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Résumé 

Notre étude a été réalisée afin de choisirun milieu favorable pourla

maturationinvitrodesovocytesbovinspartroismilieuxdifférents,lesovocytesont

étérécoltésaprèslaponctiondesovairesd’abattoir,cesderniersontétéprélevéà

partirdesvachesabattusetacheminésdansunesolutionsaline(NaCl0,9%)seuleà

une température comprise entre 20 à 25°C,nous avons testé 03 milieux de

maturationinvitrodesovocytesbovins,nousavonschoisilemilieuTCM199comme

milieudebase.

D’aprèsnosrésultats,letauxglobaldematuration65,16%.Danslepremier

milieu,nousavonstestélemilieudebaseseule(TCM199)etadonnéuntauxde

maturationégalà65,21%,Dansledeuxièmemilieu,nousavonsenrichilemilieude

baseavec10% deliquidefolliculaire,cequiadonnéuntauxdematurationégal

58,62%.Dansletroisièmemilieunousavonsenrichilemilieudebaseavec50%de

liquidefolliculaire cequiadonnéuntauxdematurationde72,54%letauxleplus

élevé.

àpartirdecesrésultats,nousavonsconstatélanécessitédedévelopper

certainestechniquesdemanipulationetd’enrichissementdumilieudebaseafin

d’améliorerlaqualitéovocytaireetaugmenterlestauxdematurationinvitro.

Motsclés :maturationdesovocytes,ovocyte,invitro,bovin,milieudeculture



Abstract

Ourstudywascarriedoutinordertochooseafavorablemedium forthein

vitro maturation ofbovineoocytesbythreedifferentmedia.Theoocyteswere

collectedafterthepunctureoftheslaughterhouseovaries,thelattertakenfrom

slaughterhousecowsandweretransportedinasalinesolution(NaCl0.9%) ata

temperaturebetween20-20°C. Wetested03invitromaturationmediaofbovine

oocytes.WechosetheTCM199medium asthebasemedium.

Basedonourresults,theoverallmaturationrateis65.16%.Inthefirstmedium,

wetestedthebasalmedium alone(TCM199)andgaveamaturationrateof65.21%.

Inthesecondmedium,weenrichedthebasalmedium with10%follicularfluid,which

gaveamaturationrateof58.62%,Inthethirdmedium,50%follicularfluidwasadded

tothebasalmedium whichgaveamaturationrateof72.54%thehighestrate.

From these results,we have noted the need to develop certain techniques of

manipulationandenrichmentofthebasicmedium inordertoimprovetheoocyte

qualityandincreasethematurationratesinvitro.

Keywords:maturationofoocytes,oocytes,invitro,bovine,medium cultur



صخلم

طاسوا خلالثلاث نم الأراقب تاضيوبل يربتخملا جضنلل بسانم طسو رايتخا لجأ نم انتسارد تيرج أ

يحلم لولحم يف اهلقنو ةحوبذملا نمالأراقب اهذخأ مت ةريخ الأ تناكو ، ةفلتخم ( مويدوصلا ديرولك 0.9٪)

نيب حوارتت ةرارح ةجرد دنع هدحو 20 ىلإ 25 رابتخاب انمق ، ةيوئم ةجرد 03 ربتخملا يف جضن طسو ا

طسو انرتخا اننكل ، يرقبلا تاضيوبلا TCM199نم يساس الأ طسولا هرابتعاب .

جضنلل يلا الإمج لدعملا نإف انجئاتن بسحبو 65.16٪. هدحو يدعاقلا طسولا انربتخا الألو، طسولا يف

(TCM199) يواسي جضن لدعم انيطعأو 65.21%. لئاسب يساس الا طسولا ءارثإب انمق ، يناثلا طسولا يف

ةبسنب يبيرج 10% يواسي جضن لدعم ىطعا امم ،58.62% يساس الا طسولا ءارثإب انمق ثلا ثلا طسولا يف ،

%50ب جوضن لدعم ىطعا يذلا و يبيرجلا لئاسلا نم 72.54% ىلع الا ةميقلا .

ةدوج نيسحتل يدعاقلا طسولا ءارثإو ةجلا عمل ةنيعم تاينقت ريوطت ىلإ ةجاحلا اندجو ، جئاتنلا هذه نم

ربتخملا يف جضنلا لات دعم ةدايزو تاضيوبلا ..

طسو ، راقبا ، تاضيوب ، تاضيوبلا جضن : ةيحاتفم تاملك
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Introduction

Lareproductionjoueunrôlefondamentaldanslaproductionanimale,non

seulementelle multiplie les animauxà élever,mais elle estaussil'instrument

principalesurlequelsebasel'améliorationgénétiqueetlasélection.Lesprogrès

récentsdelabiotechnologienousontpermisdeproduiredesbovinsclonéset

génétiquementmodifiésenmanipulantdesembryonsproduitsinvitro(Al-Zi'abietal.,

2002).Cependant,l'efficacité estencore extrêmementfaible,principalementen

raisondelafaiblecompétencedudéveloppementdesembryonsmanipulés.Pour

améliorercettesituation,lessystèmesIVM (maturationinvitro)pourlesovocytes

bovinsdanslessystèmesdeproductiond'embryonsinvitrodoiventêtreaméliorés.

Notrerecherches’intéresseàlamatufationdesovocytesbovinsinvitro,cette

derniérestla premiére étape de la FIV (Fécondation invitro).Cette étape très

importante,permetd’obtenirdes ovocytes matures prêts àêtre fécondés au

laboratoire.

Lebutdenotreétudeestd’améliorerlestechniquesetchoisilesmilieux

adéquatspouravoiruntauxdematurationélevéparlasélectiondesovairesavec

desfolliculescompétentsdansunabattoiretdelavueattachéedesovocytesdans

un laboratoire,etde l'IVM des ovocytes sous étatredox pouraméliorerla

compétencedéveloppementaledesovocytesIVM chezlesbovins.

L’étudedenotretravailaétédiviséeenquatreparties:

Unepremièrepartie,consacréeàunerevuebibliographiquesurlesujet

Ladeuxièmepartiedécritlematérieletlesméthodesutiliséesdanslecadredecette

étude.

Latroisièmepartiecontientlesprincipauxrésultatsobtenus.

Laquatrièmepartiecontientunediscussion,conclusiongénérale,aveclesréférences

bibliographiquesetunepartiedesannexesclôturentcemanuscrit.
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bibliographique
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1.Anatomieethistologiedel’ovaire 

L’ovaireestlagonadefemelle.C’estunorganepairenformed’amandeaplatie

mesurantentre2et5cm delong,1,5et4cm dehautet1,5à3cm delarge(Fig.1).Ils

sontsituésenpositionlatéraledanslacavitépelvienneavecunpoidsvariable

dépendantdel’âgedel’animal(1à2gàlanaissance,4à6gàlapubertéetune

quinzainedegrammes chezl’adulte)etlalocalisation(l’ovairedroitestde 2à3g

pluslourdquel’ovairegauche)(Hanzen,1995).

Figure1 :Représentationd’unovairedemammifere(Driancourtetal.,2001a)

L’origineembryonnairedel’ovaireestmixte.Descellulesextra‐embryonnaires

(cellulessouchesgerminales)migrentautraversdel’embryonpourcoloniserune

zonedensedetissumésenchymateuxsupra‐néphrotiquerecouverted’épithélium

cœlomique :lescorpsdeWolff(Drionetal.,1996).
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LesovairesrésultentdeladifférentiationspontanéedescorpsdeWolffqui

s’opèreàpartirdelaseptièmesemainedudéveloppementembryonnaire.Lescorps

deWolffvontproliféreretsecondenserpourformerunecrêtelongitudinale.

2.Ovogenèse

L’ovogenèse,lafolliculogenèseetlecycleovarien,sonttroisprocessusinter-

reliés.L’ovogenéseestunprocessusdedéveloppementlongetdiscontinuequi

aboutitàlaformation,lacroissanceetlamaturationdesgamètesfemelles(Moniaux

etal.,2009).

Lescellulesgerminalesprimordialessontàl’originedesgamètesetvont

migrerentrelesjours30et64dedéveloppement,delaparoidugrosintestinetdu

mésentère dorsalvers les crêtes génitales(Aerts etal.,2008).Ces cellules se

multiplientparmitose,vonts’intégrerauseinducortex etdevenirdesovogonies.A

partir du 45éme jour de gestation environ, les ovogonies se multiplient

exponentiellementparmitose,(SmitzetCortvrindt,2002)etlesovairesfœtauxen

contiennentjusqu’à deuxmillions chezle bovin (Vanden HurketZhao,2005).

Lorsque ce processusestterminé,la méiose commence,elle s’arrêtau stade

diplotène,lesovocytessontdetype1,bloquésenprophasedepremièredivision

méiotique (Byskov,1986).Le nombre des follicules primordiaux 235000 à la

naissance chez la vache (Mialot et al., 2001),diminuera avec l’âge par

dégénérescence au coursde la succession descycles,certainsovocytesiront

jusqu’àlamaturationetlaponteovulaire,tandisquelamajoritédégénéreradansles

folliculesatrètiques.

Seulementquelquecertainesfolliculesprimordiauxachèverontainsilapremière

divisiondelaméiosepourévaluerenovocyte2avecémissiondespremiersglobules

polaires,suiviedelasecondedivisionméiotique.c’estaustademétaphasedecette

division,qu’alieul’ovulationetlamaturationfinalesedérouleralosdelafécondation,

avecémissiondusecondglobulepolaire.

3.Folliculogenèse

Auniveauendocrinienledéveloppementetlacroissancedesfolliculessont

régulésnonseulementparlesgonadotrophinesFSH(Hormonefolliculo-stimulante)

etLH (Hormonelutéinisante),maiségalementpardesnombreuseshormoneset
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facteursdecroissanceproduitslocalement(Zamberlam,2013).

Lefolliculeetl’ovocyteentretiennentdeliensétroits.Lefolliculeapporteà

l’ovocyteunmicroenvironnementnécessaireàsacroissanceainsiqu’à l’acquisition

desacompétenceàlafécondationetaudéveloppementembryonnaire(Gordon,

2003).Àl’inverse,l’ovocytejoueunrôleimportantdansledéveloppementfolliculaire

(Matzuketal.,2002;KnightetGlister,2006 )montrantainsilesliensindissociables

entreovogenèseetfolliculogenèse(Monniauxetal.,2009).

Ledéveloppementfolliculaireoufolliculogenèseestunprocessuscontinuqui

débuteaustadefœtalparledémarragedelacroissancedufolliculeprimordialetse

termineaprèslapubertéparl’ovulationpourunetrèsfaibleproportiondefollicule

stockéescarplusde99% desfolliculesencroissancevontdégénérer(atrésie)

(Moniauxetal.,1996).

Ladescriptiondesmodificationsobservéesàchaquestadedecroissancea

aboutiàlaclassificationdesfolliculesenprimordial,primaire,secondaireettertiaire

(Fig.2).Certains auteurs subdivisentles follicules antrauxen petits etlarges

follicules antraux sans pourautantque des différences surle plan de leur

morphologieoudeleurréceptiviténesoientobservées(Scaramuzzietal.,2011).
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Figure2 :Représentationschématiquedel’évolutiond’unfolliculechezlesbovins

(Drionetal.,1996)

Folliculesprimordiaux

Lesfolliculesprimordiauxsontlesendroitsoù lesovocytesfemellessont

stockés.Leurformationintervientdurantlapériodefœtalechezdetrèsnombreux

mammifèrestandisque chezlesrongeursleprocessusnecommencequ’aprèsla

naissance.

Lefolliculeprimordialcomprendunemembranebasaleexterneetcontientun

ovocytedepremierordreouovocyte1(2nchromosomes)bloquéaustadedela

prophasedela1éreméiose(diploptène)(Sirardetal.,1989).Àcestade,l’ovocyteest

lui‐mêmeentouréd’unecouchede4‐8cellulessomatiquesaplatiesàl’originedes

cellules de la granulosa.L’association entre l’ovocyte etavec ces cellules est

essentielleàl’arrêtdelaméiose.Lesfolliculesprimordiauxreprésententdoncun

stadedequiescencedanslafolliculogenèse.Chezlavache,ilsseformentautourde
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90joursdelaviefœtale(Fig.2)

Folliculesprimaries

Lestadeprimairedébuteaveclacroissancedufolliculeprimordial.Ledélai

entreapparitiondufolliculeprimordialetcelledupremierfolliculeprimaireétantde

50jours,cetteactivationintervientdoncautourde140joursdegestationchezles

bovins (Fortune et al.,2000).Le développement de ces follicules se fait

indépendammentdel’actiondelaFSHetdelaLHmaissouslecontrôledefacteurs

secrétésparl’ovocyte(Fortuneetal.,2010).

L’ovocyte augmente de volume etles cellules aplaties de la granulosa

prennentunaspectcuboïdeetsemultiplient(Braw‐TaletYossefi,1997 ;Fortuneet

al.,2010).Cestadevoitl’apparitiondela ZP(zonepellucide)etl’activationdetrès

nombreuxgènes(RodgersetIrving‐Rodgers,2010).L’âge,l’espèceetl’importancede

laréserveinfluencentlenombredefolliculesquittantchaquejourlaréserve.

Chezlesbovins,cenombreestestiméà50‐80peuaprèslanaissance.Il

augmenteparlasuite à120parjourpuisdéclinepoursestabiliserautourde80au

momentdelapuberté(Erickson,1966a,1966b).

Folliculessecondaires

La formation des follicules secondaires débute avec l’apparition d’une

deuxièmecouchedecellulesdelagranulosaentourantl’ovocyte.Lediamètrede

l’ovocytes’accroîtetunepetitecavitérempliedeliquideapparaitensonsein.Les

folliculessecondairessontdécritscommeétantdelargesfolliculespréantraux

entourésdedeuxàsixcouchesdecellulesdela granulosaetdontleurthèque

interne(formée àpartirdescellulesstromales)etleurZP (ayantpouroriginedes

glycoprotéinessynthétiséesetsecrétéesparl’ovocyte)sonttrèsclairementdélimités.

L’épaississementde la zone pellucide (corona radiata)ainsiconstituée

n’empêcheenrienlecontactétroitdéjàétablientrel’ovocyteetlescellulesdela

granulosaquiluisontaccolées(Rüsse,1983;Fairetal.,1995 ).Cecontactpermettra

d’ailleursdeséchangesd’ionsetdepetitesmolécules(poidsmoléculaire<1kD)entre

cesdeuxstructures(Monniauxetal.,2009).

Lesfolliculessecondairessontréceptifsauxgonadotrophines:lescellulesdela
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granulosavontrépondreàlaFSHetcellesdelathèqueinterneàlaLH

Lefolliculesecondaireva acquérirdesenzymesnécessairesàlaproduction

d’androgènesparlescellulesdelathèqueavantsatransformationenfolliculeantral

(McNattyetal.,2006).

Folliculestertiaires 

Lefolliculeappelé aussifolliculetertiaire estàl’originedu développement

del’antre(ouantrum)sousl’influencedelaFSH.Toutlesproduitsissus des

secrétionsdescellulesdelagranulosaetdelathèqueainsiquelessubstances

plasmatiques(acidesaminés,lipidesetautrespetitesmoléculesdérivantduplasma)

vonts’accumulerdansl’antrum.

La formation de l’antrum va entrainerla ségrégation des cellules de la

granulosaendeuxtypesdecellulesdifférentssurleplananatomiqueetfonctionnel:

lescellulesmuralesdelagranulosatapissantlaparoidufolliculeetjouantunrôle

danslastéroïdogenèseetlescellulesducumulusentourantintimementl’ovocyte.À

cestadedudéveloppementdufollicule,latailledel’ovocyten’augmenteplusguère.

Laproliférationdescellulesdelagranulosadiminueetlacroissancedu

follicule s’effectue essentiellement par l’augmentation du liquide de l’antre

(Monniauxetal.,2009).La très grande partie des follicules tertiaires n’atteint

toutefoisjamaislestadepréovulatoire,ilsdeviennentatrétiquesetdégénèrent.

3.1.Vaguesfolliculaires 

Chezlesmammifères,ilexistedeuxphasesdanslacroissancedesfollicules

dontlesmécanismesderégulationsontdifférents(Driancourtetal.,2001b) (Fig.3).

3.1.1.Folliculogenèsebasale

(Dustadeprimordialaustadepré-antral)sedérouleenl’absencedeFSHmais

souslecontrôledenombreuxfacteursdecroissanceGDF-9(Growthdifferentiation

factor9),steel,IGF-1(Insulin-likegrowthfactor1)ouendocriniens(insuline)(Canty

etal.,2003).Provenantdel’ovocyteetdescellulessomatiques.C’estaucoursde

cettephasequel’ovocyteacquiertsacompétenceméiotique.
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3.1.2.Folliculogenèseterminale 

c'est-à-diredustadecavitairequivarieengénéralechezlesmammifèresentre

2et5mm,enparticulierchezlavache 2à3mmàl’ovulation(Austinetal.,2002).elle

correspondàladuréedelaphasefolliculaireducycle 5jourschezlavache.

D’énormes progrès dans la connaissance de la folliculogenèse ontété

accomplis grâce à l’utilisation de l’échographie.Cette technique a permis de

démontrerl’existencede deuxoutroisvaguesfolliculairesaucoursducycleœstral

chezlavache.Chezcetteespèce,chaquevagueconsisteenl’émergence,tousles

7‐9joursdeplusieursfolliculesdediamètresupérieurouégalà5mm

Parmicesfollicules,seformeraauboutdequelquesjoursunfolliculeditdominant

(SiroisetFortune,1988).Ainsidonc,lapremièrevaguedécritedébutelejoursuivant

l’ovulation.Ladeuxièmeintervientenvironneufjoursplustardetlatroisième,quand

elleseproduit,estdécriteautourde15joursaprèsl’ovulation(Adamsetal.,2008).

Unevaguefolliculaireestdécrite,denosjours,commeétantlacroissance

synchroniséed’ungroupedefolliculesantrauxàintervallesrégulierslorsducycle

ovarien.Lesfolliculescomposantlavagueseressemblentsansêtreidentiquescar

detaillesinégales(Adamsetal.,2012).

Durantlavaguefolliculaire,untrivas’effectuerafindesélectionnerleou

lesfolliculesovulatoires.Lasélections’effectueraentroisétapessuccessives:le

recrutement,lasélectionetladominance(Fig.3).

Figure3 : Vaguedecroissancefolliculaireaucoursducycleoestraldelavache
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(Gayrard,2007)

 Recrutement

Le recrutementreprésente l’entrée en phase terminale d’un groupe de

folliculesayantunedépendanceauxgonadotrophines(BaoetGarverick,1998).Il

s’appliqueàtoutfolliculeayantétéépargnéparleprocessusd’atrésie(Fortune,

1994).

Quelle que soitl’espèce,le nombre de follicules concernés esttoujours

supérieuraunombredefolliculesovulatoires,assurantainsilapossibilitéqu’au

moins un follicule se trouve dans les conditions optimales luipermettantde

compléterlafolliculogenèse(Fortune,1994).

Pourcetteraison,ladestructiondufolliculedominantendébutdevagueva

entrainerunralentissementduprocessusderégressionaffectantlesfolliculesde

tailledirectementinferieurealorsqueladestructiondufolliculedominantenfinde

vaguevaentrainerunrecrutementplusprécocedes folliculeslorsdelavague

suivante(Koetal.,1991).

Lerecrutements’effectuesousl’effetdelaFSH ensynergieavecdivers

facteurs d’origine locale ou endocrine tels les FGFs(Fibroblastgrowth factor),

EGF(Epidermalgrowthfactor)etIGF1(insulingrowthfactor1)(McGeeetHsueh,

2000;Mihm etal.,2000).LerôledelaFSHesttrèsimportantdansleprocessusde

recrutement:chacundesespicsaucoursducyclevapermettrelerecrutementde

folliculesantrauxsensiblesàlaFSH,amorçantainsiunenouvellevaguefolliculaire.

CelaexpliquelephénomènedécritparFortune(Fortune,1994)oùladisparitiond’un

folliculedominantvaentrainerunehaussedeFSH afindepermettreaufollicule

secondentaillededeveniràsontourdominant.Leprocessusderecrutementdébute

avecl’augmentationtransitoiredelaFSHsuiteàl’ovulationouàlasuitedel’atrésie

dufolliculedominantdelavagueprécédente(Adamsetal.,2012).

Chezlavache, durantlaphasedecroissance,lacohortedefolliculesva

passerde5à8mm dediamètreetlescellulesdelagranulosaexprimentBostaurus

CYP19A1 (cytochrome P450,family 19,subfamily A,polypeptide 1)etdeux

typesd'ARNm (GuerreroNetro,2013).

Cela laisse supposerque les cellules de la granulosa commencentà

métaboliserlesandrogènesproduitsparlaTC (lymphocyteT)enœstradioletle

cholestérolenprégnénolonemaispaslaprégnénoloneenprogestéronedufaitde



11

l'absencede3βHSD (3bétaHydroxstéroïdeDéshydrogénase)(BaoetGarverick,

1998).

Àcestadededéveloppement,lesfolliculesprésentssonttousaustadeantral

etunegrandemajoritéd’entreeuxdeviendraatrétiquesetdégénèrealorsquele

folliculedominantatteindralestadepréovulatoire(BaoetGarverick,1998;McGeeet

Hsueh,2000).

 Sélection

Chezlesespècesmonoovulantes,lasélectionestleprocessusparlequelun

folliculeuniqueestchoisiauseindelacohortedefolliculesencroissancepour

poursuivresondéveloppementalorsquelerestedesfolliculesdeviendraatrétiques

(Fortune etal.,2004).Chez les espèces polyovulantes,plusieurs follicules sont

sélectionnésetsedéveloppentensynchroniejusqu’àl’ovulation.

Ladifférenceentailleentrele(oules)folliculedestinéàêtredominantetlereste

delacohortedesfolliculesencroissanceestconnuesousletermede‘déviation’et

intervientchezlavachelorsqueleplusgrosfolliculemesure8,5mm dediamètre

(Gintheretal.,1997).Lesfolliculesnonsélectionnés(folliculesdits‘subordonnés’)du

faitdelapertedesupportliéeàladiminutiondeproductiondeFSH,deviennent

atrétiquesetrégressent.Lenombredefolliculeatteignantlestadepréovulatoiresera

fonctiondel’espèceoudelaracemaisdesvariationsserontégalementobservées

enfonctionduniveaudelaréserveovarienne:ilsserontplusnombreuxchezlajeune

femellequechezlafemelleâgée.Leprocessusexactdesélectiondemeureàcejour

inconnumêmes'ilaétésuggéréquele(oules)folliculesélectionnédémontraitune

augmentation de l'expression de FSHR, LHCGR(Luteinzing hormone/

choriogonadotropinreceptor) et3βHSD dans les cellules de la granulosa lui

permettantd'êtreplusréceptifàlaLHetdecontinuersondéveloppementmalgréla

diminutionimportantedeFSH (AertsetBols,2010a).Uneautrehypothèseavance

quelacroissanceseraitdueàuneaugmentationduniveaud'IGF1danslefollicule

dominant(Lucy,2007).

 Dominance

Lanotiondedominanceestbienconnuedansl’espècebovine.Lefollicule

dominantestdéfinicommeétantlefolliculeayantundiamètresupérieurdeplusde
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2mm parrapportauxfollicules durestedelacohorte(SiroisetFortune,1990)et

dotéd’unegrandecapacitéàproduiredesœstrogènes(œstradiol).

La dominance du follicule estdécrite comme étantmorphologique et

fonctionnelle(LavoiretFortune,1990) :morphologiquecarexercéeparlefollicule

dominant etfonctionnellecarlefolliculedominantalacapacitédeprovoquerla

régression desfolliculesen croissance,de prévenirl’émergence d’une nouvelle

cohortedefolliculesayantunedépendanceauxgonadotrophines(Koetal.,1991;

SiroisetFortune,1990)oud’ovulerlorsquelesconditionsappropriéessontréunies

(Gongetal.,1993).

Chezlavache,Ilestétabliqu'ilfaudra42joursàunfolliculeantralpour

devenirdominant(AertsetBols,2010b).Lescaractéristiquesprincipalesdufollicule

dominantserontuneforteconcentrationd'œstradioldansleliquidefolliculaire,des

niveauxélevés de l’ARNm codantpourLHCGR(Hormone lutéinisante cellule de

granulosarécepteur)danslesTCetCG(celluledegranulosa)ainsiqu'unniveauplus

élevéde17αhydroxylaseetd'aromatasedanslesGC encomparaisonavecles

folliculessubordonnés(Fortuneetal.,2004).

 Folliculeovulatoire

Lorsquelefollicule dominantatteintlestadepréovulatoire,unecascade

d’évènementsdébutantparunpicdeLHvarésulterenl’ovulation.LaLHvaêtreà

l’originedel’augmentationdelasynthèsedesrécepteursdelaprogestérone,des

prostaglandinesainsiquedesEGFlikefacteursdanslesGC.Cepicvaégalement

permettreàl’ovocyteprimairedecompléterlaméioseI.

 Atrésiefolliculaire 

L’atrésie folliculaire (ou involution folliculaire)constitue le devenirde la

majoritédesfolliculesprésentsdansl’ovairedesmammifères.Elleestcontrôléepar

un mécanisme de mortcellulaire programmée encore appelée apoptose.Ce

phénomènesurvienttoutaulongdelafolliculogenèseetaffectetouslesfollicules

antrauxavantlapuberté.Cettesituationinduituneatteintedeplusde99% de

follicules(SiroisetFortune,1990;Hsuehetal.,1994;Hussein,2005).

Mêmesidécriteàdifférentsstadesdudéveloppementfolliculaire,l'atrésie

affecteraitbeaucouppluslesfolliculesayantatteintlestadeantral(Irvingetal.,2001;
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Scaramuzzietal.,2011).

Le phénomène d'atrésie folliculaire a été associé à la diminution de la

concentrationd'œstrogènesdansleliquidefolliculaireainsiqu'àlachuteduniveau

deCYP19A1(Cytochromep450,family19SubfamilyA)(BaoetGarverick,1998).Parmi

lesprincipauxeffecteursintracellulairesdel'atrésie,l'onpeutciterlaprotéineappelée

B cellLymphoma 2 (antiapoptotique)(Hsueh etal.,1994) etles caspases

(Hengartner,2000).

 Ovulation 

L’ovulationestleprocessusaucoursduquell’ovocyte,entourédescellulesdu

cumulus vaêtrelibérésuiteàlarupturedelaparoifolliculaire ensonpôleapical.

Elle s’accompagne d’importants changements parmilesquels la maturation du

complexeovocytecumulussetraduisantparlareprisedelaméiosedel’ovocyteet

l’expansionducumulusquil’entoureainsiquelamodificationduprofildesécrétion

des stéroïdes se traduisantparune diminution brutale des niveau sériques

d’œstrogènesetd’androgènesauprofitdelaprogestérone(BridgesetFortune,2007).

L’ovulation estinitiée parune très importante augmentation des taux

circulants de LH secrétée parl’hypophyse antérieure etrésulteraitde l’action

coordonnée des gonadotrophines,des hormones stéroïdiennes ainsique des

médiateursimpliquésdanslaréactioninflammatoire(telleslesprostaglandines).

LaLHstimuledirectementlesTCetGCmaisseseffetssurlesCC(celluledu

cumulus)etl’ovocytesefontprobablementdemanièreindirectedufaitqueces

derniersnepossèdentquetrèspeuoupasdutoutderécepteursLHetnerépondent

paslorsqu’ilssontstimulésdirectementparlaLH(RusselletRobker,2007).

LepicdeLHvaentrainerlasurexpressionrapideettransitoiredeplusieurs

gènesdanslesheures,voirelesminutessuivantlepicdeLHquivontêtreàl'origine

des changements physiologiques et phénotypiques au niveau du follicule

aboutissantàl'ovulationetlalutéinisation.

 Corpsjaune 

Après la rupture du follicule,les cellules de granulosa,nouvellement

vascularisées,s’hypertrophientetprolifèrentinsitupourformerlecorpsjaune,alors

quelescellulesdelathèques’incorporentdansletissuinterstitieldel’ovaireet
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participentàlasécrétiondesandrogèneovariens(Hunter,1980)chezlaplupartdes

mammifères,lecorpsjauneforméaprèsl’ovulationauneduréedevielimitéeentre4

et21jourssilafemellen’apasétéfécondée.Sarégressionoulutéolysepermet

l’apparition d’un nouveau cycle ovulatoire.la gestation induitun blocage de la

lutéolyseetlapersistanceducorpsjaunecycliqueencorpsjaunegestatifdontla

sécrétion de progestérone est indispensable à l’établissement de gestation

(LeymarieetMartal,2001).D’autrepart,cettelutéinisationquicoïncideavecune

augmentationtrèsimportantedelasécrétiondeprogestéroneestaccompagnagnée

dans toutes les espèces,saufles primates,de la disparition des sécrétions

d’androgènesetœstrogène(Niswenderetal.,2000).

3.2.Régulationhormonaledelafunctionovarienne

La maturation folliculaire etl'ovulation sontcontrôlées parle système

hypothalamo-hypophysaire quiintègre les informations de différents facteurs

endogènes (signaux hormonaux et nutritionnels) et exogènes (photopériode,

température,stress...)(Monniauxetal.,2009).Ilexisteuneinteractionglobaleentre

lesactivitésdusystèmehypothalamo-hypophysaireetcellesdesovaires.Lecontrôle

del'activitéendocrinedel'ovaireestbasésurunensemblederétrocontrôleentre

l'ovaireetlesystèmehypothalamo-hypophysairequifaitintervenirdeshormones

(Marieb,1999).

L'hypophyse et plus précisément l'adénohypophyse secrète les

gonadotropines,LHetFSH.Lasécrétiondeceshormonesestsouslecontrôledela

GnRH,uneneurohormonesecrétéedirectementdanslescapillairessanguinsdela

tigepituitaire.LaGnRH synthétiséparlesneuronesdel'hypothalamusstimulela

synthèseetlasécrétiondeFSH etLH ensefixantsurlesrécepteurssituésàla

surfacedescellulesgonadotropes.LaLH permetlaluteinisationdescellulesdu

follicule et stimule le follicule à produire les androgènes.La FSH stimule

l'aromatisationdesandrogènesenoestrogènesetstimulelacroissancefolliculaire.

Sonactions'exerceplussurlesfolliculesantrauxquesurlesfolliculespré-antraux

présentsauseindelamêmecohortederecrutement(Richardsetal.,1987).

Les stéroïdes,en particulierl'oestradiold'origine ovarienne,inhibentla

sécrétionpulsatiledelaGnRHparunrétrocontrôlenégatif.Cependantenfindela

croissancefolliculaireterminaleetau-delàd'uneconcentrationseuil,l'oestradiol
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exerceuneactionpositivesurlesystèmehypothalamo-hypophysaire.Ilprovoqueàla

foisuneaugmentationdespulsesdelaGnRH,puisunelibérationmassivedece

dernier,etuneaugmentationimportantedelasensibilitéhypophysaire.L'association

deceseffetsconduitàunedéchargemassivedeLHquidéclencheral'ovulationdes

folliculespré-ovulatoiresprésentssurl'ovaire.Aprèsl'ovulation,lecorpsjaunese

forme,croîtetsecrètelaprogestéronequiexerceunerétroactionnégativesurl'axe

hypothalamo-hypophysaire, ce qui empêche toute libération massive des

gonadotropineshypophysaires.Enfindelaphaselutéaleetenabsenced'embryon

dansl'utérus,lesprostaglandinessecrétéesinduisentlalutéolyse.Larégressiondu

corps jaune lève l'action inhibitrice de la progestérone etun nouveau cycle

commence(Marieb,1999).



16

Maturationinvitrodesovocytesbovins

De nombreuses études s’appliquentà reproduire in vitro jusqu’au stade de

blastocystelaproductiond’embryonsbovins.Certainespoursuiventleprocessus

jusqu’autransfertdel’embryonchezunefemelleréceptrice.Maismalgrécesessais,

le tauxde production invivo n’a toujours pas été approché à plus de 30-40%

(PetersonetLee,2003;SirardetBlondin,1996),sicen’estenayantrecoursàdes

traitementsdesuperovulationaugmentantletauxderéussiteà80%(Blondinetal.,

2002).

Lesétapesdelaproductiond’embryonsbovinsinvitro,soitlacollectedes

ovocytes,lamiseenmaturation,lafécondation,ledéveloppementetletransfertde

l’embryon,illustrentlesniveauxd’interventionciblésparlesprojetsderecherche.

4.Collectedesovocytesbovinsinvivo 

Collectesuranimalvivant, la collecteestréaliséeà l’aided’uneaiguille

introduiteparlevaginsurl’animaldeboutetsoussimpletranquillisantetanesthésie

locale.L’opérationpeutêtrerépèteune deuxfoisparsemainependantplusieurs

mois(jusqu’àcinq)sansaffecterapparemmentlafertilitéultérieuredesanimaux

(NibartetMarquant-Leguienne,1995).Cettetechniqueprésentedeuxavantagespar

rapport lacollected’embryonsinvivo.Toutd’abord,ellepermetdeproduiredes

blastocytesàpartirdefemellesconsidèrescommeinfertilesoun’ayantpasrépondu

destraitementsdesuperovulation,doncdemaintenirl’ensembledupooldegênes

forme par les animaux engages dans un programme de sélection (ou de

conservation)génétique.

Ensuite,ellepeuttrèsemployétoutaulongdestroispremiersmoisdela

gestation (génissesou vaches),doncne pasinterféreravecla conduite de la

reproduction des animaux au sein d’un troupeau.En pratique,les sessions

d’OPU(Ovum Pick-up)sontaujourd’huiréalisessoitunefoisparsemaineavecdes

animauxsuperovules,soitdeuxfoisparsemaine,sanssuperovulation.Danstous

lescas,lenombred’ovocytesetdoncd’embryonsviablesproduitsparcollecteest

trèsvariabled’unanimalàl’autre

Surl’animalvivant,lalaparoscopie(Sirard etLambert,1986)permetde

visualiserl’intérieurdel’abdomenalorsquelatechnique(ovum pick-up)(OPU)(Kruip
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etal.,1991)(Fig.4).

Les ovocytes immatures peuventaussiêtre collectés parponction des

folliculesovariensvisualiséssurl’écrand’unéchographesurdesvachesvivantes.

Elleestréaliséeparvoietransvaginaleàl’aided’unpistoletmunid’unesondeà

ultrasonsetd’uneaiguillerétractablereliéeàunsystèmed’aspiration(Fig.5).

Figure4 :Techniquedeponctionecho-guidechezlebovin(Hanzen,2016)

Figure5 :Techniquedeponctionecho-guidechezlebovin(Hanzen,2016)

5.Collectedesovocytesàpartirdesovairesprélevéssurdesanimaux

abattus(exvivo)

Lesovocytespeuventêtrerécoltésàmoindrecoûtpourlaproductioninvitro

d’embryonsàgrandeéchelle(Agrawaletal.,1995)àpartird’ovairesdesvachesde
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toutâgeycomprislesfœtuscollectésaprèsabattage(Natumanyaetal.,2008)

5.1.Collecteetacheminementdesovaires 

Lacollecteinvitrodesovocytesesteffectuéaprèsprélèvementdesovairesau

niveaudel'abattoir.Ilimportederéduireautantquefairesepeutletempsde

stockagedesovairesestdeveillesàrespecterdesconditionsdetempérature

optimales.

En2004,Klumppaprouvéquelesovairestenusà22°Contdonnélieuàun

plusgrandnombred’ovocytessuiteàunematurationparrapportàdesovaires

stockésà5et37°C.Àpartirdecesrésultat,latempératureoptimalepourstockerles

ovairesjusqu’àl’aspirationestprochedelatempératureambiante(22°C). Les

ovocytes,lesovairesquiontététransportésà20°Caulaboratoire,présentaientune

plusgrande expansion descellulesde cumulusetdestauxde maturation en

comparaisonaveclesovocytesprélevéssurdesovairesquiavaienttransportéà30

jusqu’à 37°C avec un tauxsignificatifd’ovocytes quiontatteintla métaphase

2(d’ovairesontététransportésà20°C)(Rosenkranz,1993).D’aprèscerésultatla

températureélevéependantletransportdesovairespourraitprovoquerdeseffets

néfastessurlaqualitédesovocytesmaturésinvitro.

Lesovairesdoiventêtreprélevésdanslesdeuxheuressuivantl’abattagede

.l’animale.Ilsserontstockésàunetempératurecompriseentre24et30°C.Le

prélèvementdesovocytesseraeffectuédansles4hsuivantleprélèvementdes

ovaires.

D’aprèsShioyaetal.(1988),letempspluscourtentrel’abattageetl’aspiration

adonnélieuàuneaugmentationdelaproductiondeblastocytes.

5.2.Ponctiondesfollicules 

Le diamètre folliculaire a été largementutilisé comme un paramètre de

sélectiondesovocytes.Desétudesontétabliunerelationentrelatailledufolliculeet

lacompétenceaudéveloppementdel’ovocyte.Laponctiondesfolliculesantrauxest

utiliséechezlavacheàpartirdesfolliculesdediamètrecomprisentre3et8mm

(Abraham etal.,2012).CequiaétéprouvéparKouamoetal.(2014)quelesfollicules

sontsélectionnésselonleursdiamètresmesurésen03catégories,lespetits(dontle

diamètreestinférieurà3mm),lesmoyens(entre3à8mm)etlesgrands(dontle

diamètresupérieurà8mm).Eneffet,lesfolliculesendessousde3mm dediamètre
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donnentunfaiblepourcentaged’ovocytesaptesàacquérirlacompétenceméiotique.

Demême,ladégénérescencedesovocytessuiteàl’atrésiedesfolliculesestplus

fréquentedanslesfolliculesdediamètreinférieurà3mm etsupérieureà6mm

(Anguitaetal.,2007).

5.2.1.Ponctionparaspiration 

Danscettetechnique,lesfolliculesvisiblesàl’œilnu(de2à8mm de

diamètre)surl’ovairesontaspirésàl’aided’uneaiguille18G(Gauge)etd’unsystème

d’aspiration(±1bar)oud’unepompeàvide(100-150mm Hg)(Satrapaetal.,2010).

Onévalueentre30et60%lepourcentaged’ovocytesrécoltésàpartirdesfollicules

ponctionnés(Riveraetal.,2000)(Fig.6).

Figure6 :Ponctiondesfolliculesd’ovairesbovinsparlatechniqued’aspiration

d’aprèsHanzen(2016)

5.2.2.Slicingdesovaires(tranchage) 

Selon cette technique,les ovaires sontplacés dans une boîte de pétri

contenant5 mldu Dubelcco Phosphate Buffered Saline (DPBS).Des sections

multiplessontfaitessurlasurfaceovarienneavecunelamedebistouri(Wangetal.,

2007).Cettetechniquepermetderécupérerlesovocytesprésentsdanstousles

folliculesquellequesoitleurlocalisationauniveauducortexovarien,augmentant

ainsilerendementenovocytes.

Lerendementaveccettetechniqueestde3,10passeà6,25parlestechniques

respectivementdeponctionetleslicing(Kumaretal.,1997),cequiaétéprouvépar

Dolakasariaetal.(2013)quiontobtenuunnombred’ovocytesrécoltéspartechnique

detranchagesignificativementplusélevéparrapportàlatechniqued’aspiration.

Elleapourinconvénientdeproduirebeaucoupdedébristissulaires,cequi
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rendlarecherchedesovocytesdifficile(Wanietal.,1999).

5.2.3.Digestionenzymatique 

C’estlatechniquelaplusdéveloppéeetplusrentablequantativementet

qualitativement,ellebasesurl’utilisationd’enzymes.Cettetechniquebasesurla

digestiontrypsiquedetissuovariendans1heure.Lesovocytesobtenuessontde

bonnesqualitéavecunrendementmaximale(200COCsparovaire)(Fouladietal.,

1994).Ainsique la collagénase,issue de Clostridium hystoliticum,à l'état

physiologique,cetteenzymejoueunrôlelorsdel'ovulationdanslafragilisationetla

dissociationdutissuovarienpérifolliculairequiestdesanaturericheencollagène.

Lecortexovariendoitêtredécoupéenplusieursfragmentsd'environ01à2mm qui

serontparlasuitemisenincubationdurant20minutesdansunesolutioncontenant

150Uldecollagénaseparmillilitredemilieudeculture,composéde95%deTCM199

(TissueCultureMedium 199)et05%desérum delapininactivéparlachaleurainsi

quedesantibiotiques(pénicilline,streptomycine).Cependant,ilnefautpaslaisser

l'enzymeagirplusde30minutesafindenepasmodifierlastructuredesCOCset

leurqualitéparlasuite.

6.Classificationdesovocytesrécoltés 

6.1.Evaluation surla base descaractéristiquesmorphologiquesdu

cumulusoophorus 

Aprèscollecteexvivoouinvivo,lesovocytespeuventêtredénudés ;mais,ils

sontgénéralemententourésd’unequantitéplusoumoinsabondantedecellulesde

lacoronaradiataetducumulusoophorus.Lesovocytessontclassésselonla

morphologie des COCs(complexe ovocyte/cumulus)c’est-à-dire le nombre de

couchesdecellulesducumulusoophorusetl’aspectducytoplasmeévaluésurla

basedel’aspectdesnoyaux.

Lesovocytesprésentantuncytoplasmehomogènesontdavantageassociés

àdesCOCscompacts.Inversement,uncytoplasmed’aspectgranuleuxetpolarisé,

correspondantàunedistributionirrégulièredegoutteletteslipidiquesetd’organelles

intracellulaires,estdavantageassociéàdesfolliculesatrétiquesetàdesCOCs

expansés(Salomoneetal.,1999).

Seloncescritères,lesovocytessontclassésenquatreclasses(DeLooseet
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al.,1989 ;Alvesetal.,2014)(Fig.7).

Classe1 :Cumuluspluristratifié(plusdetroiscouches)compactéetuncytoplasme

homogène.

Classe2 :Cumuluscompactéàuneoudeuxcouchesetuncytoplasmemoins

homogène.

Classe3 :Couchedescellulesirrégulièresavecunpeuducumulusoophorusmoins

compactéetuncytoplasmemoinsrégulieravecdeszonessombres.

Classe4 :Absencedecumulusoophorusouexpansé,cytoplasmeirrégulieravecdes

zones sombres.

Figure7:ClassificationovocytairechezlebovinselonKouamoetal.(2014),a)

ovocytequalité01,b)ovocytequalité02,c)ovocytequalité03,d)ovocytequalité04

(DeLooseetal.,1989)

D’aprèsHanzen(2016),lescritèresdesdifférentesclassessont:

Classe1 :leCOCaunaspecttransparent.Lecumulus(cellulesdelagranuleuse)est

compactetentourecomplètementl’ovocyte.L’ooplasmeovocytaireaunaspect

homogène.
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Classe2 :leCOCalemêmeaspectquedanslaclasse1maisonl’ooplasmeaun

aspectplusirrégulier,unezoneplussombrepouvantêtrevisibleàsapériphérie.

Classe3 :l’ensembleduCOCestsombre,lecumulusestmoinscompact,l’ooplasme

estplusirrégulieretprésentedesamasplussombre.

Classe4 :lecumulusestcomplètementexpansévoireabsent(ovocytenu)(Fig.8).

Figure8 :ClassificationdesovocytesbovinsaprèslarécoleselonHanzen(2016),A)

ovocyteclasse01,B)ovocyteclasse02,C)ovocyteclasse03,D)ovocyteclasse

04(Hanzen,2016)

6.2.Evaluationl’aspectdelachromatinedelavésiculegerminal

L’organisation et l’architecture de la chromatine sont des éléments

caractéristiques du processus de différenciation des ovocytes chez les

mammifères.ledéveloppementdel’ovocytesecaractérisepardeschangements

impressionnantsdanslastructureetlafonctiondelachromatinedanslenoyau,à

savoirlavésiculegerminale(Lucianoetal.,2014).

Selon Lodde etal.(2007),les follicules prélevés des follicules antraux

présententquatre modèles de configuration de la chromatine de GV0(Vésicule

germinale)àGV3caractériséeparaugmentationprogressivedelacondensation

(Fig.9).

 StadeGV0:Chromatinefilamenteuseetdiffusedanstoutelazonenucléaire.

 StadeGV1:Représententlestadeprécoceduremodelagedelachromatine,un
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procédéquicommenceparl'apparitiondequelquesfoyersdecondensationdans

lesovocytes.

 StadeGV2:Intermédiairesduremodelagedelachromatine,avecformation

d'amasdistinctsdelachromatinecondenséedanslesovocytes.

 StadeGV3:Estlestadeoùleplushautniveaudecondensationestatteintavecla

chromatineorganiséeenunseulbouquet(Loddeetal.,2007).

Figure9:Changementsdynamiquesdelaconfigurationdelachromatinedansla

vésiculegerminaledustadeGV0austadeGV3d’aprèsLucianoetal.(2012).

LesovocytesavecuneconfigurationdeGV0ontmontréunecapacitétrès

limitéedereprendrelaméioseIcomplèteaprèsmaturationinvitro,alorsquelaquasi

-totalitédesovocytesGV1,GV2etGV3ontpuatteindrelestadeMétaphaseII.Au

contraire,seulunpourcentagelimitéd'ovocytesGV1atteintlestadeblastocyte,

aprèslafécondationinvitro,tandisqueGV2etGV3ovocytesontmontréunpotentiel

élevédedéveloppementembryonnaire(Loddeetal.,2007).Cesrésultatsconfirment

queleremodelagedelachromatinepeutêtreconsidérécommeunmarqueurdela

différenciationdel'ovocyteetdelacompétenceaudéveloppement.
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7.Maturationinvitrodesovocytessélectionnéesaprèsclassification

7.1.Choixdesovocytespourlamaturationetlafécondationinvitro

L’efficacité de PIV(la production invitro d’embryons) est influencée

significativementparlaqualitédesovocytes.LesCOCsutiliséspourlaPIVsontles

COCsdequalité1et2,c’est-à-direentourésd’uncumuluscompact(composéde3à

4couchesdecellulescouvrantlazonepellucide)etayantuncytoplasmehomogène

(Ceticaetal.,1999 ;Wangetal.,2007).

SelonlesétudesdeCeticaetal.(1999),ilsontmontréquelacompétenceau

développementestproportionnelleàlaqualitédu complexecumulusoophorus

ovocyteavecunedifférencedestauxdedéveloppementsignificatifentrelesCOCs

desclasses1et2acceptablesd’unepartetd’autrepartlesCOCsdeclasses3et4.

7.2.Milieuxdematuration 

7.2.1.Milieuxdebase 

L’environnementetlacompositiondumilieudematurationlorsd’unePIV

doiventdoncêtrechoisisavecattention.Lesmilieuxdecultureclassique(MEM,

TCM199,TALP,Waymouth,Ham-F12,SOF,B2…)ontutiliséspourlamaturationmais

peud’étudeslesontsystématiquementcomparés(Ali,2003).Lemilieuleplus

généralementutilisépourlamaturationestleTCM199(TissuCultureMedium),un

milieutamponnéaubicarbonate,contenantdesselsminéraux(serventdecofacteurs

d’enzymes,jouentunrôledanslapressionosmotique,lepotentieldemembrane,les

communications,lestransports,la régulation du pH etdansl’attachementdes

cellules),dessourcesdecarbonesetd’énergie(glucose,glutamine)ainsiquedes

acidesaminés(sousunitésconstitutivesdesprotéines)etdesvitamines(cofacteurs

d’enzymesouprécurseurspourlasynthèsedemolécules).Laprésenced’acides

aminésparaitindispensableàla.qualitédelamaturation,ceciétantparticulièrement

vraispourlesacidesaminéssoufrés(cystéine)intervenantdanslemétabolismede

glutathion et pour la glutamine,une des principales sources d’énergie de

l’ovocyte(aveclepyruvateetleglucosequ’ilpeutcapteretmétaboliser.

Une étude récente menée parLoreno etal.(1993),que l’indice de la

métaphase2nediffèrepassignificativemententrelesmilieux.Cetteétudeaété

confirméeparBaruma,1995quin’apasobservéunedifférencesignificativeentreles

milieux.
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Ilaétémontréquelepourcentaged’ovocytesavecdescellulesducumulus

expanséesvarieraitconsidérablemententrelesdifférentsmilieuxutilisésavecles

mêmes additifs.Cette variation pourraitêtre attribuée à la variation de la

composition des milieux de base quiont été utilisés pour la maturation

invitro(Hussainetal.,2015).

D’aprèslesl’expériencepratiquéparHussain (2015)oùilautilisélemiieude

baseTCM199avecdesadditifsenpratiquantlestechniquesd’aspiration,ilaobtenu

unincidenced’ovocytesavecexpansiondescellulesducumulusplusélevéen

comparantavecl’utilisationdemilieudebaseHAM F-10aveclesmêmesadditifset

la même technique .Cette variation pourraitêtre dûe à des différences das

l’efficacitédesmilieuxpourl’MIV.Eneffet,cettevariationdestauxestdueàla

différencedanslacompositiondebasedesmilieuxutiliséspourl’MIV,ainsiquela

duréeetlatempératuredel’incubation(Hussainetal.,2015)

L’ajoutedepyruvatedesodium,gentamicine,glutamine,liquidefolliculaire,

FSHpetHIOCS(hydrophobicionizableorganiccompounds)etautresadditifsau

milieu TCM199 peutdonnerune meilleure performance de l’MIV d’ovocytes

récupérésdebovinsencomparantentrelesmilieuxHam F-10etHam F-12avecles

mêmesadditifs.

7.2.2.Milieuxdematurationetadditifs 

C’est pourquoicertains laboratoires préfèrent plutôt enrichir le milieu

spécifiquementavecparexempledesacidesaminés,vitamines,gonadotrophines,

hormonesstéroïdes,antioxydantsetfacteursdecroissance.Lesprojetsderecherche

baséssurdesmilieuxcomplètementdéfinisousemidéfinis(ajoutdeBSABovine

SerumAlbumin)peuventainsiétudierleseffetsprécisdechaqueconstituantsurle

déroulementdelaPIV.

A cemilieudebasesontsouventajoutéesdesmoléculesdehautpoids

moléculaire dontl’effetsurfactantempêche l’adhésion descomplexescumulus

ovocytesentreeuxetausupportdeculture.LaBSAestsouventutiliséeàceteffet,

ainsiquedesliquidesbiologiquescomplexes(sérum bovinfœtal,sérum defemelle

en œstrus,liquidefolliculaire).Cependant,l’utilisation descesadditifsd’origine

animale pose des problèmes d’ordre sanitaire etnuità la reproductibilité des

expériences.Deplus,la complexité decessupplémentsinterditl’analysedes
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besoinsréelsdel’ovocyte(PonsartetPozzi,2013).

 Antibiotiques 

Lesantibiotiquespeuventêtreajoutéspourprévenirlescontaminationsainsi

quedescomposantscomplexescommedusérum,descellulesfolliculairesoudu

fluidefolliculairepourleurapportenélémentsvariés.L’ajoutdecestroisderniers

composantscomplexesempêchenéanmoinslemilieud’êtrecomplètementdéfini

puisquelacompositionprécisedemeureinconnue.

 LiquideFolliculaire

Leliquidefolliculairecomposelemicro-environnementdel’ovocyte.Decefait,

ilestaumoinspartiellementresponsabledelaqualitéetdudéveloppementultérieur

de l’embryon (McNatty,1978).Effectivement,des études suggèrent que la

compétencedesovocytesestacquiseaucoursduprocessusdelafolliculogénèse

(Blondinetal.,1997 ;Mermillodetal.,1999 ;Suttonetal.,2003).

Leliquidefolliculaireprocureàl’ovocyteuneprotectioncontrelaprotéolyseet

l’extrusionpendantl’ovulation(EspeyetLipner,1994)etagitcommeuntamponde

l’environnementintrafolliculairecontrel’influencedesconditionsexternesprésentées

parlefluxsanguin(Gosdenetal.,1988).Leliquidefolliculairecontientàlafoisdes

constituantsduplasmasanguinquitraversentlabarrièrefolliculaireetdesproduits

issusdel’activitésécrétoiredescellulesdelagranulosaetdelathèque(Gosdenet

al.,1988 ;Fortune,1994).

Lacompositionduliquidefolliculairevarieaucoursducycleetselonlataille

desfollicules(Leroyetal.,2004b ;Orsietal.,2005).La variation desapports

alimentaires peut aussi faire varier les concentrations intra-folliculaires de

différenteshormonesetmétabolites :hormonesstéroïdes(RhindetMcNeilly,1998 ;

O’Callaghan etal., 2000 ;Armstrong etal.,2002c ;Comin etal.,2002),IGF1

(O’Callaghanetal.,2000)etIGFBP(Insulin-likegrowthfactor-bindingprotein)(Comin

etal.,2002),glucoseetinsuline(Landauetal.,2000),AGNE(AcidesGrasNon

Estérifiés)(Cominetal.,2002 ;Jorritsmaetal.,2003).Ilaétémontréchezles

vachesenpost-partum uneétroitecorrélationentrelesniveauxplasmatiqueset

folliculairespourcertainsmétabolites(Leroyetal.,2004b ;Benderetal.,2010).

D'aprèslesétudesdeRomeroetSeidel(1996),ilsontdémontréquelemilieu



27

de maturation complété avec le FF (fluid follicular)fournitun environnement

approprié au développementde l'ovocyte bovine,carilaugmente le degré de

l'expansion des cellules du cumulus (Aguilar et al,2001) et augmente le

développementembryonnaire(Algrianyetal.,2004)

Certainesétudesontrapportéquelesdiversélémentsduliquidefolliculaire

sontsemblablesàceuxtrouvésdanslesérum,avecseulementquelquesdifférences

(Edwards,1974;.Greveetal.,1989;Chanceetal.,2001).

Afindedéterminerl'influencedelatailledesfolliculessurlacompétencedes

ovocytesbovins,Pavloketal.(1992)ontclassélesfolliculesentroisgroupesselon

leurtaille4à8mm (grand),2à4mm (moyen)et1à2mm dediamètre(petit).Après

lafécondationinvitro,ledéveloppementembryonnaireétaitenregistréetilaéténoté

qu'ilyavaitsignificativementplusd'embryonsclivésàpartirovocytesrécupérésde

grandsfollicules(68,9%)parrapportàceuxrécupérésàpartirmoyen(64,3%)ou

faible(19,7%).

Ilaéténotéquelesovocytesbovinspeuventatteindreunetaillemaximale

lorsquelefolliculeestdéveloppéà3mm dediamètre.Hendriksenetal(2000)ont

égalementdocumentéquelesovocytesacquièrentlacapacitédesedévelopperen

unembryonsuited'uneFIVaustadefolliculairede3mm.ontégalementdocumenté

quelesovocytesacquièrentlacapacitédesedévelopperenunembryonsuited'une

FIVaustadefolliculairede3mm (Hendriksenetal.,2000).

D'aprèsAyoubetHunter(1993),IlaétémontréquelebFF(bovinefluid

follicular)aspiréàpartirdepetites,moyennesetgrandesfolliculesapuinhiberla

décompositiondelavésiculegerminale,conduisantfinalementàunemauvaise

productiond'embryons.

Chauhanetal.(1997)ontremplacélesadditifssériquesethormonesavecle

liquidefolliculairedanslemilieuIVM pourexaminerleseffetssurlamaturation,la

fécondationetledéveloppementembryonnairedesovocytesdebuffle.Lestauxde

maturationnucléairesétaientsimilairesentrelesovocytesplacédansTCM-199+

10%FBS+5pg/mlpFSH(74%),TCM-199+20%deliquidefolliculaire(67%)etle

TCM-199+40% deliquidefolliculaire(67%),maisceux-ciétaientsignificativement

plus élevés que ces ovocytes matures dans TCM-199 + 10% de

FBS(FœtalBovineSerum)(47%).Ily avaitaussiune plus grande expansion du

cumulusdanscesovocytesmûriavec20%ou40%deliquidefolliculaire.
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 Hormones 

Dansdesconditionsinvivo,leCOC(complexeovocytecumulus)baignedansle

fluidefolliculairetoutaulongdelamaturation.AlorsquelaprésencedeLHetFSH

danslemilieudematurationn’estpasindispensablepourunePIV(productioninvitro)

(Trounsonetal.,1994),leslaboratoiresderecherchesebasentsurlalittératurepour

constituerle milieu de maturation dans le butd’augmenterla compétence au

développementdel’ovocyte.

L’œstradiol est produite à partir d’une conversion enzymatique des

androgènes dans les cellules de la granulosa du follicule tandis que les

gonadotrophinesLH etFSH sontdesglycoprotéinesproduitesparl’hypophyseet

composéesdedeuxsousuniunité.

LerôledeLHdansl’inductiondel’ovulationetlemaintienducorpsjauneau

coursducycleœstraltoutcommeceluideFSHdanslastimulationetlesoutiendela

croissancefolliculaireetdanslasélectiondufolliculedominantlesontégalement

(ThibaultetLevasseur,2000).

Parcontre,lerôledecestroishormonesauniveaudelamaturationovocytaire

estmoins connu etplus ou moins controversé.Invivo,la concentration de

E2(oestradiol)danslefluidefolliculaireresteélevéejusqu’àuneduréede6haprès

lepicdeLH(Dielemanetal.1983).Ainsi,saprésencedanslemilieudematuration

peutavoiruneffetnul(Beker-vanWoudenbergetal.,2006)oupositiflorsquesa

concentrationéquivautàcelleprésentedanslefluidefolliculaireaprèslepicdeLH

(AlietSirard,2002b)

Ainsidansunmilieudematurationcomplètementdéfini,LHn’apasmontré

d’effetpositifsurlacompétenceaudéveloppementdel’ovocyte(AlietSirard,2002b).

Notonsparailleursquel’ajoutdeLHestsouventcoupléàFSH,cequinepermetpas

detirerdeconclusionsurlesrôlesprécisetdistinctsdeLH etFSH (Saekietal.,

1991).

Enoutre,certainessourcesdeLH(glandepituitaire,sérum ouurine)peuvent

êtrecontaminéesparFSH.L’effetobservéattribuéàLH pourraitainsirésulteren

réalitéd’uneffetdeFSH.C’estprobablementcequiamenéZuelkeetBrackett(1990)

àattribuerunrôlepositifàl’ajoutdeLHpendantlaMIVpuisqu’ilsontutiliséuneLH

de source pituitaire à une concentration de 100 ug/mL alors qu’à une telle

concentration,laquantitédeFSH apportéen’estpasanodine.Pourtoutesces



29

raisons,l’hormoneLHcommenceàêtreéliminéedumilieudematuration.

LerôledeFSHdansl’acquisitiond’unpotentielaudéveloppementlorsdela

maturationinvitroestfréquemmentcité(Izadyaretal.,1998;AlietSirard,2002b ).

 Facteursdecroissance 

Certain onttentéd’élaborerdesmilieuxdéfinis,sanssérum,en ajoutant

différentsfacteursdecroissance,telsquel’EGF(epidermalgrowthfactors)(YangSh

etal.,2005)oul’IGF-1(WynnPetal.,1998),desrésultatstrèsencourageants.

Lesfacteursdecroissancedela familledel’insuline(Insuline-likegrowth

factor1et2 :IGF-1etIGF-2)pourraientjouerunrôledanslarégulationintra-

ovariennedelafolliculogénéseetdoncdanslamaturationovocytaire.Ilsontété

testéinvitroàdifférentesconcentrationsanssuccès(Carolanetal.,1997),selon

Lonerganetal.(1995),l’EGF(epidermalgrowthfactoroufacteurdecroissance

épidermique)amontréuneffetsimilaireàceluidusérum,déslaconcentration

minimaletesté(1mg/ml).

Desétudessimilairesontétémenéesparallèlementchezlesovins,laoFSH

(100ng/ml)etl’EGF(100ng/ml)améliorentletauxdedéveloppementparrapportau

milieuseulmaisàunniveaumoindrequeleliquidefolliculaire(bFF,10%).

Ilaétémontréquel’EGFestnaturellementprésentdansleliquidefolliculaire

deplusieursespèces(Lonerganetal.,1996),etontmontréquel’effetpositifdu

liquidefolliculairesurl’MIVdesovocytesdesourisestengrandepartieenraisonde

la présence d’EGF.L’ajout de l’EGF dans le milieu de culture entrainé un

développementdescapacitésplusélevéqued’autresfacteursdecroissanceutilisés

(Mtangoetal.,2003),cequiadémontréparSadeeshetal.(2014),quiontrésultéque

lefacteurdecroissancel’EGFaméliorel’expansionducumulusdescomplexes

ovocytecumulusdubuffle.

 Sérum 

Cesmilieuxontsupplémentésavecautrecomposantspourcalquerla

compositiondemilieuétudiéinvivo.Commel’adjonctiondeprotéinesqui,dansles

publications anciennes,étaientapportées surtoutpardu sérum de veau fœtal
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(Trounsonetal.,1994;Barnesetal.,1996 )duliquidefolliculaireprovenantdefollicule

matures(Chaetal.,1991)oudusérum decordonfœtal(Veecketal.,1983 ;Cha et

al.,1991).

Garciaetal.(1988),ontenregistréundegréd’MIVd’ovocytesenutilisant

lemilieuTCM199etontobtenu85,70%d’ovocytesmaturésalorsqu’ilétaitde90,60%

enutilisantleTCM199+FCS.

Lepourcentaged’ovocytesmaturesétaitsignificativementplusélevéedans

lesmilieuxsupplémentésavecdel’ECS(sérum devacheenchaleur)(78%),FBS

(FoetaleBovineSerum)(79%)etleBAF(BovineAminioticFluid)(77%)parrapportà

bFF(52%).

D’aprèslesrésultatsdeLonerganetal.(1996)aprèsl’ajoutdeplusieurs

additifs,lesmeilleursrésultatssontobtenusaveclemilieuadditionnédesérum seul

(TCM199+FCS).

Certainétudeamarquéedesrésultatssimilairesàceuxhabituellement

obtenuaprèsl’utilisationd’unmilieuchimiquementdéfini(sanssérum niprotéine

d’origine animale)telle que le BSA ou la SVF(sérum de veau fœtal)avecune

supplementation du milieu de base TCM199 en PVA (polyvinyle alcool)eten

hypotaurineetB-mecarptoéthanol(MiushimaetFukui,2000).

7.3.conditionsdelamiseenincubationetmaturationinvitro

LesCOCssonttransférésdansunmilieudematurationoùilssontincubés

pendant24hdansuneatmosphèrehumideà39°Ccontenant5%de CO2(Mermillod

etal.,1992a).Ils’agitdutempsnécessairepourl’accomplissementdelamaturation

nucléaire.Lesvariantesdecetteétapepermettententreautresdetesterl’efficacité

dedifférentsmilieuxdéfinisounon(RoséetBavister,1992),l’effetdeco-culturesou

deremettreenquestionunmatérielouunchoixprotocolaire.

LesystèmetamponutilisépourlaMIVestunsystèmenatureloùlegazCO2

équilibrelecontenuenCO2/HCO3dumilieudeculture(RothblatetCristofalo,1972).

Ily’aaussiunautrefacteur,l’osmolaritéquedoitêtrecontrôlée,caràpartirde

315m Osmoles/Kgd’eau,ily’amortdesovocytesbovins(Guyader,1998).

LaduréedeMIVetde24h(certainselimitentà22h)chezlesruminantsdans

un environnementfaiblementexposéà la lumière.L’utilisation inactifpermetde
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limiterlestressinduitparl’expositiondescellulesàlalumière(Bruyere,2000).

SelonBruyere(2002),levolumedumilieudematurationvarie1ml(plaque

multi-puits)à10μlsoushuileminérale(l’huileminérale(paraffine)évitel’évaporation

etlesmodificationsdelapressionosmotiqueconsécutive).

7.4.Evaluationetclassificationdesovocytesaprésmaturationinvitro

L’objectifestd’obtenirlamaturationnucléaireetsurtoutcytoplasmiquedes

ovocytesayantdéjàacquislacompétencecomplètepourreprendrelaméiose.

7.4.1.Degréd’expansionducumulus 

Parmilesaspectsmoléculairesqu’onobserveaucoursdelamaturation

ovocytaire,ilyal’expansionducumulus(Humblotetal.,2005),surlaquelleonpeut

sebaserpourjugerdelamaturationdesovocytes.

Selon Fagbohun etDowns(1990),le degré d’expansion a été classé en

fonctiondel’échelle0à4.Lescore0indiquel’absenced’expansion,caractérisépar

ledétachementdescellulesducumulusdel’ovocyte,d’assumerunemonocouche

aplatied’aspectfibroblastiquelaissantunepartieouentièrementdénudéeovocyte.

Lescore1indiquel’absenced’expansion,maislescellulesducumulussphérique,

compactrestantautourdel’ovocyte.pouruncomplexescore2,seulelacouchela

plusexternelescellulesducumulusontélargi,uncomplexescore3atoutesles

couchesenévidenceélargiessauflacoronaradiataetunscore4indiqueledegré

maximum d’expansionycomprislacoronaradiata.

7.4.2.Maturationnucléaire 

Lamaturationnucléairedésignelesmodificationsobservéesàl’intérieuredu

noyaudel’ovocytearrêtéenprophase1jusqu’enmetaphase2(M2).Leprocessus

dure24h.ilcommenceaprès4à8haprèslepicdeLH(Hytteletal.,1997)ou ,invitro

4à8haprèsl’extraction duCOChorsdufollicule.Lapremièreétapevisibleestle

stadeGVB(GerminaleVesicleBreak)avecrupturedelamembranenucléaireetla

condensationdelachromatineenvironaprès6hdematurationlestadeM1est

atteintaprès12à19hdematuration.

Auboutde20hdematuration,lamajoritédesovocytessontaustadeM2

(Sirardetal.,1989).
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7.4.3.Maturationcytoplasmique 

Lamaturationcytoplasmiquedel’ovocytesecaractériseparlamultiplicationdes

mitochondries,parl’apparitiond’unappareildeGolgibiendéveloppé etparla

migration desgranulescorticauxverslapériphériedel’ovocyte,justesousla

membraneplasmique.Cesgranulescontiennentuneovopéroxidasequi,lorsdela

fécondation, a pour effet d’empêcher la pénétration de spermatozoïdes

supplémentairesetdéslorsdeprévenirlapolyspermie.Lecytoplasmeestégalement

le siège d’importantes protéosynthèses préparantl’ovocyte à une éventuelle

fécondationetcontribuantaudéveloppementprécocedel’embryon(Hanzenetal.,

2000).

8.Fécondationetmiseenculture

Aprèslavage,lesCOCsmûrissonttransférésdansunmilieudefécondation

oùilsrestentenprésencedespermatozoïdespendant16à18h.Cetteétapepermet

detesterlaqualitédelasemencededifférentesprovenances.Uneimportante

caractéristique recherchée chez la semence estsa capacité à supporterla

congélation.

Denouvellescompositionsdesmilieuxouencoredestechniquesd’assistance

àlafécondationpeuventégalementêtretestéesàcetteétape.Aprèséliminationdes

spermatozoïdesparlavage,lesovocytesfécondéssonttransférésdansunmilieu

adaptéaudéveloppementdel’embryonoùlacomposition,lapressionosmotiqueet

lafréquencedechangementdesmilieuxsontnotammentétudiées(Wirtuetal.,

2003).

Toutcommependantlamaturation,lanutritiondurantlespremièresétapes

dudéveloppementestcapitale.Eneffet,l’embryonavitefaitd’épuisersesréserves

pourdépendrecomplètementdumilieuoùilbaigne.

9.Transfertd’embryon

LadernièreétapedelaPIVestletransfertdel’embryonchezunefemelle

réceptrice pourle temps de la gestation.Les données de mortpost-transfert

présentéeschezlebovinparPetersonetLee(2003)montrentlefaiblerendement

desméthodesutilisées.Ilestencoreaujourd’huidifficiledecomprendreprécisément

lacausedecemanqued’efficacité.Outrelespertesinutero,denombreuxanimaux

naissentavecdesmalformationsdontunemanifestationfréquenteestlesyndrome
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dugrosveau(Youngetal.,1998).

Danscederniercas,undéfautd’empreintegénétiquesembleêtremisen

cause(Khoslaetal.,2001),maislemécanismen’estencorequepartiellement

compris.
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Partieexpérimentale
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Matérieletméthode

Lafécondationinvitro(FIV)estunprocédéparlequelunovulequiaatteintsa

maturitéetfécondépardelasemencehorsdel’organismematernel(Badinandetal.,

2000).

Lamaturationdesovocytesbovinsinvitrosepasseparplusieursétapes :le

prélèvementdesovairesàpartirdesvachesabattus,transportdesovairesjusqu’au

laboratoire,ponctiondesfollicules,collectedesovocytesetlamiseenculture.Cette

étapeestinfluencéeparplusieursfacteurs :lesconditionsd’acheminementdes

ovaires,techniquesderécoltedesovocytes,lesmilieuxetlesconditionsutiliséslors

del’incubation,

1.Matériel 

1.1Matériel biologique 

181ovairesontétéprélevésàpartirdesvachesabattusauniveaudel’abattoir

d’Eucalyptus(Alger)etacheminéjusqu’aulaboratoire.

1.2Matérieldecollecteetd’observation 

Dansnotreétudenousavonsutiliséslematérielsuivant

1 :Gantsd’examen(stériles).

2 :boitesenplastique.

3 :Pairedeciseaux.

4 :NaCl0,9%.

5 :Seringues :2,5ml,5ml,10ml,50ml.

6 :Aiguilles18G.

7 :Alcool70%.

8 :Compressesstériles.

9 :Essuietout.

10 :Eaudejavel.

11 :Boitesdepétriquadrillées.

12:Sacsenplastiqueréformables.

13 :Tubessecs

14:étiquettes.

15 :Microscopeinversé.

16:Bainmarie.

17 : Centrifugeuse.
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18 :BonbonneàCO2.

19 :PBS(phosphatebufferedsaline).

20 :MilieudebaseTCM199.

21 :Incubateur

22 :congélateur

2.Méthode

2.1.Récolteetacheminement 

Notreétudeaétéfaiteaumoisdemaietjuilletauniveaudelaboratoirede

l'institutdevétérinaireàBlida

Dansnotreétude181ovairesontétéprélevés,nousavonsfaitplusieurs

essayes(sur100ovaires)pours’adapteràlaméthodedetravailleetlematériel.

Le prélèvementdes ovaires a été faità l’aide d’une paire de ciseaux

préalablementlavéepuisintroduitedansdel’eaubouillantependantquelqueminutes

etparlasuitelestransporterdansuneboiteenplastiqueremplieparunesolution

saline(NaCl0,9%),dans des conditions de température ambiante (20-25°C).La

période du transportestde 2 à 3h depuis l’abattage des vaches jusqu’à

l’acheminementaulaboratoire(Rosenkranz,1993)(Fig.10,11).

Figure10 :Prélèvementdesovairesdansl’abattoir(a)vacheabattus,b)appareille

génitaledelavacheabattus,c)ovaire)(original,2022)
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Figure11:Matérieletproduitsutiliséspourlarécoltedesovaires(a)pairedeciseau,

b)solutionsalineNaCl0,9% ,seringuelieravecuneaiguille,gants,boiteenplastique

contenantlesovaires)(original,2022)

Lelieudetravaille(paillassedelaboratoire)doitêtredésinfecteràl’aidede

d’eaudejavelpurappliquésurlapaillasseavecunpapier(essuietout)avantetaprès

chaquemanipulation.

lesovairesontétérincés2à3foisavecunesolutionsaline(NaCl0,9%)après

lesdésinfecteràl’aided’unecompresseimbibéed’alcool70% pouréliminertoute

tracedesangetlesimpuretés(Fig.12).

Figure12 :Matérielsetproduitsutiliséspourlapréparationdesovairesàlaponction

(a)désinfectiondesovairesavecunecompresse,b)alcool70%,compresse,boiteen

plastiquecontenantelesovairesetNaCl0.9%)(original,2022)

2.2.Ponctiondesfollicules 

Après la préparation des ovaires nous avons passés à la ponction des

folliculespourleprélèvementdesovocytesetleliquidefolliculaire(Fig.13)

Figure13:Materielsetproduitsutilisespourlaponctiondesfollicules(tubes
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sec,PBS,seringueslieravecdesaiguilles18G)(original,2022)

Lesfolliculesensurfaceontétéclassésen2catégories :

.Lapremière :pourlesfolliculesdediamètreinférieurà5mm,ontétéponctionnés

pourleprélèvementdesCOCs.

.Ladeuxième :pourlesfolliculesdediamètresupérieurà5mm,ontétéponctionnés

pourleprélèvementduliquidefolliculaire.

Laponctiondesfolliculesaétéfaiteàl’aided’uneaiguillede18G liéeavecune

seringuede5mlou10mlrempliepar0.5mldePBS(Satrapaetal,2010).

Nousavonsappliquéslaméthodedeponctionparaspiration(Fig.14).

Figure14 :Ponctiondesfolliculesensurface(original,2022)

Leliquideobtenuàpartirdupremiergroupedesfolliculesaétémisdansune

boitedepétriquadrilléespréalablementrempliesà¼avecduPBS(Fig.15).

Figure15 :Liquideprélevéàpartirdelaponctiondesfolliculesdupremiergroupe(a)

seringuecontenanteleliquideaspiré,b)boitepétriecarilléecontenanteliliquide

aspiré)(original,2022)

2.3.Préparationduliquidefolliculaire 

Concernantleliquideaspirédudeuxièmegroupe,nousl’avonsmisdansdes
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tubessecspourlecentrifugerà2000tourspendant10minutes,aprèslapremière

centrifugationlesurnageantaétéprélevépourlere-centrifugerunedeuxièmefoisde

lamêmemanière.Ledeuxièmesurnageantestprélevéetplacédansdesautretubes

secétiquetésavecladateduprélèvement,leliquidesoitutiliserpourlaMIVdansle

mêmejour,soitcongelerà20°Cpouruneutilisationultérieure.

Lejourdel’utilisationduliquidefolliculaire,leliquidedoitêtredécongelépuis

lemainteniraubainmarià50°Cpendant30minutes(Kamarietal.,2010)(Fig.16).

Figure16 :Materielutilisepourlapreparationduliquidefolliculaire(a)seringue

contenateleliquideaspiré,b)tubeseccontenatleliquideaspiré,c)centrifugeuse,d)

leliquideaprèslacentrifugation,e)tubessecétiquittéscontenantleliquideaprèsla

2èmecentrifugation,f)bainmarie)(original,2022)

2.4.Observation delaboitedepétri

Avecunmicroscopeinverséauobjectif×4nousavonsobservéslesboitesde

pétri(Fig.17).
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Figure17 :Observationdescocssouslemicroscopeinverseau

objectif×4.(original,2022)

2.5.CollecteetrinçagedesCOCs 

LesCOCsdeclasse3et4sontéliminésdel'étude,etpourlesCOCsdeclasse

1et2(debonnequalité)ontétéprélevées àl'aided'uneseringuede5mlliéeavec

uneaiguille(Fig19)pourêtrerincer3foisdans2ou2,5mldePBS(Ceticaetal.,1999

;Wangetal,2007)(Fig.18;19).

Danscetteétape,nousn’avonspasutiliséslesgantscarilsnousdérangeaientmais

àconditiondenousdésinfecterlesmainsavantchaquemanipulation.

Figure18 :PrélèvementdesCOCsclasse1et2(original,2022)

Figure19 :3rinçage.(original,2022)

NB:lenombretotaldescocsaétédiminuéaprèschaquerinçageenraisondes

conditionsdetravail.

2.6.Milieuxutiliséspourlamaturationinvitro

Pourlesmilieuxdeculturenousavonstesté3milieux:
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Milieu1:milieudebaseTCM199seul.

Milieu2:milieudebaseTCM199avec10%deliquidefolliculaire.

Milieu3:milieudebaseTCM199avec50%deliquidefolliculaire.

2.7.Miseenculture desCOCs 

Aprèsletroisièmerinçage,lesCOCssontprélevésàl’aided’uneseringue5ml

liéeavec uneaiguilleetplacésdansuneboitedepétricontenant0.5mldes03

milieuxdematuration(chaquemilieudansuneboitedifférente).Lesboitesontété

introduitesdansunsacenplastiqueferméhermétiquement.Afind’assurerune

humiditésuffisantedanslesac,uneboitedepétriremplied’eauouNaCl0,9% est

placéedanslesacaveclaboitedumilieudeculture.Ensuite,àl’aided’uneseringue

de50mlliéeavecuneaiguille,5% deCO2 aétéprélevédelabonbonneàCO2 et

insufflédanslesacavantsafermeture(BalPénélope,2004)(Fig.20).

Après24hdemiseenmaturationàunetempératurede38°C,lesCOCs

observésàl’aided’unmicroscopeinverséauobjectif×4.

Nb:

AprèslapremièreculturenousavonsremarquésquelemilieudebaseTCM199aété

contaminé,aprèsnousavonsessayédelefiltrer.

Figure20:matérielsetproduitsutiliséspourl'incubation :a)boitedepétri,sacen

plastiquerefemable,boitedepétriremplieparNaCl9%,b)bonbonneàCO2,,c)la

miseenincubationdesCOCspendant24h،d)étuverégléeà38°C.(original,202

leseulaspectmorphologiquequ'onobserveestl'expansiondecellulesdecumulus.
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Résultats
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lesCOCstrouvéssontclassésen4classesselonleurmorphologie(DeLoose

etal.,1989;Alvesetal.,2014)(fig.21).

classe1:Cumuluspluristratifié(plusdetroiscouches)compactéetuncytoplasme

homogène.

classe2 :Cumuluscompacté à une ou deuxcouchesetun cytoplasme moins

homogène.

classe3 :couchedescellulesirrégulièresavecunpeuducumulusoophorusmoins

compactéetuncytoplasmemoinsrégulieravecdeszonessombres.

classe4 :absencedecumulusoophorusouexpansé,cytoplasmeirrégulieravecdes

zonessombres

.

Figure21 :ClassificationdesCOCsobservéssousunmicroscopeinverséauobjectif

×4 :a)ovocyteclasse1,b)ovocyteclasse2,c)ovocyteclasse3,d)ovocyteclasse4.

(original,2022)



44

Après l'observation des ovocytes mature sous le microscope,le seulaspect

morphologiquequ'onobserveestl'expansiondecellulesdecumulus(Fig.22).

Figure22 :Ovocyteexpanséaprèslamaturationobservéesousunmicroscope

inverséaugrossissement4(original,2022)

Aprèslacollectedesovocytesparlaméthodedeponctionetaspiration,nous

avonsobtenuuntauxderécupérationde3,18COCsparovaire(Tab.1).

Tableau1 :TauxderécupérationdesCOCsdansles03expérimentation

Prélèvements Nbred’ovaires Nbredefollicules Nbre d’ovocytes

récoltés

Taux d’ovocytes

récupérés

Prélèvement1 30 744 96 3,2

Prélèvement2 21 521 88 4,19

Prélèvement3 30 518 74 2 ,14

totale 81 1783 258 3,18
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Figure23 :DiagrammedetauxderécupérationdesCOCsdansles03

expérimentations

Tableau2 :Pourcentagedescocsselonleursclasses

AprèslacollectedesCOCsnouslesavonsclassésen04classe :casse01et

02avecuntauxde68.99%etclasse03et04avecuntauxde34.10%.

Nbre de COCs

classe01et02

Nbre de COCs

classe03et04

Nbre total

d’ovocytes

178 (Nbre

d’ovocyte)

80 258

68.99% 34.10% 100%
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Figure24 :Diagrammedenombredescocsselonleursclasses

Figure 25 :CerclerelatifreprésentelepourcentagedesCOCsselonleursclasses

LesrésultatsdelaMIVsontprésentésdans04tableaux

Milieu1 :

Nousavonsmis69cocsenculturedanslemilieu1quiconstituede

milieudebaseTCM199seule,nousavonsobserveuneexpansionducumulus

sur45cocssoituntauxde65.21%et24cocssontrestesimmatures

Tableau3:RésultatsdupremiermilieuaprèsMIV

composition Nbred’ovocytes

misenculture

Nbred’ovocytes

expansés

Nbred’ovocytes

nonexpansées

Taux

d’expansion

Milieudebase

TCM199seule

69 45 24 65.21%
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Milieudebase

TCM-199seul

100% 65,21% 34,78% 65,21%

Milieu2 :

Nousavonsmis58COCsenculturedanslemilieu2quiconstituédemilieude

baseTCM199 enrichiavec10% deliquidefolliculaire,nousavonsobservéune

expansionducumulussur34COCssoituntauxde58,62% et24COCssontrestés

immatures.

Tableau4:RésultatsdudeuxiememilieuaprésMIV

composition Nbre

d’ovocytesmis

enculture

Nbre

d’ovocytes

expansés

Nbre

d’ovocytesnon

expansées

Taux

d’expansion

Milieu debase

TCM199+10%

deLF
58 34 24 58,62%

Milieu debase

TCM199+10%

deLF

100% 58,62% 41,37% 58,62%

Milieu3 :

Nousavonsmis51COCsenculturedanslemilieu3quiconstituédemilieudebase

TCM199enrichiavec50%deliquidefolliculaire,nousavonsobservéuneexpansion

ducumulussur37COCssoituntauxde72,54% et14COCssontrestésimmatures.

Tableau5:RésultatdutroisiememilieuaprésMIV

composition Nbre

d’ovocytesmis

enculture

Nbre

d’ovocytes

expansés

Nbre

d’ovocytesnon

expansées

Taux

d’expansion

Milieu debase
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TCM199+50%

deLF

51 37 14 72 ,54%

Milieu debase

TCM199+50%

deLF

100% 72,54% 27,45% 72,54%

Tableau6 :TauxglobaldeMIV

Nbre

d’ovocytesmis

enculture

Nbre

d’ovocytes

expanses

Nbre

d’ovocytesnon

expansées

Taux

d’expansion

178 116 62 65,16%

100% 65,16% 34,83% 65,16%

Figure26:DiagrammedeMIVdes03milieux
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Discussion
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Notreétudeaétéfaiteentrel’abattoird’Eucalyptus(Alger)etlaboratoiredel’institue

dessciencesdevétérinairedeBlida.

Dansnotreétude181ovairesontétécollectésdel’abattoirettransportés

jusqu’aulaboratoiredansdesconditionsdetempératureambiantesselon Klumpp

(2004)quia prouvé que la température optimale pour stocker les ovaires

pendantl’acheminementjusqu’aulaboratoireestlatempératureambiante,c’aété

montréparRosenkranz(1993)quiaremarquédanssesétudesquelesovairesqui

ontététransportésà20°Contmarquésuneplusgrandeexpansionducumuluspar

rapportàceuxquionttransportésà30et37°C.

Lechoixdesfolliculesaspiréspourlesovocytesutilisésétaitenfonctionde

leurdiamètres(inférieurouégale4mm)suivantslesrésultatsobtenusparLongergan

etal.(1994).NotrechoixdecediamètrefolliculaireaétéaussiselonAbraham etal.

(2012)quiontprouvésquelaponctiondesfolliculesantrauxestutiliséchezlavache

àpartirdesfolliculesdediamètrecomprisentre3et8mm,cequiaétéégalement

montréàpartirdel’étuderéaliséeparHendriksenetal.(2000)quiontconcluqueles

ovocytesbovinsacquièrentlacapacitédedéveloppementaprèsFIVàundiamètre

folliculaireégaleà3mm.

Latechniqueutiliséedanslaponctiondesfolliculesestparaspiration,cette

techniquepratiquéeparLoveetal.(2000)etaussiparRiveraetal.(2003)quiont

trouvéquecettetechniqueestlamoinsonéreuse.

Dansnotreétude1783folliculesontétéponctionnésparaspirationàpartir

desquelsnousavonsrécolté258COCsdedifférentesclassessoituntauxderécole

de14.46%avecunemoyennede3,18ovocyteparovaireaétéobtenu,cerésultatest

prochedeceluideKumaretal.(1997)quiest3,10،maisinférieuràceluideBelarouci

etTafet(2017)quiestde5,75COCsparovairemalgrél’utilisationdelamême

techniquedeponction.Celapeutêtredûàdesdéfautsdemanipulation,notamment

lorsdutransfertdesovocytespourlerinçagedansles03milieuxdePBS.La

différencedurendementenovocytesparaspirationouponctionpourraitrésulter

partiellementdelapressionnégativeappliquéeauxfolliculesaumomentdela

collecte des ovocytes. En effet,Cognié etBaril,(2002)ontremarqué qu’un

supplémentde4à5ovocytespeutêtreobtenuaprèsdécoupagedel’ovaireenfines
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lames(slicing)àl’aided’unelamederasoir.

DansnotretravaillesCOCsrécoltésontétéclasséen4classesenbasantsur

le degré d’expansion du cumulus etl’homogénéité du cytoplasme suivantla

classificationretenueparKouamoetal.(2014).Cependant,lesCOCsdelaclasse1

et2représentent68,99% desovocytesrécoltés,lesclasses3et4représentent

34,10%desovocytesrécoltés.

Dansnotreétudenousavonstestés3milieuxdeculturedifférents.Lepremier

représentéparlemilieudebaseTCM199seule,ledeuxième ;milieudebaseTCM199

enrichiavec10%deliquidefolliculaireetendernier ;milieudebaseTCM199enrichi

avec50%deliquidefolliculaire.

Nousavonsfaitl’objetde03rinçagesselonBarcelo-Fimbresetal.(2015)et

Satitmanwiwatetal.(2015).

Dansnotretravail,nousavonsmarquésuntauxglobaldematurationdes03

milieuxutilisésestde65,16%,cependant,l’additiondedifférentsélémentstelqueles

sérums,leshormones,lesfacteursdecroissanceetlesantibiotiquesaméliorece

taux(Sadeeshetal.,2014 ;Hussainetal.,2015).

Selonlesauteurs,letauxdematurationpeutêtreinfluencéparlatempérature

detransportdesovairesetladuréeentrel’abattagedesvachesetlaponctiondes

folliculesquipeutinfluencerla qualitéovocytaireetleurmaturation invitro,en

comparantaveclesrésultatsdeLoveetal.(2003)quiontobtenuuntauxégale72%

lorsquelesovocytesontétérécoltésimmédiatementaprèsl’abattagedesanimaux,

supérieurautauxobtenudansnotretravailoùladuréeétaitimportante(2à3h).

Dansnotreétudeleseffetsdel’ovaire(localisation,présencedecorpsjaune,

tailleetpoidsdel’ovaire)etlesfacteursnonovariens(larace,l’âge,l’étatcorporel,la

gestation)n’ontpasétéprisenconsidérationcequiadiminuerletauxdematuration.

Lechoixdemilieudebaseutiliséc’étaitàpartirlesrésultatsdeGarciaetal.

(1988)etHussainetal.(2015)quiontmarquéuneplusgrandeexpansiondu

cumulusenutilisantlemilieudebaseTCM199.

Dansnotreexpérimentation,nousavonsmarquéuntauxdematurationde

65,21%danslepremiermilieuoùonautilisélemilieudebaseTCM199seul,untaux

supérieuràceuxobtenuparBelaroucietTafat (2017)quiontobtenuuntauxde

52,54% etsupérieuràceuxobtenuparSatitmanwiwatetal. (2015)etFooteet

Thibault.(1969)quiontenrichilemêmemilieudebaseavec10et15%deSVFetont

obtenudestauxrespectivementde53,50% et37,64%.cetauxpeutêtreaugmenté
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significativementaprèsunenrichissementdumilieudebase.

Dansledeuxièmemilieuoùonautilisélemilieudebaseenrichiavec10%de

liquidefolliculairenousavonsmarquéuntauxdematurationde58,62%,untaux

inférieurparrapportceuxquiaétémarquédanslepremiermilieucelapeutêtre

causéparlacontaminationdumilieudebase,cettebaissedetauxaétéégalement

constatéparAyoubetHunter(1993)dufaitqueleliquidefolliculaireconduitàun

retarddelamaturationnucléaire (DuColombetal.,2013)etinhibecettedernière

chezlavache(GallardoetColl,2001).D’aprèsDostaletal.(1996)etChoietal.(1998),

leliquidefolliculairedesgrandsfolliculescommeonautilisédansnotreétudeaun

effetinhibiteurréduitsurlamaturationovocytaireparrapportauliquidefolliculaire

récoltéàpartirdepetitesetmoyennesfollicules.Uneétuderécentearévéléquele

liquidefolliculairefavoriselamaturationovocytairecytoplasmiquelorsdel’MIVet

suggéréquesonrôlemajeurestdefourniruneprotectioncontrelestressoxydatif

(GrupenetArmstrong,2010)،D'autresétudesontidentifiéplusieurssubstancesdans

leliquidefolliculairequiontempêchélareprisedelaméiosedanslesovocytes.Des

substancesinhibitricesmullériennes,dessous-produitsdescellulesdelagranulosa,

ontététrouvéspourinhiberlamaturationdesovocytesderats(Takahashietal,

1986).L'acide linoléique,l'acide gras le plus abondanttrouvé dans le liquide

folliculaire,étaitrévéléinhiberreprisedelaméiosedesovocytesbovinsdénudées

(HomaetBrown,1992).Enoutre,uneautresubstance,appeléeOvocyteMaturation

Inhibitor(OMI),aétérapportéeàsupprimerlamaturationdesovocytesderatsetde

porcs(Tzafririetal,1982).Lasourceoriginaledel'OMIaétépensépourêtreles

cellulesgranuleuses(Klumpp,2004).Celamontrequeleliquidefolliculairepeutêtre

unsupplémentbénéfiquedanslesmilieuxdematuration.

Endernier,letroisièmemilieuquisecomposedemilieudebaseTCM199

enrichiavec50%deliquidefolliculaire.Danscemilieunousavonsmarquéuntauxde

maturation72,54% cetauxestsupérieuràceuxobtenusdansledeuxièmemilieu,

CertainesétudesontdémontréquemilieudematurationcomplétéavecleFFfournit

un environnementapproprié au développementde l'ovocyte bovine (Romero-

ArredondoetSeidel,1996),carilaugmenteledegrédel'expansiondescellulesdu

cumulus(Aguilaretal,2001)etaugmenteledéveloppementembryonnaire(Algriany

etal.,2004).untauxprocheàceuxobtenuparCruzetal.(2014)de70,11% et

inférieureàceuxobtenuparGuptaetal.(2001)de81,30% avecl’ajoutdeglutamine.

D’aprèsWastonetal.(2000),quandilaajoutéleliquidefolliculaireilaobtenuun
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faibletauxdematuration(52%)parrapportàl’enrichissementavecl’ECS(sérum de

vache en chaleur)(78%),FBS (sérum de veau fœtale)(79%)etle BAF (fluide

AminioticSerum)(77%),cesrésultatsconfirmelanécessitedeprésencedessérums

danslemilieudematuration.
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Conclusion
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Cetteétudeaétémenéepourdévelopperlestechniquespratiquéesdurantla

maturationdesovocytesbovinsinvitro,applicableaulaboratoiredel’institutdes

sciencesvétérinairesdeBlidaàpartirdesovairesrécoltésauniveaudel’abattoir.

Afin de testél’efficacitéd’enrichissementdemilieu decultureavecdifférents

concentrationdeliquidefolliculaireàaugmenterletauxdelaMIV.

Notreétudeadonnéedesrésultatsencourageantsparl’enrichissementde

milieudecultureTCM199avec desprotéines,deshormonesetdesfacteursde

croissances indispensables pourla MIV telque sa présence au cours de la

maturationinvivo.

Lerespectdelacompositionetdelatempératuredumilieuderécoltedes

ovairesainsiqueleurduréedetransportsont indispensablespour unebonne

conservationdesovairesavantlarécoltedesovocytes.

Letauxderécolteobtenupeutêtreamélioréparl’utilisationdesmoyens

techniquesplusadaptéspourl’aspirationetrécoltedesovocytes

L’utilisationd’unmilieudebase(TCM199)enrichide50%defluidefolliculaire

apermisd’obteniruntauxdematurationovocytaireplusélevé.

Ildoittenircomptedecertainsfacteursquiinfluencentsurlerendementetla

qualité des ovocytes tels que l’âge de la vache donneuse,la gestation,l’état

physiologique,lepoidsetlevolumedesovaires,latechniqueutilisépourlarécolte

desCOCsetlesconditionsdemiseenmaturation.

Notreperspective:

1/Essayerde réalisertoutes les étapes restantes de la technique de

P.I.Vd’embryons:lacapacitationdesspermatozoïdes,lafécondationdesovocytes

maturésinvitroetledéveloppementdesœufsjusqu’austadeblastocyste.

2/UtilisercettetechniquepourpromouvoirlesracesAlgeriennesenvoie

d’extinction.

3/Instaurercettetechniquedansl’enseignementpratique(niveauMaster).
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Annexe 01

Tableau7 :Tableausynthetiquesdeponctiondesovaires,desmilieuxetdes

conditionsdeleurtransport.

Etude
Milieu de transport
desovaires

Températ
ure et
durée de
transport

Technique
de ponction
des
follicules

Milieu de
base pour
MIV

TauxdeMIV

Belarouci et
Tafate(2017)

-Une solution
saline(NaCl9%)seule

-
températu
re
ambiante

-1à2h

Aspiration TCM199 56.89

SMM 56.11

Bahlouli et al.
(2015)

K Simplex
OptimizatioMédium
(KSOM) -4°C

-2à3h Tranchage

TCM199

80.2% (MIV)
43.2%
(embryonsclivé
es)

Pijako-ZiomekBavister
(CZB)

41.1%
(embryonsclivé
es)

CharlesRosenkrans1
(CR1)

80.5%(MIV)

43.6%
(embryonsclivé
es)

Hussain et al.
(2013)

- solution saline
normale

- Pénicilline G
(0.06g/100ml)

-26à37°C

-2à3h

Aspiration TCM199 86.90%

Dissection 90.24%

Aspiration Ham’sF-12 68.33%

Dissection 77.58%

Aspiration Ham’sF-10 36.66%

Dissection 40.00%

Adel et al.
(2007)

/ -30à35°C

-2h

Aspiration TCM199 55.55%

MEM 50%



68

Annexe02

Tableau8 :Tableausynthétiquedesmilieuxetdesconditionsdelamaturationovocytaire

invitro .

Etude Milieu de
base

hormones Supplémentationen
porotéine/énergie

Antibiotiques Conditio
ns et
durée
d’incubat
ion

Taux de
MIV

Hussain et al.
(2015)

TCM 199

FSH porcine
(0.05ug/ml)

_Pyruvate de
soduim
(0.0009g/ml)

_L-glutamine
(0.0001g/ml)

_FF(1ml/10ml)

_HIOCS(1ml/10ml)

Gentamycine

(50ug/ml)

_5%Co2

_38.5C°

_Pendant
24h

86.90%

Ham’sF-10 36.66%

Ham’sF-12 68.33%

Satitmanwiwat

Etal.(2015)

TCM 199

SVF(10%) _5%CO2

_38C°

_pendant
24h

79,80%

PFSH(10mg/
ml)

LH(5mg/ml)

Oestradiol

(1ng/ml)

SVF(10%) 53,50%

SVF(10%)

FFbrut(10%)

78,80%

SVF(10%)

Fractionbasiquedu
FF(10%)

66,30%

79,30%

Sadeesh et al.
(2014)

TCM199 _pMSG

_FBS(10%)

_Pyruvate de
sodium(0,80Mm)

_L-glutamine(2Mm)

65.7%

Expansi
on
57.5%

(1erGP)
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(20Ul/ml)

Hcg(10Ul/ml)

_ECG(10ng/ml)

__B-
mercaptoéthanol(2
5Um)

Gentamycine

(50pg/ml)

_5%CO2

_38,5C°

_pendant
24h

81.5%

Expansi
on
67.5%

(1erGP)_EGF(20ng/ml)

_B-mercaptoéthanol
(100Um)

94.4%

Expansi
on
83.5%

(1erGP)

_EGF(100ng/ml)

_B-
mercaptoéthanol(5
00uM)

79.6%

Expansi
on
62.5%

(1erGP)

Adeletal.(2007)

TCM199

HCG(40Ul) _SVF(1.5ml)

_Glutamine(2%)

_pénicilline

_Streptomycin
e

(200ul)

_5%CO2

_100%

humidité

_38C°

_pandant
24h

54.92%MEM

50%

63.64%

MEM
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Fassi(2006) 199Hepes

(8.5ml)

_E2 17B
(10Ul)

_FSH/LH

(100ul)

_SVF(1.5ml)

_Cellules de la
granulosa
(6×10̂6/ml)

Gentamycine
(100Ul)

_5%CO2

_39C°

_pandant
24a26h

20.7%

/ / /

estradiot

/70

_SVF(2ml)

_Faible[FF]

/ / /

Bruyere(2002) TCM199

(18ml)

TCM199

18ml

_(20ug)

_FSH(200ug)

_produits du
métabololisme des
cellulesducumulus
etdesovocytes

_5%CO2

_Air
saturéen
eau

22.2%

87.5%

cestradiol

(20ug)

_FSH(200ug)

_LH(40ug)

_EGF(100ng)

_Faible[FF]

_Produits du
métabolisme des
cellulesducumulus
etdesovocytes



71

_Antibiotique

_antifingique
(200ul)

_38.5C°

_pendant
24h

83.87%

_FSH(200ug)

_LH(40ug)

_SVF(2ml)

_EGF(100ng)

_Faible[FF]

_produits du
métabolisme des
cellulesducumulus
etdesovocytes

_FSH(200ug)

_LH(100ug)

_SVF(2ml)

_EGF(200ng)

_Glutamine(4mg)

_Gystéine(0,6mg)

_Glycine(6mg)

_Taurine(4mg)

_Hypotaurine(4mg)

_produits du
métabolisme des
cellulesducumulus
etdesovocytes

76.66%

_FSH(200ug)

_LH(100ug)

_BSA(4.7g/l)

_EGF(200ng)

_Glutamine(4mg)

_Gystéine(0,6mg)

_Glycine(6mg)

_Taurine(4mg)

_Hypotaurine(4mg)

_produits du
métabolisme des
cellulesducumulus
etdesovocytes

66.66%
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Gupta et al.
(2001)

TCM199

/

PMSG(40Ul/
ml)

/

_Seteer sérum
(10%v/v)

_Glutamine
(100ug/ml)

__Huile minérale
(50ul)

Gentamycine

(50ug/ml)

_5%CO2

_39C°

_pendant
24h

34.7%

82.3%

64.3%

PMSG(40Ul/
ml)

_[FF] de buffle
(10%v/v%)

_Huile
minérale(50ul)

_Glutamine
(100ug/ml)

/ 92.4%

PMSG(40Ul/
ml)

_FF de buffle
(50%v/v)

_Huile
minérale(50ul)

_Glutamine
(100ug/ml)

81.3%

/ __[FF] de buffle
(50%v/v)

_Huile
minérale(50ul)

_Glutamine
(100ug/ml)

97.3%

PMSG(40Ul/
ml)

90.8%

92.4%
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Foote et

thibault(1969)

TCM199

/ _Sérum deveau

(15%)

Streptomyci

ne

(100ug/ml)

_5%

CO2

_penda

nt30h

37.64

%

41.7%

/

_Sérum deveau

(15%)

_insuline5ug/ml

_5%

CO2

_penda

nt29a

30h

_FSH(10ug

/ml)

_LH

(2ug/ml)

_Sérum de

veau(15%)

_Poulain(15%)

_5CO2_

Pendan

t29 a

30h

40.38

%

/ _[FF]

_5%CO

2

_penda

nt26h

0%
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