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HISTORIQUE ET EVOLUTION
DES TECHNIQUES DE
REPRODUCTION

Ces derniéres années, le progrés des
connaissances relatives a la biologie
des gameétes et a 'embryologie pré-
coce ont engendré une évolution im-
portante des procédés de reproduc-
tion chez les animaux domestiques.
L'intégration de ces progrés aux
techniques d’élevage offre des pos-
sibilités nouvelles en terme de sélec-
tion et d’échanges internationaux
d’animaux de haute valeur géné-
tique.

Depuis plus d’'un demi-siécle, I'in-
sémination artificielle s’est implan-
tée en élevage : elle est aujourd’hui
universellement répandue et inté-
resse, dans certains pays, jusqu’a 80
% du cheptel bovin. L'insémination
artificielle doit son expansion a la
mise au point de milieux de dilution
du sperme adéquats et surtout a la
découverte de  cryoprotecteurs
adaptés, permettant la conservation
de la semence pendant une période
pratiquement illimitée.

La transplantation embryonnaire
est d’application plus récente sur le
terrain. Rapportée pour la premiére
fois chez la lapine (Heape, 1890),
elle est expérimentée chez les es-
péces domestiques & partir de 1930.
C’est un peu plus tard qu’elle est
réalisée avec succés chez la vache
(Willett et al., 1951). Les recherches
se poursuivent alors dans divers
certres et la méthode commence a
s'implanter dans la pratique & partir
de 1970. A cette époque, la cryopré-
servation des embryons de rumi-
nants n’est pas encore au point. Les
échanges internationaux a longue
distance utilisent la lapine comme
«incubateur vivant» (Adams et al.,
1961). Par la suite, les méthodes de
congélation des embryons se déve-
loppent. La naissance du premier
veau suite a I'implantation d’un em-
bryon congelé (Wilmut et Rowson,
1973) va donner au transfert em-
bryonnaire son impulsion définitive.
A T'heure actuelle, la méthode est
réalisée avec succés chez plus de
vingt espéces animales mais son
champ d’application le plus impor-
tant reste I'espéce bovine.
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RESUME

Les progres récents relatifs a la bio-
logie des gametes et a I'embryolo-
gie précoce ont engendré une évo-
lution importante des techniques
de reproduction chez les animaux
domestiques. Parmi ces tech-
nigues, la production in vitro d'em-
bryons bovins s’est développée a
partir d’ovaires récoltés aux abat-
toirs, puis cette méthode a été ap-
pliquée a des animaux pris indivi-
duellement. Cependant, les résul-
tats varient fortement d'un animal a
I'autre, en fonction du status phy-
siologique de reproduction et de
I'age du donneur.

Malgré ces limitations, la produc-
tion in vitro d’embryons bovins
peut rendre de grands services aux
éleveurs, notamment en cas
d'abattage de nécessité. Les re-
cherches se poursuivent dans le
but d’augmenter le nombre d'ovo-
cytes obtenus par béte et d’amélio-
rer la capacité des embryons a
supporter la congélation.



Les techniques de production in vi-
tro d’embryons (maturation in vitro,
fécondation in vitro et développe-
ment in vitro) apparaissent plus tar-
divement. La maturation in vitro est
réussie en premier lieu. Des veaux
naissent suite au prélévement d’ovo-
cytes sur des ovaires récoltés aux
abattoirs. Les follicules de 2 4 5 mm
sont ponctionnés et les ovocytes ob-
tenus subissent la maturation in vi-
tro avant d’étre fécondés et déve-
loppés in vivo (Newcomb et al.,
1978).

La naissance du premier veau issu
d’une fécondation in vitro est réali-
sée a partir d’ovocytes maturés in
vivo (Brackett et al., 1982). Les mé-
thodes de maturation in vitro (MIV)
et de fécondation in vitro (FIV) font
alors I'objet de trés nombreuses re-
cherches partout dans le monde.
Ces recherches sont facilitées par la
mise au point de la capacitation in
vitro des spermatozoides par I'hé-
parine (Parrish et al., 1985).

Le développement d’embryons bo-
vins cultivés in vitro ne dépasse pas
le stade 8 cellules (Thibault, 1966),
ce qui démontre un blocage des
multiplications cellulaires en dehors
de I’environnement normal de I'em-
bryon a ce stade, c’est-a-dire 'ovi-
ducte. En effet, le transfert tempo-
raire des embryons dans ['oviducte
d’un héte intermédiaire permet leur
développement ultérieur. Ce déve-
loppement est d’abord assuré par le
transfert des embryons dans I'ovi-
ducte de lapine (Sreenan et al,
1968), puis dans I'oviducte de brebis
(Willadsen et Polge, 1981).

C’est chez le mouton que I'on ob-
tient pour la premiére fois des mo-
rulas et des blastocystes produits par
une méthode totalement réalisée in
vitro, soit maturation, fécondation
et culture in vitro (Gandolfi et
Moor, 1987). Ces embryons se sont
développés au-dela du stade de blo-
cage grice a la présence dans le mi-
lieu de culture de cellules épithé-
liales tubaires (coculture). Ces tra-
vaux sont repris ensuite dans
I’espéce bovine (Eyestone et First,
1989). La naissance de veaux est ob-
tenue apres culture des embryons en

34

présence de cellules épithéliales de
I'oviducte mais également en pré-
sence de produits de sécrétion de
ces cellules (milieu conditionné ou
MC).

Dans I’ensemble, ces recherches ont
permis d’améliorer la connaissance
des mécanismes qui sous-tendent
chacune des étapes de la production
in vitro de 'embryon.

Figure 1
Ovocyte avant maturation in vitro. Seuls les complexes cumulus-ovocytes présentant un
cytoplasme ovocytaire homogéne et au moins 4-5 couches compactes de cellules de
granuleuse sont sélectionnés pour étre maturés in vitro. Noter au sein du cytoplasme la
présence de la vésicule germinative (V.G.) que constitue le noyau en prophase de la premiére
division méiotique.

Figure 2
Ovocyte aprés maturation in vitro. Les cellules de la granuleuse entourant l'ovocyte se sont
expansées et ont sécrété une matrice extracellulaire qui assurent leur cohésion. La vésicule
germinative a disparu. Le noyau est maintenant en métaphase de la seconde division
méiotique.




LES DIFFERENTES ETAPES DE
LA PRODUCTION IN VITRO
D’EMBRYONS

1) Maturation de 'ovocyte

Avant d’étre fécondé avec succes,
I'ovocyte doit acquérir la compé-
tence, qui est atteinte avec une taille
€gale ou supérieure a 80 % de sa
taille maximale. Il doit aussi subir
des modifications aux niveaux nu-
cléaire et cytoplasmique. Les expé-
riences de fécondation in vitro (Thi-
bault et al., 1975) ont montré que la
maturation est importante non seu-
lement pour la fécondation mais
aussi pour le développement ulté-
rieur de l'embryon. En d’autres
termes, la notion de maturation ovo-
cytaire  est aujourd’hui  plus
compléte : elle implique [acquisi-
tion de la capacité, pour l'ovocyte,
d’assurer le développement jusqu’au
stade Dblastocyste et ['évolution
d’une gestation normale,

La maturation nucléaire consiste en
la reprise de la méiose : évolution de
la prophase de la premiere division
méiotique a la métaphase de la se-
conde et émission du premier glo-
bule polaire. Cette reprise de
méiose se fait spontanément lorsque
I'on soustrait un ovocyte compétent
de son environnement folliculaire
(Thibault et al., 1987). On a pensé
des lors que la maturation in vitro se
réaliserait aisément. Mais malheu-
reusement, les expériences ulté-
rieures ont montré qu’'a coté de la
maturation nucléaire, la maturation
cytoplasmique était également ex-
trémement importante pour le dé-
veloppement ultérieur du concep-
tus. Cette maturation cytoplasmique
rend 'ovocyte capable de déconden-
ser la téte du spermatozoide et
comprend également un remanie-
ment des synthéses protéiques.

Paralléelement aux modifications de
I'ovocyte lui-méme, les cellules de la
granuleuse qui I'entourent s’expan-
sent et sécrétent une matrice extra-
cellulaire gélatineuse (acide hyalu-
ronique) qui assure leurs cohésions
(Figures 1 et 2). Les derniers travaux
en la matiere font apparaitre que la
maturation ovocytaire au sein du
follicule implique non seulement

des interactions entre I'ovocyte et
les cellules du cumulus, mais aussi
des interactions entre le complexe
cumulus-ovocyte et les cellules de la
granuleuse périphérique du follicule
(Rabahi et al., 1993).

Etant donné le caractére complexe
de P'acquisition de la maturation et
notre incapacité a établir des proto-
coles le respectant, & ce jour, la ma-
turation est certainement I'étape la
plus limitante de la chaine des dif-
férentes manipulations conduisant a
la production in vitro d’embryons
bovins. On considére actuellement
que les problémes de maturation ex-
pliquent plus de 50 % des échecs de
développement (Ectors et al., 1993).

2) Fécondation de ovocyte

In vivo, les spermatozoides n’ac-
quicrent le pouvoir de fécondation
qu’au cours de leur passage dans les
voies génitales femelles ot, sous I'in-
fluence des sécrétions utérines et tu-
baires, ils subissent la capacitation.
Celle-ci agit via un glycosaminogly-
can proche de I’héparine (Parrish et

Membrang

acrosomigue —

lnterne

Membragpe
acfcsamigus
exlerne

al., 1989), en déplacant le facteur de
décapacitation produit par les voies
génitales males et recouvrant la téte
du spermatozoide. In vitro, la capa-
citation peut étre induite par I’hé-
parine (Parrish, 1985). Des études
réalisées principalement chez la
souris (Wassarman et al., 1985) ont
démontré que la zone pellucide est
composée a 95 % de trois glycopro-
téines, organisées en longs filaments
interconnectés et dénommées ZP1,
ZP2 et ZP3. Des études in vitro de
compétition entre spermatozoides
et chacune de ces trois protéines
(Wassarman, 1989) ont fait appa-
raitre que c’est uniquement la gly-
coprotéine ZP3 qui est reconnue
par le spermatozoide capacité, et
qu’elle est la seule & déclencher la
réaction acrosomique chez celui-ci.
Cette réaction consiste en la fusion
progressive des membranes plasma-
tique et acrosomique externe du
spermatozoide, avec formation de
vésicules membranaires et finale-
ment mise a nu de la membrane
acrosomique interne (Piko et Tyler,
1964) (Figure 3). La réaction acro-
somique permet la libération des en-
zymes contenus dans I'acrosome et

Figure 3
Représentation schématique de la réaction acrosomique du spermatozoide

A) Avant la réaction acrosomique

L'acrosome, limité par les membranes acrosomiques interne et externe, est intact sous la mem-

brane plasmique.

b) Pendant la réaction acrosomique

Au contact de la glycoprotéine ZP3 de I'ovocyte, les membranes plasmique et acrosomique ex-
terne fusionnent. Il y a formation de vésicules membranaires et libération des enzymes acro-

somiaux qui vont digérer la zone pellucide.

C) Aprés la réaction acrosomigue

La membrane acrosomique interne est mise 4 nu. Le segment équatorial de la membrane plas-
mique du spermatozoide peut maintenant se fixer & la membrane plasmique de l'ovocyte, en-
trainant la fusion des gamétes. La membrane acrosomique interne est incorporée au cyto-

plasme ovocytaire.



exemple deux auteurs pratiquant
couramment la ponction échogui-
dée. on constate que la moyenne
d’ovocytes obtenus par récolte et
par vache varie de 15,8 = 7.8 (van
den Shans et al., 1992) a 5,1 = 0,3
(Pieterse et al., 1991). Cela corres-
pond respectivement a une quantité
d'embryons transférables annuelle-
ment de 164 (van den Shans et al.,
1992) et de 30 (Pieterse et al., 1991).
Ces grandes variabilités dans les ré-
sultats montrent que les recherches
en ce domaine n’en sont encore qu’a
leurs débuts.

2) Amélioration de la capacité des
embryons produits in vitro a
supporter la congélation

Le tableau 4 présente une revue des
taux de gestations, suivant le trans-
fert a frais ou aprés congélation,
d’embryons produits in  vitro.
Lorsque les embryons sont trans-
férés directement dans des rece-
veuses synchrones, sans avoir subi
de congélation, le pourcentage de

gestations varie de 31 a 67 %. Ces
résultats sont assez proches de ceux
obtenus avec des embryons produits
in vivo (Leibo et Loskutoff, 1993).
Par contre, aprés congélation, les
taux de gestation se situent entre 0
et 50 %. Ces résultats sont inférieurs
4 ceux obtenus avec les embryons
produits in vivo, qui sont de I'ordre
de 40-60 % (Niemann, 1991). Les
embryons in vitro se révélent donc
moins aptes a supporter la méthode
de congélation appliquée aux em-
bryons produits in vivo.

Cette plus grande sensibilité a la
congélation pourrait résulter d’un
contenu plus élevé en lipides et
donc d’une densité embryonnaire
moins grande (Leibo et Loskutoff,
1993). Elle pourrait aussi s’expliquer
par des jonctions intercellulaires
moins fortes et des membranes
moins stables. Ces différences entre
embryons in vitro et in vivo résulte-
raient probablement d’une modifi-
cation du métabolisme (Rieger et
al., 1992), due a des conditions de
culture pas tout a fait adéquates.

TABLEAU 4

Taux dc gestation suite au transfert d’embryons bovins produits in vitro, soit a frais,
soit aprés congélation

Gestations Gestations S
Altburs apres transfert | aprés transfert d egc;;cglog T
d’embryons d’embryons 5 1y
frai 1é a transférer
Tais congelés
Lu et al.. 1990 14/24 (58,3 %) 4/8 (50 %) Non mentionné
J180 Joo
Reichenbach et al., | 66/140 (47,1 %) ND Stricte avant le transfert
1990 J35 (cllet2)
Rorie et al.. 1990 ND 0/5 (0 %) Stricte avant le transfert (cll et
J21 2). Trés stricte aprés décongéla-
tion (conservation de 27 % des
embryons)
Xu et al.. 1990 12/18 (66,7 %) ND Stricte avant le transfert
J35 (cll et 2)
Jiang et al.. 1990 2/5 (40 %) 1/6 (16,7 %) Non mentionné
J70-90 J70-90
Reichenbach ND 28/65 (43,1 %) | Stricte avant le transfert (cl 1 et
ctal.. 1990 J35 2). Trés stricte aprés décongéla-
tion (conservation de 26 % des
embryons)
Kajihara et al.. ND 327/866 (37,8 %) | Non mentionné
1992 (Non mentionné)
Massip et al., ND 7/19 (36,8 %) | Non mentionné
1993 (= 2 mois)
Van Langendonckt, | 5/16 (31,3 %) 5/17(29,4 %) | Non mentionné
ctal., 1993 J35 J35
Van Soom et al.. 37/90 (41,1 %) 2/27 (74 %) Non mentionné
1993 J42 J42
ND = non déterminé
J... = moment ot le diagnostic de gestation a ¢té effectué.

Pour augmenter I'aptitude des em-
bryons produits in vitro a supporter
la congélation et a reprendre leur
développement, deux possibilités
s'offrent aux chercheurs (Leibo et
Loskutoff, 1993): soit modifier la
méthode de congélation, pour
'adapter aux caractéristiques parti-
culieres des embryons produits in vi-
tro, soit améliorer le systéme de
culture des embryons, de maniére a
diminuer les différences métabo-
liques et structurales entre em-
bryons obtenus in vivo et in vitro.

Les adaptations des techniques de
congélation couramment employées
pour les embryons in vivo (change-
ment de cryoprotecteurs, modifica-
tions de la courbe de diminution de
la température,...) ne semblent pas,
dans ['état actuel de la recherche,
augmenter notablement les résultats
de survie embryonnaire (Niemann,
1991, Suzuki et al., 1993, Takagi et
al., 1993). Les recherches se pour-
suivent dans différentes directions.

Quant aux modifications des tech-
niques de culture in vitro, diffé-
rentes solutions sont proposées.
Certains auteurs ont tenté de culti-
ver les cellules d’oviductes sur ma-
trigel de maniére a polariser ces cel-
lules et a augmenter leurs sécrétions
(Joshi, 1991 et Fontes, 1993). A l'in-
verse, d’autres chercheurs (Gandolfi
et al., 1992, Mermillod et al., 1993)
tentent de mettre en évidence et de
purifier les protéines spécifiquement
sécrétées par P'oviducte. Ceci per-
mettrait de disposer d’un milieu
parfaitement défini, ce qui augmen-
terait la reproductibilité de la mé-
thode. -

Comme le montre le tableau 4, les
taux de gestation aprés transfert
d’embryons produits in vitro et en-
suite congelés varient fortement
d’une équipe a l'autre. Ces varia-
tions dépendent probablement en
bonne partie de la sévérité des cri-
téres de sélection des embryons,
avant ou apres [’étape de cryopré-
servation. De facon générale, on
doit admettre que le rendement ac-
tuel global d'une chaine de produc-
tion in vitro d’embryons (incluant la



maturation, la fécondation et la
culture in vitro, la congélation et le
transfert) reste assez faible, si 'on
considere le nombre de gestations
par rapport au nombre d’ovocytes
mis en maturation,

En conclusion, la production in vitro
d’embryons bovins peut aujourd’hui
rendre de grands services aux sélec-
tionneurs, notamment lors d’élimi-
nations d’élevages pour raisons sa-
nitaires. Néanmoins, de nombreuses
recherches sont encore nécessaires
pour produire des embryons ca-
pables de supporter la congélation,
condition sinon indispensable, du
moins trés favorable a la diffusion
des techniques in vitro comme

moyen de multiplication et de sélec-
tion chez les bovins.

SUMMARY

In vitro production of bovine em-
bryos : limits and future re-
searches.

Recent progress in gamete biology
and early embryo development
was responsible for great evolution
of reproduction technigues in farm

animals. Among these techniques,
in vitro production of bovine em-
bryos was developed from slaugh-
terhouse ovaries. This method has
been used for individual animals.
However, large variations in results
were observed, due to several fac-
tors, including reproductive state
and age of the donor.

Inspite of this limitation, in vitro pro-
duction of bovine embryos may be
helpful, when slaughtering of va-
luable cows is recommended, e.g.
for brucellosis disease. Re-
searches are purchased in order to
increase the number of oocytes ob-
tained per «elite» cow and to im-
prove the ability of in vitro embryos
to support freezing.
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