cf. tableau la). Le cofit du veau
produit en est d’autant augmenté. Enfin, 'as-
sociation avec la congélation réalisée apres la
biopsie, quoique compatible avec le maintien
de la viabilité de '’embryon se traduit en
moyenne par un taux de gestation faible, de
Pordre de 25 %, ce qui constitue une limite
supplémentaire pour 'application du sexage
en élevage. Ainsi, malgré ’engouement qu’a
suscité en France le diagnostic de sexe appli-
qué ces dernieres années a plus de 3 000
embryons bovins (Thibier et Nibart 1995), son
intérét économique reste trés marginal. Cette
approche pourrait dans 'avenir se révéler treés
utile, mais pour caractériser simultanément
la présence de variants alléliques de plusieurs
génes, ce qui est techniquement possible a
partir d’'un méme prélévement.

Deux facteurs limitent aujourd’hui l'effica-
cité de la transplantation : le nombre relative-
ment faible d’embryons que 'on obtient apres
un traitement hormonal de superovulation et
la variabilité de production entre femelles
traitées. Aucun progres décisif n’a été réalisé
depuis plus de vingt ans dans ce domaine.
Une femelle donneuse donne en moyenne 7 a
8 embryons par traitement mais seulement
5 a 6 d’entre eux (embryons de qualité 1 et 2)
ont de réelles chances de se développer a
terme apres transfert (cf tableau 1b). En
outre, 20 & 30 % des femelles traitées ne don-
nent pas d’embryons transférables (Greve et
al 1995), alors que 25 % produisent plus de
6 embryons ce qui limite les possibilités de
planification rigoureuse du nombre de
femelles receveuses (tableau 1c). Il en résulte
un colit technique environ 10 fois plus élevé
que celui de I'insémination artificielle (Chu-
pin 1985). C’est ce qui explique pourquoi la
transplantation d’embryon n’est utilisée que
pour la naissance de veaux dont la valeur
génétique est élevée, permettant ainsi une
diffusion efficace des meilleurs génotypes.

22 / Une contribution
a la rénovation des schémas
de sélection

La transplantation embryonnaire mise au
point chez les bovins depuis la fin des années
70 a créé incontestablement, depuis le début
des années 1980, des opportunités nouvelles
pour la rénovation des schémas de sélection.
En effet, malgré les handicaps dus au nombre
relativement faible d’embryons utilisables par
traitement, et malgré le fait qu’une partie
des femelles donneuses ne produit aucun
embryon, la technique contribue & augmenter
de plus de 70 % la prolificité des femelles qui
répondent le mieux au traitement. Elle per-
met aussi de réduire notablement l'intervalle
de génération puisque les collectes précoces
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d’embryons sont possibles sur des génisses de
15 mois. Ainsi, alors qu’avec la reproduction
naturelle, une vache a produit en moyenne
3 veaux a I’dge de 6 ans, ce méme résultat
peut étre obtenu deés I’dge de 2 ans avec la
transplantation. La transplantation embryon-
naire peut donc étre mise a profit pour inten-
sifier la sélection des méres des taureaux
d’insémination. En effet, le rajeunissement
des meéres permet de tirer parti plus rapide-
ment du meilleur niveau génétique moyen des
jeunes générations. L'amélioration de la proli-
ficité permet de sélectionner les meres plus
intensément pour assurer les besoins de
renouvellement (figure 2). Au total, ces deux
facteurs contribuent a augmenter le progres
génétique annuel de 'ordre de 20 a 30 % pour
un critére comme la production laitiere
(Nicholas et Smith 1983, Colleau 1985, Meu-
wissen 1990, Nicholas 1996) et d’'une propor-
tion encore supérieure en ce qui concerne les
programmes de sélection des bovins allaitants
(Colleau et Elsen 1988). Les parties du pro-
gramme de sélection concernant les méales
sont alors inchangées, notamment le contréle
de la descendance (testage).

Nicholas et Smith (1983) ont proposé d’utili-
ser la transplantation embryonnaire en
apportant des modifications aux schémas de
sélection classiques : sélection des reproduc-
teurs dans des troupeaux spécialisés et sélec-
tion des taureaux a I’dge de 4 ans et non plus
de 6 ans, a partir des performances de leurs

Figure 2. Programme de sélection utilisant la
transplantation embryonnaire chez les bovins
laitiers.
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collatérales (demi-sceurs et pleines-sceurs). En
fait, ceci n’est justifié que si le contréle de per-
formances en ferme est peu fiable ou s’il
existe un traitement préférentiel des femelles
(par exemple utilisation non déclarée d’hor-
mones) ce qui est encore peu fréquent dans les
pays développés (Lohuis 1995).

L'efficacité de l'utilisation de la transplanta-
tion embryonnaire a d’abord été étudiée
quand la sélection porte sur des caracteéres
héritables et d’expression non tardive comme
la production laitiére. Les schémas de sélec-
tion utilisant de jeunes méres a taureaux sont
également efficaces quand la sélection porte
sur des caracteres d’expression tardive comme
la longévité, caractére potentiellement impor-
tant économiquement mais moins héritable
que la production laitiere, (Colleau et Phocas
1994). La raison est que les reproductrices
sont sélectionnées pour de tels critéres non
d’apres leurs propres performances (« censu-
rées », c’est-a-dire inconnues), mais d’apres les
caractéristiques moyennes (taux de réformes
constatés) de leurs trés nombreuses demi-
sceurs paternelles. On remarquera que la
nécessité de sélectionner sur de tels criteres
est un argument de plus pour ne pas aban-
donner le testage sur descendance des tau-
reaux.

L'utilisation accélérée de la transplantation
embryonnaire en complément de procédures
classiques est actuellement la méthode la plus
générale. On peut l'observer dans les pro-
grammes de sélection mis en ceuvre au Dane-
mark, en France, en Allemagne et aux Pays-
Bas (20 a 30 % des taureaux laitiers sont
issus de femelles jeunes). Les résultats pra-
tiques obtenus en France ont été conformes a
ce qui était attendu (Colleau 1993). Concrete-
ment, on a observé que les index sur descen-
dance de taureaux Holstein produits en
France a partir de jeunes meéres étaient équi-
valents & ceux de taureaux Holstein importés
des USA (pays ayant le meilleur niveau géné-
tique laitier pour cette race) mais issus de
meéres plus agées.

Le rendement économique des sommes
investies collectivement dans le transfert
embryonnaire pour ’amélioration des tau-

reaux d’insémination est nettement positif
alors que cela n’est pas le cas pour un éleveur
individuel utilisant cette technique (Colleau
1993). Cette question sera présentée plus en
détail au paragraphe 4.3.b.

2.3 / La place actuelle du sexage
des embryons

Le sexage des embryons n’est pas utile dans
le cadre de schémas ol les méres de taureaux
d’insémination ont bénéficié d'un raccourcis-
sement maximum de 'intervalle de généra-
tion. La carriere des méles dépendant de la
connaissance de la lactation de leur mere
génétique (figure 2), il faut attendre environ
6 mois avant de pouvoir décider de leur utili-
sation. Le recours systématique a de jeunes
donneuses (sans sexage) serait alors associé a
des colits importants, car il faudrait élever
tous les jeunes méles pendant la période d’at-
tente des résultats de leur mere. Des études
théoriques (tableau 3, Colleau 1991) montrent
que méme en tenant compte du surcott tech-
nique lié au sexage des embryons, on a intérét
a utiliser des donneuses plus agées, sélection-
nées d’apres leurs premieres lactations, et a
sexer leurs embryons de facon a produire
exactement le nombre de méales a mettre au
testage. En effet, la réduction relative des
colits totaux (transfert d’embryons et frais
d’élevage des jeunes obtenus) est bien plus
importante que la réduction de progres géné-
tique provenant du réallongement de l'inter-
valle de génération.

Aujourd’hui, le diagnostic du sexe de 'em-
bryon est trés peu utilisé dans les schémas
d’amélioration génétique. Le colit du veau
produit reste dissuasif, et le fait que seule-
ment 60 % des embryons jugés aptes a la
transplantation puissent étre « sexés » consti-
tue une perte économique non négligeable. En
race Holstein par exemple, dans laquelle 30 %
environ des taureaux sont issus d’embryons
importés (congelés mais non sexés) les sélec-
tionneurs préferent utiliser tous les
embryons, les jeunes males étant mis en tes-
tage et les femelles superovulées. Le recours
au diagnostic de sexe des embryons permet-

Tableau 3. Bilan génétique et bilan économique du sexage d’embryons chez les bovins laitiers. Bilan
geénétique = % d’augmentation du progres génétique annuel par rapport au schéma classique ; bilan
économique = kF par taureau mis en testage. (J.-J. Colleau 1 994, non publié).

Cotit (kF /taureau) Progres
. Cotit total génétique
Type de schéma mg | Station | Station | . en % annuel
0-1an | 0-6 ans en %
Classique 0 30 250 280 0 0
(référence) (référence)
Transfert embryonnaire (TE)
- donneuses : génisses, pas de sexage,
20 embryons produits par taureau en testagg 20 120 250 390 +40 % +20 %
- donneuses : vaches en 2¢ lactation,
10 embryons femelles (sexés) produits
par taureau en testage 30 30 250 310 +11% +17 %
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La collecte précoce
d’embryons et le
nombre plus élevé
de veaux produits,
et donc testés,
permettent

une sélection

plus efficace.
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trait toutefois de valoriser d’autres biotechno-
logies comme le clonage de I’embryon (Hey-
man et al 1996).

3 / La production d’embryons
in vitro

31 / Un nouveau développement
pour le transfert d’embryons

Trois étapes jalonnent la longue période qui
a permis a la production d’embryons bovins in
vitro de pouvoir étre considérée comme une
biotechnologie parvenue a maturité : la défini-
tion de milieux synthétiques adaptés aux
besoins métaboliques de 'embryon bovin au
début de son développement (Menezo 1976) ;
les premiers succeés dans la mise en ceuvre des
techniques de fécondation in vitro, (FIV) ini-
tialement a partir d’ovocytes collectés in vivo
(Brackett et al 1982), puis eux-mémes pro-
duits in vitro par ponctions d’ovaires récupé-
rés en abattoir (Leibfried-Rutledge et al 1987)
; enfin, le développement d’'une méthode de
récolte des ovocytes sur animal vivant par
ponction échoguidée des follicules ovariens
(Pieterse et al 1988). Cette méthode, dite OPU
pour « Ovum Pick Up », est directement déri-
vée de celle utilisée en routine en clinique
humaine.

La collecte est réalisée a ’aide d’une
aiguille introduite par le vagin sur I'animal
debout et sous simple tranquillisant et anes-
thésie locale. L'opération peut étre répétée
une a deux fois par semaine pendant plu-
sieurs mois (jusqu’a cinq) sans affecter appa-
remment la fertilité ultérieure des animaux
(Nibart et Marquant-Leguienne 1995). Cette
technique présente deux avantages par rap-
port a la collecte d’embryons in vivo. Tout
d’abord, elle permet de produire des blasto-
cystes a partir de femelles considérées comme
infertiles ou n’ayant pas répondu a des traite-

ments de superovulation, donc de maintenir
I’ensemble du pool de genes formé par les ani-
maux engagés dans un programme de sélec-
tion (ou de conservation) génétique. Ensuite,
elle peut étre employée tout au long des trois
premiers mois de la gestation (génisses ou
vaches), donc ne pas interférer avec la
conduite de la reproduction des animaux au
sein d'un troupeau. En pratique, les sessions
d’OPU sont aujourd’hui réalisées soit une fois
par semaine avec des animaux superovulés,
soit deux fois par semaine, sans superovula-
tion. Dans tous les cas, le nombre d’ovocytes
et donc d’embryons viables produits par col-
lecte est trés variable d'un animal & Pautre (et
aussi d'une équipe a l'autre). Un bilan de la
production d’embryons est présenté au
tableau 4 pour des animaux de différents sta-
tuts physiologiques.

En moyenne, on peut considérer que la
technologie de ’'OPU permet de produire 0,7 a
2 blastocystes par session. Pour des vaches
laitieres en production, des sessions bihebdo-
madaires de prélevement, pendant 4 mois
consécutifs, permettent d’obtenir en moyenne
40 blastocystes transplantables par an, cer-
tains animaux pouvant en produire plus de
120 (Merton, communication personnelle).
Les mémes performances sont obtenues avec
des femelles réputées infertiles pour les-
quelles le rythme d’une collecte par semaine
est étendu sur la plus grande partie de I'an-
née (Hasler et al 1995). Enfin, avec des
génisses collectées pendant deux mois en
début de gestation, on obtient en moyenne
20 blastocystes. Ces données constituent une
base pour estimer le potentiel d'une technolo-
gie encore récente, mais en plein développe-
ment (tableau 5). Avec un taux de gestation a
terme de 50 %, une vache laitiére donnera en
moyenne 20 veaux par an, soit 5 fois plus que
ne le permet la collecte in vivo apres traite-
ment hormonal des femelles. Une génisse
pourra étre la meére génétique de dix veaux
avant la fin de sa premiére gestation. La mai-
trise compléte de cette technique passe

Tableau 4. Production d’embryons in vitro aprés récolte des ovocytes (OPU) ; principales données

physiologiques.
. s Nombre moyen d’embryons
. Sessions de prélevement ) .
Type d’animaux transférables produits par femelle
Référence
(n) Fréquence Nb moyen par par session total
au femelle (écarts) (écarts) (écarts)
Hasler et al échecs production 1 par semaine 22,6 0,73 41,3®
1995 d’embryons 8 mois par an® (6-31)® (0,33 - 1,86) (7-97)
in vivo (n = 6)
Den Daas et al vaches laitiéres 2 par semaine 29,9 1,33 37,4
(non publié) (n=63) 4 mois par an (3-91) (0,33 - 2,67) (1-128)
Donnay et al génisses 2 par semaine 16 1,6 20
1996 (n=6) pendant 2 mois (8-35)
INRA 1997 génisses 2 par semaine 12 2,04 24
(non publié) (n=5) pendant 1,5 mois 0,5-3,16) (6-37)

O Estimation.

@ Calcul pour une année a partir d’'un travail conduit sur 2,5 ans.

INRA Productions Animales, janvier 1998



Biotechnologies de la reproduction chez les bovins / 47

Tableau 5. Estimation du nombre moyen de veaux produits par femelle donneuse et par an aprés récolte
des ovocytes et fécondation in vitro (OPU/FIV) ; comparaison avec la production d’embryons in vivo.

OPU/FIV Collecte in vivo

Statut physiologique

Vaches en production

Génisses Vaches/génisses

Collectes
- fréquence

- nombre total par an

Nombre d’embryons transférables par an
% de femelles donnant plus de 3 embryons
Taux moyen de gestation

Nombre de veaux attendus

2 par semaine
pendant 4 mois

32 16 2
40 20 1
100 % 100 % 70 %
50 % 50 % 56 %
20 10 4

2 collectes
+ superovulation

2 par semaine
pendant 2 mois

aujourd’hui par une compréhension fine des
effets a long terme que peuvent exercer les
milieux de culture sur le développement du
feetus voire du jeune une fois né. En effet il a
été montré récemment chez les bovins (mais
aussi chez les ovins) que certaines conditions
de fécondation et de culture in vitro, encore
mal connues, pouvaient, occasionnellement,
étre responsables de la naissance de veaux
viables mais de poids anormalement élevé
(Behboodi et al 1995), ou méme de déviations
du sex-ratio en faveur des méales (Xu et al
1992), ce dernier effet n’étant toutefois pas
systématiquement observé (Keefer et al 1994,
Grisard et al 1995).

3.2 / Cotit de ’'embryon produit
par OPU/FIV

Les premiéres estimations faisaient état
d’un cotit du veau produit aprées OPU-FIV
d’environ le double de celui d’un veau issu
d’embryon produit in vivo (Nibart et Mar-
quant-Leguienne 1995) et soulignaient 'im-
portance du colit de main d’ceuvre pour cette
technique. Toutefois, une organisation en sta-
tion spécialisée pour la production et l'utilisa-
tion d’embryons exclusivement produits in
vitro permet de tirer le meilleur parti des pos-
sibilités de cette technique. Sur la base des
données établies dans le cadre d’un pro-
gramme mis en place depuis un an en station
expérimentale (Domaine expérimental INRA
de Bressonvilliers) et a raison de deux ses-
sions d’'OPU/FIV par semaine sur des séries
de 5 animaug, il ressort que le prix de revient
du veau issu d’OPU-FIV est seulement
1,2 fois celui du veau issu de transplantation
embryonnaire classique (Y. Heyman et al, en
préparation). Cette estimation prend en
compte le colit de main d’ceuvre (40 % environ
du cofit total), mais pas celui de ’amortisse-
ment des installations dont une utilisation
optimale est obtenue en associant l'activité
d’OPU-FIV a celle du clonage (voir plus loin).
Le volume d’activité annuel est déterminant,
et une réduction du cott de 30 a 40 % peut
méme étre envisagée a partir d'une produc-
tion réguliere d’embryons tout au long de I’an-
née en augmentant le nombre de sessions
d’OPU/FIV par semaine.

3.3 / Les conséquences
pour la sélection

La technique de ’OPU-FIV présente trois
intéréts principaux pour la sélection. A raison
de deux sessions d’'OPU par semaine et d’en-
viron 1,5 embryon transférable par session, le
nombre de veaux qui peut étre obtenu par
unité de temps est pratiquement multiplié
par 4 par rapport au nombre de veaux pro-
duits apres superovulation et collecte clas-
sique. Il devient donc possible d’augmenter
encore la pression de sélection sur les méres a
taureaux.

Le deuxiéme intérét est d’améliorer 1'effica-
cité de la sélection méme en raisonnant a
niveau constant de prolificité. En effet, ’OPU-
FIV permet de réaliser des « accouplements in
vitro » et donc de mieux planifier le choix des
reproducteurs males (a la limite ovocyte par
ovocyte). On peut en particulier augmenter
considérablement le nombre de maéles accou-
plés a une méme femelle, nombre qui n’est
pas tres élevé en superovulation classique
(égal au maximum au nombre de collectes).
Ceci a pour effet d’améliorer la précision des
index de sélection (meilleure « connexion »
entre reproducteurs) et surtout de diminuer
la parenté moyenne entre les produits de la
génération suivante, ceux-ci ayant plus rare-
ment leurs deux parents communs. De ce fait,
le taux de consanguinité a long terme est
diminué et avec lui le risque de voir appa-
raitre une fixation fortuite de génes a effets
défavorables. Woolliams (1989) montre déja,
avec la superovulation classique, qu’on a tout
intérét a changer de taureau a chaque col-
lecte.

Un troisiéme intérét potentiel de 'OPU-FIV
est qu'il devient possible d’obtenir des descen-
dants des femelles qui ne répondent pas a la
superovulation. On ne dispose toutefois pas
encore de données suffisantes sur les perfor-
mances de telles femelles pour la production
d’embryons in vitro.

En cumulant tous les effets positifs de
POPU-FIV pour la sélection (et en anticipant
sur son intérét potentiel), Leitch et al (1995)
trouvent que le rythme de progrés génétique
annuel avec un schéma OPU-FIV est supé-
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rieur de 10 a 30 % a celui d'un schéma avec
superovulation et fécondation in vivo, les don-
neuses ayant le méme 4ge dans les deux cas.

L'OPU-FIV permet aussi de diminuer 1'age
des donneuses par rapport a la production
d’embryons in vivo car il est possible d’effec-
tuer des ponctions répétées d’ovocytes des
lage de 9 mois. Ceci pourrait étre considéré
comme un avantage pour la réduction de I'in-
tervalle de génération dans un programme de
sélection. Mais méme en admettant que de
tels ovocytes aient des probabilités de fécon-
dation non diminués, ce qui fait encore 1'objet
de données contradictoires (Revel et al 1995,
Lazzari et al 1996), I'effet d'un tel raccourcis-
sement de I'intervalle de génération serait nul
sur le progres génétique annuel. En effet, les
descendants naitraient beaucoup trop tot par
rapport a la connaissance des performances
de la donneuse (lactation notamment) et celle-
ci serait donc insuffisamment sélectionnée,
parce qu’évaluée avec une précision trop
faible.

L’OPU-FIV est incontestablement une tech-
nique dont peuvent bénéficier les schémas
d’amélioration génétique des reproducteurs. 11
importe maintenant de définir les conditions
de mise en ceuvre pour son développement,
notamment en ce qui concerne les normes
techniques et sanitaires a respecter lors des
sessions de ponction. Il reste aussi a confir-
mer qu’une organisation efficace d’un « atelier
» de production d’embryons in vitro permet
bien de ramener le colit du veau a celui que
lon obtient aujourd’hui en transplantation
embryonnaire classique. Mais il faudra pour
cela améliorer les méthodes de congélation de
ces embryons, dont les taux de survie apres
décongélation sont aujourd’hui encore large-
ment inférieurs a ceux des embryons produits
in vivo.

4 | Les perspectives
d’application des techniques
de clonage

41 / Une technologie en pleine
évolution

Cloner signifie reproduire a l'identique, en
plusieurs exemplaires. C’est, en biologie, le
contraire de la reproduction sexuée qui per-
met la naissance d’organismes génétiquement
différents. Le clonage chez les mammiferes a
d’abord été réalisé par une simple division
d’un embryon a un stade précoce de son déve-
loppement (Willadsen 1979, Ozil et al 1982).
Cette technique ne permet d’obtenir que deux
individus génétiquement identiques, mais a
une fréquence élevée puisque un embryon
manipulé sur quatre, voire sur deux, donne
naissance a une paire de jumeaux (Chesné et
al 1987). La bissection de 'embryon est main-
tenant surtout utilisée en expérimentation
animale (Romeyer et al 1993, McKeever et al
1994).
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Le terme de clone est de fait employé
aujourd’hui pour désigner un animal produit
par la technique dite de « transfert nucléaire
». Cette technique, utilisée de longue date
chez les amphibiens pour des tentatives de
reprogrammation de ’activité de noyaux
somatiques (Gurdon et al 1975, DiBerardino
et al 1986), consiste a fusionner une cellule
donneuse de noyau avec un ovocyte receveur
préalablement énucléé. Les premiers succes
obtenus chez les mammiféres il y a une
dizaine d’années avec des noyaux de jeunes
embryons ovins (Willadsen 1986) puis bovins
(Prather et al 1987) ont maintenant été éten-
dus a plusieurs espéces (voir pour revues
récentes Loi et al 1994, Heyman et Renard
1996). La technique de transfert de noyaux
d’embryons a connu, au début des années 90
chez les bovins, un engouement commercial.
Plusieurs compagnies privées ont, a cette
époque, fait naitre plusieurs centaines de
veaux dont un clone « record » de 11 animaux.
L’analyse des résultats publiés (Bondioli et al
1990, Willadsen ef al 1991) montre toutefois
une trés grande variabilité a la fois dans le
taux de développement des embryons recons-
titués (0 a 40 %) et dans les taux de gestation
apres transfert (0 a 30 %). Ceci explique lar-
gement le relatif désintérét qu’a connu le clo-
nage ultérieurement en dépit des progres de
la recherche. Les annonces récentes et large-
ment médiatisées de la naissance d’'un clone
de deux agneaux issus de cellules cultivées
(Campbell et al 1996), puis d’un mouton
reconstitué a partir d’'un noyau issu de cel-
lules somatiques adultes maintenues en cul-
ture pendant plusieurs semaines (Wilmut et
al 1997) attestent bien de I’évolution en cours.

Les possibilités offertes par le clonage peu-
vent étre estimées a partir de deux para-
metres : le nombre de jeunes nés par rapport
au nombre d’embryons reconstitués et la pro-
babilité d’obtention d'un clone de taille don-
née a partir d’'un génotype donné. Le premier
parametre (tableau 6) mesure directement
Pefficacité de la technique. Aujourd’hui, en
moyenne 10 % des embryons reconstitués a
partir de noyaux d’embryons peuvent donner
naissance a un veau. Ce taux a été multiplié
par plus de deux en quelques années et se
rapproche de celui de la fécondation in vitro
(environ 15 %, Hasler et al 1995). Le taux de
naissance obtenu avec des noyaux de cellules
cultivées est certes encore trés faible (0,3 %
avec des cellules adultes) ; beaucoup d’em-
bryons reconstitués ont leur développement
qui s’arréte des le stade 8-16 cellules, au
moment ol leur génome devient transcrip-
tionnellement actif. Avec ceux qui poursuivent
leur développement, on observe souvent apres
transplantation des mortalités feetales tar-
dives. Toutefois, dans certaines conditions
expérimentales actuellement en cours de défi-
nition, il apparait que des noyaux issus de cel-
lules somatiques cultivées peuvent donner un
taux de blastocystes élevé (plus de 30 % a par-
tir de cellules feetales par exemple) ce qui
révele un pouvoir important de reprogramma-
tion de l'activité des génes par le cytoplasme
de I'ceuf. Une meilleure connaissance des évé-
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Tableau 6. Potentialités de développement des embryons issus de transfert nucléaire : rendement actuel de la technique (taux de jeunes

nés par embryon reconstitué).

. Bovin . Bovin Ovin
Espece embryons 32-64¢ Bovin c. embry.
Source de noyaux Y embryons 16-32c Ny Y. ¢. embry. @ c. fetale @ c. adulte®
Référence Heyman Bondioli 1993 | s et First
et Renard 1996 1993 Wilmut et ol 1997

Nb d’embryons reconstitués 152 840 239 385 172 277

Nb de blastocystes obtenus (%) 47 (30,9) 161 (19,1) 42 (17,5) 126 (32,7) 47(27,3) 29 (10,4)

Nb transplantés 45 125 34 87 40 29

Nb de jeunes nés 15(32,6) 27(21,6) 8(23,5) 4(4,6) 3(7,5) 1(3,4)

Rendement ® 10,0 % 41% 41% 15% 2,0% 0,3 %
@ Origine des cellules cultivées.
@ (% blastocytes obtenus) x (% de jeunes nés).
nements fondamentaux qui président a 'orga- Bourhis et al 1996). Cette approche révele que, ]
nisation du noyau et contrélent I’acces des fac- en moyenne, 6 embryons sur 10 seulement .
teurs impliqués dans l’expression des génes seraient susceptibles de donner un clone de 2 La production de
reste a acquérir, notamment pour prévenir les a b individus. Ceci suggeére que les noyaux clones par

mortalités embryonnaires élevées que I'on
constate apres transplantation. Il apparait
néanmoins justifié, au vu de ces résultats, de
prévoir que la technique sera maitrisée avec
un succes proche de celui de 'TOPU-FIV.

Les taux de multiplication apres clonage dif-
ferent selon la source de cellules utilisées et
aussi entre séries expérimentales. Le tableau 7
donne une estimation de la distribution du
nombre de veaux produits par embryon don-
neur au stade morula (40 a 60 cellules envi-
ron) et permet donc de préciser quelle est la
probabilité, aujourd’hui, d’obtenir un clone
d’animaux a partir d'un génotype donné. Dans
cette expérience, une partie des embryons
issus de transfert de noyaux a été réutilisée
pour un deuxiéme cycle de transfert nucléaire
(reclonage), les progres réalisés dans la mai-
trise de la technique autorisant un tel recy-
clage (un seul toutefois) sans diminution signi-
ficative du rendement (Ectors et al 1995, Le

donneurs pourraient, selon leur génotype,
manifester des différences d’aptitude a étre
(correctement) reprogrammés. Ces différences
se manifestent aussi avec des cultures pri-
maires de cellules somatiques feetales (mou-
ton, Campbell et al 1996 ; vache, Vignon et al,
données non publiées). A ce jour, ce type de
noyau n’a permis que la naissance occasion-
nelle d'un clone de deux agneaux (Campbell et
al 1996). 11 est donc encore trop tét pour dire si
les cellules somatiques en culture, cellules
feetales ou adultes, pourront effectivement
permettre de multiplier tous les génotypes
voulus. Cette hypothése n’est toutefois pas
déraisonnable puisque les noyaux de cellules
(fetales) ovines maintenues en culture pen-
dant plusieurs semaines se révelent capables
de conduire avec une fréquence élevée le début
du développement.

Compte tenu du nombre élevé de noyaux
somatiques de méme génotype (au moins plu-

Tableau 7. Potentialités de développement des embryons issus de transfert nucléaire. Distribution
du nombre de veaux nés par embryon donneur de noyaux (Y. Heyman et al, données non publiées).

B Nb de blastocystes Nb de receveuses Nb de veaux
mbryon ’ .
transplantés total gestantes | mettant bas nes
A 36 18 7 4 4
B 7 4 2 1 1
C 13 12 7 6 6
D 5 5 1 0 0
E 6 5 3 1 1
F 8 6 3 1 1
G 14 7 5 4 5
H 7 7 4 3 3
I 9 5 3 2 2
J 3 2 2 2 3
K 10 6 3 2 3
L 10 5 2 0 0
M 18 9 3 2 2
Total 13 146 91 45 28 31
Nombre moyen (+ s.e.) de blastocystes transplantés par embryon donneur 11,2+ 8.5
Taux de mise bas apres transfert d’embryons clonés 28/91 = 30,8 %
Probabilité pour un embryon de donner un clone de 2 & 5 veaux 8/13=61,5%
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transfert de noyaux
a actuellement un
rendement faible.
Améliorer cette
technique nécessite
de mieux connaitre
le fonctionnement
des facteurs
impliqués dans les
relations noyau-
cytoplasme et
Pexpression des
génes au cours du
développement.
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sieurs milliers) qui peuvent étre utilisés
comme source de noyaux donneurs méme
apres une courte période de culture, on peut
considérer que le rendement de 10 % obtenu
aujourd’hui avec les noyaux embryonnaires
(nombre de veaux nés par rapport aux nombre
d’embryons reconstitués) suffirait pour que
chaque génotype puisse étre utilisé avec le
potentiel de multiplication désiré. Le clonage
de noyaux permettrait alors de diffuser un
génotype déja bien caractérisé (clonage a pos-
teriori) ou nouvellement créé par transgénese,
lors de la période de culture (cellules feetales
ou embryonnaires). Seule la premiére perspec-
tive a été prise en compte dans cet article pour
examiner les voies d’application en sélection.

L'utilisation de noyaux de cellules soma-
tiques cultivées devrait donc a terme contri-
buer a diminuer le cotit du clonage et per-
mettre de fixer a priori, pour chaque génotype,
la taille du clone puisque la source de noyau
deviendrait pour chaque génotype abondante
et ne serait donc plus un facteur limitant.

42 | Cotlit technique du clonage

Bien que le clonage soit encore largement
une biotechnologie au stade de la recherche, il
importe de commencer a estimer son colt
pour anticiper sur les premiers débuts d’appli-
cation. Aucune donnée n’est actuellement dis-
ponible sur ce sujet et seule une extrapolation
a partir du colit dans un contexte d’activité de
recherche peut étre envisagé. Les chiffres pré-
sentés ci-dessous s’appuient donc sur les
résultats acquis avec le clonage embryonnaire
depuis trois ans, dans le cadre du programme
conduit dans les installations de 'INRA.

Sur la base d’'une activité a temps plein
organisée a partir d'un atelier de production
d’embryons in vitro impliqué également dans
un programme OPU-FIV, on peut, aprés deux
sessions de clonage a partir de 4 embryons
donneurs (sexés), reconstituer en moyenne
60 embryons qui donneront 20 blastocystes
transplantés et finalement obtenir 6 veaux.
En prenant en compte tous les frais de fonc-
tionnement et ceux de main d’ceuvre (a I'ex-
ception toutefois de ceux liés a 'amortisse-
ment des installations) le colit du veau
produit & partir d’'un transfert de noyaux est
1,8 fois celui du veau issu d’'une transplanta-
tion d’embryon classique (Y. Heyman et al, en
préparation).

43 |/ Des voies d’utilisation
variées

Les applications qui vont étre présentées ne
sont que potentielles dans le sens ot elles exi-
gent que les techniques de base aient été suf-
fisamment maitrisées. Il faut pour cela au
minimum garantir l'efficacité des techniques
pour éviter les aléas trop importants lors de
leur mise en ceuvre a grande échelle. L'obten-
tion d’une naissance pour seulement 4 a 5
embryons reconstitués nous parait a la fois un
seuil a atteindre et un objectif qui ne parait
plus aujourd’hui irréaliste. Cette condition
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reste toutefois sévere dans le contexte scienti-
fique et technique actuel et il importe de
continuer a donner une priorité a 'acquisition
de données scientifiques fondamentales
visant & beaucoup mieux comprendre la biolo-
gie du développement des embryons et les
mécanismes liés a la reprogrammation
nucléaire. Ce préalable étant posé, nous avons
tenté de dresser le bilan des bénéfices et
risques liés aux applications possibles dont la
liste apparait tres diversifiée.

a /| Amélioration de la connaissance
de la valeur génétique
des reproducteurs

Exemple en production laitiere (figure 3)

La transplantation embryonnaire est utili-
sée dans les schémas de sélection des bovins
laitiers dans le cadre de 1’accouplement de
donneuses d’élite avec des males d’élite. Le
clonage d’embryons femelles ainsi produits
donnerait naissance a des groupes de femelles
génétiquement identiques parmi lesquelles
pourraient étre choisies les futures donneuses
destinées a assurer la poursuite du pro-
gramme d’amélioration génétique. Si 1'on
consideére la quantité de lait produite par
année (coefficient d’héritabilité h? = 0,25), les
calculs montrent que la précision avec
laquelle pourrait étre estimée la valeur géné-
tique d’un clone de seulement 5 femelles
serait la méme que pour un taureau évalué
d’apres les lactations de 25 de ses filles. L'aug-
mentation substantielle de la précision par
rapport a celle obtenue a partir d'un animal
seul est liée d’une part a la répétition des

Figure 3. Utilisation collective de clones femelles
chez les bovins laitiers.
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mesures de performances sur un méme géno-
type, et d’autre part, au fait que les effets de
milieu affectant les mesures sont indépen-
dants d’un individu a l'autre quand ceux-ci
sont placés dans des élevages différents.

La prise en compte de ces effets dans des
calculs de simulation (Colleau 1992, De Beer et
al 1994, J.-J. Colleau 1997, non publié) montre
que le recours au clonage permet d’augmenter
les progrés génétiques obtenus dans les pro-
grammes de sélection intensifs qui font déja
appel a la transplantation embryonnaire,
méme si le nombre total d’embryons transférés
au sein de chaque programme reste inchangé
(tableau 8). Dans cette simulation, seules les
meres a taureaux sont clonées.

On constate que l’efficacité du clonage
dépend des modalités dans lesquelles il est
effectué : elle est maximale quand il est pos-
sible de faire un clonage somatique de cellules
de veau de 9 mois. A ce moment en effet, la
lactation de la mere est connue et I'on peut
donc continuer a utiliser de jeunes meéres.
Quand le clonage somatique ne peut étre fait
que sur des cellules feetales, la lactation en
cours de la meére ne peut pas étre bien connue
(cela dépend en toute rigueur de ’age du
feetus). Il devient alors nécessaire d’effectuer
ce clonage un cycle de reproduction plus tard,
une fois cette lactation connue, ce qui ameéne
a allonger l'intervalle de génération et a
perdre alors une grande partie de lefficacité
génétique du clonage.

Exemple en production de viande

La prise en compte dans les objectifs de
sélection des bovins a viande des criteres de
rendement et de qualité de la carcasse, ainsi
que des criteres de qualité de la viande
conduit normalement aujourd’hui a tester les
reproducteurs méales sur leur descendance.

Le recours au clonage permet alors d’envi-
sager d’abattre et d’effectuer directement des
mesures sur les carcasses des clones du repro-
ducteur et non plus sur celles de ses descen-
dants. Au total, on utilisera moins d’animaux,
mais leur colit individuel de production sera
plus élevé. Si on souhaite maintenir le méme
colit total pour ’ensemble du schéma, on
devra utiliser moins de clones que de descen-
dants du reproducteur. Mais la précision des
index de sélection ne pourra étre augmentée
que si le cott du clonage n’est pas trop élevé,
car il y aurait trop peu de clones. On peut
montrer, que pour un caractére dont le coeffi-
cient d’héritabilité est égal a 0,4, la précision
des index de sélection est améliorée tant que
le surcotit individuel lié au clonage n’est pas
supérieur a 500 %. Ceci a beaucoup de chance
d’étre vérifié si le colit de base (cotit total d'un
animal normal jusqu’a son abattage) est
élevé, notamment a cause d'une durée d’en-
graissement importante.

b / Diffusion de génotypes d’élite bien
connus
Deux situations peuvent étre envisagées :

- le génotype est exprimé par un seul indi-
vidu dont les performances sont connues.

Tableau 8. Impact du clonage sur le progrés génétique annuel chez les bovins
laitiers par rapport a un schéma utilisant le transfert d’embryons (TE) produits par

des femelles de 2 ans.

Origine des noyaux Age des femelles Nb de veaux Progres génétique
annuel par rapport
donneurs donneuses par clone™ < y
a un schéma avec TE
Embryons 4 ans 3 + 5%
5 +10 %
Fibroblastes feetaux 4 ans 3 - 3%
5 + 1%
Fibroblastes de veaux 2 ans 3 +21%
5 +27 %
M Chaque génotype utilisé est supposé donner un clone de taille constante.
L’objectif est de diffuser des genes intéres- ]
sants pour des caractéres d’expression tardive o ere
comme ceux impliqués dans la résistance a ~ L'utilisation
des maladies ou dans la longévité. Le clonage du clonage
envisagé est alors le clonage somatique a par-  permettrait

tir de noyaux de cellules prélevées sur l’ani-
mal adulte une fois connues ses performances

- le génotype est exprimé par plusieurs indi-
vidus. L'objectif est d’utiliser les clones issus
d’accouplements entre animaux d’élite non
pour le programme de sélection, mais pour la
diffusion chez les éleveurs. Dans le cadre du
programme de sélection il n’est pas nécessaire
de recourir au clonage somatique, et le clo-
nage d’embryons peut suffire, mais la sélec-
tion des clones pour la diffusion doit étre a la
fois sévere et précise. Une fois les clones
d’élite produits et leurs performances
connues, une diffusion ultérieure pourra étre
réalisée par clonage somatique, mais on peut
aussi envisager le recours au clonage
embryonnaire a partir d’embryons clonés
préalablement congelés (clonage de 2¢ généra-
tion) dans l'attente des résultats de I'évalua-
tion génétique.

Le niveau d’efficacité économique de la
transplantation embryonnaire, en tant que
technique est alors nettement amélioré (De
Beer et Arendonk 1994). Le tableau 9 présente
le résultat de simulations (Colleau 1993)
concernant le transfert a la ferme de tels
embryons. Le remplacement d’embryons ordi-
naires (issus du 1 % supérieur des vaches
simples) par des embryons correspondant aux
10 % supérieurs des clones testés sur
5 vaches, entraine un meilleur niveau géné-
tique des génisses nées de transfert. La simu-
lation génétique montre alors une augmenta-
tion treés sensible (+ 64 %) des recettes liées a
la transplantation embryonnaire. Dans 'hy-
pothése ou le prix de revient de ’embryon
cloné serait le méme que celui de ’embryon
produit in vivo, le bilan financier au bout de
10 ans d’une activité continue de transfert a
la ferme (1 génisse née de transfert chaque
année) serait négatif (— 14 %), mais toutefois
bien moins que celui résultant de 1'utilisation
de la transplantation embryonnaire classique
(= 50 %). Une réduction des prix de revient de
la transplantation grice au clonage aurait un
impact important puisque une baisse de 50 %
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d’augmenter les
progres génétiques
obtenus avec

les schémas de
sélection utilisant
déja le transfert
d’embryons.
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Tableau 9. Impact économique de ['utilisation dans un troupeau de clones
testés et sélectionnés. Hypothese : chaque année une génisse est produite
par transplantation embryonnaire (TE).

Recettes cumulées (kF) Cofits cumulés (kF)
Année
TE classique TE avec clones TE classique |50 % TE classique
0 0 0 4 2
2 0 0 12 6
4 1,7 2,9 20 10
6 6,0 10,5 28 14
8 124 22,2 36 18
10 22,1 38,2 44 22

Exemple : bilan financier & 'année 10
TE classique
Cofit du clone = cotit TE classique

- 100 x ((recettes — cotit)/cott)

- (100 x ((22,1 — 44)/44) = - 50 %
- (100 x ((38,2—44)/44)=-14 %
(

Cotit du clone = 50 % cott TE classique — (100 x ((38,2 — 22)/22) = + 74 %

des coflits permettrait d’obtenir un bilan
financier largement positif (+ 74 %).

¢ / Diffusion de clones « terminaux »

Il s’agit ici d’animaux qui ne sont pas utili-
sés ultérieurement pour la reproduction, mais
engagés par exemple dans des systémes de
production de viande exigeant une qualité
uniforme et une régularité d’approvisionne-
ment de marchés trés ciblés (systéeme a la
base des labels de production). Le testage puis
la sélection de clones dans une lignée termi-
nale a seule fin de diffusion (et non de sélec-
tion intra lignée) permettrait de satisfaire a
ces exigences, en diminuant la variabilité de
qualité du produit offert au consommateur
(cette variabilité n’étant toutefois pas suppri-
mée a cause de l'influence des facteurs de
variation non génétiques toujours présents).
Les cofits induits par ce mode de production
devront alors étre confrontés aux prix que les
consommateurs seraient préts a payer, une
fois constatées la supériorité et la régularité
de la qualité.

d /| Gestion génétique

Une des objections ou inquiétudes fréquem-
ment évoquées a propos du clonage est le
risque de disparition plus rapide de la varia-
bilité génétique. Comme mentionné précé-
demment, le clonage envisagé pour la création
du progres génétique a partir d’accouplements
raisonnés entre animaux d’élite a peu d’effet
sur la perte de génes. Par simulation, on a
montré (Colleau 1992) que cet effet défavo-
rable, hypothétique, était largement inférieur
a celui, bien réel aujourd’hui, qui résulte de
Putilisation massive d’un petit nombre de
maéles d’'insémination artificielle.

Pour les autres applications qui pourraient
faire appel a un grand nombre de clones, des
précautions devront étre envisagées, et un
encadrement de la technologie fixant les
régles d’utilisation a large échelle des clones
testés sera nécessaire, surtout si le colit de
mise en ceuvre technique diminue. Quelques
pistes peuvent déja étre ébauchées. Un clo-
nage limité a 50-100 exemplaires pour les ani-
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maux utilisés en reproduction parait raison-
nable, alors qu’il y aurait peu d’inconvénient a
dépasser cette limite pour les clones « termi-
naux ». Le bilan technico-économique pré-
senté ci-dessus tient compte de cet aspect
puisqu’il suppose que les clones diffusés
appartiennent aux 10 % les meilleurs de la
population des clones et non au tout meilleur
clone, ce qui veut dire qu’il y en a plusieurs
pour maintenir une diversité des génotypes
d’élite. L'utilisation abusive de certains clones
devrait étre découragée par une législation
internationale (en toute rigueur, le probleme
se pose déja pour la semence). Ainsi, il ne
parait pas opportun d’ajouter au stock de
semences de taureaux d’insémination celui de
leurs clones plus jeunes qui seraient produits
au fur et a mesure des résultats du testage.
La mise en place de cet encadrement rejoin-
dra les tentatives actuelles que ménent plu-
sieurs organismes internationaux pour régle-
menter une activité économique trop libérale
qui ne respecte pas les ressources génétiques.

En ce qui concerne les petites populations
qui suivent un programme de sauvegarde, on
peut penser qu’au point de vue technique, le
clonage somatique de chaque membre de la
population en vue de son inévitable remplace-
ment est la solution idéale sans perte aléa-
toire de génes (a l'occasion des méioses) et
tout en évitant la « mort sociale » de la popu-
lation que représente sa seule conservation
sous forme de gametes ou d’embryons conge-
lés. Cependant, cette solution risque fort
d’étre financiérement insupportable soit aux
collectivités nationales soit aux petites collec-
tivités d’éleveurs directement concernées.

4.4 | Clonage et expérimentation

Certains themes de recherches ameénent a
travailler sur un petit nombre d’animaux
parce que le colit des mesures impliquées
dans le protocole (qui s’ajoutent au cott d’en-
tretien) est élevé. Que peut apporter le clo-
nage dans ces conditions ?

a |/ Détection d’effets liés
a un « traitement »

Un traitement correspond a une modalité
expérimentale (niveau d’alimentation, age, ...)
dont on souhaite mesurer ’effet sur la
moyenne et/ou la variabilité de caractéris-
tiques ou performances données d'un groupe
d’animaux. L'efficacité statistique de I'utilisa-
tion d’animaux clonés se mesure alors par le
nombre équivalent d’animaux non clonés qui
seraient nécessaires pour obtenir la méme «
puissance » de détection d’un effet lié au trai-
tement. La « puissance » est une notion statis-
tique qui correspond & la probabilité de décla-
rer significatif un effet quand celui-ci existe
bien. Un exemple est présenté dans le tableau
10. Pour un caractére d’héritabilité élevé (h? =
0,5) pour lequel la variabilité (variance) intra
traitements serait élevée et de méme ordre de
grandeur que la variabilité inter traitement,
l'utilisation de 10 clones répliqués a 3 exem-
plaires (30 animaux) serait aussi efficace que
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celle de 30 x 1,78 = 53 animaux normaux
(génétiquement indépendants). Dans ce cas,
le clonage peut contribuer a lefficacité de dis-
positif expérimental si son colit spécifique ne
représente pas plus de 78 % du colit expéri-
mental d'un animal normal. Le méme raison-
nement peut étre appliqué a des critéres d’hé-
ritabilité faible (h? = 0,1). Il apparait alors que
l'utilisation de clones est surtout intéressante
pour les caractéres tres héritables (J.-J. Col-
leau 1995, non publié).

b / Mesure de la variabilité génétique
additive

A effectifs totaux (N) constants, il est plus
efficace d’estimer le coefficient d’héritabilité
du caractére a partir de clones qu’a partir de
groupes de demi-fréeres (paternels par
exemple). En effet, la variance d’échantillon-
nage est avec les clones quatre fois plus faible
qu’avec les groupes de demi-freres. Cepen-
dant, elle est encore trés substantielle quand
N est assez faible, ce qui est souvent le
cas dans les expérimentations. Par exemple,
sih?=0,5et N = 100, l'intervalle de confiance
est 0,1-0,9 : ce qui est encore beaucoup trop
imprécis. Il ne convient donc pas de considé-
rer que le clonage permettrait d’obtenir des
estimées fiables de parameétres génétiques de
criteres obtenus lors d’expérimentations tres
spécifiques.

5 / Synergie
avec les biotechnologies
de la connaissance du génome

Actuellement, la recherche mondiale en
génétique est trés active dans deux domaines.
D’une part, la constitution de cartes géné-
tiques balisant le génome gréice a des régions
a polymorphisme élevé (marqueurs molécu-
laires de type microsatellite), d’autre part, la
détection de génes a effets individuels impor-
tants dits QTL (quantitative trait loci, voir
Particle de D. Boichard et al, ce numéro).
Cette détection est obtenue en étudiant les
relations entre les performances et les géno-
types pour des marqueurs voisins de ces QTL.

On peut donc espérer disposer a long terme
de méthodes de sélection assistée par mar-
queurs (Colleau et Boichard 1997), pour
lequelles les biotechnologies du génome et de
la reproduction bénéficieront mutuellement
I'une de 'autre. La connaissance des géno-
types marqueurs (et des performances des
ascendants ou apparentés qui ont transmis
ces marqueurs) permet d’affiner le choix des
reproducteurs méales et femelles d’élite impli-
qués dans les opérations de reproduction
intensive (transfert embryonnaire et accou-
plements raisonnés). Les produits issus de ces
reproducteurs peuvent étre triés plus efficace-
ment en intégrant la connaissance de leur

Tableau 10. Efficacité statistique d’un animal cloné par rapport a un animal
classique pour la détection d’un effet traitement expérimental. On a fait
I’hypothese, dans cet exemple, que la variance intra-traitement était égale

a la variance entre traitements.

, Nb
Nb tota}l .d anmatx Nb de clones | de répliques h2=0,1 h2=0,5
en expérimentation
par clone
10 3 1,04 1,78
30 5 6 1,08 1,85
1 30 1,10 1,89
20 3 1,08 1,90
60 10 6 1,09 1,93
2 30 1,10 1,94

h? = variance génétique/variance intra-traitement.

génome marqueur. Inversement, les tech-
niques de reproduction permettent de diffuser
efficacement les génotypes favorables. A T'ex-
tréme, le clonage permettrait de multiplier un
génotype (connu via le marquage moléculaire)
correspondant & une association tres rare de
génes favorables a plusieurs loci et/ou pour
plusieurs caractéres.

Conclusion

Les biotechnologies de I’embryon sont dans
le droit prolongement de la démarche enta-
mée lors de 'apparition de 'insémination arti-
ficielle : 'homme enrichit ses connaissances
sur le fonctionnement des étres vivants puis
tente de le modifier a son profit. Ces technolo-
gies sont beaucoup plus complexes, plus exi-
geantes sur le plan technique et plus cot-
teuses que l'insémination artificielle.
Cependant, elle permettent de corriger les
faibles capacités reproductives des femelles de
certaines especes, notamment 'espéce bovine,
ouvrant ainsi la voie a toute une série d’appli-
cations en sélection et en élevage.

Le plein épanouissement de ces potentiali-
tés nécessite encore un double effort. D'une
part, les colits afférents aux techniques
devront étre impérativement diminués ce qui
ne pourra étre réalisé qu’a partir d’une
meilleure compréhension des phénomeénes
biologiques impliqués. Par ailleurs, il convien-
dra de raisonner de maniére plus rigoureuse
qu’actuellement le devenir a long terme des
populations sélectionnées, notamment pour
ne pas réduire inutilement leur variabilité
génétique. Ce risque, déja bien mis en évi-
dence avec le développement de I'insémina-
tion artificielle, s’accroit avec I'augmentation
du pouvoir de diffusion des reproducteurs que
permettent les biotechnologies. Dans ce
domaine, qui met en jeu 'avenir de ressources
génétiques, le laissez-faire ne pourra seul pré-
valoir et il importe de susciter dés maintenant
une prise de conscience internationale des
nouveaux enjeux mais aussi des nouveaux
risques qu’il nous faudra apprendre a maitri-
ser.
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Abstract

Reproduction biotechnologies in cattle and real
or potential implementation for selection.

This paper reminds the basis of several biotech-
nologies or reproduction in cattle : superovula-
tion and embryo transfer, embryo sexing, ovum
pick-up and in vitro fertilisation, embryo or soma-
tic cloning. Their current technical limitation are
described in addition to improvement prospects
and respective costs. Consequences of using these
technologies in animal breeding programmes are
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detailed for the current situation and for the
future. Embryo transfer turns out to be efficient
and profitable. The most interesting prospects for
the long term are given by cloning if technical
handles can be circumvented.
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