
Les premières conservations d’em-
bryons par le froid datent des années 70
(Whittingham et al 1972 : chez la sou-
ris ; Wilmut et Rowson 1973 : chez la
vache). Un refroidissement lent
(0,2° C/min) en présence de DMSO
comme cryoprotecteur était utilisé,
avant stockage des embryons dans
l’azote liquide (- 196° C). Dans les
années 80 se développe une nouvelle
technique de cryoconservation, la vitri-
fication, qui consiste à plonger très vite
les embryons dans l’azote liquide (Rall
et Fahy 1985, Scheffen et al 1986). A
présent, une multitude de protocoles
sont réalisés, allant de la congélation
lente, à la vitrification traditionnelle ou
ultra rapide, avec différents cryoprotec-
teurs organiques pénétrant dans les cel-
lules ou non. Tous ces cryoprotecteurs
ont pour but de préserver l’embryon de
la formation de cristaux de glace intra-
cellulaires pendant le refroidissement,
de faciliter la déshydratation des cellu-
les, de protéger les membranes cellulai-
res et d’éviter le phénomène de recris-
tallisation lors du réchauffement de
l’embryon avant transfert dans une
femelle receveuse. Toutes les espèces,
ainsi que les différents stades de déve-
loppement embryonnaire ne sont pas
égaux face à la cryoconservation en
terme de taux de survie de l’embryon
après décongélation. Le taux de survie
des embryons après décongélation est
également fonction de l’origine des
embryons (production in vivo ou in
vitro) et du fait qu’ils soient intacts,
biopsiés ou clonés.

La cryoconservation des embryons a
un intérêt économique et génétique non
négligeable. Elle permet la sauvegarde
des espèces et des races en voie d’ex-
tinction, le maintien et le stockage de la

biodiversité dans une cryobanque natio-
nale, le transport de matériel génétique
plus facilement que l’animal sur pied
évitant ainsi la perte d’animaux impor-
tants génétiquement pendant le
transport, réduisant les risques sanitaires
et permettant une commercialisation
plus facile et moins coûteuse d’animaux
à forte valeur génétique. La cryoconser-
vation permet également une régénéra-
tion plus facile et plus rapide des lignées
lors de maladies ou de catastrophes
impliquant la disparition d’un troupeau
entier. Enfin, c’est une technique qui a
un avantage certain en terme de taux de
survie après transfert par rapport à la
cryoconservation des ovocytes, qui est
loin de pouvoir rentrer dans des pro-
grammes de conservation de la diversifi-
cation génétique car, pour l’instant, elle
est encore au stade expérimental avec
des résultats très limités et surtout très
peu de données après transfert.

Dans un premier temps, le principe
de la cryoconservation des embryons,
avec les dommages engendrés et les
moyens de protections existants seront
exposés, puis seront abordées différen-
tes techniques de cryoconservation, à
savoir la congélation lente, la vitrifica-
tion et la vitrification ultra rapide, ainsi
que leurs avantages/inconvénients et
leur application sur le terrain. Pour
finir, les facteurs affectant l’efficacité
de la cryoconservation seront abordés.

1 / Principe de la cryo-
conservation

La cryoconservation doit permettre
le ralentissement, voire l’arrêt de tous
les phénomènes biologiques ; à des

températures inférieures à - 150° C, les
mouvements moléculaires sont très
réduits et les réactions chimiques et
enzymatiques sont inhibées : le temps
cellulaire est suspendu. Cependant, à
cette température, l’eau, constituant
majeur de l’embryon, est sous forme
solide. Le problème de la cryoconser-
vation réside donc dans le fait d’attein-
dre des températures très basses et d’en
revenir sans trop de dommages, c’est-à-
dire de permettre à l’embryon, lors du
réchauffement, de revenir à un état
liquide viable.

1.1 / Les dommages engendrés
Il faut limiter au maximum la trans-

formation de l’eau des cellules
embryonnaires en cristaux de glace
intracellulaire au cours du refroidisse-
ment, car au fur et à mesure que la tem-
pérature décroît, la taille des cristaux
qui se forment augmente, ce qui pré-
sente un risque de lésion pour les mem-
branes et les organites cellulaires, tels
l’appareil de Golgi, les mitochondries,
les lysosomes, ainsi qu’un risque de
dénaturation du cytosquelette des cellu-
les. La désorganisation des microfila-
ments et des microtubules du cytosque-
lette, notamment au moment de la com-
paction et à la formation du blastocoele
où l’organisation du cytosquelette est
plus complexe, peut altérer de façon
critique les fonctions de la cellule. 

Lors du refroidissement, les premiers
cristaux de glace se forment dans le
milieu extracellulaire, induisant une
augmentation des sels dissous dans ce
compartiment et une hypertonicité de
celui-ci. Par osmose, l’eau des cellules
embryonnaires va donc sortir dans le
milieu extracellulaire. C’est l’effet
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solution. Il présente un grand risque
pour l’embryon, car une augmentation
trop forte de la concentration des solu-
tés intracellulaires entraînerait la modi-
fication de la structure tertiaire et le
fonctionnement des protéines, et la
mort cellulaire par effet de salage. De
plus, il pourrait induire une trop forte
contraction du volume embryonnaire.
Certes, la membrane plasmique a une
certaine résistance mécanique à l’étire-
ment, variable d’ailleurs en fonction
des espèces, mais à chaque déshydrata-
tion et réhydratation, le volume cellu-
laire est modifié, générant des stress
mécaniques pour la membrane, et une
modification trop rapide de la surface
cellulaire entraînerait des ruptures irré-
versibles de celle-ci. 

1.2 / Les protections contre le
froid

Pour limiter ces phénomènes, la
vitesse de refroidissement peut être
modulée : dans un premier temps, elle
doit être lente pour permettre à l’eau
intracellulaire de sortir de l’embryon,
puis, dans un deuxième temps, elle doit
être plus rapide pour éviter une trop
forte déshydratation des cellules qui
serait néfaste à l’embryon. Quelle que
soit la vitesse de refroidissement choi-
sie, les embryons ne peuvent pas survi-
vre à des températures inférieures à
- 20° C sans la présence de substances
spécifiques, appelées « cryoprotec-
teurs ». 

Les « cryoprotecteurs » sont des
composés organiques qui pénètrent
dans les cellules ; ce sont générale-
ment des alcools de faible poids molé-
culaire comme le glycérol, le DMSO
(diméthylsulfoxide), l’éthylène glycol
ou le propane-diol. Ils vont se substi-
tuer à une partie de l’eau intracellulaire,
permettre ainsi une déshydratation par-
tielle des cellules de l’embryon et limi-
ter la formation de cristaux de glace
intracellulaire. Ils réduisent également
la vitesse de croissance de ces cristaux,
abaissent la température de solidifica-
tion de l’eau intracellulaire, tel un
« antigel », et modifient la forme des
cristaux de glace. Cependant, à fortes
concentrations, ces composés sont
toxiques pour les embryons. C’est
pourquoi ils sont souvent associés par
deux, ce qui permet, pour un même
effet, de réduire la concentration finale
de chaque cryoprotecteur, réduisant du
même coup leurs effets toxiques
respectifs. Les cryoprotecteurs sont
également des composés organiques
qui ne peuvent pas pénétrer dans les
cellules, tels que les petits saccharides

comme le saccharose, le galactose ou
encore le tréhalose. Ils ont un rôle
osmotique très important, notamment
lors du réchauffement, en favorisant la
sortie des cryoprotecteurs. En mainte-
nant une pression osmotique plus éle-
vée dans le milieu extracellulaire, ils
évitent une entrée massive d’eau dans
les cellules lors du réchauffement. 

Des macromolécules comme le PVP
(polyvinylpyrrolidone), le Ficoll (poly-
mères de saccharose) ou des protéines
(BSA, FCS) sont également des cryo-
protecteurs non pénétrants utilisés pour
protéger les cellules embryonnaires. Ils
permettent, via l’augmentation de la
viscosité du milieu, la diminution de la
rapidité des mouvements de l’eau et de
la taille des cristaux de glace, ainsi que,
via l’augmentation de la pression onco-
tique, la réduction de la quantité de
cryoprotecteurs pénétrants nécessaires
à une bonne cryoconservation.

Des cryoprotecteurs au sens large du
terme sont également utilisés pour les
embryons les plus sensibles : ce sont
des agents protecteurs du cytosquelette
comme la cytochalasine B. Ils permet-
tent la désorganisation réversible du
cytosquelette par dépolymérisation des
filaments d’actine et de tubuline avant
le refroidissement des embryons, ce qui
assure une meilleure protection du
cytosquelette contre les dommages que
peut engendrer le froid et qui eux sont
irréversibles. 

2 / Les différentes techni-
ques de cryoconservation

2.1 / Congélation lente 
a) Principe
La congélation lente, comme son

nom l’indique, est une technique
« lente » de cryoconservation dont le
principe est l’équilibration progressive
entre les cryoprotecteurs et le comparti-
ment aqueux de l’embryon. Elle est
d’ailleurs aussi appelée congélation « à
l’équilibre ». Les cryoprotecteurs utili-
sés sont le glycérol, l’éthylène glycol,
le DMSO ou encore le propane-diol, à
la concentration de 10 %  environ, ce
qui équivaut à 1 à 1,5 M. L’incorpora-
tion des cryoprotecteurs a tendance à se
faire en une seule étape actuellement,
mais elle peut se faire en plusieurs éta-
pes : les embryons sont alors déposés
dans différents bains de concentrations
croissantes en cryoprotecteurs (ex. :
0,5, 1 puis 1,5 M, avec environ 5 minu-
tes dans chaque bain), afin d’éviter les

chocs osmotiques importants. Les
embryons sont ensuite conditionnés
dans des paillettes de 0,25 ml (figu-
re 1.a), qui vont être réfrigérées suivant
un protocole précis, nécessitant un
appareil de congélation programmable
pour régler les différents paliers de
refroidissement successifs. La tempéra-
ture descend tout d’abord jusqu’à - 7° C
à la vitesse de 1 à 3° C/min pour les
appareils programmables (congélateur
à circulation d’eau notamment) (figu-
re 2) ; pour les autres appareils (congé-
lateur à bain d’alcool et à azote liqui-
de), la descente jusqu’à - 7° C n’est pas
programmable, les paillettes sont dépo-
sées dans l’appareil de congélation
préalablement refroidi à - 7° C. Dans
tous les cas, les paillettes sont mainte-
nues à - 7° C pendant 5 minutes envi-
ron, avant l’induction de la cristallisa-
tion (« seeding ») par refroidissement
localisé de celles-ci à l’aide d’une pince
refroidie dans l’azote ou grâce à un sys-
tème incorporé à l’appareil de congéla-
tion. La cristallisation doit être induite
par l’opérateur avant qu’elle ne se fasse
de manière spontanée afin d’éviter une
congélation des cellules à une tempéra-
ture trop basse qui entraînerait une
hausse brutale de la température (pic de
surfusion) dans la paillette et provoque-
rait par conséquence des dégâts cellu-
laires. La température de « seeding »
dépend du point de congélation de la
solution, donc elle peut varier en fonc-
tion des cryoprotecteurs utilisés (- 6° C
à - 7° C). De - 7° C à 30° C, la tem-
pérature descend très lentement (0,1 à
0,3° C/min) pour permettre la déshy-
dratation des embryons. En fonction
des protocoles, l’arrêt de la descente
progressive de température se fait entre
- 25° C et - 35° C. Les paillettes sont
ensuite rapidement plongées dans
l’azote liquide à - 196° C, pour éviter
une déshydratation trop poussée qui
serait létale pour l’embryon. Dans ces
conditions de cryoconservation, la dés-
hydratation des cellules embryonnaires
n’est donc que partielle : il reste une
certaine quantité d’eau intracellulaire
qui se transforme en glace. Pour empê-
cher le phénomène de recristallisation
de cette eau au dégel, il faut décongeler
rapidement les paillettes. Elles sont
donc plongées rapidement dans un
bain-marie à une température comprise
entre 22 et 37° C selon les protocoles :
la vitesse de réchauffement est de l’or-
dre de 2 500° C/min.

Les cryoprotecteurs sont soit retirés en
une seule étape, soit par paliers succes-
sifs de concentrations décroissantes en
cryoprotecteurs, couplés ou non avec un
gradient décroissant de saccharose. Les
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embryons peuvent alors être transférés
dans une femelle receveuse (transfert tra-
ditionnel). Dans le cas des transferts dits
« directs », les cryoprotecteurs ne sont
même pas retirés et le contenu entier de
la paillette est alors introduit dans la
corne utérine de la femelle receveuse.
Les techniques de transfert direct peu-
vent soit faire appel à un cryoprotecteur
à diffusion très rapide comme l’éthylène
glycol, soit utiliser un dilueur inclus
dans la paillette. L’embryon est alors
emprisonné dans un segment de solution
cryoprotectrice au centre de la paillette,
séparé par des bulles d’air des extrémités
contenant le dilueur (ex. : du saccharose
ou du galactose, figure 1.b).

b) Avantages / inconvénients 
Cette technique est facile à mettre en

œuvre. Les temps dans chacun des

bains sont relativement longs, ce qui
permet tranquillement à une personne
peu expérimentée de pratiquer cette
méthode. La possibilité de faire des
transferts directs évite d’avoir recours à
une équipe de spécialistes pour faire le
transfert, et les taux de mises bas sont
aussi bons qu’après retrait des cryopro-
tecteurs (Baril et al 2001a, Martinez et
al 2002a).

Les cryoprotecteurs utilisés sont peu
toxiques pour l’embryon et leur
concentration maximale, dans le der-
nier bain avant refroidissement, est fai-
ble (1,5 M c’est-à-dire 8,5 %  pour
l’éthylène glycol).

Cependant, cette technique est très
coûteuse en temps comme en argent.
Pour le refroidissement, il faut néces-

sairement faire l’achat d’un congéla-
teur programmable, voire de deux s’il y
a beaucoup d’embryons à conserver.
Un cycle de refroidissement ne peut
être lancé que lorsqu’un nombre suffi-
sant d’embryons a été collecté, ce qui
fait que les premiers embryons collec-
tés attendent avant d’être refroidis.
D’autre part, cette technique ne
convient pas à toutes les espèces,
notamment à l’espèce porcine, et à tou-
tes les catégories d’embryons (stade de
développement jeune, embryon pro-
duits in vitro, embryons biopsiés …), à
cause notamment de la forte sensibilité
de ces embryons à des températures
comprises entre + 15° C et - 5° C
(chilling injury) (Pollard et Leibo
1994). 

c) Utilisation sur le terrain 
C’est la technique classiquement uti-

lisée sur le terrain pour des collectes et
transferts d’embryons bovins, ovins et
caprins produits in vivo. Elles donnent
des résultats très reproductibles et qui
sont à peine inférieurs à ceux obtenus
après transfert des embryons frais,
environ 10 à 15  %  de moins (Niemann
1991, Palasz et Mapletoft 1996, Hasler
2001). Beaucoup de travaux d’optimi-
sation de ces techniques de congélation
lente ayant été publiés, il semble que
peu d’améliorations supplémentaires
puissent être attendues dans le futur.

2.2 / Vitrification 
a) Principe 
La vitrification est une technique de

« non équilibre » à la différence de la
congélation lente ; elle permet d’éviter
au maximum la formation des cristaux
de glace au cours du refroidissement en
transformant la phase liquide du cyto-
plasme cellulaire en phase solide amor-
phe, encore appelée « état vitreux ».
Ceci est possible en utilisant des
concentrations très élevées en cryopro-
tecteurs (6 à 7,5 M), induisant une très
forte viscosité du milieu, et en appli-
quant une vitesse de refroidissement et
réchauffement très rapide. Les em-
bryons sont déposés dans différents
bains à concentration croissante en
cryoprotecteurs (ex. : 1,5, 4 puis 7,5 M
avec 5 minutes dans les deux  premiers
bains et seulement 30 secondes dans le
dernier), afin de limiter les chocs osmo-
tiques liés aux très fortes concentra-
tions en cryoprotecteurs utilisées dans
cette technique, l’eau passant en effet
beaucoup plus vite les membranes que
les cryoprotecteurs, même de petite
taille. Les embryons sont ensuite condi-
tionnés dans des paillettes, avec de part
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Figure 1. Montage des embryons en paillette avant refroidissement.



et d’autre de l’embryon, des colonnes
de solution de dilution contenant des
sucres (galactose, saccharose, tréhalo-
se...) (figure 1.b), puis immédiatement
et rapidement plongés dans l’azote
liquide (refroidissement de l’ordre de
2 500° C/min, en paillette de 0,25 ml ;
figure 2). Avec cette technique, la dés-
hydratation et la rétraction des cellules
sont plus importantes, comparées à la
technique de congélation lente. Au
dégel, comme pour la congélation
lente, les paillettes sont rapidement
plongées dans un bain-marie à 25 -
30° C. Le contenu de la paillette est
vidé et les cryoprotecteurs sont élimi-
nés de l’embryon par diffusion passive,
comme pour la congélation lente, grâce
à la présence de sucres qui augmentent
la pression osmotique du milieu extra-
cellulaire. Les embryons sont ensuite
rincés et transférés dans une femelle
receveuse. Des transferts directs peu-
vent également être réalisés, sans retrait
des cryoprotecteurs, avec des taux de
gestation équivalents à ceux obtenus
avec du transfert traditionnel dans les
espèces ovine et caprine (Baril et al
2001a, 2001b).

b) Avantages / inconvénients 
Cette technique est très rapide, elle ne

nécessite pas d’équipements coûteux,
et les embryons peuvent être vitrifiés au
fur et à mesure de leur collecte, donc ils
n’attendent pas contrairement à la tech-
nique de congélation lente. C’est une
technique de terrain par excellence,
nécessitant très peu de matériel.

La rapidité de refroidissement permet
d’éviter les chocs thermiques qui exis-
tent lors du passage des cellules à des
températures basses alors qu’elles sont
encore à l’état liquide. Le passage
direct de l’état liquide à l’état amorphe,

sans formation de cristaux de glace, est
un point très important pour la survie
des embryons après réchauffement,
puisque ce sont ces cristaux de glace
qui sont responsables de lésions mem-
branaires des cellules et des organelles.

Ces techniques de refroidissement
très rapide permettent aussi de dimi-
nuer les dommages liés au refroidisse-
ment progressif des cellules (chilling
injury), et ainsi permettre à des espèces
ou à des embryons plus sensibles au
froid (produits in vitro, issus de clona-
ge, biopsiés…) d’être tout de même
cryoconservés (Massip et al 1995,
Vajta 2000). 

Cependant, la nécessité d’utiliser de
très fortes concentrations en cryopro-
tecteurs est hautement toxique pour les
embryons. Le temps de passage dans
chacun des bains, surtout le dernier est
très critique : la déshydratation de
l’embryon doit s’arrêter à un temps pré-
cis, dépendant de la vitesse de diffusion
des cryoprotecteurs et de leur concen-
tration, ainsi que de la température
d’incubation. Il faut donc respecter ces
temps, d’où la nécessité d’avoir une
main un peu experte pour réaliser cette
technique.

c) Utilisation sur le terrain 
Cette technique est classiquement

utilisée dans des études expérimentales
de transfert. Sur le terrain, Van
Wagtendonk de Leeuw et al (1997) ont
montré, sur un grand nombre de
vaches, que la vitrification donnait des
taux de mises bas aussi importants que
la congélation lente (44,5 %   n = 393
versus 45,1 %   n = 335). Cependant,
comme la congélation lente donne des
résultats satisfaisants sur le terrain et
est depuis des années entrée dans la

pratique, et comme la vitrification
n’offre pas de gain supplémentaire en
terme de taux de réussite, cette derniè-
re reste tout de même peu utilisée.

2.3 / Vitrification rapide (OPS)
et ultra rapide 

a) Principe 
Ces techniques de vitrification repo-

sent sur des vitesses de refroidissement
et de réchauffement encore plus rapi-
des, de l’ordre de 20 000° C/min. Ceci
est possible grâce au faible volume
vitrifié (seulement 2 µl pour l’OPS) et
à la faible épaisseur des parois des
paillettes dans lesquelles les embryons
montent par capillarité : ce sont des
paillettes classiques de 0,25 ml qui ont
été étirées : Open Pulled Straw, d’où le
nom de la technique d’OPS (Vajta et al
1997a, figure 1.c). La vitesse de refroi-
dissement peut encore être augmentée
en utilisant des paillettes encore plus
fines (technique de Super OPS décrite
par Isachenko et al 2003) ou en plon-
geant les paillettes dans de l’azote
refroidi à une température inférieure à
sa température d’évaporation, ce qui
évite la formation de vapeurs d’azote
ayant un effet d’isolant thermique
autour de la paillette. Pour ce faire, l’a-
zote est mis sous vide et descend ainsi
à - 210° C (Arav 1998) ; la vitesse de
refroidissement est alors de l’ordre de
25 000 à 130 000° C/min pour une
paillette de type OPS. Ces paillettes éti-
rées peuvent être fermées afin d’éviter
toute contamination lors du stockage
dans les containers d’azote.

D’autres techniques, faisant appel à
d’autres supports que les paillettes en
plastique sont également utilisées : les
embryons sont refroidis sur des plaques
métalliques, des grilles de microscopie
électronique, des pipettes en verre ou
encore sur des anneaux métalliques au
centre duquel se forme un film de solu-
tion protectrice, comme une bulle de
savon, emprisonnant les embryons
(technique des cryoloops décrite par
Lane et al 1999, figure 3). La vitesse
de vitrification est encore plus rapide
du fait de l’absence d’obstacle entre
l’azote et l’embryon.

b) Avantages / inconvénients
L’OPS est la technique qui a permis à

l’embryon de porc d’être correctement
cryoconservé (Berthelot et al 2000,
2002), ainsi qu’à l’embryon de hamster
(Lane et al 1999). Cette technique a éga-
lement donné des résultats encoura-
geants pour la cryoconservation d’ovo-
cytes chez le bovin (Vajta et al 1998).
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Figure 2. Vitesse de refroidissement des embryons en fonction de la technique de
cryoconservation.



Cependant, ces techniques de refroi-
dissement ultra rapide nécessitent des
mains encore plus expertes que pour la
vitrification traditionnelle et le stockage
des embryons vitrifiés en paillettes OPS,
en gouttes ou sur cryoloops reste quelque
peu problématique. D’autre part, les
paillettes d’OPS ne sont généralement
pas scellées car lorsqu’elles le sont, elles
risquent d’exploser au dégel. Les risques
de contamination des embryons au
contact de l’azote liquide et pendant leur
stockage ne sont donc pas nuls.

c) Utilisation sur le terrain 
Ces techniques sont loin d’être utili-

sées sur le terrain. Par contre, elles sont

pratiquées en laboratoire, en routine,
sur des embryons bovins et ovins,
notamment, afin de tester différentes
conditions de production in vitro d’em-
bryons (Rizos et al 2001), également
pour des embryons issus de clonage
(Peura et al 2001).

3 / Facteurs affectant l’effi-
cacité de la cryoconserva-
tion

Plusieurs facteurs inhérents à la qua-
lité de l’embryon modifient les taux de
survie après gel/dégel de celui-ci. Ce

sont, l’origine de l’embryon, son stade
de développement au moment du
refroidissement et l’espèce dont il est
issu (tableau 1 A et B). 

3.1 / Origine des embryons (pro-
duction in vivo ou in vitro)

Dans l’espèce bovine, le taux de mise
bas à partir d’embryons produits in
vivo, et congelés, n’est que légèrement
inférieur à celui obtenu après transfert
des embryons à l’état frais (Niemann
1991, Hasler 2001, Martinez et al
2002b). Il en est de même chez la bre-
bis, 50 % de survie embryonnaire après
transfert d’embryons cryoconservés
sont obtenus contre 60 %  avec des
embryons frais (Baril et al 2001b).
Pour les embryons produits in vitro, les
taux sont bien plus faibles. Chez la bre-
bis, Dattena et al (2004) ont obtenu 18-
22 % de survie embryonnaire après
transfert d’embryons produits in vitro
et vitrifiés, versus 60-63 %  pour des
embryons produits in vivo et vitrifiés.
Chez la chèvre comme chez la vache,
seulement 30 % de survie embryonnai-
re ont été obtenus après transfert d’em-
bryons produits in vitro et vitrifiés
(Vajta et al 1997b, Lane et al 1998,
Traldi  2000) et 42 %  après congélation
lente (Hasler et al 1995).

Les embryons produits in vitro diffé-
rent énormément de ceux produits in
vitro de par leur structure cellulaire
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Figure 3. Cryoconservation sur «cryoloop » (Lane et al 1999).

Tableau 1. Taux de survie embryonnaire après transfert des embryons cryoconservés.



(Crosier et al 2000, 2001, Fair et al
2001), leur métabolisme (Khurana et
Niemann 2000), et cette différence est
dépendante des conditions de culture in
vitro appliquées. Les embryons pro-
duits in vitro ont notamment un espace
périvitellin plus grand, une plus grande
richesse en vacuole, un nombre réduit
de blastomères et de mitochondries, des
jonctions entre les cellules trophoblas-
tiques moins nombreuses et une densi-
té plus faible due à un rapport lipides /
protéines plus élevé comparés aux
embryons produits in vivo (Iwasaki et
al 1990, Leibo et Loskutoff 1993, Abd
El Razek et al 2000, Crosier et al 2001,
Fair et al 2001), ce qui peut expliquer
leur forte sensibilité à la congélation.
En effet, par exemple, les désordres du
métabolisme lipidique induits par la
culture in vitro peuvent entraîner des
changements de la composition lipi-
dique des membranes, et donc des dif-
férences de perméabilité aux cryopro-
tecteurs, ainsi que des changements de
stabilité et de résistance membranaires.
Certaines conditions de culture in vitro
permettent néanmoins d’obtenir des
embryons de qualité quasi équivalente
à celle des embryons produits in vivo,
pour ce qui est de leur résistance au
froid : par exemple, les cultures d’em-
bryons in vitro sur tapis cellulaires
(Massip et al 1993, Rizos et al 2001),
ou encore les cultures d’embryons en
absence de sérum (Dinnyes et al 1996,
Abe et al 2002, Hoshi 2003), substance
connue pour augmenter le taux de tri-
glycérides dans l’embryon par rapport
à un embryon produit in vivo (Ferguson
et Leese 1999). De même, la culture, du
stade deux cellules jusqu’au stade blas-
tocyste dans des oviductes de brebis,
d’embryons bovins issus de féconda-
tion in vitro permet d’obtenir des
embryons presque aussi résistants au
froid que les embryons produits in vivo
(Enright et al 2000, Rizos et al 2002).
L’ajout d’agents antioxydants comme
le β-mercaptoethanol protégeant l’em-
bryon du stress oxydatif lié à la culture
in vitro (Feugang et al 2004) ou l’utili-
sation de milieux séquentiels mieux
adaptés aux besoins évolutifs de l’em-
bryon pourraient également améliorer
leur résistance. 

3.2 / Stade de développement
Les stades avancés de développement

embryonnaire tolèrent généralement
mieux la cryoconservation. Dans
l’espèce bovine, 40 % de mise bas sont
obtenus à partir de blastocystes pro-
duits in vivo et congelés contre seule-
ment 18 % à partir de morulae
(Martinez et al 2002a). Des résultats
légèrement inférieurs sont obtenus à

partir d’embryons produits in vitro et
vitrifiés : 32 % de gestation à J 90 avec
des blastocytes contre 11 %  avec des
morulae (Pugh et al 2000). Chez le
porc, 32 %  de mise bas sont obtenus
avec des embryons in vivo vitrifiés au
stade blastocyste contre seulement
13 %  au stade morula (Berthelot et al
2001, 2002). Il en est de même dans
l’espèce caprine (Chemineau et al
1986, Li et al 1990). Par contre, dans
l’espèce humaine, comme chez la sou-
ris, les embryons plus jeunes sont plus
résistants au froid (Vanderzwalmen et
al 1999, Mukaida et al 2003) : des taux
de grossesse de 29 et 25 %  ont été
obtenus après transfert d’embryons
vitrifiés, respectivement, au stade
morula à J 4 et jeunes blastocystes à
J 5, alors que seulement 8 %  ont été
obtenus à partir du stade blastocyste à
J 6. La même observation est faite chez
la ratte avec 61 % de survie embryon-
naire après transfert d’embryons vitri-
fiés au stade morula contre 41 % au
stade blastocyste (Han et al 2003). Il
semble que la cavité blastocoelique et
la grande quantité de liquide qu’elle
renferme soient un frein à la bonne cry-
conservation de l’embryon humain.
Après contraction artificielle du blasto-
coele, le taux de survie embryonnaire
des blastocystes et blastocystes expan-
sés à J 5 est de 20,5 % contre seulement
4,5 % pour des blastocystes intacts
(Vanderzwalmen et al 2002).

Le problème est un peu différent dans
l’espèce équine à cause de l’apparition
d’une capsule autour des embryons, qui
est synthétisée par une coopération
entre les cellules du trophoblaste et les
cellules de l’endomètre, et ceci
quelques heures après l’arrivée de
l’embryon dans l’utérus. Seuls les
embryons qui ont atteint le stade blasto-
cyste ont donc une capsule. De nature
glycoprotéique, la capsule a une struc-
ture très compacte et très stable qui
limite la diffusion des cryoprotecteurs
jusqu’au centre de l’embryon et rend la
cryoconservation des blastocystes très
difficile (Oriol et al 1993, Legrand et al
2000, Maclellan et al 2002). Par oppo-
sition, les plus jeunes embryons, au
stade morula et très jeune blastocyste,
de taille inférieure à 300 µm et qui eux
n’ont pas de capsule, peuvent être cryo-
conservés avec plus de succès (Hochi et
al 1995). 

3.3 / Espèces
Les travaux de recherche sur la cryo-

conservation de l’embryon bovin sont
de loin les plus nombreux (Vajta 2000,
Massip 2001). Cette biotechnologie est
largement employée sur le terrain, à

partir d’embryons produits in vivo,
avec 54,6 %  des transferts réalisés en
Europe en 2003 (n = 98 918), contre
seulement 8,5 %  pour des embryons
produits in vitro. Pour ces derniers,
même les nouvelles techniques ultra
rapides de cryoconservation ne permet-
tent pas de rattraper le taux de survie
d’embryons produits in vivo (voir ci-
dessus) : le souci vient de la qualité de
l’embryon produit plus que de l’inadé-
quation de la technique de conserva-
tion.

Chez la brebis, la vitrification et la
congélation lente d’embryons produits
in vivo donnent de très bons résultats
après transfert, de l’ordre de 50 à 60 %
de mise bas (Mermillod et al 1999,
Baril et al 2001b, Dattena et al 2004).
Moins de travaux sont disponibles chez
la chèvre ; la vitrification semble tou-
tefois donner de moins bons résultats
que la congélation lente dans cette
espèce, 39 %  versus 55 %  de mise bas
(Baril et al 2001b). Chez les ovins
comme chez les caprins, grâce à la
technique ultra rapide de vitrification
(OPS), 55-64 %  de survie embryonnai-
re ont été obtenus avec des embryons
produits in vivo (Branca et al 2000,
Dattena et al 2000, 2004, El Gayar et al
2001). Ces résultats restent toutefois à
confirmer sur de plus grands effectifs
chez les caprins. Pour ce qui est des
embryons produits in vitro, les données
de survie après transfert sont rares ;
bien que plus faibles que celles obte-
nues avec des embryons produits in
vivo, elles sont encourageantes (Traldi
2000 : 30 %, Ptak et al 1999 : 24 %,
Dattena et al 2004 : 22 % ). Même si
des banques d’embryons caprins et
ovins existent en France, aucun com-
merce n’en est fait actuellement. Par
contre, l’Afrique du Sud, la Nouvelle
Zélande et l’Australie en font le com-
merce avec l’Amérique du Sud et le
Canada, avec 50 % de taux de survie
embryonnaire pour les brebis et un peu
moins pour les chèvres (Holm et al
1999, Evans et al 1997).

Les embryons de porcs sont restés
longtemps sans pouvoir être cryocon-
servés, à cause notamment de la grande
quantité de lipides qu’ils contiennent.
Des essais de délipidations des
embryons avant cryoconservation ont
permis d’augmenter le taux de survie
après transfert (Nagashima et al 1995 :
3 porcelets nés sur 181 embryons
transférés), tout comme la dépolyméri-
sation du cytosquelette par la cytocha-
lasine B avant cryoconservation
(Dobrinsky et al 2000 : 13 %  de mise
bas, n = 224). Avec la technique d’OPS,
la cryoconservation de l’embryon por-
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cin produit in vivo a pris son envol
(Vajta et al 1997c, Berthelot et al 2001,
2002 : 32 % de survie à partir de blas-
tocystes, n = 200). En avril 2004, une
entreprise française spécialisée en
génétique porcine a réussi à faire naître
les premiers porcelets commerciaux
OPS (Devos 2004), ce qui répond à
l’attente de l’ensemble des profession-
nels de la génétique porcine qui dési-
rent depuis longtemps se diriger vers
cette technologie, vu les coûts de
transport d’animaux sur pied. 

Dans l’espèce équine, le développe-
ment de la cryoconservation des
embryons a pris du retard par rapport à
l’espèce bovine, s’expliquant par la fai-
ble disponibilité d’embryons surnumé-
raires nécessaires à la mise au point des
techniques ainsi que par la présence
d’une capsule limitant l’entrée des
cryoprotecteurs dans l’embryon (voir
ci-dessus). Le premier poulain né après
transfert d’embryons congelés date des
années 80 (Yamamoto et al 1982).
Depuis, différents protocoles de congé-
lation lente, ou même de vitrification,

ont été testés, mais seules 3 publica-
tions mentionnent la naissance de pou-
lains (Czlonkowska et al 1985,
Huhtinen et al 1997, Ulrich et
Nowshari 2002). Alors que Lascombes
et Pashen (2000) ont obtenu 54 %  de
gestation à 60 jours à partir de
44 embryons équins transférés dans un
programme commercial de transfert,
une compagnie commerciale canadien-
ne propose ce service et annonce 72 %
de gestation à J 42 (Vullers 2003) ; par
contre, en France, aucune commerciali-
sation d’embryons équins cryoconser-
vés n’est proposée.

Conclusion

La cryoconservation des embryons
est une technique qui a fait d’énormes
progrès depuis les années 70, au cours
desquelles ont été rapportés les pre-
miers succès de congélation d’em-
bryons de mammifères domestiques.
Elle s’est diversifiée en plusieurs
méthodes, alliant la rapidité de la
congélation et la simplicité d’exécu-

tion. Avec ces nouvelles méthodes, des
espèces dont les embryons n’avaient
pas pu être cryoconservés, ont pu l’être.
La vitrification traditionnelle, et plus
encore la vitrification ultra rapide, ont
révolutionné le domaine de la cryocon-
servation et ont ouvert la porte à la
cryoconservation des ovocytes. Il
n’empêche que sur le terrain, la métho-
de traditionnellement appliquée, no-
tamment dans les espèces bovine et
ovine, reste la congélation lente, alors
que la vitrification donne d’aussi bons
taux de survie embryonnaire. Cepen-
dant, même si cette dernière a tous les
avantages, la multiplicité des protoco-
les de vitrification, et surtout la rigueur
et l’expertise nécessaires pour réussir
cette technique semblent être un frein à
son application massive sur le terrain.
A l’heure actuelle, le rôle de la vitrifi-
cation n’est donc pas dans le remplace-
ment de la congélation lente, mais dans
l’apport d’une solution technique pour
des espèces ou des qualités d’embryons
pour lesquelles la congélation lente n’a
pas donné de résultats satisfaisants.
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Cryopreservation of embryos in farm animals

Cryopreservation of mammalian embryos was developed during the late 1970s. Since then, the cryopreservation techniques have been
diversified and improved to try to cryopreserve embryos from most species, at different developmental stages, and more sensitive embryos
such as in vitro produced, cloned or biopsied embryos. Slow freezing (or equilibrium freezing) and vitrification are the main cryo-
preservation techniques commonly used. Slow freezing attempts to maintain a delicate balance between cryoprotectants and the aqueous
embryo compartment, whereas the strategy of the vitrification method is a rapid solidification of liquid without ice crystal formation. The
OPS technique (Open Pulled Straw) is a faster vitrification process. All techniques offer advantages and disadvantages, but slow freezing
is currently the most used on farm applications in sheep, goats and cattle with embryos produced in vivo. In pigs, only the OPS technique
allows to cryopreserve embryos with good success. In the equine, none of these different techniques gives good results : only a few foals
have been born after transfer of cryopreserved embryos.

GUIGNOT F., 2005. Cryoconservation des embryons des espèces domestiques. INRA Prod. Anim. 18, 27-35.

Abstract

Résumé

Le début de la cryoconservation d'embryons de mammifères remonte aux années 70. Depuis, les techniques se sont multipliées et diversi-
fiées pour essayer de répondre aux problèmes que posaient certaines espèces, certains stades de développement embryonnaire et les
embryons fragilisés comme les embryons produits in vitro, issus de clonage ou encore les embryons biopsiés. Sont principalement utilisées,
la congélation lente qui est basée sur l'équilibration progressive entre les cryoprotecteurs et le compartiment aqueux de l'embryon, la vitri-
fication qui transforme rapidement la phase liquide du cytoplasme embryonnaire en phase solide amorphe appelée « état vitreux », et
l'OPS (Open Pulled Straw) qui est une vitrification très rapide. Chaque technique a ses avantages et ses inconvénients, mais la
congélation lente est actuellement la technique de référence sur le terrain en ovin, caprin et bovin avec des embryons produits in vivo. Par
contre, pour les porcins, seule la technique d'OPS permet une bonne cryconservation des embryons. Dans l'espèce équine, aucune tech-
nique ne donne de très bons résultats : les poulains nés après transfert d'embryons cryoconservés sont encore rares.






