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Cryoconservation des ressources génétiques chez le cochon d’Inde (Cavia
porcellus) : production et congélation des embryons

La conservation de la biodiversité génétique du cochon d’Inde (Cavia porcellus) est
importante en tant qu’animal de consommation endémique de la région andine ainsi qu’en
tant qu'animal modele précieux pour la recherche biomédicale. L’objectif de ce travail était
la mise en place de protocoles qui permettront une conservation ex situ des ressources
génétiques de cette espece par la voie femelle. Les étapes nécessaires sont la maitrise de la
production d’embryons, leur cryoconservation dans I'azote liquide et leur transfert dans
des femelles receveuses. Une méthode standardisée de synchronisation des chaleurs basée
sur 'administration d’altrenogest per os pendant 15 jours a été définie. Les chaleurs des
apparaissent dans les 4 a 5 jours qui suivent I'arrét du traitement de ce progestagene. Des
traitements de superovulation basés sur 3 injections a 24 heures d’intervalle d’hMG, ou 6
injections a 12 heures d’intervalle de FSH-recombinante humaine, permettent une
augmentation du taux d’ovulation de I'ordre de 3 a 4 fois par rapport au témoin. Toutefois
les réponses au traitement restent variables et il faudra réitérer 'expérience sur de plus
grands lots d’animaux afin d’ajuster les doses et les moments d’application. La méthode de
congélation lente, avec I'éthylene glycol comme cryoprotecteur, a permis d’obtenir des taux
de survie embryonnaire in vitro satisfaisants (70,3%). La méthode de vitrification a
également donné de bons résultats, avec un taux de survie embryonnaire in vitro de 41,7%.
Le premier transfert au monde d’embryons frais réalisé avec succes dans une femelle
receveuse préalablement synchronisée a été obtenu lors de ce travail.

Mots clés

Cochon d’Inde ; synchronisation des chaleurs ; superovulation ; cryoconservation des
embryons ; congélation lente ; vitrification ; transfert embryonnaire
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Cryopreservation of guinea pig (Cavia porcellus) genetic resources: embryos
production and freezing

The preservation of the guinea pig (Cavia porcellus) genetic biodiversity is important as a
native source of protein for many highlanders in the Andean region and as a precious
laboratory animal for biomedical research. The aim of this work was to establish the
protocols that will enable an ex situ preservation of the genetic resources of this species by
the female way. The necessary steps for the achievement of a cryobank project are: the
control of the embryo production and the cryopreservation in liquid nitrogen of the
obtained embryos and their transfer into recipient females.

A standard method for synchronization of heat periods based on the per os administration
of altrenogest during 15 days has been defined. The heat periods of donors and recipients
of embryos, appear 4 to 5 days after the end of the treatment. Superovulation treatments,
based on 3 injections at 24-hour intervals of hMG or 6 injections at 12-hour intervals of
human recombinant-FSH, lead to an increase of the ovulation rate of about 3 to 4 times
when compared to untreated females. However, the responses to the treatments remain
variable and further studies involving a larger number of animals should be carried out in
order to adjust the dose and the moment of application of the treatment. The slow-freezing
method, using ethylene glycol as cryoprotectant, enables the attainment of a satisfactory in
vitro embryo survival rate (70,3%). The vitrification method also gives good results, with a
41,7% in vitro embryo survival rate. The first successful transfer of fresh embryos into a
synchronized recipient female has been achieved in this study.

Keywords

Guinea pig ; heat period synchronization ; superovulation ; embryo cryopreservation;
slow freezing ; vitrification ; embryo transfer
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INTRODUCTION

Vingt années se sont écoulées depuis l'adoption de la Convention sur la Diversité
Biologique (CDB) lors du Sommet de la Terre de Rio de Janeiro en 1992. Ratifiée par 193 Etats,
cette convention a pour but « d’assurer la conservation de la diversité biologique, l'utilisation
durable de ses éléments et le juste partage des avantages découlant de l'exploitation des
ressources génétiques » (PNUE, 1992). La CDB couvre I'ensemble des écosystemes, des especes
et des ressources génétiques. Outre une définition précise de la biodiversité au sens large, de son
utilisation et de sa conservation, la CDB a introduit deux notions nouvelles : la souveraineté des
Etats sur leurs ressources d’'une part, le partage juste et équitable du fruit de leur valorisation
selon certaines modalités d’autre part. Les Etats parties se sont engagés a mettre en place les
moyens juridiques nécessaires a l'application des principes et orientations de la CDB. Lors de la
Conférence des Parties (instance décisionnaire qui se réunit tous les deux ans) de Nagoya en
2010 aucun des pays présents n’avait rempli I'objectif fixé en 2002 a Johannesburg «d’assurer
d'ici 2010 une forte réduction du rythme actuel de perte de diversité biologique aux niveaux
mondial, national et régional». Le rapport Perspectives mondiales de la diversité biologique 3
(PNUE, 2010a) publié a cette occasion indiquait que, globalement, les pertes en biodiversité
s'accélérent faute d’'un manque d’engagement des Etats parties dans la mise en place de
politiques concretes de lutte contre la perte de biodiversité. L’appauvrissement de la diversité
génétique est constaté tant dans les écosystémes naturels que dans les systemes de production
de cultures et d’animaux d’élevage.

Des son adoption, la CDB a reconnu la spécificité des domaines agricoles et alimentaires,
trés utilisateurs et pourvoyeurs de ressources génétiques qu’il est nécessaire de conserver.
L’Objectif 13 du Plan stratégique pour la diversité biologique 2011-2020 (PNUE, 2010b), adopté
lors de la réunion des Etats parties de 2010, recommande que «d’ici a 2020, la diversité
génétique des plantes cultivées, des animaux d’élevage et domestiques et des parents pauvres, y
compris celle d’autres espéces qui ont une valeur socio-économique ou culturelle, soit préservée,
et des stratégies soient élaborées et mises en ceuvre pour réduire au minimum I'érosion
génétique et sauvegarder leur diversité génétique ». La FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations - Organisation des Nations Unies pour I'’Agriculture et I’Alimentation)
constitue l'organisation internationale mandatée pour faire adopter des plans d’action de

conservation de la diversité génétique pour I'agriculture et 'alimentation, en cohérence avec les
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principes et orientations de la CDB. Pour cela, la Commission des Ressources Génétiques pour
I'alimentation et I'agriculture de la FAO, s’est dotée de deux groupes de travail techniques
intergouvernementaux, en charge respectivement des ressources phytogénétiques et des
ressources zoogénétiques (Annexe 1). Des progres importants ont été accomplis pour assurer la
conservation de la diversité génétique des plantes cultivées, notamment grace a l'utilisation des
banques de semences ex situ instaurées par le Plan d’Action Mondial pour la conservation et
l'utilisation durable des ressources phytogénétiques pour l'alimentation et l'agriculture (FAO,
1996) adopté a Leipzig en 1996. En ce qui concerne les animaux domestiques, le rapport de la
FAO présenté en 2007 sur l'état des ressources zoogénétiques pour l'alimentation et
'agriculture est la premiére évaluation faisant autorité sur la question (FAO, 2007a). Ce rapport
a été élaboré a partir des informations en provenance de 169 pays et indique que les systemes
d’élevage normalisés et a haut rendement ont entrainé une érosion de la diversité génétique du
bétail. Ce premier état des lieux indique qu’au moins un cinquieme des races d’animaux
d’élevage sont actuellement confrontées a un risque d’extinction et que ceci peut compromettre
'accessibilité future a des ressources génétiques issues de I'élevage et capables d’assurer les
moyens d'existence de nombreuses populations. Face a I'ampleur du probleme, un accord a été
conclu a Interlaken, le 9 septembre 2007, sur la mise en ceuvre et le financement du Plan d’action
mondial pour les ressources génétiques animales (FAO, 2007b). Les délégués de 108 pays ont
alors adopté ce premier plan dont I'ambition est de stopper 'érosion de la diversité des animaux
d’élevage et de soutenir 'utilisation durable, la mise en valeur et la conservation des ressources
génétiques. Ce plan définit la conservation des ressources génétiques des animaux domestiques
comme essentielle pour la sécurité alimentaire et la garantie des moyens de subsistance des

populations, en particulier dans les pays en voie de développement.

En signant la Déclaration d’Interlaken, le Pérou a donc engagé sa responsabilité quant a la
conservation de ses especes domestiques. La Sub Direccién de recursos Genéticos y Biotecnologia
(SUDIRGEB), de I'Insituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA), est a ce titre 'entité étatique
chargée de préserver et conserver les ressources génétiques des animaux domestiques, en
particulier les especes locales, aussi bien de fagon in situ que ex situ. La création d'une
cryobanque des especes domestiques andines s’inscrit ainsi dans le schéma de conservation
ex situ prévu par la SUDIRGEB. Le but prioritaire de cette cryobanque sera de conserver en I'état
les potentialités évolutives des populations, constituant ainsi un outil complémentaire a la
conservation in situ réalisée par les éleveurs et diverses organisations professionnelles (par

exemple les associations et coopératives d’éleveurs d’alpagas et de cochons d’'Inde, les



14

entreprises industrielles de la fibre, ou encore le Kennel Club péruvien). La cryobanque devra
étre une structure qui rassemble et conserve un stock suffisant de cellules (germinales,
embryonnaires ou somatiques), a long terme et avec un maximum de garanties sur le plan
sanitaire, pour représenter a 'état congelé les populations identifiées comme importantes pour

chacune des especes considérées.

Dans les Andes, trois especes de mammiferes ont été domestiquées: deux camélidés
(lalpaga et le lama) et le cochon d’'Inde (Gade, 1967). Les biotechnologies reproductives qui
permettent de conserver les cellules germinales et embryonnaires de ces trois espéces doivent a
ce jour étre développées et standardisées avant de pouvoir envisager concretement la création
d’'une cryobanque des ressources zoogénétiques andines. Parmi les especes domestiquées dans
les Andes, nous avons choisi le cochon d'Inde comme espece modele d’études pour illustrer la
problématique lors de la mise en ceuvre de cette cryobanque. Plusieurs raisons justifient notre
choix. Tout d’abord, le cochon d’Inde est un petit animal placide, sociable et d'une manipulation
tres facile qui se satisfait de conditions d’élevage rudimentaires et d’'un régime alimentaire
simple. Ces caractéristiques d’élevage permettent d’obtenir des colits d’expérimentation faibles.
De plus, l'intervalle générationnel court et la prolificité de cette espeéce permettent d’obtenir
rapidement des données concretes, contrairement aux camélidés qui n’ont qu'un descendant par
an. Enfin, le cochon d’'Inde est a la fois un animal domestique, de laboratoire et de compagnie. La
grande diversité de populations, bien qu’il n’existe pas a ce jour de classification standardisée de
races, montre que I'on peut accéder par cette espece a des populations constituées de fagon tres

différentes.

Depuis I'époque précolombienne, le cochon d’Inde fait partie de nombreuses traditions
folkloriques, est échangé comme cadeau et est utilisé dans la médecine traditionnelle andine
(Morales, 1995). Mais c’est surtout en tant que source de protéines pour de nombreuses familles
montagnardes a faible revenu qu'il joue encore un réle important (Bolton, 1979). Au Pérou par
exemple, pays qui posseéde la plus grande population de cochons d’Inde au monde, environ
22 millions d’animaux élevés majoritairement au sein d'unités familiales fournissent quelques
16 500 tonnes de viande chaque année (Chauca de Zaldivar, 1997). Les programmes de sélection
menés depuis les années 1970 par les instituts de recherche agraire des pays andins ont donné
lieu a une nouvelle diversité génétique, orientée vers la formation d’animaux plus productifs. La
diffusion des animaux sélectionnés dans les élevages conduit a une érosion génétique des lignées

non-sélectionnées moins productives mais plus rustiques et donc susceptibles d’étre plus
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résistantes face a de nouveaux aléas (maladies émergentes, changement climatique, etc.). Un
plan de conservation de I'’ensemble des lignées existantes en élevage permettra de maintenir un
pool génétique suffisant pour envisager un schéma de sélection de I'espéce sur le long terme.
D’autre part, le cochon d’Inde a été trés largement utilisé depuis le 18¢me siecle comme animal
de laboratoire, alors plus connu sous le nom de cobaye (Terril et al.,, 1998). Il a joué un rdle
essentiel dans I'établissement de la théorie des germes a la fin du 19¢me siecle, en particulier lors
des travaux de Robert Koch sur la tuberculose (Guerrini, 2003). Son utilisation a diminué
significativement depuis la moitié du 20¢me siecle. Supplanté aujourd’hui par d’autres rongeurs
(souris, rats) il ne représentait plus que 2% des animaux de laboratoire en 2007 (Gad, 2003).
Toutefois, le cochon d’Inde est toujours un modele de référence pour des recherches tres
spécifiques, notamment car son systeme immunitaire posseéde des interactions
antigenes-macrophages similaires a celles des humains (Hoff et al.,, 2011; Sugawara et al., 2009).
La gestation relativement longue (68 jours), comparée a d’autres rongeurs, avec un placenta
hémochorial ainsi que la présence d’un systeme nerveux central abouti a la naissance en font un
excellent modele pour les recherches sur la procréation humaine médicalement assistée et
permettent de l'utiliser pour mener des recherches sur les produits tératogenes. Ces
caractéristiques sont particulierement intéressantes pour étudier la nocivité de certains facteurs
qui agissent différemment en fonction du stade de gestation (Wagner et Manning, 1976). La
plupart des cochons d'Inde communément utilisés pour la recherche scientifique ne sont pas
consanguins, comme par exemple le cochon d’Inde Albino short-haired Duncan-Hartley. Par
ailleurs, quelques lignées de cochons d’Inde consanguins sont disponibles (les strain2 et strain13
étant les plus communes) et de nouvelles lignées sont régulierement créées pour les besoins
spécifiques d'une recherche. Ainsi, la standardisation des protocoles de conservation
d’embryons de cochon d’Inde intéresse particulierement des structures de recherche francaises,
notamment I'Institut Pasteur de Paris. Celui-ci souhaite conserver des lignées de cochons d’Inde
expérimentales pour I'étude des nouvelles souches de germes de tuberculose multirésistants aux

antibiotiques, qui posent actuellement un sérieux probléme pour la santé publique.

Parmi les cellules germinales, embryonnaires et somatiques qui peuvent étre conservées
dans 'azote liquide a -196°C, nous avons choisi de développer la congélation des embryons car
ces cellules présentent 'avantage de contenir I'information génétique sous forme diploide. Ainsi
conservée, l'intégralité de l'information génétique serait obtenue a nouveau deés la premiere

7 7 . . . . 1] )
génération issue de transfert embryonnaire. La mise en place d’'une cryobanque d’embryons

permettrait de conserver le pool génétique des lignées de cochons d’Inde natives, conformément
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aux engagements pris a Interlaken en 2007, ainsi que les lignées précieuses d'un point de vue

scientifique tout en minimisant les colits de maintenance des colonies dans les laboratoires.

Cette voie de gestion ex situ des ressources génétiques du cochon d’Inde requiert de
s’affranchir des obstacles techniques qui permettent la mise en place d’'une cryobanque
d’embryons. L’objectif de cette étude est d’essayer de mettre en place des méthodes
standardisées de production et de conservation d’embryons de cochon d’'Inde compatibles avec
des conditions d’élevage, afin que le projet de cryobanque soit un outil efficace de gestion des
ressources génétiques de cette espece au Pérou.

Ainsi, nous réaliserons dans un premier temps une étude bibliographique sur la diversité
géneétique, les particularités anatomiques et physiologiques de la reproduction des femelles
cochon d’Inde ainsi qu’'un état des connaissances actuelles concernant les méthodes de
production et de congélation d’embryons pour cette espece, et sur les principes de la
cryoconservation d’embryons en général. Cette partie sera 'occasion de mettre en évidence les
difficultés a surmonter pour produire et conserver des embryons de cochons d'Inde. Malgré une
grande quantité de travaux menés sur cet animal comme modele pour comprendre la
physiologie de la reproduction des mammiféres dans les années 1960-1970, tres peu de
résultats sur la maitrise de la reproduction ont été publiés et aucune méthode standardisée
utilisable dans des conditions d’élevage n’a été proposée jusqu’a maintenant.

Dans un second temps, nous présenterons notre travail expérimental dont I'objectif est de
proposer des méthodes standardisées pour les différentes étapes inhérentes a la conservation
d’embryons pour cette espece. Une série d’expériences a pu étre menée pendant 3 ans sur plus
d’'une centaine d’animaux maintenus en conditions d’élevage agricole grace a la mise a
disposition de locaux et d’infrastructures de laboratoire par I'Université Agraire de La Molina
(Lima, Pérou). Des essais ont également pu étre menés au sein de l'animalerie de l'Institut
Pasteur (Paris, France) dont l'intérét pour la conservation de ses lignées de cochons d’Inde

expérimentaux a donné lieu a cette collaboration.

Les résultats obtenus seront présentés suivant la chronologie de leur réalisation :

- I'expérience qui a permis de définir une méthode standard de synchronisation des chaleurs
d’'un lot de femelles maintenues en conditions d’élevage,

- les résultats de production d’embryons obtenus avec différents traitements de

superovulation réalisés sur des femelles synchronisées
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- nos essais sur les techniques de cryoconservation (congélation lente et vitrification) des
embryons de cochons d’Inde.
- une méthode de transfert des embryons (frais et décongelés) dans des femelles receveuses

synchronisées.

Pour conclure, nous essaierons de mettre en évidence les perspectives qui se présentent en
matiére de cryoconservation de la diversité génétique chez le cochon d’'Inde et pour les espéeces

domestiques andines en général a partir du bilan de notre travail et de nos collaborations.
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I. DIVERSITE GENETIQUE DE CAVIA PORCELLUS

D’un point de vue zootechnique la notion de race désigne au sein d’'une espéce, depuis la
reconnaissance officielle des standards, un groupe d’individus morphologiquement homogene,
aux caractéristiques héréditairement transmissibles, adaptés aux conditions du milieu tant
humain que naturel. Il est alors possible de décrire précisément une race par des
caractéristiques fixées qui permettent de l'identifier sans équivoque. En Europe, la plupart des
races d'animaux domestiques étaient déja fixées et leurs caracteres morphologiques gravés dans
les livres généalogiques au début du 20¢me siecle (Bougler, 1981). Ce type de classification
n’existe pas pour les animaux domestiqués dans les Andes, notamment pour le cochon d’Inde.
Toutefois plusieurs classifications basées sur des caractéres phénotypiques cohabitent et
rendent compte de la diversité génétique de cette espece dans les Andes. Les types de cochons
d’Inde ainsi définis peuvent étre associés a des performances zootechniques, bien qu'’il n’existe
pas de caractéristiques objectives fixées hormis pour les animaux sélectionnés depuis les années
1970. Les cochons d’Inde de laboratoire sont pour leur part classés en fonction de leur
consanguinité et des usages qui leur sont donnés. Enfin, une classification phénotypique utilisée

par les collectionneurs de cochons d'Inde d’ornement illustre cette autre diversité.

1.1.CLASSIFICATION DES COCHONS D’INDE DE CHAIR DANS LES
ANDES

La diversité des cochons d’Inde de chair des Andes a donné lieu a plusieurs systémes de
classification complémentaires permettant aux producteurs ainsi qu’aux différents acteurs du
secteur (ministeres de l'agriculture, centres de recherche et de sélection agricole, universités,
ONG) de désigner I'ensemble des animaux élevés sur ces territoires. Pour I'étude des types
disponibles, les cochons d’'Inde sont classés en fonction de leur conformation corporelle, de la
forme et de la longueur de leurs poils et suivant les tonalités de leur pelage (Chauca de Zaldivar,
1997). D’autre part, les efforts de sélection menés depuis les années 1970 par les instituts de

recherche agraire ont donné lieu a la définition de lignées sélectionnées.

e Selon la conformation

En ce qui concerne la conformation du corps, les cochons d’Inde de chair se classent suivant

deux types bien différenciés et désignés par des lettres.
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- TypeA
Il s’agit de cochons d’'Inde possédant une téte large, un museau court, des oreilles tombantes

et un corps rectangulaire. Cest le type de cochon d’Inde qui présente les meilleures
caractéristiques en tant que producteur de viande. Parmi les cochons d’Inde, ce type présente le
meilleur développement musculaire ainsi qu'une bonne assise osseuse. Leur tempérament est
plutot tranquille et ils présentent de bons taux de conversion alimentaire. Ils sont également

connus comme les « cochons d’'Inde améliorés » (cuyes mejorados)(Figure 1).

Figure 1 : Cochon d’'Inde de Type A

- TypeB
Il s’agit de cochons d’Inde a la téte fine, au corps allongé et anguleux, présentant un moindre

développement musculaire et une grande variabilité au niveau de la taille des oreilles. Leur
tempérament assez nerveux rend leur conduite difficile. Ils sont également connus comme les

« cochons d’'Inde créoles » (cuyes criollos) (Figure 2).

Figure 2 : Cochon d’'Inde de Type B
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* Selon le type de pelage

Il existe quatre textures de pelages différenciées chez les cochons d’Inde de chair et désignés

par des chiffres.

- Typel
Il regroupe les animaux au poil court et lisse qui suit la ligne du corps. Le pelage peut

présenter un épi sur le haut de la téte. C’'est le type le plus amplement répandu au Pérou parmi

les producteurs de viande (Figure 3).

Figure 3 : Cochon d’Inde de Type |

- Typell
Ce sont des animaux au poil court, lisse et formant des épis a la maniére de rosettes

distribuées sur l'intégralité du corps. Ils sont moins précoces que le Type I et présentent
généralement une conformation de Type B. Ce type de pelage se perd facilement lorsqu’il est

croisé avec d’autres types. Il présente de bonnes aptitudes pour la production de viande
(Figure 4).

Figure 4 : Cochon d ‘Inde de Type Il
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- Typelll
Les cochons d’'Inde appartenant a ce type ont des poils trés longs (10 cm ou plus). Il existe

deux sous-types qui correspondent aux Type I et Il : le sous-type III-I qui présente un pelage
lisse et long, et le sous-type III-II qui possedent des poils longs, lisses et des épis en forme de
rosette. Ils sont peu répandus dans les élevages en raison d’une production assez faible de

viande mais font toutefois I'objet d’'intérét pour leur beauté (Figure 5).

Figure 5 : Cochon d’'Inde d Type Il

- TypelV
Ce type de cochons d’Inde possede un pelage bouclé, surtout observable a la naissance, qui

devient hérissé a I'age adulte. La forme de la téte et du corps est ronde et la taille moyenne. Ils
possedent de la graisse infiltrée dans les muscles qui rend la saveur de leur viande particuliere

(Figure 6). :
l_v' 1—' .‘ .- ' :

TR
Figure 6 : Cochon d’'Inde de Type IV
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¢ Selon la couleur du pelage

La couleur du pelage des cochons d’'Inde ainsi que les combinaisons de celle-ci offre un autre
critéere pratique pour leur classification et une infinité de noms vernaculaires existe dans les
Andes en fonction de la répartition des couleurs sur le corps. Deux groupes principaux peuvent

étre identifiés.

- Cochons d’Inde de couleurs claires

Ce groupe comprend les animaux dont les tonalités de pelage vont du blanc au chatain clair
(blanc, beige clair, beige foncé, chatain clair). La couleur de leur pelage est fortement liée a la

couleur de la peau qui est généralement claire.

- Cochons d'Inde sombres

Ce groupe comprend les animaux dont les tonalités de pelage vont du chatain foncé au noir
(chatain foncé, roux, marron, gris, noir). Sous les poils de couleur grise et noire, la peau est
pigmentée, diminuant ainsi leur attrait aupres des consommateurs qui préferent des animaux a

la peau claire. Les cochons d’Inde noirs sont utilisés dans la médecine traditionnelle (Figure 7).

4 - 4

Figure 7 : Cochon d’'Inde noir utilisé dans le médecine traditionnelle

* Lignées sélectionnées

L’effort de sélection mené en particulier par I'INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agraria) du Pérou depuis les années 1970 a permis I'élaboration de lignées de cochons d’Inde

présentant des caractéristiques fixées. Elles sont actuellement élevées au sein des stations
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expérimentales de I'INIA et sont commercialisées dans le but d’améliorer la génétique des

élevages tant commerciaux que familiaux (Chauca et al., 2005).

- Lignée Peru
Cette lignée posséde un pelage chatain et blanc et a été sélectionnée sur la précocité. Elle

atteint ainsi son poids de commercialisation (800 g) en neuf semaines. Sa prolificité moyenne est

de 2,8 jeunes par portée (Figure 8).

=

Figure 8 : Cochon d’'Inde de la lignée Peru

- Lignée Andina

Cette lignée, de couleur entierement blanche, a été sélectionnée sur la prolificité. Les portées

sont composées en moyennes de 3,5 jeunes (Figure 9).

Figure 9 : Cochon d’Inde de la lignée Andina

- Lignée Inti
Cette lignée, de couleur beige et front blanc, a été sélectionnée sur la précocité et sur sa

capacité d’adaptation a des étages écologiques élevés (Figure 10).

Figure 10 : Cochon d’Inde de la lignée Inti
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I.2. CLASSIFICATION DES COCHONS D’INDE DE LABORATOIRE

Les lignées de cochons d’Inde utilisées dans les laboratoires de recherche ont été
développées pour répondre a des besoins spécifiques ou sont apparues spontanément suite a
une mutation. Dans les années 1920, Dunkin et Hartley ont développé la lignée non-consanguine
albinos qui deviendra I'un des piliers de la recherche biomédicale jusque dans les années 1960
(Wagner et Manning, 1976). La lignée Dunkin-Hartley a poil court est encore la plus
fréquemment utilisée de nos jours dans les laboratoires de recherche et de toxicologie
(Figure 11). Plusieurs de ses sous-lignées et quelques souches consanguines qui possedent des

caractéristiques spéciales sont disponibles sur le marché.

Figure 11 : Cochon d’Inde de la lignée Dunkin-Hartley

Les lignées consanguines les plus répandues sont les lignées 2 et 13 et sont utilisées pour des
recherches sur des maladies infectieuses ou des allergies. Plusieurs lignées consanguines ont été
créées au Japon a la fin des années 1970 en se basant sur la couleur du pelage (Chiba et Egashira,
1978). Seules les lignées JY-1 et JY-2 sont encore disponibles aujourd’hui et sont utilisées dans le
cadre de recherche sur la superovulation et la culture d’embryons (Suzuki et al., 2003; Suzuki et
al,, 1993) (Figure 12). La lignée consanguine Weiser-Maples a été développée aux Etats-Unis en
1977 par la Buckshire Corporation avant d’étre introduite au Japon ou elle est utilisée pour les

recherches sur la tuberculose et les mélanomes cutanés (Maeda et Naganuma, 1998).
JY-1 JY-2 JY-3 TY-4 JY-5 JY-6

1™

Y7

.

Figure 12 : Lignées de cochons d’'Inde consanguins développées au Japon dans les années 1970
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Parmi les lignées apparues suite a des mutations, la lignée C4D (Complement-4-Deficient) a
été découverte au National Institute of Health des Etats-Unis en 1977. Immunodéprimée, elle est
utilisée pour étudier les virus auxquels elle est la plus sensible, notamment la syphilis (Zhao et
al,, 1992). Les cochons d’'Inde Wz (waltzing = « valsant ») sont apparus en 1953 dans une colonie
du National Institute of Health des Etats-Unis suite & une mutation qui provoque une atrophie de
I'organe de Corti rapidement apres la naissance. Ils deviennent sourds et se déplacent en faisant
des cercles. Une variante allemande de cochons d’'Inde Wz est apparue suite a une mutation dans
un élevage de Bayreuth en 1996 puis a été transférée au Karolinska Institute de Solna, en Suede.
Les cochons d’'Inde Wz sont de bons modeles pour étudier les dysfonctionnements vestibulaires
de l'oreille humaine (Kawaguchi et al., 2010). Un cochon d’Inde nu immunodéprimé a été
découvert suite a une mutation dans une colonie fermée de cochons d’Inde Dunkin-Hartley de la
Eastman Kodak Company de New-York en 1979. Un autre cochon d’Inde nu immunodéprimé et
albinos a été identifié en 1978 a I'Institut Armand Frappier de Montréal. Connue comme la lignée
IAF, elle est commercialisée par les laboratoires Charles River depuis 1982 en particulier pour

réaliser des recherches en dermatologie (CRL, 2009; Kawaguchi et al.,, 2010) (Figure 13).

Figure 13 : Cochon d’Inde IAF

En plus de toutes ces lignées de cochons d’Inde expérimentaux disponibles
commercialement, il existe une multitude de lignées développées par des équipes de recherche
ou des institutions qui les conservent sous forme de colonies a effectifs parfois réduits. Ces
colonies peuvent étre amenées a disparaitre en raison de leur taille et/ou du manque d’intérét
qu’elles représentent a un moment donné. C’est le cas notamment de la lignée BioAD de I'Institut

Pasteur, qui n’existe plus en-dehors de leurs laboratoires (Annexe 4).
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[.3. CLASSIFICATION DES COCHONS D’INDE ORNEMENTAUX

Vers 1950, le cochon d’'Inde sort des laboratoires et devient un animal de compagnie apprécié
pour sa docilité et sa facilité d’élevage. La sélection menée depuis par les amateurs de cochons
d’'Inde a donné lieu a une grande variété d’animaux qui font I'objet de concours de beauté, tres en
vogue en Allemagne et dans les pays anglo-saxons (Figure 14). En France, I’Association Nationale
des Eleveurs de Cochons d’'Inde (ANEC) définit les standards phénotypiques reconnus lors des
concours et donnant lieu a une nomenclature officielle des variétés de cochons d’Inde
ornementaux (Figure 15). Cette liste s’enrichit régulierement de nouveaux standards au gré des
homologations. Des grilles de notation basées sur des criteres morphologiques précis
permettent d’homologuer les cochons d’Inde: oreilles tombantes, nez arrondi, cou de bison,

couleur de la peau, couleur des ongles, qualité du marquage, etc.

Poils courts || - Unicolores & Poils Lisses (Blanc aux veux noirs. Blanc aux yeux roses, Blanc aux yeux hleus, Blanc
aux yeux foncés. Noir, Ardoise. Lilas, Havane, Beige. Rouge. Fauve. Creme, Doré aux yeux roses, Doré
aux yeux noirs)

2- Agouti (Gris, Doré, Saumon. Argenté, Cannelle, Autres agoutis): Solids.

3- Feu Noir (Ardoise, Lilas. Havane, Beige): Noir (Ardoise, Lilas. Havane. Beige) et Blane;
Noir (Ardoise, Lilas, Havane, Beige) et Créme.

4- Dessins : Himalayen (Noir, Havane); Hollandais (toutes couleurs reconnues); Ecaille de Tortue
(Noir, Havane ou Lilas); Ecaille de Tortue (Noir. Havane ou Lilas), Arlequin; Dalmatien (toutes
couleurs reconnues). Rouan (Rouge. Bleu., Tricolore).

5- Couronnés anglais non satinés (toutes couleurs reconnues): Couronnés américain non satinés
(toutes couleurs reconnues)

Poils durs ou |6 - Abyssiniens (toutes couleurs admises. méme non reconnues)
dressés
7- Rex - Teddy américain (toutes couleurs admises, méme non reconnues)

8- Teddy Suisse (toutes couleurs admises, méme non reconnues)

Poils lnngs G- Shelties et shelties couronnés (toutes couleurs admises, méme non reconnues)
10- Péruviens (toutes couleurs admises, méme non reconnues)

11- Texels et Texels couronnés (toutes couleurs admises, méme non reconnues); Alpagas (toutes
couleurs admises. méme non reconnues)

12- Lunkarya (toutes couleurs admises, méme non reconnues)

Poils satinés |13 - Satins (toutes couleurs reconnues)

14- Satins couronnés (toutes couleurs reconnues)

15- Shelties et Péruviens satins (toutes couleurs admises. méme non reconnues)

Figure 14 : Nomenclature officielle des standards de cochons d’inde ornementaux de '’ANEC

Figure 15 : Cochon d’inde a poils longs Shelty
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II. ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION
DE LA FEMELLE CAVIA PORCELLUS

Le cochon d’'Inde domestique (Cavia porcellus) fait partie du sous-ordre des rongeurs
Hystricomorphes, caractérisés notamment par la présence d’'une membrane épithéliale qui
recouvre |'orifice vaginal excepté au moment de I'cestrus et de la parturition, ainsi que par une
période de gestation relativement longue avec un état de développement précoce des jeunes a la
naissance (Annexe 2). Contrairement a la souris et a la rate, la femelle cochon d’Inde présente un
cycle cestral long et complet, constitué d’'une phase folliculaire et d’'une phase lutéale et qui se
manifeste par un controle endocrinien différent. L’étude des particularités anatomiques et
physiologiques de son systeme reproducteur constitue un prérequis nécessaire a 1'élaboration

des protocoles permettant la production et la congélation d’embryons.

II.1. ANATOMIE DE L’APPAREIL REPRODUCTEUR

L’appareil reproducteur de la femelle cochon d'Inde se compose de deux ovaires, deux
oviductes, un utérus bifide, un cervix en Y et un vagin. L’étude de leur position et de leurs
spécificités est primordiale pour envisager la réalisation des étapes de collecte puis de transfert

des embryons (Figures 16 et Figure 17).
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Figure 16 : Vue dorsale de I'appareil reproducteur femelle de Cavia porcellus, d’apres (Popesko et al., 1992)
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Figure 17 : Disposition d’ensemble de I"appareil génital femelle de Cavia porcellus

e Les ovaires

[Is sont localisés dans la cavité abdominale caudale et sont en position latérale par rapport
aux reins. Ils sont reliés a ces derniers par un mésovarium court. Chaque ovaire est de forme

ovoide et mesure 6 a 8 millimétres de long pour 4 a 5 millimetres de diametre.

e Les oviductes

[Is sont en contact étroit avec la surface dorso-latérale de I'ovaire, a I'intérieur de la paroi de
la bourse ovarique. Ils relient les cornes utérines a 'ovaire en passant obliquement au travers de

la paroi utérine. L’oviducte peut étre divisé en quatre portions, représentées dans la Figure 18.
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1= infundibulum juxtaposé a l'ovaire,
2 = ampoule
3 = isthme,

4 = portion intra-murale qui pénétre dans la paroi utérine.

Figure 18 : Anatomie de I'oviducte de Cavia porcellus d’apres (Nilsson et Reinius, 1969)

e L’'utérus
Il présente deux cornes utérines suspendues par de gros ligaments a la paroi dorso-latérale
de l'abdomen. Le corps utérin mesure environ 12 millimetres de long et a peu pres
10 millimetres de diametre. Son diametre diminue dans le sens cranio-caudal. Le corps utérin
possede un fort développement du ligament intercornual. Les cornes utérines sont reliées au

cervix (Figure 19).

\ Cornes

) utérines
i1 il Corps utérin
i \Cervix

Figure 19 : Cornes utérines complétement séparées de Cavia porcellus d’apres (Hafez, 1970)

/
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¢ Le cervix

En forme de Y, il possede deux orifices coté utérus et débouche par un seul orifice dans le
vagin (Figure 20). Il est constitué d'une série de petits épaississements de muqueuse qui
s’étendent caudo-médialement dans les parois latérales pour converger, ventralement, en son
centre. Sa longueur est approximativement de 25 millimetres. Au niveau de I'extrémité craniale,
le diametre initial est d’environ 14 millimetres puis ce dernier diminue progressivement pour

atteindre au niveau de sa partie caudale une valeur avoisinant les 5 millimetres.

Cavia porcelluy

Figure 20 : Cervix de Cavia porcellus

* Levagin
Il a un diametre extérieur inférieur a celui du cervix et possede une paroi mince. Il rejoint la
partie caudale du plancher pelvien et s’incurve ventralement vers la zone de I'arc ischiatique ou

il s’ouvre a I'extérieur par l'orifice vaginal. Une membrane épithéliale obture le vagin en-dehors

des périodes d’cestrus et de parturition (Figure 21).

Membrane épithéliale présente Membrane épithéliale absente

Figure 21 : Membrane épithéliale vaginale de Cavia porcellus
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I[.2. PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION

Le cochon d’Inde a été utilisé dans de tres nombreux travaux comme modele animal pour
comprendre l'activité des hormones chez les mammiferes et a été soumis a toutes sortes
d’expériences, en particulier dans les années 1960. Une synthése de l’ensemble des
connaissances de la physiologie de la reproduction de Cavia porcellus, en particulier celles
pertinentes par rapport a l'objectif de production d’embryons, est indispensable a I'élaboration
de protocoles destinés a synchroniser les chaleurs des femelles puis a induire une
superovulation. Le choix des animaux, des hormones, du stade de leur cycle cestral au moment
d’appliquer les traitements ou de collecter les embryons sont autant de criteres qui découleront

de cette synthese.

* Delovogenese ala puberté

- Mise en place de la réserve folliculaire chez Cavia porcellus

Au cours du développement embryonnaire, les cellules germinales primordiales colonisent
les crétes génitales, ébauches de gonades femelles d’origine mésodermique qui deviendront les
ovaires, ou elles prennent le nom d’ovogonies (Mauléon, 1967). Une fois la gonade formée, les
ovogonies subissent une phase de multiplication mitotique intense et s’entourent de couches de
cellules somatiques pour former les follicules primordiaux. loannou (1964) a évalué le nombre
de cellules germinales dans 'ovaire de Cavia porcellus a partir des stades embryonnaires jusqu’a
la maturité sexuelle. Le nombre de cellules germinales par ovaire augmente d'environ 27 000 a
30 jours p.c. jusqu'au maximum de presque 105 000 a 41 jours p.c. Par la suite, le stock initial de
cellules germinales subit une lourde déplétion pour atteindre le nombre de 13 000 a 12 mois p.p.
Cette diminution est due au processus continu d'atrésie qui affecte les cellules germinales dés les
stades du développement les plus précoces. Le processus d’ovogenése prend fin vers le 50¢me
jour p.c.. On observe un grand nombre d’ovocytes au stade leptoténe a 35 jours p.c., au zygotene
a environ 40 jours p.c., et au pachyténe a 50 jours p.c.. Quelques jours apres la naissance, tous les
ovocytes se trouvent au stade diploténe. Cette phase de la méiose est bloquée jusqu’a la puberté.
La période de division goniale et I'entrée en méiose se déroulent avant la parturition chez

Cavia porcellus, phénomene comparable a la femme (Figure 22).
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Figure 22 : Comparaison du déroulement de 'ovogenése chez les mammiferes d’aprés (Mauléon,

1967)

- Lapuberté

Chez la femelle Cavia porcellus, les premiéres chaleurs ne se manifestent pas avant I'age de
30 jours. L’équipe de Young (Young W.C. et al., 1939) a observé 2102 cycles de 617 femelles
pendant 2 ans et a enregistré un age moyen d’apparition des premieres chaleurs de 68 jours
(écart = 33 a 134 jours). Le mode d’ouverture et de fermeture de la membrane vaginale, quant a
lui, est établi vers le 5¢me cestrus. L'équipe de Mills (Mills et Reed, 1971) a rapporté que le poids a

la puberté est un parametre plus constant que I'age, celui-ci ce situant autour de 500-600g. Selon
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Zaldivar (1986) il est recommandé de mettre les femelles a la reproduction une fois qu’elles ont
atteint un poids de 542g, et pas avant I'dge de deux mois. La premiere gestation doit avoir lieu
avant 1'age de six mois, afin d’éviter une calcification de la symphyse pubienne. Cette
inextensibilité du cadre osseux entravera alors le passage des feetus au travers de la voie

pelvienne (Martensson, 1984).

e Cycle cestral : activité ovarienne et contréle hormonal

- Durée du cycle

Les femelles Cavia porcellus ont un cycle polycestrien de type continu, les cestrus se suivent
régulierement durant toute 'année et 'ovulation est spontanée. La durée des différentes phases
du cyclea été établie : procestrus de 1 a 1,5 jours (hormis lors des premieres chaleurs:
procestrus de 3 a 8 jours) ; cestrus de 9 a 11 heures; metcestrus de 2,5 a 5 jours et une durée
total de cycle cestral de 15 a 16,5 jours (Ishii, 1920). La rupture de la membrane vaginale est
généralement observée un jour avant I'cestrus et pendant 3 a 4 jours (Martensson, 1984). Le
cycle cestral de Cavia porcellus est ainsi constitué d’'une phase folliculaire courte culminant en
une ovulation spontanée suivie d’'une longue phase lutéale avec la présence d’un corps jaune (CJ)
actif durant 12-13 jours (Greenwald et Rothchild, 1968; Hilliard, 1973) (Figure 23). Comme chez

les primates, 'accouplement stérile n’entraine pas de pseudogestation.

Corps Jaune fonctionnel
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Figure 23 : Représentation du cycle cestral de Cavia porcellus : Corps Jaune fonctionnel 12-13 jours, d’apres (Hilliard,

1973)

- Croissance folliculaire biphasique

Les follicules se développent par vagues chez Cavia porcellus. Le cycle cestral commence le
jour apres 'ovulation (JO) et se compose de deux vagues de croissance folliculaire (Bland, 1980;

Hutz et al., 1990).
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Les follicules de la premiere cohorte atteignent leur diametre maximal (500-750um) a
J10-11 du cycle puis deviennent atrétiques suite a la suppression de LH liée au feedback négatif
exercé par la progestérone. En effet, aprés I'ovulation, les 2-3 C] actifs sécretent d'importantes
quantités de progestérone, empéchant ainsi la premiere cohorte de follicules de poursuivre son
développement (Garris et Foreman, 1984).

Par la suite, la disparition des C] permet le développement de la seconde cohorte jusqu’'a
I'ovulation. Cette vague dure environ 6-7 jours pendant lesquels on observe un recrutement des
petits follicules a J12 et une sélection des plus gros follicules vers J13. La sélection folliculaire
résulte d’'une baisse des concentrations de progestérone qui décline rapidement apres J12 (Croix
et Franchimont, 1975) et d'une augmentation des niveaux de LH entre J13 et J15 (Wisel et al,,
1991). Trois a cinq follicules ovulatoires sont sélectionnés et I'ovulation a lieu a la fin de la

deuxieme vague vers J17.

- Ovulation

Les relations endocrines impliquées dans la maturation folliculaire, I'ovulation, et la
lutéinisation ont été étudiées par I'’équipe de Reed (Reed et Hounslow, 1971). Ils ont conclu que
dans un cycle normal chez Cavia porcellus, environ 13 jours apres I'ovulation, quand le niveau de
progestérone dans les C] diminue et que les follicules atteignent la maturité, il y a une
augmentation de la sécrétion de FSH. Cette augmentation stimule I'activité des cellules de la
théque interne, encourageant la synthese d’cestrogenes par les follicules en développement.
Cette production d’cestrogénes, associée au taux de base de LH, faciliterait 'augmentation de
taille des follicules et leur maturation finale. Ces follicules miirs sont préts a ovuler pendant
approximativement 2 jours alors que le lobe antérieur de I'hypophyse accumule et relache un
taux croissant de LH suffisant pour que I'ovulation ait lieu. Trois a quatre jours doivent s’écouler
entre la baisse de progestérone dans le plasma, conséquence de la régression des CJ, et la

rupture folliculaire (Donovan et Lockhart, 1972).

Le nombre de follicules atteignant la maturité et ovulant est en moyenne de 3,34 + 0,41
(moyenne + écart-type). Ceux-ci sont produits de fagon égale par chacun des ovaires. Toutefois,
lorsqu’un animal subit une ovariectomie d’un seul c6té au premier jour du cycle, 'ovaire restant
assume la production complete de follicules (3,71 * 0,37). L’ovariectomie unilatérale n’affecte

pas la longueur du cycle (Hermreck et Greenwald, 1964).
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- Corps Jaunes (CJ]) actifs et facteur lutéolytique

Le nombre de C] varie d'un cycle a I'autre chez Cavia porcellus. Dix-neuf paires d’ovaires
examinées au cours de 2 cycles présentaient une moyenne de 3,5 C], et seulement neuf des
dix-neuf avaient le méme nombre de C] lors des deux cycles (Reed et Hounslow, 1971). Un
nombre inférieur de C] est présent sur les ovaires des jeunes Cavia porcellus comparés aux
adultes. Ford et Young (1953) ont compté une moyenne de 2,17 * 0,15 C] chez de jeunes
animaux, un nombre significativement inférieur a la moyenne de 3,50 = 0,18 C] comptés chez les
adultes. Ils ont aussi constaté que le volume des C] des jeunes Cavia porcellus
[156 (* 56) X 10° pm3] était significativement inférieur a celui des Cavia porcellus adultes
[444 (= 45) X 10 pm3] 48 heures apres l'ouverture de la membrane vaginale. La différence de
volume des C] n’était plus significative a partir de 96 heures apres la rupture de la membrane
vaginale : les C] des jeunes avaient un volume de 702 (* 102) X 10% um?3 et ceux des adultes
887 (£ 75) X 10° pm3. Lors d'un cycle cestral normal, le C] atteint un volume de 2 mm?3
(2000 X 10% pm3) vers le 9¢me 3 10eme jour suivant l'ovulation puis il commence a régresser

(Labhsetwar et Diamond, 1970).

Les taux de progestérone dans le plasma augmentent rapidement apres l'ovulation,
atteignant un maximum de 2,8 + 0,33 ng/mL au 5éme jour (Challis et al., 1971). Lorsque les C]
commencent a régresser, les taux de progestérone dans le plasma diminuent jusqu’a moins de
0,5 ng/mL au 12¢me jour. Ils ont calculé que la production maximum de progestérone était de
0,26 mg/jour. Les C] de Cavia porcellus se développent par hypertrophie et hyperplasie des
cellules lutéales entre les jours 3 et 10 du cycle et commencent a régresser entre les jours 10 et

12. Larégression est graduelle et achevée au jour 16 du cycle.

La plupart des travaux menés pour découvrir le facteur lutéolytique chez Cavia porcellus ont
été menés dans les années 1970. L’équipe de Blatchley (Blatchley et Donovan, 1969) a démontré
qu’'une prostaglandine F24 (PGF24) exogene, issue d'une femelle donneuse, était lutéolytique chez
Cavia porcellus hystérectomisée. Poyser (1972) a par la suite identifié que l'utérus de
Cavia porcellus est probablement la source principale de ce facteur lutéolytique. Lors de travaux
menés par Horton et Poyser (1973), les femelles Cavia porcellus traitées avec de I'indométacine,
un anti-inflammatoire qui bloque la synthése des PGF2q, ont présenté des cycles plus longs,

confirmant ainsi 'effet lutéolytique des PGFzq.
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e Fécondation et développement foetal

L’équipe de Hunter (Hunter et al, 1969) a décrit la progression et les stades de
développement précoce des embryons de Cavia porcellus. Les ovocytes transitent jusqu’a
I'ampoule, a la moitié de I'oviducte, en 3-4 heures puis y séjournent une trentaine d’heures. Le
moment exact de la fécondation n’a pas été déterminé avec précision chez Cavia porcellus.
Blandau (1949) a estimé qu’elle a lieu entre 1 et 2 heures p.c.. Pendant les heures suivantes, les
embryons progressent dans l'oviducte et entrent dans l'utérus 72 heures environ apres
I'ovulation au stade de développement de 8 a 12 cellules. L'implantation a lieu entre 6 et 7,5
jours p.c. (Deanesly, 1960). Dans des conditions de monte naturelle avec des males de fertilité
éprouvée, la mortalité embryonnaire est basse avant I'implantation avec seulement un embryon
dégénéré sur 53 collectés au 6¢me jour apres l'ovulation (Hunter et al., 1969). Toutefois, cette
mortalité embryonnaire augmente si le moment de la fécondation est retardé. Si 'ovocyte est
fécondé plus de 20 heures apres l'ovulation, son développement normal est compromis et
impossible au-dela de 32 heures (Blandau et Young, 1939). D’apres ces travaux, nous pouvons

proposer une chronologie du développement embryonnaire chez Cavia porcellus (Figure 24).
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Figure 24 : Chronologie du développement embryonnaire chez Cavia porcellus

L’'implantation chez Cavia porcellus est interstitielle, le blastocyste pénetre I'épaisseur de
I'endometre et s’y développe, environ 6 jours apres la fécondation. Les premiers stades de
développement fcetal, placentaire et de la vésicule vitelline de Cavia porcellus sont tres

complexes et impliquent des mécanismes propres aux rongeurs caviomorphes, tels que
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I'involution de la vésicule vitelline et le développement d'un subplacenta (Kaufmann et Davidoff,
1977). L’architecture définitive du placenta de Cavia porcellus est réalisée des le 29-30¢me jour de
gestation. D’apres la classification de Grosser (1927), Cavia porcellus a un placenta labyrinthique
hémomonochorial, ou le trophoblaste est directement baigné par le sang maternel et présente
une seule assise trophoblastique.

Le maintien de la gestation de Cavia porcellus dépend de la production de progestérone
par le placenta. Les taux de progestérone dans le plasma sont d’environ 4ng/mL pendant le
dicestrus, a la moitié de la gestation ces taux deviennent 56 fois plus élevés (224ng/mL) puis
baissent de moitié (112 ng/mL) a I'approche de la parturition (Batra et al,, 1980). La gestation
peut étre menée a terme sans la présence d’ovaires chez Cavia porcellus, bien que les C] restent
fonctionnels tout au long de la gestation. La fonction de soutien du placenta commence deés le
15¢me jour de gestation et atteint sa maturité vers le 40¢me jour (Csapo et al., 1981).

Le passage du stade embryon au stade feetus a lieu lorsque les principaux organes et tissu
sont formés (Figure 25). La vie fcetale permet alors le développement et la maturation de ces
organes. Evans et Sack (1973) décrivent un embryon tardif a 24 jours et un jeune feoetus a

29 jours de gestation chez Cavia porcellus.
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Figure 25 : Développement prénatal de Cavia porcellus, d’apres (Evans et Sack, 1973)
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* Parturition et allaitement jusqu’au sevrage

La gestation dure 59 a 72 jours et sa durée est généralement inversement proportionnelle a
la taille de la portée (Goy et al., 1957; Rowlands, 1949).Cette derniére peut étre constituée de 2 a
5 jeunes pesant 70 a 100g a la naissance. La taille de portée dépend du nombre de follicules qui
ont ovulés, du pourcentage d’implantation et du pourcentage d’avortement, tous ces facteurs
étant influencés par les facteurs génétiques de la mere, du feetus et les conditions
environnementales. Le stimulus qui déclenche la parturition chez Cavia porcellus n’est pas
connu. Aucun changement endocrine particulier n’a été identifié a 'approche de la parturition
pour cette espece et I'inhibition du myometre n’est pas liée aux taux de progestérone (Porter,

1972).

Des chaleurs postpartum avec ovulation sont la regle chez Cavia porcellus. Elles
apparaissent dans les 10 heures suivant la parturition, généralement des 3 heures, et 'ovulation
se produit 12 a 15 heures apres la parturition (Labhstewar et Diamond, 1970). La durée des
chaleurs postpartum est courte, 3,5 heures contre 8,6 heures enregistrées pour les femelles non
post-parturientes. De plus, les chaleurs postpartum se sont produites chez 68% des femelles

parturientes sur 74 femelles observées (Boling et al., 1939).

A la naissance, les jeunes de Cavia porcellus, comme ceux de tous les rongeurs
hystricomorphes en général, sont nidifuges. Relativement matures, ils possédent des poils, les
dents sont sorties et ils ont les yeux ouverts. Le pic de lactation de la mere a lieu entre le 5¢me et
le 8¢me jour p.p.. Bien que les jeunes commencent a manger rapidement de la nourriture solide et
a boire de l'eau, la mortalité atteint 50% s’ils ne consomment pas de lait maternel les
3-4 premiers jours de leur vie. La miction volontaire n’apparait pas avant le 7-14¢me jour p.p.. Les

jeunes sont sevrés a I'dge de 3-4 semaines (Wolfensohn et Lloyd, 2003).



40

IIl. MAITRISE DE LA REPRODUCTION CHEZ CAVIA

PORCELLUS

II1.1. OBSERVATION DU CYCLE (ESTRAL
Un aspect essentiel dans I’élaboration des protocoles de synchronisation des chaleurs et de

superovulation est de savoir détecter avec la plus grande précision le moment de I'apparition
des chaleurs, de pouvoir confirmer I'ovulation des femelles ainsi que de s’assurer de la monte

par les males pour obtenir des embryons.

e Comportement pendant le proocestrus et pendant I'cestrus

Il se caractérise par une augmentation de l'activité de la femelle qui va pourchasser ses
congéneres dans la cage. Elle se met a osciller de I'arriére-train et émet un son guttural. Les
femelles sont plus actives que les males et peuvent adopter un comportement de monte des
53 heures avant I'cestrus. Une activité de monte dynamique ne s’observe toutefois que lors des
10 heures précédant immédiatement I'cestrus (Young et al., 1935). Le début de I'cestrus et sa
durée se détectent facilement chez Cavia porcellus grace a des signes extérieurs, le plus fiable
étant le reflexe copulatoire ou lordose (la femelle arque et redresse son arriére-train, élevant
ainsi sa croupe). L'intensité du comportement lié a I'cestrus est toujours plus importante au
début de I'cestrus et diminue progressivement jusqu’a la fin des chaleurs. Une tendance a la
synchronisation des cycles des femelles Cavia porcellus a été observé au sein d'une méme cage
(Donovan et Kopriva, 1965). Mais ces observations ont été aussi contredites (Harned et Casida,
1972). Une étude menée par I'équipe de Young (Young et al., 1938) a montré que le nombre de
structures ovulées était lié a l'agressivité du comportement cestral. Les animaux tres actifs
pendant I'cestrus produisaient une moyenne de 3,48 ovocytes tandis qu'une période d’cestrus

assez tranquille donnait lieu a seulement 2,63 ovocytes.

* Observation de la membrane vaginale

Excepté durant l'cestrus et la parturition, le vagin de la femelle Cavia porcellus est
hermétiquement fermé par une membrane épithéliale. Son ouverture précede I'cestrus, mais a
un rythme trop variable pour établir avec exactitude le début de celui-ci (Harned et Casida,
1972). La membrane vaginale est ouverte pendant 2,3 + 0,1 jours chez la femelle adulte. Lors
des premiers cycles, cependant, la durée de l'ouverture est prolongée: premier cycle

11,2 £ 1,0 jours ; deuxieme cycle 5 jours. Aucune ovulation ne se produit chez les animaux avant
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le premier jour ou le vagin montre des signes d’ouverture de la membrane vaginale (Mills et
Reed, 1971). Ces résultats ont été confirmés et I'ovulation a généralement lieu apres que le vagin
soit ouvert plus d'un jour (Reed et Hounslow, 1971). En autopsiant des animaux a divers stade
des chaleurs, ils ont trouvé que 50% des animaux avaient ovulé le matin apres que le vagin ait
été totalement ouvert pendant 1 jour. L’ovulation a toujours eu lieu (12 animaux sur 12) chez les
animaux tués alors que la membrane vaginale commencait a se refermer. Par contre, 'ovulation
était retardée chez les jeunes femelles: 50% avaient ovulé 48 heures apres l'ouverture de la

membrane vaginale contre 78% chez des femelles adultes (Ford et Young, 1953).

e Détermination du moment de I’ovulation

Le frottis vaginal est un indicateur plus fiable que I'ouverture de la membrane vaginale pour
déterminer le moment de l'ovulation (Harned et Casida, 1972). Les travaux de Stockard et
Papanicolaou (1917), qui utilisaient Cavia porcellus pour établir les changements de composition
des fluides vaginaux lors des différentes étapes du cycle cestral des rongeurs, ont décrit 4 étapes
durant les 24 heures d’activité sexuelle en se basant sur les changements microscopiques
observés dans le frottis vaginal. Toutefois ces quatre étapes ont été considérées comme
artefactuelles (Young, 1937). Les frottis prélevés apres I'ouverture de la membrane vaginale
contiennent des cellules épithéliales, des cellules cornées et des leucocytes lors du procestrus
(Donovan et Lockhart, 1972). Lorsque |'cestrus approche, le nombre de leucocytes diminue et de
nombreuses cellules cornées rondes sont observables dans les secrétions. L’ovulation coincide
avec le retour des leucocytes dans le frottis vaginal (Stockard et Papanicolaou, 1917). L’afflux de
leucocytes dans le frottis vaginal autour du moment de I'ovulation a été confirmé (Donovan et

Lockhart, 1972).

La durée de l'cestrus a été estimée a 24 heures en se basant sur différentes caractéristiques
des fluides vaginaux (Stockard et Papanicolaou, 1917). Toutefois leur détermination ne tenait
pas compte de la réceptivité au male, indicateur utilisé par I'’équipe de Young (Young et al., 1935)
en étudiant 592 cycles et qui a établi une durée de 8,21 + 0,07 heures (écart = 1-18 heures) en se
basant sur la réceptivité au male. Apres I'accouplement, un bouchon vaginal se forme, constitué
par les sécrétions des glandes séminales du male, et reste en place quelques heures avant de
tomber dans la litiere. L’ovulation se produit approximativement 10 heures apres le début des

chaleurs et normalement 1,5 a 2 heures avant la fin des chaleurs (Blandau et Young, 1939).
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II1.2. PRODUCTION D’EMBRYONS CHEZ CAVIA PORCELLUS

En dépit du grand nombre de travaux réalisés sur des cochons d'Inde pour comprendre leur
physiologie, et de 'intérét que représente 'obtention de leurs embryons pour les travaux de
recherche biomédicale, force est de constater dans la littérature qu'’il existe treés peu de résultats
concernant la synchronisation des chaleurs, la superovulation, la congélation et la culture

d’embryons in vitro pour évaluer leur viabilité.

e Méthodes d’'induction de I’ovulation

Des tentatives d’utilisation des PGF2q pour induire I'ovulation chez Cavia porcellus ont été
menées dans les années 1970. Blatchley et Donovan (1976) ont indiqué que la réponse du CJ a
un traitement avec des PGF2q issues d’'une femelle donneuse change au cours du cycle cestral.
Lorsque 'hormone est administrée pendant les 4 a 8 premiers jours du cycle, une diminution
temporaire de la libération de progestérone est observée mais la durée de vie du C] n’est pas
raccourcie ; tandis que lorsque les PGF2, sont administrées du 8éme au 14¢me jour du cycle, la
diminution de progestérone est définitive pour le cycle considéré (dans cette étude le jour 1
correspond au jour ou un maximum de cellules kératinisées sont observées dans les frottis
vaginaux). Tso et Tam (1977) ont montré que, chez les cochons d’'Inde hystérectomisés, le C]
répond a l'action lutéolytique des PGF24 uniquement apres le jour 9 du cycle cestral (dans cette
étude le jour 0 correspond a l'observation de I'ouverture totale de la membrane vaginale).

Un traitement pour synchroniser les chaleurs des cochons d’'Inde dans des conditions de
laboratoire existe. Il s’agit d'un implant sous-cutané en silicone imprégné de progestatif
(Silastic tubing®, Dow Corning Corporation, Michigan, USA) placé pendant 4 semaines
(Ueda et al,, 1998). L'ovulation est induite dans les 5 jours qui suivent le retrait de I'implant. En
raison de I'importance de sa taille (1cm de long et 0,4cm de diametre interne), 'implant doit étre

placé et retiré sous anesthésie générale.

e Techniques de superovulation

Cavia porcellus est, par rapport a la souris et a la ratte, peu prolifique et ne produit que
quelques ovocytes a chaque cycle. L’équipe de Suzuki (Suzuki et al., 1993) a compté le nombre de
C] de femelles cyclées naturellement et a trouvé qu’elles produisaient 3,6 * 0,1 ovocytes.
L’établissement d'un protocole de superovulation est particulierement important dans le cadre
des opérations de cryoconservation des ressources génétiques des especes peu prolifiques et/ou

menacées d’extinction. L’augmentation du nombre d’embryons obtenus par femelle permet
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alors de garantir une descendance a chaque animal échantillonné pour sauvegarder une lignée
(Donovan et Lockhart, 1974).

Les injections d’hormone chorionique gonadotrope équine (eCG ou PMSG) ou humaine (hCG),
communément utilisées pour induire la superovulation chez la souris, ne sont pas efficaces chez
Cavia porcellus naturellement cyclé (Reed et Hounslow, 1971). Seules quelques méthodes ont été
proposées pour cette espece. Kosaka et Takahashi (1989) ont montré que, chez Cavia porcellus
traité avec un implant de progestagene pendant quatre semaines, une simple injection d’eCG huit
heures avant le retrait de limplant induisait une superovulation: ils ont obtenu
7,3 + 2,6 ovocytes par animal (n=5), avec un écart de 5 a 11 ovocytes par femelle. Des injections
d’eCG 24 heures avant, 8 heures apres et 24 heures apres le retrait de I'implant n’ont pas
provoqué d’ovulation plus importante. Bien que ces résultats soient intéressants, la grande
précision requise du moment de l'injection d’eCG par rapport au moment de l'ovulation
complique l'utilisation de cette hormone. De plus, 'eCG posséde une demi-vie biologique
relativement longue (environ 6 jours chez les juments et 5 a 15 jours chez les vaches (Drion et
al, 2001)) et une activité mixte FSH et LH qui peut perturber la fécondation et le transit des
embryons. Ces travaux portent sur des effectifs tres faibles (5 individus).

Les travaux de Shi ((Shi et al., 2000a; Shi et al., 2000b) ont par ailleurs démontré qu’'une
vaccination anti-inhibine augmentait le taux d’ovulation de facon proportionnelle a la dose
appliquée. Mais cette méthode reste toutefois coliteuse et trop aléatoire pour envisager son
usage en routine.

Plus récemment, les études de Suzuki (Suzuki et al, 2003) ont montré que la séquence
d’acides aminés des récepteurs a FSH de Cavia porcellus est plus proche de celle des primates
que de celle des autres rongeurs. Suite a un traitement avec de la gonadotrophine ménopausique
humaine (hMG), administrée pendant trois jours consécutifs et juste avant 'ovulation, ils ont

obtenu 5,4 + 1,56 embryons par femelle (n=10), avec un écart de 0 a 17 embryons.

e Milieu de culture in vitro des embryons

La seule référence disponible concernant les milieux de culture d’embryons de
Cavia porcellus concerne un travail qui s’est intéressé aux besoins nutritionnels de '’embryon en
fonction de son stade de développement. L’équipe de Suzuki (Suzuki et al.,, 1993) a déterminé
jusqu'a quel stade les embryons de Cavia porcellus pouvaient se développer normalement
lorsqu’ils étaient cultivés in vitro avec des milieux sans sérum généralement utilisés pour les
embryons de souris (milieu Whitten, WM) et les embryons de lapins (milieu Kane, KM). Dans les

deux cas, des embryons agés de 1 a 6 jours ont été cultivés in vitro dans une étuve a 37°C sous
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atmosphere humide a 5% de CO;. Les embryons d'une a deux cellules cultivés dans le WM se
sont développés jusqu'aux stades 4 cellules et morulae respectivement, tandis que ceux cultivés
dans le KM ont arrété leur développement aux stades 2 cellules et 8 cellules respectivement. En
revanche, les embryons de 4 cellules se sont développés jusqu’au stade blastocyste dans le KM,
mais pas dans le WM. Les embryons de 8 cellules et les morulae sont devenus des blastocystes
dans les deux milieux. L’éclosion des blastocystes et I’excroissance du trophoblaste n’ont été
observées qu’avec le KM, méme lorsque les embryons entraient en culture en étant déja au stade
blastocyste. Cette étude suggere qu’'un changement dans les besoins nutritionnels de 'embryon
de Cavia porcellus a lieu autour du moment de la deuxieme division cellulaire et que

'excroissance du trophoblaste peut avoir lieu sans rajouter de sérum dans le milieu.
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IV. CRYOCONSERYATION DES EMBRYONS ET
SOLUTIONS CRYOPROTECTRICES

Les premieres cryoconservations d’embryons, dans les années 1970 chez la souris
(Whittingham et al, 1972) et chez la vache (Wilmut et Rowson, 1973), utilisaient un
refroidissement lent (0,2° C.min!) en présence de diméthylsulfoxyde (DMSO) en tant que
cryoprotecteur avant de stocker les embryons dans de I'azote liquide a -196° C. Dans les années
1980, une nouvelle technique de cryoconservation s’est développée : la vitrification, qui consiste
a plonger tres vite les embryons dans 'azote liquide (Rall et Fahy, 1985). De nos jours, plusieurs
protocoles existent, allant de la congélation lente, a la vitrification traditionnelle ou ultra rapide,

avec différents cryoprotecteurs organiques pénétrant dans les cellules ou non.

IV.1. PRINCIPES DE LA CRYOCONSERVATION D’EMBRYONS

La cryoconservation d’embryons se réfere au role conservateur du froid qui doit permettre le
ralentissement voire l'arrét de tous les phénomenes biologiques ayant lieu au sein des
embryons. La méthode consiste a un refroidissement des embryons a des températures
inférieures a -150°C. En dessous de cette température, les modifications biologiques que
subissent normalement les cellules sont abolies. La congélation des cellules embryonnaires a
donc pour but d’arréter leur métabolisme de fagcon réversible et de permettre ainsi leur
conservation un temps indéfini, a I'état solide, tout en maintenant la viabilité des embryons
apres décongélation (Mazur, 2004).

A de telles températures, I'eau, constituant majeur des embryons, est sous forme solide et sa
transformation en cristaux de glace est considérée comme la premiere cause de mortalité
cellulaire (Vajta et Kuwayama, 2006). Le défi de la cryoconservation des embryons est d’établir
I'’ensemble des moyens qui permettront d’atteindre ces basses températures sans altérer les
capacités fonctionnelles des embryons apres la décongélation. Pour cela, il est nécessaire de
connaitre le comportement de '’eau lors des étapes de congélation et de décongélation et les
méthodes utilisées pour minimiser les dommages engendrés par la formation des cristaux de
glace afin de proposer une méthode de protection convenable (Mazur et al., 2008). La survie des
embryons dépend ainsi essentiellement des conditions de changements de phase de 'eau et de

'action de cryoprotecteurs.
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e Effet solution, effet mécanique, vitesse de refroidissement et pic de survie

Lorsque les embryons sont congelés, ils se trouvent en solution dans un milieu tamponné de
type Phosphate Buffered Saline (PBS) qui a pour but de s’approcher des conditions in vivo et de
s’adapter aux variations de pH observées au cours de la congélation, associées aux changements
osmotiques. La grande quantité d’eau de la solution contient une importante variété de solutés
répartis de part et d’autre des membranes cellulaires. Lors du refroidissement, les premiers
cristaux de glace se forment dans le milieu extracellulaire (Figure 26). Parce que ces cristaux se
composent uniquement d’eau pure, la concentration moléculaire augmente dans ce
compartiment et provoque la fuite hors des embryons d'une partie de 'eau intracellulaire afin de
rétablir I'équilibre osmotique (Leibo et Pool, 2011). Il s’agit de I’ « effet solution » qui a pour
conséquence une déshydratation des embryons, une augmentation de la concentration des
solutés intracellulaires ainsi qu’'une dénaturation progressive des protéines pouvant mener
jusqu’a la mort cellulaire par effet de saumure si le refroidissement est trop lent. Il en résulte
également une importante diminution du volume des cellules dont la contraction peut
endommager les membranes cellulaires. Ainsi, les tensions mécaniques peuvent entrainer des
ruptures irréversibles des membranes cellulaires (Karlsson et Toner, 1996).

A Tlinverse, si le refroidissement est trop rapide, les cellules n’ont pas assez de temps pour se
déshydrater suffisamment par effet osmotique et des cristaux de glace se forment de fagon
importante a l'intérieur des cellules. Ces cristaux de glace tranchants vont augmenter de taille
lors de la congélation puis de nouveau lors de la décongélation (recristallisation) et endommager
les structures cellulaires en provoquant des lésions des membranes et des organites, ainsi
qu’'une dénaturation du cytosquelette, il s’agit de I’ « effet mécanique ». Ce type de glace est 1étal
pour la majorité des cellules. Toutefois, les cristaux intracellulaires n’entrainent pas toujours des
lésions car dans le cas de refroidissement trés rapides, seuls des petits cristaux se forment et
leur croissance est évitée. Si 'on continue a augmenter la vitesse de refroidissement, jusqu’aux
vitesses les plus grandes techniquement possibles, le taux de survie augmente de nouveau. Tout
est alors vitrifié : il n'y a pas du tout de cristallisation ni dans la cellules, ni dans le milieu
extracellulaire (Muldrew et al., 2004).

L’'intégrité des cellules vivantes apres décongélation est ainsi étroitement liée aux
mouvements de I'eau cellulaire pendant le refroidissement et donc a la vitesse de congélation. Il
est possible de déterminer, pour un type de cellule donné, la vitesse optimale de congélation
pour laquelle le taux de survie sera maximum. Il s’agit du «pic classique de survie », un

compromis entre les vitesses lentes de refroidissement qui provoquent la contraction des
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cellules et les vitesses rapides qui entrainent la formation de glace intracellulaire. Toutefois, et
quelle que soit la vitesse de refroidissement choisie, les embryons ne peuvent pas survivre a des
températures inférieures a -20° C sans la présence de substances spécifiques, les

cryoprotecteurs (Ogadescu, 2005).
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Figure 26 : Taux de survie cellulaire en fonction de la vitesse de refroidissement, d’apres (Ogadescu, 2005)

* Les cryoprotecteurs

Les cryoprotecteurs sont des substances naturelles ou synthétiques qui ont pour but de
protéger les cellules des effets néfastes des tres basses températures en limitant au maximum la
formation de glace qui a lieu au cours des protocoles de cryoconservation. La présence de
groupements électronégatifs capables de former des liaisons hydrogenes avec les molécules
d’eau permet de lier tres fortement les cryoprotecteurs a celles-ci : leur mobilité diminue et la
viscosité de la solution augmente, avec comme conséquence une diminution du taux de
cristallisation. Grace a leur grande affinité avec I'eau, les cryoprotecteurs interferent donc avec
les processus de nucléation (naissance du premier cristal puis extension a l'ensemble du

substrat) et de croissance des cristaux de glace. Au fur et a mesure que leur concentration
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augmente, les cryoprotecteurs abaissent la température de congélation. Cette propriété est due
au nombre de molécules qui interviennent. Elle est dite propriété colligative (Fuller, 2004).
On distingue deux catégories de cryoprotecteurs en fonction de leur capacité a traverser la

membrane plasmique (Baudot et al., 1998; Ogadescu, 2005).

- Cryoprotecteurs intracellulaires dit pénétrants

Ce sont pour la plupart des dérivés d’alcools: glycérol, glycol, 1,2-propanediol (PROH),
éthyléne glycol (EG), méthanol, éthanol (Figure 27). D’autres composés possedent la fonction
sulfoxyde, comme le DMSO, ou encore amine mais ces derniers sont moins utilisés pour la
congélation d’embryons. Ces molécules tres hydrophiles possedent de faibles poids moléculaires
(moins de 400g.mol!) et peuvent franchir la membrane plasmique. Les cryoprotecteurs
pénétrants se substituent a une partie de I’eau intracellulaire et limitent ainsi la formation de
cristaux de glace intracellulaire (Larese et Ehrsam, 1983). Ils réduisent aussi la vitesse de
croissance de ces cristaux, abaissent leur température de solidification et modifient leur forme
en les arrondissant, ce qui les rend moins traumatisants pour les membranes. Les
cryoprotecteurs pénétrants limitent également les dégats liés a l'effet solution. Une fois
I'équilibre osmotique atteint, ils se lient a une partie de I’eau extracellulaire qui ne gele donc pas
quelle que soit la température. En conséquence, la concentration maximale en électrolytes extra
et intracellulaires lors de la congélation est plus faible qu’en I'absence de cryoprotecteur. En se
liant a une partie de I'eau libre intracellulaire et en abaissant la concentration extracellulaire, les
cryoprotecteurs pénétrants limitent la contraction osmotique de la cellule. Ils agissent donc en
régulateur de la déshydratation et permettent aux cellules de se maintenir au-dessus de leur

volume critique (Pereira et Marques, 2008).

Cryoprotecteur | Nature Unité Meécanisme d’action Vitesse de | Toxicité
moléculaire | Moléculaire pénétration
Ethyléne Glycol | Dialcool 62,07 Trés miscible avec I'eau, | Trds  rapide | + & +++
organique grande stabilit¢ a [I'état | chez en
amorphe, vitesse critique | I'embryon fonction
élevée du tissu
1,2 Propanediol 76,10 Trés stable & I’état amorphe | Rapide
(PROH)
Dimethyl Solvant des | 78,13 Interaction  avec  I'eau | Rapide 4
sulfoxide corps gras d’hydratation de | (passif)
(DMSO) . lécul Thlai

déshydratation partielle,
formation de microcristaux,
abaissement du point de

congélation.

Glycérol Trialcool 92,10 Fixation de I’eau et | Rapide (moins
gr ion de la rési que les trois
membranaire précédents)

Figure 27 : Propriétés physico-chimiques de certains cryoprotecteurs pénétrants, d’apres (Claudel, 2007)
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- Cryoprotecteurs extracellulaires dits non-pénétrants

En comparaison aux pénétrants, les cryoprotecteurs non-pénétrants sont des polymeres
ayant un poids moléculaire plus élevé (de I'ordre de plusieurs milliers de g.mol1) (Larese et
Ehrsam, 1983). Il ne peuvent pas traverser la membrane plasmique et ne s’opposent donc pas
aux effets de solution. Ces cryoprotecteurs extracellulaires peuvent étre divisés en deux
catégories : les sucres de faible poids moléculaire (la plupart du temps des disaccharides tels que
le saccharose ou le tréhalose) et les polymeres de haut poids moléculaire (Ficoll, dextrans).

Lors des protocoles de congélation lente, ils favorisent la déshydratation des cellules avant la
cristallisation en agissant sur l'osmolarité du milieu extracellulaire. Ils diminuent ainsi la
quantité d ‘eau que la cellule doit perdre pour atteindre 1'équilibre osmotique. Utilisés en
association avec des cryoprotecteurs pénétrants, ils permettent ainsi d’augmenter
artificiellement la concentration de ces derniers et donc de réduire la formation des cristaux
intracellulaires lors du refroidissement. A I'inverse lors du réchauffement, ils empéchent une
entrée massive de l'eau dans les cellules qui pourraient éclater. Leurs autres mécanismes
d’actions ne sont pas encore bien compris. Toutefois, ils permettraient une meilleure protection
des membranes, des protéines intracellulaires et de la zone pellucide par leurs interactions
directes avec elles en se liant avec leurs groupements hydrophiles par des liaisons hydrogenes ce
qui aiderait a maintenir leurs structures lors de la dessication. Ainsi le tréhalose et la proline
inhibent le risque de fusion des membranes lipidiques lors du refroidissement. De méme, le
tréhalose est capable de stabiliser certaines enzymes a basse température (Kuleshova et al,,

1999; Kuleshova et al., 2001).

- Toxicité des cryoprotecteurs

L’apport des cryoprotecteurs n’est bénéfique que dans certaines conditions d’utilisation : a
fortes concentrations, ils sont toxiques pour '’embryon (Fahy, 1984). La toxicité biochimique se
produit du fait de linteraction des cryoprotecteurs avec les constituants cellulaires en
perturbant la perméabilité membranaire et les pompes ioniques. La toxicité osmotique
s’exprime lors de l'ajout et du retrait des cryoprotecteurs. Si la concentration du milieu de
congélation est trop élevée et la perméabilité membranaire du cryoprotecteur trop faible, la
contraction osmotique lors du refroidissement peut alors étre trop grande voire irréversible si
elle est supérieure a 30-35% (Meryman, 2007).

Ainsi, le contrdle de la concentration et du temps d’exposition des cellules a l'action des
cryoprotecteurs a une grande influence sur la réussite des protocoles de congélation

d’embryons. Le développement des techniques de cryoconservation d’embryons depuis les
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années 1970 a permis de définir, pour chaque espece animale, différentes concentrations de
cryoprotecteurs dans les milieux de congélation qui permettent de diminuer la formation de
glace intracellulaire, en tenant compte de la perméabilité membranaire des cyroprotecteurs et

de leur toxicité.

IV.2.LES DIFFERENTES TECHNIQUES DE CRYOCONSERVATION

Il existe deux types de protocoles de cryoconservation: la congélation lente et la
vitrification. Basés sur des principes différents (Figure 28), ces protocoles ont toutefois tous les

deux le but d’éviter la formation de glace intracellulaire (Ménézo, 2004).
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Figure 28 : Représentation schématique des protocoles de congélation lente et de vitrification d’aprés (Ménézo, 2004)

* La congélation lente

La congélation lente a pour principe I’équilibration progressive entre les cryoprotecteurs et
le compartiment aqueux des embryons. Elle consiste a appliquer aux embryons une vitesse de
refroidissement lente apres induction de la cristallisation extracellulaire de maniére a
déshydrater progressivement les cellules sans déformation excessive ou effet osmotique
important (Vajta et Kuwayama, 2006). Les cryoprotecteurs pénétrants utilisés sont le glycérol,

I'EG, le DMSO ou encore le PROH. Les concentrations en cryoprotecteurs pour la congélation
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lente sont assez faibles: 1 a 1,5 M pour les cryoprotecteurs pénétrants et de 0,1 M pour les
cryoprotecteurs non pénétrants (Saragusty et Arav, 2011).

L’incorporation des cryoprotecteurs se fait en un ou plusieurs bains d’équilibration
pendant plusieurs minutes, ce qui permet aux cryoprotecteurs pénétrants de traverser la
membrane cytoplasmique. Les embryons sont ensuite montés dans des paillettes de 0,25mL,
lesquelles sont placées dans un appareil de congélation programmable ou elles sont refroidies
jusqu’a une température comprise entre -5°C et -7°C. Les paillettes sont maintenues a cette
température pendant environ 5 minutes.

Apres équilibration, une induction de la cristallisation extracellulaire (« seeding ») est
effectuée a 'aide d'un instrument (pince, écouvillon) refroidi dans I'azote liquide ou grace a un
systéme incorporé a I'appareil de congélation (Guignot, 2005). L’induction de la cristallisation
par I'opérateur permet d’éviter qu’elle ne soit spontanée et ait donc lieu a des températures trop
basses qui entraineraient un état de surfusion trop important et engendreraient une
cristallisation trop rapide, délétere pour les cellules (Woods et al., 2004).

La température descend ensuite lentement (0,3 a 1°C.min!) pour permettre la
déshydratation progressive des embryons (Leibo et Pool, 2011). Selon les protocoles, I'arrét de
la descente progressive de la température se fait entre -30 et -40°C. Les paillettes sont ensuite
directement plongées dans l'azote liquide pour éviter une déshydratation trop importante, 1étale
pour I'embryon (Saragusty et Arav, 2011).

Apres le stockage, les paillettes sont rapidement décongelées dans un bain-marie a 25-30°C
(vitesse de réchauffement de l'ordre de 4000°C.min1) afin d’empécher le phénomeéne de
recristallisation de I'eau intracellulaire lors du réchauffement (Hochi et al., 1996). Le contenu des
paillettes est vidé et les cryoprotecteurs sont retirés en une seule étape ou par paliers successifs
dans des bains de concentration décroissante en cryoprotecteurs, éventuellement couplés avec
un gradient décroissant de saccharose. Les embryons peuvent alors étre transférés dans une

femelle receveuse (Guignot, 2005).

La congélation lente a été la premiere méthode de cryoconservation développée
(Whittingham et al., 1972) et elle est la plus employée aujourd’hui pour congeler des embryons
(Pereira et Marques, 2008). Elle est facile a mettre en ceuvre et peut étre réalisée par un
opérateur peu expérimenté. Elle présente toutefois des inconvénients. La nécessité d’acheter un
congélateur programmable, voire plusieurs si les lots d’embryons sont importants, la rend
coliteuse (Guignot, 2005). D’autre part, cette technique ne convient pas a toutes les especes

(embryons porcins, de poissons ou d’'insectes notamment) a cause de leur grande sensibilité a



52

des températures comprises entre +15 et -5°C («cold injuries ») (Mazur et al, 2008). Afin
d’éviter ces problemes, une méthode alternative de cryoconservation utilisant des vitesses de

refroidissement trés importante a été développée : la vitrification (Vajta et Kuwayama, 2006).

e Lavitrification

by

La vitrification consiste a refroidir tres rapidement un liquide afin d’empécher
'organisation de ses molécules en cristaux. Les solutions aqueuses se trouvent piégées dans un
état solide sans cristal de glace appelé « état amorphe ». La viscosité de la solution augmente
brutalement (jusqu’a 1013 poises) sur un court intervalle de température au moment du passage
de I'état liquide a I'état solide amorphe. Au-dessous de cette température de transition vitreuse,
les mouvements moléculaires sont bloqués et les molécules restent dans un état désordonné
(Ogadescu, 2005).

L’état vitreux est difficile a obtenir techniquement pour I'’eau pure car, pour atteindre sa
température de transition vitreuse (-140°C) sans que des cristaux de glace ne se forment, il faut
refroidir a des vitesses supérieures a 20 000°C.s! (Baudot, 1997). La vitrification de 1'eau pure
étant tres difficile a réaliser techniquement, la survie cellulaire ne peut étre assurée qu'en
ajoutant des cryoprotecteurs au milieu de suspension. Leur réle est d’augmenter la viscosité du
milieu, ce qui permet d’augmenter la température de transition vitreuse et donc de limiter le
risque de cristallisation (Ogadescu, 2005). Toutefois, les cryoprotecteurs pénétrants
actuellement connus sont tous toxiques aux concentrations requises (6 a 7,5 M) pour éviter la
formation de glace. L’association de plusieurs cryoprotecteurs pénétrants est donc souvent
utilisée de maniere a ajouter leurs actions tout en diminuant leur toxicité respective (Kuleshova
etal., 2001).

Lors d'une procédure classique de vitrification, les embryons sont équilibrés dans des
bains a concentration croissante en cryoprotecteurs pénétrants afin de limiter les chocs
osmotiques liés a leurs fortes concentrations (par exemple 5 minutes dans des bains successifs
contenant 10 puis 20% de cryoprotecteurs pénétrants). Ils sont ensuite exposés brievement,
environ 30 secondes, a une solution beaucoup plus concentrée contenant de 40 a 50% de
cryoprotecteurs pénétrants qui engendre une déshydratation substantielle des cellules (Leibo et
Pool, 2011).

Les embryons sont alors directement conditionnés dans des paillettes avec de part et
d’autre des embryons des colonnes de solutions de dilution contenant des sucres (saccharose,
tréhalose, galactose, etc.). Les paillettes sont immédiatement plongées dans l'azote liquide,

atteignant une vitesse de refroidissement de I'ordre de 2 500°C.min! pour les paillettes de



53

0,25mL (Guignot, 2005).

Apres le stockage, les paillettes sont rapidement plongées dans un bain-marie a 25-30°C
comme pour la congélation lente. Le contenu des paillettes est vidé et les cryoprotecteurs retirés
des embryons par diffusion passive dans des bains a concentration décroissante de sucres qui
augmentent la pression osmotique du milieu extracellulaire. Les embryons rincés peuvent alors

étre transférés dans des femelles receveuses.

La vitrification a été développée pour la premiere fois sur des embryons de souris (Rall et
Fahy, 1985) et a permis a des espéces ou a des embryons plus sensibles au froid (produits in
vitro, issus de clonage ou biopsies par exemple) d’étre tout de méme conservés (Massip, 2001;
Massip et al,, 1995). Cette technique ne nécessite pas d’équipement coliteux et peut étre utilisée
lorsqu’'un petit nombre d’embryons est produit. Contrairement a la congélation lente, la
vitrification permet de congeler les embryons au fur et a mesure de la collecte, évitant ainsi qu'ils
attendent avant d’étre congelés. Cette praticité est contrebalancée par une difficulté accrue de
réalisation, notamment le passage dans le dernier bain dont la concentration en cryoprotecteurs
est tres élevée et le temps d’exposition trés faible. La dextérité de l'opérateur est un point

critique pour le réussite de cette méthode (Guignot, 2005).

IV.3. CRYOCONSERVYATION DES EMBRYONS DE CAVIA PORCELLUS

Concernant la cryoconservation d’embryons de Cavia porcellus, un seul travail est référencé
dans la littérature (Dorsch et al., 2008). Deux cryoprotecteurs a une concentration de 1,5M, le
PROH et le DMSO, ont été comparés avec une méthode de congélation lente, seeding a -6°C et
diminution de 0,4°C par minute jusqu’'a -32°C. La viabilité des embryons apreés décongélation a
été déterminée par le test a la fluorescéine de diacétate (FDA) avec lequel les cellules vivantes
deviennent fortement fluorescentes sous illumination par des rayons ultraviolets. Ils ont montré
que la plupart des blastomeéres devenaient fluorescents lorsque le PROH était utilisé comme
cryoprotecteur alors que la plupart des blastomeres n’étaient pas viables lorsqu’ils avaient
utilisé le DMSO. Cette étude montre que le PROH semble étre un cryoprotecteur plus efficace que

le DMSO pour les embryons de Cavia porcellus.
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Notre objectif est de développer un protocole standard de congélation d’embryons de
Cavia porcellus qui s’inscrit dans la thématique plus large de conservation de la biodiversité
génétique de cette espece et de la création d’'une cryobanque. Une telle finalité implique de
proposer des méthodes, en particulier celles de production d’embryons, qui soient applicables
aussi bien en laboratoire que sur le terrain pour conserver un nombre suffisant d’embryons sur
une population préalablement échantillonnée.

Concretement, il est nécessaire dans un premier temps de grouper les chaleurs des femelles
afin de travailler avec des lots d’animaux, et pas avec des individus considérés au cas par cas.
L’étape de synchronisation des chaleurs est incontournable pour organiser des chantiers de
collecte-congélation d’embryons directement sur les élevages.

Compte tenu de la taille de cette espece, la méthode retenue pour collecter les embryons
passe par l'abattage de la femelle donneuse. Il convient donc de développer des protocoles de
superovulation qui permettent d’augmenter le nombre d’embryons obtenus par femelle. Cela est
particulierement vrai dans le cadre d’opérations de cryoconservation des ressources génétiques
d’especes peu prolifiques, comme Cavia porcellus, ou lorsque la population que I'on souhaite
conserver possede un faible effectif, comme la lignée consanguine BioAD utilisée par I'Institut
Pasteur pour mener des recherches sur la tuberculose. Pour cette lignée, il n’existe plus a ce jour
que dix couples au laboratoire et cette population n’est plus disponible commercialement
(Annexe 4).

Sur les embryons de bonne qualité, deux cryoprotecteurs en congélation lente et une solution
de vitrification ont été testés afin d’obtenir les meilleurs taux de développement embryonnaire
apres la décongélation.

Enfin, 'ensemble des protocoles précédemment élaborés n’a d’'intérét que si la technique du
transfert embryonnaire est maitrisée et permet l'obtention de descendants, porteurs de

I'intégralité de I'information génétique qui a été conservée.

Cette these en physiologie implique I'utilisation d’animaux. Au Pérou, les cochons d’Inde sont
considérés comme des animaux d’élevage qui rentrent dans I'alimentation carnée traditionnelle.
Ainsi il n’a pas été nécessaire de faire de demande d’expérimentation animale car les animaux
sacrifiés ont tous été valorisés (consommation, tannage des peaux). L’ensemble de ces
expériences aurait été difficile et coliteux a mettre en ceuvre en France du fait de la

réglementation sur I'expérimentation animale.
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I. OPTIMISATION DU PROTOCOLE DE

SYNCHRONISATION DES CHALEURS DE CAVIA

PORCELLUS

Dans la partie bibliographique uniquement deux études (Blatchley et Donovan, 1976; Tso et
Tam, 1977) ont montré que les PGF2« secrétées par I'utérus en fin de cycle sont probablement le
facteur lutéolytique chez Cavia porcellus. Une autre étude (Ueda et al, 1998) a également
rapporté que l'utilisation d’'un implant de progestagene pendant 4 semaines induisait I'ovulation
dans les 5 jours suivant le retrait de I'implant. Toutefois ce traitement est compliqué a mettre en
place dans des conditions d’élevage et pose des problémes de considération du bien-étre animal
en raison de la taille de I'implant (1cm de long et 0,4cm de diametre interne) qui doit étre placé
et retiré sous anesthésie générale. L’élaboration d’un traitement de maitrise du cycle cestral plus
pratique et respectueux du bien-étre de 'animal mérite d’étre considérée.

La mise au point de traitements alternatifs basés sur l'utilisation de progestagene, pour
tenter de bloquer 'ovulation, ou d’analogues de PGFzq pour essayer de lyser le corps jaune,
constituent donc des pistes intéressantes afin de maitriser les cycles cestraux chez

Cavia porcellus.

I.1.OBJECTIFS

L’objectif de cette expérience est de proposer une méthode simple de synchronisation de
I'ovulation chez Cavia porcellus, tout en tenant compte du respect du bien-étre animal. L’activité
lutéolytique de trois analogues de PGF2« (D-cloprostenol, D,L-cloprostenol et luprostiol) et un
traitement de progestagéne administré par voie orale (altrenogest) adapté du traitement utilisé
normalement chez les truies et les juments (Allen et al., 1980; Kaeoket, 2008) ont été testés. Les
traitements ont été administrés a des cochons d’Inde se trouvant a différents stades du cycle
cestral afin de tester la capacité des hormones a induire 'ovulation quel que soit le stade de
I'animal et envisager ainsi la synchronisation d’'un groupe de femelles donneuses et receveuses

d’embryons.
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I.2. MATERIEL ET METHODES

e Animaux

Les vingt-quatre femelles Cavia porcellus utilisées dans cette expérience provenaient de
I'élevage Maria-Marcela (Puente Piedra, Pérou). Les femelles, maintenues en conditions
d’élevage agricole, ont été nourries avec de I'aliment commercial spécialement congu pour les
cochons d’Inde reproducteurs et enrichi en vitamine C (Annexe 3). Elles ont également recu
quotidiennement du fourrage frais et avaient a disposition de 'eau de boisson ad libitum. Il
s’agissait de femelles multipares présentant des cycles normaux, agées de 18 a 24 mois et pesant

de 1a1,5kg.

e Traitements hormonaux

Dans cette expérience, quatre traitements de maitrise des chaleurs du cochon d’Inde ont
été successivement mis en ceuvre sur les mémes femelles. Trois traitements avec des analogues
de PGF2« (D-cloprostenol, D,L-cloprostenol et luprostiol) et un traitement avec un progestagéne
(altrenogest) ont été administrés.

Les quatre traitements sont (Figure 12):

a) D-cloprostenol (Ciclar®, Zoovet, Argentine), application d'une injection
intramusculaire de 0,1mL d’hormone diluée dans du sérum physiologique de fagon a obtenir une
concentration de 7,5 ug/kg; 50 répétitions ont été réalisées.

b) D-L,cloprostenol (Estrumate®, MSD Santé Animale, France), administration par
injection intra-musculaire de 0,1mL d’hormone diluée dans du sérum physiologique de facon a
obtenir une concentration de 25 ug/kg; 17 répétitions ont été réalisées.

c) luprostiol (Prosolvin®, Virbac, France), administration par injection intra-musculaire
de 0,1mL d’hormone diluée dans du sérum physiologique de facon a obtenir une concentration
de 0,75 mg/kg ; 23 répétitions ont été menées.

d) altrenogest (Regumate equine®, MSD Santé Animale, France) administration orale
quotidienne de 0,1mL (0,22 mg/kg) pendant 15 jours (Figure 29 ), 29 répétitions ont été

réalisées.
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Définition a) traitement b) traitement ¢) traitement d) traitement
longueur de D-cloprostenol D,L-cloprostenol luprostiol altrenogest
cycle naturel (n=50) (n=17) (n=23) (n=29)
Al A A Al A
c 2\ ' v '
—, Temps
I | | | | | (mois)
0 l 2 l 1 l 6 l 8 l 10
Observation Observation Observation Observation Observation
ovulations ovulations ovulations ovulations ovulations +

mise au male
et suivie de
gestation
Figure 29 Dispositif expérimental des traitements de synchronisation des chaleurs

Chacun de ces traitements a été testé successivement et a différents stades du cycle
cestral sur le méme groupe de femelles pendant une période de 8 mois. Le stade de la femelle
étant connu grace au suivi des chaleurs et aux frottis vaginaux, les femelles ont été réparties de
facon a ce que tous les moments du cycle soient représentés (phase folliculaire et phase lutéale)
dans les expériences. Ainsi les femelles ayant regu une injection de D-cloprostenol se situaient
entre le Jour 1 et le Jour 18 de leur cycle cestral. Celles qui ont recu une injection de
D-L, cloprostenol se situaient entre le Jour 4 et le Jour 16, et celles qui ont regu une injection de
luprostiol se situaient entre le Jour 3 et le Jour 12 de leur cycle. La premiere administration du
traitement d’altrenogest a été menée sur des femelles se situant entre le Jour 1 et le Jour 14 de
leur cycle cestral. Des la derniere administration d’altrenogest, les femelles ont été placées en

présence de males de fertilité éprouvée.

e Détermination précise du moment de I’ovulation

Afin de connaitre exactement le stade du cycle cestral de chaque femelle au moment
d’appliquer le traitement et pour déterminer le retour des chaleurs, la colonie a été controlée
deux fois par jour pour détecter les ouvertures de la membrane vaginale et 'ovulation était alors
confirmée par un frottis vaginal. Lorsqu’au moins la moitié de la membrane vaginale était
perforée, des frottis vaginaux ont été réalisés a 12 heures d’intervalle jusqu’a ce que I'ovulation
soit confirmée (Jour 0) par le premier frottis présentant un afflux de leucocytes succédant a des
frottis présentant de nombreuses cellules kératinisées (Figures 30 et 31). La longueur moyenne
de cycle des cochons d’Inde utilisés dans cette étude était de 16,2 + 0,2 jours (observé sur

83 cycles).
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Clitoris
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Frottis post-ovulation :

Frottis pré-ovulation : afflux de leucocytes

nombreuses cellules kératinisées

Figure 31 Interprétation des frottis vaginaux
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e Analyse statistique

La capacité de 'hormone a induire I'ovulation a été évaluée par le biais de l'intervalle
traitement-ovulation. Celui-ci correspond au temps (en jours) entre l'injection et le moment de
I'ovulation pour les traitements avec des analogues de PGFzq, et l'intervalle entre la derniére
administration d’hormone et I'ovulation pour le traitement d’altrenogest.

Les données sont présentées sous la forme moyenne * écart-type. L’analyse statistique a
consisté en une régression linéaire (Analysis Tool, Microsoft excel). Pour tous les graphiques, le
Jour 0 est considéré comme le jour de référence et correspond a la derniere ovulation.

Les données concernant la taille de portée ont été analysées grace a un test t de Student

(Analysis Tool, Microsoft excel).
I.3. RESULTATS

Les effets des traitements sur la durée du cycle cestral et l'intervalle fin de traitement-

ovulation sont représentés dans la Figure 32.
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Figure 32 : Effets des analogues de PGF2a et du progestagéne sur le durée du cycle cestral
et 'intervalle traitement-ovulation
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* Longueur du cycle

Quel que soit le stade du cycle des femelles lors de I'administration de '’hormone, aucun
des trois analogues de PGF2« n’a modifié la durée du cycle cestral (P > 0,05) avec respectivement
15,76 + 0,31 jours dans le cas du D-cloprostenol, 17,32 * 0,42 jours dans le cas du
D,L-cloprostenol et 16,17 *+ 0,36 jours dans le cas du luprostiol.

En revanche, le cycle s’est allongé tant que 'altrenogest était administré, jusqu’a 34 jours.

e Intervalle traitement-ovulation

La durée de l'intervalle entre la fin du traitement et 'ovulation dépendait du stade du
cycle des femelles (P < 0,05) et variait pour les trois traitements utilisant des analogues de PGF2«
avec respectivement un écart de 1 a 18 jours dans le cas du D-cloprostenol, de 4 a 16 jours dans
le cas du D,L-cloprostenol et de 4 a 16 jours dans le cas du luprostiol.

En revanche, la durée de l'intervalle entre la fin du traitement et I'ovulation était constant
quel que soit le stade du cycle des femelles (P > 0,05) lors du début du traitement d’altrenogest.
A lissue du traitement, les 29 femelles ont ovulé 4,43 + 0,13 jours apres la derniere
administration par voie orale d’altrenogest. La distribution de I'apparition des chaleurs est trés
regroupée entre le 4¢me et le 5¢me jour aprés 'arrét du traitement, avec 93% des femelles (27/29)

ayant déja ovulé au 5¢me jour (Figure 33).

altrenogest

Nombre de femelles

3 a B 6

Intervalle traitement-ovulation (jours)

Figure 33 : Distribution des femelles ayant ovulé suite a la derniere administration d’altrenogest
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* Taux de gestation et taille de portée

Suite au traitement avec l'altrenogest, les 29 femelles dont I'ovulation a été induite ont été
placées avec des males de fertilité éprouvée. Un mois plus tard, le taux de gestation estimé par
palpation abdominale était de 79% (23/29). Six femelles sont mortes ou ont avorté. Le taux de
mise-bas était de 66% (19/29) et la taille de portée était de 3,05 + 0,19 jeunes. La taille de portée
des animaux traités n’était pas statistiquement différente (P > 0,05) des tailles de portée des

femelles non-traitées du méme élevage pendant la méme période (3,09 * 0,27 jeunes, n=25).

1.4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Bien que I'étude de la bibliographie indique que les PGF« sont responsables de la lutéolyse
chez Cavia porcellus, il n’a pas été possible d’induire I'ovulation chez les animaux traités avec des
analogues de PGF;q dans cette expérience. Les doses employées pour ce travail étaient plus
faibles que celles employées dans les années 1960 et 1970. Toutefois les PGF24 disponibles a
I'époque exigeaient I'emploi de doses plus élevées que celles utilisées de nos jours. La posologie
utilisée pour cette expérience est supérieure a celle employée actuellement chez les vaches
traitées avec ces mémes analogues synthétiques de PGFz« (Plata et al., 1990). Méme lorsque les
doses de D,L-cloprostenol ont été doublées, lors d’essais complémentaires, aucun effet
lutéolytique n’a été détecté. Il convient de remarquer que tous les travaux antérieurs qui ont
rendu compte de l'effet lutéolytique des PGF2« chez Cavia porcellus ont été menés sur des
femelles hystérectomisées (Blatchley et Donovan, 1969; Tso et Tam, 1977). A ce jour, aucun
traitement de maitrise du cycle cestral utilisant des analogues de PGF2« n’a été décrit chez des
femelles Cavia porcellus avec un utérus intact. Osamu Suzuki! (communication personnelle,
janvier 2012) a essayé de synchroniser les chaleurs de Cavia porcellus en utilisant plusieurs
doses d’analogues de PGF2, et a observé une perturbation de l'effet de la progestérone mais n’a

jamais constaté d’interruption de la phase lutéale.

En revanche, cette expérience montre que l'administration de 0,ImL (0,22mg/kg)
d’altrenogest par voie orale quotidiennement pendant quinze jours permet d’induire I'ovulation
dans les 4 a 5 jours apres l'arrét du traitement indépendamment du stade du cycle auquel se
trouvait la femelle au début du traitement. Concernant la durée du traitement, il a été décidé

d’administrer I'hormone pendant 15 jours afin d’éviter la présence de C] résiduel a la fin du

1 0samu Suzuki (D.V.M,, Ph.D.) e-mail: osuzuki@nibio.go.jp
Senior Researcher, Lab. of Experimental Animal Models
National Institute of Biomedical Innovation
Saito-Asagi 7-6-8, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, JAPAN
Phone:+81-72-641-9852 FAX:+81-72-641-9857
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traitement, sachant que la durée du cycle cestral naturel des cochons d’'Inde utilisés dans cette
expérience était de 16,17 £ 0,21 jours. Ainsi la durée du traitement devrait étre adaptée pour des
populations dont la durée de cycle cestral naturel serait significativement différente de celle
constatée pour cette expérience.

Comparativement aux autres méthodes pour synchroniser les chaleurs de Cavia porcellus,
l'utilisation de progestagene par voie orale est facile a mettre en place dans des conditions
d’élevage puisqu’elle n'implique pas les anesthésies nécessaires a la pose et au retrait d'un

implant (Figure 34).

Figure 34 : Administration d’altrenogest par voie orale

La possibilité de distribuer l'altrenogest directement sur l'aliment, comme c’est le cas
lorsqu’il est utilisé chez les juments ou les truies, n’est pas envisageable dans le cas du cochon
d’'Inde. En effet le comportement alimentaire du cochon d’Inde est caractérisé par un grand
nombre de petit repas dispersés tout au long de la journée (Hirsch, 1973), contrairement a la

jument et la truie qui mangent l'intégralité de leur ration sitot servie. Il serait par conséquent
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impossible de s’assurer que chaque animal d'un groupe vivant ensemble a regu la dose
appropriée d’hormone. Ainsi I'administration quotidienne et individuelle directement dans la
bouche est nécessaire. Cette technique est astreignante pour 'opérateur qui doit attraper puis
tenir I'animal tout en lui administrant I'hormone. Toutefois les cochons d’Inde sont trés dociles
lorsqu’ils sont manipulés fréquemment et avec douceur. Ils s’habituent alors a recevoir le
traitement et se laissent manipuler sans probleme au bout de quelques jours d’apprivoisement.
Ce mode d’administration de progestagene est donc non seulement efficace mais également

moins traumatisant et invasif pour I'animal et par conséquent plus respectueux de son bien-étre.

La dose de 0,1mL correspond a une dose élevée de progestagene (0,22mg/kg), cinq fois
supérieure a celle employée chez les juments par exemple (Pinto, 2011). Il semble toutefois que
le surplus d’altrenogest soit éliminé dans les feces (Stewart et al.,, 2010). Aucun effet négatif lié
au traitement avec de I'altrenogest n’a été identifié au cours de I'expérience : ni sur les cochons
d’'Inde, ni sur leurs performances reproductives. Les taux de gestation, de mise-bas ainsi que les
tailles de portées étaient comparables a ceux des femelles non-traitées. Les jeunes issus de ces
portées ont eu une croissance comparable a leurs congéneres du méme age au sein de 1'élevage.
Par la suite, ces jeunes ont été intégrés dans le plan d’accouplement de 1'élevage et ont eu les
mémes performances de reproduction que leurs congéneéres (fertilité et prolificité).

Des essais de synchronisation des chaleurs d’'une autre population de cochons d’inde ont été
menés suite a cette expérience. Des animaux consanguins de I'Institut Pasteur, utilisés pour la
recherche biomédicale, ont regu le méme traitement d’altrenogest que celui décrit
précédemment et 87,5% des femelles ont été synchronisées (7 femelles synchronisées sur
8 femelles traitées, dont 3 nullipares et 5 multipares). Il est donc envisageable d’utiliser cette

méthode de synchronisation des chaleurs pour tout type de population.
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Il. PROTOCOLE DE PRODUCTION D’EMBRYONS DE
CAVIA PORCELLUS

Le protocole de superovulation de Cavia porcellus utilisant de 'hMG décrit par (Suzuki et al.,
2003), a été élaboré sur des femelles naturellement cyclées. Il n’existe pas a ce jour de résultats
concernant | ‘efficacité de ce traitement chez des femelles ayant recu un traitement de
synchronisation des chaleurs. La ressemblance entre la séquence d’acides aminés des récepteurs
a FSH de Cavia porcellus et celle des primates invite a tester l'utilisation d’autres hormones
disponibles et utilisées pour induire la superovulation chez les femmes, notamment la FSH-

recombinante humaine (FSH-r).

I1.1. OBJECTIFS

L’objectif de cette expérience est de proposer une méthode standardisée qui permette
d’augmenter le nombre d’embryons produit par femelle Cavia porcellus préalablement
synchronisée grace a un traitement de progestagéne par voie orale pendant 15 jours. Ainsi, deux
hormones ont été testées (hMG et FSH-r) pour évaluer leur capacité a induire une
superovulation sur des femelles synchronisées et a augmenter la production d’embryons viables

par femelle.

I1.2. MATERIELS ET METHODES

e Animaux

Cinquante-trois femelles cochons d’'Inde normalement cyclées provenant de l'élevage
Maria-Marcela (Puente Piedra, Pérou), agées de 6 a 12 mois et pesant 1 a 1,5Kg, ont été utilisées
pour cette expérience. Maintenus en conditions d’élevage agricoles, les animaux ont regu de
I'aliment commercial spécialement congu pour les cochons d’'Inde reproducteurs et enrichi en

vitamine C, ainsi que du fourrage frais quotidiennement et de I'’eau de boisson ad libitum.
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¢ Traitements hormonaux

Toutes les femelles ont été synchronisées selon le protocole validé dans l'expérience
précédente: 15 jours d’administration orale quotidienne de 0,1mL (0,22mg/Kg) d’altrenogest
(Regumate® Equin, MSD Santé Animale, France). Les femelles ont été réparties en trois
groupes :

- G1 groupe témoin : seize femelles n’ont regu aucun traitement de superovulation a l'issue

du traitement de synchronisation des chaleurs,

- G2 superovulation avec de I'hMG: vingt-trois femelles ont recu un traitement de
superovulation dérivé de celui proposé par (Suzuki et al, 2003b). Lors de la derniere
administration d’altrenogest (Jour 15), les femelles ont également recu une premiere
injection intra-musculaire de 5Ul d’hMG (hMG Massone®, Instituto Massone, Argentine).
La deuxieme injection a été réalisée 24 heures plus tard (Jour 16) et la troisieme

48 heures plus tard (Jour 17). (Figure 35)

5U1 S5UI 5U1
hMG  hMG hMG

=== = 0,22Zmg/Kg fjour — = === 1 i ¥ 7
I altrenogest | Tell1p>
I | | | > (jours)
0 15 16 17 18 19 22-23
\ v v
Mise au Frottis Collecte
male vaginal des

embryons

Figure 35 : Protocole de superovulation avec de 'hMG (G2)

- G3 superovulation avec de la FSH-r: quatorze femelles synchronisées avec de
'altrenogest ont recu six injections intra-musculaires de 5UI de FSH-r (Puregon®,
Organon SA, France). La premiere injection a été réalisée en méme temps que la derniere
administration d’altrenogest (Jour 15) et les cinq injections suivantes on été réalisées a

12 heures d’intervalle (Jour 15,5; 16;16,5; 17 et 17,5). (Figure 36)
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Figure 36 : Protocole de superovulation avec de la FSH-r (G3)

Les cinquante-trois femelles de cette expérience ont été placées en présence de males des
le Jour 17, puis la colonie a été controlée deux fois par jour afin de détecter I'ouverture de la
membrane vaginale. Dés qu’au moins la moitié de la membrane vaginale était perforée, des
frottis vaginaux ont été réalisés toutes les 12 heures afin de déterminer le moment précis de
I'ovulation, lorsque la prédominance des cellules kératinisées dans le frottis faisait place a I'afflux
de leucocytes. La présence d'un bouchon muqueux (vaginal) dans la litiére a permis de confirmer

la copulation.

¢ (Collecte des embryons

Compte tenu de la taille de cette espece, les cinquante-trois femelles ont été abattues puis les

tractus génitaux prélevés pour effectuer la collecte.

- Techniques d’abattage

Concernant la méthode d’abattage, un soin particulier a été pris pour limiter le stress et la
douleur ressentis par les animaux. Les méthodes traditionnelles d’abattage des cochons d’'Inde
au Pérou sont la luxation cervicale et le coup violent sur la téte. Le coup doit étre asséné sur le
milieu du crane avec suffisamment de force pour produire une hémorragie cérébrale massive, et
par conséquent une dépression immédiate du systeme nerveux central. L’animal devient
inconscient immédiatement et est donc insensible a la douleur. Apres avoir assommé 1'animal,

les gros vaisseaux sanguins majeurs ont été sectionnés et 'abdomen ouvert.
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La luxation cervicale quant a elle consiste a séparer le crane et le cerveau de la moelle
épiniére en exercant une pression a la base postérieure du crane. Lorsque la séparation de la
moelle est faite, le cerveau n'envoie plus de stimulations respiratoires ni cardiaques, conduisant
a la mort. La moelle épiniére sectionnée n'émet plus de stimulations douloureuses a partir de la
zone postérieure a la séparation. Ainsi, avec la séparation de la moelle du cerveau, les stimuli
douloureux ne peuvent plus étre percus. Cependant, il peut y avoir des contractions musculaires
importantes.

Ces méthodes sont beaucoup plus rapides pour les animaux que I'’euthanasie dans un caisson
a CO2 recommandé en France et ou I'animal ressent de la douleur pendant plusieurs secondes
avant la sédation puis finalement la mort.

Lors de I'abattage des animaux, 'opérateur principal chargé des traitements et donc connu
des animaux s’est chargé de leur transport entre le batiment d’élevage et le lieu d’euthanasie afin
de limiter leur stress. La personne chargée de I'abattage posséde une grande maitrise des deux
méthodes choisies. Le coup violent sur la téte a été retenu chaque fois que cela était possible car
c’est la méthode la plus rapide pour I'animal (pas de nécessité de I'immobiliser comme c’est le

cas pour la luxation cervicale).

- Prélevement et perfusion des tractus génitaux

Les embryons des cinquante-trois femelles euthanasiées ont été collectés 3 a 5 jours apres
'ovulation. A ce moment, les embryons ont traversé la jonction utéro-tubaire et se trouvent dans
la corne utérine aux stades 8-16 cellules a morula compactée-jeune blastocyste respectivement.
Les tractus génitaux (oviducte et cornes utérines) ont été immédiatement prélevés apres
I’euthanasie. Dans un premier temps, les cornes utérines ont été perfusées en injectant 1mL de
liquide de collecte (Ringer lactate supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau foetal)
directement dans la lumiere de la corne a 'aide d’une aiguille de 27 gauge reliée a une seringue
de 1mL. Afin de s’assurer que toutes les structures étaient collectées, I'oviducte était ensuite
perfusé a l'aide d’'un capillaire en verre effilé d’environ 0,3mm de diametre attaché a une
seringue de 2mL remplie de liquide de collecte. Dans les deux cas, les embryons ont été collectés
dans des boites de pétri.

Les structures ovariennes ont été observées et le nombre de corps jaunes enregistrés. Les
embryons collectés ont été dénombrés et observés sous loupe binoculaire (x100) pour évaluer
leur qualité selon les criteres morphologiques établis par I'l[ETS (International Embryo Transfer
Society) (IETS, 2010). L’évaluation de l'intégrité de la zone pellucide et de 'homogénéité des
blastomeres a permis de distinguer les embryons de bonne qualité (qualité 1 a 2 notées Q1 et Q2),

congelables, et ceux de mauvaise qualité (qualité 3 notée Qz) voire non-fécondés (notés NF).
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Pour chaque groupe de femelles, le pourcentage de femelles ayant ovulé, I'intervalle entre la fin
du traitement de synchronisation et l'ovulation, le nombre de CJ, le nombre de structures
collectées, le taux de collecte (nombre total de structures collectées/ nombre de corps jaunes)

ainsi que la qualité des embryons collectés ont été déterminés.

e Analyse statistique

Les données sont exprimées sous forme de moyennes * écart-type. Les comparaisons ont
été réalisées avec des tests t de Student pour analyser les effets relatifs de chaque hormone sur
le taux d’ovulation, le nombre et la qualité des structures collectées par rapport au groupe
témoin. Le seuil de significativité choisi est P < 0,05.

Les évaluations statistiques du pourcentage de femelles qui ont ovulé et du taux de collecte ont

été réalisées a I'aide d’un test de Khi?, avec un intervalle de confiance de 95% (o = 0.05).

I1.3. RESULTATS

Le pourcentage de femelles qui a ovulé varie de 91,3% a 100% et le taux de collecte de
63,4% a 81,0% en fonction du traitement (Tableau 1). Ces taux ne sont pas significativement
différents pour les femelles superovulées par rapport au groupe témoin (P > 0,05).

Le nombre de C] observés et le nombre de structures collectées sont significativement
plus élevés chez les animaux superovulés que chez le groupe témoin (P < 0,05): 9,1 * 1,6 C] et
6,7 + 1,3 structures ont été collectées sur les femelles traitées avec de 'hMG contre 12,2 + 2,1 et
9,6 £ 2,1 pour les femelles traitées avec de la FSH-r.

Le nombre d’embryons Q1 et Q2 est significativement plus élevé chez les femelles
superovulées par rapport au groupe témoins (P < 0,05): 44 + 1,5 et 3,0 + 1,9 embryons
congelables ont été respectivement obtenus avec les traitements d’hMG et de FSH-r en
comparaison de 0,8 + 0,4 chez le groupe témoin.

Un nombre élevé d’ovocytes non-fertilisés est observé dans le groupe 3 traité avec de la
FSH-r.

L’intervalle entre la fin du traitement de synchronisation et l'ovulation n’est pas
significativement différent chez les femelles superovulées par rapport au groupe témoin

(P> 0,05).
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Tableau 1 : Effets des traitements de superovulation sur la réponse ovarienne et la qualité des embryons collectés

Femelles Inservalle Nombre Taux
Traitement Nombre Nombre Nombre
n iy synchronisation- | de corps - - d'embryons | d'embryons oy
ovulé aiuliagian - structures | collecte Q1 et Q2 Q3 de NF
(%) (jours) collectées (%)
G1l:| 16 1002 560,32 3,4+0,32 2.3%0,5¢ 63,4 0,8+0,42 0,9+0,32 0,520,3¢
témoin
G2: |23 91,3 49+0,2¢ 9,1+1,60 6.7+£1,3% 72,42 4,4+1,50 2,040,408 0,420,3:
hMG
G3:| 14 92.9: 4,5+0,27¢ 12,2+#2,10 | 9.6%2,1¢ 81,0= 3,0£1,90 2,4+1,30 4,2+1,30
FSH-r
Les exposants présentant des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différents (P < 0,05)
11.4. DISCUSSION —CONCLUSION

Quel que soit le traitement, plus de 90% des femelles ont ovulé apres la synchronisation,
aussi bien dans le groupe témoin que dans les groupes superovulés. Les traitements de
superovulation n’ont pas affecté I'apparition des chaleurs dans les 4 a 5 jours apres la fin du
traitement de synchronisation. L'ovulation semble avoir lieu un peu plus rapidement chez les
animaux traités, dont les ovaires ont été stimulés, mais 'analyse statistique des données ne
montre aucune différence significative.

Chez les femelles traitées avec de 'hMG et de la FSH-r, le nombre de C] a été multiplié par 3 et
4 respectivement par rapport au groupe témoin. Il en est de méme pour le nombre d’embryons
congelables obtenus sur les femelles superovulées. Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus par les équipes de Suzuki (Suzuki et al., 2003) et de Dorsch (Dorsch et al., 2008) qui
avaient collecté respectivement 5,4 + 1,6 et 5,7 + 2,0 embryons 4 jours apres 'accouplement des
femelles superovulées avec 15Ul d’hMG. Ces travaux avaient été réalisés sur des femelles
naturellement cyclées, tandis que les résultats présentés dans ce travail ont été obtenus sur des
femelles préalablement synchronisées.

Les taux de collecte obtenus sur les femelles superovulées sont supérieurs a 70% et
confirment que la perfusion de la corne utérine puis de l'oviducte est une méthode appropriée
pour optimiser le nombre de structures collectées. La vitesse de transit des embryons peut étre
modifiée par le traitement de superovulation comme I'a remarqué 1'équipe de Dorsch (Dorsch et
al,, 2008), une collecte en deux étapes, en commencant par la corne utérine puis les oviductes,
permet d’avoir des renseignements sur la vitesse de transit des embryons en fonction des

traitements. Dans notre expérience, les embryons de bonne qualité collectés au-dela de 3 jours
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se trouvaient toujours dans les cornes utérines aussi bien chez le groupe témoin que chez les
femelles superovulées. Les ovocytes non-fécondés et les embryons de mauvaise qualité ont
souvent été collectés dans les oviductes.

La quantité relativement élevée d’ovocytes non-fécondés obtenus avec le traitement utilisant
de la FSH-r mérite réflexion. Bien que la fertilité des males n’ait pas posé probléme lors des
expériences précédentes, les températures anormalement élevées pouvant atteindre 35°C et le
stress hydrique ont pu perturber la fertilité des males utilisés sur les femelles du groupe 3. En
effet, Cavia porcellus est trés sensible au coup de chaleur, lorsque la température ambiante
dépasse 28°C, ainsi qu’a la déshydratation. L’ensemble de l'organisme est affecté et des
symptomes apparaissent rapidement: congestion des vaisseaux périphériques avec polypnée,
hyperthermie, soif, ptyalisme important, cyanose, prostration, voire mort de l'animal (Solau
Poissonnet, 2004). De plus, la quantité significativement plus élevée de structures non-fécondées
collectées sur les femelles traitées avec de la FHS-r peut étre également liée a la mauvaise qualité
des ovocytes produits. Cette expérience devra étre réitérée dans des conditions
environnementales mieux maitrisées et avec un nombre d’animaux suffisant pour optimiser les
doses de FSH-r et les moments d’administration afin de mesurer l'influence du traitement sur la
qualité des embryons collectés.

En conclusion, les protocoles de superovulation avec hMG ou la FSH-r sur femelles avec
synchronisation des chaleurs peuvent étre validés pour la mise en place d’'une cryobanque chez

cette espéce.
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IIl. CRYOCONSERVATION DES EMBRYONS DE CAVIA
PORCELLUS

Dans la littérature, une seule publication rapporte des essais de congélation d’embryons de
Cavia porcellus au stade morula (Dorsch et al., 2008). Ces travaux ont permis de comparer
'efficacité du DMSO et du PROH comme cryoprotecteurs pour congeler des embryons de
Cavia porcellus. Les tests de viabilité a la fluorescéine de diacétate (FDA) ont montré que 'on
obtenait de meilleurs résultats avec le PROH. Néanmoins, ce test a la FDA ne montre que la
viabilité des embryons décongelés mais ne prouve pas leur capacité a se développer de nouveau.
Pour démontrer que le métabolisme des embryons est préservé a l'issue du processus de
congélation-décongélation, il est nécessaire de les cultiver in vitro et de vérifier qu'ils soient

capables de reprendre un développement normal.
II1.1. OBJECTIFS

L’objectif de cette expérience est de proposer une méthode de congélation des embryons
de Cavia porcellus évaluée sur la base des résultats de culture in vitro des embryons décongelés.
L’efficacité du PROH a été comparée a celle de I'éthylene glycol (EG) en utilisant un processus de
congélation lente. Par ailleurs, quelques essais préliminaires de vitrification d’embryons de

Cavia porcellus ont été menés dans une phase exploratoire.

1I11.2. ESSAIS PRELIMINAIRES RELATIFS AU MILIEU DE CULTURE
D’EMBRYONS FRAIS

Des essais préliminaires de culture in vitro ont été menés sur vingt-huit embryons frais a
des stades et de qualités différentes afin de tester I'efficacité du milieu envisagé pour cultiver les

embryons décongelés.

e Matériels et méthodes

Vingt-huit embryons collectés sur trois femelles synchronisées avec de I'altrenogest et
superovulées avec de 'hMG puis euthanasiées 3,5-4,5 jours aprées I'ovulation ont été utilisés dans
cette expérience. Ils ont été cultivés in vitro dans des boites a quatre puits (Nunc®, ThermoFisher
Scientific, USA). Trois a quatre embryons ont été placés par puits dans 750 pL de milieu de
culture KSOM (EmbryoMax® KSOM Embryo Culture, Millipore, France) dans une étuve a 38,5°C
sous atmosphere de 5% de CO: dans l'air et 98% d’humidité. La capacité de développement des

embryons frais a été évaluée par le taux de développement des embryons apres 48 heures de
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culture in vitro et leur qualité jugée de la méme fagcon que dans I'expérience précédente, selon les

criteres morphologiques établis par I'l[ETS.

e Résultats

Aucun embryon collecté a un stade inférieur a 8 cellules 3,5-4,5 jours apres 'ovulation ne
s’est développé apreés 48 heures de culture in vitro, ni les embryons de 8 cellules (Q3) de
mauvaise qualité. En revanche tous les embryons de 8 cellules et plus de bonne qualité (Q1) se
sont développés jusqu’au stade de blastocyste apres 48 heures de culture in vitro dans du KSOM.

(Tableau 2 et Figure 37)

Tableau 2 : Taux de développement des embryons de Cavia porcellus aprés 48h de culture in vitro

Type d'embryon Nombre Stade des embryons Taux de
d'embryons | aprés 48h de culture in vitro | développement

2 cellules Qs 5 5 embryons de 2 cellules 0%

4 cellules Q3 5 5 embryons de 4 cellules 0%

8 cellules Q3 3 3 embryons de 8 cellules 0%

8 cellules Q1 14 14 blastocystes 100 %

16 cellules Q; 1 1 blastocyste 100%
Morula Q4 2 2 blastocystes 100%

2 cellules Q3 4 cellules Q3 8 cellules Q3

Blastocyste
épanoui

¥

8 cellules Q1 16 cellules Q1 Marula 2l

Figure 37 : Stades et qualités d’embryons de Cavia porcellus

e Discussion-conclusion

D’apres les travaux de Hunter (Hunter et al, 1969), les embryons normalement
développés doivent avoir atteint le stade 8 a 16 cellules au bout de 3 jours aprées I'ovulation.

L’absence de développement, aprés 48 heures de culture in vitro, des embryons de moins de
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8 cellules collectés 3,5-4,5 jours apres l'ovulation confirme leur non-viabilité. Lorsque des
embryons normalement développés a 3,5-4,5 jours apres I'ovulation sont cultivés in vitro dans
du KSOM, seuls les embryons au moins au stade 8 cellules de bonne qualité (Q1) se développent.
Afin de pouvoir observer la reprise du développement embryonnaire d’embryons décongelés,
seuls les embryons de qualité Q1 ont donc été utilisés pour les essais de congélation lente et de

vitrification d’embryons de Cavia porcellus.

I11.3. CONGELATION LENTE ET VITRIFICATION D’EMBRYONS

e Matériels et méthodes

Un total de quatre-vingt-onze embryons aux stades jeune morula a jeune blastocyste de
bonne qualité (Q1) ont été choisis parmi les embryons collectés sur les femelles du groupe 2 et 3.
Immédiatement apres la collecte, les embryons ont été recherchés sous loupe binoculaire dans le
milieu de collecte et transférés dans une solution de conservation en frais (holding medium, IMV
technologies, France) pour les dénombrer et évaluer leur qualité. Les embryons ont été stockés a
température ambiante et dans I'obscurité avant congélation pendant une durée n’excédant pas

2 heures entre la collecte et le début de la congélation.

- Congélation lente

Le protocole de congélation lente a commencé par une étape d'imprégnation des embryons
dans une solution cryoprotectrice composée d’ IMV holding medium contenant 0,2M de
tréhalose (réf. T0167, Sigma, France) et 10% (v/v) de cryoprotecteurs a température ambiante
pendant 10 minutes. Deux cryoprotecteurs ont été testés pour la congélation lente : le Groupe A
comporte les embryons congelés avec de I'EG (réf. E9129, Sigma, France) et Groupe B les
embryons congelés avec du PROH (réf. 134368, Sigma, France). Les embryons ont alors été
montés en paillettes stériles de 0,25mL (IMV Technologies, France), en utilisant deux colonnes
d’ IMV holding medium contenant 0,25M de sucrose (réf. S7903, Sigma, France) séparées de la
colonne centrale contenant les embryons par des bulles d’air, et scellées par un bouchon stérile

permettant 'identification (Figure 38).

a b c d c b
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Figure 38 : Schéma du montage des embryons en paillettes avant
congélation lente:
(a) bouchon ; (b) IMV holding medium + 0.25M Sucrose ; (c) bulle d’air;
(d) solution cryoprotectrice + embryons
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Apres 10 minutes dans cette solution, les embryons montés en paillettes ont été placés
dans un congélateur programmable (CL 8800®, CryoLogic, Australie) préalablement refroidi a
-6°C (Figure 39). Apres 5 minutes d’équilibration, I'induction de cristallisation a été réalisée en
touchant I'extrémité de la paillette située a c6té du bouchon avec un écouvillon refroidi dans
'azote liquide jusqu’a I'apparition des premiers cristaux de glace (opacification du milieu). Une
deuxieme période d’équilibration de 10 minutes a -6°C a été observée avant de refroidir les
paillettes jusqu’'a -35°C avec une vitesse de 0,5°C.min-1, puis elles ont été directement plongées

dans I'azote liquide pour un stockage d’'une durée minimum de 48 heures.

Figure 39 Congélateur programmable :

(A) chambre de congélation ; (B) cuve a azote liquide ; (C) programmateur ; (D) relais informatique

- Vitrification
Le protocole de vitrification évite la formation des cristaux de glace en utilisant des

concentrations importantes de cryoprotecteurs. Afin de minimiser leur toxicité propre, il est
nécessaire de minimiser le temps d'exposition des embryons et d'utiliser plusieurs agents au
cours d'un méme protocole et de faire subir aux embryons des bains de concentration en
cryoprotecteurs croissante.

Ainsi les embryons ont d’abord subi une étape d’imprégnation dans une solution
cryoprotectrice contenant de 'EG et du DMSO appelée VS1 [IMV holding medium contenant
0,1M de tréhalose (réf. T0167, Sigma, France), 5% (v/v) d’EG et 5% (v/v) de DMSO (réf. D2650,

Sigma, France) ] pendant 5 minutes a température ambiante.
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Les embryons ont ensuite été transférés dans la solution de vitrification VS2 [IMV holding
medium contenant 0,2M de tréhalose, 10% (v/v) d’EG et 10% (v/v) de DMSO] pendant
3 minutes a température ambiante.

Finalement, les embryons ont été transférés dans VS3 [IMV holding medium contenant
0,4M de tréhalose, 20% (v/v) d’EG et 20% (v/v) de DMSO] pendant 30 secondes durant
lesquelles ils ont été directement montés en paillettes stériles de 0,25mL en utilisant deux
colonnes d’ IMV holding medium contenant 0,5M de sucrose séparées de la colonne centrale
contenant les embryons par des bulles d’air, et scellées par un bouchon stérile permettant
I'identification (Figure 40).

Pour la vitrification, les paillettes ont été placées directement dans I'azote liquide dans les

30 secondes suivant I'incubation dans VS3. Les embryons vitrifiés constituent le Groupe C.

a b c d c b
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Figure 40 : Schéma du montage des embryons en paillettes avant
vitrification:
(a) bouchon ; (b) IMVholding medium + 0.5M Sucrose ; (c) bulle d’air;
(d) VS3 + embryons

- Décongélation

Les paillettes ont été décongelées en les agitant doucement dans l'air a température ambiante
une dizaine de secondes avant de les immerger 20 secondes dans un bain-marie a 25°C.
Immédiatement apres la décongélation, les paillettes ont été vidées de leur contenu dans des
boites de pétri. Afin d’assurer la sortie des cryoprotecteurs des embryons et de les réhydrater,

des bains successifs de concentration en sucrose décroissante ont été appliqués comme suit :

- Groupes A et B (congélation lente) : IMV holding medium contenant 0.25M de sucrose
pendant 5 minutes, puis I'IMV holding medium pendant 5 minutes

- Groupe C (vitrification) : IMV holding medium contenant 0.5M de sucrose pendant
5 minutes, puis IMV holding medium contenant 0.25M de sucrose pendant 5 minutes,

et enfin IMV holding medium pendant 5 minutes.

- Culture in vitro

Tous les embryons ont ensuite été cultivés in vitro par groupe de trois a quatre dans des
boites a quatre puits Nunc, avec 750 pL de milieu de culture KSOM par puits, placées dans une

étuve a 38,5°C sous atmosphere de 5% de CO: dans l'air et 98% d’humidité. Le taux de
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développement embryonnaire a été évalué par le nombre d’embryons qui se sont développés
jusqu’au stade blastocyste apres 48 heures de culture in vitro par rapport au nombre

d’embryons mis en culture.

- Analyse statistique

L’analyse statistique de l'influence de la solution cryoprotectrice et de la méthode de

congélation sur le taux de développement embryonnaire a été réalisée grace a un test de

comparaison des proportions, avec un intervalle de confiance de 95% (a = 0.05).

e Résultats

Les résultats des taux de survie embryonnaire sont présentés dans le Tableau 3. Le taux
de survie embryonnaire des embryons de bonne qualité (8-16 cellules a morulae Q1) apres
décongélation et 48 heures de culture in vitro a atteint 70,3% apres la congélation lente avec de
I'EG comme cryoprotecteur, 10% apres la congélation lente avec du PROH et 41,7% apres
vitrification. L’analyse statistique montre une différence significative (P < 0,05) entre les trois

groupes de congélation.

Tableau 3 : Influence des solutions cryoprotectrices sur le taux de survie embryonnaire des embryons
cryopréserveés

Nombre d’embryons
s . Blastocystes Taux de
. Cultivés \ .
Congelés L apres 48h survie
in vitro A .

Groupes in vitro embryonnaire
Group A : congélation 37 37 26 70,3%?2
lente avec EG
Group B : congélation 30 30 3 10,0%P
lente avec PROH
Group C: Vitrification 24 24 10 41,7%°¢

Taux de Survie Embryonnaire = nombre de Blastocystes apres 48h de culture in vitro / nombre d’embryons cultivés
Les exposants avec des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différents (P < 0,05)

e Discussion-conclusion

Pour la premiére fois, des embryons décongelés de Cavia porcellus ont été évalués apres
48 heures de culture in vitro, permettant ainsi 'obtention d’informations plus précises que les

tests de viabilité a la FDA réalisés antérieurement (Dorsch et al., 2008). Lors de cette expérience,
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aucun embryon congelé avec du DMSO n’avait été considéré viable tandis que 64,8% des
embryons congelés dans du PROH étaient considérés viables sur la base d'une fluorescence de la
plupart des blastomeres. Le taux de survie embryonnaire obtenu apreés 48 heures de culture
in vitro des embryons congelés avec du PROH (10%) tres inférieurs a ceux obtenus avec le test a
la FDA indiquent que cette méthode n’est pas suffisante pour estimer la viabilité des embryons
apres congélation et invitent a écarter le PROH comme cryoprotecteur pour la congélation
d’embryons de Cavia porcellus.

Une différence significative est observée entre la congélation lente avec de I'EG comme
cryoprotecteur et la vitrification. Toutefois, les taux de survie embryonnaire de 70,3% en
congélation lente avec de 'EG et de 41,7% avec la vitrification sont satisfaisants par rapport aux
résultats obtenus avec des protocoles similaires chez d’autres especes. Par exemple, le taux de
survie embryonnaire obtenu pour des embryons bovins congelés lentement avec de 'EG comme
cryoprotecteur se situent autour de 70% (Voelkel et Hu, 1992). Chez le lapin, (Mehaisen et al,,
2006) ont obtenus des taux de survie embryonnaire apres culture in vitro d’embryons dévitrifiés
de 34,3% lorsque les femelles étaient superovulées avec de I'eCG et de 46,7% lorsqu’elles étaient
superovulées avec de la FSH.

Bien que les résultats de vitrification soient encourageants, I'objectif de mise en place d’'une
cryobanque des lignées natives invite a considérer la méthode de congélation lente avec de I'EG
comme plus appropriée. Il s’agit en effet de proposer des méthodes pratiques pour une
utilisation de terrain. Or la vitrification, si elle présente les avantages d’étre plus rapide et d’avoir
besoin de moins de matériel, est une technique qui demande une grande habileté de la part de
I'opérateur par rapport a la congélation lente et la rend peu propice a I'utilisation en routine sur

le terrain pour la cryoconservation de populations d’élevage de Cavia porcellus.
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IV. TRANSFERTS D’EMBRYONS FRAIS ET

DECONGELES DE CAVIA PORCELLUS

Seule I'équipe de Suzuki (Suzuki et al, 2000) a mentionné la réalisation de transfert
d’embryons de Cavia porcellus. Trois femelles receveuses au 4¢™e jour de leur cycle ont regus
trois a quatre embryons agés de 4 jours directement dans les cornes utérines. L'une d’entre elles
a donné naissance a un jeune. Le mode opératoire n’est pas détaillé (protocole d’anesthésie,
protocole chirurgical, technique de transfert). Des essais similaires de transfert d’embryons frais
ont donc été réalisés afin de mettre au point les protocoles anesthésiques et chirurgicaux ainsi
que pour tester des techniques de transfert proprement dites. La validation de ces protocoles a

permis la réalisation ultérieure de transferts d’embryons décongelés.
IV.1. TRANSFERT D’EMBRYONS FRAIS

Compte tenu de la présence d’'une membrane épithéliale qui obstrue le vagin et de la forme
en Y du cervix du cochon d’Inde, il est difficile d’envisager le transfert des embryons directement
dans les cornes utérines par voie transcervicale. Ainsi le transfert d’embryons a été effectué par

voie chirurgicale par laparotomie ventrale.

e Matériels et méthodes

- Embryons et synchronisation des femelles receveuses

Un total de vingt embryons aux stades jeune morula a jeune blastocyste de bonne qualité (Q1)
ont été choisis parmi les embryons collectés sur les femelles superovulées des groupes 2 et 3.
Avant le transfert, ils ont été stockés dans une solution d’ IMV holding medium a température

ambiante et dans 'obscurité pendant une durée n’excédant pas 2 heures.

Cinq femelles multipares normalement cyclées provenant de I'élevage Maria Marcela (Puente
Piedra, Pérou), pesant de 1 a 1,5Kg ont été synchronisées suivant le protocole d’altrenogest
décrit précédemment (0,22mg/kg d’altrenogest quotidiennement par voie orale pendant 15
jours). Le moment précis de 'ovulation a été déterminé par frottis vaginal. Toutes les femelles
receveuses se situaient au 4¢me jour de leur cycle cestral au moment des transferts. Les femelles
receveuses étaient a la diete depuis la veille au soir de l'intervention, pour que le caecum soit
moins volumineux et ainsi faciliter I'accés aux cornes utérines et limiter le risque de 1ésions lors

de l'incision.
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- Anesthésie et protocole chirurgical

Une solution composée d’'un anesthésique générale (50mg/kg de poids vif de kétamine,
Ketaminol Vet®, MSD Santé animale, France) combiné a un sédatif possédant également des
propriétés analgésiques (5mg/kg de poids vif de xylazine, Dormi-xyl® 2, AgroVet Market, Pérou)
a été administrée par voie intrapéritonéale. L’injection intrapéritonéale est une voie facile chez
les cochons d’Inde qui permet une action rapide du produit et un volume d’injection plus
important que la voie intramusculaire (maximum 0,3mL). L’animal est tenu verticalement, la téte
en bas. L'injection est alors réalisée au niveau de la ligne blanche (raphé tendineux médian tendu
entre les deux muscles grands droits de 'abdomen) a 1cm en dessous de 'ombilic a 'aide d’une
seringue d’1mL munie d’une aiguille de 27 gauge. Une injection sous-cutanée en arriere des
épaules d’anti-inflammatoire et analgésique (5mg/kg de poids vif de méglumine de flunixine,
Algimine®, Zoovet, Argentine) a également été pratiquée le jour de l'intervention et répétée les

deux jours suivants.

Une fois tondu et désinfecté, I'animal est placé en décubitus dorsal sur une couverture
isolante elle-méme placée sur la table opératoire afin d’assurer le maintien de la température
corporelle. La cavité abdominale est abordée par une incision verticale médiane sous ombilicale
de la peau (environ 1cm au-dessus de l'os pelvien et jusqu’a 0,5cm de I"'ombilic). Une dissection
des tissus sous-cutanés est réalisée afin de visualiser I’endroit ou la paroi musculaire sera
incisée. Une ouverture en boutonniere le long de la ligne blanche (pour limiter les saignements
et faciliter la cicatrisation) est réalisée et les cornes utérines sont extériorisées afin d'y transférer
directement les embryons de fagon rétrograde. La paroi musculaire, les tissus sous-cutanés et la

peau sont ensuite suturés par un surjet passé au fil résorbable stérile (Vycril Plus®, décimale 2).

- Transfert des embryons dans la corne et diagnostic de gestation

Deux types de pipettes de transfert ont été testés dans cette expérience (Figure 41). Trois
femelles ont été transférées a I'aide de paillettes en plastique OPS de 0,25mL qui ont été étirées
(Open Pulled Straw®, Minitiib, Allemagne), tandis que les deux autres femelles ont été
transférées a I'aide d’un capillaire en verre d’approximativement 0,3mm de diameétre et dont le
bout a été effilé. Dans les deux cas les pipettes de transfert étaient reliées a une seringue afin
d’aspirer les embryons dans la boite de pétri avec la plus petite quantité possible d’ IMV holding

medium puis de les expulser dans la corne utérine.
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Paillette en plastique OPS

———

Capillaire en verre effilé

Figure 41 : Deux types de pipettes de transfert utilisées dans 'expérience

Un petit trou a été réalisé au travers de la paroi de la corne utérine extériorisée et jusqu’au
niveau de la lumiére de la corne a I'aide d’une aiguille de 27 gauge. La pipette de transfert (OPS

ou capillaire en verre) a été insérée directement dans l'orifice et deux embryons ont été déposés

dans chaque corne (Figure 42).
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Figure 42 : Transfert d’embryons de Cavia porcellus par laparotomie ventrale
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L’observation du retour des chaleurs des femelles receveuses a partir de quinze jours apres la
derniere ovulation a été effectuée afin de diagnostiquer I'éventuelle gestation suite au transfert
embryonnaire. Celle-ci a été alors confirmée par palpation abdominale puis par échographie un

mois apres l'intervention.

e Résultats

Les trois femelles transférées a l'aide de la paillette en plastique OPS sont revenues
normalement en chaleurs a I'issue de I'intervention et aucune n’a été gestante.

Une des deux femelles transférées a l'aide du capillaire en verre effilé a présenté une
gestation normale et a mis-bas deux jeunes mort-nés (un dans chaque corne utérine) au terme
de celle-ci (69 jours apres la derniére ovulation).

Aucune complication post-chirurgicale n’a été observée et les femelles transférées sont

retournées normalement a la reproduction lorsqu’elles n’étaient pas gestantes.

¢ Discussion-conclusion

Pour la premiere fois chez Cavia porcellus, un transfert embryonnaire a été réalisé avec
succes dans une femelle receveuse dont les chaleurs ont été synchronisées. Il a été mis en
évidence que le transfert embryonnaire par laparotomie médiane ventrale sous ombilicale peut
étre mis en ceuvre facilement pour cette espece. Il semble plus opportun d’utiliser des pipettes
de transfert en verre qui permettent a I'opérateur de sentir avec plus de précision I'entrée dans
la lumieére de la corne utérine et d’assurer un dépot plus précis des embryons. Osamu Suzuki
(communication personnelle, Janvier 2012), a réalisé deux incisions des muscles abdominaux au
niveau des flancs afin d’accéder directement a chaque corne. La laparotomie médiane ventrale
sous ombilicale permet d’accéder aux deux cornes utérines par le biais d’'une seule incision le
long de la ligne blanche, ou la cicatrisation présente moins de complications. Il est certes plus
délicat, par rapport a la technique utilisant deux incisions au niveau des flancs, d’accéder aux
cornes qui se trouvent alors sous le caecum. Mais la diete imposée a 'animal 12 heures avant
I'intervention limite cette difficulté. Les gros ligaments qui relient les cornes utérines a la paroi
dorso-latérale de 'abdomen sont souples et permettent une extériorisation des cornes utérines
sans difficultés. Il convient toutefois de manipuler les cornes le plus doucement possible pour

optimiser la probabilité d’obtenir des gestations.
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La gestation s’est passée normalement jusqu’au jour de la parturition. La femelle n’a pas été
capable de mettre-bas les deux jeunes qui étaient morts depuis quelques heures lorsqu’ils sont
finalement sortis. Les femelles gestantes sont tres sensibles au stress et un simple changement
de température peut provoquer des avortements massifs dans un élevage. Dans le cas de la
femelle transférée, le terme de la gestation a coincidé avec le passage a I'hiver qui se caractérise
a Lima (Pérou) par une chute des températures et une augmentation de ’humidité de I'air d'un
jour a 'autre. D’autres facteurs extérieurs indépendants du climat peuvent avoir perturbé la
femelle. Des attaques nocturnes de rats dans I'élevage ont fait des ravages les jours précédents la
parturition. Attirés par les placentas des mises-bas regroupées des femelles qui avaient été
synchronisées a l'altrenogest, les attaques de rats (qui n’avaient pas occasionné de dégats
jusqu’alors) ont provoqué la mort de nombreux nouveaux nés retrouvés en partie déchiquetés a
travers les barreaux des cages. L'ensemble des femelles a été tres stressé par cet épisode
(animaux prostrés au fond de la cage, perte de poils, perte d’appétit). La naissance de petits
mort-nés peut donc éventuellement s’expliquer par le stress, mais il convient également de noter
que leur taille relativement grande peut avoir posé probléme lors de la mise-bas. Cet unique
transfert d’embryon réalisé dans une receveuse synchronisée n’est pas suffisant pour faire un
parallele avec les problemes de gigantisme feetal rencontrés chez des bovins et des ovins suite a
des transferts embryonnaire et connus sous le nom de large offspring syndrome (Young et al.,
1998). 1l convient toutefois de ne pas écarter la possibilité que la grande taille des morts-nés soit
liée au transfert embryonnaire et de noter qu’il s’agit d’'un facteur aggravant la difficulté lors de
la parturition. En effet il est courant dans les élevages, ou la tendance est de sélectionner les
reproducteurs les plus grands possibles, d’'observer des portées de mort-nés dont la taille est
trop importante pour que la femelle arrive a les mettre-bas vivants. Tous ces facteurs sont des
hypotheses et il n’est malheureusement pas possible de connaitre la, ou les, raison(s) réelle(s) de
cet incident. Seules des répétitions permettront de déterminer si le transfert embryonnaire a une

influence significative sur la taille de la progéniture et sur les difficultés lors de la parturition.
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IV.2. ESSAIS PRELIMINAIRES DE TRANSFERTS D’EMBRYONS
DECONGELES

e Matériels et méthodes

Un total de vingt-quatre embryons décongelés a été transféré dans cingq femelles
receveuses préalablement synchronisées suivant le protocole établi dans l'expérience 1. Les
embryons, congelés dans les trois solutions cryoprotectrices des groupes A, B et C, ont été
décongelés et mis en culture in vitro 24 heures suivant les protocoles décrits précédemment. Les
protocoles d’anesthésie, de chirurgie et de diagnostic de gestation validés lors des transferts
d’embryons frais ont été reproduits. Les transferts ont été réalisés a I'aide du dispositif muni de

capillaires en verre effilés qui permet un dépot plus précis des embryons dans la corne.

¢ Résultats

Toutes les femelles receveuses ayant recu des embryons décongelés sont revenues en
chaleurs moins de 20 jours aprés le transfert embryonnaire et aucune gestation n'a été
diagnostiquée (Tableau 4). Les femelles sont retournées normalement a la reproduction apres
avoir été maintenues séparées des males pendant deux cycles, jusqu’a ce que la cicatrisation de

la laparotomie soit totale, et ont toutes été gestantes apres accouplement par monte naturelle.

Tableau 4 : Résultats des transferts embryonnaires d’embryons décongelés

Nombre Nombre de Nombre de
d’embryons femelles femelles
transférés receveuses gestantes
Group A : 14 3 0
congélation lente avec EG
Group B : 6 1 0
congélation lente avec PROH
Group C: 4 1 0
Vitrification
Total : 24 5 0
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e Discussion-conclusion

La priorité de 'ensemble de cette étude était de valider une méthode de cryoconservation
standardisée des embryons en testant leur capacité a reprendre leur développement apres
48 heures de culture in vitro suite a la décongélation. L’'obtention de blastocystes issus
d’embryons décongelés ainsi que la disponibilité de femelles receveuses a permis de tenter des
transferts. Malheureusement, aucune gestation n’a été obtenue, bien que la reprise du
développement des embryons placés en culture in vitro et 'obtention de blastocystes nous
indique que le métabolisme de '’embryon n’a pas été altéré par la congélation. La technique de
transfert d’embryons frais a permis d’obtenir une gestation lors d’essais préliminaires. Toutefois
les taux de gestation obtenus suite aux transferts d’embryons frais n’était pas élevés (une
femelle gestante sur 5 femelles transférées). Il conviendra a I'avenir de réitérer des transferts
d’embryons directement apres la décongélation en faisant varier le stade de développement des

embryons ou encore le stade du cycle cestral des femelles receveuses.
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V. DISCUSSION GENERALE

L’objectif de ce travail était d’élaborer des méthodes de production et de congélation
d’embryons de Cavia porcellus utilisable sur le terrain afin de mettre en place une cryobanque de
conservation des ressources génétiques pour cette espece. L’ensemble des résultats obtenus

permet d’envisager des aujourd’hui la création de cette cryobanque d’un point de vue technique.

Une méthode standardisée de synchronisation des chaleurs a été mise au point. Elle consiste
en un traitement de 15 jours basé sur 'administration quotidienne de 0,1mL d’un analogue de
progestérone, l'altrenogest, par voie orale et qui induit 'ovulation dans les 4 a 5 jours apres
I'arrét du traitement. Cette méthode a été définie dans des conditions d’élevage et ne requiert
pas d’aptitude particuliere de la part de 'opérateur, si ce n’est faire preuve de douceur avec les
animaux pour qu’ils s’habituent a recevoir le traitement sans difficulté. Il est donc désormais
possible de synchroniser les chaleurs de Cavia porcellus sur le terrain et de travailler avec des
lots de femelles donneuses et receveuses d’embryons. Cette méthode de synchronisation peut
étre utilisée dans des conditions de laboratoire ou son utilisation, bien qu’astreignante pour
I'opérateur, est plus respectueuse du bien-étre animal que Il'implant sous-cutané de
progestagene qui n’est pas utilisé.

D’'un point de vue zootechnique, l'efficacité de la synchronisation des chaleurs de
Cavia porcellus par un traitement facile a mettre en place en élevage permet d’envisager le
développement de I'insémination artificielle et les développements consécutifs de la production
et du controle sanitaire des élevages. Toutefois, cette pratique dépend également de la maitrise
de la collecte du sperme des males Cavia porcellus pour pouvoir inséminer les femelles. Une
étude menée en 1977 au Pérou a défini une méthode d’électroéjaculation en utilisant des stimuli
de 8 Volts et en immobilisant I'animal dans un tube (Vivanco et al.,, 1977). Une méthode de
collecte du sperme a la fois efficace et compatible avec les bonnes pratiques d’élevage doit
encore étre définie pour cette espéece si on envisage de développer I'insémination artificielle

dans les élevages.
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Pour la premiere fois, deux traitements pratiques de superovulation de femelles
Cavia porcellus dont les chaleurs ont été synchronisées sont proposés. Les résultats obtenus sur
des femelles synchronisées avec un traitement de 15Ul d’hMG humaine ou 30UI de FSH-r sont
comparables a ceux obtenus par (Suzuki et al., 2003a) sur des femelles naturellement cyclées et
a (Shi et al, 2000b). Ces deux traitements permettent de multiplier par 3 a 4 le nombre
d’embryons congelables par femelle. D’autres expériences avec de la FSH-r devraient étre
toutefois menées pour identifier I'influence de ce traitement sur la qualité des embryons et

optimiser les doses et moments d’application.

Les méthodes de congélation d’embryons de bonne qualité issus de femelles Cavia porcellus
synchronisées et superovulées ont pour la premiere fois été évaluées a travers le taux de survie
embryonnaire apres 48 heures de culture in vitro suite a la décongélation. Avec cette méthode,
’évaluation de la viabilité des embryons a l'issue des protocoles de congélation-décongélation
est plus fiable que celle mesurée avec des tests de fluorescences comme l'avaient fait 'équipe de
Dorsch (Dorsch et al, 2008). Leur étude montrait une viabilité de I'ordre de 64% pour les
embryons congelés lentement avec du PROH, tandis que la mise en culture in vitro pendant 48h a
montré un taux de survie embryonnaire de 10% pour des embryons congelés dans les mémes
conditions.

Deux méthodes de congélation des embryons de Cavia porcellus ont présenté des résultats
comparables a ceux obtenus chez d’autres especes domestiques : la congélation lente avec I'EG et
le tréhalose comme cryoprotecteurs (avec des taux de survie embryonnaire de I'ordre de 70%)
et la vitrification (avec des taux de survie embryonnaire de l'ordre de 40%). Lorsque peu
d’embryons sont produits et que I’habileté de 'opérateur le permet, la vitrification représente
une alternative intéressante pour cryoconserver les embryons de Cavia porcellus. On lui
préferera toutefois la congélation lente avec de I'EG et du tréhalose comme méthode de routine

plus facile a mettre en place et permettant d’obtenir de meilleurs taux de survie embryonnaire.

L’obtention d’une gestation suite a un transfert d’embryons frais de Cavia porcellus dans une
femelle synchronisée est une premiere mondiale. La méthode de transfert chirurgicale par
laparotomie médiane ventrale sous ombilicale est donc validée et 'emploi de capillaire en verre,
d’approximativement 0,3mm de diameétre dont le bout a été effilé, préconisée pour assurer un

lieu de dépot des embryons plus précis dans la corne utérine.
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Aucune gestation n’a été obtenue suite au transfert d’embryons décongelés. D’autres essais
devront étre menés en transférant les embryons directement apres la décongélation et en
testant différents stades de cycle cestral des femelles receveuses afin de définir une méthode

standard de transfert des embryons décongelés de Cavia porcellus.

Il est donc des a présent possible de produire des embryons de Cavia porcellus de bonne
qualité et de les cryopréserver dans I'azote liquide. D’'un point de vue technique, la réalisation
d'une cryobanque peut étre envisagée pour cette espece. L’amélioration des techniques de
superovulation et de transferts embryonnaires permettra de considérer cet outil comme efficace
pour la conservation des ressources génétiques des lignées natives tout comme des lignées

précieuses pour la recherche biomédicale.

Les travaux menés au cours de cette étude ont été menés au Pérou, pays d’origine de
Cavia porcellus, ou la conservation de sa biodiversité génétique prend tout son sens. Le maintien
des animaux en conditions d’élevage au sein des locaux de I'Université Agraire de La Molina
(Lima, Pérou) a permis de développer des méthodes compatibles avec les exigences de la
création d'une cryobanque d’animaux d’élevage et pas seulement d’animaux de laboratoire. Cela
a toutefois occasionné des situations qui ont induit des doutes quand a l'interprétation des
résultats, notamment lié a l'absence de maitrise des conditions environnementale.
Cavia porcellus est une espece extrémement sensible au stress et néophobe. Le moindre
changement dans son environnement (changement de nourriture, de température, d’humidité,
d’animalier, etc.) peut étre a l'origine de bouleversements importants (pertes d’appétit,
alopécies, prostrations, mortalités périnatale, avortements) et peut mener rapidement a la mort
(Solau Poissonnet, 2004). L’absence de malitrise de nombreux facteurs (en particulier les
variations brusques de température, I'absence d’eau de boisson ad libitum pour les males,
I'impossibilité de gérer 'entrée des rats dans I’élevage la nuit, ou encore les visites inopportunes
de groupes d’étudiants souvent bruyants et manipulant les animaux sans autorisation) a posé de
nombreux problemes pendant les expériences. Il est notamment impossible de savoir si la
mortalité prénatale observée chez la femelle transférée, ou encore 'absence de fécondation de
nombreux ovocytes issus de femelles superovulées avec de la FSH-r incombent aux conditions
environnementales ou découlent de la méthode expérimentée.

Compte tenu de la grande sensibilité au stress de Cavia porcellus, il serait nécessaire de
réitérer ces expériences dans des conditions environnementales maitrisées afin, dans un

premier temps, d’identifier sans équivoque les facteurs ayant un impact négatif sur les méthodes
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de transfert et de superovulation et de savoir dans quelle mesure I'environnement influe sur
celles-ci. L'intérét de Il'Institut Pasteur de Paris pour la cryoconservation de lignées de
Cavia porcellus utilisées dans la recherche biomédicale constitue une opportunité en ce sens et
devrait permettre de poursuivre des expériences en environnement contrdlé. Lorsque ces
méthodes seront standardisées dans des conditions maitrisées, il sera alors temps de les adapter
a des conditions d’élevage ou, inversement, adapter les conditions d’élevage des populations a

conserver aux exigences des méthodes.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif du projet de mise en ceuvre d’'une cryobanque des ressources zoogénétiques
andines est de proposer un outil complémentaire et efficace a la conservation in situ réalisée par
les éleveurs andins et pour faire face a I'érosion génétique de populations d’espéces natives des
Andes qui pourraient a terme courir des risques d’extinction. Nous avons choisi le cochon d’'Inde
comme espece modele pour illustrer la problématique lors de la mise en place d’'une cryobanque
et avons élaboré des méthodes de production et de congélation d’embryons qui permettent de
mettre en ceuvre, d’'un point de vue technique, une cryobanque pour cette espece. Il faudra a
'avenir envisager les étapes nécessaires a la concrétisation de cette cryobanque et élargir son

champ d’application aux autres especes domestiques andines.

Le défi scientifique porté par ce projet de cryobanque concerne le développement des
biotechnologies permettant la cryoconservation des cellules reproductrices et cutanées des
especes de mammiferes qui ont été domestiquées dans les Andes et pour lesquels les protocoles
restent a définir ou améliorer en vue d’'une application standardisée. Les especes considérées
sont le cochon d’'Inde, les camélidés sud-américains (I'alpaga, le lama ainsi que la vigogne, espéce
sauvage mais dont la fibre est utilisée par les communautés andines) et le chien nu du Pérou,

d’origine précolombienne (Figure 43).

Chien nu du Pérou Alpaga

Cochon d'Inde

Figure 43 : Ressources zoogénétiques andines
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- Pour le cochon d’'Inde, nous avons vu dans ce travail que la production d’embryons de
bonne qualité ainsi que leur cryoconservation sont possibles, tout comme le transfert
embryonnaire par voie chirurgicale. Une optimisation des techniques de superovulation et de
transfert des embryons décongelés permettra d’assurer 'obtention de petits viables et normaux
issus d’embryons congelés et ainsi de remplir pleinement les objectifs inhérents a la création
d’'une cryobanque d’embryons pour la conservation des ressources zoogénétiques, aussi bien
celle des lignées natives que celle des lignées utilisées pour la recherche biomédicale.

L’alternative de la conservation de la diversité génétique de cette espece par la voie male
devra faire I'objet d’études afin de définir un protocole de collecte de la semence respectueux du
bien-étre animal. La possibilité de prélever la semence des males Cavia porcellus a I'aide d’un
vagin artificiel, en présence d'une femelle en chaleur et avec une stimulation manuelle comme
cela existe pour le chat (Posiére, 2002) semble envisageable bien que compliquée a mettre en
ceuvre compte tenu de la taille de cette espece. La possibilité de pratiquer une éléctroéjaculation
a été confirmée par les travaux de (Vivanco et al.,, 1977). Il faudrait néanmoins 'adapter en
pratiquant une contention des animaux par anesthésie générale pour atténuer le stress et la
douleur ressentis par I'animal. Les protocoles de congélation de la semence restent a définir
pour cette espece. Ces techniques permettraient notamment d’envisager la conservation
d’animaux précieux lors d’une situation d’urgence (mort de 'animal) en conservant le sperme

épididymaire ou des fragments de tissu testiculaire.

- Pour les camélidés, des protocoles d’induction de 'ovulation et de superovulation existent
pour les lamas (Correa et al.,, 1997; Ratto et al., 2002) et les alpagas (Vivanco et al.,, 2012). Des
transferts d’embryons frais par voie transcervicale et laparotomie ont été réalisés, y compris des
transferts d’embryons de camélidés produits in vitro (Tibary et al., 2005) et méme des transferts
d’embryons de lamas dans des femelles receveuses alpagas et inversement (Huanca et al., 2011).
Des transferts d’embryons dévitrifiés ont permis d’obtenir 50% de taux de gestation chez le lama
(Aller et al., 2002). Aucun transfert d’embryons décongelés n’a encore été rapporté chez les
alpagas. Toutes ces techniques, particulierement celles de congélation d’embryons, existent au
stade expérimental et devraient étre standardisées pour étre utilisables en routine sur le terrain
dans le cadre de la création d’'une cryobanque d’embryons.

La collecte de semence de camélidés peut se réaliser grace a l'utilisation d’'un mannequin de

monte et d’'un vagin artificiel. La congélation de la semence de camélidés reste a ce jour

compliquée compte tenu de la formation d’un gel peu de temps apres la collecte. Des techniques
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permettant la séparation de la phase spermatique sont a I'étude et font 'objet d’'un projet de
recherche mené au sein du Centro de Investigation y Ensefianza en Transferencia de Embriones
(CIETE) de Lima au sein duquel les travaux sur les cochons d’Inde ont été menés.

L’ensemble des biotechnologies de la reproduction développées sur l'alpaga et le lama
devrait étre adapté a la vigogne si 'on souhaite l'intégrer dans la cryobanque des ressources
zoogénétiques andines. L'acces aux animaux constitue le plus grand frein a ces démarches. Les
vigognes sont des animaux sauvages protégés appartenant a ’Appendice Il de la Convention sur
le commerce international des especes de faune et de flore sauvage menacées d’extinction (CITES).
A ce titre, il est interdit de les manipuler sans l'autorisation préalable des communautés
auxquelles elles appartiennent et pour lesquelles elles constituent une source de revenu
importante grace au commerce de leur fibre. La peur de la part des communautés de perdre un
animal lors des expériences qui pourraient étre menées les incite a refuser 'acces aux animaux.
Des collaborations avec des parcs zoologiques détenant légalement des vigognes permettraient
de s’affranchir de cet obstacle et de tester des protocoles de production, congélation et transfert

d’embryons ou de collecte et congélation de semence pour cette espece.

- Pour le chien nu du Pérou, la technique de collecte et les méthodes de cryoconservation de
semence canine sont connues et standardisées. Elle peuvent étre appliquées directement a la
race de chien nu du Pérou afin d’intégrer sa conservation dans la cryobanque d’especes
domestiques andines. Les technologies relatives a la production, la collecte, la cryoconservation
et le transfert embryonnaire font l'objet d’études au sein de l'unité de recherche
ICE, VetAgro Sup a Lyon. Les protocoles efficaces, mis au point par cette équipe de référence en
France pour la congélation du sperme de chien et la cryoconservation des races canines,

pourraient étre transférés et utilisés par les équipes péruviennes.

- Pour toutes ces especes, la cryoconservation de fragments de tissu cutané permettrait a des
équipes de recherche en biologie moléculaire de disposer de matériel afin d’extraire de 'ADN et
de réaliser des caractérisations génotypiques des populations. Les cellules somatiques prélevées
et congelées pourraient également étre utilisées dans le futur pour recréer des fibroblastes qui
serviront, apres avoir été mis en culture, a faire des cellules IPS (Induced Pluripotent Stem cells),
lesquelles retrouvent des capacités de spécialisation et de prolifération propres aux cellules
embryonnaires. Des clones des individus conservés pourraient alors étre obtenus. Le

développement de ces technologies est en cours sur le lapin notamment par des équipes
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francaises de 'INSERM U846 de Bron, en collaboration avec I'unité de recherche ICE, VetAgro
Sup a Lyon.

De nombreuses techniques restent a améliorer pour les utiliser en routine au sein d’une
cryobanque pour la conservation des ressources génétiques des especes domestiques andines. Il
n’est cependant pas nécessaire d’attendre qu’elles soient toutes standardisées pour commencer
a mettre en place concretement la cryobanque. Les efforts de recherche menés dans les années a
venir permettront probablement de valoriser le matériel biologique qui peut étre conservé des
aujourd’hui. La cryobanque, en tant qu’institution, peut donc étre mise en place dés a présent.
Elle devrait étre réalisée en tenant compte des guidelines de la FAO et pourrait s’inspirer des
expériences des cryobanques européennes et notamment de la Cryobanque Nationale Frangaise.

Plusieurs étapes préalables a sa création devront ainsi étre respectées :

- La premiere étape consiste a identifier, pour chaque espéce concernée, les populations
qu’il est important de conserver. Compte tenu de I'absence de races définies et reconnues
unanimement chez le cochon d’Inde et les camélidés, il conviendra de choisir les populations a
conserver sur la base de leurs fonctions économique, environnementale et culturelle. A titre
d’exemple, il semble intéressant dans un premier temps de conserver les cochons d’'Inde de la
zone géographique de Telarmachay (région Junin, Pérou) qui ont été identifiés comme étant les
plus proches des premiers cochons d'Inde domestiqués grace a des analyses d’ADN
mitochondrial (Ramirez Baca, 2009). Il sera par ailleurs important de se mettre en relation avec
les associations de producteurs pour identifier des populations présentant une originalité
génétique, notamment en fonction de la zone géographique de production et des pratiques
d’échanges des éleveurs, ou encore en fonction d'usages particuliers des animaux (dans la
médecine traditionnelle par exemple). Les populations sélectionnées sur des caractéres de
production par les instituts de recherche péruviens depuis les années 1970 devront également

étre considérées.

- Les populations identifiées devront ensuite étre caractérisées, aussi bien d'un point de
vue moléculaire que sur leurs aptitudes zootechniques. Une collaboration avec des spécialistes
de biologie moléculaire permettrait de mesurer la distance génétique entre les individus des
populations identifiées. Une caractérisation zootechnique réalisée avec les producteurs
permettrait de définir des caractéristiques de prolificité, de rendement de carcasse ou encore de
rusticité des populations. Si une originalité génétique sur I’ADN mitochondrial d’'une population

est mise en évidence ou si I'on caractérise des populations originales d'un point de vue
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zootechnique, il conviendra alors de les échantillonner afin de conserver dans la cryobanque du
matériel biologique d’'une vingtaine de males et de femelles non apparentés au sein de cette

population.

- Le choix du type de matériel biologique conservé dans la cryobanque devra étre étudié
pour chaque espéce. La conservation ex situ peut étre réalisée selon trois approches
complémentaires : en conservant des cellules germinales (spermatozoides, ovocytes et cortex
ovarien qui permettent une conservation de I'information génétique sous forme haploide), des
cellules embryonnaires (conservation d'un accouplement) et des cellules somatiques
(conservation d’'un individu). Dans le cadre de la mise en ceuvre d’une cryobanque des
ressources zoogénétiques andines, il est judicieux dans un premier temps et pour chaque espece
concernée de considérer I'approche la plus réalisable compte tenu des protocoles existants ou en
cours de définition. Ainsi la conservation par la voie embryonnaire semble étre I'option la plus
plausible a ce jour pour les cochons d’Inde. La voie germinale permettra de conserver
rapidement les chiens nus du Pérou (cryoconservation de semence). Les voies embryonnaires et
germinales devront étre standardisées pour les camélidés. Enfin, I'ensemble des populations
échantillonnées devrait faire l'objet de préléevements cutanés afin de prévoir de futures

caractérisations génotypiques ou d’envisager des possibilités futures de clonage.

- La gestion de la cryobanque doit étre prévue avant sa création. La clarification du statut
légal et juridique de la cryobanque devra étre réalisé en accord avec les résolutions de la
Sub Direccién de recursos Genéticos y Biotecnologia (SUDIRGEB) de ['Insituto Nacional de
Investigacién Agraria (INIA) péruvien, institution responsable de la conservation des ressources
génétiques animales selon la loi péruvienne. En partenariat avec cette institution ainsi qu’avec le
Ministerio de Agricultura (MINAG) du Pérou, un Comité Scientifique et Opérationnel devra étre
créé. Il sera composé d’experts scientifiques, de représentants d’associations d’éleveurs, pour
lesquelles des especes seront conservées dans la cryobanque, ainsi que de représentants du
Service Public (INIA, MINAG). Les missions confiées a ce conseil concerneront notamment les
points suivants : une méthode de caractérisation de la diversité et du choix des donneurs ; la
définition du matériel a conserver et des méthodes de conservation ; la valorisation de la
cryobanque en élevage ; la gestion des demandes d’utilisation des doses conservées. Une fois
I'existence de la cryobanque officialisée par I'INIA, la concrétisation de celle-ci et son
remplissage pourront commencer immédiatement en conservant par exemple les populations de

cochons d’'Inde de la région de Telarmachay, les lignées de cochons d’inde sélectionnées par
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I'INIA, les populations élites d’alpagas sélectionnés par les industriels de la fibre, les chiens nu du
Pérou inscrits au Kennel Club péruvien. La cryobanque se constituera progressivement suivant
la désignation par un Comité Scientifique et Opérationnel des populations intéressantes a
conserver. Une base de données spécifique a la cryobanque devra étre créée afin de sauvegarder
les informations sur les donneurs et sur le matériel conservé ; de pouvoir visualiser en
permanence le contenu de la cryobanque ; de gérer les entrées et sorties de matériel de la
cryobanque et de pouvoir échanger des informations avec d’autres cryobanques régionales. Les
especes domestiques andines sont transfrontalieres et il est donc souhaitable d’envisager un
plan de conservation a I’échelle régionale et centralisé par rapport a la FAO, comme cela se fait
en Europe et en Afrique. Ainsi la cryobanque des ressources zoogénétiques andines du Pérou

pourrait servir de modele aux pays voisins dans le cadre d’'un plan de conservation régional.
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ANNEXE 1 PLACE DU GROUPE DE TRAVAIL TECHNIQUE
INTERGOUVERNEMENTAL SUR LES RESSOURCES
ZOOGENETIQUES AU SEIN DE L’ORGANISATION
GLOBALE DE LA FAO2

Direction Générale FAO

7 Départements Bureaux
1)  Agriculture et protection Dans plus de 130 pays :
des consommateurs - 5 bureaux régionaux
2) Développement - 11 bureaux sous-régionaux
économique et social - 74 bureaux nationaux
3) Péche et aquaculture - 8 bureaux dotés de personnel
4) Foréts technique détaché et de

5) Services internes,
ressources humaines et

Représentants de la FAO
36 bureaux couverts par un

finances représentant
6) Coopération technique - 5 bureaux de liaison
7) | Gestion des ressources - 4 bureaux d’information

naturelles et de
I'environnement

!

Composé de deux divisions et un secrétariat

. Division du climat, de I'énérgie et des regimes fonciers

. Division des terres et des eaux

. Secrétariat de la Commission des ressources génétiques pour
I'alimentation et I'agriculture (CGRFA) .

!

Composé de deux groupes de travail :
- Groupes de travail technique intergouvernemental en charge des ressources phytogénétiques

- Groupes de travail technique intergouvernemental en charge des ressources zoogénétiques

2 La FAO est une organisation intergouvernementale qui compte 191 Etats membres, deux membres associés et une
organisation membre, 'Union européenne.



107

ANNEXE 2 CLASSIFICATION ZOOLOGIQUE DE CAVIA PORCELLUS

Classe :Mammiferes (Mammalia)

Infra-classe: Euthériens ou placentaires (Eutheria Placentalia)
Ordre : Rongeurs (Rodentia ou Simplicidentes)

Sous ordre: Hystricomorphes (Hystricomorpha)

Super famille: Cavioidés (Cavioidae)

Famille: Caviidés (Caviidae)

Sous famille: Caviinés (Caviinae)

Genre: Cobaye (Cavia)

Espeéce: Cobaye domestique ou Cochon d’Inde (Cavia porcellus)

Le cochon d’Inde domestique appartient a la classe des Mammiferes (Mammalia), et a
I'infra-classe des Euthériens (Eutheria) ou Placentaires (Placentalia) dont I'embryon se
développe complétement dans l'utérus ou il est nourri par l'intermédiaire du placenta. Le
super-ordre des Glires regroupe les ordres des Rongeurs (Rodentia ou Simpliciendentes) et des
Lagomorphes (Duplicidentes). Les Rongeurs possedent une seule paire d’incisives par machoire
(Simplicidentes) a la différence des Lagomorphes chez lesquels on observe une seconde incisive
de plus petite taille en arriere de la premiere, au niveau de la machoire supérieure
(Duplicidentes).

Le sous-ordre des Hystricomorphes (Hystricomorpha) regroupe les Rongeurs dont le
masséter médial est de taille supérieure au masséter latéral ; cette particularité est associée a un
développement considérable du trou infraorbitaire et a un soulévement important de l'arc
zygomatique. Parmi les rongeurs Hystricomorphes, on trouve également les chinchillas, les
porcs-épics, les ragondins ou encore un certain nombre de rats. Les Hystricomorphes différent
des Myomorphes (Myomorpha) ; comme la gerbille, le hamster, la souris et le rat; en ce sens
qu'ils possédent une membrane cellulaire qui recouvre 1'orifice vaginal excepté au moment de
I'cestrus et de la parturition (le ragondin fait exception). La période de gestation des
Hystricomorphes est relativement longue (plus de cent jours chez la plupart d’entre eux) avec
un état de développement précoce des petits a la naissance.

La super famille des Cavioidés (Cavioidae) comprend entre autres |’Agouti doré

(Dasyprocta aguti) et le Cabiai ou Capybara (Hydrochoerus hydrochaeris). La famille des Caviidés
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(Caviidae) est la famille des cobayes au sens large. Leur formule dentaire est
(i1/1 c0/0pm1/1 m3/3) par demi machoire soit 20 dents au total. Les Caviidés se divisent en
deux sous-familles :

- les Dolichotinés (Dolichotinae) comprenant un genre unique : Dolichotis, dont le

représentant le plus connu est le Mara ou Lievre de Patagonie (Dolichotis patagonum).

- les Caviinés (Caviinae) ; regroupant plusieurs genres de cobayes au sens strict.
Les Caviinés (Caviinae) présentent une grosse téte avec des oreilles courtes, des membres courts
avec des ongles courts, une queue atrophiée et une seule paire de mamelles.
Le genre Cavia regroupe les sept especes de cobayes sauvages que l'on peut rencontrer en
Amérique du Sud (Cavia tschudii, Cavia aperea, Cavia guianae, Cavia anolaimae, Cavia nana,
Cavia fulgida et Cavia magna) et le cobaye domestique : Cavia porcellus. La différence principale
entre les especes sauvages et 'espece domestique se situe au niveau de l'appareil digestif : on
observe chez le cobaye domestique un fort développement de I'estomac et de l'intestin gréle,
associé a une réegression du cacum et du gros intestin. (Nowak, 1999 ) (André, 2006) (Myers et

al,, page consultée le 9 février 2012) (Rowlands et Weir, 1974)
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ANNEXE 3 COMPOSITION DE L’ALIMENT COMMERCIAL POUR COCHONS

D’INDE REPRODUCTEURS ENRICHI EN VITAMINES

D 0S A OS BALA ADO
0 PARA
R o B
ENERGIA DIGESTIBLE, Mcallkg , Min 30 2.8 21 29
PROTEINA, % Min. 20 18 18 19
FIBRA, % Min. 7.0 8.0 10.0 10.0
CALCIO, % Méx. 08 08 08 08
FOSFORO, Total% Min. 0.8 0.8 08 08
SODIO, % Min. 02 02 0.2 02
LISINA, % Min. 0.84 0.84 0.84 084
METIONINA-CISTINA, % Min. 0.60 0.60 060 0.60
ARGININA, % Min. 1.2 1.2 1.2 12
TREONINA, % Min. 06 06 0.6 06
TRIPTOFANO, % Min. 0.18 0.18 0.18 0.18
DIAMETRO PELLET (mm) 30 45 45 45
LONGITUD PELLET (mm) 8.0 12.0 120 12.0
HUMEDAD % 10 10 10 10

A

Maiz amarillo, torta de soya 48, pasta de algodén, torta
de girasol, subproductos de agroindustria, heno de
alfalfa, carbonato de calcio, fosfato dicalcico,
aminoacidos sintéticos, promotores organicos,
vitaminas, minerales, cloruro de sodio, antifiingico,

antioxidantes

fibra.

reproductoras).

- ® Suministrar al animal agua en forma diaria, en
especial en la estacién de verano.

diferentes etapas productivas (gazapos, recria y
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ANNEXE 4 INTENTION DE CRYOCONSERVER LES LIGNEES PRECIEUSES
POUR LA RECHERCHE BIOMEDICALE DE
L’INSTITUT PASTEUR

oF

INSTITUT PASTEUR Pl 1 1 Dot 2008
Start Up Inmmamotherapix Monsieur Thicrry Joly
Animalerie Centrale ISARA-Lyon
23, rue Jean Baldassini
69364 LYON CEDEX 07
Objet : Collaborution Institut Pastenr — ISARA duns ke bul de crynconserver les lignées de cobayes
consanguines 813 et BIO AD
Cher Monsicur.

Nous hébergeons actuellement au sein de I"Animuleric Centrale de Pinstitut Pasteur deun lignées de
enbayes consanguines (lignées BIOAD et §13) qui ont prouvé leur utilité dans 'élude de la
Tuberculose.

Lin effet, le cobaye, contrairement & la souris, est trés sensible aux mycobactéries daos Jo mesure o 14
2 unités formunt culonies (¢.£u.) de M. tuberculosis sullisent i Tinfecter (Smith ct ul 1966, Riley et al
1959). De plus, il développe des lésions hisologiques ef des réactions 4 hypersensibilite de Lype
retardé semhblables @ celles vhservées chez 'homme, Par contre il n'existe que quelques lignées
consanguines de cohayes (Alman et al 1979), Quant asx antres rongeurs, rats #f himsters, ils ne sont
pas plus sensibles que hes suuris @ la wberculose ct n'en ont uueun des avantages.

Ces deux lignées ne sont pour |"instant plus utilisées A I'Institut Pasteur, mais ne sont pas non plus
disponibles commercialement, & notre connaissance la lignée BIOAD n'existe plus willeurs, Nous
souhaiterions dune étant donné leur intérét scientifique ruppelé ci-dessus, pouvoir les conserver sous
foeme de stocks congelés pour powvoir les réuriliser dans de futurs projels

Le Cenlre des Opérations Sanitaires de 1" Animaleric Centrale (COSAC) eryoconserve en routine los
lignées de souris pour P'ensemble des scientifiques de 'Institul Pasteur mais ne possede pus les
compérences pour cryoconserver des lignées de cobayes.

Etant dotné vos compétences dans ce domaine, nous soubaiterions &ablic une collaborution uves volre
équipe de fagon & sécuriser ces dewx lignées qui pourraient se révéler extrémement uriles pour
’ensembie de la communauté scientifigue.

Dans |"attente de voire séponse, veuillez agréer monsieur nus sinedres salutations,

25-28 e ow Gocfour Roux |
75124 Pavis Codex 15
Tauiphare © +33 (011 40 61 39 09
Téuupie . +33 (GI T 45 68 66 34
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Production and successful in vitro survival of cryopreserved
embryos in Guinea Pig (Cavia porcellus)

A. Grégoire®, A. Allard®, E. Huaman®, S. Le6n®*, R.M. Silva®, S. Buff®,

M. Berard?, T. Joly®
* Institut Frangais d 'Edes Andines - UMIFRET7 CNRS/MAEE, Lima 18, Peru

® Université de Lyon, VetAgro Sup, UPSP 2011-03-101 ICE, Isaralyon 63243 Lyon, France
“ CIETE - Ministry of agriculture / La Molina National Agearian Universily Lima, Peru

* Institut Pasteur, Animalerie Centrale, 75 724 Paris, France
Abstract
The aims of this work were [irst to optimize the superovulation treatment in Guinea pig using hMG
and human recombinant-FSH (r-FSH) and second, to test two embryo cryopreservation procedures
(slow-freezing and vitrification) using different eryoprotective agents. After a 15 days
synchronization treatment of 0,1 mL altrenogest p.o. s.i.d., two superovulation treatments were
compared : 3 injections of SIU hMG injected at 24 hours interval and 6 injections of SUI human
recombinant-FSH injected at 12 hours interval. On day 4.5 after ovulation, 4.4+1.5 and 3.0+1.9
freezable embryos were recovered respectively with hMG treatment and r-FSH treatment in
comparison of 0.8+0.4 with control group (no superovulation). Slow-freezing of good quality
embryo (8-16 cells to morulae) in 1.5M ethylene glycol + 0.2M trehalose resulted in a 70.3% embryo
survival rate after 48 hours of in vitro culture. For vitrification group, 41.7% of the embryos were

able to develop to morula or blastocyst stage after warming.

1. Introduction

The guinea pig ( Cavia porcelius) was domesticated between 5,000 and 7,000 years ago in the Andes
(1) where it is still raised primarily for food and represents a source of protein for many low-income
indigenous people (2). In Peru, the country with the highest population and consumption of guinea

pigs. a constant population of about 22 million animals raised essentially upon family production

lére page : Grégoire Anne, Allard Aurélie, Leon Trinidad Silvia, Huaman Fuertes Ethel, Bérard Marion, Buff

Samuel, Joly Thierry, « Production and successful in vitro survival of cryopreserved embryos in Guinea Pig (Cavia
porcellus) » soumis a Theriogenology - juillet 2012
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Crioconservacion de los recursos genéticos
del cuy (Cavia porcellus): produccion y
congelacion de embriones

Anne Gregore

Thierry Joly

Ethel Huamin Fuertes
Rosa Maria Sithva Arce
Sihvia Leon Inmidad

El oy (Cave poreellus) e un animal emblematioo de Ly diverssidad gendtica de los
anmales domestcos de los Andes. Coma tal. la conservacin de la biodivessidad
htraespecdica del Cuy s prme ackial. tanto por ser ana luente de proteinas
mportante para los pabladores andmos comn para conservar la herencia ssimbaolica
did cuy. las précticas culturales relacionadas con su cnanzi. como animal d

onsumn y en medicma tradicional. Por otre lado, los programas de selecoon
levados a cabo desde los anos 1970 por el Instituto Naconal de Investigacion
Agrathic del Perc dieron lugar o una sueva dhversidad genétona onentada hacia e
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que el tatamiento bommonal tenga el ausmn elieco que b sececion natural de
honmonas, el animal tratado debe encontrarse en fase lutea y tener un cuepo
Iten activo. Con el in de sincronizar un grupo de animales que se encuentran
en diterentes lases del ciclo. se deodii aplicar dos invecclones intra-muscular de
lupeostiol andloge sentétco de prostaglindinas) con un imtervaln de 10 dias, En
la primera inveccion. bos animales que se encuentran en tse litea empiezan un
nueve Cicko y estdn de nuevo en tase litea 10 dias despuis, cuandn se tealiza
L segunda inyecodin. Por otra pane. consideramos goe s animakes que no se
encuentran en tase lutea en el momento de by prme s iveconn enen gue et
en lase litea 10 dias despuds, cuando se realiza Ll segunda myecoim, tomando
en cuenti que b fase Idtea duta 12-13 dias de las 16 dias del ocko, Los primero
mtentos realizados con nudipars de & meses han mostrado gue todas s hembras
entraron en cedos -5 dias luego de o segunda inveccion de luprostiol. Este
protncole alwia mucho ol estrés en bos anmales idos manipulacones en total,
contra 20 manspulaciones por el ratamiento con progesterna vie orall y ssmplidca
e wabaje. Los prmieros sesullados son sabstacturios: sun embargo L aparcion de
celos en los animales se escalona en 2 4 5 dias. Sin embarge, se deses desarmoflar
un protecolin que peemita agrapar mejor ks celos, por o cual s utdizacd un
nuevo protocoto que combing el wo de progesterona y prostaglandinas.
Nuestros primeros trabagos subre la socromzacion de celos en cuyes nos permden
desanollar téenuas elivaces v realizables en condiciones de granja. Le segunda
“tapa v nuestro provectn s aumentar ¢l nimens de embriones pot hembes,
desanollando un tratamiento de superovalacion, Nuestros prmesos intentos de
sine omacin y superovilacion  con HmG Human menauposa) Conadotraphe
nos hacen pensar gue bos embrones ansdan mas rapedamente en los oviductos de
las animales tratados. Nuevas itentos deben permitienos determinas b velocidad
de tansiio de los embriones en los ammmales sncronaados y superovaads con
o hn de colectarkos en el estada monla compactada (52-64 células) o la altura de
Lo unedn entre el ovsducto y el dtero. La allima ctapa coosistin ese ano en deting
un protocolo de congelacion optimao para s embeones de Cavia porcelius.
Nuestro objpetive e oblener en el mundo, los pemens cayes resultantes de una
wansterendia de embriones congelados,

Es primordial que of Per controle eof manejn de los recursos zoogenétcns de los
ammales domesticos endémicos del pas, como e cuy vl alpaca La creackon

de un cnobanco naconal de recursos genetcos endemicos permitin prevenine
tantos de problemas sandaros comao de pérdidas geneticas imestimables.

LEDA, H, KOSAKA, T & TAKAHASHL KON, 1986 - Elffocts of lng term progesterons:
treatment or synchmmeed ovulation in gunea pigs. Zovlogeal Science, w81 119
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A SIMPLE METHOD FOR ESTRUS SYNCHRONIZATION
OF GUINEAPIG (Cavia porcelilus)
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INTRODUCTION

The aim of this work was to propose an alternative method to obtain synchronized ovulation in
guineapigs under farming conditions using oral progesterone in respect of animal welfare.

MATERIALS AND METHODS

0,1mL dose of oral progesterone
20 days.

\:

Treatment administration Daily checking of females heat period

Number of females that presented heat period according
to the number of days after the end of treatment

RESULTS

5

4

5.06 + 1.36 days

M20 230 341 50 5860 [67[ [78I[

adjust the dose length of the treatment vaginal smears

27thScientific Meeting of the AETE September 9-10, 2011, Chester, England

Poster : Anne Grégoire, Aurélie Allard, Silvia Leon Trinidad, Ethel Huaman Fuertes, Thierry Joly, « A simple
method for estrus synchronization of guinea-pig (Cavia porcellus) », 27th Scientific Meeting of the AETE,
Association Européenne de Transfert Embryonnaire, Chester, England, 9-10 septembre 2011
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Iimportance economique, culturelle et scientifique
Dans les Andes Recherche biomédicale
« domestique depuls |'épague précolombienne e cochon ¢ Inde fat o @lors phus connu S0us le nom ge cobaye | @ 6lé lrés
pats de nomreuses traditions folkloriques est échange comme largement uliiise depias e 18° giécls,

cadeay el esl utisdé dans la medecine traditionnelle andine,
« 5a consommation canstiue une Importante source de protéines.
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Il convient aujourd'hul de conserver cet hérltags symbaolique et
culturel en sauvegardant les lignées non-sélectionnées moins
productives mais plus rustiques et plus résistantes afin
d'envisager un schéma de séiection de l'espéce sur le long
terme

¢ supplantd aujourd’hul par daulres rongews [souns,
rats) 4 ne représente plus gue 2% des animeux de
laboratoire en k

Ls mise en place d'une cryobanque d'embryons
permetira de conserver les lignées précieuses d'un
point de vue scientifique et de minimiser les colls
de maintenance des colonies dans les laborstolres

Cryobanque d'embryons

* lobjectd pe notre proet oe recherche esl | dlaboravon d'une
cryobangue d'embryons de coehons d Inde gul germelira une
conservation ex siiu 0es ressources généligues de celte

Nous meltons sctuellament su point les protocoles de s
cryoconservation des embryons obtenus el de transfert

embryonnaire qul nous permetiront d'atteindre nos

objectifs de conservation
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First Successful Pregnancy after Embryo Transfer into
Synchronized Females in Guinea Pig (Cavia porcellus)
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The Guines pig (Cavio porcedins) has besn used as a lnboratory aremal since the iate 18" century and #so plays an mportam
role In the Andes societies as 8 source of protedn for low Income highlanders and a3 a part of ritusls snd traditional medicines

Thues, the conservation of s penetic diversity is a long teem lssue Thet must be considered.

Materials and Methods
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We svidonced that clasaic surgicnl embryo transler method Is possaible under Reld conditions to oblain pregnancy
In this species. We suggest turther studies using glass pipeties which allow 8 more precise embryo deposition
Future experiments will incorporate the tranafer of frorsn-thawned ambryos on a larger scale
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