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Résumé. Les traitements de superovulation sont fréquemment utilisés lors des opérations de congélation
d’embryons mais leur efficacité est trés variable selon les individus traités ce qui entraine une production
d’embryons irréguliére. L’objectif de ce travail est d’optimiser la production qualitative et quantitative
d’embryons chez la lapine en étudiant ’effet de la LH (Luteinizing Hormone) dans les traitements de
superovulation (expérience 1) ou en essayant de synchroniser les vagues folliculaires (expérience 2). L’effet de
la LH a été évalué par comparaison de deux traitements de superovulation a base de FSH (Follicle Stimulating
Hormone) porcine contenant ou non 20% de LH porcine. Le traitement de synchronisation utilisait,
préalablement au méme traitement de superovulation (+20% LH), la prostaglandine F, sur lapines rendues
pseudogestantes. Ces études n’ont pas conduit & une amélioration significative des résultats de production
d’embryons par rapport aux traitements classiques bien que la variabilité des réponses semble pouvoir étre
réduite. Ces travaux mettent une fois de plus en évidence le manque de connaissances scientifiques sur la
cinétique de la croissance folliculaire chez la lapine.

Abstract. Optimization attempts of the embryos production in the rabbit doe. Given the variable efficiency
of the superovulation treatments applied to embryos freezing, this frequently used technique involves an
irregular embryos production. That work aims to optimize the qualitative and quantitative production of embryos
in rabbit species through the study of LH effect in treatments of superovulation (experiment 1) or trying to
synchronize follicular waves (experiment 2). LH effect was evaluated by the comparison of two superovulation
treatments using porcine FSH and containing or not 20% of porcine LH. Synchronization treatment used, before
the same superovulation treatment (+20% LH), prostaglandins F», on induced pseudopregnant does. Despite an
increased regularity of responses, these studies failed to improve significantly the embryos production results
compared to the classical treatment. Once more, this study highlights the lack of scientific knowledge on the
kinetic of follicular waves establishment in rabbit species.

notamment la nature du traitement administré mais
aussi I’dge, le génotype, la parité, le statut
physiologique ou les conditions d’élevage (Lerner et

Introduction

De nos jours, la congélation de I’embryon de lapin au
stade morula est une technique maitrisée et fiable avec

des taux de survie aprés transfert pouvant aller jusqu’a
plus de 50% (Salvetti et al., 2007). Cette technique
représente actuellement la voie privilégiée pour la
conservation ex situ des ressources génétiques
cunicoles avec prés de 15000 embryons congelés
(environ de 50 populations différentes) stockés au
sein de la Cryobanque Nationale (Joly et al., 2005).

Cette méthode standardisée est basée sur I’utilisation
d’un traitement de superovulation permettant de
doubler, voire de tripler la production moyenne
d’embryons par femelle traitée. En effet,
I’administration de gonadotropines (equine Chorionic
Gonadotropin ou FSH) 68 a 72h avant induction de
I’ovulation, augmente significativement le nombre de
follicules recrutés lors de la phase de croissance
terminale et le nombre d’ovocytes ovulés
(Besenfelder et al., 2000). Cependant, plusieurs
auteurs ont montré que 1’utilisation de ces traitements
entrainait une plus grande proportion d’embryons de
mauvaise qualité non congelables (Donaldson et al.,
1986 ; Levi-Setti et al., 2006). De plus, les réponses
des lapines a ces traitements sont trés variables et le
nombre d’embryons produits par femelle est incertain.
Cette variabilité peut avoir diverses origines avec

al., 1986).

Chez la lapine, les traitements de superovulation a
base d’eCG ont souvent été décrits comme moins
efficaces que les traitements a base de FSH
notamment au niveau de la qualit¢ des embryons
collectés (Fujimoto er al., 1974). Ces mauvais
résultats peuvent étre attribués a la longue demi-vie de
1’eCG qui présente une double activité FSH/LH. Les
préparations hormonales commerciales de FSH
présentent quand a elles une importante variabilité de
composition, notamment en ce qui concerne leur
contenu en LH (Murphy et al., 1984). L’effet de la
LH dans les traitements a base de FSH a donc été
é¢tudié mais les conclusions sont parfois
contradictoires et le role de la LH n’a pas clairement
été établi. Cependant, il semble qu’une concentration
excessive en LH entraine une activation trop précoce
des ovocytes qui présenteraient alors des défauts de
maturation conduisant a des problémes de fécondation
ou de qualité¢ des embryons. Chez le lapin, Hashimoto
et al. (2004) ont mis en évidence que I’utilisation
d’une préparation de FSH avec un contenu en LH
réduit (0,0013 UI de LH par mg de protéine)
permettait  d’augmenter  significativement la
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production d’embryons par femelle (27,1 + 2,5 vs.
20,1 £ 1,8). La diminution du contenu en LH des
préparations semble donc étre intéressante.

Une autre approche consiste a ¢étudier les traitements
de synchronisation qui ont beaucoup été étudiés chez
les animaux domestiques a ovulation spontanée afin
de simplifier la conduite des troupeaux et
d’augmenter les taux de réussite des inséminations
artificielles. Les techniques utilisées sont basées sur la
combinaison  d’analogues de  GnRH, de
prostaglandines ou d’cestrogénes pour synchroniser
les vagues de croissances folliculaires (Grimard ef al.,
2003). Chez la lapine dont I’ovulation est induite par
I’accouplement, 1’enchainement des vagues de
croissance folliculaire a trés peu été étudié (Diaz,
1987 ; Mariana et al, 1986, 1989). Les travaux
existant ont montré que la croissance folliculaire
terminale (des 1’apparition de la cavité antrale dans le
follicule et d’une croissance FSH-dépendante) dure 21
jours (Mariana et al., 1989). En I’absence de coit, les
follicules préovulatoires régressent en 1’espace de 7 a
10 jours (Hill, 1933) ou de 3 & 6 jours (Smelser et al.,
1934). L’idée selon laquelle la lapine est en cestrus
permanent (Hammond et  Marshall, 1925;
Kranzfelder et al., 1984) a été contredite par Moret
(1980) qui a observé des périodes de réceptivité
sexuelle entrecoupées de période de non-réceptivité.
L’étude des croissances folliculaires post-partum a
montré que les vagues de croissances folliculaires
sont probablement superposées avec 1’apparition de
nouveaux follicules préovulatoires en 4 a 6 jours
(Diaz et al., 1987). Apres ovulation et en absence de
fécondation, les corps jaunes persistent 21 jours mais
deviennent sensibles aux prostaglandines F,, des le
9% jour de pseudogestation (Boiti ef al., 1998). Ainsi,
la synchronisation des vagues de croissance
folliculaire chez la lapine pourrait étre théoriquement
obtenue en utilisant des techniques identiques a celles
utilisées chez les bovins.

L’objectif de ce travail est de diminuer la variabilité
des réponses aux traitements de superovulation chez
la lapine en évaluant I’effet de la LH dans un
traitement de superovulation (expérience 1) et I’effet
de la synchronisation des vagues folliculaires
(expérience 2).

1. Matériel et méthodes

1.1. Animaux et traitements hormonaux

L’expérience 1 a été réalisée de février a juin 2006 au
centre INRA du Magneraud et chez Grimaud Freéres
Sélection SAS. Pour les besoins de I’expérience, 217
lapines au repos sexuel appartenant a 5 génotypes
différents (4 souches commerciales GRIMAUD et 1
souche INRA) ont été utilisées. Les femelles ont été
réparties de fagon homogéne selon leur parité (99
nullipares, 48 primipares, 70 multipares) dans chacun
des 3 lots expérimentaux : femelles témoins non
superovulées (Lot «Sans FSHy»), femelles
superovulées par administration de 31,5ug FSHporcine +
20% de LHporcine (Stimufol®, Reprobiol, Belgique ; lot

«FSH avec LH ») ou femelles superovulées avec
31,5ng de FSHporcine sans LH (Lot « FSH sans LH »).

Les traitements de superovulation consistaient en 5
injections successives (s.c.) a 12h d’intervalle. Douze
heures aprés la derniére injection, les lapines ont été
inséminées avec de la semence fraiche et I’ovulation a
été induite par injection (i.m.) de 1,6ug d’acétate de
buséréline (Receptal®, Intervet, France).

L’expérience 2 a ¢été enticrement réalisée chez
Grimaud Freres Sélection SAS de septembre 2006 a
juin 2007. Quatre vingt onze lapines multipares au
repos sexuel appartenant a 4 génotypes différents
(souches GRIMAUD) ont été réparties de fagon
aléatoire dans deux lots expérimentaux : femelles
témoins (Lot « FSH avec LH») et femelles
synchronisées (lot « Synchronisé »). Toutes ont subi
un traitement de superovulation selon un protocole
identique a celui décrit ci-dessus pour le lot « FSH
avec LH ».

Afin de synchroniser les vagues folliculaires, 15 jours
avant le début du traitement de superovulation
I’ovulation des lapines du lot synchronisé a été induite
par injection (i.m.) de 1,6pug d’acétate de buséréline
(Receptal®, Intervet, France). Douze jours aprés la
premicre induction d’ovulation, une injection (i.m.) de
200pg d’alfaprostol  (Alfabédyl®, Ceva Santé
Animale, France), a été administrée aux lapines
pseudogestantes afin d’entrainer la lutéolyse.

1.2. Collecte des embryons

Dans les deux expériences, les embryons ont été
collectés 65 a 72h aprés insémination artificielle (IA)
par abattage des lapines, isolement du tractus génital
et perfusion de celui-ci avec 20ml d’Euroflush (IMV,
France). Aprés dénombrement des corps jaunes, le
perfusat de collecte a été observé sous une loupe
binoculaire pour dénombrer les ceufs collectés. La
qualité des embryons a été évaluée selon I’intégrité du
manteau muqueux et de la zone pellucide ainsi que
I’homogénéité des blastoméres permettant de
distinguer les embryons congelables (Qi, Q) de ceux
qui ne le sont pas (Qs ou non fécondés).

1.3. Analyse statistique

Pour chaque expérience, 1’analyse du pourcentage de
femelles donneuses d’embryons (femelles ayant
donné au moins un embryon congelable/femelles
traitées) a été réalisée grace a un test du Khi deux
avec la correction de Yates. L’influence du traitement
administré (3 niveaux pour I’expérience 1 et 2
niveaux pour l’expérience 2) sur les variables de
production d’embryons a été estimée a 1’aide d’une
analyse de variance a un effet fixé.

Les wvariables de production analysées sont les
nombres de corps jaunes, d’ceufs collectés,
d’embryons de bonne qualit¢é (congelables),
d’embryons de mauvaise qualité (non congelables) et
d’ceufs non fécondés par femelle donneuse
d’embryons. Les moyennes présentées sont
considérées comme significativement différentes
lorsque p<0,05.
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Tableau 1. Effet du traitement de superovulation et de la LH (expérience 1) et effet de la synchronisation des
vagues folliculaires (expérience 2) sur la réponse ovarienne et la production d’embryons (Moyenne + écart-type).

Femelles  Femelles Paramétres de production d’embryons par femelle donneuse
traitées  donneuses ] Oecufs  Embryons Q- Embryons ’ ’
% Corps jaunes collectss Q" Q" Non fécondés
Expérience 1
Sans FSH 89 95,7* 11,9°£3,1 94*+37 8,6°+4,2 0,9°+1,5 0,5+ 1,6
FSH sans LH 65 77,8° 254°+87 19,9°+93 16,6°+108 3,4°+44 1,1**+25
FSH avec LH 63 81,3° 25,9°+10,5 19,8°+87 17,4°+89 23°+3,8 1,42+£3,0
Expérience 2
FSH avec LH 61 77,0 38,5+16,0 329+179 293+17,7 1,7+23 1,3+4,8
Synchronisé 66 83,6 33,6128 29,6+11,8 262+11,8 1,9+29 1,4+£3,1

* Embryons Q;-Q, : Embryons de bonne qualité morphologique, congelables
** Embryons Qs : Embryons de qualité morphologique insuffisante pour étre congelés.
Les valeurs d’une méme colonne présentant des exposants différents (a, b) sont significativement différentes (p<0.05).

2. Résultats
2.1. Expérience 1

Les résultats de production d’embryons obtenus pour
les 3 lots expérimentaux sont présentés dans le tableau
1. Le pourcentage de lapines donneuses d’embryons
dans le lot témoin («sans FSH») est
significativement plus élevé que pour les lapines
superovulées des lots « FSH avec LH » et « FSH sans
LH » dont les résultats sont proches (respectivement
95,7 vs 81,3 et 77,8%). Pour I’ensemble des variables
de réponse ovarienne ou de production d’embryons,
les résultats obtenus sont significativement plus élevés
dans les lots superovulés que dans le lot témoin.
Cependant, aucune différence significative n’a pu étre
mise en évidence entre les lots « FSH avec LH » et
«FSH sans LH». Par exemple, le nombre
d’embryons Q;-Q, par femelle donneuse est de 16,6 +
10,8 et 17,4 £ 8,9 respectivement pour les lots « FSH
sans LH » et « FSH avec LH ».

2.2. Expérience 2

Le pourcentage de lapines donneuses d’embryons
semble amélioré par une synchronisation des vagues
folliculaires (83,6 vs 77,0%), cependant la différence
n’est pas significative. De méme, aucune écart
significatif n’est mise en évidence sur le nombre de
corps jaunes ni sur les autres variables de production
d’embryons. Par exemple, les nombre d’embryon Q;-
Q: par femelle donneuse est de 29,3 = 17,7 et 26,2 +
11,8 respectivement pour les lots « FSH avec LH » et
« Synchronisé ».

3. Discussion

L’objectif de ce travail était d’améliorer la production
quantitative et qualitative d’embryons chez les lapines
superovulées lors des opérations menées dans le cadre
de la sauvegarde des ressources génétiques cunicoles.

La suppression de LH dans les traitements de
superovulation a base de FSH (expérience 1) n’a pas
permis d’améliorer la production d’embryons
contrairement aux observations de Hashimoto et al.
(2004). Cependant, la comparaison des résultats entre
les deux études est difficile a cause du manque de

précisions sur les niveaux de LH exogéne dans les
préparations hormonales du lot témoin de Hashimoto
et al. Si des différences significatives entre les deux
traitements peuvent ressortir d’études menées sur un
génotype particulier avec de petits effectifs, ces effets
ne sont plus significatifs sur des effectifs plus
importants présentant une diversité génotypique.
Notre étude offre 1’avantage d’avoir été réalisée sur
un grand nombre d’individus appartenant a des
génotypes différents, ce qui correspond aux cheptels
classiquement rencontrés lors des opérations de
cryoconservation. Ainsi, il semble que, chez la lapine,
I’ajout de 20% de LH exogene lors des traitements de
superovulation n’améliore pas la production
d’embryons. Cependant, cette quantit¢ de LH n’est
n’est pas préjudiciable a la qualité des embryons
produits contrairement a ce qui avait été mis en
évidence chez la vache (Chupin et al., 1984 ; Herrler
et al., 1991) et chez la femme (Howles, 2000). Ces
études avaient alors montré [I’existence d’une
concentration optimale LH pour assurer une
maturation ovocytaire normale. Ainsi, notre étude
montre que chez la lapine le niveau de LH endogene
est suffisant pour assurer la maturation de la cohorte
de follicules recrutés par 1’administration de
gonadotropines.

L’expérience 2 montre que méme si le nombre
d’embryons congelables n’est pas amélioré par
I’utilisation du traitement de synchronisation, le
pourcentage de lapines donneuses pourrait é&tre
augmenté. La diminution de la wvariabilité des
réponses des lapines aux traitements de
superovulation est particuliérement importante quand
les populations a cryoconserver sont de type I
(populations  menacées  d’extinction) ou Il
(reproducteurs exceptionnels mais peu diffusés). Ces
résultats de synchronisation sont difficilement
comparables a ceux obtenus chez les autres espéces
domestiques cyclées. Chez les bovins, les traitements
de synchronisation sont variés et permettent de
rationaliser le travail au moment de la mise a la
reproduction et de s’affranchir, dans certains cas, de la
détection des chaleurs. Chez les petits ruminants, la
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production d’embryons a pu étre augmentée par
inhibition de la croissance folliculaire terminale lors
du cycle précédant le traitement de superovulation.
Réalisée grace a I’administration d’analogues anti-
GnRH, cette technique permet d’augmenter la
population de follicules recrutables lors du traitement
de superovulation (Baril et al, 2004). Il serait
intéressant de mener des études similaires sur des
lapines synchronisées.

Les lapines des lots « FSH avec LH » des expériences
1 et 2 ont subi le méme traitement mais présentent un
nombre d’embryons Q;-Q, par femelle donneuse trés
différent (17,4 + 8,9 et 29,3 £ 17,7 respectivement
pour les lots des expériences 1 et 2). Cette différence,
qui peut aussi étre observée sur les autres variables de
production d’embryons, résulterait principalement de
Peffet du génotype des animaux utilisés pour ces
expériences.

Conclusion et perspectives

Notre étude montre qu’il est difficile de maitriser la
variabilit¢ de la réponse ovarienne des lapines aux
traitements de superovulation. En effet, I’ajout de LH
exogene dans les traitements de superovulation ou
encore la synchronisation des vagues folliculaires ne
permettent pas d’améliorer la production d’embryons
chez les femelles superovulées. Ces résultats
s’expliquent notamment par le manque de
connaissances physiologiques sur les croissances
folliculaires chez la lapine qui est une espéce pour
laquelle il est difficile d’appliquer les méthodes
d’investigations utilisées chez les autres animaux
domestiques. Or, 1’étude des mécanismes de la
folliculogénése est nécessaire au développement des
biotechnologies de la reproduction et a la gestion
dynamique des ressources génétiques chez cette
espéce. Ces aspects intéressent particuliérement
I'industrie ~ pharmaceutique et la  recherche
biomédicale qui utilisent de plus en plus le lapin
comme animal modele.
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