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Résumé

L’objectif de notre expérimentation est d'analyser I'effet de deux dilueurs, Galap (D1) et
Tris (D2) sur la qualité macroscopique et microscopique de la semence, collectée chez six
lapins de souche synthétique, agés de 20 mois et conservé a une température de 4 °C
pendant (24, 48 et 72 heures).

Nous avons utilisé le systeme CASA (computer assisted sperm analysis) pour 1’analyse
des parameétres microscopiques de la semence. Les résultats de lI'analyse microscopique de
cette derniére ont montré qu’il y a une différence entre les deux dilueurs en ce qui concerne
la motilité du D1 (j1 = 4,25% vs j3 = 1,25 %) et du D2 (j1 = 0,34 vs j2 et j3 =0 %) et la
vitalité du D1 (j1 : 58,2 % vs j3 = 25%) et pour le D2 (j1 = 17 vs j3 = 0. Nos resultats
indiquent que le dilueur D1 (Galap) avait un meilleur effet sur la conservation de la

semence du lapin de la souche synthétique par rapport au dilueur D2 (TRIS).

En conclusion, nous avons constaté que la vitalité et la motilité de la semence du lapin de
la souche synthétique sont influencées par le type du dilueur et la durée de conservation de

la semence.

Mots clés : semence, lapin, souche cunicole synthétique, Galap, tris, vitalité spermatique,
mobilité spermatique, CASA.




cs el g anall Cun e (5 giall Jilull 3352 e ((D2) iz (D) @Y et o il a5 Uiy yai Caa
624)25&453..4}“&\.;)143)\);3.;‘)3‘53&25;} c\}@iZOwc&g&:h&a\ Q\Jﬂu&wuﬁ\‘)\:ﬁmwm&

(iele 725 48

oglal s saall Jilall 4 jeaall Suladd) Jalasl (CASA) smlall Bae Luas 4 saall il saall Jlas alas Laxdin)
5 (703 =1.25 Jiie ZD1 (d1 = 4.25 48 yay Galahy e (aidiall (g (38 2 s 43l 530 (5 pgaal) Jibaill il
d3 Jdie D2 (d1 = 17 5 (%d3 = 25 Jiie 7D1 (d1: 58.2 Lusens (Zd3 = 0 5 d2 Jia D2 (d1 = 0.34
oo Ll a¥) A (i)Y (g siall Jilull Jads e Juadl L3041 IS (D1 (Galap <aisall of ) lisilss s =0

(D2 (TRIS aisally 45 ,lia
Jlll ads 55 Chidall g gi il Lo lidaaW) AL (LY (g siall Jiull AS ja g Ay of Laa g caliall i

sl

g

.CASA ¢ 48 all ¢ 4 0l <Tris ‘Galap ¢ dac iVl Al ¢ g&\jﬁ!\ sLﬁ}’\A\ Sl daliaal) enlal<y




Abstract

The objective of our experiment is to analyze the effect of two extenders, Galap (D1) and
Tris (D2) on the macroscopic and microscopic quality of semen, collected from six
synthetic strain rabbits, aged 20 months and stored at a temperature of 4 °C for (24, 48 and
72 hours).

We used the CASA (computer aided sperm analysis) system for the analysis of
microscopic parameters of semen. The results of the microscopic analysis of the latter
showed that there is difference between the two diluents regarding the motility of D1 (d1
=4.25% vs d3 = 1.25%) and D2 (d1 = 0.34 vs d2 and d3 = 0%) and the vitality of D1 (d1:
58.2% vs d3 = 25%) and for D2 (d1 = 17 vs d3 = 0. Our results indicate that the diluent D1
(Galadi) had a more favorable effect on the conservation of rabbit semen compared to the
diluent D2 (TRIS).

In conclusion, we found that the vitality and motility of the rabit’s semen are influenced by

the type of diluent and the duration of conservation of the semen.

Keywords: Semen, rabbit, synthetic cunicol strain, Galap, tris, motility, vitality , CASA.
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Introduction

L’¢levage de lapins en Algérie a connu un redémarrage significatif ces dernieres années,
soutenue par la mise en place par les autorités de divers mécanismes de financement visant a
développer cette filiere. Ces initiatives ont pour objectif de valoriser la production animale et de

varier I’offre en protéines animales dans le pays (Mouhous et al ., 2020).

La mise en place de I’insémination artificielle (IA) constitue un outil fondamental pour accroitre
la productivité de la cuniculture en Algérie. La réussite de cette technique repose sur plusieurs
facteurs, en particulier la qualit¢ de la semence utilisée. Une évaluation précise des
caractéristiques du sperme, telles que la motilité, la vitesse de déplacement et la morphologie des
spermatozoides, est essentielle pour garantir la fertilit¢ des doses inséminées. L utilisation de
systémes d’analyse assistée par ordinateur, comme le systeme CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis), offre une évaluation objective et standardisée de ces parameétres, renforcant ainsi la
fiabilité de 1’analyse spermatique (Van der Horst, 2020). L’insémination artificielle chez les
lapins requiert 1’utilisation de dilueurs spécifiques destinés a préserver la viabilité des
spermatozoides en leur fournissant un milieu nutritif adapté. Ces dilueurs favorisent ainsi la
survie des spermatozoides in vitro lors de la conservation a court terme. lls permettent de
maintenir les caractéristiques du sperme pendant une période généralement comprise entre 24 et

72 heures, a une température réfrigérée (Di lorio, 2014).

L’objectif de notre travail est de faire une étude sur ’effet de deux dilueurs différents le Galap
(D1) et le Tris (D2) sur la conservation de sperme a 4°C en prenant en compte quelques
parameétres macroscopiques et microscopiques de la semence des lapins males adultes de la

souche synthétique.
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I.1. Généralités sur I’anatomie et physiologie I’appareil génital méale

I.1.1 Anatomie de I’appareil génital male

Il comporte 3 grandes parties : la partie glandulaire constituée par les testicules, la partie
tubulaire constituée par I’épididyme, le canal déférent, I’urétre et en fin la partie copulatrice constituée
par le pénis (Barone, 1976), ainsi que les glandes annexes qui sont ; la prostate, les vésicules

séminales, la glande de Cowper.
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Figure 1 : Appareil reproducteur de lapin méale (Lebas et al., 1996).

1.1.1.1 Testicules

Les testicules sont deux organes ovales, de 2 & 4 cm de longueur, qui se trouvent a I’extérieur
de la cavité pelvienne, dans une poche de peau plissée nommée “scrotum”. Ils sont protégés par une
enveloppe conjonctive résistante appelée “albuginée” et peuvent se rétracter dans la cavité abdominale
(en cas de peur par exemple) et redescendre dans les bourses grace a un muscle : le crémaster. Ils
s’adaptent a la température ambiante pour maintenir le sperme a la bonne température (Boussit, 1989).
Les testicules sont divisés en plusieurs lobules testiculaires qui contiennent les tubes séminiferes, ou
se produit la spermatogenése. Entre les tubes seminiféres se situe le tissu interstitiel qui assure la

fonction endocrine (Soler et al., 1994).




1.1.1.2 Epididyme

L’¢épididyme est I’un des composants majeurs du systéme d’excrétion (Klinefelter, 2002), situé
sur la face postérieure du testicule. C’est un long canal extrémement replié sur lui-méme a I’intéricure
d’une tunique conjonctive. Il permet le transport et la maturation des spermatozoides. Ce tube trés
contourné forme des lobules séparés par des travées conjonctives présente trois grandes parties
anatomiques : la téte, le corps et la queue (Barone, 1978).

1.1.1.3 Canal déférent

Apres la queue de 1’épididyme, on trouve le canal déférent, qui mesure entre 12 et 15 cm de
long et qui a une épaisseur assez importante. Sa fonction principale est de transporter les gametes
males (les spermatozoides) jusqu’a [’uretre grace a un péristaltisme basal additionné d’une motricité

brusque lors de 1’¢jaculation (Barone, 2001 ; Bonnes et al., 2005).
I.1.1.4 Uretre

L'uretre est un canal d'une longueur de 12 a 13 cm, dont seulement 8 a 9 cm correspondent a
la partie pénienne. Il remplit deux fonctions principales : I'excrétion de I’urine et du sperme. Il prend

son origine a partir de la vessie et parcourt lI'intérieur du pénis jusqu'a son extrémité (Brone, 2001).
I.1.1.5 Pénis

Le pénis est un organe tubulaire court, 1égérement effilé, mesurant environ 8 cm de long. I
constitue a la fois la voie externe d’excrétion et I’organe de copulation. Au repos, il est orienté en biais
vers I’arriére, tandis qu’en érection, il se redresse vers 1’avant en position horizontale, atteignant alors

une longueur comprise entre 3 et 5 cm (Boussit, 1989).




1.1.1.6 Glandes annexes

Les glandes annexes, telles que la prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-urétrales,

participent a la production du liquide séminal. Ce liquide a pour rdle de diluer les spermatozoides, ce

qui favorise leur survie et facilite leur déplacement a travers les voies génitales féminines (Hegelen et
Thiriet, 2012).

» Vésicule séminale : la vésicule séminale, bien qu’impaire, présente une forme bilobée. Les

I.1.2.

canaux déférents s’y rejoignent pour former le canal éjaculateur, qui s’ouvre ensuite dans
I’urétre prostatique. Lorsque la pression augmente au sein de cette glande, 1’¢jaculation devient
possible (Van Praag, 2015).

Glandes vésiculaires : Elle présente une forme ovale, cette glande s’ouvre dans 1’urétre par

deux canaux excréteurs (Boussit, 1989). Elle est responsable de la formation de la masse
gélatineuse de I’éjaculat, également appelée glande de la coagulation (Campos et al., 2014)
Prostate : La prostate est la principale glande accessoire de 1’appareil génital, se distingue par
son volume important et sa teinte claire. Elle est localisée sous les glandes vésiculaires et
s’ouvre dans 1’urétre par I’intermédiaire de quatre a six conduits.

Glandes para-prostatiques: Situées de part et d'autre des ampoules déférentielles, ces glandes

s'ouvrent sur les cotes de I'urétre, recouvrant partiellement les ampoules déférentielles, voire
parfois la vésicule séminale. Elles jouent un role essentiel dans 1’élaboration du sperme.

Glandes bulbo-urétrales (glandes de Cowper): Glande bilobée située postérieurement a la

prostate, la glande bulbo-urétrale s'ouvre dans l'urétre caverneux par deux paires de canaux
(Boussit, 1989).

Physiologie de la reproduction du lapin

1.1.2.1.Développement des gonades

La différenciation des gonades débute le 16°™ jour suivant la fécondation, tandis que la

synthése des hormones androgénes commence au 19°™ jour de gestation. Toutefois, les canaux de

Miiller commencent & régresser dés le 20°™ jour, et la formation de la prostate s’amorce au 21°™ jour.

Au 24°™ jour, le développement des canaux de WOolff est bien avancé, parallélement & la régression

confirmée des canaux de Miiller (Alvarino, 2000). Les testicules se développent moins vite que le

reste du corps, avant d’entrer dans une phase de croissance tres rapide apres 1’age de cinq semaines.




Les glandes annexes suivent un schéma de croissance similaire, mais leur développement est

Iégérement décalé dans le temps et survient plus tardivement (Lebas et al., 1996).

1.1.2.2 Puberté

La puberté chez les lapins débute généralement entre 4 et 6 mois, survenant plus tot chez les
races de petite de taille que chez les grandes races (Harcourt-brownf, 2002). Il a été constaté que chez
les lapins, la puberté survient avant que le sperme n'apparaisse dans I'éjaculat, ce qui signifie que la
puberté et la maturité sexuelle sont des étapes distinctes. La puberté chez les lapins se manifeste
lorsque leurs testicules commencent a produire des androgenes, ce qui entraine la stimulation des

glandes accessoires pour sécréter du fructose et de I'acide citrique (Skinner, 1967).

1.1.2.3. Spermatogenése

Elle se déroule en trois phases : la prolifération des spermatogonies ; la méiose, au cours de
laquelle un spermatocyte donne quatre spermatides haploides, et la différenciation des spermatides
en spermatozoides, ou spermatogenése (Figure 2) (Marie-Hélene et al., 2010). Chez le lapin, la
spermatogenese débute entre 40 et 50 jours aprées la naissance. Avec apparition des premiers
spermatozoides peu viables dans les ¢jaculats a 110 jours d’age. La durée d'évolution vers le stade
final du spermatozoide est de 38 a 41 jours (Martinet, 1973). Au cours de la spermatogenése, deux

évolutions essentielles se produisent (Postiere, 2002) :

» La réduction du nombre de chromosomes de 2n a n, au cours d’une méiose.
> La maturation des cellules germinales conduit, a partir des spermatides, a la formation de

cellules tres spécialisées, les spermatozoides.
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Figure 2 : Etapes de la spermatogenése (Campeau-Péloquin et Roy, 2019).

1.1.2.4. Maturation des spermatozoides

Les spermatozoides recueillis directement dans les tubes séminiferes sont presque immobiles.

Leur capacité a se déplacer n’apparait qu’a la fin de leur passage dans I’épididyme, plus précisément

dans la queue de celui-ci. Par conséquent, les spermatozoides prélevés au niveau des tubes

séminiferes, ainsi qu’au début de I’épididyme, ne sont pas encore capables de féconder. Le transit a

travers 1’épididyme assure leur transport, leur stockage dans la queue, ainsi que ’acquisition de leur

motilité (Gidenne, 2015).

1.2. Sperme du lapin

Les animaux sont un sperme qui est un mélange des spermatozoides et le plasma séminal, mais

certains animaux comme le lapin, le sperme contient un autre élément essentiel qui est le gel (Boussit,

1989).




1.2.1. Composition du sperme
1.2.1.1 Spermatozoides

La forme du spermatozoide du lapin est comparable a celle des autres mammiferes (Figure 3). Sa
téte, de forme ovoide, sa longueur est de 7 um, sa largeur est de 4 um, son épaisseur est de 0,5 um et
la longueur de la queue est de 45 um. Les trois quarts de la surface supérieure de la téte sont recouvré
par | acrosome, avec un épaississement visible le long de son bord. En coupe longitudinale, la téte du
spermatozoide révele une chromatine nucléaire tres condensée, enveloppée par le complexe
acrosomial. L’axonéme, au niveau de la queue, est constitué d’une structure typique avec deux
microtubules centraux entourés de neuf La doublets périphériques, eux-mémes entourés de neuf fibres

accessoires (Castellini et al., 2005).

Acrosome . Spermatozoide
Membrane plasmique

Noyau

: ; Filament axial
Centriole Mitochondries

Disque terminal / /

-

\

Téte Pidce intermédiaire Piéce principale Pidce terminale

Figure 3 : Structure du spermatozoide de lapin (Mariana, 2006).
1.2.1.2. Plasma séminal

Le plasma séminal est un mélange des sécrétions originaire de 1’épididyme et des glandes
annexes. Il inclue une phase fluide et une autre gélatineuse. Au moment de I éjaculation le r6le de ce
liquide est essentiel dans le transport des gameétes, en plus d'assurer diverses fonctions biologiques.
Son pH se situe entre 6,8 et 7,3 et sa pression osmotique avoisine les 308 millismoles. Le plasma
séminal peut influencer de maniére significative les propriétés de la semence grace a sa composition
(Boussit, 1989).

1.2.1.3. Gel

Les glandes annexes sécrétent ce gel micro-gélatineux, qui est plus ou moins consistant,
transparent et faiblement soluble. 1l peut compliquer les étapes de dilution du sperme, d'ou la nécessité

de séparer ’autre fraction spermatique, soit en la faisant glisser le long de la paroi du tube, soit a 1’aide




d’une pipette Pasteur ou d’une paillette. La présence ou I’absence de ce gel doit étre notée afin de

caractériser 1’éjaculat ainsi que le male (Boussit, 1989).

1.2.2. Caractéres du sperme
1.2.2.1. Couleur

La couleur du sperme chez le lapin est généralement blanchatre, et son opacité varie en
fonction de la concentration en spermatozoides. Toutefois, cette coloration peut étre modifiee par la
présence d'éléments anormaux. Par exemple, une teinte jaunatre peut indiquer une contamination par
de l'urine, une coloration grisatre peut résulter de précipitations au fond du tube, tandis qu’une couleur

rougeétre ou rosée peut révéler la présence de sang (Boussit, 1989).

1.2.2.2. Volume

Boussit (1989), préconisent I’utilisation d’un tube de collecte gradué apres I'enlévement du

gel. Le volume de la semence peut ainsi varier entre 0,3 et 6,0 ml (Alvarino, 2000).

1.2.2.3. pH
Le pH-métre permet de mesuré immédiatement le sperme apres le préléevement (Najjar et Ben
Mrad, 2013). Il varie généralement entre 6,8 et 8,4, et constitue un bon indicateur de la qualité

spermatique (Alvarino, 2000).
1.2.2.4. Motilité massale

L observation microscopique évalue les mouvements de la masse des spermatozoides, d'une
goutte de sperme non dilué déposée sur une lame (Bencheikh, 1995). L'observation se réalise a un
grossissement de x10 (Najjar et Ben Mrad, 2013). Une note comprise entre 0 et 9 est attribuée selon
I’échelle de Petit jean (Boussit, 1989).

1.2.2.5. Motilité individuelle

La motilité individuelle correspond au mouvement propre a chaque spermatozoide. Pour
I’évaluer, le sperme frais est dilué dans une solution tampon Tris (Tris-acide citrique-glucose) selon

un rapport de 1:5. L'observation est réalisée a 37°C au microscope, avec un grossissement de 40x




(Najjar et Ben Mrad, 2013). La motilité est ensuite notée sur une échelle de 0 a 4, selon le bareme
établi par Adrieu (Boussit, 1989).

1.2.2.6. Concentration

La concentration du sperme correspond au nombre de spermatozoides présents dans un
millilitre de sperme. Pour le comptage, le sperme est dilué dans une solution fixatrice composée de
10 ml de formol a 35 % (v/v) dissous dans 1 litre de solution saline (NaCl 0,9 %), selon Ariola et al.
(2001). D’apres les travaux de Boussit (1989), la précision du comptage est optimale avec une dilution
au 1/200. La concentration spermatique se situe généralement entre 300 et 700 x 10° spermatozoides
par millilitre. Le dénombrement est réalisé a 1’aide d’une cellule hématimétrique, telle que la cellule

de Thoma (Raphaél et al., 2004).
1.2.2.7. Vitalité

La méthode de la coloration vitale a 1’éosine-nigrosine permettant de distinguer les
spermatozoides vivants des morts apres un comptage de 200 cellules. Les spermatozoides morts, dont
la membrane est perméable, se colorent en rose, tandis que les vivants, ayant une membrane intacte,
restent incolores (Alvarino, 2000). Ce colorant est couramment utilisé car il permet d’évaluer a la fois

la viabilité et la morphologie des spermatozoides.

La viabilité peut également étre évaluée par le test HOST (test de gonflement hypo-osmotique), qui
cible principalement la membrane de la queue du spermatozoide. Ce test repose sur la réaction de la
membrane a un milieu hypo-osmotique, permettant d’apprécier son intégrité fonctionnelle (Theau-
Clément, 2005).

1.2.2.8. Morphologie

La morphologie des spermatozoides chez le lapin est évaluée par le frottis coloré a 1’éosine-
nigrosine la morphologie des spermatozoides chez le lapin est évaluée. Cette technique permet de
distinguer les spermatozoides normaux des anormaux. L’observation se fait au microscope a un

grossissement de 100x.




1.2.3. Anomalies du sperme
Selon David et al. (1975), les anomalies les plus courants sont (Figure 4,5) :
1.2.3.1. Anomalie de la téte

-Téte allongée : Le grand axe est allongé par rapport a la normale, tandis que le petit axe conserve

une longueur normale.

-Téte amincie : Le petit axe est réduit par rapport a la normale, tandis que le grand axe conserve une

longueur normale.

-Téte microcéphale : Le grand axe et le petit axe sont tous deux plus courts que la normale.
-Téte macrocéphalde : Le grand axe et le petit axe sont tous deux plus grands que la normale.
-Téte multiple : un seul spermatozoide peut avoir plus de deux tete a la fois.

-Téte a acrosome anormal ou absent : L’acrosome normal couvre entre 40 et 70 % de la surface du

spermatozoide. Il joue un role essentiel dans I’interaction entre les spermatozoides et I’ovocyte.

-Téte présentant une base (région post-acrosomique) anormale : Cette anomalie résulte d’un

défaut de morphogenese affectant la téte et/ou la partie distale du noyau.
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Figure 4 : lllustrations des anomalies de taille de la téte de spz (Auger et Eustache, 2000).
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Figure 5 : Illustrations des anomalies de forme et de texture de la téte de spermatozoides (Auger
et Eustache, 2000).

1.2.3.2.Anomalies de la piéce intermédiaire
Selon David et al. (1975), les Anomalies de la piéce intermédiaire sont (Figure 6) :

-Le reste cytoplasmique : Une anomalie est reconnue lorsque la surface dépasse un tiers de celle

d’une téte normale.
-Piéce intermédiaire gréle : Cela indique une absence de formation de la gaine mitochondriale.

-Piece intermédiaire enroulée : La piéce intermédiaire et I’axe de la téte forment un angle bien défini.

ANOMALIES DE LA PIECE INTERMEDIAIRE
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Figure 6 : lllustrations les anomalies de la piéce intermédiaire de spermatozoides (Auger et
Eustache, 2000).

1.2.3.3. Anomalies du flagelle

11




Selon David et al. (1975) (Figure 7) :
-Flagelle absent : ou lorsque la piéce connective est peu développée.
-Flagelle court : Flagelle dont la longueur est inférieure a cing fois celle de la téte.

-Flagelle irrégulier : Lorsque le diametre du flagelle varie, présentant des zones de rétrécissement ou

d’¢élargissement.
-Flagelle enroulé : Flagelle enroulé autour de la téte ou positionné a 1’extérieur de celle-Ci.

-Flagelle multiple : Un spermatozoide contient plusieurs flagelles, la piéce intermédiaire étant

commune ou multiple.
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Figure 7 : lllustrations des anomalies du flagelle (Auger et Eustache, 2000).

1.2.4. Facteurs influencant sur la production et la qualité du sperme

1.2.4.1. Age et race

L origine génétique est responsable de la qualité et la quantité de la semence produite par le
male (Alvarino, 2000). L’age des males influence significativement sur la concentration et le nombre
des spermatozoides motiles obtenus par éjaculat. En effet les méles adultes de 9 a 12 mois ont une
semence de concentration et un nombre de spermatozoides motiles plus élevé que celle des males

jeunes de 4 a 5 mois (Theau-Clément, 2009).

1.2.4.2. Saison
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De nombreuses études ont mis en évidence les variations saisonnieres de 1’activité sexuelle du
lapin male a 1’état naturel. Ainsi, la reproduction est particuliérement intense durant la période des
jours croissants, généralement de février a juillet, puis elle devient quasiment nulle en automne (Lebas,
2009).

1.2.4.3. Nutrition

L’alimentation des males constitue un facteur influencant les caractéristiques de la semence et
la libido, surtout lorsque les apports nutritionnels sont insuffisants (Joly et Theau-Clément, 2000). I
faut que 1’aliment donné aux lapins contienne plus de 15% de protéines (Nizza et Meo et Taranto,
2000).

1.2.4.4. Température

La spermatogenése est influencée par la température, qui touche la qualité du sperme, la
concentration et le volume des éjaculats (Joly et Theau-Clément, 2000). Lorsque la température
ambiante dépasse 30°C, D’activité sexuelle du lapin diminue entrainant une baisse de la
spermatogenese ainsi que la qualité de la semence (Finzi, 1990 ; Lebas, 2009). En revanche, les
températures basses (inférieures a 10°C, voire proches de 0°C) ne semblent pas affecter les activités

sexuelles des lapins (Lebas, 2009).
1.2.4.5. Fréquence de collecte

Bien que la production de sperme varie considérablement d’un male a ’autre et d’un éjaculat
a I’autre chez un méme individu, la fréquence des collectes a un impact direct sur la quantité et la
qualité de la semence. Un rythme de collecte trop fréquent entraine une augmentation du nombre de

spermatozoides immatures et une diminution des taux de fertilité (Joly et Theau-Clément, 2000).

1.2.5.Conservation de sperme

La réfrigération et la congélation ; deux techniques permettant la conservation de la semence
a moyen et a long terme avec des bénéfices. La réfrigération permet de conserver la semence pendant
quelques heures a plusieurs jours, tandis que la congélation autorise une dissociation compléte entre

les phases de collecte et d’insémination (Boussit, 1989).
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L’intérét de conserver la semence de lapin pendant une période de 24 a 72 heures a fait ’objet de
plusieurs études ces derniéres annees. Cette possibilité améliorerait 1’organisation des centres de
diffusion de semence. En effet, une baisse de la température permet d’allonger la durée de
conservation tout en préservant la capacité fécondante du sperme (Viudes De Castro et Vicente et
Lavara, 1990).

1.2.5.1. A I’état frais « réfrigération »

La conservation de la semence animale a 1’état frais nécessite une dilution immédiate apres le
prélévement. Le maintien de la semence fraiche a 4 °C ralentit le métabolisme des spermatozoides, ce
qui préserve leurs réserves énergétiques et assure une bonne conservation de leur mobilité, laquelle

est rétablie aprés réchauffement (Decuadro-Hansen, 2004).
1.2.5.2. Congélation

La cryoconservation consiste a préparer une suspension cellulaire destinée a étre stockée a une
température inférieure a -80°C. Cette méthode permet de conserver la suspension pendant de

nombreuses années et de 1’utiliser aprés décongélation a température corporelle (Amann, 1998).
1.2.6. Principes généraux
1.2.6.1. Utilisation des dilueurs

Les spermatozoides conservés par réfrigération ou congélation doivent étre dilués dans des
dilueurs de qualité (England, 1993). En effet, ces dilueurs jouent un role essentiel ; ils protégent les
spermatozoides des effets néfastes liés a la baisse de la température et permettent d’obtenir une
concentration finale de spermatozoides préalablement définie (Pefia et Linde-Forsberg, 2000 ;
Stanescu et Alin, 2015).

1.2.6.2. Caractéristiques du milieu de dilution
Un milieu favorisant la survie des spermatozoides doit répondre a plusieurs critéres (Decuadro-
Hansen, 2004):

* Chez les mammiferes domestiques, le pH doit étre entre 6,7¢et 7,3.
« 11 doit contenir des éléments nutritifs tels que le glucose, le fructose, la glutamine, etc.., afin de

prévenir 1I’épuisement des spermatozoides.
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* [l doit inclure des solutions tampons (Tes, Pipes, Hepes, Tris, etc.) ainsi que des ions minéraux pour

assurer le maintien du pH.

« 11 doit contenir des lipoprotéines d’origine animale ou végétale, qui jouent un réle protecteur des

membranes lors du processus de congelation et de décongélation.

* Il doit comporter des antibiotiques visant a contrdler la flore microbienne normale ainsi que les

pathogeénes opportunistes.

1.2.6.3. Composition des dilueurs :

Parmi les principaux composants des dilueurs les plus couramment utilisés, on trouve :

a) Jaune d’ceuf

Son utilisation a démontré une amélioration du pouvoir fécondant. Il est genéralement
employé a une concentration de 20 % V/V (Foulkes, 1977). Le jaune d’ceuf contient des
phospholipides et des lipoprotéines (LDL) qui offrent une protection efficace a la membrane des

spermatozoides tout en lui apportant un soutien nutritionnel (Manjunath et al., 2002).

b) Antibiotiques
IIs limitent la prolifération bactérienne, car la majorité des éjaculats sont contaminés par des
bactéries (Althouse et al., 2000).

c) Iméthyl sulfoxide (DMSO)

Découvert en 1959 par Lovelock et Bishop, ce cryoprotecteur intracellulaire se caractérise par
une pénétration rapide, ce qui permet de réduire la durée de 1’équilibration avant congélation (Billard
et Legendre, 1980).

d) Ethyléne-glycol (EG)

Les chercheurs ont démontré que I’EG agit comme un cryoprotecteur (Martins-Bessa et Rocha
et Mayenco-Aguirre, 2006). Swelum et al. (2011) , ont constaté que 1’éthyléne glycol améliore la
qualité des spermatozoides en augmentant leur viabilité, en préservant 1’intégrité de 1’acrosome et de

la membrane, et en réduisant les anomalies liées a la mobilité.

e) Glycérol
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L’¢éthylene glycol est le cryoprotecteur le plus utilisé dans le monde. Il agit a la fois a I’intérieur
et a ’extérieur des spermatozoides en pénétrant rapidement dans les cellules. Cette pénétration
modifie la formation des cristaux de glace en les rendant plus arrondis, ce qui réduit le risque de
perforation des membranes cellulaires lors de la congélation (Stanescu et Alin, 2015).

1.2.7.Différents dilueurs utilisés pour le lapin

Les dilueurs a base de Tris (Tris, acide citrique et fructose ou glucose) sont la base des dilueurs
fréqguemment utilisés pour la cryoconservation des spz de lapin (Mocé et Graham, 2008). Plusieurs
dilueurs ont été mis au point par des chercheurs, Il est reconnu que le jaune d’ceuf et le lait contiennent
des protéines qui assurent une protection et une stabilisation des membranes des spermatozoides
(Feldman et Nelson, 2004).

- De plus, Bue (1992), ont démontré que I’utilisation d’un dilueur a base de lait écrémé permet

d’obtenir de bons résultats en termes de mobilité et de vitalité des spermatozoides apres réfrigération.

-lguer-ouada et Verstegen (2001), ont également démontré que le jaune d’ceuf contribue a préserver

la mobilité et I’intégrité acrosomiale des spermatozoides pendant leur réfrigération.

- Ponglowhapan et al. (2004), ont démontré que 1’ajout de sucres, tels que le glucose ou le fructose,
au dilueur permet de maintenir une mobilité supérieure a 70 % pendant jusqu’a 8 jours de conservation
ab5°C.
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CHAPITRE II :
Matériel et méthodes




11.1 Objectifs

Notre étude vise a comparer I’effet de deux dilueurs différents (Galap et leTris) sur la

conservation de la semence du lapin a une température de 4°C., sur une durée de (24, 48,72h)

11.2 Lieu et durée de I’expérimentation

L expérimentation a été réalisé dans le clapier de la station expérimentale de I'Université de
Blida 1, ainsi qu’au laboratoire de recherche en biotechnologie de la reproduction animale (LBRA)

de ’université de Blida 1. Notre expérimentation s est déroulée le mois de Mai 2025.
11.3. Batiment d’élevage

Le batiment d"élevage cunicole est d’une superficie de 184 métres carrés (Figure 8), équipé
d’une structure métallique et d’une toiture en plaques d’éternit, il permet une ventilation naturelle.
Des néons sont installés dans I’ensemble du batiment et restent allumés pendant les manipulations. A
I’entrée principale, un couloir dessert deux salles de maternité situées a droite, ainsi qu’une grande
salle d’engraissement a 1’arri¢re. Les murs sont équipés de deux fenétres de type vasistas, assurant un
éclairage naturel. Les animaux sont hébergés dans des cages (voir figure 9) mesurant 70 cm de

longueur, 40 cm de largeur et 30 cm de hauteur. Chaque cage est dotée d’une mangeoire et d’un

systeme d’abreuvement a tétine.

Figure 9 : Cages individuelles
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11.4 Aliment

Les lapins sont nourris avec une alimentation granulée spéciale a volonté, ce produit est fabriqué

a Boumerdes (Figure 10), dans des trémies métalliques installées dans chaque batiment d’élevage.

Figure 10 : Aliment granulé.

11.5 Eau de boisson

La source de I'eau donnée aux lapins est le réseau local d eau portable. Chaque matin, des bacs

en plastique de 6 litres, reliés au systéme de conduits, sont remplis d’eau potable et fraiche (Figure

11).

Figure 11 : Bac d'eau
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11.6 Matériel

11.6.1. Matériel biologique

Les lapins méles de souche synthétique (n=6), sont adulte, &gé de 20 mois. Ayant un
poids moyen de 3,015+0,342Kg (Figurel2). Ces lapins ont été préparés en amont pour la

collecte de la semence.

* 01 lapines « boute-en-train » a été utilisé pour le prélevement de la semence, durant

I’expérimentation. L’ensemble des lapins présentaient un bon état sanitaire.

Figure 12 : Lapins de souche synthétique

11.6.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique est présenté dans I’ Annexe A.
11.7 Méthodes

Les différentes étapes du protocole expérimental sont représentées dans la figure 13.
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Figure 13 : Différentes étapes du protocole expérimental

11.7.1 Préparation des dilueurs
Deux dilueurs sont utilisés dans cette expérimentation, Galap (D1) et Tris (D2), ces deux

derniers sont utilisés chez les lapins.

e Pour le dilueur Galap (D1) : c’est un produit commercialisé dont nous n’avons pas pu
avoir la composition.

e Pour le dilueur Tris (D2) : C’est un dilueur que nous avons préparé nous-méme, dont la
composition est présentée dans I’annexe A. Les étapes de préparation du dilueur D2 sont

illustrées dans la figure 14.




Mettre une quantité de 50ml d’eau
distillé, dans un flacon sur un
agitateur magnétique.

4

Ajouter les composants de dilueur
avec une agitation continue.

4

Compléter jusqu'a 100ml, par I'eau
distillée.

4

Filtrer le dilueur et conserver a 4 C°.

Figure 14 : Etapes de préparation du dilueur D2.

11.7.2 Récolte de la semence

11.7.2.1 Préparation des males a la récolte de la semence

Avant le début de la période expérimentale, tous les males ont été entrainés
quotidiennement pour s'habituer a la collecte avec le vagin artificiel ceci en utilisant une femelle
« boute en train ».

11.7.2.2 Préparation du matériel de récolte de la semence

Avant le récolte, le vagin artificiel est d’abord bien nettoyé et réchauffé avant
I’utilisation a 1’aide d’un bain marie maintenue entre 55 et 60°C pour avoir a son intérieur une
température égale a 37°C (Figurel5), le tube de collecte gradué est placé a son extrémité pour

pouvoir récolter la semence.
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Figure 15 : Préparation du vagin artificiel.

11.7.2.3 Technique de récolte

Tous d abord, nous stimulons le méle en placant la femelle sur la cage du méle pendant
5min (Figure 16 a). Apres, introduire la femelle dans la cage en tenant le vagin artificiel entre
ses membres postérieurs, prés du périnée, en orientant le vagin vers le pénis afin de faciliter
I’intromission du pénis (Figure 16 b, c¢). Lors de 1’éjaculation, le méle bascule en arriére ou sur

le cOté, émettant parfois un cri caractéristique.

Figure 16 : Etapes dés la techniques de la récolte (a : femelle sur la cage ; b : vagin artificielle

pres du périnée ; ¢ : chevauchement du male. )
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11.7.3 Analyse du sperme
11.7.3.1 Examen macroscopique

La premicre étape d’analyse macroscopique se déroule au niveau du clapier et doit se faire
immédiatement aprés la récolte du sperme. Nous débutons I'analyse en évaluant la couleur, le

volume et le pH.

R/

% Volume : La quantité de la semence est mesurée directement dans le tube gradué utilisé

pour la collecte (Figure 17).

.,

% Couleur : La couleur est évaluée par 1’observation de la semence éjaculée dans un tube
de collecte transparent (Figure 17). Une note de 0 a 3 est attribuée a 1’échantillon selon
la grille citée par Roca et al. (2005).

Tableau 1 : Grille de Roca (2005) pour la notification de la couleur de la semence.
Note Couleur
Jaune : urine

Rosatre ou rougeatre : le sang

1 Sperme blanc aqueux
2 Sperme blanc laiteux
3 Sperme blanc nacre ou blanc ivoire
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Figure 17 : Evaluation de la couleur.

pH : Le pH de I'¢jaculat est mesuré a l'aide d'un papier indicateur pH. Ce papier permet de
déterminer le pH dans une plage allant de 0 a 14. La couleur obtenue est comparée avec la couleur
sur la boite (Figure 18).

r

Figure 18 : Mesure du pH.
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11.7.3.2 Examen microscopique

Apres la récolte, Les tubes contenant la semence sont maintenu dans une bouteille
thermique contenant de 1’eau a 37°C (figure 19 a) et transporter au laboratoire de recherche en
reproduction animale de I'Institut des Sciences Vétérinaires (LBRA) pour la partie analyse
microscopique. Le prélévement doit étre déposé directement dans un bain marie a 37°C (figure
19b).

Figure 19: Conservation des échantillons a 37 ° (a: bouteille thermique ; b:bain marie).

11.7.3.2.1. Manipulation du systéme CASA :

Le systeme CASA (Computer Analyser System Assisted) est un systeme informatisé
d'analyse de sperme qui comprend un microscope Nikon Eclipse E 200 équipé d'une plaque
chauffante et d'objectifs a contraste de phase négatif (x100, x200, x400, x600), une caméra
Nikon et un moniteur hp. Le logiciel utilisé pour I'analyse de la mobilité est le SCA ver (version
5.1, Microptic Barcelone, Espagne), qui permet de quantifier le nombre de spermatozoides ayant
un déplacement lent, moyen, rapide et progressif, ainsi que lesparameétres de vitesse, I'angle et
la rectitude des trajectoires. Ce systeme permet également d'évaluer la vitalité, la morphologie

et la concentration des spermatozoides (Figure 20).
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Figure 20 : Systéme CASA.

11.7.3.2.2. Estimation de la motilité massale

La motilité massale est le mouvement d’ensemble des spermatozoides. Cette derniére est
estimée directement apres la collecte par observation d’une goutte de sperme déposée sur une
lame sous microscope optique au grossissement X10. Une note est attribuée selon I’échelle de
Petitjean de 0 (pas de spermatozoides) a 9 (aspect de tourbillon) (Tableau 2). Pour observer,

nous passons par les différentes étapes (Figure 21).

e Déposer la lame sur la plaque chauffante du systtme CASA pour éviter le choc
thermique de la semence (Figure 21 a).

e Meélanger le tube de la semence circulairement avant de prélever la goutte par une
micropipette (10ul) (Figure 21 b).

e Déposer la goutte sur une lame préchauffée puis étaler, faire I'observation par un objectif
x10 (Figure 21 c).

e Observer sur CASA les mouvements puis attribuer un score (Figure 21 d).
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Figure 21 : Etapes de I'évaluation de la motilité massale (a : préchauffage de la lame ; b :

homogénéisation de la semence ; ¢ : une goutte des permes sur la lame ; d : observation).

Tableau 2 : Echelle de Petitjean (1965) pour notation de la motilité massale.

Note Nature et intensité du mouvement
0 Pas de spermatozoides
1 Spermatozoides immobiles.
2 Quelques spermatozoides agités, oscillants sur place.
3 Beaucoup de spermatozoides agités sans déplacement notable.

Quelques spermatozoides immobiles, quelques spermatozoides agités

4 sur place, quelgues spermatozoides mobiles.
Méme chose que 4 mais plus de spermatozoides mobiles. Motilité assez

> Bonne mais pas homogeéne.

La quasi-totalité des spermatozoides se déplace. Motilité bonne et
0 homogéne.
7 Méme chose que 6 avec amorce de mouvements de vagues lents.
8 Méme chose que 7 avec mouvements de vague distinct lents.
9 Vagues énergeétiques, aspect de tourbillons, motilités excellentes

27




11.7.3.2.3. Motilité individuelle

Avec une micropipette réglable, Prélever 10 microlitres de semence fraiche et les diluer dans
290 microlitres de sérum physiologique a savoir une dilution au 1/30 puis homogénéiser la
solution contenant les spermatozoides. Mettre 10 microlitres de la semence diluée ente la lame
et la lamelle, puis observer au Microscope du systeme CASA (grossissement X10). Cette
observation, nous permet dans un premier lieu d’évaluer le type de mouvements des
spermatozoides et de les noter en utilisant 1’échelle d’ Andrieu (1974) (Tableau 3) qui vade 0 a

4 (Boussit, 1989 ; Baril et al., 1993).

Tableau 3 : Echelle d’Andrieu (1974) pour la notation de la motilité individuelle.

Note Motilité individuelle
0 Spermatozoides immobiles.
1 Les spermatozoides ont des mouvements de flagelle sans déplacement.
Les spermatozoides se déplacent lentement. Les mouvements
2 circulaires dominants
Les spermatozoides ont des mouvements heurtés. Leur déplacement
3 s’effectue le long d’une hélice de diamétre sensiblement égal a leur
longueur ou de cercle de larges diamétres
4 Les spermatozoides se déplacent rapidementle long d’une hélice de

faible diametre.

Le systtme CASA nous a également permis de mesurer la motilité progressive des

spermatozoides pour chaque échantillon analysé.
11.7.3.3. Détermination de la concentration

La concentration des spermatozoides par millilitre est déterminée par le comptage direct
des spermatozoides dans un échantillon dilué et fixé de sperme. L’évaluation se déroule en

plusieurs étapes a lI'aide d'un hématimetre de type cellule de Thoma.

e Diluer 10 ul de semence fraiche avec 1990 ul du formol 10% (Figure 22a).
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e Apres dilution et fixation du sperme, homogénéiser la solution a I'aide d'un vortex avant
manipulation (Figure 22b).

e Deéposer la lamelle sur la cellule de Thoma et en introduisant une goutte de semence
diluer a la bordure de chaque chambre de la cellule de Thoma a I'aide d'une micropipette,
puis laisser la cellule reposer pendant 10min (Figure 22 c).

e Compter le nombre de spermatozoides dans les 8 carreaux diagonaux (Figure 22d°

Figure 22 : Etapes d'évaluations de la concentration des spermatozoides (a : fixation de la
semence ; b : homogénéisation ; ¢ : dép6t de la semence diluée dans la cellule de Thoma ; d:

Observation au microscope).
Le calcul de la concentration des spz se fait a I’aide de la formule suivante :
C= N x200/64 (106 spz)
C = Concentration des spz par ml.
N = Nombre des spz comptés dans les huit carreaux.

D = Facteur de dilution.

11.7.3.4. Estimation de la vitalité
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L'évaluation de la vitalité des spermatozoides a été réalisée par la technique de coloration a

I'¢éosine-nigrosine (Bamba, 1998), qui se déroule en plusieurs étapes (Figure 23) :

a. Déposer 10 pL de sperme pur sur une lame a lI'aide d'une micropipette.

o

Ajouter 10 pL de I'éosine.
c. Ajouter 10 microlitres de nigrosine et homogénéiser le mélange avec I'embout de la

micropipette.
d. Etaler avec une autre lame puis laisser sécher.
e. Observation sous microscope a un grossissement x 20 et comptage de 200 spermatozoides.

Figure 23 : Etapes de I'évaluation de la vitalité (a, b, c, d, €).

» Les spermatozoides dont la téte est colorée en rouge sont morts tandis que les

spermatozoides vivants ont une téte colorée en blanc (Figure 24).
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Figure 24 : Observation des spermatozoides vivants (a) et morts (b) aprés coloration a

1’éosine-nigrosine (a, b et c).
11.7.3.5. Evaluation de la morphologie

Les anomalies de morphologie des spz sont recherchées et comptés sur le frottis ayant
servi pour I’évaluation de la vitalité. L’observation se fait avec le syst¢tme CASA plusieurs types
d’anomalies des spermatozoides peuvent étre distinguée : anomalie de la téte, gouttelette
cytoplasmique, de la piéce intermédiaire ou de la queue (flagelle) (Figure 25). Les anomalies

sont comptées sur 200 spermatozoides.

Cytoplasmic droplets

Figure 25 : Différentes anomalies observées par le systtme CASA.
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11.7.4 Etapes de dilution du sperme de lapin et conservation par
réfrigération

Aprés I’analyse de la semence fraiche le premier jour, une dilution de 1/30 est réalisée pour
tous les échantillons prélevés avec deux dilueurs (D1 : Galap et D2 : Tris) dans des tubes a
eppendorff identifiés. Ces derniers ainsi que la semence fraiche ont été conservés a 4C° dans un
réfrigérateur durant la période de 1’étude ou nous avions fait une 1* lecture apres 24 h de
conservation, une 2°™ lecture 48 h aprés et une derniére lecture aprés 72h de conservation a
4C°.
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CHAPITRE I

Résultats et discussion




I11.1 Résultats
Dans ce chapitre, nous présentons nos résultats en deux parties distinctes :

> La premiére partie aborde la qualité des semences fraiches le jour de la récolte.

» Ladeuxieme partic concerne I’effet des dilueurs et la durée de conservation sur la qualité

de semence.
111.1.1 Analyse de la semence fraiche avant conservation a 4°C

Connaitre la qualité du sperme avant sa refrigération est essentiel pour évaluer les
modifications des spermatozoides. C’est pour cette raison que nous avons débuté 1’analyse de

la semence immédiatement apres sa collecte. Il est a noté que sur les six lapins utilisés, un seul
n’a pas donnés de semence.
I11.1.1.1. Taux de la récolte spermatique utile

Les valeurs moyennes du taux de la réponse positive aux sollicitations chez les lapins méles

sont présentées dans le tableau 4.
Tableau 4: Taux des réponses aux sollicitations et des semences analysées des lapins males

Nombre d’animaux étudies 6
Nombre de sollicitations 12
Nombre de semences collecté 10
Nombre de semences observé 10
Nombre de semences éliminé 0

Causes d’élimination
Présence de sang 0

Présence d’urine 0

Réponse aux sollicitations

Taux de réponse aux sollicitations (%) 83,33

Taux de semence utilisés (%) 100
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Le tableau 4 présente une analyse des taux de réponses aux sollicitations des semences
des lapins males, en utilisant un échantillon de 6 lapins et 12 sollicitations. Nous avons remarqueé
que le taux de réponse aux sollicitations était de 83,33%, un seul sujet n’a pas donné de semence.

Le taux des semences analysées est de 100 %.

111.1.1.1.1. Analyse macroscopique

Les reésultats des paramétres macroscopiques de la semence fraiche sont présentés dans

le tableau 5.

Tableau 5 : Valeurs moyennes des paramétres macroscopique de la semence fraiche

N° du Lapin Couleur Volume sans pH
gel (ml)

1 1 0,5 7,8
2 2 0,9 7,25
3
4 2 0,8 7
5 1 0,5 7
6 1 0,6 7

(Moyenne £SD) 1,4+0,49 0,66+0,16 7,21+0,31

e Couleur

Nous avons remarqué que sur les six lapins utilisés dans notre partie expérimentale, la

semence avait présenté un score moyen de 1,4 £0,49.
e Volume
Le volume moyen de la semence chez les lapins de la souche synthétique est de 0,66+0,16 ml.

opH

34




La valeur moyenne du pH obtenue est de 7,21+0,31.
111.1.1.1.2 Analyse microscopique

Les résultats des parametres microscopiques de la semence fraiche sont présentés dans

le tableau 6.
e Motilité massale

Le score de motilité massale varie entre 3,25 et 7 selon 1’échelle de petit jean 0 a 9. Avec

une motilité massale moyenne de 5,25+1,32.

e Motilité individuelle :

Le score varie entre 2,5 et 3,5 représente selon le tableau de 0 a 4 d’ Andrieu. Avec une motilité

individuelle moyenne de 2,95+0,33, soit un taux de 73,75%

e Concentration

La concentration en spermatozoides de la semence fraiche analysée dans notre étude
est en moyenne de 99,49+66,44 x10° spz/ml.

e Vitalité

Apreés la coloration par 1I’¢osine-nigrosine. Le pourcentage des spz vivants est en moyenne

de 55,55% et celui des spermatozoides morts est en moyenne de 44,45+14,56%.

Tableau 6 : Valeurs moyennes des parametres macroscopique (Motilité massale et individuel,

concentration et la vitalité) de la semence fraiche

35




N° des lapins  Motilité Massale Motilité

(%) Individuelle(%o)

1 6 3

2 6,5 3,5

3

4 5 3

) 3,25 2,75

6 7 2,5

(Moyenne 5,55+1,32 2,9540,33
+SD)

e Morphologie des spermatozoides

Concentration

x105Spz /ml
28,75
170,35

40,62

70,13

187,4
99,49+66,44

Vitalité (%)

57,5
55

44
39,75
81,5
55,55+14,56

Selon les résultats illustrés dans la figure 26, nous pouvons remarquer que 55,55% des

spermatozoides sont normaux, alors que le pourcentage de spermatozoides anormaux est estimé

a 44,45%. La plupart des anomalies sont liées a la queue avec une moyenne de 29,7%, suivie

par la piéce intermédiaire avec un taux de 10,32% Un faible pourcentage est trouvé pour les

anomalies de la téte avec une moyenne de 1,08%, et 4,35% pour les anomalies liées a la

gouttelette cytoplasmique (Figure 27).
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Anomalies morphologiques

Figure 26 : Pourcentage des spermatozoides normaux et anormaux.
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Anomalies morphologiques (%)
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Figure 27 : Pourcentage des anomalies morphologiques des spermatozoides.
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111.1.2. Effet des dilueurs sur la qualité spermatique durant la conservation a
4°C

Nous avons utilisé le systtme CASA pour évaluer les effets des deux dilueurs (D1 :
Galap ; et D2 : Tris) et la durée de conservation de J1 a J3 sur les parametres microscopiques a

savoir la motilité et la vitalité des spermatozoides chez les lapins de souche synthétique.

111.1.2.1. Motilite

La figure 28 illustre 1’effet des dilueurs sur la motilité (progressive et non progressive)

des spermatozoides, conservés a 4 °C.

120
100 _
X 80 1+ N
c
.0
a4 60 +— — W Motilité progessive
‘0
'é” 40 B Motilité non progessive
o Immobile
20 1 B
O ]Ii_v_-—v—v7 | E— T |
1

[
11 D1J2 D1J3 |32J1 D2J2 D2J3
Durée de concervation(j)

FjO FJ1 FJ2 FI3

Figure 28 : Effet des dilueurs D1 (Galap) et D2 (Tris) sur la progression des spermatozoides en
fonction de la durée de conservation de la semence. F : semence fraiche (témoin), D : dilueur, J

- jour.

Les résultats de 1’analyse de la semence fraiche juste apres la collecte (JO) a révélé un taux de
motilité de 34,38% (progressive : 20,43% ; non progressive : 13,95%) et immobile est de
65,62%. Nous avons constaté que la motilité a diminué les jours suivants (J1 : 0,42% ; J2 et 2 :
0%). De méme pour la motilité non progressive (J1 :2,11 % J2 : 0,03% et J3 : 0 %).
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> Pour le dilueur D1 :

- La motilité progressive diminue avec la durée de conservation. Elle est de 1,4% a J1 ; de
0,8% a J2 et J3.

- La progression non progressive diminue elle aussi avec la durée de conservation. Elle diminue
de JO & J1 pour atteindre 2,85%, continue a diminué le J2 a 1,7%, et diminue encore a J3 pour
atteindre 0,4%.

- Le pourcentage de spermatozoides immobiles augmente de JO a J1 pour atteindre 95,75%,
atteint 97,5% a J2, et continue jusqu’a atteindre 98,8% a J3.

> Pour le dilueur D2 :

-la motilité progressive est de 0,1% a J1, et diminue encore jusqu’a atteindre 0% a J2 et J3.
- la motilité non progressive diminue jusqu’a 0,24% a J1, et atteint 0% a J2 et J3.

- Le pourcentage des spermatozoides immobile augmente avec la durée de conservation jusqu’a
99,66% a J1, et atteint 100% a J2 et J3.

Les résultats obtenus ont montré que la semence conservée a 4 °C présente une baisse rapide de
la motilité de la semence fraiche (j1 : 2,53) ainsi que celle diluée dans le deuxieme dilueur (Tris)
(i1 : 0,34). Cependant, la semence diluée dans la solution de Galap maintient sa mobilité
jusqu’au 3éme jour (J3 :1,2%).

111.1.2.2.Vitalité

Apres la récolte (JO), le taux moyen de la vitalité (spermatozoides vivants) est de 55,55%.

* Pour le dilueur D1, il est de 58,2 % a J1, puis diminue pour atteindre une valeur de 50% a J2
puis a J3 elle est de 25% (Figure 31).
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Figure 31 : Effet du dilueur D1 sur la vitalité des spermatozoides en fonction de la
durée de conservation. F : fraiche, D : dilueur, J : jour.

* Pour le dilueur D2, la vitalité est de 17% a J1 puis elle diminue pour atteindre une valeur de

13% a J2, et continue a baisser jusqu’a 0% a J3 (Figure 32).
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Figure 32 : Effet du dilueur D2 sur la vitalité des spermatozoides en fonction de la durée

de conservation. F : fraiche, D : dilueur, J : jour.
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comparaison entre la vitalité de la
semence fraiche et les deux dilueurs
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Figure 33 : Comparaison entre la vitalité de la semence fraiche et les deux dilueurs.

Les résultats obtenus ont montré une baisse du taux moyen de la vitalité des spermatozoides
conservés a 4 °C a I’état frais et dilués dans les deux dilueurs (D1 :Galap et D2 :Tris a au cours
des trois jours de conservation. Cependant, la semence diluée par la solution de Galap avait
enregistré un taux de vitalité supérieur a celui de la semence fraiche et de celle dilué avec le

deuxiéme dilueur (D2:Tris).
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I11.2.Discussion

L’objectif de cette étude était d’évalué I’effet de deux dilueurs, Galap (D1) et Tris (D2) sur les

parametres spermatiques du lapin de souche synthétique apres une conservation a 4°C
I11.2.1. Analyse de la semence fraiche avant conservation (JO)
111.2.1.1 Analyse macroscopique

e Volume

Le volume spermatique moyen rapporté dans nos résultats (0,66+0,16ml) est
conforme a la norme normes (0,3-0,9 ml). Toutefois, Nous avons trouvé que nos résultats
étaient inferieurs par rapport aux moyennes du volume d'éjaculat enregistré par Mathur et
al., (1989), ainsi que celui de Pascual et al., (2004) (1,13ml et 0,90ml respectivement).

Les différences de volume d'éjaculat peuvent étre attribuées a des variations de I'activité des

glandes sexuelles accessoires en réponse a I'hormone testostérone (EI-Kamash al., 2000).

* pH:

La valeur moyenne du pH observé chez nos lapins de souche synthétique est de
(7,21+0,31). Nos résultats sont conformes a la norme, qui est d'environ 7,1. Cependant, des
résultats proches ont été rapporté par Mathur et al., (1989) (7,23). Selon Abd El-Ghaffar
(1992), le pH joue un réle en tant qu'indicateur de la sécrétion normale des glandes

accessoires et de la capacité des spermatozoides a survivre.
* Couleur

Dans notre experimentation nous avons enregistré une note de 1,4 (couleur
blanche laiteuse clair). Toutefois, Roca et al., (1993), ont observé une couleur crémeuse pour
la semence. Et ils ont rapportés une corrélation positive entre la couleur et la concentration

spermatique. Selon Alvarino (1993), la couleur serait un indicateur de la qualité du sperme.
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111.2.1.2.Analyse microscopique

* Motilité massale et individuelle

Lors de I’analyse de la motilité massale, nous avons observé un score de 5,55+1,32 pour
la souche synthétique. Le taux de motilité massale est similaire a celui rapporté par Theau-
Clément et al. (2015) (5,73%).

Concernant la motilité individuelle, les taux observés étaient de 2,95+0,33, soit 73,75%. Nos
résultats sont supérieur a ceux rapporté par Pascual et al., (2004) (47,01%), ainsi qu’a ceux
rapporté par Roca et al., (2005) (66,88 %). Cependant, nos résultats sont inférieur par rapport a
ceux rapport par Di lorio et al. (2014), chez les lapins Blanca italiana (76,00+098) et par
Carluccion et al. (2019), chez la race Néo-Zélandaise (78,80+1,70%).

Les différences observées dans la motilité des spermatozoides pourraient étre attribuées aux
variations de l'activité de la glande pituitaire, qui influence la sécrétion de I'normone lutéinisante
(LH). Cette derniere, a son tour, affecte la production de testostérone par les cellules de Leydig

dans le tissu interstitiel des testicules (Seleem, 2005).

e Progressivite

Dans nos conditions expérimentales, la valeur de la progression des spermatozoides
enregistrées (20,43%) son inferieur aux normes (30%-90%) (Theau-Clément et al., 1996).
Toutefois, les résultats que nous avons obtenu sont inférieure a ceux rapportés par Mathur et al.,
(1989) ( 68,92 %). Et de ceux rapportés par Theau-Clément et al., (2015) (42,6 %).

* Concentration en spermatozoides

La concentration de spermatozoides par éjaculat enregistré (99,487x108 spz/ml), est
inférieure a la normale (250-600 x 10°spz/ml). Nos résultats sont inférieurs a ceux rapporté par
Mathur et al. (1989), (934 x 10°spz/ml), par Roca et al., (2005)(465,71 x 10°spz/ml) ainsi qu’a
ceux rapportés par Di lorio et al. (2014), (645+32,00x108 spz/ml). Cependant, nos résultats sont
similaires a ceux rapportés par Pascual et al. (2004), (99,6 x 10°spz/ml). La variation de la

concentration des spermatozoides pourrait étre liée a des différences entre les races, I'age, les
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conditions environnementales, le niveau de testostérone, la taille du corps et le poids des
testicules (Abd El-Ghaffar, 1992), ainsi qu'a la dégenérescence de I'épithélium germinal et a

I'atrophie des tubules séminiféres (Zeidan et al., 1997).
« Vitalité

Le taux des spermatozoides vivants de la souche synthétique enregistré dans notre
partie expérimentale est de 55,55% +14,56%. Mathur et al. (1989) et Carluccio et al. (2004),
ont apporté un taux de vitalité supérieur a celui obtenu dans notre partie expérimentale (89,97
% et 92,20%, respectivement).La vitalité peut étre affectée par des facteurs comme la

nutrition, la fréquence de collecte ou la température.
« Morphologie

Nous avons enregistré un taux d’anomalies morphologiques de 44,95%. Cependant,
les anomalies les plus obtenus sont ceux de la queue (29,7%). Nos résultats sont supérieur a
ceux rapportés par Mathur et al., (1989) (16,59 %) et de ceux rapportés par Carluccio et al.
(2004), (2,4%). Marai et al. (2002), ont attribué I'augmentation du taux de spermatozoides
anormaux aux défauts de la spermatogenese, en particulier au dernier stade de différenciation
des spermatides. Ces anomalies pourraient également étre liées aux procédures de
préparation des échantillons spermatiques (facteur de dilution et des lames qui vont servir a

I'analyse morphologique assistée par ordinateur (Davis, 1993).
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111.2. Analyse de la semence fraiche et diluée durant la conservation a 4°C
(J1, J2 et J3)

Cette partie étude a évalué les effets de deux dilueurs, Galap (D1) et Tris (D2), sur la
préservation de la qualité du sperme de lapins de souche synthétique, conservé a 4 °C pendant
24, 48 et 72 heures. En utilisant le systeme CASA pour analyser les parametres microscopiques
(motilité et vitalité), nos résultats ont montré que le dilueur Galap (D1) maintenait mieux la
vitalité et la mobilité progressive des spermatozoides que le Tris (D2), en particulier pour des

durées de conservation prolongées.
111.2.1. Motilité

Le taux de la motilité chez la souche synthétique diluée avec le dilueur D1 est supérieur
a celle dilué par le dilueur D2 tout le long de la durée de conservation. Les résultats obtenus

sont de ’ordre suivant:

e Pour le dilueur D1 la motilité baisse progressivement. A J1 elle est de 4,25% (1,4%+
2,85%), a J2 :2,25% (0,8%+ 1,7%), et a J3 :1,2% (0,8%+0,4%).
e Pour le dilueur D2 la motilité individuelle est faible a J1 : 0,34% (0,1%+0,24%), et

devient nul a J2 et J3.

A partir de ces résultats, il parait que le dilueurs D1 (Galap) a un effet favorable sur la motilité
jusqu’au 3™ jour (J3 : 1,2%), alors que 1’effet du dilueurs D2 (Tris) s’épuise au j1 : 1,4%
(0,1%+0,24%).

111.2.2. Vitalité

Le taux des spermatozoides vivants de la souche synthétique apres conservation est de

I’ordre suivant :

e Pour le dilueur (D1) nous avons enregistré un taux de vitalité de 58,2% a J1, puis ce
dernier diminue pour atteindre une valeur de 50% a J2 et elle continue a baisser pour
atteindre 25% a J3.

e Pour le dilueur (D2) elle est de 17% a J1 puis elle diminue pour atteindre une valeur de

13% a J2, et continue a diminuer jusqu’a 0% a J3.
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Une diminution du taux de vitalité des spermatozoides est observée pour les deux types de
dilueurs (D1 et D2) au cours de la période de conservation (J1 a J3) a 4°C. Néanmoins, la
semence diluée par la solution de Galap avait enregistré un taux de vitalité supérieur a celui de

la semence fraiche et de celle dilué avec le deuxieme dilueur (D2 : Tris).

Ces résultats sont en accord avec la littérature récente, qui souligne le réle crucial de la
composition des dilueurs dans la préservation du sperme. Par exemple, une étude de Martinez-
Pastor et al. (2021) a montré que les dilueurs enrichis en agents protecteurs de membrane et en
antioxydants améliorent significativement la mobilité et la viabilité des spermatozoides lors de
la conservation a froid, chez le lapin comme chez d'autres espéces. Les performances
supérieures observées avec Galap dans notre étude pourraient étre attribuées a sa formulation,
qui contient probablement de tels composants protecteurs, contrairement aux dilueurs a base de
Tris qui, bien que largement utilisés, manquent parfois d’additifs suffisants pour contrer les

dommages causés par le froid (Kumar et al., 2022).

Par ailleurs, la diminution de la mobilité et de la vitalité observée avec le temps dans les deux
dilueurs confirme la détérioration progressive de la qualité du sperme bien conservé dans les
conditions de stockage réfrigéré (Pérez-Guzman et al., 2023). Cependant, la meilleure
conservation avec Galap indique que le choix du dilueur est déterminant pour prolonger la durée
de vie du sperme sans compromettre son potentiel fécondant. Ce constat est cohérent avec les
travaux de Martinez-Pastor et al. (2021)), qui ont montré que les formulations de dilueurs

adaptées a des especes et souches spécifiques permettent de meilleurs résultats de conservation.

Fait intéressant, bien que la mobilité progressive ait chuté nettement dans les deux dilueurs, la
vitalité s’est relativement mieux maintenue avec Galap, ce qui suggere que ce dilueur protege
mieux I’intégrité membranaire et I’activité métabolique des spermatozoides. Cette observation
est appuyée par des recherches récentes montrant que les dilueurs contenant des substrats
énergétiques et des stabilisateurs de membrane peuvent réduire la peroxydation lipidique et

maintenir la fonction spermatique durant la conservation (Chen et al., 2023).

Les résultats obtenus dans ce travail montrent qu’il est possible d’utiliser la semence diluée avec

la solution de Galap, conservé a 4°C pour une insémination artificielle 24 h aprés le prélevement

46




ou nous avions constaté que la mobilité progressive et la vitalité sont meilleures par rapport a la

semence fraiche ou celles diluée avec le Tris. Cependant, il reste plus intéressant de pratiqué

I’insémination artificielle avec la semence fraiche le jour méme du prélevement (Vitalité

progressive : 20,34 ; vitalité ; 55,55%).
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Conclusion




Conclusion

A D’issu de notre expérimentation, qui a pour objectif d’étudier I’effet de deux dilueurs et de la
durée de conservation sur la semence de lapin de souche synthétique, nous pouvons conclure
que :

> Les dilueurs utilisés ont un effet sur la vitalité, la motilité ; nous avons noté des valeurs

variables.

» Le dilueur D1(Galap) a montré de meilleures performances que le dilueur D2 (Tris) en
termes de maintien de la motilité et vitalité des spermatozoides pendant la conservation
a4°C.

» Diminution de la mobilité et de la vitalité observée avec le temps dans les deux dilueurs

confirme la détérioration progressive de la qualité du sperme conservé a 4°C.

» En résumé, l'utilisation de dilueurs adaptés, la réfrigération a 4°C et I'insémination
rapide permettent de conserver efficacement la semence de lapin pendant maximum 2

jours apres le début de la conservation a 4 °C.

Pour approfondir ces résultats, il est indispensable de les valider par des études complémentaires
menées sur des échantillons plus larges. Il conviendrait également de réaliser des inséminations
artificielles afin d’évaluer ’efficacité réelle des dilueurs, en analysant les taux de fertilité et de

prolificité.
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ANNEXE




Annexe A

Matériel et réactifs utilisé dans la partie experimentale

1. Matériel utilisé pour la préparation du dilueur Tris (D2).

0,

¢+ La composition du dilueur Tris (D2) est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Quantité des produits utilisés pour la préparation du dilueur Tris (D2)

Nom des produits Dilueur 1
Tris
(Viudes de Castro et al,.2012)

Tris 3,026¢

(hydroxymethyl aminométhane)

Acide citrique 1,7g
Glucose 1,25¢g
Antibiotique 0,1g
Eau distillée 100ml

Figure 1 : Compositions du dilueur Tris (D2) : a: Tris ; b : Acide citrique ; ¢ : D-Glucose : d :
Antibiotique ; e : Eau distillée.

7

« Le matériel utilisé pour la préparation du dilueur est illustré dans la figure
suivante :




Figure 2 : Matériel utilisé pour la préparation du dilueur D2 : (a : balance de décision ; b :
agitateur magnétique et un bécher ; ¢ : tube en verre gradué)

2. Matériel pour la collecte de la semence et analyse macroscopique

La collecte de sperme chez le lapin nécessite d’avoir le matériel suivant :

- Plaque chauffante et cristallisoir pour chauffer et le vagin artificiel (figure 1).

- Les tube gradues stérile pour le prélevement de la semence, voir la couleur et VVolume
(Figure 2).

- Papier pH pour déterminer le pH de la semence (figure 3).




Figure 1 : Plaque chauffante avec un Figure 2 : Tube gradue.

Vagin artificiel.

Figure 3 : Papier pH.




3. Réactifs et solution pour I’analyse de la semence

-Eosine-nigrosine pour 1’analyse de la vitalité (figure 4).

- Formol a 10% pour I’analyse de la concentration (figure 5).

Figure 4 : Eosine-nigrosine. Figure 5 : Formol a 10%.

4. Matériel de laboratoire pour la dilution et ’analyse de la semence
- Bain marie pour garder la température de la semence a 37°C (figure 7).
- Vortex pour homogénéisation des solutions (figure 8).

- Dilueurs Galap D1 et Tris D2 (figure 9).

Figure 7 :Bain-marie Figure 8 : Vortex




Figure 9 : Dilueur Galap (a) et Tris(b).

- Cellule Thoma pour 1’analyse de la concentration (figure 10).

- Micropipette de 10 et 1000 microlitres (figure 11).

- Tubes sec (figure 12).

- Tubes eppendorf (figure 13).

- embouts (jaune et bleu) a usage unique pourles différents prélevements (figure 14).

- Lames et lamelle pour la différente observation microscopique (figure 15).

Figure 10 : Cellule de Thoma Figure 11 : Micropipette




Figure 12 : Tube sec. Figure 13 : Tubes eppendorf.

Figureld : Embouts (jaune (a) et bleu (b)).
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Figure 15 : Lames (a) et lamelles (b).

-System CASA (computer assisted sperm analysis) pour 1’analyse microscopique de la
semence (figure 16).

Figure 16: System CASA.
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