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Résume.

La cryoconservation d'embryons associ€e au transfert d'embryons est une biotechnologie
de lareproduction trés utile pour la filiere équine. Jusqu'a présent, la technique convention-
nelle utilisée nécessitait l'achat d'un matériel couteux et un long apprentissage technique.
Outre un microscope et deux micromanipulateurs, deux sortes de micropipettes reliées a
des seringues a vis etaient nécessaires, une pour maintenir l'embryon sous aspiration d'air
et une, sous huile. Ces contraintes rendaient cette technique difficilement utilisable sur le
terrain par les centres de collectes et de transferts de la filiére équine. A INRAE Nouzilly,
nous avons développé une technique dont le principe est basé sur lintroduction a main
levée d'une micropipette a travers la capsule de lembryon, sous loupe. Elle est suivie du
retrait du liquide blastoccelique, toujours a main levée, sous loupe, via cette micropipette,
dite d'aspiration, sous huile, tenue par l'opérateur et relieée a une seringue a vis. Cette tech-
nique a fait l'objet d'une déclaration d'invention et d'innovation. Nous avons montre qu'elle
pouvait étre facilement prise en main par un technicien de laboratoire novice en micro-
manipulation d'embryons et qu'elle permettait d'obtenir d'aussi bons résultats de survie
embryonnaire in vitro que la technique conventionnelle. Ces deux atouts permettent d'en-
visager une utilisation aisée et efficace par les centres de collectes/transferts d'embryons
equins et la filiere équine en général.
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Abstract.

Embryo cryopreservation combined with embryo transfer is a very useful reproductive
biotechnology for the equine sector. Until now, the conventional technique used required
the purchase of expensive equipment and lengthy technical training. In addition to a mi-
croscope and two micromanipulators, two kinds of micropipettes connected to screw sy-
ringes were necessary, one to hold the embryo under air suction and one under oil. These
constraints made the technique difficult to use in the field by the collection and transfer
centres of the equine industry. At INRAE Nouzilly, we have developed a technique based
on the freehand introduction of an aspiration micropipette through the capsule of the
embryo, under a stereomicroscope. This is followed by the removal of the blastocoelic
liquid via the micropipette. The operation is performed under oil, with the micropipette
held by the operator and connected to a screw syringe. This technique was the subject
of a declaration of invention and innovation. e have shown that this technique can be
easily performed by a laboratory technician without experience in embryo micromanipu-
lation and that it can achieve results in terms of in vitro embryo survival as good as the
conventional technique. These two advantages make it possible to envisage the easy
and effective use of this technique by equine embryo collection/transfer centres and the
equine industry in general.
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Introduction

En France, la mise a la reproduction de juments par trans-
fert d'embryons est en constante augmentation depuis plu-
sieurs années. Cette pratique est d'un intérét majeur pour
la filiere équine, car elle permet de valoriser la génétique
des juments de sport sans interrompre leur carriére spor-
tive. Par contre, elle a un colit important car elle nécessite
une synchronisation des cycles entre lajument donneuse et
la jument receveuse, ce qui impose de disposer d'un trou-
peau de receveuses conséquent et engendre une charge
de travail tres importante pour un centre de collectes/trans-
ferts. Pour pallier ce probleme, il est possible de différer le
transfert de la collecte de maximum 24 heures grace a la
réfrigération des embryons, ou mieux, de facon illimitée
dans le temps et l'espace, gréce a la cryoconservation des
embryons. En effet, la cryoconservation permet d'arréter, a
un instant choisi et aussi longtemps que désiré, tout phé-
nomene biologique, et de conserver en cet état, a - 196 °C,
des cellules ou des tissus, avant leur réchauffement au mo-
mentvoulu. La cryoconservation des embryons présente de
nombreux avantages pour lafiliére équine. Elle permet de :

e réduire l'effectif du troupeau de receveuses et le nombre
d'examens gynécologiques sur ces derniéres, et de fait de
diminuer les colits de gestion de I'élevage et d'améliorer
le bien-étre des juments receveuses;

e stocker des embryons de jeunes juments a fort potentiel
génétique avant le début de leur carriére sportive et en-
suite de diffuser largement, le progrés génétique, a tra-
vers le monde entier ;

e utilisertous les cycles reproductifs des donneuses, méme
a l'automne, période de I'année pourtant peu favorable
puisque les receveuses sont moins disponibles ;

e enfin, de réaliser les transferts a une période de Iannée
permettant aux futurs poulains de profiter des ressources
herbageres et donc de réduire au maximum l'impact de
I'élevage des équidés sur I'environnement. Enfin, pour la
société civile et la cryobanque nationale, un dernier en-
jeu de taille est la possibilité de lutter contre I'érosion de
la diversité génétique en maintenant la biodiversité des
especes et en sauvegardant des races en voie d'extinction.

Dans l'espéce équine, le développement des méthodes
de cryoconservation des embryons équins s'est heurté a
des difficultés techniques associées a deux particularités,
intrinséques a cette espéce. La premiere est la présence
d'une membrane acellulaire, la capsule, entre I'embryon et

la zone pellucide génant I'entrée des cryoprotecteurs dans
I'embryon. La seconde est la présence d'une large cavité
blastoccelique, de plus de 300 um de diamétre au moment
ol les embryons sont collectés, 7 a 8 jours aprés ovulation.
Cette large cavité renferme une grande quantité de liquide
blastoccelique suceptible de former des cristaux lors de la
cryoconservation, ce qui peut entrainer des dommages
cellulaires mécaniques et diminuer fortement la viabilité
des embryons. Les embryons équins de plus de 300 ym
ont donc besoin d'étre vidés de leur liquide blastoccelique
avant leur cryoconservation. C'est une opération tres déli-
cate qui concerne plus de 90 % des embryons équins col-
lectés a J7/J8 post ovulation sur le terrain.

Depuis une dizaine d'années, la vitrification apreés réduction
préalable d'au moins 70 % du volume blastoccelique par mi-
croaspiration sous microscope inversé, a l'aide d'une micro-
pipette actionnée par un micromanipulateur est devenue la
technique de choix pour cryoconserver les embryons équins
qui ont une cavité de diametre supérieur a 300 pm (Choi et
al, Theriogenology, 2011). En France, les premiers poulains
issus de transfert d'embryons biopsiés et cryoconservés
sont nés en 2014 (Guignot et al, JAS, 2015). Cependant,
cette technique conventionnelle présente plusieurs in-
convénients. Elle nécessite l'achat d'un matériel colteux :
outre le microscope et les deux micromanipulateurs, deux
sortes de micropipettes en verre reliées a des seringues a
vis sont nécessaires, une pour maintenir I'embryon sous
aspiration d‘air et une autre, sous huile, pour aspirer le li-
quide blastoccelique. En outre, cette technique requiert un
savoir-faire tres pointu, nécessitant une formation technique
longue pour que les opérateurs soient opérationnels. Ces
contraintes rendent cette technique difficilement utilisable
sur le terrain par la filiere équine.

Nous avons donc mis au point, a I'Unité de recherche Phy-
siologie de la Reproduction et des Comportements (PRC),
centre de recherche INRAE Val de Loire, site de Nouzilly (37),
en collaboration avec I'Unité expérimentale de Physiologie
Animale de I'Orfrasiére (UEPAQ), une technique simplifiée,
a prise en main rapide et peu colteuse. Son principe est
basé sur le retrait du fluide embryonnaire a main levée,
sous loupe.

Cette technique, présentée ici, a fait I'objet d'une déclara-
tion d'invention et d'innovation (DI-RV-20-0057 ; RS :GUI-
GNOT Florence ; domaine d'innovation : ELEVAGE SUR
MESURE. Aspiration manuelle du fluide blastoccelique
d’embryons équins en vue de leur cryoconservation. Dépot
11 mai 2020, validation 18 juin 2020).
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Principe de la méthode simplifiée

Equipement

Pour réaliser cette technique, il faut disposer d'une loupe
binoculaire, d'une seringue a vis sous aspiration d'huile, et
d'un mandrin ou porte pipette au bout duquel sera attachée
une micropipette d‘aspiration en verre, reliée a la seringue
a vis. La micropipette doit avoir un diametre interne de
15 pm, externe de 20 um et, a son extrémité, un angle de
20°(TransferTip® (ES), Eppendorf, Montesson, France). Il faut
également disposer d'un milieu sans protéines dans lequel
I'embryon sera placé durant I'aspiration. Ce milieu sans pro-
téine va permettre a I'embryon de se coller au fond de la
boite de pétri et 'empéchera de rouler lors de I'introduction
de la micropipette d'aspiration dans la cavité blastoccelique.
Cette étape permet de saffranchir de la micropipette de
maintien sous aspiration d'air et du micromanipulateur au-
quel elle est reliée dans la technique conventionnelle.

Les Figures 1 et 2 représentent le dispositif. Lopérateur exa-
mine I'embryon sous loupe binoculaire. Une de ses mains
tient le porte pipette, tandis que l'autre est placée sur la vis
de la seringue. Pour comparaison, la Figure 3 représente le
dispositif de la technique conventionnelle.

Préparation des embryons

Une fois collecté, 'embryon est lavé 3 fois dans 500 pL
d'un milieu sans protéines, par exemple du Ringer Lactate
(Vetoflex, Bioluz, Saint-Jean-de-Luz,, France).

Aprés les 3 rincages, I'embryon est déposé dans une
goutte d'environ 70 pL de ce méme milieu en prenant
soin qu'il ne se colle pas dans le cone en plastic du
pipetman. Il est alors positionné par l'opérateur de
telle sorte que son bouton embryonnaire soit placé a
une position de 6 ou 12 heures sur les aiguilles d'une
montre. Une fois cette étape réalisée, l'opérateur introduit
a main levée la micropipette a travers la capsule et la
zone pellucide de I'embryon, si cette derniere est encore
présente. Elle est introduite par le dessus de I'embryon et
en son centre. Une fois I'extrémité de la micropipette dans
I'embryon, l'opérateur la maintient ainsi et, avec son autre
main, tourne doucement la vis de la seringue pour aspirer
le fluide embryonnaire. Le liquide ne remonte pas toujours
instantanément. Il faut attendre quelques secondes avant
d'aspirer a nouveau. Le fluide finit par sortir et I'embryon
commence a se contracter. Lopérateur aspire le fluide
blastoccelique jusqu'a obtenir une réduction quasi totale
du volume de I'embryon.

Une fois le liquide aspiré, la micropipette d'aspiration est
retirée de I'embryon. Quelques microlitres de sérum ou
d'un milieu autre, mais contenant des protéines, sont
ajoutés dans la goutte ot se trouve I'embryon pour que
celui-ci se détache du fond de la boite. Lembryon est
ensuite repris par l'opérateur et prét a suivre le protocole
de vitrification.

1/ Introductionmanuelle d’une pipette a travers la capsule

| o | —

Goutte avec un r'.'lllbl}"Oll

Figure 1. Dispositif d'aspi-
ration du liquide blasto-

3/Réduction quasi-totale
de la cavité blastoccelique

ceelique equin sous loupe
binoculaire. 1/ Lopérateur
introduit manuel-lement
une micropipette dans lem-
bryon qui se trouve dans
une goutte de 70 pL de
milieu sans protéines. 2/ A

laide d'une seringue a vis,
iL aspire le fluide blasto-
ceelique. 3/ Le volume de

| e |

2/ Aspirationdu liquide avec la seringue a vis

la cavité embryonnaire se
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Micropipette
tenue par la
main de
I'opérateur via
un mandrin

Seringue
d’aspiration

Figure 2. Placement des mains de l'opérateur lors de l'as-
piration du liquide blastoccelique. La main droite de l'ope-
rateur tient un mandrin au bout duquel est attachée une
micropipette d'aspiration en verre. Sa main gauche est
posée sur la vis de la seringue qui sert a aspirer le fluide
embryonnaire.

r N
Micropipette

Micropipette de d’aspiration

maintien \

d

1/ Aspiration du fluide
blastoccelique

Microscope
équipé de
micromanipulateurs

I "]

2/ Contraction de I’embryon
Figure 3. Dispositif d'aspiration
du liquide blastoccelique equin
avec la technique convention-
nelle. A/ Apres installation des
micropipettes de maintien et
d'aspiration sur les portes pi-
pettes et reglage de leur posi-
tionnement sur le microscope
via les micromanipulateurs,
lopérateur bloque lembryon
contre la pipette de maintien
puis introduit la micropipette
d'aspiration dans lembryon. B/
A laide d'une seringue a vis a
laquelle est reliee la mi-cropi-
pette d'aspiration, il aspire le
fluide blastoccelique. C/ Le vo-
lume de la cavité embryonnaire
se reduit.

Points de vigilance

Lors de la préparation des embryons, il faut rester vigilant
sur les 3 points importants ci-dessous.

1. Le lavage préalable des embryons dans un milieu sans
protéines

Cette étape est importante et doit étre réalisée avec soin
pour obtenir un bon maintien de I'embryon. En effet, si

une trace de protéines subsiste dans le milieu dans le-
quel se déroule I'aspiration du liquide blastoccelique, les
embryons risquent de rouler lors de l'introduction de la
micropipette d'aspiration. Dans ce cas, il faudra relaver I'em-
bryon dans de nouvelles gouttes de milieu sans protéines
et le repositionner comme décrit précédemment avant
une nouvelle tentative d'introduction de la pipette, en es-
pérant que la premiére tentative n'ait pas 1ésé 'embryon.
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2. Le positionnement du bouton embryonnaire et de la
micropipette avant introduction de celle-ci dans la cavité
de I'embryon

Le bouton ne doit étre en aucun cas touché par la micro-
pipette de l'opérateur, au risque de réduire les chances
de développement de I'embryon apres transfert dans une
femelle receveuse. Il faut qu'il soit placé par l'opérateur de
telle sorte que la micropipette ne puisse pas latteindre.
Pour cela, il est recommandé de bien placer le bouton
embryonnaire a 6 heures ou a 12 heures par rapport aux
aiguilles d'une montre.

3. L'absence de bulle dans le circuit de la seringue a huile
et dans la pipette d'aspiration

Pour avoir un contréle parfait de l'aspiration du liquide
blastoccelique, il faut prendre garde a bien purger la se-
ringue eta n'y laisser aucune microbulle dair. Les joints de-
vront étre soigneusement inspectés et changés si besoin.
De méme, avant de positionner la micropipette au bout du
mandrin, faire sortir I'huile en exces afin de ne pas empri-
sonner dair dans le mandrin. La micropipette sera ensuite
remplie d'huile, quasiment jusqu'a son extrémité. Lors de
I'introduction de la micropipette dans 'embryon, attention
a ne pas expulser une microgoutte d'huile dans la cavité
embryonnaire. Cette phase est un peu délicate. Cependant,
en regardant sous la loupe précisément ce qui se passe,
l'opérateur peut rectifier trés vite et facilement les sortie/
entrée d'huile avec la seringue a vis. Cette phase est égale-
ment réalisée dans la technique conventionnelle.

Applications sur les ponettes Welsh B du
troupeau de Nouzilly

Survie in vitro d'embryons aspirés avec la tech-
nique simplifiée versus avec la technique conven-
tionnelle, puis cryoconservés et réchauffés

Une premiére expérience a été réalisée sur 21 embryons
collectés sur les ponettes Welsh B du troupeau de Nouzilly
aJ7 post ovulation, au stade blastocyste. Leur diametre était
compris entre 188 et 555 um (moyenne = 430 = 24 ym).
Un grade de qualité morphologique moyen de 1,24 = 0,07
a été relevé suivant la grille de notation allant de 1 a 4
(1 étant la meilleure note) établie par Mckinnon (1988).
Les embryons de grade 1 sont sphériques, avec des cellules
de taille, couleur et texture uniformes. Les embryons de
grade 2 présentent quelques imperfections, comme des
cellules isolées et une forme irréguliere. Les embryons de
grade 3 présentent quelques cellules dégénérées et sont
un peu contractés, tandis que les embryons de grade 4 ont
de nombreuses cellules dégénérées et sont trés contractés.

Ces 21 embryons ont été répartis comme suit : 11 em-
bryons ont été mis dans le lot "main" (technique simpli-
fiée), 8 dans le lot "micromanipulateur" (technique conven-
tionnelle), et 2 n'ont pas été aspirés et ont servi de témoin
de marquage au DAPI (Di Aminido Phenyl Indol). Ce mar-
queur se fixe spécifiquement sur I'ADN des cellules mortes.
Les 3 lots d'embryons ainsi constitués étaient homogenes,
aussi bien en termes de diamétre que de grade (Tableau 1).

Apres aspiration du liquide blastoccelique, cryoconservation
puis réchauffement, les embryons ont été cultivés in vitro
durant24 h.Apres 4 h et 24 h de culture, leur diametre a été
mesuré a nouveau et leur taux de survie estimé. Lapprécia-
tion du taux de survie est basée sur I'évolution du diamétre
que I'embryon a repris et sur son aspect morphologique. A
24-h, une note de grade a été attribuée aux embryons et un
marquage au DAPI a été réalisé.

Les résultats de survie in vitro aprés cryoconservation des
embryons puis réchauffement sont les suivants :

® les diameétres et les grades des embryons ne sont pas
significativement différents entre les lots « main » et les
lots « micromanipulateur ». Le diamétre des embryons
des deux lots augmente entre 4 h et 24 h de survie in
vitro indiquant une bonne viabilité des embryons pour
les deux lots. A 24 h, ils ont dailleurs tous récupéré leur
diamétre initial ;

* |avariation de grade entre la collecte et les 24 h de survie
invitro, A grade (24 h-collecte), n'est pas différente signi-
ficativement entre les deux lots. Par contre, une diminu-
tion de la qualité des embryons a été observée, et cedi,
de facon similaire entre les deux lots. Ces modifications
morphologiques pourraient étre liées aux dommages
induits par la micromanipulation et a l'affaissement des
embryons, en I'absence de liquide blastoccelique ;

* le taux de survie des embryons relevé apres 4 h et 24 h
de culture in vitro est déja de 80 % dans le lot « main »
(8/10 embryons) et de 62,5 % dans le lot « micromani-
pulateur » (5/8 embryons). A 24 h, tous les embryons ont
repris leur diamétre initial et ont un bel aspect morpho-
logique, donnant un taux de survie de 100 % (Figure 4) ;

* le nombre de cellules mortes n'est pas significativement
différent entre les lots. Seule une tendance a avoir plus
d'embryons avec moins de 2 a 3 cellules mortes pour
les lots « main » et « témoin », et plus d'embryons avec 4
a 15 cellules mortes dans le lot « micromanipulateur »
peut étre notée. D'autre part, quel que soit le lot, aucun
embryon n'a eu plus de 15 cellules mortes. Globalement,
apres 24 h de survie in vitro, les embryons des deux lots
cryoconservés présentent un tres faible nombre de cel-
lules mortes.
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Tableau 1 : Qualité des embryons équins en fonction du traitement appliqué

N 11t 8 2
Diametre, avant aspiration 403 + 33,1° 475 + 30 430 +108°
mEsem, um | 34h 319 +21,7° 328 + 28,3 /
a24h 409 27,9 472 +16,6° /
Grade, m £ sem | ala collecte 1,36 0,12 1,06 =0,06° 1,25+ 0,25
a24h 1,70+0,11° 1,56 +0,15° /
A (24h - collecte) 0,40 =0,16° 0,50 +£0,15° /
Survie in vitro, | a4 h 8(80) 5(62,5) /
N (%) 424h 10(100) 8(100) /
Marquageau | < 2-3cellules 6(60) 2(25) 2(100)
DAPI, 4315 cellules 4(40) 6(75) 0(0)
N (%) > 15 cellules 0(0) 0(0) 0(0)

Les embryons ont éte soit aspires manuellement sous une loupe (lot ‘'main’), soit a l'aide du micromanipulateur sur un microscope
(lot "'micromanipulateur”), puis cryoconserves. Apres rechauffement, ils ont ete places 24 h en survie in vitro. Leur diameétre et leur
qualite morphologique (grade) ont eté eévalues a la collecte et apres rechauffement. Le nombre de cellules mortes a éte evalue
apres marquage au DAPI.

T un embryon a ete perdu a la decongelation

m + sem : moyenne + erreur standard par rapport a la moyenne

T Marquage au DAPI realisé a 24 h pour les embryons cryoconserves et rechauffés, et juste apres la collecte pour les deux

embryons temoins

a,b les chiffres avec des exposants differents pour une méme ligne sont significativement différents, P <0,05, test de
Kruskal-Wallis (comparaison entre 3 lots) et de Mann et Whitney (comparaison entre deux lots)

Lot expérimental

vitrification

avant aspiration
(diamétre)

4h apres
réchauffement

24h apres
réchauffement

main

(technique
simplifiée)

(511 um)

micro-
manioulateur

(technique
conventionnelle

Figure 4. Embryons equins apres rechauf-
fement en fonction du traitement appli-
qué. Pour les deux lots expérimentaux, les
embryons ont ete observes en microsco-
pie a fond clair a la collecte (- avant aspi-
ration), puis durant leur survie in vitro (4 h
et 24 h apres rechauffement).
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Tableau 2 : Plan expérimental

1 expérimenté 3 <200 3
2 expérimenté 1 >200 1
3 inexpérimenté 6 > 200 6
4 témoin 4 > 200 0

Quatre groupes d'embryons ont ete realises. Les embryons des groupes 1 et 2 ont éte aspires par un operateur experimente,
ceux du groupe 3, par un opérateur inexpéerimenté en manipulation d'embryons et ceux du groupe 4 n‘'ont pas été aspirés
(temoins). Les embryons des trois premiers groupes ont ete congelés, puis cultives 24 h in vitro apres rechauffement.

Lensemble de ces résultats indique que l'aspiration quasi
totale du blastoccele, quelle que soit la technique utili-
sée, suivie de la cryoconservation, du réchauffement et de
la survie in vitro durant 24 h des embryons n'a pas eu de
conséquences délétéres sur la viabilité des cellules em-
bryonnaires.

Transmission de la technique simplifiée

Une seconde expérience a été réalisée sur 14 embryons,
toujours collectés sur les ponettes Welsh B du troupeau
de Nouzilly a J7 post ovulation (11 blastocystes, 2 jeunes
blastocystes et 1 morula), en impliquant cette fois, pour
une partie des embryons, un opérateur inexpérimenté en
micromanipulation d'embryons.

Les 11 blastocystes ont été répartis comme suit : un a été
mis dans le lot « opérateur expérimenté » pour faire une dé-
monstration de la technique et réaliser un film, 6 dans le lot
«opérateur inexpérimenté » et 4 dans le lot témoins de mar-
quage au DAPI. Les 3 plus jeunes embryons ont été traités a
part, et piqués par l'opérateur expérimenté et aspirés quand
cela était possible. Aprés cryoconservation, les embryons as-
pirés par l'opérateur non expérimenté, I'embryon « vidéo »
etles jeunes embryons ont été réchauffés et cultivés 24 h in
vitro. Le plan expérimental est synthétisé dans le tableau 2.
Apres 24 h de culture, la survie des embryons a été ap-
préciée comme dans I'expérience précédente, en fonction
de 'évolution du diamétre et de I'aspect morphologique.
La viabilité des cellules a été évaluée aprés marquage au
DAPI, et l'intégrité du cytosquelette embryonnaire, apres
marquage a l'alexa fluor 488 phalloidin, qui marque les
filaments d'actine et observation en microscopie confocale
sur coupe optique.

Les résultats de survie in vitro ont été les suivants (Figures 5

eto):

* les 3 jeunes embryons ont tous repris leur diamétre
initial, tout comme l'embryon « vidéo ». Ils avaient tous
moins de 2-3 cellules marquées et un bel aspect morpho-
logique. Ils ont été notés comme ayant survécu (100 %

taux de survie). Il en a été de méme pour les 4 embryons
témoins, moins de 2-3 cellules marquées au DAPI ont été
observées ;

® les 3 premiers embryons aspirés par un opérateur non
expérimenté ont tous dégénéré aprés 24 h (plus de 10 a
15 cellules marquées et diametre initial non repris). Par
contre, sur les 3 embryons suivants, deux avaient moins
de 2-3 cellules marquées et avaient repris leur diametre
initial, voire augmenté de volume. Ces deux embryons
ont été considérés comme ayant survécu ;

e |'étude du cytosquelette a permis de mettre en évidence
un réseau de filaments d'actine continu autour des cel-
lules des embryons témoins et cryoconservés et viables
24 h apres culture, alors que des lésions sont présentes
sur les embryons dégénérés. Des zones plus denses,
indice de renouvellement cellulaire important, sont vi-
sibles, essentiellement dans les embryons cryoconservés
viables. Les embryons dégénérés ont des noyaux frag-
mentés. Les photos « merge » reprennent les deux mar-
quages (Figures 7 et 8).

L'ensemble de ces résultats de survie in vitro et de double
marquage montre que le protocole de cryoconservation
que nous avons appliqué permet d'obtenir, apres 24 h de
culture in vitro, des embryons équins viables, d'une qualité
nucléaire et cytosquelettique proche de celle des embryons
témoins ; cela permet donc d'envisager le transfert de ces
embryons sur des femelles receveuses, pour évaluer leur
survie in vivo.

Cette expérimentation montre également que la technique
simplifiée d'aspiration du blastoccele & main levée a été
rapide a acquérir par l'opérateur novice en micromanipu-
lation d'embryons. Ces données nécessitent toutefois d'étre
confortées pour vérifier la facilité d'apprentissage de cette
micromanipulation. La technique simplifiée pourra ainsi
étre utilisée parles centres de collectes et de transferts d'em-
bryons équins, apres une courte formation sur quelques
embryons, contrairement a la technique conventionnelle
qui, elle, nécessite plusieurs heures d'apprentissage.
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Figure 5. Embryons equins du lot "opéra-
teur expérimenté" apres cryoconserva-
tion et rechauffement. Les embryons des
groupes 1 et 2 ont été observés en micros-
copie a fond clair a la décongélation (0 h),
puis apres 4 h et 24 h de survie in vitro. Tous
ont augmente de volume entre 0 h et 24 h.

Figure 6. Embryons equins du lot "opéra-
teur inexpérimenté" aprés cryoconserva-
tion et réechauffement. Les embryons de ce
lot ont eté observes en microscopie a fond
clair a la decongelation (0 h), puis apres
4 h et 24 hde survie invitro. Les 3 premiers
embryons aspires etaient degenéres a
24 h. Par contre, sur les 3 suivants, 2 ont
augmente de volume entre 0 h et 24 h.
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Embryons Phalloidine + DAPI merge
> 200 um alexa fluor 488

viable

dégénéré

Figure 7. Embryons équins du lot "opérateur inexpérimenté” aprés double marquage phalloidine/alexa fluor et DAPI.. Les
embryons de ce lot ont ete observés en microscopie confocale a fluorescence. La colonne 1 correspond au marquage du
cytosquelette (phalloidine/alexa fluor), la colonne 2 au marquage des noyaux (DAPI) et la colonne 3 est la somme des deux
marquages (merge). Les deux premiéres lignes correspondent aux deux embryons qui ont survecu a la cryoconservation. La
3% correspond a un embryon degeneré

Embryons Phalloidine + DAPI merge
> 200 pm alexa fluor 488

témoin

Figure 8. Embryons equins du lot "témoin" (non micromanipulés) aprés double marquage phalloidine/alexa fluor et DAPI. Les
embryons de ce lot ont été observés en microscopie confocale a fluorescence. La colonne 1 correspond au marquage du
cytosquelette (phalloidine/alexa fluor), la colonne 2 au marquage des noyaux (DAPI) et la colonne 3 est la somme des deux
marquages (merge).
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Conclusion

L'application principale de la technique simplifiée, présen-
tée ici, est la vitrification des embryons équins apres aspira-
tion a main levée du blastoccele embryonnaire. Nos expé-
rimentations montrent que cette technique est facilement
utilisable, rapidement diffusable et trés compétitive ; elle
estdonca la portée de tout centre de collecte et de transfert
de lafiliere équine. Ses deux principaux avantages sont :

e Son faible codt. La technique simplifiée ne nécessite en
effet qu'une loupe et un technicien de laboratoire sans qua-
lification particuliére en micromanipulation d'embryons ;
cela permet de saffranchir de I'achat onéreux d'un micros-
cope équipé d'un micromanipulateur et de la longue for-
mation a cet appareil.

e La facilité de sa mise en place permettra a cette tech-
nique simplifiée d'étre diffusée a grande échelle sur le ter-
rain. Elle pourrait en effet intéresser aussi bien les équipes
qui travaillent déja sur ce sujet avec la technique conven-
tionnelle, mais également celles qui n'osent pas se lancer a
cause de la lourdeur du protocole avec micromanipulateur
(colit/temps). Parmi ces derniers, on peut citer les éleveurs
d'équidés de travail, chevaux de trait et anes, pour lesquels
le développement de cette technique permettra de pro-
mouvoir la sauvegarde de ces races.

La technique simplifiée présente néanmoins une limite :
la maitrise du geste technique (absence de tremblement).
En effet, le geste de l'opérateur doit étre bien assuré au

moment ot il introduit la micropipette dans I'embryon et
pendant l'aspiration du liquide. Si ce geste n'est pas correc-
tement maitrisé, la micropipette risque de bouger et 'em-
bryon d'étre abimé. Cela a moins de risque de se produire
avec une micropipette guidée par un micromanipulateur.

La méthode simplifiée de préparation des embryons a la
cryoconservation pourra aussi sappliquer aux embryons
asins. En outre, comme il est possible de génotyper des
embryons a partir du liquide blastoccelique (Herrera
et al, 2015), le génotypage d'embryons préparés a la
cryoconservation avec la technique simplifiée est tout a fait
envisageable
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