ment identiques est une

pratique couramment uti-
lisée dans les productions végétales.
Jusqu’a une date récente, elle n’était
pas envisageable pour les productions
animales : la situation est en train de
changer, en particulier en ce qui con-
cerne les mammiferes. Cette évolution
est due 2 une meilleure connaissance
du début du développement de
I’embryon et a la mise au point de
nouvelles technologies de micromani-
pulation.
Ces dernieres années, la scission de
I’embryon au stade préimplantatoire
de son développement a commencé 2
étre utilisée au niveau des élevages
pour produire des paires de jumeaux
notamment chez les bovins. Mais cette
approche est limitée ; elle ne permet
que trés rarement d’obtenir des triplés.
Une autre technique est en train de
voir le jour qui consiste a réaliser en
série la greffe d’un noyau, provenant
d’'une cellule d’'un embryon « don-
neur », dans le cytoplasme d’un ovule
« receveur » dont on a, au préalable,
retiré le matériel nucléaire. Les chan-
ces de développement a terme des
embryons ainsi reconstitu€s sont
aujourd 'hui encore faibles. Toutefois
cette biotechnologie ouvre la voie 2 la
production de véritables clones, c’est-
a-dire un ensemble de plusieurs indi-
vidus génétiquement identiques tous
issus d’'un méme embryon. Ces clones
constitueront un nouvel outil pour la
diffusion et la création de progres
génétiques.

’ obtention en grand nom-
bre d’individus génétique-

J.P. Renard, Y. Heyman : Unité de Biologie
du Développement, INRA, 78350 Jouy-en-
Josas, France.

Synthése

La multiplication par clonage :
un nouvel outil
pour la sélection animale

Jean-Paul Renard, Yvan Heyman

Une technique
expérimentale
déja ancienne

Le concept du clonage animal par
transfert de noyaux est relativement
ancien puisqu’il avait déja €t€ proposé
par Speeman en 1938 [1]. Chez les
amphibiens, Briggs et King [2]
démontraient en 1952 que des noyaux
prélevés au stade préblastula et gref-
fés dans des ovocytes pouvaient induire
le développement. Ce n’est que beau-
coup plus tard que cette approche a
pu étre transposée aux embryons de
mammiféres 2 la suite des travaux de
Mac Grath et Solter [3] en 1983 qui
furent les premiers a décrire une
méthode efficace pour échanger les
noyaux d’embryons de souris de stade
une cellule. En 1986, Willadsen [4]
obtient pour la premiere fois la nais-
sance d’agneaux aprés transfert de
noyaux de stade 8 cellules.

La technique de transfert nucléaire et
son adaptation aux embryons de dif-
férentes especes ont fait ’objet de plu-
sieurs revues [5-7] La procédure tech-
nique est décrite dans la figure 1. Elle
consiste a dissocier et isoler les blasto-
meres d’un embryon donneur de
noyaux. Parallelement, on procéde par
micromanipulation a I’énucléation
d’une série d’ovocytes receveurs en
aspirant les chromosomes arrétés en
métaphase de 2¢ division meiotique, a
travers la membrane plasmique de
"ovocyte préalablement traité a la cyto-
chalasine. Chaque blastomere est alors
téinséré sous la zone pellucide de cha-
que ovocyte treceveur énuclé€ et les
ceufs ainsi reconstitués sont soumis a
une stimulation €lectrique dans le but
de fusionner les membranes du blas-
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tomere et de I'ovocyte pour faire péné-
trer le noyau et induire I’activation. Le
noyau transféré est alors modifi€ par le
cytoplasme ovocytaire receveur et son
programme de développement ainsi
réinitialis€. Apres fusion, les séries
d’embryons reconstitués sont placées en
culture 7z vitro pour assurer leur déve-
loppement jusqu’a un stade compati-
ble avec leur transplantation dans
I'utérus de femelles porteuses. Dans
notre laboratoire, un expérimentateur
confirmé peut en routine reconstituer
environ une cinquantaine d’embryons
par jour.

Des résultats
encore modestes,
mais en pleine
évolution

Les ceufs ainsi reconstitués ne sont pas
tous capables de se développer i
terme, loin s’en faut ! Si beaucoup
sont capables de se diviser et de com-
mencer leur développement, on cons-
tate que la mortalité embryonnaire
augmente rapidement avec le temps de
culture ou apres transfert dans une
femelle receveuse. En outre, la base de
données expérimentales disponibles
aujourd’hui est tres différente selon les
especes.

Bovins

C’est probablement chez cette espéce
que les applications du clonage
embryonnaire seront les plus importan-
tes. Depuis la naissance du premier
veau issu de transfert nucléaire en 1987
[8], une intense activité de recherche




sur le clonage de I’embryon bovin a
€té développée a la fois au sein de
laboratoires de recherches institution-
nels publics et de sociétés privées qui
misent sur une application commer-
ciale. Quatre compagnies nord-
américaines ont déja fait naitre plu-
sieurs centaines de veaux par transfert
de noyaux, le record actuellement
publié étant un clone de 11 veaux
obtenu a partit d'un seul embryon [9].
Néanmoins les rendements globaux de
ces interventions sont encore tres fai-
bles. D’apres les données récentes de
la littérature, rassemblées dans le
tableau 1, on peut estimer que dans
de bonnes conditions 20 4 30 % des
embryons reconstitués a partir de blas-
tomeres d’embryons de 16 4 50 cellu-
les et d’ovocytes maturés 7z vivo ou in
vitro, sont capables de se développer
jusqu’au stade blastocyste. La trans-
plantation de tels blastocystes clonés
dans 'utérus de génisses receveuses
aboutit 2 des taux de mise-bas n’excé-
dant pas 15 @ 25 % selon les équipes.
En conséquence, le rendement global
(nombre de veaux nés/nombre
d’embryons reconstitués) reste encore
inférieur 2 5 %.

Quelques €tapes de cette procédure
sont déja bien maitrisées (tablean 2) :
le taux d’énucléation des ovocytes est
sup€rieur 4 95 % si 'on associe aux
micromanipulations le marquage de la
chromatine et sa visualisation en
microscopie de fluotescence, car le cyto-
plasme est tres opaque chez les bovins.
Les parametres d’€lectrostimulation ont
€té€ testés et permettent maintenant
d’obtenir régulierement entre 70 et
90 % de fusion selon la taille du blas-
tomere et la qualité de 1’ovocyte. On
sait d’autte part que l’activation de
I'ccuf dépend de I'dge de I'ovocyte
[10]. Une méme stimulation de cou-
rant continu de I’ordre de 1,2 KV/cm
pendant 50us est efficace a la fois pour
fusionner et activer puisque 82 % des
ceufs reconstitués 4 partir de blastome-
res d’embryons de 32 cellules et
d’ovocytes matutés iz vitro stimulés a
36h apres le début de maturation, sont
capables de se diviser au stade 2 cellu-
les [11]. Le développement ultérieur,
lui, est caractéris€ par une grande varia-
bilité et dépend comme nous le verrons
dans les voies de recherches, a la fois
du cycle du noyau donneur et des fac-
teurs liés a 'age et a la qualité de
'ovocyte receveur.

Le développement iz wvitro des
embryons clonés, jusqu’au stade blas-
tocyste, est rendu plus difficile chez
cette espece par l'existence du stade de
blocage 8-16 cellules que l'on peut
partiellement dépasser en utilisant un
systeme de coculture avec des cellules
d’épithélium tubaire bovin. L'utilisa-
tion d’ovocytes receveurs produits par
maturation 7z vitro a partir d’ovaires
de vaches prélevés a I'abattoir, est une
étape-clé pour |'avenir du clonage de

I'embryon bovin. Les premiers résultats
faisaient référence a ['utilisation
d’ovocytes maturés 7 wvivo, mais
depuis peu il a ét€ montré que des
cytoplastes préparés a partir d’ovocytes
matutés 7z vitro peuvent étre tout aussi
compétents pour assurer le développe-
ment z wvitro d’embryons bovins
reconstitués [12, 13].

L’embryon donneur de noyaux est
généralement prélevé entre 5 et 6
jours, au stade morula constitué en
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Figure 1. Principe du clonage embryonnaire par transfert de noyaux chez les bovins.

Figure 1. Principle of embryo cloning by nuclear transfer in cattle.
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moyenne de 32 blastomeéres mais il ne
semble pas y avoir de différence signi-
ficative dans le développement des
embtyons reconstitués selon le stade de
I’embryon donneur entre 16 et 60 cel-
lules. Par contre, au-deld, !'aptitude
des noyaux de cellules du bouton
embryonnaire de blastocyste bovin 2
étre reprogrammeés n’'a pas encore €té€
démontrée comme c’est le cas chez la
brebis [14].

L’analyse des gestations et mise bas
apreés transplantation de blastocystes
clonés révele I'existence de mortalités
embryonnaires accrues [15] ainsi que
I'obtention de veaux anormalement
gros a la naissance [16]. On estime que
20 4 30 % des veaux ont un poids de
naissance €levé malgré une durée de

gestation tout a fait normale. Les rai-
sons de ces anomalies sont encore
inconnues et méritent des études
approfondies.

Lapin

Contrairement 4 la souris, I’embryon
de lapin est probablement un bon
modele pour I'étude du clonage bovin.
En effet il présente un certain nombre
de similitudes : aptitude des noyaux 2
étre reprogrammeés un ou deux cycles
apreés la mise en route du génome
embryonnaire, apparition de la pola-
risation des blastomeéres au stade 32
cellules comme c’est le cas dans
I’embtyon bovin. Les premiers essais de
transfert de noyau chez le lapin datent

Tableau 1

Développement des embryons bovins aprés transfert de noyaux

Embryons  Ovocytes Développement in vitro Développement in vivo | Références
donneurs receveurs morula/blastocyste % naissances clones
4-16¢. ovulé 23/185 12,0 2 [8]
16¢. ovulé 92/493 18,6 [44]
32-40 c. ovulé 84/375 220 [44]
16-64 c. 280/1181 3,7 92 n=8 [9]
16-32 c. in vitro 10/102 9,8 [45]
8-64 c. ovulé ? ? 101 =4 [46]
DLrcy ovulé 19/96 19,8 [12]
3264 in vitro 14/86 16,3 [12]

Development of bovine embryos after nuclear transfer

Tableau 2

Clonage de I'embryon bovin, efficacité des différentes étapes

z Pour
Rendement Ecarts 100 noyaux

1) énucléation de |‘ovocyte 95 %
2) dissociation de |'embryon 90 %
donneur
3) électrofusion 90 % [75-100] 81
4) division des embryons 75 % [50-90] 60
reconstitués
5) développement en coculture 25 % [0-40] 15
jusqu’au stade blastocyste
6) transplantation dans femel-
les receveuses :
- gestations initiées 35 % [0-50] b2
- gestations a 3 mois 25 % [0-40] 3,7
- mises bas 20 % [0-35] 3

Bovine embryo cloning : success rate of the various stages
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de 1975 [17], mais ce n’est qu'en 1988
que la naissance de lapereaux issus de
transfert nucléaire a été rapportée [18].
Nous avons pu obtenir dans notre
laboratoire [19] un clone de 6 lapins
a partir d’'un seul embryon donneur de
stade 32 cellules, préalablement con-
gelé puis dissoci€é et greffé dans une
série d’ovocytes énucléés 19 h post
hCG. L’aptitude de noyaux de morula
de 16 a4 64 cellules a étre reprogram-
més jusqu'a la naissance de lapereaux
a €té confirmée [20]. En revanche, les
cellules de bouton embryonnaire, uti-
lisées comme source de noyaux ont un
potentiel de développement trés réduit
et n'ont pas permis la naissance de
jeunes. Plus que le stade de dévelop-
pement de ’embryon donneur avant
la formation du blastocyste, le cycle
cellulaire du noyau du blastomeére doit
avoir une influence déterminante sur
le développement des embryons clonés.
Il a été montré que des noyaux gref-
fés en début de cycle conduisaient a
un taux de développement significati-
vement meilleur que celui de noyaux
en milieu de cycle (71 % vs 15 % de
blastocystes formés respectivement) sans
pouvoir affirmer que ces noyaux
¢étaient en phase G1 et S au moment
de la reconstitution [21].

Brebis

Parmi les mammiferes domestiques,
c’est chez la brebis qu'un clone de
deux agneaux a pu étre obtenu pour
la premiere fois par Willadsen en 1986
[4]. Ce résultat a depuis stimulé les
recherches sur le clonage embryonnaire
chez d’autres especes. L'embryon de
brebis donneur de noyau a été utilisé
avec succes initialement au stade 8 cel-
lules puis étendu a d’autres stades : 32
cellules [22], 64 cellules [23] et il a
méme €té démontré que des cellules
issues de la masse cellulaire interne de
blastocystes pouvaient encore étre uti-
lisées et donner naissance a un agneau
apres transfert nucléaire [14]. Bien que
les données chez la brebis soient tres
limitées, il semble que le rendement
global du clonage en terme de jeunes
nés soit plus important (de 1'ordre de
10 %) chez cette espece que chez les
bovins.

Porc

Chez cette espece, la naissance de jeu-
nes issus de transfert nucléaire n’a pu
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étre obtenue qu'a partir d'embryons
donneurs de stade 4 cellules [24] avec
un trés faible rendement de I’ordre de
1 %. Les tentatives 4 partir de noyaux
de stade 16 cellules n’ont pas permis
de produire de blastocystes iz vitro a
partir des ceufs reconstitués [25].

Chévre

Des jeunes issus de transfert de noyaux
de stade 8 a 32 cellules ont pu étre
produits récemment [26] mais 4 notre
connaissance, aucun clone de chevreaux
n'a ét€ rapporté dans la littérature.
Des noyaux embryonnaires de chévre
ont €galement été transplantés dans
des cytoplasmes ovocytaires de bovin
(transferts interspécifiques) mais le
développement ne dépasse pas le stade
morula [27].

Souris

Ce modele, qui est bien différent des
mammiferes domestiques, ne serait-ce
que par la mise en route plus précoce
du génome embryonnaire, est trés uti-
lis€ pour des recherches a caractere fon-
damental sur les relations qui s’établis-
sent entre le noyau et le cytoplasme.
Ceci est facilité par une bonne connais-
sance du début du développement
chez cette espéce. Les expériences de
Smith ez /. [28] ont montté que des
noyaux de stade 1 ou 2 prélevés en
début de cycle pouvaient se dévelop-
per si on les fusionne a4 des cytoplas-
mes en fin de stade 1 alors que la réci-
proque (noyau de fin de stade 1 ou
2 dans un cytoplasme de début de
cycle) n’aboutit pas au clivage. Récem-
ment des développements jusqu’au
stade blastocyste iz vitro ont été obte-
nus pour des embtyons reconstitués a
partir de cytoplasme d’ovocyte en télo-
phase 1 et de noyaux de stade 2, 4
cellules ou méme bouton embryon-
naire ; cependant le développement
jusqu’au souriceau n’a pu étre obtenu
qu’a partir des noyaux de stade 2 [29].
La souris se révele donc étre un bien
pietre modele pour I’étude du clonage
embryonnaire !

Voie de progres

Comprendre les interactions
noyau/cytoplasme

La premiére indication qu’une repto-
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Tableau 3

Développement in vitro des embryons clonés de lapin selon |'état
de leur noyau deux heures aprés fusion

Aspect de la chromatine 2 h aprés transfert nucléaire*

Nombre
d’embryons clonés remodelée* * non modifiée condensée
observés 58 21 12

% (64 %) (23 %) (13 %)
développés au stade 46/58 14/21 0/12
2 cellules (79 %) (67 %) (0 %)
développés au stade 23/46 0/14 -
blastocyste (50 %) (0 %)

* Les embryons sont observés en microscopie de fluorescence basse énergie aprés marquage spécifique

du noyau.

** Gonflement marqué de la chromatine : le volume du noyau est multiplié par 4 (d'aprés (34]).

In vitro development of cloned rabbit embryos according to the state of their

nucleus two hours after fusion

grammation nucléaire se produit est le
gonflement du noyau transplanté.
Cette réorganisation intervient sous
I'effet du cytoplasme de I'ovocyte rece-
veur. Une telle situation existe au cours
de la fécondation normale et il a été
montré chez la souris que la chroma-
tine du noyau du spermatozoide est
soumise 4 une phase de décondensa-
tion rapide aprés pénétration dans
I'ovocyte ovulé [30]. I s’ensuit un
remplacement progressif des protami-
nes par des histones somatiques et une
nouvelle enveloppe nucléaire va se for-
mer 2 partit d’éléments stockés dans
I'ovocyte. Apres transfert de noyaux de
thymocytes dans des ovocytes de sou-
tis, Szollosi e a/. [31] ont montré que
la rupture de la membrane nucléaire
et l'acquisition d’une nouvelle struc-
ture membranaire sont également
nécessaires 4 la formation d’un noyau
diploide fonctionnel. Par immunocyto-
chimie, il a ét€ observé chez le porc
qu’un noyau prélevé au stade 16 cel-
lules acquiert les protéines laminaires
nucléaires présentes dans le cytoplasme
receveur alors que ces protéines sont
généralement perdues au stade 8 cel-
lules [32].

L’utilisation de marqueurs spécifiques
du DNA (Bisbenzimide Hoechst
33342) associ€s a la microscopie de
fluorescence 4 basse énergie permet
maintenant de suivre 7z szt de fagon
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dynamique les modifications de struc-
ture de la chromatine sans perte de
viabilité de la cellule [33]. Le remode-
lage du noyau conditionne donc son
aptitude a se diviser et 4 reprendre les
premieres étapes du développement.
Chez le lapin nous avons développé
cette approche en observant I’évolution
de la chromatine au cours des heures
qui suivent la reconstitution des
embryons clonés. La cinétique du gon-
flement du noyau greffé a été reliée a
I'aptitude au développement 7z vitro
des embryons correspondants et nous
avons montté que des embryons
reconstitués a partit de noyaux de
stade 32 cellules et d’ovocytes de 19h
post-hCG, étaient capables de former
des blastocystes dans des proportions
significativement plus élevées (50 %) si
le noyau greffé doublait de diameétre
pendant les 2 h suivant I’électrofusion
[34] (tableau 3). L’observation ponc-
tuelle et précoce des embryons recons-
titués devrait permettre leur sélection
avant méme de les retransplanter dans
une femelle receveuse et contribuer a
améliorer les rendements.

Disposer de cytoplasmes
receveurs compétents

Le clonage de I’embryon bovin néces-
site de grands nombres d’ovocytes au
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stade métaphase II. Les techniques de
maturation zz vifro permettent main-
tenant de produire de tels ovocytes
pour la FIV ou le clonage a un cofit
téduit, a partir d’ovaires de vaches col-
lectés dans les abattoirs. Mais apres
maturation zz vitro, |'évaluation du
degré de maturation nucléaire lors de
I’énucléation n’est pas un critere suf-
fisant pour juger de l'aptitude d’un
ovocyte a conduire le développement
d’un noyau exogéne. L’'dge de
I’ovocyte a partir duquel est préparé le
cytoplasme semble étre un facteur tres
important pour le développement ulté-
rieur des embryons reconstitués [12]. Si
les blastomeéres de bovin sont fusion-

Summary

Clonal multiplication : a new

tool for animal selection
JP. Renard, Y. Heyman

Embryo cloning by transfer of
nuclei into the cytoplasm of
enucleated oocytes opens a
new field of application in
embryo-transfer biotechnology.
In the cattle-rearing industry, for
example, several series of five
to ten identical calves (clones)
have already been produced.
However, less than 10 % of the
reconstituted embryos have
been able to develop to term
after transplant into the surro-
gate mother. More progress is
imperative if we want this tech-
nology to generate applications.
Examples of these include the
spreading of genotypes selected
for weakly-heritable characteris-
tics and the creation of new
genetic progresses. This pro-
gress requires greater understan-
ding of the fundamental, and
interrelated, key stages occur-
ring at the onset of embryonic
development : the effect of
oocyte cytoplasm on nuclear
organisation, and the program-
ming of gene activity already
turned on in the donor nucleus
prior to transfer.
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nés avec des cytoplasmes ovocytaires de
36 h par rapport au début de la matu-
ration 7z witro, le développement
jusqu’au stade blastocyste est significa-
tivement plus €levé [11] que celui des
embryons reconstitués a partir d’ovocy-
tes de 28 h (respectivement 23 et
9 %). Cette acquisition de la compé-
tence est encore mal comprise. On sait
qu’elle dépend en partie des condi-
tions d’activation de I’ovocyte, [35] qui
elles-mémes évoluent avec son dge.
Chez les bovins, le taux d’activation
augmente avec le vieillissement [10].
Mais des changements au niveau molé-
culaire doivent intervenir dans le cyto-
plasme des ovocytes au cours du pro-
cessus de vieillissement. Cela se traduit
par une action différente des compo-
sants cytoplasmiques sur le remodelage
du noyau apres Electrofusion. Des
noyaux embryonnaires de bovin fusion-
nés a des jeunes ovocytes en métaphase
IT (24 h de maturation) subissent tres
rapidement une condensation de leur
chromatine (forme pcc), tandis
qu’apres fusion dans des cytoplasmes
agés (42 h de maturation) ils sont
remaniés directement en une structure
ressemblant 4 un pronoyau, sans for-
mation de pcc [36]. Nous avons €éga-
lement observé que la premiere seg-
mentation intervient plus tét dans les
ceufs reconstitués a partir de cytoplas-
mes 4gés que dans les ceufs issus de
cytoplasmes jeunes ([37], données non
publiées). De telles études sont en
cours chez les bovins pour caractériser
au niveau biochimique et moléculaire
la qualité du cytoplasme receveur pré-
paré a partit d’ovocytes maturés zz
vitro.

Congélation et recyclage
des embryons clonés

La congélation de I’embryon est un
moyen pratique pour disposer de
noyaux donneurs au bon moment.
Chez les bovins, des noyaux issus
d’embryons congelés peuvent efficace-
ment étre reprogrammés. Cependant la
perte de blastomeres est importante
apreés décongélation de jeunes morula
chez cette espece [9]. Sur le modele
lapin nous utilisons systématiquement
des morula congelées comme source de
noyaux [19]. Chez cette méme espeéce,
nous avons obtenu quelques dévelop-
pements jusqu'au stade blastocyste
(8 %) des embryons reconstitués a par-
tir de blastomeres congelés et d’ovocy-
tes €galement congelés. Mais aucun
résultat n’a encote pu étre obtenu chez
les bovins @ partir d’ovocytes receveurs
préalablement conservés dans |'azote
liquide.

Le recyclage d’embryons clonés de pre-
miere génération est une soutce poten-
tielle de noyaux pour produire des clo-
nes de deuxieme génération. A ce
jour, quelques veaux sont nés aux
Etats-Unis aprés un clonage de 3¢
génération. Cependant le rendement
diminue dés le 2¢ cycle [38]. Chez le
lapin, en combinant le transfert de
noyaux en série et la congélation des
embryons clonés nous avons pu recons-
tituer plus d’une centaine de morula
a partir d’'un seul embryon donneur en
3 générations [39]. Le recyclage des
noyaux devrait donc étre un moyen
d’augmenter le nombre d’individus
identiques génétiquement, notamment
chez les bovins.

Tableau 4

Développement in vitro des embryons bovins clonés selon |'age

des ovocytes receveurs utilisés

Ovocyte Nombre Nombre Nombre Nombres
receveur d’embryons fusionnés divisés blastocystes
reconstitués (%) (%) obtenus (%)
« jeunes » 28 h 108 98/108 56/98 5/56
(90,7 %) (57 %) (9 %)
« agés » 36 h 112 106/112 94/106 22/94
(94,6 %) (88 %) (23 %)

In vitro development of cloned bovine embryos according to age of host oocyte
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Obtention de cellules
souches embryonnaires
comme source de noyaux

Chez la souris, des lignées de cellules
qui conservent toutes leurs potentiali-
tés de différenciation (cellules dites ES)
ont €té isolées a partir de boutons
embryonnaires en sélectionnant des
conditions de cultute 7z vitro qui pet-
mettent aux cellules de se multiplier
sans se différencier. Si I’on injecte de
telles cellules dans la cavité blastocce-
lique d’un autre embryon, elles peu-
vent contribuer 2 la formation des dif-
férents tissus du feetus. Elles sont donc
pluripotentes. Cependant il est peu
probable que des noyaux de cellules ES
de souris puissent étre reprogrammeés
apres transfert nucléaire et conduire 2
un développement a terme alors que
des cellules de bouton embryonnaire
ne le permettent pas [29].

Chez les ruminants en revanche, des
noyaux issus de bouton embryonnaire
et transférés dans des ovocytes énucléés
peuvent se développer 4 terme [14]. Il
serait donc trés intéressant chez le
bovin ou la brebis, d’établir des
lignées de cellules ES afin de disposer
d’un trés grand nombre de noyaux
identiques. Ces recherches sont en
cours dans plusieurs laboratoires, mais
il semble que des colonies de cellules
ES soient beaucoup plus difficiles 2
obtenir a partit de blastocystes de
bovin que chez la souris et que leur
croissance est beaucoup moins rapide.
Néanmoins Saito ez &/, [40] ont
fusionné des cellules de type ES de
bovin a des ovocytes maturés iz vitro
et énucléés. Un tiers des ceufs recons-
titués se sont divisés zz vztro et 10 %
ont atteint le stade 8-16 cellules. Chez
le lapin, nous isolons actuellement par
immunochirurgie du bouton embryon-
naire, une lignée de cellules qui res-
tent indifférenciées pendant au moins
5 passages iz vitro [41]. La possibilité
d’utiliser des marqueurs génétiques
chez cette espéce est un avantage pour
déceler la totipotence de ces lignées a
travers la formation de chimeres.

Quelles applications pour
I’élevage ?

Le clonage embryonnaire constitue une
biotechnologie a forte valeur ajoutée,
qui réclame la compétence de techni-
ciens hautement qualifiés. Méthode
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sophistiquée, cette biotechnologie est
considérée par certains comme un luxe
réservé a un petit nombre de pays
développés, voire une fuite en avant
technologique qui ne répond pas aux
difficultés économiques que connait
actuellement ce secteur de production.
S’ajoute 4 ces critiques la peur de voir
cette technologie étre utilisée sans dis-
cernement et 4 l'origine d’une perte
irrémédiable de la diversité génétique
des espéces domestiques.

Ces accusations ne prennent pas la
mesure de ce qui est encore du
domaine de la recherche, donc soumis
a nombreuses incertitudes, et ce qui
pourra faire 1’objet effectivement
d’applications. Elles sont en outre gros-
sierement simplificatrices et n’envisa-
gent pas les possibilités multiples que
pourrait offrir 'utilisation de cette
technologie. Deux données illustrent la
prudence (voire la modestie) et la
rigueur dont on doit faite preuve
quand on veut juger @ prior: du bien
ou du mal de telle ou telle applica-
tion de la science.

La premiere concerne les résultats
técents obtenus par des collegues cher-
cheurs vietnamiens avec qui nous tra-
vaillons depuis plusieurs années. Leur
objectif est d’utiliser le transfert
d’embryons puis, a plus long terme,
le clonage pour augmenter la qualité
génétique du buffle des marais
(Bubalo bubalis). Cet animal est uti-
lis€ non seulement comme soutce de
protéines pour Il’alimentation, mais
aussi comme force de travail dans les
rizieres, et comme moyen de transport
dans les régions des hauts plateaux.
Une des voies retenue pour 1’amélio-
ration génétique a €t€ la mise en place
d'un programme de croisement avec
des buffles des rivieres importés
d’Inde. Peu de jeunes ont pu ainsi
étre obtenus. Ceci les a amenés 2 défi-
nir une méthode originale de stimula-
tion de I'ovaire de jeunes bufflesses et
a lever un des obstacles a la faible effi-
cacité reproductrice observée dans les
conditions naturelles et sur laquelle
butaient plusieurs équipes dans diffé-
rents pays [42]. Leur résultats permet-
tent d’envisager des applications dans
les €levages de sélection de buffles et
les connaissances qu’ils ont acquises
avec cette recherche suscitent un début
de coopération avec des partenaires des
pays voisins (Thailande, Malaisie). Elles
les placent en outre en interlocuteurs
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critiques  (patce que compétents)
devant les techniciens de compagnies
étrangeres qui explorent actuellement
les marchés potentiellement plein
d’avenir de ces pays d’Asie du
Sud-Est.

L’'autte donnée concerne la peur de
voir le clonage devenir une source
d’appauvrissement du progres généti-
que. Toute peur doit étre raisonnée,
et cela est possible maintenant en
s’appuyant sur la base de données
expérimentales existantes. Il vient
d’étre montré qu’avec 5 tépliques par
clones, ce qui est un objectif raison-
nable mais encore non réel, le taux
final de consanguinité aprés une utili-
sation systématique de cette technolo-
gie dans un programme de sélection
pendant 100 ans, ne se traduirait que
par une augmentation de 0,25 % du
taux de consanguinité. Avec 10 tépli-
ques par clones, ce taux n’augmente-
rait que de 0,30 % [43]. Ceux qui
voient déja des clones partout envahis-
sant les €levages ont certes raison de
dire qu’a ce moment la, la consangui-
nit€ sera une menace pour la diversité
génétique. Mais en serons nous jamais
un jour rendu la ! Le clonage est avant
tout destiné 4 l’amélioration généti-
que. Dans de nombreux pays ot celle-
ci n’a pu encore se développer suffi-
samment, comme par exemple I'Inde,
le clonage et les technologies de la
reproduction sont envisagés pour
I’obtention, plus rapide que par les
voies classiques, de taureaux d’insémi-
nation artificielle a partir de familles
déja sélectionnées par des €leveurs qui,
« intuitivement », ont su choisir les
bons animaux. Cette forme de valori-
sation du patrimoine d'un pays est
aussi 1'une des applications du clonage.
Cette technique peut en effet étre
appliquée pour mieux connaitre les
caractéristiques génétiques de race de
petits effectifs qui jusqu’a maintenant
ne pouvaient étre valorisées dans les
schémas classiques. Ce qui est sr, c’est
que si le clonage doit un jour sortir du
laboratoire ou il est encore en phase
de recherche, il permettra de connai-
tre avec la méme précision, mais A pat-
tir d’'un nombre d’animaux contrdlés
beaucoup plus réduit [43], les caracté-
ristiques d’un reproducteur. Le cott de
la sélection en sera d’autant moins
€levé ce qui permettra alors de déve-
lopper des programmes sur des crite-
res moins héritables que les criteres,
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surtout quantitatifs, utilisés aujour-
d’hui. Diversifier les objectifs de la
sélection est un atout pour de nom-
breuses régions dont 1’économie ne
peut étre vouée qu’a l’é€levage.

Les raisons qui viennent d’étre avancées
ne doivent pas pour autant sous-estimer
les risques que comporterait 4 terme
I'utilisation de cette technologie sans
téglementation, c’est-a-dire en dehors
d’une politique de gestion des ressour-
ces génétiques. C'est la que dés aujour-
d’hui doit se porter notre vigilance.

Conclusion

Les données présentées sur le clonage
embryonnaire permettent de prendre la
mesure des nouveaux outils que forge
la recherche. Faire évoluer les objectifs
des programmes de sélection, situer la
place de chacun, €leveurs et utilisateurs,
dans la gestion de ces programmes sont
autant d’actions a développer qui orien-
teront le long travail déja engagé en
faveur des especes d’intérét zootechni-
que et du maintien de la diversit€ géné-
tique des animaux de ferme M

Résumé

Le clonage embryonnaire par transfert
d’un noyau dans le cytoplasme d’ovocy-
tes énucléés offre un nouveau champ
d’application 4 la biotechnologie que
constitue le transfert d’embryons. Dans
I'industrie de 1’élevage bovin par exem-
ple, plusieurs séries de cinq 4 dix veaux
identiques (clones) ont déja vu le jour.
Toutefois moins de 10 % des embryons
reconstitués sont capables de se dévelop-
per 4 terme apres transplantation dans
une femelle receveuse. Des progres sont
indispensables si I'on veut que cette
technologie puisse étre source d’appli-
cations, par exemple pour la diffusion
de génotypes sélectionnés sur des carac-
teres peu héritables, et la création de
nouveaux progres génétiques. Ces pro-
gres dépendent d’une meilleure com-
préhension de deux événements fonda-
mentaux, li€s entre eux, qui marquent
le début du développement embryon-
naire : l'effet du cytoplasme de
I’ovocyte sur ’organisation du noyau et
la programmation de I’activit€ des genes
qui est déja engagée dans le noyau don-
neur avant son transfert.
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