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Obtention de blastocystes
apres maturation et fécondation «in vitro»
d’ovocytes de bovin : premiers résultats
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Actuellement. la transplantation em-
bryonnaire devient une méthode de re-
production de plus en plus utilisée dans
I'élevage bovin. Quoique trés perfor-
mante, cette technique ne permet de
récupérer qu'une partie du capital de
reproduction présent au niveau de
Fovaire. Cest ainsi que de nombreux
chercheurs se sont attachés a récupérer
les ovogonies. soit par endoscopie soit
par prélevement a l'abattoir (1. 2. 3).
Cette tagon de procéder impose évidem-
ment la connaissance des techniques de
maturation de 'ovocyte. de fécondation
«in vitro» et de développement des pre-
miers stades de l'embryon. Outre les
intéréts économiques. cette méthode au-
torise. grace a I'obtention d'un grand
nombre de stades précoces. le dévelop-
pement de techniques de clonage et de
transfert de geénes (7).
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La maitrise de ces différents parame-
tres est actuellement malaisée, c'est
pourquoi nous avons tenté d’en amélio-
rer le rendement.

MATERIEL ET METHODES

Récoltes des ovocytes

Les follicules de 1 4 S mm sont ponctionnés
a un stade quelconque du cycle wstral dans les
15 minutes qui suivent 'abattage.

Les ovocvtes sont collectés dans 3 ml de
Ham’s F10 Hépes, a 38" C. La sélection de
ceux-ci est effectuée au laboratoire dans les
deux heures qui suivent. Seuls sont retenus
les ovocytes entourés de deux a trois couches
de cellules de la granuleuse ou seulement de
leur corona.

Maturation des ovocytes

Des groupes de 15 ovocytes sont mis en
culture dans du Ménézo B,. complété par 2 a
5 X 10" de cellules de granuleuse par ml. La



518

culture s’effectue a 38° C sous atmosphere de
5% de CO, (2).

Pour tenter de reproduire 'environnement
hormonal du follicule préovulatoire, ce milieu
est complété, aprés 6 heures, de 10 pl de
LH/FSH (5 ug/0.5 ug par ml) (4).

Fig. 1 1 Ovocyte immature.

La durée totale de la culture est de 27
heures. Passé ce délai, les ovocytes sont
considérés comme matures, quand ils répon-
dent aux critéres suivants :

® expansion du cumulus

e apparition du premier globule polaire

o augmentation de I'espace périvitellin

e modifications cytoplasmiques : éclaircisse-
ment périphérique, condensation centrale

Fécondation

N

La fécondation est effectuée a partir de
sperme congelé, capacité selon la méthode de

o ¥y
L

Fig. 2: Ovocyte fécondé (— pronucléus).

Parrish (5). Celle-ci consiste d’abord en une
sélection des spermatozoides les plus mobiles
par migration ascendante suivie d’une capaci-
tation par exposition dans une solution de
500 ul de Tyrode contenant 500 pg d’héparine
et 20 pl de P.H.E. (Pénicillamine, Hypotau-
rine, Epinéphrine).

Aprés réaction acrosomiale, les ovocytes
sont additionnés au milieu et restent au con-
tact des spermatozoides pendant 16 heures.

Culture

Les zygotes sont partiellement débarrassés
par lavage de leur cumulus et des spermato-
zoides surnuméraires, avant d'étre cultivés a
38° C dans du Ménézo B; complété par 10 %
de sérum artificiel (Ultroser G, Gibco).

Apres 24 heures, 50 % des embryons sont
transférés pour 5 jours dans I'oviducte d’une
lapine pseudogestante, tandis que les autres
sont laissés en culture.

Fig. 3: Jeune blastocyte obtenu apreés passage dans
I'oviducte de lapine.

Fixation

Aprés maturation et fécondation, une par-
tie des ovocytes ou zygotes est fixée dans une
solution de méthanol/acide acétique (3/1, v/v)
et colorée a l'orcéine en vue de l'examer
histologique.



RESULTATS ET DISCUSSION

Notre expérimentation a porté sur 527
ovocytes, dont 95 % ont poursuivi leur
maturation. 78 % de ceux-ci ont été fé-
condés, si bien que le pourcentage d’em-
bryons obtenus est de 74,4 %.

Le transfert de ces stades précoces
dans I'oviducte de lapine a permis d’obte-
nir des morulas et des blastocystes.
Ceux-ci ont été congelés et transférés a
des receveuses.

L'utilisation de lapines comme moyen
de culture des stades précoces constitue
une entrave assez importante au dévelop-
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pement de la méthode. La croissance
d’embryons sur -culture de cellules de
granuleuse ou de cellules tubaires per-
mettra probablement une simplification
de la méthode (6).
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Development to blastocyst of in vitro matured and
fertilised bovine oocytes : first resuits.

74,4 % of two-cells cow embryos are following in vitro
maturation and fertilisation. Some embryos developped in
rabbit's oviducts to morula and blastocyst stages. They
were frozen and thawed before transfert in receptors.





