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RESUME : Les huit espéces de grands félidés sauvages sont considérées par I'International
Union for Conservation of Nature comme menacées ou quasi menacées. Les techniques
d’évaluation de leurs fonctions reproductrices reprennent celles pratiquées chez le chat, mais
leur application est souvent contraignante car elle impose une anesthésie. Le dosage des
métabolites hormonaux dans les matiéres fécales est une alternative non invasive qui démontre
des variations significatives entre les cycles reproducteurs des espéces considérées.

Face aux faibles taux de reproduction observés en captivité chez la majorité des grands
félins, I’étude de leur biologie et des comportements sociaux et reproducteurs est cruciale
pour améliorer I'efficacité des programmes d’élevage. L’élaboration des studbooks permet
la gestion de la génétique des populations et le recours systématique a ces registres
empécherait les accouplements consanguins. Lorsque la reproduction naturelle n’est pas
envisageable, la reproduction assistée évite la disparition des espéces. La méthode la mieux
maitrisée actuellement est I'insémination artificielle, et d’autres techniques se développent,
telles que la fécondation in vitro, le transfert et la congélation d’embryons. Cependant la forte
tératospermie rencontrée chez les félidés issus de populations consanguines constitue un
véritable frein a la fertilité, et les techniques telles que la micro-injection intracytoplasmique de
spermatozoides etl’injection de spermatozoides sous lazone pellucide tententd’outrepasser cet
obstacle.

1. Introduction

Parmi les 36 espéces de félidés
(Felidae), 18 sont considérées comme
des petits félins (leur poids étant
inférieur a 6,5 kg), dix comme des
félins moyens (7-20 kg) et huit sont
classées dans la catégorie des grands
félins (35-135 kg) : la panthére nébu-
leuse (Neofelis nebulosa), espece
intermédiaire entre les moyens et les
grands félins, la panthére des neiges
(Uncia uncia), toutes les espeéces du
genre Panthera comprenant les lions
(Panthera leo), les tigres (Panthera
tigris), les panthéres (Panthera pardus)

et le jaguar (Panthera onca)), les
guépards (Acinonyx jubatus), et les
pumas (Puma concolor). La distri-
bution mondiale des grands félins
s’étend sur tous les continents hormis
I’ Australie et I’ Antarctique, mais leurs
aires de répartition respectives ont
fortement décliné et I’'TUCN (Union
internationale pour la Conservation de
la Nature) attribue a la grande majo-
rité de ces animaux le statut d’espéces
menacées (tableau I). Les maladies
émergentes, les especes invasives, les
activités humaines induisant la perte,
la fragmentation et la surexploita-
tion de leur habitat, sans oublier le

braconnage et la pollution, consti-
tuent les principaux facteurs du déclin
des populations des félins sauvages
(Fontbonne et al., 2010). Les accou-
plements consanguins consécutifs a
la fragmentation du territoire et a la
diminution du nombre de reproduc-
teurs augmentent 1’homozygotie et
I’expression des alleles délétéres, phé-
nomeéne connu sous le nom de dépres-
sion de consanguinité¢ (Comizzoli
et al., 2010), ce qui fait apparaitre des
tares génétiques et favorise la téra-
tospermie, réduisant en particulier
I’aptitude des félins a se reproduire
(Conservation et Reproduction des
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Tableau I : répartition géographique et statut de conservation, tel que
proposé dans la liste rouge a 'IUCN, des huit espéces de grands félins
sauvages (International Union for Conservation of Nature and Natural

Resources, 2014)

Eteint Menace

Preoccup.
min.

@DODC

S

WTlLC

Légende : EX = espece éteinte, EW = espéce éteinte a 1’état sauvage, CR =
espéce en danger critique d’extinction, EN = espéce en danger, VU = espéce
vulnérable, NT = espéce quasi menacée, LC = préoccupation mineure

Espéces sauvages africaines mena-
cées, 2009). Face a I’impossibilité de
restituer aux animaux sauvages des
territoires protégés a grande échelle
dans un monde qui voit la démogra-
phie humaine croitre et nécessiter tou-
jours plus de ressources, des solutions
complémentaires se développent pour
restaurer la diversité génétique et les
capacités reproductives des félins,
telles que la reproduction en capti-
vité et les techniques de reproduction
assistée sur des animaux sauvages en
liberté (Swanson, 2006). Aprés un
état des connaissances acquises sur la
biologie de la reproduction des huit
especes de félidés sauvages, les stra-
tégies de reproduction en captivité et
les techniques de reproduction assis-
tées seront successivement présentées.

2. Etat des connaissances
sur la biologie
de la reproduction
des différentes especes
de grands félins

La reproduction étant fondamentale a
la survie des espéces, comprendre ses
mécanismes est une priorité pour sau-
vegarder les félins menacés (Pelican
et al., 2006). Le chat domestique
(Felis catus) constitue ’animal de
référence pour étudier I’anatomie et
la physiologie de la reproduction des
félins sauvages (Ganan et al., 2009)

2.1. Anatomie de ’appareil
génital des grands félins

Dans sa description générale du trac-
tus génital femelle des félidés sau-
vages, Brown (2011) ne reléve pas de
différence significative avec 1’appareil
reproducteur des chattes domestiques.
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L’anatomie des appareils génitaux
femelles chez les grands félins n’est
cependant que trés rarement décrite
dans la littérature scientifique. De la
méme fagon, aucune planche anato-
mique de ’appareil génital male n’est
disponible dans la littérature pour les
grands félins, il est assimilé a celui du
chat

2.2. Techniques d’évaluation
des cycles cestraux des félins
femelles

2.2.1. Les observations
comportementales

A P’instar de la chatte domestique, les
femelles félidés sauvages expriment
des changements comportementaux
lors de I’cestrus : vocalisations, frot-
tements, roulades, attitude de lordose,
port de la queue relevée sur le coté...
(Caro, 1993). Les signes de chaleurs
peuvent Etre absents ou discrets chez
certaines espéces telles que la femelle
guépard (Wielebnowski et al., 1998),
et ils sont souvent frustres en capti-
vité, ce qui complique la détection des
chaleurs.

2.2.2. La cytologie vaginale

L’observation des cellules vaginales
prélevées a différents stades du cycle
permet d’apprécier I’imprégnation
cestrogénique de 1’animal. Cette
technique réalisée en routine chez la
chienne et la chatte est un bon indi-
cateur du moment de 1’cestrus et de
la gestation. Son avantage majeur est
qu’elle permet de savoir si la femelle
est cyclée (frottis d’interoestrus : les
cellules intermédiaires prédominent,
etil persiste 10 a 30 % de cellules kéra-
tinisées résiduelles suite a 1’cestrus)

ou non cyclée (frottis d’anoestrus : les
cellules parabasales basophiles prédo-
minent et les cellules kératinisées sont
absentes ou trés rares) (Fontbonne,
2012). Cependant, la cytologie vagi-
nale reste imprécise et contraignante
chez les grands félins sauvages car la
réalisation des frottis vaginaux impose
I’anesthésie (Kinoshita ef al., 2011).

2.2.3. Les dosages hormonaux

Les profils hormonaux correspondant
a chaque période du cycle peuvent étre
établis via le monitoring des cestro-
genes et de la progestérone (Brown,
2011). La technique non invasive
de dosage des métabolites hormo-
naux fécaux est préférée au dosage
hormonal sanguin car elle évite la
contention et 1’anesthésie du félin
(Kinoshita et al., 2011). Environ 95 %
des métabolites hormonaux du chat
sont sécrétés dans les feéces en un ou
deux jours, ce qui justifie le choix du
monitoring hormonal via I’analyse des
matiéres fécales chez les félidés sau-
vages (Brown ef al., 1996). Il n’existe
cependant pas encore de validation
pour toutes les espéces, ce qui impose
une indexation préalable pour chacune
des hormones. Le développement du
monitoring non invasif des hormones
sexuelles a permis de révéler un fort
degré de variabilité entre les cycles
cestraux des différentes espéces de
grands félins (Brown, 2011). Les don-
nées sont résumées dans le tableau II.
11 existe de grandes différences inters-
pécifiques relatives a I’impact de la
saison sur les fonctions reproductrices
des femelles: certaines espéces sont
sensibles a la photopériode (pan-
thére nébuleuse), d’autres pas (lion,
léopard) (Brown, 2011). Une autre
particularité rencontrée chez la pan-
there longibande et dans une moindre
mesure chez la lionne est I’importance
du taux d’ovulations spontanées, alors
que la majorité des félins semble avoir
une ovulation induite (Comizzoli
et al.,2010).

2.2.4. La laparoscopie

La laparoscopie permet de déterminer
le statut reproducteur par la visualisa-
tion de quatre structures ovariennes
principales : les follicules (leur dia-
métre augmente au cours de leur
maturation), les corps hémorragiques
(ovulation récente), les corps lutéaux
(ovulation datant d’au moins 48
heures) et les cicatrices lutéales. Cette
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technique chirurgicale est précise,
mais son application est contraignante
et ne peut pas étre appliquée chez les
félins sauvages (Howard ef al., 1992).

2.2.5. L’échographie

Chez la chatte domestique, 1’écho-
graphie ovarienne est la technique de
choix pour le suivi de la croissance
folliculaire (Fontbonne et al., 2010).
Encore peu développée chez les
félins sauvages car elle nécessite des
anesthésies répétées, cette technique
d’imagerie pourrait par son caractére
non-invasif remplacer la laparosco-
pie pour déterminer le statut repro-
ducteur et la cyclicité des femelles,
ainsi que la santé des reproducteurs
potentiels. Dans cette logique, 1’asso-
ciation CRESAM (Conservation et
Reproduction des Espéces sauvages
africaines menacées) a développé une
technique d’échographie ovarienne
chez le guépard, utilisant une sonde
transrectale (Fontbonne et al., 2012).

2.3. Evaluation de la fertilité
des félins males

2.3.1. Le probleme
de la tératospermie

La tératospermie correspond a la pro-
duction de nombreux spermatozoides
porteurs d’anomalies morphologiques
(piéce intermédiaire coudée, corps
résiduels...) diminuant la fertilit¢ des
males. Ce phénoméne est observé
chez au moins 28 des 36 espéces de
félidés (Pukazhenthi et al., 2006 ;
Fontbonne et al., 2007), et le manque
de variabilité génétique (dépression
de consanguinité) semble en étre la
cause principale (Comizzoli et al.,
2010). L’analyse descriptive et fonc-
tionnelle de la semence permet d’éva-
luer Iefficacité la spermatogénése et
de la spermiogénése et ainsi d’estimer
la fertilité des males.

2.3.2. L’analyse descriptive
de ’éjaculat

Un spermogramme permet d’évaluer
la qualité de la semence (Zambelli et
Cunto, 2006). Divers parametres sont
analysés au cours de cet examen :

— D’apparence macroscopique : les
changements de couleur peuvent
étre associés a des pathologies
des glandes accessoires ou des
testicules ;
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le volume et le pH de 1’¢jaculat :
I’acidité du prélévement peut
indiquer une contamination uri-
naire, et 1’alcalinité une contami-
nation bactérienne ;

la concentration en spermato-
zoides de I’éjaculat étant souvent
faible chez les félins (Mota et al.,
2006) , elle est difficilement déter-
minée a I’aide d’un hématocyto-
metre ou par un compteur Coulter.
Les systemes CASA (compu-
ter-assisted sperm analysis) plus
récents permettent une estimation
automatisée de la concentration
en spermatozoides (Rijsselaere
etal, 2012);

la morphologie des spermato-
zoides : 1’observation s’effectue
avec un microscope a contraste
de phase, ou grace a des colo-
rants tels que le vert rapide-rose
bengal, la solution de Hancock et
Gledhillgreen (Zambelli et Cunto,
2006) ou le Diff-Quick (Mello-
Martins et al., 2011 ; Mota et al.,
20006) ;

la mobilité et la mobilité pro-
gressive des spermatozoides
sont évaluées par examen de la
semence sous microscope ou par
systeme CASA (Rijsselaere et al.,
2012). II existe une gradation de
la mobilité progressive des sper-
matozoides allant de la catégorie
0 (mobilité nulle) a la catégo-
rie 5 (progression rapide vers
I’avant) ;

la viabilité est estimée grice a
la coloration éosine-nigrosine
(Zambelli et Cunto, 2006) qui
permet de différencier les sper-
matozoides vivants (non colorés,
mais dont les contours sont mar-
qués de bleu par la nigrosine) des
spermatozoides morts (colorés en
rose par 1’éosine) ;

d’autres paramétres tels que
I’intégrité de I’acrosome et de la
membrane spermatique (micros-
copie électronique en transmis-
sion, microscopie en fluorescence,
tests hypoosmotiques) sont moins
souvent analysés lors des sper-
mogrammes de routine mais se
révélent importants pour éva-
luer précisément la qualité de
la semence (Zambelli et Cunto,
2006). Ainsi, I’immunofluores-
cence indirecte utilisant des molé-
cules (la tyrosine, I’annexine, ou
I’ubiquitine) localisées spécifi-
quement sur I’acrosome ou sur

I’ADN permet de détecter une
anomalie fonctionnelle du sper-
matozoide (Mota et al., 2006).

Le taux de spermatozoides anormaux
est treés élevé chez le guépard et les
lions issus de populations restreintes,
il reste au contraire raisonnable chez le
lion des plaines du Serengeti (Brown
et al., 1991 ; Brown, 2011). Il existe
chez les félidés sauvages une corréla-
tion négative entre la concentration et
la qualité des spermatozoides. Cette
production élevée de spermatozoides
au détriment de leur qualité pourrait
traduire un mécanisme adaptatif a
la tératospermie. Cependant la part
exacte de la forte tératospermie dans
le déclin de la fertilité des félins n’est
pas encore trés claire (Fontbonne
et al.,2010).

2.4. L’accouplement

A I’exception du lion, les grands félins
sauvages sont solitaires et territoriaux,
les partenaires ne se rencontrent que
pendant la période de reproduction
(tableau III). Comme chez le chat
domestique, 1’accouplement des
grands félidés sauvages est ritualisé.
Les coits sont brefs et répétés a tres
grande fréquence (jusqu’a cent fois
par jour).

La physiologie de la reproduction
des différents grands félins n’est pas
encore totalement élucidée, il reste
de nombreuses études a réaliser afin
d’approfondir les connaissances dans
ce domaine pour mieux en maitriser
les parameétres, que ce soit en captivité
(Kinoshita et al., 2011) ou en milieu
naturel (Comizzoli et al., 2010).

3. Stratégies d’élevage et
techniques de reproduction
assistée appliquées aux
grands félins

3.1. Stratégies d’élevage

3.1.1. La reproduction en captivité

Les objectifs de la captivité peuvent se
définir a court, moyen et long terme.
Sur le court terme, le dessein d’un parc
zoologique est de connaitre la biolo-
gie, la nutrition et les comportements
des especes afin d’adapter le manage-
ment a leurs besoins et d’apporter les
soins adéquats aux animaux (Brown,
2011). L’objectif a moyen terme est



Tableau III : comportements social et reproducteur des huit espéces de grands félins sauvages, comparés a ceux du
chat domestique (Laurenson, 1993).

Espéce

Comportement social et reproducteur

Guépard
(Acinonyx
jubatus)

Animal solitaire, mais plus sociable que la plupart des autres félidés. La femelle sans jeune
vit seule et les males vivent souvent en coalition de 2 a 5 membres, ou seuls. En captivité, les
males sont isolés des femelles, et les zoos disposant de couloirs longeant les enclos des femelles
y lachent le male pour détecter la femelle la plus réceptive. L’introduction intermittente de
plusieurs males dans 1’enclos des femelles stimule la reproduction. La mise a la disposition
des femelles de taniéres artificielles multiples et isolées du bruit et des activités humaines
seraient un bon outil pour amplifier le succés de I’élevage en captivité (Laurenson, 1993).

Jaguar
(Panthera onca)

Animal solitaire, les partenaires ne se rencontrent que pour la reproduction. Un territoire méale
peut englober celui de deux ou trois femelles. La copulation est bréve mais fréquente, jusqu’a
cent fois par jour. Le jaguar ne supporte pas d’avoir un partenaire imposé en captivité.

Lion
(Panthera leo)

Animal social, les lions vivent le plus souvent soit dans un groupe familial comprenant
plusieurs lionnes, les jeunes des deux sexes (les males sont chassés quand ils sont agés de
2 a 3 ans) et un male dominant reproducteur, soit en bande de plusieurs males célibataires.
Si une lionne accepte de se reproduire avec le male dominant (seul reproducteur du groupe),
les accouplements se succeédent toutes les quinze minutes jusqu’a cinquante fois par jour. Les
femelles d’un méme clan ont généralement leurs chaleurs synchronisées et mettent ainsi bas
simultanément, ce qui facilite leur coopération pour 1’élevage des jeunes. Le comportement
infanticide du nouveau male reproducteur déclenche I’cestrus chez la lionne et lui permet
d’assurer sa propre descendance. Le mode de vie en captivité peut entrainer I’hypersexualité

Once ou panthere
des neiges
(Uncia uncia)

Animal solitaire sauf lors de la période de reproduction, au cours de laquelle les males restent
avec la méme femelle. Ils peuvent avoir de 12 a 36 rapports journaliers.

Panthére
(Panthera pardus)

Animal solitaire, couples formés uniquement pendant la période de reproduction.

Panthére
nébuleuse
(Neofelis
nebulosa)

Animal solitaire et territorial. Les males en liberté ne restent avec les femelles que pendant
I’eestrus et 1’accouplement. Cette panthére vit dans les hauteurs des branches d’arbres en
forét, et ne descend au sol que pour chasser. En captivité il est difficile de former des couples
compatibles, et il existe une forte incidence des agressions des males envers les femelles. Le
manque d’expression des chaleurs constitue un autre obstacle a la reproduction en captivité.

Puma
(Puma concolor)

Solitaire et territorial, le Puma vit en couple uniquement pendant la période de reproduction.
Les accouplements sont répétés une soixantaine de fois par jour. Le mode de vie en captivité
peut entrainer ’hypersexualité

Tigre
(Panthera tigris)

Animal solitaire et territorial. Le territoire d’un male englobe celui d’une ou plusieurs
femelles avec qui il pourra s’accoupler. Lors des chaleurs de la tigresse, il peut y avoir jusqu’a
cinquante copulations par jour. En captivité, des groupes ou des couples permanents peuvent
étre maintenus.

Chat domestique
(Felis catus)

Solitaire et territorial. L’accouplement est ritualisé, les coits durent 2 a 15 minutes et sont
répétés de nombreuses fois.

la reproduction en captivité, afin de
maintenir la taille des populations
(Caro, 1993). Enfin, la visée sur le long
terme des programmes d’élevage est
non seulement d’augmenter la taille
des populations en captivité, mais
aussi leur qualité génétique (Johnson
et al., 2010). La réintroduction de pré-
dateurs issus de la captivité est déli-
cate et n’est pas encore d’actualité. A
I’exception du puma, du tigre, du lion
chez lesquels le mode de vie en capti-
vité peut entrainer une hypersexualité

telle que des programmes de contra-
ception sont nécessaires pour éviter
leur surpopulation (Asa et al., 2012),
la grande majorité des félins présente
des difficultés pour se reproduire dans
les parcs zoologiques. Ceci s’explique
en partie par ’antagonisme entre leur
comportement discret dans la nature
et ’exposition permanente au public
a laquelle ils sont soumis en captivité
(Brown, 2011). En plus d’une alimen-
tation adaptée, un environnement pro-
pice a I’expression des comportements

naturels des félins est crucial pour per-
mettre leur reproduction. La captivité
tend & diminuer I’incidence de la sai-
son sexuelle, la puberté semble avan-
cée, et certains félins comme le jaguar,
le guépard et la panthére nébuleuse
ne supportent pas d’avoir un parte-
naire imposé. L’¢levage des portées
constitue aussi un vrai probléme en
captivité, la principale cause d’aban-
don étant le manque d’isolement de la
mere et sa progéniture (Marker-Kraus
et Grisham, 1993).
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3.1.2. Les programmes d’élevages

Les programmes d’élevage euro-
péens, supervisés par L’Association
européenne des Zoos et Aquariums
(EAZA), concernent des espéces
menacées d’extinction ou faible-
ment représentées dans les parcs
zoologiques. L’objectif de ces EEPs
(European endangered species pro-
grammes) est de constituer des popu-
lations viables de 250 a 500 individus
en conservant, sur 150 ans, plus de
90 % de la diversité génétique des
individus fondateurs de la population.
Les espéeces pour lesquelles la menace
d’extinction est moins aigue sont
gérées par les Studbooks européens
(ESB). Le tableau IV dresse la liste
des EEP développés pour les grands
félins. Aux Etats-Unis, les studbooks
et les programmes d’élevage nommés
SSP (species survival programme)
sont placés sous la direction de 1’As-
sociation des Zoos et Aquariums amé-
ricains (AZA) et concernent toutes les
espéces de grands félins sauvages a
I’exception du léopard.

Au niveau mondial, c’est 1’organi-
sation WAZA (World Association of
Zoo and Aquariums) qui supervise les
programmes d’élevage et de protec-
tion des espéces menacées.

Il existe de trés nombreux projets et
associations de protection des grands
félins, mais seule une partie d’entre
eux intégre la gestion de la reproduc-
tion au sein de leur programme. C’est
le cas par exemple du projet de réhabi-
litation génétique du puma de Floride
(Johnson et al., 2010), du projet sur
la panthére nébuleuse dans le parc
zoologique thailandais Khao Kheow
Open Zoo, du projet de reproduction
du guépard mené par 1’association
CRESAM, et du programme de repro-
duction du lion asiatique initié par le
zoo de Londres.

Jusqu’aux années 1980, les projets
de reproduction dans les parcs zoolo-
giques ne prenaient pas en considéra-
tion I’aspect génétique des populations
captives : quand une femelle et un
male étaient de bons reproducteurs et

formaient un couple stable, ils étaient
souvent sollicités pour se reproduire
exclusivement entre eux, formant
de nombreuses portées issues des
mémes parents. D’autres individus au
contraire étaient d'utilisation moins
aisée pour la reproduction et ont vu
leur génétique se perdre. Il a découlé de
ces deux phénomeénes une importante
détérioration de la génétique au sein
des populations captives. Aujourd’hui
les projets d’¢élevage incluent la ges-
tion de la génétique des populations
dans leur programme (Johnson ef al.,
2010), via des collaborations et des
échanges entre les institutions (SSP
et EEP), et la constitution d’un pedi-
gree pour que les animaux non appa-
rentés soient reproduits ensemble.
Dans plusieurs réserves d’Afrique du
Sud, le CRESAM associe a son pro-
gramme d’insémination artificielle in
situ I’alimentation d’une banque géné-
tique qui optimise la reproduction des
guépards en favorisant I’hétérogénéité
et le brassage génétique des popula-
tions (Conservation et Reproduction
des Espeéces sauvages africaines

Tableau IV : liste des European endangered species programmes développés pour les grands félins, extraite de la base
de données de I’ European Association of Zoos and Aquaria, disponible a I’adresse URL http://www.eaza.net/activities/

cp/Pages/EEPs.aspx.
Espéce concernée Contact principal Date de
démarrage
du projet

Guépard d’Afrique (Acinonyx jubatus jubatus) Safaripark Beekse Bergen 1992
(The Netherlands)

Guépard d’Afrique (Acinonyx jubatus soemmerringi) Fota Wildlife Park (Ireland) 1992

Jaguar (Panthera onca) North of England Zoological Society 1998
(United Kingdom)

Léopard de Chine du Nord (Panthera pardus japonensis) Tierpark Hagenbeck (Germany) 2003

Léopard de I’Amour (Panthera pardus orientalis) London Zoo (United Kingdom) 1993

Léopard de Perse (Panthera pardus saxicolor) Westfalischer Zoologischer Garten 1990
Munster (Germany)

Léopard du Sri Lanka (Panthera pardus kotiya) Centre d’Etudes et de Recherche 1996
Zoologiques Augeron (France)

Lion d’Asie (Panthera leo persicus) Twycross Zoo (United Kingdom) 1994

Once (Uncia uncia) Nordens Ark (Sweden) 1990

Panthére nébuleuse (Neofelis nebulosa) Howletts Wild Animal Park (United 1990
Kingdom)

Tigre de Sibérie (Panthera tigris altaica) London Zoo (United Kingdom) 2010

Tigre de Sumatra (Panthera tigris sumatrae) London Zoo (United Kingdom) 2010
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menacées, 2009). Ainsi, lors d’échecs
de I’accouplement naturel, la repro-
duction assistée en captivité ou in situ
est une alternative évitant les phéno-
menes de consanguinité et de perte de
diversité génétique.

3.2. Présentation des techniques
de reproduction assistée
appliquées aux grands félins

Selon le World Zoo Conservation
Strategy, les principaux objectifs
poursuivis par 1’application des tech-
niques de reproduction assistée (ART)
au sein des programmes de conserva-
tion d’espéces sont les suivants : (i)
permettre les échanges de matériel
génétique entre les parcs zoologiques
ou les réserves d’animaux sauvages
sans déplacer les reproducteurs, (ii)
rendre possible la reproduction d’ani-
maux incapables de procréer naturel-
lement pour des raisons physiques
ou comportementales, (iil) permettre
une croissance rapide de la population
lorsqu’une population fondatrice de
petite taille est disponible, (iv) mainte-
nir le ratio entre males et femelles en
sélectionnant le sexe lors des transferts
d’embryons, (v) déterminer le nombre
de descendants par individu, et enfin
(vi) former une collection de gamétes
et d’embryons des espéces d’intérét.
Il existe de nombreuses méthodes de
reproduction assistée pratiquées chez
le chat domestique et transposables
aux grands félins sauvages. La tech-
nique la plus pratiquée est 1’insémi-
nation artificielle. D’autres méthodes
plus récentes sont en cours de déve-
loppement (fécondation in vitro,
congélation et transfert d’embryon)
et certaines sont en expérimentation
(micro-injection intracytoplasmique
de spermatozoides, injection de sper-
matozoides sous la zone pellucide,
greffe de tissu ovarien, clonage).

3.3. L’insémination artificielle

L’insémination artificielle consiste au
dépdt de la semence directement dans
les voies génitales femelles. La réus-
site de cette technique n’a été, pour
I’instant, reportée que chez 10 especes
félines (Goeritz et al., 2012), notam-
ment chez le guépard, le lion, le tigre,
le puma, le 1éopard, et la panthére des
neiges (once).

3.3.1. L’induction de [’ovulation

L’induction de 1’cestrus et de I’ovu-
lation permet d’inséminer la femelle

au moment le plus opportun. Les
protocoles consistent généralement
en I’injection d’eCG (equine cho-
rionic gonadotropin) pour induire
la maturation folliculaire, suivie par
I’injection d’hCG (human chorionic
gonadotropin) 80 a 84 heures plus
tard. L’ovulation se produit, suivant
les espéces, entre 37 et 42 heures apres
I’administration d’hCG (Fontbonne
et al., 2010).

En mars 2013, ces protocoles ont été
validés par le CRESAM chez le lion
et le tigre, mais pas chez le guépard
car la dose d’hCG utilisée n’était pas
encore suffisante (Fontbonne ez al.,
2010). Une seule injection d’eCG est
le plus souvent suffisante pour déclen-
cher des chaleurs, mais son efficacité
est inconstante et elle peut induire des
effets secondaires tels que I’hypers-
timulation ovarienne, la perturbation
de la sécrétion de progestérone, et
I’immuno-sensibilisation (Fontbonne
et al., 2010). Les progrés de la géné-
tique moléculaire permettent d’envi-
sager |’utilisation de gonadotrophines
homologues synthétiques.

La FSH (follicle stimulating hormone)
ou la LH (luteinizing hormone) por-
cines purifiées sont une alternative
aux gonadotropines chorioniques
(Goeritz et al., 2012) mais ces hor-
mones impliquent des injections répé-
tées, sources de stress pour la femelle.
Le développement d’implants ou de
suspensions huileuses a libération
prolongée pourrait aider a pallier cette
difficulté. Enfin, des implants libérant
des agonistes de GnRH (desloréline)
sont en voie de développement.

3.3.2. Le prélevement de la semence
chez le male

En post mortem ou suite & une castra-
tion, la semence peut étre rapidement
prélevée dans 1’épididyme ou le canal
déférent (Zambelli et Cunto, 2006).
Sur un animal vivant, le sperme peut
étre collecté par trois méthodes prin-
cipales : directement apres le coit
(procédure la plus ancienne mais la
moins efficace car les sécrétions vagi-
nales peuvent affecter la viabilité des
spermatozoides), par électroéjacula-
tion (technique la plus utilisée actuel-
lement), ou par cathétérisme urétral
(méthode la plus récente).

L’¢lectroéjaculation consiste en
la stimulation de 1’¢jaculation sur
des animaux anesthésiés, grace a

I’application de séries de pulsa-
tions électriques. L’¢jaculat obtenu
est constitué¢ de spermatozoides et
des sécrétions prostatiques et bulbo-
urétrales. L’inconvénient majeur de
cette méthode est le risque de conta-
mination de la semence par 1’urine
(Lueders et al., 2012), mais des tech-
niques telles que la vidange préalable
de la vessie et I’utilisation du colorant
urinaire M 199 permettent de limiter la
contamination urinaire.

Jusque 1a appliquée uniquement sur
le chat domestique, le cathétérisme
urétral a été testé récemment sur sept
lions d’Afrique et les résultats publiés
en 2012 sont encourageants (Lueders
et al., 2012). Aprés une anesthésie
générale avec la médétomidine (qui
stimule la libération de sperme dans
I’urétre) et la kétamine, une sonde
transrectale est introduite pour locali-
ser la prostate et éviter ainsi le cathété-
risme de la vessie et la contamination
urinaire de la semence. Un cathéter
urinaire est avancé dans 1’urétre pour
permettre la collecte de sperme par
des forces capillaires. Apres retrait,
I’échantillon présente une concentra-
tion en spermatozoides élevée avec
une excellente motilité, ce qui fait de
cette méthode une alternative envisa-
geable a 1’¢lectroéjaculation, chez le
lion et potentiellement chez les autres
félins (Lueders et al., 2012). De plus,
aucune différence n’a été rapportée
concernant la capacité de fécondation
des spermatozoides obtenus via cathé-
térisme ou électroéjaculation (Lueders
et al., 2012). La semence peut étre
utilisée pour I’insémination artificielle
ou la cryoconservation, cette derniére
étant facilitée par la faible quantité de
plasma séminal (qui peut endomma-
ger le sperme lors du refroidissement)
obtenue lors du cathétérisme.

3.3.3. Les différents types d utilisation
de la semence

Le sperme prélevé peut étre utilisée
immédiatement ou é&tre conservé a
plus ou moins long terme par réfri-
gération et congélation (Chatdarong
et al., 2009). L’avantage majeur de la
semence fraiche est qu’elle conserve
mieux I’intégrité des spermatozoides,
et nécessite un nombre de gamétes
jusqu’a 15 fois inférieur a la semence
congelée pour atteindre le méme degré
de fertilité (Yoshida, 2000). Les pre-
miers guépards nés suite & une insé-
mination artificielle ont été obtenus
avec une semence fraiche en 1992. La
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semence réfrigérée constitue une alter-
native lorsque 1’utilisation en semence
fraiche n’est pas possible. L’¢éjaculat
est mélangé a un diluant, refroidi et
conservé a 5°C (Luvoni et al., 2003).
La réfrigération permet de conserver
le sperme pendant 5 & 7 jours, mais
elle réduit la mobilité des spermato-
zoides. A ce jour, peu d’études ont
été publiées sur la réfrigération de la
semence féline et sur la durée de sur-
vie des spermatozoides a 4°C. Filliers
et collaborateurs (2008) ont montré
par analyse CASA (computer assisted
sperm analysis) une dégradation de la
qualité de la semence aprés un stoc-
kage de minimum 24 heures a 4°C
par comparaison a la semence fraiche.
Une étude a récemment comparé trois
types de dilueurs pour la cryoconser-
vation du sperme félin (Jimenez et al.,
2013), mais les publications sur ce
sujet restent rares. La technique de
congélation de la semence permet
de surmonter le probléme de 1’¢loi-
gnement entre les reproducteurs et
d’augmenter la diversité génétique en
évitant les accouplements consanguins
(Ganan et al., 2009). Le « Smithsonian
Institute » (Washington) a ainsi
obtenu la naissance de léopards suite
a une insémination artificielle avec du
sperme congelé importé d’Afrique.
De plus, la cryoconservation du
sperme d’animaux rares ou décédés
contribue a la création d’une véritable
banque génétique. La méthode de
cryoconservation en « double étape »
(Da Paz, 2012) utilisant le glycérol
comme cryoprotecteur est la plus uti-
lisée chez les carnivores. La semence
issue d’individus tératospermiques est
plus sensible aux effets déléteres de la
congélation que celle issue de félins
normospermiques (Pukazhenthi et al.,
2006), ce qui constitue une difficulté
a surmonter pour 1’élaboration d’une
cryobanque féline.

3.3.4. La technique d’insémination
intra utérine

Pour optimiser I’insémination arti-
ficielle chez les grands félins, il faut
associer un timing précis (insémina-
tion « post-ovulatoire ») et un lieu
adéquat pour le dépot de la semence
(les cornes utérines) (Fontbonne ef al.,
2007a). L’insémination intra-utérine
peut étre réalisée par laparoscopie
(Howard et al., 1992) ou par laparoto-
mie, la premiére méthode étant la plus
utilisée car la moins traumatique. En
2007, le CRESAM a mis au point une
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nouvelle technique d’insémination
intra-utérine par les voies naturelles
(vaginale) : le cathétérisme cervical
sous endoscopie vaginale (Fontbonne
et al., 2007b). Cette technique, a I’ins-
tar de ce qui est réalisé actuellement
en routine chez la chienne, permet
d’amener la semence au plus prés des
ovocytes rapidement et sans trauma-
tisme. Elle s’est montrée réalisable
chez le tigre, le lion, le léopard, et
le guépard, mais aussi dans de nom-
breuses autres espéces de félidés
sauvages menacées (Conservation et
Reproduction des Espéces sauvages
africaines menacées, 2009).

3.4. La fécondation in vitro

Le premier félidé sauvage sur lequel
a été réalisée la fécondation in vitro
(FIV) est le 1éopard. La FIV n’est pas
encore applicable en routine dans la
reproduction assistée chez les grands
félins, mais elle est utilisée dans le
cadre expérimental pour observer les
interactions entre les gametes et étu-
dier le phénomeéne de la tératospermie.
Ainsi, les chercheurs du « Smithsonian
Institute » développent actuellement
un protocole de FIV pour identifier
les problémes potentiels compromet-
tant I’insémination artificielle chez la
panthere longibande (Comizzoli et al.,
2010).

3.4.1. La récolte des gametes

Les spermatozoides sont récoltés par
électroéjaculation, comme décrit pré-
cédemment. Les ovocytes ou les folli-
cules pré-antraux peuvent étre récoltés
en post mortem ou aprés ovariohys-
térectomie, mais la procédure d’isola-
tion mécanique provoque la perte de
50 a 80 % de la viabilité des follicules
(Jewgenow et Stolte, 1996). Lorsqu’il
est réalisé sur les ovaires en place, le
prélévement d’ovocytes est précédé
par une induction de 1’ovulation simi-
laire a celle pratiquée lors de 1’insémi-
nation artificielle. Les ovocytes sont
récoltés via laparoscopie par aspira-
tion dans un tube collecteur, puis exa-
minés par stéréomicroscopie. L’ ovum
pick-up est une technique de ponction
échoguidée qui n’est pas encore déve-
loppée chez les grands félins.

3.4.2. La maturation in vitro

La maturation ovocytaire in vitro
(MIV) est un processus complexe au
cours duquel les modifications subies

par le noyau, le cytoplasme et le
cytosquelette rendent la cellule apte a
étre fécondée. Les ovocytes sont mis
en culture dans un milieu spécifique
(Bartels et al., 2000) pendant 24h a
36h avant la co-incubation avec les
spermatozoides. Cette étape n’est pas
encore bien maitrisée chez les félidés
sauvages : son efficacité est de 25 %
chez le lion (Bartels et al., 2000), et
seulement de 16,7 % chez le guépard
(Johnston et al., 1991).

3.4.3. La capacitation
des spermatozoides

La capacitation est I’étape de matu-
ration de la membrane des sperma-
tozoides, les rendant capables de
féconder I’ovocyte (Silva et al., 2004).
Le développement de la méthode de
capacitation in vitro est assez empi-
rique et les milieux d’incubation
varient en fonction des espéces. Les
protocoles de capacitation des sper-
matozoides sont décrits pour le lion
(Armstron et al., 2004) et le guépard
(Johnston et al., 1991).

3.4.4. La fécondation in vitro sensu
stricto

Les spermatozoides capacités et les
ovocytes matures sont co-incubés
pendant 12h a 18 h, puis les ovo-
cytes sont rincés et replacés dans un
milieu neuf avec une goutte d’huile
(Johnston ef al., 1991). Les protocoles
sont décrits dans la littérature pour le
guépard (Johnston et al., 1991) et le
lion (Bartels et al., 2000 ; Armstrong
et al., 2004). Lors de 1’évaluation réa-
lisée 25 a 42 heures apres la co-incu-
bation, les critéres de fécondation sont
basés sur I’observation de deux glo-
bules polaires, deux pronucléi et le cli-
vage au stade « 2 cellules » minimum.
Comparée a l’efficacité de la FIV
chez le chat domestique et le tigre,
celle observée chez le guépard est
relativement faible a cause du pléio-
morphisme et du manque de mobilité
des spermatozoides (Donoghue et al.,
1992). L’amélioration des milieux de
culture pourrait augmenter le taux de
réussite chez cette espéce fortement
tératospermique.

3.4.5. La culture des embryons in vitro

Les embryons issus de la FIV sont
placés dans un nouveau milieu de
culture similaire au précédent, et ils
sont évalués a différents stades de leur
développement.



3.5. Le transfert d’embryons

Le transfert embryonnaire consiste
a placer les embryons récoltés apres
insémination artificielle ou fécon-
dation in vitro dans 1’utérus d’une
mere porteuse, celle-ci étant de la
méme espéce que la donneuse (trans-
fert intraspécifique) ou d’une espéce
différente (transfert interspécifique).
En 1990, au sein du parc zoologique
Henry Doorly Zoo (Omaha, USA),
une portée de trois tigres du Bengale
a été obtenue apres fécondation in
vitro et transfert des embryons a une
tigresse de Sibérie (Donoghue et al.,
1990).

3.6. La congélation des embryons
et des gamétes

La congélation d’ovocytes, de sper-
matozoides, ou d’embryons est une
technique en phase de développe-
ment qui semble étre une alternative
intéressante dans 1’avenir de la sau-
vegarde des félidés sauvages. Cette
conservation cryogénique d’embryons
peut permettre de préserver le maté-
riel biologique recueilli en attendant le
développement de techniques fiables
pour le transfert d’embryon (Leibo et
Songsasen, 2002). Le « Smithsonian
Institute » inclut la technique de
congélation dans son programme de
management zoologique de routine :
le vétérinaire confronté a une urgence
médicale qui compromet la vie ou
les futures capacités reproductrices
d’une femelle lui préléve du tissu
ovarien qui sera ensuite conservé
par le froid (Comizzoli et al., 2010).
Cette démarche de cryoconservation
permet la sauvegarde du patrimoine
génétique des grands félins en dan-
ger via la constitution d’une banque
de gamétes, d’embryons et de tout
matériel génétique, centralisée par la
Genome Ressource Bank.

3.7. Les nouvelles techniques
de reproduction

3.7.1. La micro-injection
intracytoplasmique
de spermatozoides et [’injection
de spermatozoides sous la zone

pellucide

L’efficacité de 1’insémination artifi-
cielle et de la FIV est limitée par la
forte tératospermie rencontrée chez
les grands félidés sauvages. La micro-
injection intracytoplasmique de sper-
matozoides (intracytoplasmic sperm

injection (ICSI) en anglais) et I’injec-
tion de spermatozoides sous la zone
pellucide (SUZI en anglais pour subzo-
nale insemination) s’affranchissent de
cette limite grace a I’injection directe
du spermatozoide dans le cytoplasme
de I’ovocyte (ICSI) ou sous la zone
pellucide (SUZI). Les étapes succes-
sives de ces deux techniques sont : la
stimulation ovarienne, la collecte et
la maturation des gametes, la micro-
injection de la semence, la culture
embryonnaire et finalement le transfert
d’embryon(s). Le centre de recherches
pour les espéces menacées d’ Audubon
(Nouvelle-Orléans) a réussi a obtenir
des embryons de panthére nébuleuse
et de lion par ICSI, mais le trans-
fert de ces derniers dans une vieille
femelle n’a pas abouti a une gestation
(Damiani et al., 2004).

3.7.2. La xénogreffe de tissu ovarien

Pour pallier au manque de disponibi-
lit¢ en ovocytes matures, facteur limi-
tant les techniques de reproduction
assistée, Wiedemann et collaborateurs
(2012) ont démontré la possibilité
de congeler des cortex ovariens de
lionne, et de les transplanter ultérieu-
rement dans des souris immunodéfi-
cientes afin de récolter des follicules
mirs. Les ovaires des femelles de
grande valeur génétique peuvent ainsi
étre conservés apres la mort de 1’ani-
mal et utilisés pour la sauvegarde des
gametes.

3.7.3. Le clonage reproductif

Le transfert de noyau de cellules
somatiques (SCNT) est actuellement
en expérimentation chez les grands
félins sauvages : des embryons clonés
de tigre et de lion ont été produits au
Centre de Recherches pour les Espéces
menacées d’Audubon. L’efficacité de
cette technique reste cependant limitée
par les anomalies de reprogrammation
nucléaire, et par I’implication d’ADN
mitochondrial issu d’une espéce dif-
férente lors de SCNT interspécifique.
De plus, cette méthode de multipli-
cation a ’identique n’introduit pas
de diversité génétique (Gomez et al.,
2004 ; 2009).

4. Conclusion

Les différentes populations de grands
félins sauvages subissent des pres-
sions environnementales (braconnage,

compétition alimentaire, perte et frag-
mentation du territoire), et biologiques
(maladies émergentes, consanguinité
et tératospermie préjudiciables aux
capacités reproductives) responsables
de leur régression (Brown, 2011). La
maitrise des facteurs environnemen-
taux s’avérant insuffisante pour assu-
rer la sauvegarde des félins menacés,
certains projets intégrent la gestion
de la reproduction a leur programme
de conservation (Conservation et
Reproduction des Espéces sauvages
africaines menacées, 2009). Deux
axes principaux sont aujourd’hui
explorés pour augmenter la taille et la
qualité génétique des espéces félines
menacées : 1’élevage en captivité qui
s’appuie sur I’étude comportementale
des grands prédateurs sauvages (Caro,
1993), et la reproduction assistée qui
peut s’appliquer aux félidés captifs
et en liberté (Fontbonne et al., 2010).
Grace a leur développement chez le
chat domestique, les techniques de
reproduction assistée sont en pleine
expansion chez les félidés sauvages
(Swanson, 2006), mais le fort taux
de tératospermie rencontré dans les
populations félines consanguines
limite leur efficacité. La tératospermie
devient ainsi a la fois une conséquence
et un facteur du manque de brassage
génétique chez les félidés. Si I’insé-
mination artificielle est la technique
la mieux maitrisée actuellement, la
FIV et la congélation d’embryons
sont en progres, et les nouvelles
meéthodes telles que I’ICSI ou la SUZI
qui outrepassent les limites liées a la
tératospermie montrent des résultats
encourageants. Le plus grand facteur
limitant ’avancée des techniques
d’¢élevage et de reproduction assistée
chez les grands félins sauvages reste
les différences significatives qu’il
existe entre les mécanismes reproduc-
teurs d’espéces pourtant relativement
proches (Comizzoli et al., 2009). Les
scientifiques sont ainsi confrontés a
un paradoxe que seule 1’étude de la
biologie des félins pourra résoudre :
la variabilité inter et intra spécifique
dans la physiologie de la reproduc-
tion des grands félins est le principal
obstacle a I’efficacité des techniques
reproductives permettant 1’¢léva-
tion de la variabilité génétique intra
spécifique.
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Current knowledge about large
wild felids reproductive physio-
logy, its control, and assisted
reproductive technologies

ABSTRACT

All of the eight large wild feline
species are considered as threate-
ned are near-threatened by the In-
ternational Union for Conservation

of Nature. The evaluation techno-
logies of large felids reproductive
functions are similar to the ones
routinely applied in the domestic
cat, but their use in wild animals
is often limited by the necessity
of anaesthesia. Using faecal hor-
mones analysis for monitoring the
reproductive activity in females
is a non-invasive alternative that
highlights significant differences
between the felids reproductive
cycles.

The reproductive rate in captivity
is very low, and knowledge of wild
felids behaviour is fundamental
to improve the efficiency of the
breeding programs. The stud-
books allow genetic management
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