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Résumé — La production in vitro d'ceufs fécondés et de jeunes embryons présente un intérét ma-
jeur pour approfondir nos connaissances sur la maturation des gameétes et pour aider au développe-
ment de nouvelies biotechnologies concernant les productions animales (transfert d'embryons, clo-
nage, transgenése). Dans cette revue, nous présentons les solutions techniques récemment mises
au point concernant la manipulation des gameétes et la fécondation in vitro chez les petits ruminants
et les équins. L'ovocyte de mammifére séparé de son environnement folliculaire est capable de re-
prendre spontanément sa maturation nucléaire in vitro. L'ovocyte qui atteint le stade métaphase I
dans ces conditions n'est cependant pas compétent pour assurer une fécondation et un développe-
ment embryonnaire normal. La maturation cytoplasmique de I'ovocyte est nécessaire a la déconden-
sation de la chromatine du gaméte male et au bon déroulement des premiéres segmentations de
l'ceuf. Cette maturation cytoplasmique est associée a des changements dans la synthése des pro-
téines et a la réorganisation de différents organelles. La co-culture du complexe ovocyte-cumulus
avec des cellules de la granulosa permet d'améliorer I'aptitude au développement des ceufs FIV
dans un milieu supplémenté en FSH, LH et cestradiol. Le temps nécessaire pour obtenir une matu-
ration compléte in vitro differe selon les espéces : 24 h (brebis), 27 h (chévre) ou 36 h (jument). Les
meécanismes de capacitation, encore mal connus, impliquent un «décapage» de la téte du spermato-
zoide du matériel déposé pendant le transit épididymaire et aprés contact avec le plasma séminal.
Les conditions de capacitation in vitro difféerent selon les espéces : addition de sérum de brebis en
chaleur inactivé chez le bélier et le bouc, ou passage rapide dans de l'ionophore calcique A 23 187
chez I'étalon. L'efficacité du procédé de capacitation peut étre évaluée par ie temps nécessaire au
passage du spermatozoide dans l'ooplasme (2 h chez les ovins). Aprés un temps d'incubation rac-
courci (1 h vs 6 h) des spermatozoides de bélier, un retard de pénétration de l'ovocyte et un taux
élevé de polyspermie sont observés. La variabilité du taux de fécondation enregistrée entre diffé-
rents éjaculats ou différents béliers peut étre réduite en augmentant la concentration de Ca2+ dans
le milieu de fécondation. La température d'incubation doit étre trés précisément celle de la tempéra-
ture centrale de ces mammiféres (39 °C). Chez les ovins, aprés lavage du sperme et incubation
pendant 6 h en présence de sérum de brebis en cestrus, 83 % des ovocytes sont fécondés in vitro.
Aprés transfert de 3 ovocytes par receveuse synchronisée, le taux de gestation est de 50% et la
taille de la portée moyenne est de 1,65. Avec la technique utilisée chez les ovins, 67 et 70% des
ovocytes maturés in vitro et in vivo sont normalement fécondés dans I'espéce caprine et des expé-
riences sont en cours pour vérifier leur aptitude au développement. Chez la jument, seuls les ovo-
cytes ponctionnés de follicules préovulatoires sont utilisés en FIV, 26% des ovocytes sont fécondés
in vitro (18% de segmentation et 8% de fécondation sans segmentation). Le transfert chirurgical des
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embryons FIV n'a donné, a ce jour, qu'un poulain sur 11 transferts. Malgré les progrés réalisés, 'apti-
tude au développement des ovocytes fécondés in vitro reste faible et nécessite une meilleure compré-
hension des mécanismes impliqués dans la maturation terminale des gamétes.

fécondation in vitro/ ovocyte / ovin / caprin / équin

Summary — In vitro fertilization in ovine, caprine and equine species. Efficient in vitro production
of eggs and early embryos is of considerable value for basic research on final gamete maturation and
for the development of new biotechnologies of agricultural interest (embryo transfer, cloning, gene
transfer). The in vitro procedures of oocyte maturation, sperm capacitation and fertilization existing in
small ruminants and equine species have been presented. Mammalian oocytes removed from their
follicular environment are able to undergo spontaneous nuclear maturation in vitro. However, oocytes
which reach metaphase Il under these conditions are not capable of ensuring normal fertilization and
further embryonic development. Developmental incapacity results from abnormal cytoplasmic matura-
tion involved in the regulation of sperm chromatin decondensation and in the reorganization of many
organelles. Co-culture of cumulus—oocyte complexes with granulosa cells in a medium supplemented
with follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH ) and oestradiol enhances the devel-
opmental capacity of in vitro fertilized (IVF) oocytes. The time to complete maturation in vitro differs
among species: 24 h in the sheep, 27 h in the goat and 36 h in the mare. The mechanisms of capaci-
tation are poorly understood and involve the removal of sperm coating materials acquired during epi-
didymal transit or during exposure to the seminal plasma and a cholesterol depletion which resuilt in in-
creased membrane permeability to calcium. The in vitro capacitation process differs among species:
addition of heat-inactivated sheep serum in ram and buck, short treatment by the calcium iono-
phore A 23 187 in the stallion. The efficiency of a capacitation procedure can be evaluated by the time
required for sperm-egg penetration (2 h in sheep). A shorter time for ram sperm preincubation (1 h vs
6 h) led to delayed oocyte penetration and a high incidence of polyspermy. The variability in fertiliza-
tion rates among males and between ejaculates could be reduced by raising the Ca?* concentration in
the fertilization medium. The incubation temperature should be precisely that of the body of these
mammals (39 °C). in sheep, after the incubation of washed ejaculated spermatozoa for 6 h in the
presence of cestrous sheep serum, 83% of the oocytes were fertilized. Pregnancy rates of 50% were
atlained, with a mean litter size of 1.65, when 3 in vitro fertilized zygotes were transferred into 1 recipi-
ent. When the technique proposed for the sheep applied to the goat, 67 and 70% of ovulated and in
vitro matured oocytes respectively were normally fertilized, Zygote transfers to recipient goats are now
in progress. In the mare, only preovulatory oocytes were used: 26 % were fertilized in vitro (18%
cleaved). Only 1 birth has been reported after 11 surgical transfers of these zygotes. Further studies
on the mechanisms involved in the final maturation of the gametes are still required to improve the
rates of embryonic development after IVF in these species.

In vitro fertilization / oocyte / sheep / goat / horse

INTRODUCTION nese), et c'est enfin de faire produire des

embryons a des femelles stériles ou
La production in vitro d'oeufs fécondés et condamnées (espece équine).

de jeunes embryons a plusieurs objectifs. La réalisation de la fécondation in vitro
C'est, en premier lieu, d'approfondir nos  nécessite le prélévement et la maturation
connaissances sur la maturation des ga- des gameétes males et femelles, la mise en
meétes, c'est ensuite de favoriser le déve- contact de ces gameétes dans un tube et la

loppement de nouvelles biotechnologies remise en place des jeunes embryons ob-
(transfert d'embryons, clonage, transgé- tenus dans le tractus génital de la femelle
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porteuse. Ces différentes opérations impli-
quent de nombreux mécanismes physiolo-
giques plus ou moins bien étudiés, ce qui
explique que méme si des naissances (en
nombre limité) ont été obtenues par diffé-
rentes équipes, les résultats peuvent étre
variables intra- ou intergroupes. Cette va-
riabilité des résultats est un handicap pour
la mise en place de la production d'em-
bryons in vitro. Dans cette revue nous pré-
sentons les solutions techniques envisa-
gées pour chacune des étapes permettant
a I'heure actuelle d'utiliser au mieux le sys-
téme in vitro en sachant que son rende-
ment optimum est encore loin d'étre at-
teint.

MATURATION OVOCYTAIRE

Il est bien connu que I'ovocyte de mammi-
fere séparé de son environnement follicu-
laire est capable de reprendre spontané-
ment sa maturation nucléaire in vitro.
L'ovocyte qui atteint le stade métaphase Il
dans ces conditions n'est cependant pas
compétent pour assurer une fécondation et
un développement embryonnaire normal
(Thibault et Gérard, 1970; Moor et Troun-
son, 1977). La maturation cytoplasmique
de l'ovocyte est nécessaire a la déconden-
sation de la chromatine du gaméte male et
au bon déroulement des premieres seg-
mentations de I'ceuf. Chez la brebis, Moor
et Gandolfi (1987), suggerent que l'appari-
tion de nouvelles protéines synthétisées
par l'ovocyte pendant cette période, pour-
rait jouer un rdle dans cette maturation cy-
toplasmique. La réorganisation de diffé-
rents organelles et la distribution
périphérique des granules corticaux sem-
blent également étre des facteurs impor-
tants de cette maturation ovocytaire. En
particulier, la polyspermie peut étre la
conséquence d'une faible exocytose des
granules corticaux.

Les cellules de la granulosa et du cu-
mulus qui entourent l'ovocyte jouent un
role essentiel dans la préparation finale de
'ovocyte a la fécondation. Chez la brebis,
les jonctions intercellulaires sont mainte-
nues pendant les 12 h suivant le début de
la méiose, ce qui permet l'entrée de nutri-
ments et de stéroides dans ['ovocyte en
voie de maturation. La rupture des jonc-
tions entre I'ovocyte et le cumulus (expan-
sion du cumulus) est étroitement associée
avec la maturation corticale de l'ovocyte
de lapine (Sz0ll6si et al, 1978).

Les techniques de maturation in vitro
des ovocytes s'inspirent des conditions de
maturation in vivo. La co-culture du com-
plexe ovocyte-cumulus avec des cellules
de la granulosa dans un milieu supplémen-
té en LH-FSH, cestradiol et 10% de sérum
de veau feetal (brebis : Staigmiller et Moor,
1984; chevre : De Smedt et al, 1992) per-
met la progression jusqu'au stade méta-
phase [l chez 80—85% des ovocytes mis en
culture. La présence de cellules de granulo-
sa (1 -3 x 106 cellules/ml) améliore |'apti-
tude au développement des ovocytes de
brebis maturés et fécondés in vitro; 55% at-
teignent le stade blastocyte (au lieu de 2 %
dans le lot maturé sans cellules de granulo-
sa) aprés transplantation dans un oviducte
de brebis receveuse synchronisée (Staig-
miller et Moor, 1984). Chez la brebis
(Wahid et al, 1991), le sérum de femelle en
chaleur semble remplacer favorablement la
préparation hormonale (LH/FSH/oestradiol)
en ce qui concerne l'aptitude au développe-
ment des ovocytes maturés in vitro, comme
cela a déja été montré chez la vache
(Le Guienne et al, 1988).

Le taux de succes du procédé de matu-
ration est influencé, pour des ovocytes en-
tourés d'un cumulus intact et compact, par
la taille du follicule dans lequel l'ovocyte
est prélevé (tableau ). )

A une température optimale de 39 °C,
le temps nécessaire pour obtenir une ma-
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Tableau l. Influence de la taille du follicule sur ia
maturation in vitro de l'ovocyte de chévre
(d'aprés De Smedt et al, 1992).

Diamétre  No Stade de la méiose
follicule ovocytes aprés 27 h culture
(mm) % ovocytes
GV Metal Anal-Telo! Meta li
1-2 25 4 68 4 24
2-6 50 - 10 4 86

turation complete in vitro différe selon les
espéces : 24 h chez la brebis (Szollési et
al, 1988), 27 h chez la chevre (De Smedt
et al, 1992) ou 36 h chez la jument (Bé-
zard comm pers).

A partir d'ovaires d'une grande hétéro-
généité, prélevés a l'abattoir, le nombre
d'ovocytes utilisables est faible (2-3/brebis)
mais le rendement peut étre amélioré (10-
12/brebis) par un prétraitement de la fe-
melle donneuse avec pFSH les 2 j préceé-
dant la collecte. Les brebis prétraitées par
FSH seraient une source d'ovocytes ayant
un taux de clivage plus élevé que celui
observé chez des ovocytes provenant de
femelles non prétraitées (Pugh et al,
1990).

CAPACITATION DES SPERMATOZOIDES
ET FECONDATION IN VITRO

Les spermatozoides éjaculés doivent sé-
journer dans le tractus génital femelle
avant d'acquérir I'aptitude a féconder les
ovocytes. Les changements moléculaires
intervenant dans les membranes du sper-
matozoide pendant son transit vers |'ovo-
cyte, appelés capacitation, sont encore
mal connus. lls impliquent a la fois un
«décapage» de la téte du spermatozoide
du matériel déposé pendant le transit épi-

didymaire et aprés le contact avec le plas-
ma séminal et un appauvrissement de la
membrane externe en cholestérol indui-
sant une plus grande perméabilité aux ions
calcium (Langlais et Roberts, 1985). Les
conditions de capacitation in vitro différent
selon les espéces mais dans tous les cas,
elles se doivent de préserver des taux de
survie et de mobilité élevés pendant plu-
sieurs heures.

Aprés lavage et sélection ascendante
des spermatozoides mobiles, ['addition
de 20 % de sérum inactivé de femelle en
cestrus au milieu de culture, permet la ca-
pacitation aprées 4-5 h d'incubation a
39 °C, du sperme de bélier et de bouc
(Crozet et al, 1987, De Smedt et al, 1992).
Pour le sperme de bouc, comme pour le
sperme de taureau, un bref passage dans
une solution héparinée (10 pg/ml) est pro-
posé par Younis et al (1991). Un passage
rapide dans de lionophore calci-
que A 23 187, a été également utilisé pour
capaciter du sperme de différentes es-
péces et plus particulierement chez la ju-
ment (Magistrini et Crozet, 1990). Tous
ces procédés permettent d'obtenir des fé-
condations in vitro, mais leur efficacité en
terme de capacitation devrait étre évaluée
par la mesure du temps nécessaire au
passage du spermatozoide dans I'oo-
plasme. Chez la brebis, le sperme capaci-
té en présence de sérum, commence sa
réaction acrosomique sur la zone pellucide
de l'ovocyte 1 h post-insémination et son
noyau se décondense dans I'ooplasme
dés la 28 h post-insémination (Cro-
zet, 1988). Pour la semence d'un bélier,
Cognié et al (1990) observent que le rac-
courcissement de la période d'incubation
(1 h au lieu de 5 h) entraine un retard de
pénétration des ovocytes et une augmen-
tation du taux de polyspermie (respective-
ment 49 % vs 18 %, P < 0,05).

Une concentration élevée de spermato-
zoides (0,5—1 x 106/ml) est nécessaire
pour la réussite de la FIV mais a comme
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conséquence, dans 10-20% des cas, la
pénétration de plusieurs spermatozoides
dans l'ovocyte avant que la réaction corti-
cale et le systeme de blocage de la poly-
spermie puissent se mettre en place. Chez
la brebis et la chévre, ce sont 60 % des
ovocytes qui sont fécondés en moyenne
par un seul spermatozoide (tableau Ii) qui
pourront continuer a se développer. Les
variations du taux de fécondation -obser-
vées entre différents béliers ou entre diffé-
rents éjaculats d'un méme bélier (Fukui et
al, 1988) peuvent étre réduites en aug-
mentant la concentration du calcium dans
le milieu de fécondation (Huneau et Cro-
zet, 1989). Au contraire, des conditions
discriminantes pourraient étre recherchées
comme moyen rapide d'évaluation de la
fertilité in vivo des males utilisés dans les
centres d'insémination artificielle (Mar-
quant-Le Guienne et al, 1990).

357

FECONDATION /N VITRO
ET DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

Chez la brebis et la chévre, 1 ml de milieu
de fécondation (milieu de Brackett modifié
tamponné avec 10 mmol.I-! dHepes sup-
plémenté avec 20% de sérum de femelle
en cestrus et 7.75 mmol.I-1 de lactate de
calcium a pH 7,7) est utilisé pour lincuba-
tion & 39 °C pendant 17 h, de 1 x 108 sper-
matozoides avec 5-10 ovocytes sous at-
mosphere normale. La mise en évidence
de la fécondation est liée, aprés fixation de
l'ceuf dans un mélange acide/alcool (1V/
3V), a la présence des pronoyaux maéle et
femelle et de la piéce intermédiaire du fla- .
gelle du spermatozoide au centre de i'ceuf.
Chez la brebis, en moyenne, 83% des
ovocytes sont fécondés in vitro. Aprés
transfert dans l'oviducte d'une brebis syn-
chronisée, de 3 oceufs monocellulaires

Tableau ll. FIV d'ovocytes maturés in vivo ou in vitro et développement embryonnaire in vivo chez les

ovins, caprins et équins.

Maturation Fécondation Ov monosperm Nb  Nb gestation Survie
des (%) ou ceufs  (nb transfert) embryonnaire
ovocyles segmentation (%) receveuse (%)
Ovins
Crozet et al, 1987  in vivo 83 (63) 2ab 4(7) ?
Pugh etal, 1990  in vitro - (53) 4 15 (17) 35
Cognié etal, 1991  invivo 83 62 3 19 (38) 37
Caprins
De Smedt et al, 1991 in vitro 85 60 - - -
Idem in vivo 83 57 - - -
Younis et al, 1991 in vitro 57 (33) 5 3(9) 0
Cognié etal, 1992  in vivo 70 52 3a5 4( 6) 8
Equins
Palmer et al, 1990  in vivo 26 (18) 1 1(11) 9
Zhang et al, 1990  in vitro 33 (24) - - -
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(17 h aprés FIV : Cognié et al, 1990) ou de
4 ceufs divisés par receveuse (+ de 24 h
aprés FIV : Pugh et al, 1990), respective-
ment 50 et 88% des femelles transférées
deviennent gestantes. Dans ces 2 expé-
riences, 35~-37% des oceufs normalement
fécondés ont donné naissance a des
agneaux viables (tableaull). Avec Ila
méme technique de capacitation du
sperme a l'aide de sérum de femelle en
cestrus, les taux de fécondation des ovo-
cytes maturés in vitro et in vivo sont trés
proches dans l'espéce caprine (De Smedt
et al, 1992) et comparables a ceux obte-
nus dans l'espéce ovine (tableau ll). Avec
la technique de capacitation du sperme de
bouc par passage rapide sur héparine, des
taux de fécondation plus faibles ont été ob-
tenus par Younis et al, (1991) pour des
ovocytes maturés in vivo ou in vitro. Dans
l'espéce caprine, l'étude de l'aptitude au
développement des ovocytes fécondés
in vitro est en cours de réalisation et les
premiers résultats obtenus (tableau Il) doi-
vent étre confirmés sur des effectifs plus
importants.

Pour le sperme d'étalon, seule la mé-
thode de capacitation par passage rapide
sur une solution enrichie par lionophore
calcique A 23 187, a permis d'obtenir la fé-
condation in vitro d'ovocytes maturés in
vitro. Dans les 2 cas rapportés, les faibles
taux de fécondation (tableau II) indiquent
que dans cette espece la méthode de ca-
pacitation de la semence doit encore étre
perfectionnée. Le transfert chirurgical des
embryons obtenus in vitro, n‘a donné a ce
jour qu'un poulain sur les 11 transferts ef-
fectués (Palmer et al, 1990).

CONCLUSION

Les techniques de maturation et de fécon-
dation in vitro des ovocytes chez les petits
ruminants et les équins ont énormément
progressé au cours de ces 5 derniéres an-

nées, rendant chaque jour plus réaliste le
projet de produire en grand nombre et a
faible colt des embryons utilisables pour
I'expérimentation ou le commerce. Cepen-
dant l'amélioration des procédés in vitro
(maturation des gamétes, fécondation, pre-
miers stades de développement embryon-
naire) est encore possible, en particulier
dans l'espéce équine, grace a une
meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans les différentes étapes. La
mise au point de méthodes in vitro permet-
tant de discriminer rapidement les diffé-
rents males sur leur fécondance avant leur
entrée dans les centres d'insémination est
envisageable dans un proche avenir.
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