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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

La reproduction sexuée chez les mammiféres consiste en la fécondation d une cellule
haploide femelle (ovocyte) par une cellule haploide mé e (spermatozoide) afin de donner un zygote

diploide.

Ces cdlules, nommées gamétes, sont hautement spécialisées et n’ont qu’ une seule fonction:
assurer la continuité de I’ espéce. Cette thése portera uniquement sur la conservation des gametes

males, |es spermatozoides chez I’ espece ovine.

Elle est présentée en deux grands volets, le premier porte sur les données bibliographiques
relatives ala reproduction chez le bélier, collecte & évaluation de la qualité de la semence ainsi que

les principes de base de cryobiologie.

Le second volet est représenté par I’ é&ude expérimentale. Nous nous sommes penchés dans
cette étude sur une méthode de conservation a court terme de la semence ovine vu que
I'insémination artificielle réalisée avec de la semence réfrigérée chez cette espece soit la technique
de reproduction sur laquelle sont aujourd'hui basés les programmes de sélection, pour cela nous
avons essaye de tester six milieux différents (milieu témoin, jaune d’ ceuf a 20%, Glycérol a 5 et
10%, Ethyléne glycol 5 et 10%) rapportés dans la bibliographie afin d’en apprécier I’ efficacité et

surtout de faire ressortir celui qui est le plus approprié alaréfrigération de la semence ovine.
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Chapitrell Partie bibliographique

Chapitrel :

Lareproduction chezlesbéliers

|. Introduction

La reproduction est la clef de volte de toutes les filieres animales. L’ activité sexuelle du
male présente un caractere continu contrairement a ce que I’on observe chez la femelle. Elle
sinstale ala puberté et se maintient au long de la vie de I’animal, cependant chez les ovins, cette

activité présente une variation saisonniére qui dépend de I’ effet de la photopériode.
II. Anatomie del’appareil reproducteur male

L’ appareil génital male est formé par |’ ensemble des organes chargés de I’ éaboration du
sperme et du dépot de celui-ci dans les voies genitales de la femelle ou se réalise la fécondation
(Barone, 1978).

Lafigure 1 montre latopographie des différentes parties de |’ appareil génital male.

Vésicules Séminaies

~
\\
ampoule du délérent / )
Vessie
Reclum Anus
Prostate + les sphincters - Muscl
Canal déférent-| | bul:’;z-e
Glandes de Cowper (2) et~ cavemeux
Muscle transverse du périnée ll
“-—_-_—-—_L, - ®
— — : la verge
Fourreau @[_ ' el
Gland Verge Muscle
/ vermiforme Testicule ischio-
Eilel 5 d caverneux
R ELEEDI Epididymé  Bourses

Figure 1: Appareil génita méle des petits ruminants d’ aprés (Baril et al., 1993).
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En général, il comporte trois grandes parties, dont chacune posséde son équivalent dans

I" appareil génital femelle qui sont : la section glandulaire, la section tubulaire et le sinus urogeénital.
[1.1. Lasection glandulaire:

Comprenant deux gonades : « lestesticules », et |es glandes annexes.
I1.1.1. Lestesticules

La région scrotale forme chez le bélier une masse ovoide, bilobée, longuement
et verticalement pendante sous larégion inguinale et attachée ala paroi abdominale inférieure.

Le testicule ou glande génitale est un organe pair, trés mobile dans les bourses, plus
sphéroide chez le bélier que chez le taureau, il est aussi plus volumineux et plus pesant en
proportion ; son poids unitaire varie de 170 a 300 grammes (Barone, 1978 ; Montane et al., 1978 ;
Bonnes et al., 2005).

Sa taille, qui varie selon plusieurs facteurs (race, individus, stades physiologiques,
saison...), est en moyenne de 10 cm delong, 6 cm de large, et 6 cm d' épaisseur ; le rapport poids du
testicule/poids du corps chez le bélier est égal a 1/200 (Dadoune et Demoulin, 2001 ; Bonnes et al.,
2005), ce rapport est élevé comparativement a d autre espéces telles que : I’homme (1/1500), le
lapin (1/700), ou le taureau (1/640) (Vaissaire, 1977 ; Dadoune et Demoulin, 2001).

Letesticule est protégé par des envel oppes superposées et d origines trés différentes.
En surface se trouve e scrotum, qui est constitué par :

- Une peau mince, souple, recouverte de jarre, et formant un sac commun aux deux

testicules pourvu d’un sillon médian : le raphé.

- Le dartos peu épais, constitué de fibres musculaires lisses et de fibres élastiques, et formant

un sac autour de chaque testicule.
En intermédiaire se trouve la tunique fibreuse : tissu conjonctif sous cutané, trés mobile.

En profondeur se trouve le crémaster ; ce muscle joue un réle important dans la
thermorégulation. Selon (Waits,1969) cité par (Vaissaires,1977) la température des testicules est
inferieure alatempérature corporelle d’ environ 2 a4°C.
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Le crémaster est localisé du coté externe de I’ enveloppe fibro-séreuse, cette derniere forme
un sac alongé engainant le testicule, I'épididyme et le cordon testiculaire (Vaissaire, 1977) ;
Barone, 1978 ; Bonnes et al., 2005).

Plus profondément chaque testicule est revétu d une capsule fibreuse, |’abuginée, qui
s enfonce dans la profondeur du testicule pour constituer le corps de Highmore, perforé par des
vaissealx, et le rete testis. Entre |’ albuginée et le corps de Highmore sont tendues des cloisons ou
septa, souvent incompletes qui délimitent environ deux a trois cents lobules testiculaires, chacun

contenant 1 a 4 tubes seminiféres (Dadoune et Demoulin, 2001).
Il .1.2. Les glandes annexes

Elles sont a sécrétion externe produisant des liquides destinés a diluer les spermatozoides et
favoriser leur mouvement, a les nourrir (Soltner, 2001). Leurs sécrétions représentent environ les

trois quarts du plasma séminal d un §aculat (Barone, 1978). Ces glandes sont:

- Les vésicules séminales : Ce sont des organes glandulaires a surface lobulée, dont le tube
excréteur interne sinueux, s ouvre en arriere sur le plafond de l'urétre en commun avec le canal
déférent. Leurs secrétions constituent une grande partie du liquide séminal (60% du volume total du
sperme) (Bonnes et al., 2005). Il sagit d'un liquide riche en fructose qui constitue une source
d’énergie pour les spermatozoides selon White et Wales (1961) et Bonnes et al., (2005), en acide
citrique et en prostaglandines (Setchell, 1991 ; Baril et al., 2005).

- La prostate : Peu développée, elle est située sous le sphincter urétral, elle aune forme d' un
petit renflement glandulaire transversal de couleur jaune grisétre (Vaissaires, 1977). Le liquide
prostatique étant riche en acides aminés, enzymes, fructose et des ions divers surtout le Zinc (réle

bactéricide), contribue d’ une grande part dans la formation du sperme (Barone, 1978).

- Les glandes de cowper ou glandes bulbo-urétrales : Glande paire, appelée glande de
Cowper, €elle est peu volumineuse chez les petits ruminants, globuleuse, de taille d’ une noisette et
d’ une largeur de 1cm (Barone, 1990 ; Setchell, 1991), étendu du revers média de la tubérosité
ischiatique a la face dorsale de la terminaison de I’ urétre pelvien (Barone, 1990). Elle secréte un
liquide clair visqueux a pH acain (pH=7,8) servant au nettoyage et a la lubrification de I’ urétre
juste avant I’ gaculation (Barone, 1978 ; Noakes et al., 2001).

I1.2. La section tubulaire: constituée par I'épididyme, et le canal déférent.
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[1.2.1. L'épididyme

C’est un organe plagué sur I’ arriére du testicule, d’une longueur de 60 m, reliant les canaux
efférents (ala sortie du testicule) au canal déférent (Dacheux, F., et Dacheux, J-L., 2001 ; Bonnes et
al., 2005). Il est trés flexueux et se pelotonne une premiere fois au départ du testicule constituant
ains latéte de I’ épididyme, puis aprés un parcours plus au moins rectiligne, correspondant au corps
de I’ épididyme, il se pelotonne de nouveau formant ainsi sa queue avant d’aller déboucher dans le
canal déférent (Bonnes et al., 2005).

Laparoi de ce tube est entourée d’ une mince couche de fibres musculaires lisses dont les
contractions permettent le transit des spermatozoides (Dacheux, F.,et Dacheux, J-L., 2001 ; Bonnes
et al., 2005).

[1.2.1.1.Structure

L’ épididyme est formé par un systeme canaliculaire maintenu par une mince albuginée, ce
systeme canaliculaire comprend des amas de fluctiosités des canalicules efférentes, puis ces
canalicules confluent en un conduit épididymaire qu’'on appelle le rete testis, ce dernier occupe
chez I"homme une position superficielle aors que chez le bélier, il se prolonge dans le testicule

suivant son grand axe (Barone, 1978).

La jonction entre le rete testis et les tubes séminiferes s effectue par I'intermédiaire des

canaux droits, lajonction avec le canal épididymaire se fait par les canaux efférents.

Les éudes histo-chimiques ont montré une grande diversité des segments de I’ épididyme,
chague partie de celui-ci est responsable de sécrétions enzymatiques différentes de celle des autres,
cette diversité laisse supposer qu'a chaque niveau de I'épididyme doit correspondre un réle

physiologique bien déterminé (Soltner, 2001).
11.2.1.2. Fonctions physiologiques de I’ épididyme

Il constitue un lieu de stockage, de maturation et de remaniement des spermatozoides. Ces
réles sont déterminés par les androgenes (Craplet et Thibier, 1977 ; Voglmayr et al., 1977 ; Noakes
et al., 2001)

C'est au niveau de I’ épididyme (le corps épididymaire) que les spermatozoides acquiérent
leur mobilité et leur pouvoir fécondant (Chevrier et Dacheux, 1988 ; Barone, 1990 ; Setchell, 1991 ;
Baril et al., 1993 ; Noakes et al., 2001). On reconnait al’ épididyme une autre fonction qui consiste

a |’augmentation de la concentration du sperme par réabsorption de la majeure partie du fluide du
5
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rete-testis (Setchell, 1991). La paroi de ce tube est entourée d une mince couche de fibres
musculaires lisses dont les contractions permettent le transit des spermatozoides (Dacheux, F., et
Dacheux, J-L., 2001 ; Bonnes et al., 2005).

Dans I'épididyme, le sperme se conserve fertile jusqu'a 40 jours aprés ce délai, les
spermatozoides sont fragmenteés et sont résorbés par les spermiophages ou éliminés dans les urines
(Hammond, 1961).

11.2.2. Canal déférent

Faisant suite au canal épididymaire, Il s éend de la queue de celui-ci al’ urétre dans lequel il
s ouvre a coté de I’une de ses dépendances. «la glande vésiculaire». Dans son trgjet, il S'engage
dans |e cordon spermatique en position médiale, puis arrivé en partie abdominale pelvienne, il décrit
une courbe a concavité ventro-caudale, sur le coté du détroit cranial du bassin, a ce niveay, il se
place en face dorsale de la vessie, se rapproche progressivement avec |'autre conduit déférent

formant ainsi une ampoule: «ampoule déférentielle» avant de se jeter dans |’ urétre.

C’est un tube de quelques centimétres mais, il a une puissante musculeuse qui va présenter
des contractions au moment de |’ §aculation. Ces contractions du canal déférent sont induites par les
prostaglandines (Craplet et Thibier, 1977 ; Barone, 1990).

I1.3. lesinus uro-génital : comprenant I’ urétre et |’ appareil copulateur.
11.3. 1. L'urétre

L’ urétre a une forme d’un long conduit impair servant a |’ excrétion de I’ urine et du sperme,

il est divisé en deux parties anatomiquement distinctes (Barone, 1990):
- I urétre pelvien logé dans le bassin,

- I'urétre extra-pelvien entierement recouvert par I'albuginé et soutenu par deux cordons

fibro spongieux.
11.3. 2. Le pénis

Le pénis ou verge est I’organe copulateur du méle (Vaissaire, 1977). Il est de type fibro-
élastique, mesurant 40 centimétres en moyenne, sa structure tissulaire lui permet de s §ecter au
moment de I’accouplement et de déposer la semence dans les voies génitales femelles (Barone,

1990). Il est formé par |’ urétre pelvien auquel sont annexés des muscles et des formations érectiles
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(Bonnes et al., 2005). Il décrit chez le bélier une double inflexion en forme de S (S pénien) qui

S efface au cours de |’ érection (Meyer, 2008).
I11. Physiologie dela reproduction chez le bélier
I11.1. Lafonction testiculaire

Elle est double: endocrine et exocrine :

- Fonction endocrine (la stéroidogenese) : production de testostérone par les cedlules de
Leydig (tissu interstitiel), cette hormone stimule la spermatogenese, la maturation des organes
génitaux, I'apparition des caractéres sexuels secondaires, suscite I’émergence de la libido, et
participe au rétrocontréle hormonal hypothalamo-hypophyso-gonadique; outre la testostérone, les

cellules de Leydig secrétent de |’ estradiol, en quantité variables selon les especes (Robel, 2001).

- Fonction exocrine (la spermatogenése.): production de spermatozoides dans les tubules
seminiféeres. Associés aux secrétions des glandes annexes, ils constituent le sperme, émis lors de

I’ §aculation (Parapanov et Vargas, 2009).
[11.1.1. La spermatogenése

La spermatogenése est un processus chronologiquement long et continu  débutant a la
puberté, qui a partir de cellules initiales basales (cellules de la ligné germinale male) des tubes
seminiferes, aboutit apres mitose, méose et différenciation a la libération de spermatozoides mars
dans la lumiére des tubes séminiferes (Amann et Schanbacher, 1983 ; Johnson, 1991). Ainsi,
I’ épithélium séminifére est composé de trois types de celules germinales : spermatogonies, les
spermatocytes (primaires et secondaires) et les spermatides (Degjardins, 1978 ; Noakes et al., 2001)
a chacune des quelles correspond une phase du cycle spermatogénétique : la spermatocytogenese, la

méiose et |a spermiogenése (Johnson, 1991).

Le dével oppement des spermatogonies en spermatozoides est organisé selon un ordre spatial
et temporel rigoureux ; I’entrée en spermatogenése de différents ilots de spermatogonies se fait en
effet de fagon réguliére et cyclique : tous les 10 jours chez le bélier. Le cycle complet dure par

ailleurs 49 (Parapanov et Vargas,2009).
111.1.1.1. Ledéroulement de la sper matogenese

Selon Barone (1990) et Johnson (1991), le cycle spermatogénétique est divisé en trois
principales phases : la spermatocytogenese, laméiose et la spermiogenése.

7
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» Laspermatocytogenése

Les gonocytes formées dans les cordons testiculaires au cours de la vie foetale se
transforment aprés la naissance (3 a 6 semaines) en spermatogonies (Hochereau-de Reviers et al.,
1995). Les spermatogonies souches stockées le long de la membrane basale des tubes séminiferes,
entre les cellules de soutien (précurseurs des cellules de Sertoli) (Courot, 1962 ; Hochereau-de
Reviers et al., 1995 ; Noakes et al., 2001) donnent par mitose d’ une part des cellules filles qui
deviennent des spermatogonies souches et d autre part, d autres cellules filles qui se divisent

activement en spermatocytes (Degjardins, 1978 ; Johnson, 1991).

Trois types de spermatogonies originalement décrits par Johnson (1991) et Noakes et al.
(2001) sont : les spermatogonies A (ou poussi éreuses), les spermatogonies intermediaires et les
spermatogonies B (ou crodtelleuses).

Cinq différents sous types de spermatogonies sont observés (A1, A2, A3, Bl et B2) (Amann
et Schanbacher, 1983 ; Johnson, 1991). En revanche, chez les ovins, les spermatogonies AQ, Al,
A2, A3, In (intermédiaire), B1 et B2 apparaissent durant ce stade (Degardins, 1978 ; Hochereau-de
Reviers et al., 1976 cité par Noakes et al., 2001) représentant ainsi, six divisions mitotiques entre
les spermatogonies souches (A0) et les spermatocytes primaires (Hochereau-de Reviers et al., 1995
; Noakes et al., 2001) (Figure 2).

A l'issue de cette mitose, les spermatogonies B donnent naissance aux spermatocytes
primaires prél eptoténes, ces derniers restent attachés par des ponts intercellulaires (Degjardins, 1978
; Barone, 1990 ; Johnson, 1991). Ces ponts entre cellules du méme stade de développement,
facilitent le développement ou la dégénérescence synchrone des cellules germinales, la
différenciation de la spermatide haploide avec un seul chromosome sexuel et/ou |a phagocytose des
résidus laissés apres la spermiation. La dégénérescence de spermatogonies permet de controler la

production abondante de spermatocytes durant ou en dehors de la saison sexuelle (Johnson, 1991).
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Figure 2 : Spermatogenése chez les ruminants d’ apres Noakes et al. (2001).
» Laméiose

Au cours de cette phase, les spermatocytes | passent de la région périphérique du tube

seminifére vers la partie centrale ou ils subissent deux divisions méiotiques successives :

e Division réductionnelle: ou le spermatocyte | subit un accroissement de la taille di a la
duplication d ADN (phase S) puis il entre en prophase méiotique (L, leptotene; Z, zygoténe; P,
pachyténe; D, diacinése), cette phase sera suivie par trois autres stades de division céellulaire : la
métaphase, I’ anaphase et la télophase donnant ainsi des spermatocytes |l diploides, Ces cellules
restent en interphase que peu de temps pour entamer par la suite la deuxieme division méotique
(Dollander et Fenart, 1979 ; Johnson, 1991).

e Division équationnelle : Elle consiste en une prophase suivie d une métaphase, anaphase et
de télophase, d'ou il en résulte la séparation des chromatides soeurs dans deux cellules filles
nettement plus petites : les spermatides (cellules haploides) (Dollander et Fenart, 1979), (Bonnes et
al., 2005). Selon Baril et al. (1993), I’ efficacité de la transformation des spermatocytes primaires
peut étre modifiée par des signaux tels que lalumiére chez les races saisonnieres.

» Laspermiogenese

La spermiogenese est la différenciation morphologique de spermatides issues de la
deuxiéme division méiotique en spermatozoides. La spermatide, cellule sphérique possédant un
noyau sphérique (Johnson, 1991 ; Noakes et al., 2001) se transforme en une cellule possedant une



Chapitrell Partie bibliographique

téte aplatie avec un noyau condense et une queue nécessaire a la motilité (Johnson, 1991 ; Baril et
al., 1993). Selon Craplet (1952), Barone (1990) et Johnson (1991), la spermatide se développe
suivant quatre phases : Golgienne, de coiffe, de |’ acrosome et de maturation.

Les granules acromosomiques apparaissent a partir de |’ appareil de Golgi et finissent par
confluer pour former |’ acrosome sur le noyau (Dollander et Fenart, 1979 ; Barone, 1990 ; Johnson,
1991 ; Noakes et al., 2001 ; Bonnes et al., 2005), constituant ce qu’ on appelle couramment la coiffe
ou le capuchon céphalique (Dollander et Fenart, 1979 ; Barone, 1990). Les centrioles migrent a
proximité (centriole proximal) et al’arriere du noyau (centriole distal) (Johnson, 1991 ; Bonnes et
al., 2005), qui délimite la portion du col ou naitront divers filaments constituant le flagelle
(Dollander et Fenart, 1979 ; Bonnes et al., 2005). Les mitochondries se rassemblent en arriere du
noyau et s ordonnent bout a bout en une sorte de chapelet enroulé en hélice autour du flagelle
(Noakes et al., 2001), sur toute la longueur de ce qui deviendra la piece intermédiaire du
spermatozoide (Craplet, 1952 ; Dollander et Fenart, 1979 ; Johnson, 1991). Une grande partie du
cytoplasme trouvé dans la spermatide va étre éliminée. Cet exces est éiminé sous forme de
gouttelettes cytoplasmiques (Johnson, 1991 ; Bonnes et al., 2005) qui n’est pas souvent perdue
avant I’gaculation chez les ovins (Amann, 1987 cité par Setchell, 1991). Les spermatozoides se
forment ainsi dans les replis cytoplasmiques des cellules de Sertoli, en bordure de la lumiére des

tubes séminiféres (Bonnes et al., 2005).

L’ acquisition de la capacité de fertilisation et de la motilité progressive, la maturation de
spermatozoide se fait en premiére étape par le biais de changements des caractéristiques de la
membrane et du métabolisme de spermatozoide (Bedford, 1975 ; Orgebincrist et al., 1981 cités par
Amann et Schanbacher, 1983). Ce dernier semble méme avoir lieu des que les spermatozoides sont
dans le rete-testis (Evans et Setchell, 1978). En effet, les changements de la morphologie des
spermatozoides (la membrane) sont dus selon Scott et al. (1963) aux remaniements de la membrane
liés surtout aux changements de la nature de |’ association des protéines, des carbohydrates et des
lipides. Les spermatozoides testiculaires ont une proportion plus importante de lipide (réserves
énergétiques) par rapport aux spermatozoides épididymaires (Setchell, 1991).

[11.2. Formation du sperme

A la sortie du testicule, les spermatozoides ne sont pas encore matures : ils ne sont ni
mobiles, ni fécondants. Leur différenciation se poursuit en dehors de la gonade durant le transit
épididymaire qui dure de 10 a 14 jours selon I’ espéce (Dacheux, F; et Dacheux, J-L., 2001). Ce
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transit peut étre réduit de 10 a 20 % s la fréguence des gaculations augmente. Ensuite le canal

déférent prend le relais pour acheminer ces spermatozoides jusqu’ al’ urétre.

Les glandes annexes, tout au long du cana déférent, assurent la formation du plasma

seminal et donc du sperme définitif.

Le stockage des spermatozoides, qui peut durer jusqu’a trois semaines, se fait
essentiellement (70 %) dans la queue de I’ épididyme. Seulement 2 % sont emmagasinés dans le
canal déférent. Les spermatozoides non éaculés sont résorbés ou éiminés dans les urines. Le
spermatozoide est une cellule hautement différenciée de 50 a 80 um de longueur et comportant trois
parties principales : la téte, la piéce intermédiaire, et le flagelle. Sataille et sa forme varient selon

les especes (Douet, 2000).
V. Contréle endocrinien desfonctionstesticulaires

Le contrdle des fonctions testiculaires repose sur la relation hormonale entre le systeme
nerveux central et les gonades (hypothal amus-hypophyse-testicule), il est assuré a la fois par les
hormones gonadotropes et stéroidiennes (Amann et Schanbacher, 1983), ayant pour origine selon
Bonnes et al. (2005) : le complexe hypothalamo-hypophysaire et |les testicules.

Cette activité hormonale se trouve ralentie durant une partie de |I’année chez les espéces

connues ayant une reproduction saisonniére.
V. 1. L’axe hypothalomo-hypophysaire

Les neurones hypothalamiques produisent de la GnRH (LHRH) ; une neuro-hormones de
nature peptidique (Gonadotropin Releasing Hormone), qui sera libérée dans le systéme vasculaire
porte, ou la GnRH interagit avec ces récepteurs trouves sur la surface des cellules gonadotropes
(Adams, 2005). Cette gonadolibérine stimule la synthese et 1a libération des hormones gonadotropes
hypophysaires (la FSH et la LH) ayant deux sites d’'actions au niveau testiculaire, ils S agissent
respectivement des cellules de Sertoli et de Leydig (Adams,2005 ; Bonnes et al., 2005).

La FSH ou follitropines ou hormone folliculo-stimulante; stimule le développement des
tubes séminiféres et |’ activité spermatogénétique (Vaissaire, 1977 ; Bonnes et al., 2005). Selon
Amann et Schanbacher (1983), I’ action de la FSH sur la spermatogenése est indirecte mais, elle agit
directement sur les cellules germinales. Elle stimule directement les cellules de Sertoli pour leur

fonction de soutenir le dével oppement des cellules germinales (Johnson, 1991).

11
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En effet sous I'influence de FSH, les cellules de sertoli secretent différents composés
intervenants dans la nutrition des cellules de la lignée germinale, ainsi que de nombreux facteurs
spermatogénétiques et endocrines (I’hinibine, I'ABP) et différents facteurs de croissance et de
différenciation des spermatogonies tels que : les FGF o et B (Fibroblast Growth Factor), I'I|GF1
(Insulin-like Growth Factor), et I’ Interleukine 11, etc (Silverthorn et al., 2007).

LaLH ou ICSH (interstitiel cell stimulating hormone) stimule la synthése d'androgénes par
les cellules de Leydig (Bonnes et al., 2005). En effet, |a testostérone présente des récepteurs au
niveau des cellules de Leydig (Degjardins, 1978; de Krester, 1984) et agit en synergie avec laLH et
avec d'autres hormones telles que les substances paracrines secrétées par les tubes séminiféres sur la

spermatogenése (Amann, 1989 cité par Johnson, 1991).

milien ntéricur

" T e
jumigre températare odeurs  stres

Figure 3: Larégulation hormonale de lafonction sexuelle du méle d aprés Bonnes et al. (2005).

(Les chiffresindiquent la chronologie des événements).

V. 2. Les stéroides sexuels

La fonction endocrine du testicule est principalement assurée par les cellules de Leydig qui
sécrétent de la testostérone (Bonnes et al., 2005). Cette hormone posséde des récepteurs spécifiques
au niveau des cellules de Sertoli La testostérone exerce un réle primordial dans la différentiation
sexuelle chez les ovins et dans la croissance des testicules feetaux. De méme, la différentiation
spermatogoniae, I'accomplissement et le maintien de la spermatogenese dépendent clairement des
stéroides testiculaires surtout de la testostérone (Degjardins, 1978). La LH est le principa régulateur

de la stéroidogenese (Schanbacher, 1982). La testostérone joue également un réle important dans la
12
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croissance et secrétion des glandes annexes (Degjardins, 1978; Baril et al., 1993; Galbraith et Berry,
1994).

En plus de son réle dans le contréle des caracteres sexuels primaires (qui concernent le
fonctionnement de I'appareil reproducteur : spermatogenese et sécrétion des glandes annexe), la
testostérone permet le contréle des caractéres sexuels secondaires (morphologie, développement de
['avant-main, etc...) et tertiaires (combativité, comportement sexuel du male), qui apparaissent a la
puberté et se maintiennent ensuite chez |'adulte sous I'action de la testostérone (Bonnes et al., 2005).
Enfin, la testostérone exerce également un rétrocontréle négatif sur les hormones gonadotropes
(Schanbacher, 1982).

[V. 3. L hinibine

L’'inhibine est une hormone non stéroidienne inhibant en rétroaction la production des
gonadotrophines hypophysaires ainsi que les productions des cellules de Leydig, I inhibine joue un
réle important dans la régulation de la fonction testiculaire et de I’ activité spermatogénétique a
travers la suppression sélective de la concentration de la FSH dans le sang périphérique, sans altérer
lasécrétion delaLH (McKeown et al., 1997).

1V.4. L’ ABP (Androgenes Binding Protein)

Un facteur de liaison des androgeénes, liant |a testostérone et assurant son transport et son
maintien en concentration éevée dans les fluides tubulaires et épididymaires (Silverthorn et al.,
2007).

IV.5. Laméatonine

La méatonine est une hormone épiphysaire, synthétisée par la glande pinéale, €lle est
consi dérée comme messagere neuro-endocrininienne de I’ effet de la photopériode, permettant a tous
les animaux de percevoir la durée de la nuit et donc du jour. Elle n’ est secrétée de maniére pulsatile
gue pendant la phase obscure du nycthémere. La mélatonine est libérée dans la circulation générale
et dans le liquide céphalorachidien, elle agit par la suite niveau de récepteurs identifiés
principalement dans la pars tuberalis de la tige hypophysaire mais également au niveau de
I'hypothal amus vrai semblablement pré-mamillaire : elle contrdle la libération de la LHRH pour des
effets gonadotropes (Hanzen, 2005). La mélatonine augmente la pulsatilité de LH et ains la
production d'androgeénes et donc des caracteres sexuels tertiaires (Malpaux et al, 1996 ; Locatelli et
Mermillod, 2005). Cette hormone présente des concentrations dans le sang périphérique multipliées

au moins par 50 al’ occasion du passage lumiere/obscurité (Ravault, et Thimonier ,1988).
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Chapitrel |
Collecte & évaluation de la qualité de la semence

I. Méthodes derécolte de la semence
Globalement, la semence peut étre obtenue de deux maniéres :
I.1. Apréslecoit (post-coitum)

Dans le vagin de lafemelle de fagon directe ; cette méthode est réalisée souvent en utilisant
des femelles en cestrus, I’ §aculat correspond a celui d’un coit naturel, maisil al’inconvénient de se
mélanger avec les exsudats vaginaux qui altérent les capacités biologiques des spermatozoides
(Eduardo Villena Fernandez et al., 2003).

I.2. Levagin artificiel

Le principe de cette méthode consiste a faire §aculer le male dans un appareil qui mime
toutes les conditions naturelles que les organes génitaux externes féminins présentent pendant le
coit. Cette méthode, simple et rapide, permet d’ obtenir ou de récupérer un gaculat total et non
contaming, il y’'a cependant une légere difficulté due au fait que le bélier est trés sensible aux
conditions de température et de pression du vagin (Michelat, 1974).

L'érection et I'§aculation sont généralement stimulées par la présence d'un boute-en-train,
plus rarement, il est possible d'avoir recours al'électro aculation (Figures 4 et 5).
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Figured4 : L'électro-§aculateur utilisépour la  Figure5 : Introduction de la sonde de |'é ectro-
collecte de semence. (Boussena, 2013) g aculateur dans |e rectum (Boussena, 2013).
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I. 3. Collecte du sper me épididymaire

Est une nouvelle technique utilisable dans le cadre de I'insémination artificielle (IA) et la

fécondation in vitro (FIV).

Cette technique permet d’envisager I’ utilisation d’animaux non collectables (vivants ou morts
depuis quelques jours) et de recuellir les spermatozoides en nombre suffisant pour plusieurs
dizaines d'IA ou de FIV. Selon Guerin et al, en 2003, qui ont travaillé sur la conservation et

I’ utilisation des spermes épididymaires chez les ovins et les cervidés, ils ont rapportés que:

> Lepouvoir fécondant de ce sperme n’est pas différent de celui obtenu par € aculation que ce soit
en termes de fertilité ou de prolificité.

> Le sperme épididymaire se conserve plusieurs jours a +4 °C dans I’organe ou dans le milieu
épididymaire non dilué.

> Lafertilité du sperme épididymaire d’ ovins diminue en fonction du temps mais il est encore
utilisable aprés 72 heures de conservation, lafertilité étant alors encore égale a environ lamoitié
delafertilitéinitiae.

» Selon Cary et al. (2004), les spermatozoides épididymaires de taureau, d étalon et de bélier sont

plus résistants au choc da au froid que les spermatozoides g aculés

|.3.1.Techniques derécolte du sperme épididymaire
1.3.1.1. Méthode defloat- up

La méthode de float up a été decrite par Cary et al. (2004), son principe est comme suit : la
gueue et la partie proximale de I’ épididyme sont incisées dans une boite de pétrie ,puis lavées avec
environ 2, 5 ml d' une extension chauffée & 37°C, ensuite transférées dans une seconde biote de
pétrie puis lavées a nouveau avec 2,5 ml de la méme extension, la suspension du sperme obtenue a
partir de ces deux étapes de lavage sera par la suite filtrée a travers un tamis de 200 micrometres de

diameétre puis recueillie dans un tube en verre.
1.3.1.2. Méthode derétrograde flushing

La méthode de rétrograde flushing a été décrite par Martinez Pastor et al. (2006), son
principe est le suivant : La queue, la téte de I’ épididyme et le canal déférent sont isolés du reste du
testicule en effectuant une coupe avec un scalpel. Apres cela, la lumiére du cana déférent sera
annexée d'une canule avec une aiguille, les spermatozoides seront ensuite rincés dans une direction
rétrograde des canaux déférents a travers la queue de I’ épididyme avec une seringue contenant

environ 2 ml du TRIS A réchauffé a 37° C (Figure 6).
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Les volumes de liquide obtenus variaient de 0,8 a 2,5 ml avec une concentration moyenne

des gamétes de 8 x 10° spz/ml pour les béliers.

Tube de collecte

Figure 6 : Perfusion de la partie caudale de I’ épididyme de bélier (Guerin et al., 2003).
[1. Evaluation dela qualité du sperme

Selon Parez et Duplin (1978), I’ évaluation du sperme est la premiére opération a effectuer
au laboratoire, elle a pour objectif d’apprécier ses caractéristiques biologiques plus au moins
corrélées a son pouvoir fécondant afin de définir le niveau possible de sa dilution. Elle comporte
des examens macroscopi ques, microscopiques et biochimiques.

Les examens de routine effectués au niveau des centres d'|A ovine sont ceux de la mesure
de la motilité massde des spermatozoides, du volume éaculat et de la concentration en

spermatozoides.
[1.1. Examens macr oscopiques

[1.1.1.Volumedel gaculat

La mesure du volume d' gaculét s effectue par une lecture directe a I’ aide des graduations
d'un tube de collecte (Figure 6).La mgjorité des béiers gaculent une moyenne de 1.0 ml avec une
variation de 0.5 a2 ml (Maxwell et Evans, 1987 ; Hafez, 1987). Chez les espéces a déposition
vaginale, cas du bélier, le volume est peu abondant mais tres concentré (Eduardo Villena et al.,
2003).

16



Chapitrell Partie bibliographique

Figure 7 : Estimation du volume et de |'apparence de I'§aculat (Boussena , 2013).

[1.1.2. Couleur et consistance du sperme

L’ appréciation de la couleur se fait dés son obtention al’ceil nu dans le tube de collecte,
chez le bélier, la couleur normale du sperme est blanche laiteuse ou bien crémeuse péle, le sperme
pathologique peut avoir, selon les cas, une couleur brunétre, rosee, bleuétre, jaunatre, rougeétre ou
grisatre. (Maxwell et Evans, 1987 ; Hafez, 1987).

En généra plus le sperme est blanc et visqueux, plus sa concentration en spermatozoides est

élevée, on note:
- Sperme crémeux épais correspond & une concentration de 5x10° spermatozoides/ ml ;
- Sperme laiteux correspond & 2x10° spermatozoides/ ml ;
- Sperme trouble correspond & 0.7x10° spermatozoides/ ml (Douet, 2000).

[1.2. Examens microscopiques

IlIs comportent |'évaluation de la motilité, de la concentration en spermatozoides, du

pourcentage en spermatozoides vivants et de la morphologie des spermatozoides.
11.2.1. Motilité

Cest un élément d appréciation de la vitaité des spermatozoides, et de leur niveau de
vivacité. Elle peut porter sur la semence globale apres récolte (motilité massale) ou sur la semence

diluée en s'intéressant aux spermatozoides individualisés (motilité individuelle) (Vaissaire, 1977).
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[1.2.1.1. Motilité massale

C’ est un examen rapide et facile qui nécessite un examen microscopique de la semence, dés
celle-ci est récoltée. Son principe est le suivant : une goutte de semence pure est déposée sur une
lame de microscope chauffée a 37°C puis observée au faible grossissement (x 10), on observe le
mouvement de |’ ensemble des spermatozoides qui forment des tourbillons plus ou moins rapides

(Eilts, 2004). Ceux-ci sont notés subjectivement sur une échellede 0 a5 (Tableau 1).

Selon (Baril et al., 1993), I'observation doit étre faite tres rapidement car la motilité massale

du sperme pur, a cette température, diminue rapidement au bout de 15 a 20 secondes.
Tableau 1 : Description de lamotilité massale des spermatozoides (Salamon, 1976).

Note | Description

0 Pas de motilité, tous les spermatozoides sont morts.

1 Tres faible motilité: trés peu de spermatozoides montrent des signes de vie

sans mouvements progressifs.

2 Motilité trés faible : 20 & 40% de spermatozoides sont actifs ou vivants, pas de

formation de vagues.

3 Motilité massale faible: il n a pas ou il ya peu de vagues lentes, les
spermatozoides individualisés peuvent étre observés45 a 65% de

spermatozoides sont actifs

4 Bonne motilité : mouvements rigoureux, de vagues et tourbillons ne sont pas

auss évidents qu’en score 5.

5 Tres bonne mobilité: vague et tourbillon, mouvements trés rapide, les

spermatozoides ne peuvent étre vus individuellement.

A I’issue de cette notation, seuls les §aculats ayant recu une note de motilité supérieure ou

égale a 3,5 et 4 sont gardés, selon les centres d’insémination.

Il faut noter que I'intensité des vagues est beaucoup plus importante dans les mémes

conditions chez le bélier que chez le taureau (Lacroix, 1976).
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[1.2.1.2. Matilitéindividudlle

L'estimation visuelle de la motilité individuelle est réalisée dans les mémes conditions de
température que la mobilité massale, sur une goutte de sperme pur ou dilué au 1/10 (10%) (selon la
concentration de I'gaculat) dans une solution de chlorure de sodium a 9 %o entre la lame €t la
lamelle, observée au moyen grossissement X 40 et noté comme pour la mobilité massale sur une
échelle de 0 (aucun mouvement des spermatozoides) a 5 (spermatozoides "fléchants' avec un
mouvement rectiligne) (Tableau 2) (Baril et al., 1993; Marco-Jiménez et al., 2005).

Tableau 2 : Déermination de la note de motilité individuelle des spermatozoides (Baril et al.,

1993).
Note Description

0 Pas de déplacement des spermatozoides.

L Déplacement trés lent ou pas de déplacement, tremblements du
spermatozoide, oscillations de la queue.

) Déplacement lent, tremblements, mouvements inorganises,
quel ques spermatozoides se déplacent plus rapidement.

3 Les spermatozoides effectuent des déplacements curvilinéaires
sans tremblement.

A Déplacement rapide, quelques cellules avec une trgectoire
rectiligne, d'autres avec une trajectoire courbe.

5 Déplacement rectiligne et rapide des spermatozoides.

Il est aussi possible de réaliser une estimation objective de la motilité par ordinateur
(C.A.S.A). Cette analyse informatisee de la cinétique des Spermatozoides permet une mesure plus
fine des mouvements puisqu'il est possible, avec cette méthode, didentifier chaque spermatozoide
et de suivre son déplacement (Kumar, et Nagvi.,2010).

Les taux de spermatozoides morts ou anormaux acceptables dans |e sperme se situe entre 20
et 26% (Colas et al., 1975 ; Colas., 1980).
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I1.2.2. Concentration en sper matozoidesdel’ §aculat

Au niveau des centres d'IA ovins, aussitot aprés la mesure de la motilité massale de
I’ échantillon, sa concentration est déterminée. Elle est exprimée par le nombre de spermatozoides
par millilitre, la concentration du sperme de bélier varie de 1 & 6 milliards de spermatozoides par
millilitre. En dessous de 2 milliards, I’échantillon est rejeté, les quantités de diluant a gouter
deviennent alors trop faibles pour garantir une bonne conservation des spermatozoides (Sagot,
2009).

Diverses méthodes sont utilisées a cet effet a savoir : Hématimétre, Néphélométrie ou,
spermidensimeétrie, consistance de la semence et Spectrophotométrie. Cette derniére est la méthode
la plus fréquemment utilisée, les deux centres d’'1A Algériens utilisent cette méthode. (Allaoui,
2012).

Le principe de cette méthode d’'analyse repose sur la mesure d'absorbance (ou densité
optique) du sperme, aprés dilution d un volume constant de semence pure dans une solution de

sérum physiol ogique formolée (Guillot, 2002 ; Sagot, 2009).

Le comptage direct des spermatozoides au moyen d’ une cellule hématimétrique est possible
(cellule de Thoma ou de Malassez). Cet examen suppose une dilution préalable. Le comptage est

tres précis, mais nécessite beaucoup de temps (Hafez et Hafez, 2000, cités par Bester, 2006).

Lesfigures8 et 9 représentent la méthode du comptage des spermatozoides dans un hématimeétre.

f
o
T T lleete
= | ”'/,___
Figure 8 : Hématimetre utilisé pour Figure 9: Comptage des spermatozoides
|e comptage des spermatozoides dans un hématimétre (Baril et al., 1993).

(Céllule de Thoma) (Boussena, 2013).
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11.2.3. Examens mor phologiques des sper matozoides

L’ éude morphologique des é éments figurés du sperme nécessite le recours aux préparations
colorées. Diverses méthodes de colorations sont utilisées, les unes ont simplement pour objet de
mieux apparaitre la morphologie générale des spermatozoides, les autres dites colorations vitales

permettent de différencier les spermatozoides vivants des morts. (Derivaux et Ector, 1989).
[1.2.3.1. Colorationstotales

Parmi les colorations totales, certaines sont dites simples (encre de Chine, bleu de
meéthyléne, bleu de toluidine, violet de gentiane, fuschine...) : elles fournissent une coloration
uniforme des spermatozoides tandis que les secondes dites doubles (Giemsa, Williams) font mieux
apparditre les différences structurales au niveau de la téte, de I'acrosome ou de la piéce

intermédiaire.
11.2.3.2. Colorationsvitales

Il s'agit de méthodes de colorations différentielles permettant de déterminer le pourcentage
de spermatozoides morts par rapport aux vivants. La coloration vitale a pour principe d'utiliser un
colorant qui ne traverse que les membranes des cellules mortes (€osine, rose Bengale, vert de
Crésyl) et un colorant de fond qui facilite lalecture (bleu de méthylene, nigrosine) (Hanzen, 2005).

La coloration la plus utilisée en routine est I’éosine-nigrosine. Elle est la référence en
matiére d’ examen morphologique de la semence. Les spermatozoides vivants apparaissent blancs et
sans couleur contre le fond violet de la nigrosine, aors que les spermatozoides morts ou
endommagés qui ont une membrane plasmique atérée apparaissent de couleur rosétre (Agnieszka
Partyka et al., 2012). (Figure 10).

Figure 10 : Coloration eosine-nigrosine, (A) spermatozoides vivants non colorés, (B)

spermatozoides morts colorés en rose (Moskovtsev et al., 2013).
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I1.2.4. Comptage du pour centage de sper matozoides vivants, morts, et anor maux

Cette détermination requiert la numération de tous les spermatozoides rencontrés dans les
champs microscopiques, puis la numération des formes anormales. Pour obtenir une estimation
assez significative on compte 150 a 200 cellules et les pourcentages des formes anormales et

mortes sont calculés ainsi comme suit ;
X =(nx100)/N

e n: nombre de spermatozoides anormaux repeérés.
e N : nombre de spermatozoides totaux comptés (Colas, 1980).

I. 3. Méthodes plus avancées d’ évaluation de la semence chez le bélier

Les autres méthodes utilisées dans les centres spécialisés sont plus objectives mais elles

nécessitent du matériel adapté et onéreux, on distingue :
I1.3.1. CASA: (Computer Assisted Sperm Analysis)

C'est un Systéme informatique d’analyse de la semence qui Sest développé de fagon
significative au cours des dernieres années, Cet outil permet d obtenir de nombreux paramétres
objectifs et précis en évaluant un tres grand nombre de spermatozoides en tres peu de temps. En
effet, il permet d apprécier la concentration du sperme, la mobilité massale et individuelle, les
mouvements des spermatozoides (Figure 11) et la fréquence des battements des flagdlles, aing, les
spermatozoides ayant déja subit leur capacitation sont reconnus a leur mouvement hyperactivé
(Rijsselaere et al., 2005).

Ce systeme permet auss le calcul automatiseé du nombre de paillettes qui peuvent étre

préparées a partir d'un §aculat (Agnieszka Partyka et al., 2012).

‘ Trajectoire ligne droite ‘ Trajectoire moyenne

ﬂ\ A\ i/l Trajectoire réelle o ;,’ \
N «
= ~

\ s !
m ‘ Position du centreoide l

[ Trajectoire curvilinéaire ‘

Figure 11 : Trajectoires des spermatozoides anal ysées par les analyseurs de sperme assistés par ordinateur (CASA)

(Ponthier et al., 2012).
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11.3.2. Le systeme SQA (Sperm Quality Analyzer)

Cet appareil semi-automatique utilisant la densité optique permet de déterminer la
concentration, la mobilité et le pourcentage de spermatozoides ne présentant pas d anomalies
morphologiques. Ce systeme est facile a utiliser, et son prix est plus abordable que le systeme
CASA.

Cependant, il est peu fiable pour les semences de mauvaise qualité et pour les semences tres
concentrées (Rijsselaere et al., 2005).

11.3.3. Le microscope a transmission éectronique (MET)

Il permet d observer toutes les anomalies morphologiques telles que les dommages
membranaires et les |ésions de I’acrosome. Vu son codt, il est réservé a des centres specialises.
(Pena, 2004).

[1.3.4. Lafluorescence

La fluorescence est une méthode permettant d’ évaluer la morphologie et le fonctionnement
des cellules, €elle peut se faire a I’aide d’un microscope a fluorescence ou bien en utilisant la
cytométrie de flux, cette méthode permet d’'évaluer plusieurs caractéristiques simultanément car

différents colorants peuvent étre utilisés sur le méme échantillon (Pena et al., 1998)

Les parametres pouvant étre éval ués gréce a cette méthode sont nombreux : la proportion de
spermatozoides vivants et morts, I’intégrité membranaire, le fonctionnement des mitochondries,
I’intégrité de I’ acrosome, la capacitation, la concentration intracellulaire en calcium, la structure de
la chromatine ou les composants de I’ ADN. (Pena, 2004).

Parmi les colorants utilisés dans ce type d'analyse, on distingue des lectines couplées a la
fluorescéine, la chlortétracycline qui est un antibiotique fluorescent, des anticorps couplés a la
fluorescéine, la Carboxy-SNARF-1, le le diacétate de carboxyfluorescéine (CFDA) et I'iodure de
propidium (PI) (Rijsselaere et al., 2005).

11.3.5. Test de gonflement hypo-osmotique (HOST)

Le test hypo-osmotique ou HOST est un test qui a pour but d’ évaluer I’intégrité membranaire
des cellules. En effet, les cellules présentant une membrane plasmique intacte ont la capacité de se
déformer et d' évacuer |’ eau. Lorsgue la cellule est exposée a des conditions hypo-osmotiques, |’ eau
va pénétrer dans le milieu intracellulaire jusgu’a ce que I’ équilibre osmotique soit atteint de part
et d’'autre de lamembrane.
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La cellule va donc gonfler. Ce phénoméne est particulierement visible au niveau des
spermatozoides qui vont montrer une incurvation de leur flagelle ou un gonflement de celui-ci
(Pena, 2004).

La semence est diluée dans une solution hypotonique puis le mélange est incubé au bain-marie a
37°C pendant une période de 30 a 60 minutes. Une goutte de semence est ensuite placée entre lame
et lamelle et 100 a 200 spermatozoides sont observés au microscope a contraste de phase au
grossissement x40.

Selon laforme qu'ils prennent, ils sont classés en sept catégories de « a» a« g » (Figure 12). Les
catégories les plus aisés a reconnaitre sont les catégories b, e et g. En revanche, s la membrane

plasmatique est endommagée, les spermatozoides vont conserver leur morphologie.

a b C d £ t 4

Spermatozoide n'ayant
pas réag au test

b oemobione Spermatozoides ayant réag au test hypo-osmotique

Figure 12 : modifications morphologiques des spermatozoides soumis au test hypo-osmotique.

(England., 1993)
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Chapitrel |
Cryobiologie
|. Introduction

Le but de la conservation des tissus au froid est |e blocage ou tout au moins |e ralentissement des
fonctions cellulaires et de la conservation des structures physico-chimiques qui conditionnent ces
fonctions. Les faits naturels montrent qu'un organisme, soumis a l'action du froid voit son activité

fonctionnelle diminuer puis sarréter.

La cryoconservation des tissus vivants, particulierement prometteuse et intéressante, a
depuis toujours passionné les scientifiques et représente aujourd’ hui une discipline a part entiere
désignée sous le terme de « cryobiologie ». Bien en deca du réve d' immortalité, la cryopréservation
présente de nombreuses applications: dans le domaine de la médecine, de biotechnologie, de

I” agriculture ou encore de I’ environnement.
Il. Particularité dela conservation dela semenceovine

La semence du bélier peut étre conservée a I'éat liquide (5 ou 15-20 °C) ou étre
cryoconservée. Le choix du type de conservation chez cette espece dépend de la technique
d’ insémination artificielle qui serautilisée:

La semence conservée al’ état liquide est inséminée de maniere exo-cervicale (al’ entrée du
col de |’ utérus). La cryoconservation de la semence du bélier réduit beaucoup le pouvoir fécondant
des spermatozoides car |’ utilisation de I'insémination exo-cervicale avec la semence cryoconserée
donne lieu a de faibles taux de fécondation. En revanche, la semence cryoconservée doit étre
inséminée de maniere intra-utérine (par laparoscopie, a I'intérieur des cornes utérines) afin
d’ obtenir des taux de fécondité éevés .Etant donné que la laparoscopie est plus colteuse, car elle
demande I’aide d'un vétéinaire et d'un équipement dispendieux, la semence non congelée est
surtout utilisée pour I'insémination artificielle chez le bélier (Salamon et Maxwell, 2000).

[11. Lestechniques de conservation de la semence
[11. 1. Conservation along terme (congélation ou cryoprotection)
[11.1.1.Définition et historique

En 1789, Spalanzani remarqua au cours de ses expériences que le sperme de grenouille
stocké dans la neige conservait ses propriétés fécondantes. Mais ce n'est qu’en 1949 que Polge et
son équipe mirent au point la premiére procédure de congélation des spermatozoides et utilisérent le

glycérol comme agent cryoprotecteur. (Amann, 1998 ; England, 1993).
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Toutes les cryoconservations en médecine de la reproduction ont un objectif : arréter
I” horloge biologique des cellules afin d’ augmenter leur durée de conservation, La cryoconservation
est définie comme un processus de conservation des cellules a de tres basses températures, souvent
dans I’ azote liquide & -196°C. A cette température, toutes les réactions chimiques, les processus

biologiques et les interactions physiques intra et extracellulaires sont figés (Bakhach et al., 2007).

Morris (1981) rapporte que dans ces conditions de températures que les réactions chimiques
seraient 8 millions de fois plus lentes qu'a 0°C.

[11.1.2. Principes de congélation des cellules

Les techniques de congélation détériorent la qualité de la semence (Batista et al., 2009),
I’exposition des cellules au froid leur fait courir trois types de danger : le choc thermique, la
cristallisation et les stress osmotiques (Watson, 2000).

[11.1.2.1.Chocs ther miques

On appelle chocs thermiques les changements rapides de température allant essentiellement
de 35 a15°C et de 0 a-80°C (Bakhach et al., 2007). Le choc di au froid affecte principal ement les
membranes plasmiques, acrosomiques et mitochondriales des spermatozoides (Hammerstedt et al.,
1990 ; Watson, 1995 ; Sieme et al., 2008).

Ces variations de température créent des changements de |’ arrangement des constituants
lipidiques membranaires (cholestérol et phospholipides) (Parks et al., 1981 ; Darin-Bennet et al.,
1973), et menent a |’ altération des fonctions métaboliques du spermatozoide (Medeiros et al., 2002;
Bakhach et al., 2007). 1l s'ensuit une perte de perméabilité séective de la membrane au calcium
(Medeiros et al., 2002).

Lorsgue la concentration intracellulaire en calcium est tres élevée, la motilité et |a fertilité
seraient réduites (Collin et al., 2000). | en va de méme pour la viabilité du spermatozoide (Simpson
et White, 1986). Certaines des composantes du spermatozoide sont retrouvees dans le diluant apres
le refroidissement, telle la hyaluronidase, ce qui indique que la membrane acrosomique a été
endommagée (Watson, 1981).Ains e cryodommage de la membrane mitochondriale entraine une
diminution de la production ' ATP (Watson, 1995).

Il devient donc indispensable de maitriser les modifications biologiques, physiologiques
et physiques s exercant sur les cellules et leur environnement au moment de la cryoconservation afin
d’ apporter aux spermatozoides des composants pouvant leurs permettre de résister a ces modifications
délétéres.
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[11.1.2.2. Cristallisation

L’ eau est essentielle a la structure et au bon fonctionnement des cellules vivantes mais elle
est egalement le principal agent responsable des cryodommages au moment de la congéation.
Pendant sa congélation, |’eau va subir une transition de phase passant d' un état liquide a un état
cristallin (Mazur, 1968). La formation de glace extracellulaire serait activatrice du processus de
cristalisation intracellulaire (Mazur, 1965; Toner, 1993).

La présence de cristaux dans le milieu extracellulaire crée un gradient de concentration qui
favorise la sortie d'eau de la cellule au profit de |’ entrée des solutés. A des basses températures, la
membrane cellulaire modifie son coefficient de perméabilité et se comporte comme une membrane
semi-perméable (Andersen, 1969; Mazur, 1984).

De plus, la vitesse de refroidissement de la semence détermine si la formation des cristaux
de glace seraintra ou extracellulaire lors de la congélation. La cristallisation extracellulaire modifie
I’ environnement chimique des cellules et génére des contraintes mécaniques qui vont déformer les
cellules. D’ autre part, la cristallisation intracellulaire combinée a la déshydratation de la cellule peut

occasionner des |ésions aux membranes des organelles intracellulaires (Bakhach et al., 2007).

[11.1.2.3.Stress osmotique

Au cours de la congéation des spermatozoides, la formation de cristaux extracellulaires
augmente I'osmolarité de I'eau intracellulaire ainsi que la concentration en solutés dans le milieu
extracellulaire. Il se crée donc un appel d’'eau depuis le milieu intracellulaire vers |’ extérieur de la
cellule jusgu'a ce que les concentrations en solutés soient identiques de part et d'autre de la
membrane plasmique et provoque sa sortie et |a déshydratation de la cellule.

Les cryoprotecteurs sont tres importants pour empécher la formation de cristaux
extracellulaires (Medeiros et al., 2002). Durant le processus de congéation, I'gout de
cryoprotecteurs au diluant de la semence crée un stress osmotique plus ou moins important selon sa
perméabilité. La concentration finale de cryoprotecteurs dans un médium détermine son effet sur la

cellule.

Les cellules exposées a des concentrations élevées de cryoprotecteurs subiront une
déshydratation et une perte de volume intense. On appelle limite de tolérance osmotique le degré
auquel la cellule peut maintenir sa viabilité malgré les variations de volumes cellulaires causées par

les stress osmotiques (Bever-Gilmore, 1998).
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La figure 13 montre le mécanisme et les conséguences de formation de cristaux de glace
extracellulaires a des basses températures.

W

- /’ 1) Formation de cristaux de glace —= -
2) [Solutés]

3) Sortiedel’eau dela
5) Déshydratation Cdlule

Cdlulaire

s

Figure 13 : Conséquences de laformation de glace sur la cellule pendant la congélation
(Anne, 2007).

[11.1.3. Procédure dela congélation

La procédure, couramment utilisée dans l'industrie ceuvrant en insémination artificielle,
comprend une série d'éapes : ladilution, refroidissement a4 ou 5°C, la cryoprotection, I’ emballage,
la congélation et I’ entreposage dans I'azote liquide a -196°C, sont toutes les étapes qui peuvent

influencer la structure et la fonction des spermatozoides (Tasseron et al., 1977; Bailey et al., 2003).
[11.1.3.1. Ladilution et cryoprotection

Les chercheurs Sintéressant a la conservation de la semence ont tres vite remarqué la
nécessité de diluer la semence dés sa récolte, sans quoi sa durée de vie ne dépasse pas une heure ou
deux (Katila, 1997) et son pouvoir fécondant est en grande diminution. Ceci est d essentiellement
a la compétition entre spermatozoides pour les ééments nutritifs ou une accumulation de

meétabolites nocifs lorsque la concentration en gameétes est trop éleveée.

Les diluants de semences sont des solutions agueuses servant a augmenter le volume d’un
gaculat pour |I’amener ala concentration de conservation souhaitée et a protéger les spermatozoides
contre les chocs thermiques et les phénomeénes de cristallisation (Purdy, 2006).

Afin dére efficace, le diluant doit apporter les nutriments nécessaires au maintien
métabolique des spermatozoides, conserver un Ph extracellulaire optimal pour la survie des
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spermatozoides ainsi qu’une osmolarité physiologique, empécher la prolifération bactérienne et

faciliter |’ gjout d’ agent cryoprotecteur (Gadea, 2003).

Les ratios de dilution utilises a cet effet varient d'une espéce a l'autre, variant
habituellement de1: 2 a1 : 20 (semence : diluant), Chez le bélier ceratiovariantde1:2al:5.
Nonobstant I’ utilisation de ratios de dilution des spermatozoides épididymaires ou gaculés plus
grands affectent négativement lamotilité et la viabilité des spermatozoides de taureau, de lapin et de
bélier (Cheng et al.,1949). Ce phénomene est appelé « effet de dilution » (Maxwell et Johnson,
1999).

Généralement, les diluants de congélation de la semence sont composés de cryoprotecteurs
non pénétrants et pénétrants, d'un tampon, d'un ou plusieurs sucres, de sels et d’antibiotiques
(Evans et Maxwell, 1987).

111.1.3.1.1.Cryoprotecteurs non pénétrants

Les cryoprotecteurs non pénétrants ce sont des substances a poids moléculaire élevé qui ne
peuvent pas traverser la membrane plasmique du spermatozoide. Leur action est extracellulaire, ils
permettent d enrober les cristaux de glace formés par la congélation et protégent ains les

spermatozoides des déformations et |ésions cellulaires.

La présence cryoprotecteurs non pénétrants augmente la concentration ionique du milieu
extracellulaire et crée un gradient de concentration qui favorise la déshydratation du spermatozoide
(Purdy, 2006), ce qui retarde la formation de glace intracellulaire, ainsi ils protégent le
spermatozoide des pertes de cholestérol et de phospholipides membranaires en diminuant la liaison des
protéines du plasma séminal a la membrane plasmique, La conservation de la cellule est par

consequent favorisée. Les cryoprotecteurs non pénétrant les plus utilisés sont :
e Jauned’ ceuf

Dans le jaune d ceuf, la lipoprotéine de basse densité (low-density lipoprotein « LDL ») est le
composant du jaune d ceuf montrant le meilleur effet protecteur de semence (Pace et Graham, 1974;
Watson, 1981). Le mécanisme de cette protection est expliqué selon plusieurs hypothéses, la
premiere propose que les LDL s associent a la membrane des spermatozoides et |a stabilisent, ce
qui protegerait les spermatozoides. La seconde hypothese rapporte que les phospholipides du LDL
forment un film protecteur a la surface de la membrane spermatique (Quinn et al.,1980) ou
remplacent les phospholipides membranaires perdus ou endommagés pendant la cryoconservation

(Graham et Foote, 1987 ; Foulkes et al., 1980).
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Selon Drobnis et al. (1993), ces LDL interagissent avec les protéines du plasmaseminal. Il a éé
démontré que le jaune d'ceuf protége la semence de la transition des lipides membranaires
provoquée par les chocs thermiques. Sa présence dans le diluant augmente le ratio cholestérol /
phospholipides de la membrane plasmique ce qui diminue la fluidité membranaire et les |ésions
cellulaires (Parks et al., 1981).

Le jaune d ceuf est généralement tres concentré dans le diluant, il est utilise & (20% v/v).
(Foulkes, 1977; Watson, 1981).

e Lait

Lelait est un milieu biologique de composition complexe, compose de protéines, sels, glucides,
lipides, vitamines, etc. Le pH est d’ environ 7,0 et la pression osmotique autour de 300 milimoles

sont proches de ceux de la semence (Hafez, 1993).

Le lait entier ou écrémeé est classiquement utilisé comme milieu de conservation de la semence
de bélier. L’ efficacité du lait en tant que milieu de dilution et de conservation de la semence est liée
a son réle de tampon, son action protectrice contre le choc thermique et son action antioxydante

contre quelques métaux lourds (Jones, 1969).

Cette action est liée alalactoferrine qui chélate le fer, une protéine proche de la transferrine. I
est a noter que cette protéine constitue également I’ une des protéines majoritairement sécrétées
dans le fluide épididymaire chez le bélier et plusieurs especes domestiques. Elle pourrait assurer un
réle de protection des spermatozoides au cours de la maturation et le stockage épididymaire
(Dacheux et al., 1998). En plus, le lait apporte le lactose comme substrat énergétique aux
spermatozoides.

L’ effet protecteur du lait est attribué a la caséine (fraction protéique) qui se fixe ala membrane
plasmique du spermatozoide (Bergeron et Manjunath, 2006) ce qui minimise la perte de lipides de
la membrane plasmique et permet de maintenir la motilité et la viabilité de la semence pendant la
congélation (Bergeron et al., 2007).

Le lait entier ou le lait écrémé sont couramment utilisés comme base de diluant pour la
cryonservation de semence lorsqu’ils sont supplémentés en glycérol (Choong et Wales, 1963), Il doit
toute fois étre chauffé a la température de 95° C pendant 10 minutes afin d'inactiver la lacténine
présente dans la fraction protéique car cette derniére possede des radicaux libres qui ont un effet
toxique sur les spermatozoides (Flipse et al., 1954).
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111.1.3.1.2. Cryoprotecteurs pénétrants

Les cryoprotecteurs pénétrants sont de faible poids moléculaire et sont perméables a la
membrane plasmique du spermatozoide (Bakhach et al., 2007). Ils agissent a I'intérieur et a
I’extérieur de la cellule (Purdy, 2006). Lorsqu’ils sont a I’ extérieur, ces substances augmentent
I'osmolarité du diluant et stimulent la déshydratation de la cellule. La perte d’ eau intracellulaire du

spermatozoide le dispose ala congélation (Medeiros et al., 2002).

Lorsgue ces cryoprotecteurs sont a l’intérieur de la cellule, ils diminuent le stress osmotique
de la cellule causé par la déshydratation (Medeiros et al., 2002). Cette sortie d'eau du
spermatozoide diminue son point de congélation et réduit les phénoménes de cristallisation
intracellulaire (Purdy, 2006).

Les cryoprotecteurs les plus utilisés sont :
e Glycérol

Le glycérol est le cryoprotecteur pénétrant le plus efficace et le plus utilisé dans la conservation
de semence du bélier (Salamon et Maxwell, 2000), sa propriété cryoprotectrice est découverte par
polge et al. (1949).

Il possede une action a la fois intra- et extracelulaire, Il pénétre a I'intérieur des
spermatozoides ou il abaisse la température de nucléation de I’ eau, ce qui diminue les risques de

formation de glace intracellulaire qui est |é&tale pour les cellules.

Dansle milieu extra-cdlulaire, le glycérol, dont latempérature de congélation est plus basse que
celle de I’ eau, se fixe aux molécules d’ eau et diminue ains le seuil de sa congélation et permet de
limiter le gradient osmotique et de ralentir la vitesse de déshydratation des spermatozoides. (Hay et
al., 1997). Ce cryoprotecteur minimise donc la formation des cristaux de glace et modifie leur
structure en les rendant plus arrondis, ce qui diminue le risque de perforation des membranes. De
plus, le glycé&rol diminue la température a laquelle les membranes subissent un changement de
phase (phase liquide-cristaline a phase gel) pendant le refroidissement et minimise le risque de

cassure des membranes des spermatozoides causee par e choc di au froid. (Mazur et Cole, 1989).

Il est utilisé a des concentrations variant entre 1 et 8 %. Selon Kundu et al. (2001), lors de la
comparaison de |’ efficacité de plusieurs cryoprotecteurs pénétrants, la concentration de 6 % de
glycérol dans le diluant sest avérée produire une meilleure conservation de la motilité des

spermatozoides de la semence congelée. Cependant, le glycérol possede une toxicité a des
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concentrations importantes. Il peut provoquer des dommages membranaires sur les spermatozoides
(rupture membranaire, perte de la stabilité et de la perméabilité membranaires), une atération de
I’ acrosome, une désorganisation et un changement de viscosité du cytoplasme (Martins-Bessa et al .,
2006 ; Silvaet al., 2003).

L’ utilisation du glycérol, connu pour ses propriétés cryoprotectrices, a été suggérée par certains
auteurs pour protéger et stabiliser les membranes des spermatozoides au cours de la conservation a
court terme de la semence. En effet Morrier et al. (2002) ont montré que la présence de glycérol a
un taux de 7% dans le diluant durant réfrigération de la semence de bélier a 5°C ne réduit pas la

gualité des spermatozoides.
e Ethyléneglycol

L’ éhylene glycol est un cryoprotecteur utiliseé pour la congélation d embryons de certaines
especes mammiféres a des concentrations alant de 5% a 10% et dans la congéation du tissu
ovarien mais auss dans la cyroconservation de la semence (10% pour la semence de truite). Il
présente la méme structure chimique que le glycérol mais son poids moléculaire est inférieur. I
possede donc une perméabilité supérieure au glycérol qui pourrait étre a I’ origine d une toxicité

inférieure.

La mobilité apres décongélation est meilleure lorsque le glycérol a été remplacé par |’ éthylene
glycol a la concentration de 5%. Mais aprés incubation, la mobilité est identique pour tous les
diluants. 1l en est de méme pour I’intégrité membranaire (Martins-Bessa et al., 2006 ; Rota et al.,
2006).

e Letréhalose

Le tréhalose est un disaccharide composeé de deux molécules de glucose, cette substance a la
particularité d’ étre remarquablement thermostable, il possede un seuil de congélation tres élevé
(température de congélation -197°C dans 100mg/mL dans de |’ eau) (Jain et Roy, 2009).

Lors d'une baisse importante de température, le tréhalose a la faculté de remplacer |a molécule
ded eau al’intérieur des cellules réduisant ainsi laformation de cristaux intracellulaires (Carpenter
et al., 1993). Ce glucide est décrit comme le plus efficace des sucres pour la protection des

spermatozoides lors de la cryoconservation (Ngafi et al., 2013).

De nombreuses études montrent un effet bénéfique du tréhalose pour la cryoconservation de

semence de plusieurs especes comme le bélier (Aisen et al., 2002; Jafaroghli et al., 2011), le bouc
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(Aboagla et Terada, 2003; Aboagla et Terada, 2004), |le taureau (Chen et al., 1993; Woelders et al .,
1997), le porc (Hu et al., 2009) et la souris (Sztein et al., 2001).

D’ autres cryoprotecteurs pénétrants sont également utilisés, comme le méthanol chez le poisson
(Lahnsteiner et al., 2000; Yang et al., 2010), du diméthylacétamide chez le coq (Blanco et al., 2010;
Wishart, 2007) et du DM SO (diméthylsulfoxyde) chez I’ amphibien (Mansour et al., 2010).

[11.1.3.1.3. Sucres

Les sucres procurent |’ apport énergétique aux spermatozoides, différents glucides ont été
goutés aux diluants, tels que le glucose, le fructose, le raffinose, le galactose, en plus du role
trophique des sucres, ceux ci participent également a |’ équilibre osmotique du diluant (Watson,
1990).

Chez le bdlier, leraffinose et |e saccharose fournissent une meilleure protection de I’ intégrité

de |’ acrosome, par rapport au glucose, au fructose ou au lactose (Salamon et Maxwell, 2000).
[11.1.2.3.4 Tampon

Le métabolisme des spermatozoides entraine une augmentation de la production d’'ions
hydrogene qui est al’origine d’ une acidification du milieu qui est toxique pour les spermatozoides.
En I’absence de substance tampon, cette diminution du pH peut entrainer une diminution de la

fertilité et de lalongévité des spermatozoides (England, 1993).

Les tampons utilisés sont généralement a base de tri-hydroxy-méthyl-aminométhane ou
TRIS en association avec de I’ acide citriqgue monohydraté. Il s agit d’ un composé soluble dans |’ eau
gui se comporte comme une base faible, des tampons a base de phosphate ou de citrate de sodium
sont également utilisés (Vishwanath et Shannon, 2000).

[11.1.3.1.5.Antibiotiques

Le sperme n’étant pas stérile et le diluant pouvant ére un bon milieu de culture, C est
pourquoi des antibiotiques sont gjoutés pour lutter contre la prolifération bactérienne. En général, la
dihydro-streptomycine et la benzyl-pénicilline sont les plus utilisées car elles sont bien tolérées par

les spermatozoides (Leblanc, 2004).

[11.1.3.2. Lerefroidissement

Afin de minimiser les chocs thermiques potentiels, une fois diluée , la semence doit étre

placée au frais, a des températures variant selon les auteurs entre 4 et 15°C, le passage a ces
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températures doit étre progressif (Leboeuf et al., 2000; Batista et al., 2009) ains les différentes
études réalisées sur le sujet montrent qu’ une vitesse de refroidissement rel ativement lente donne de
meilleurs résultats qu’une vitesse plus rapide (Hay et al.,1997 ; Pena et al., 2001 ; Nothling et
Shuttleworth, 2005 ; Rota et al., 2005).

Lafigureld résume les divers processus impligqués dans la congélation cellulaire, en tenant
compte de la vitesse de refroidissement du matériel.

Refroidissement

I
Cristallisation extracellulaire Cristallisation Intracellulaire =>_
=4
/
e
/

Déshydratation

Diminution du volume cellulaire o .
. L, . ‘ Altérations membranaires
Augmentation de la concentration intracellulaire

l

Résistance membranaire

l

Figure 14 : Schémaindiquant les divers processus impliqués dans la congélation de cellules en fonction

des vitesses de refroidissement (Claude Gazeau et Jean Dereuddre, 1986).

111.1.3.3. La congélation

Les spermatozoides sont  conditionnés en paillettes fines de 0,25 ml, la congélation au sens
strict correspond ala mise des paillettes dans les vapeurs d’ azote puis ala plongée de celles-ci dans
I’ azote liquide a-196°C.

La méthode de congélation avec les paillettes dans I’ azote liquide peut s effectuer de fagon
manuelle sur les vapeurs dazote liquide ou avec une machine qui controle le taux de
refroidissement. La premiere méthode consiste a disposer horizontalement les paillettes a 16 cm au-
dessus de |’ azote liquide pendant deux minutes, elles sont ensuite descendues a 4 cm au-dessus de

I’ azote liquide pendant trois minutes avant d’'ére complétement immergées (Baril et al., 1993).
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Certains protocoles alternatifs utilisés par les chercheurs suggerent de placer les paillettesde 3 a5
cm au-dessus de |’ azote liquide pendant 4 a5 min (Leboeuf et al., 2000) ou 20 min (Dorado et al.,
2007) avant de lesimmerger.

La seconde méthode consiste a utiliser une machine de congélation qui permet de

programmer différents taux de diminution de température pendant |e processus de congélation.
[I1. 2. Conservation a court terme: Réfrigération
[11. 2.1. Définition

Les spermatozoides de mammiferes peuvent étre conservés sans étre congelés pendant une
courte durée, soit de quel ques heures a quelques jours (a4 °C ou entre 15-20°C). Laréfrigération de
la semence consiste a abaisser progressivement |a température de celle-ci a 4°C en présence de
diluants. Cette descente en température a pour but de réduire les dépenses métaboliques et de

prolonger la durée de vie des spermatozoides (Gadea, 2003).
[11. 2.2. Diluants et méthodes de conservation de semence de bélier en milieu liquide

Etant donné que la survie des spermatozoides a4°C est réduite, il est nécessaire d' utiliser un
milieu spécifique, ou diluant, afin d’ accroitre leur longévité et de préserver au mieux leur capacité
de fécondation. En effet, Rota et al. (1995) ont montré que la mobilité des spermatozoides réfrigérés

se maintient beaucoup plus longtemps lors de I’ utilisation d’un diluant qu’ en I’ absence de diluant.

De plus, Linde Forsberg (1995) a prouvé que des inseminations artificielles de semence
réfrigérée avec un diluant donnent des taux de gestation significativement plus élevés que des

inséminations artificielles de semence réfrigérée sans diluant.

L’ efficacité des diluants et des méthodes de conservation résident dans leur potentiaité a
maintenir I’ ensemble des fonctions des spermatozoides en milieu liquide soit entre 4 et 5° C soit a
15° C. lls sont le plus souvent basés sur I’ utilisation de milieu biologique tel que le lait (Dauzier,
1956 ; Colas et al., 1968), le jaune d’ ceuf (Dauzier, 1956 ; Salamon et Robinson, 1962), I’eau de
coco (Salles, 1989).

e Conservation danslelait

Le lait de vache écrémé est, parmi d autres, le plus utilisé pour la conservation du sperme réfrigéré
a4° ou 15° C (Flipse et al., 1954). Les spermatozoides du bélier peuvent étre conservés dans le lait
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aces mémes températures jusgu’ a une durée de 10 h sans perte du pouvoir fécondant. Cependant,

lafertilité de la semence est meilleure aprés conservation a 15°C par rapport a4°C (Colas, 1984).
e Conservation abasedu jauned’ eeuf et des glucides

D’autres milieux que le lait peuvent étre utilisés pour conserver la semence ovine. Ces milieux
sont géenéralement constitués d’ un tampon minéral ou organique associé a des glucides et du jaune
d’ ceuf. Ce dernier présente un effet préservateur bien connu sur la mobilité, le métabolisme et la
fertilité des spermatozoides conservés a 5° C et cela grace a la lécithine qu'il renferme (Mayer et
Lasley, 1945 ; O’ Shea et Wales, 1967 ; Robertson et Watson, 1987).

Le diluant Glucose-citrate-jaune d’ ceuf est I’ un des premiers a avoir été testé avec succes sur de
la semence de bélier depuis 1960. Plus récemment, les diluants de conservation de semence en frais
sont & base de Tris : Tris-glucose-jaune d oeuf et le Tris-citrate-fructose-jaune d’ ceuf (Salamon et
Maxwell, 2000). Selon Druart et al. (2009), le Tris associé a du glucose et du jaune d’ ceuf peut étre
une aternative au lait, en effet Colas et al n'ont pas observé de différence de fertilité apres

insémination artificielle avec de la semence conservée 4 h a4°C avec du lait écrémé ou du Tris/JO.

La mobilité des spermatozoides de bélier aprés 24 h de conservation a 5°C dans des milieux lait
écrémé/JO ou TridlJO n'est pas significativement différente (Paulenz et al., 2002). Dans ces
conditions, lafertilité obtenue aprés inséminations artificielle vaginale sur cestrus naturel dans une
limite de 12 h de conservation a5°C n’est pas différente entre le lait/JO et le tris/JO (Paulenz et al .,
2002). De méme, apres 24 h de conservation a 15°C.

Les milieux a base de phosphate ou de citrate permettent de conserver la semence ovine a4°C et
15°C avec une fertilité variable selon les auteurs mais globalement similaire a celle du lait
(Maxwell et Salamon, 1993).

Une fois diluée, la semence est refroidie a 4°C ou a 15°C puis conditionnée en paillettes de
0.25ml (1.2 a 1.6 milliards de spermatozoides par ml).

De maniere générale, il est recommande d’ utiliser la semence réfrigérée pour les inséminations
artificielles durant les 8h qui suivent la collecte. Chez le bélier, les semences insémineées plus de
24h apres la collecte montrent une baisse de fertilité de 10-35% par jour de stockage (Maxwell et
Watson, 1996; Salamon et Maxwell, 2000).

La limite de cette technique consiste donc en la durée restreinte du pouvoir fécondant de la

semence ce qui impose de fortes contraintes techniques aux centres d’ insémination artificielle.
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V. Diluants commer ciaux

Des diluants commerciaux peuvent étre utilisés pour la conservation des spermatozoides en
milieu liquide et/ou congelé. Cette section présentera les diluants commerciaux les plus souvent

cités dans lalittérature.
e Triladyle (Minitib, Allemagne)

Est un diluant a base de jaune d’ ceuf utilisé majoritairement pour la semence de taureau, mais
il peut également étre utilisé pour diluer les spermatozoides de bélier, de bouc et de chien.
(Barth ; Bowman, 1988).

e CAPROGEN® (Livestock Improvement, Nouvelle-Zélande)

Est un diluant destiné a la conservation de la semence bovine a température ambiante (18-24
°C) et est utilisé seulement avec de la semence qui garde un bon taux de fécondité pendant une
période de quatre jours (Vishwanath et Shannon , 2000).

e BioXCdl®

Il est a base Ilécithine de soya, cette derniere est composée en grande partie de
phosphatidylcholine, phosphatidylinositol et phosphatidyléthanolamine, qui sont des phospholipides
également retrouvés au niveau de la membrane spermatique (Lenzi et al., 1996; Martinez et
Morros, 1996). Chez le bdlier, un diluant a base de Iécithine de soya est meilleur que le diluant a
base de jaune d’ ceuf commercia pour la préservation de la chromatine et de la motilité spermatique
(Khalifa et Lymberopoulos, 2013).

Dans ce contexte, (Forouzanfar et al., 2010) ont décrit chez cette méme espece que 1% de
|écithine de soya combinée a du glycérol était aussi efficace que 20% de jaune d’ ceuf comme base

de diluant de cryoconservation.
V. Dommages cellulaires dus au froid

Les conséquences de la cryoconservation sur les cellules sont dues au refroidissement lors
de leur congélation et a leur réchauffement lors de la décongélation qui précede leur utilisation.
(Amann, 1998).
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V.1.Effets sur le métabolisme cellulaire

L’intensité du métabolisme est en fonction de la température. Une diminution de la température de
10°C entraine une diminution de I’ activité métabolique de 50%. A 2°C, il ne reste que 5% de
I’ activité métabolique présente a 37°C et a - 80°C, la plupart des processus métaboliques sont

stoppés. La congélation des cellules induit donc un ralentissement du métabolisme. (Amann, 1998).
V.2. Effets sur lesmembranes cellulaires

De nombreuses évidences suggérent que la membrane plasmique du spermatozoide soit le
site privilégié ou surviennent les dommages résultant du refroidissement et de la congélation
(Hammerstedt et coll, 1990; deleeuw et al., 1992).

Bien que la nature des phospholipides et le cholestérol composant la membrane plasmique
du spermatozoide lui conférent un caractére unique (Watson, 1995), les perturbations membranaires
reliées a une diminution de température ressembleraient a celles observées dans d'autres types
cellulaires. En effet, la membrane plasmique du spermatozoide possede essentiellement les mémes
caractéristiques que celles illustrées par le modele de base, soit une mosaique fluide constituée
d'une bicouche de phospholipides avec des proténes intégrées, ainsi que des glycoprotéines et des
glycolipides périphériques (Singer et Nicolson, 1972).

L'gjout du concept d'asymétrie, en complexifiant ce modele, a permis de mieux caractériser
les fonctions cellulaires telles la compartimentation et la perméabilité sélective (de Leeuw et al.,
1992; Parks et Graham, 1992). Au cours de la cryopréservation des spermatozoides, une baisse
soudaine de la température augmenterait la diffusion latérale des lipides membranaires et
faciliterait le regroupement de phospholipides non favorables a une configuration en bicouche,
occasionnant ainsi une fluidification et une déstabilisation des membranes (de Leeuw et al., 1992;
Parks et Graham, 1992; Watson, 1995). |l en résulte une perte de I'intégrité membranaire et de la
perméabilité sélective ce qui affecteraient les fonctions cellulaires telles I'activité enzymatique, 1a
motilité et la viabilité des spermatozoides (de Leeuw et al, 1991; Parks et Graham, 1992;
Robertson et Watson, 1987).

Dans ce concept, Moggia et Perros (1999), Rodriguez et al. (1994) ont mis en évidence les
atérations de la membrane plasmique et de I’acrosome telles que la perte d une portion de la
membrane au niveau de |’ acrosome, une vacuolisation ou la disparition de la membrane externe de
I’acrosome et une perte des composants de |I’acrosome. La cryoconservation a donc un impact
direct sur la structure des membranes cellulaires et elle peut engendrer des dommages irréversibles.
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Objectifs

Les biotechnologies liées a la reproduction ont connus un réel essor depuis quelques,
décennies, poussés par le besoin de produire mieux et plus, les chercheurs ont mis au point des
techniques a méme de permettre d’ augmenter rapidement la qualité génétique des sujets dans le but

de maximiser la productivité des animaux d’ élevage.

L’insémination artificielle représente aujourd hui la biotechnologie de reproduction la plus
largement répandue dans le monde, cette technique d’ application, dga courante dans nos élevages
bovins, n’'est cependant qu’ a ses débuts en élevage ovin avec une utilisation relativement limitée vu

lafragilité de la semence des petits ruminants vis-a-vis du froid.

L’ objectif de la présente étude est de tester et d'évaluer I'effet de trois cryoprotecteurs
rapportés dans lalittérature a des concentrations différentes et ce en vue d’ optimiser un protocole de
conservation a court terme a une température de + 4°C d’ une semence ovine, reproductible et

abordable en pratique courante.
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|. Matérielsutilisés

I. 1. Matériel biologique: Testicules

Pour la collecte de la semence, nous avons utilise des testicules de bélier.
|.2. Matériel du laboratoire: Nous étions munis de:

e Bistouri : destiné aux différentesincisions et dissections;

e Gantsd examen : Vu que le statut sanitaire de certains ovins était inconnu ;

e Aiguille épicranienne et seringue : qui nous ont servis a ponctionner le canal déférent et a
y injecter leliquide de collecte ;

e Pinceaclamper : Elle nous a servis a empécher le retour du liquide de collecte ;

e Eppendorfs: Destinés a contenir la semence collectée et |es différents protocoles;

e Bain marie: Nous a permis de maintenir la semence a 37°C pendant les premiéeres
évaluations de laqualité et aussi aréchauffer la semence avant chaque lecture ;

e |ncubateur : Utilisé pour |’ incubation pendant le test HOST ;

e Vortex : Pour homogénéiser lamatiere premiére ainsi que les différents milieux ;

e Microscope a plaque chauffante: Elément incontournable pour les différentes
observations ;

e Lameset lamelles: Support des échantillons pour les observations ;

e CédluledeMalassez : Utilisée pour définir la concentration ;

e Micropipettes: Déposer les quantités adéquates des milieux utilisés;

e Balance a deux chiffres de précision : Nous a servis a peser les quantités des différents
constituants des cryoprotecteurs ;

e Séparateur du jaune d eeuf : Utilisé pour individualiser le jaune d ceuf du blanc afin d’en
extraire le contenu ;

e Réfrigérateur : Maintien des échantillons a +4°C.
|.3. Produits de préparation

Nous avons par ailleurs utilisé du sérum physiologique, du formol, de I’ Eosine, du Tris, de
I’ Acide citrique, du fructose, du jaune d’ ceuf, du glycérol et de |’ éthyléne glycol.
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1. Méthodes

Pour laréalisation de notre expérimentation, nous avons récupeéré des testicules de |’ abattoir de
Boufarik a 7 heures 30 minutes, ces dernier ont éé acheminés, a température ambiante, au
laboratoire de physiologie de la reproduction de I’ Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d Alger
ou s’ est tenue notre expérimentation.

Au total, nous avons collecté du sperme épididymaire de 7 testicules, il est cependant a noter
que ce n'est qu aprés plusieurs collectes que nous avions pu récupérer une semence jugée bonne
pour I'éude. Ce testicule provenait d'un ovin reproducteur agé de trois ans. Les autres semences
collectées avaient une qualité médiocre (anomalies morphologiques, faible concentration, anomalie

de mobilité).
I1.1. Préparation delasolution A

Au moyen d'une balance de précision a 2 chiffres, nous avons préparé une solution
conventionnelle dont la composition est comme suit : 3,03 g de Tris, 1,7 g d’acide citrique, 1,25 g
de fructose et 100 ml d’eau distillée, pour notre expérimentation, nous avons préparé un volume de
40 ml contenant ainsi : 1, 2 g de Tris, 0,7 g d acide citrique et 0,5 g de fructose, Ces composés sont

dilués dans 40 ml d'eau distillée, cette préparation est représentée dans les figures ci-dessous
(Figure 15 & 16).

Figure 15 : Produits constituant la solution Figure 16 : Pesée des produits dans une balance
A (Cliché personnd!). adeux chiffres de précision (Cliché personnel).

[1.2. Collecte du sper me épididymaire

La collecte de la semence a éé réalisée avec la technique du ringage rétrograde de
I’ épididyme dite « Flushing ». Dans un premier temps, nous avons dénudé les testicules de leurs
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tuniques vaginales et cela en effectuant une petite incision au moyen d'un bistouri du coté opposé
du complexe épididymaire, puis nous les avons dilacérés. Par la suite nous avons réalisé une petite
boutonniére sous le corps de I'épididyme a partir de laquelle nous avons commencé
I"individualisation du complexe épididymaire et |e canal déférent (Figurel7 & 18), puis nous avons
enlevé minutieusement toutes les séreuses entourant ce dernier ce qui éviteral’ éclatement de celui-

ci sous |’ effet de la pression exercée par le liquide injecté lors du ringage.

Figure 17 : Réalisation de la boutonniére sur un Figure 18 : I'individualisation du complexe
testicule dénudé de sa gaine vaginae épididymaire et |e canal déférent
(Cliché personnel). (Cliché personnél).
Les vaisseaux sanguins de la queue épididymaire sont ponctionnés a I’aide d’une aiguille afin

d’ éviter toute contamination de la semence par le sang.

La deuxiéme étape consiste en le ringage épididymaire proprement dit « flushing », cette
technique a été réaisée a l’aide d une aiguille épicranienne appliquée sur le cana déférent et une
seringue contenant 1 ml de la solution A préalablement préparée et 2 cc d’'air, ce dernier serviraa
faire progresser latotalité du liquide injecté. Au fur et a mesure que nous injections le liquide, nous
avons remarqué le gonflement des tubes séminiféres et le durcissement de la queue épididymaire
(Figure 19 & 20).
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Figure 19 : Injection de lasolution A dansle Figure 20 : Gonflement des tubes séminiféres
canal déférent (Cliche personnel). de la queue épididymaire (Cliché personnel).

En fin, une incision de la partie distale de I’ épididyme a été pratiquée et la semence a été

ains récupérée dans un eppendorf (Figure 21).

Figure 21 : Récupération de la semence dans
un eppendorf (Cliché personndl).

[1.3. Examen du sperme collecté

Le sperme récolté est immeédiatement placé dans un bain-marie & 37° C et examiné sur place,

cette évaluation a comporté |’ examen macroscopique et microscopique.
[1.3.1. Evaluation macr oscopique

Elle aporté sur le volume, la couleur et la consistance de la semence collectée, en effet nous
avons récolté 1,5 ml de sperme pur de couleur blanche laiteuse et une consistance un peu épaisse

(Figure 22).
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Figure 22 : Estimation du volume et de I'apparence du sperme collecté (Cliché personnel).

11.3.2. Evaluation microscopique

L’examen microscopique comprend |’étude de la motilité massale, de la mohilité

individuelle et de la concentration.
e Motilité massale

Dés sa collecte, la motilité massale du sperme est évaluée, Elle est déterminée, sur une goutte du
sperme pur prélevée au moyen d’ une micropipette, déposée sur une lame préalablement chauffée a
37° C et placée sur la platine chauffante du microscope (37°C) sous un grossissement X 10. Lanote
de motilité massale est aing attribuée selon I’importance et I'intensité des vagues ondulantes des

spermatozoides (Figure 23).

Figure 23 : Images figées au grossissement X 10 de lamotilité massale (Cliché personnel).
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e Motilitéindividuelle

L'estimation de la motilité individuelle a été réalisée dans les mémes conditions de température
gue la motilité massale, sur une goutte du sperme diluée au 1/10 dans la solution A, étalée et
recouverte d’une lamelle, nous avons observé au grossissement X 40 les mouvements individuels
des spermatozoides selon lesquel s nous avons estimé la note de mobilité individuelle.

e Concentration

Elle est déterminée par comptage des spermatozoides a I’ hématimétre (cellule de Malassez),
aprés dilution au 1/200°™ de la semence pure dans du formol & 3,5%, une goute du mélange est

alors déposée sur la cellule de Malassez puis couverte d’ une lamelle.

L’ hématimétre utilisé comporte 100 grands carreaux eux méme divisés en 20 petits carreaux d’une

surface de 0,0025 mm? et 0,2 mm de profondeur chacun (Figure 24).

Figure 24 : Cellule de Malassez utilisée pour le comptage des spermatozoides (Cliché personndl).

Nous avons procédé au dénombrement des spermatozoides au microscope optique au
grossissement X 100 sur 5 carreaux donnant ainsi une moyenne de 20 spermatozoides par carreaul.

Le calcul delaconcentration en cellules spermatiques est obtenu selon laformule suivante :

:
= X 2 X 10milions X Nombre de dilutions
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[1.4. Dilution dela semence & préparation des protocoles der éfrigération

Aprés lacollecte, la semence est diluée afin de multiplier e pouvoir de reproduction des males
et d'alonger la durée de vie des spermatozoides. Aux fins d’ inséminations artificielles, la
concentration finale de la semence du bélier a été standardisée par les scientifiques aune valeur de

200 x 10° spermatozoides par millilitre de semence.
[1.4.1. Calcul du taux dedilution

Dansle but d atteindre la concentration des spermatozoides requise par |es scientifiques, nous
avons calculé le taux de dilution que la semence pourra supporter selon laformule suivante :

é
= 400x10° 32 fois
200 x 10°
Donc notre échantillon de sperme sera dilué 2 fois (volume / volume).
[1.4.2. Composition des diluants

Au cours de notre expérience, hous avons utilise six types de protocoles, tout d abord , nous
avons extrait le jaune d'ceuf au moyen d'une seringue aprés avoir incisé et écarté la membrane
vitelline  du vitellus vu que ses composants ont un effet spermicide (Figure 25).

Figure 25 : Incision de lamembrane vitelline et récupération du jaune d’ ceuf (cliché personnel).

Aprés cela, nous avons préparé les six milieux de réfrigération dont la composition est illustrée et
rapportée dans le tableau ci-apres et lafigure 26.
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Tableau 3: Composition des solutions utilisées.

ompositions
Protocoles Solution A Jauned’ ceuf Glycérol Ethyléne glycol

Témoin. 1ml - - -

Jaune d’ ceuf & 20% 0,8 ml 0,2ml -- --

Glycérol & 5% 0,75 ml 0,2 ml 0,05 )

Glycérol a 10% 0,7 ml 0,2 ml 0,1 ml B
Ethyléne glycol 4 5% 0,75 ml 0,2 ml -- 0,05
Ethyléne glycol & 10% 0,7 ml 0,2 ml -- 0,1 ml

Figure 26 : Composition de base des protocol es de réfrigération. (Cliché personnel).

A |’aide d’'une micropipette, nous avons prélevé 200 ul de chacune de ces solutions dans six

eppendorfs étiquetés auxquels nous avons gjouté le méme volume de sperme pur (Figure 27).Ces

eppendorfs sont vortexés et mis par la suite dans un réfrigérateur réglé a+ 4° C (Figure 28).
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-

Figure 27 : Préparation des milieux Figure 28 : Passage au vortex

de réfrigération (cliché personnel). des eppendorfs (cliché personndl).

[1.5. Analyse dela qualité de la semenceréfrigérée

La semence des six eppendorfs a été évaluée avec trois types d examen (motilité individudle,
test de coloration a I’éosine et le test Host) a des temps différents (HO, H12, H24, H36, H60,
H84, H108, H132, et H156). Il est a noter qu’ avant toute évaluation, les eppendorfs sont passés au
vortex afin de bien homogénéiser les solutions.

[1.5.1. Evaluation de la motilité individuelle

La motilité individuelle a été évaluée sur une goutte de sperme combinée a une goutte de la
solution A, I'gjout de cette derniére a pour objectif d approvisionner les spermatozoides en source

d énergie (fructose).
I1.5.2. Coloration al’éosine

C'est une coloration vitae et différentielle permettant de déterminer le pourcentage de
spermatozoides vivants par rapport aux morts, elle est réalisée sur une goute de sperme et une goute
d éosine concentrée a 0,5%, étalée sur une lame et couverte d une lamelle, puis observée sous
microscope optique au grossissement X 40. La membrane d’'un spermatozoide vivant est intacte
donc imperméable au colorant, par contre celle d’ un spermatozoide mort |aisse pénétrer le colorant
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a I'intérieur de la cellule lui conférant ainsi une coloration rose ou rouge. (Figure 29 & 30).

Figure 29 : Préparation du frottisde la Figure 30 : observation microscopique au
coloration vitale (cliché personnel). grossissement X40 des spermatozoides

colorés al’ éosine (cliché personnel).

Nous avons procédé au dénombrement de 50 spermatozoides et ce dans quatre champs
microscopiques différents, puis nous avons calculé le pourcentage de spermatozoides vivants selon
I’ équation suivante :

X =(nx 100) /200

¢ n:nombre de spermatozoides vivants repéres.

e X : Pourcentage de spermatozoides vivants.

11.5.3. Test de gonflement hypo-osmotique (HOST)
Ce test a pour but d'évaluer I'intégrité membranaire des cellules. En effet, les cellules
présentant une membrane plasmique intacte ont la capacité de se déformer et d' évacuer |’ eau.

Pour réaliser ce test, nous avons d’ abord préparé la solution hypo-osmotique composée de 10 ml
du sérum physiologique (Nacl a 9%o) et 10 ml d'eau distillée, en suite nous avons prélevé un
volume de 50 pl de celle-ci combiné a un méme volume de la semence de chaque milieu. Le
mélange est incubé dans un incubateur a 37°C pendant 45 minutes, puis les spermatozoides sont
observés au microscope optique au grossissement X 40. (Figure 31).

Les spermatozoides dont la membrane est intégre se déforment ce qui indique leur vitalité, ils sont
reconnus par un gonflement de la téte et/ ou enroulement du flagelle, les spermatozoides morts ne
réagissent pas au test.
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Figure 31 : observation microscopique au grossissement X40 des spermatozoides gonflés ala
solution hypo-osmotique (cliché personnel).

Nous avons procédé au dénombrement de 200 spermatozoides (morts et vivants), |e pourcentage de

spermatozoides vivants est ainsi calculé selon I équation suivante :

X =(nx 100) / 200

¢ n: nombre de spermatozoides vivants repérés.

e X : Pourcentage de spermatozoides vivants.

50



Résultats




Partie expérimentale Résultats

|. Résultats d’ évaluation du sperme pur collecté

Les résultats d’ évaluation de la semence ayant fait I’objet de notre travail sont rapportés dans le
tableau 4.

Tableau 4: Résultats d’ évauation du sperme apres collecte

Evaluation macr oscopique Evaluation microscopique

Volume  Couleur consistance Motilité massale Motilitéindividuelle  concentration
400x10°
1,5ml Blanche Laiteuse 5 (tourbillonrapide) 5 (spermatozoides  spermatozoides
fléchants) /ml

II. Analyse des paramétres de la semence réfrigérée

Les résultats des observations réalisées sur la semence réfrigérée sont récapitulés dans le
tableau ci-dessous, les valeurs notées représentent respectivement : la motilité individuelle,
pourcentage de spermatozoides vivants obtenu avec la coloration vitale et le test HOST dans les

différents temps d’ observation.

Tableau 5: Résultats d’ évaluation du sperme réfrigeéré.

Protocoles
Témoin Jaune | Glycérol & | Glycérol a| Ethylene | Ethylene
d’ ceuf a glycol a glycol a
Evaluation 20% % 10% 5% 10%
~ Motilite 5 5 5 5 5 45
individudle
Coloration | g4 6600 |  78% 78% 85,5% 87% 82%
HO | aléosine
Test Host 97% 95% 95% 93% 97% 95%
~ Motilite 3 4 5 35 4 45
individudle
o | COlOrAON | e350, | 6796 | 6825% | 735% | 775% | 7525%
al’éosine
Test Host 89% 91% 93% 91% 90% 91%
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~ Motilité 2 3 3 3 3 35
individuelle
H 36 C\°|'f’f ation | 5e04 52% 68% 69% 72% 70%
al’éosine
Test Host 75% 75% 80% 82% 83% 84%
~ Motilité 2 25 3 2,5 25 3
individuelle
H 60 9"|' oration | 4904 50% 63% 61% 65% 68%
al’éosine
Test Host 52% 59% 67% 65% 69% 75%
Motilité 1 1 2 25 3 35
individuelle
H 84 Coloration 47.5% 57% 55,5% 59% 55,5% 67,5%
al’ éosine
Test Host 39% 47% 58% 52% 57% 69%
Motilité 1 1 2 1 1 35
individuelle
Coloration 38% 41,5% 45,5% 47% 41% 60,15%
H108 | al éosine
Test Host 28% 35% 49% 47% 52% 67%
Motilité 0,5 1 1,25 15 1,5 35
individudlle
H132 Coloration 26% 23,5% 27% 41% 34% 48%
al’ éosine
Test Host 16% 22% 26% 31% 21% 62%
Motilité 0 0 0,25 0,5 1 3
individudlle
H156 Coloration 10% 8,5% 15,5% 23% 29% 35,5%
al’ éosine
Test Host 7% 10% 14% 12% 30% 50%
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Ces résultats sont représentes, en détails, dans les figures ci-apres :

I1.1. Résultats globaux en fonction de |’ heure de lecture

[1.1.1. RésultatsrecueillisaHO

Motilité individuelle

Pourcentage de
spermatozoides vivants

Pourcentage de
spermatozoides vivants

5 5 5 5 5
EEERE o 85,50%87%
‘A NN 84,66% 78% 78% 82% 7% gsor 055 97% o500
H O H N N N . m _ _ m @ - = 95% 95% g3, " . 95%
H NN N NN R RN | A e = A =
H NN N NN H N NN NN H A aE B
H NN N NN H EH NN NN H B E E NN
NN N N N W O N N NN H B B B N
Pl N N N N e v Pl NN NN N NN N 4 pda I N NN N w4
SO O RGO NERCIRO
& & &€ & o & & ¢ & o & &8° &
,{z@ a4 Q\’A“' Q\’A“’\ ?§\ %9}* /\‘z& q,°\ Q}*" @\(‘ \ ?§\<°9§\ .{e«& D Q}A" %A"\ ?5\%?}*
o\ N 0|0
olo” &o” &S \99\0 ¢§\° '§\o S é:\o e Q°\° S &o\o
(a) (b) ©
Test de motilité Test deviabilité al’ éosine Test HOST

Figure 32 : Graphes représentant |’ évaluation aH .

Nous constatons a partir des résultats de |’ évaluation effectuée a Ho que les valeurs de motilité

individuelle est identique pour les cing premiers milieux (5) tandis que le milieu 2 10% d’ éthylene

glycol se singularise par une légére baisse du score de motilité a 4,5. Ainsi le pourcentage de

viabilité des spermatozoides est presque identique dans les six milieux.

[1.1.2. RésultatsrecueillisaH12

Motilité individuelle Pourcentage de Pourcentage de
5 spermatozoides vivants spermatozoides vivants
s = 4 45
M 35 = 73,5% 77,5% 89% 91% 93% 91% 90% 91%
s pE BB 63,5%67% 68,25% 7525% s m B mm
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Figure 33 : Graphes représentant |’ évaluation aH 1.

L’ analyse de la qualité de la semence réfrigérée a Hi, a révélé des valeurs variables de la motilité

individuelle, qui se voit diminuée dans le milieu témoin, 20% JO, 10% de glycérol et 5%
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d’ ethylene glycol. Par contre les deux protocoles a 5% de glycérol et a 10% d’ éhylene glycol ont
maintenu leur valeur de motilité enregistrée a Ho. Concernant le pourcentage de spermatozoides

vivants, nous avons remarqué qu’il a diminué dans tous les milieux.

11.1.3. Résultatsrecueillisa H36
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Figure 34: Graphes représentant I’ évaluation aH 36,
Il ressort des résultats représentés dans la figure 34 que la motilité individuelle continue sa
décroissance dans les six protocoles, il est a noter que les milieux : 20% JO, 5% de glycérol, 10%
de glycérol et 5% d’ éhylene glycol ont marqué la méme valeur de motilité (3) tandis que le milieu
témoin: 2 et I'éhyléne glycol a 10%: 3,5. Par ailleurs, la vitalité poursuit sa décroissance et ce

dans tous les milieux.

I1.1.4. Résultatsrecueillisa H60
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Figure 35: Graphes représentant I’ évaluation aH .
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Cette figure indique que les valeurs de motilité individuelle ainsi que celles de la vitalité continuent

leur diminution, cette derniere est plus prononcée dans le milieu témoin éant dépourvu d’ éléments

protecteurs.

[1.1.5. Résultatsrecueillisa H84
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Figure 36 : Graphes représentant I’ évaluation aH g,

Nous notons, a partir des résultats de cette figure, le prolongement de la diminution des valeurs de

vitalité, ains que celles de motilité dans le milieu témoin, le JO a 20%, le glycérol a 5% et a 10%,

les protocoles a5% et a10% d’ éthyléne glycol quant a eux ont marqué une augmentation du score

delamotilité.

[1.1.6. Résultatsrecueillisa H108
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Figure 37: Graphes représentant I’ évaluation aH 1.
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Les résultats de I’ analyse de la qualité de la semence a Hygg indiquent une décroissance importante

des résultats de la motilité individuelle dans tous les milieux a I'’exception du milieu a 10%

d’ éthyléne glycol qui a conservé sa valeur de motilité notée a Hg, . Méme constat pour les résultats

delavitalité des spermatozoides qui ont été plus au moins conservés dans ce milieu.

[1.1.7. Résultatsrecueillisa H132
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Figure 38: Graphes représentant I’ évaluation aH 13,

Nous avons remarqué que le milieu 210% d’ éthyléne glycol conserve sanote de motilité & 3,5 avec

une légére diminution du pourcentage de spermatozoides vivants. Les autres milieux de

réfrigération marquent toujours une diminution importante du taux de vitalité.

[1.1.8. Résultatsrecueillisa H156
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Figure 39: Graphes représentant I’ évaluation aH 156,
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L’ évaluation effectuée a Hiss a indiqué que le milieu témoin et celui a 20% du JO ont perdu leurs
motilités, le milieu & 10% d’éthylene glycol a marqué une baisse de 0,5 de la valeur de maotilité
pour marquer une note de 3 a la fin de I'’évaluation. Le taux de vitalité dans ce milieu était

satisfaisant avec un pourcentage de 50% de spermatozoides vivants.
I1.2. Progression desrésultats par milieu deréfrigération

Dans ce volet, nous alons étudier la cinétique de chague milieu en fonction des différents

temps de lecture, notre étude a abouti aux résultats représentés dans les gaffes suivants :

[1.2.1.Milieu témoin

84,66%
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Test de motilité Test deviabilité al’ éosine Test HOST
Figure 40 : Evolution des résultats dans e milieu témoin.

Nous constatons une diminution de la mobilité et de vitalité de Ho a His6 pour atteindre une valeur
de motilité 0 ala fin d' évaluation et 10% & 7% de spermatozoides réveélé respectivement par la

coloration vitale et le test HOST.
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[1.2.2. Milieu & 20% du jaune d’ ceuf
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Figure 41 : Evolution des résultats dans e protocole a 20 % du jaune d’ ceuf.

Une diminution progressive de la motilité individuelle s observe dans le milieu a 20% du JO pour
atteindre la note 1 qui s est maintenue entre Hgs et Hiz, pour redescendre a0 a 156 heures. Le taux
de vitalité des spermatozoides dans ce protocole décroit dans le temps pour atteindre 8,5% (éosine)
et 10% (HOST) a Hiss, Nous avons remarqué gue la coloration vitale a révélé une augmentation du
nombre de spermatozoides vivants entre Hgy € Hgy qui est certainement due a une erreur

d’ observation microscopique.

11.2.3. Milieu a 5% deglycéral
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Figure 42 : Evolution des résultats dans e le protocole a 5% de glycérol.
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Lemilieu a5% de glycérol agarde lavaleur de motilité de 5 durant les deux premieres évaluations,
puis elle descend progressivement jusqu’a 0,25 notée a la derniére estimation. Les deux tests de
viabilité des spermatozoides indiquent la diminution du taux de vitaité au fil du temps. Ils ont

marqué 15,5% et 14% de spermatozoides vivants a Hisg.

[1.2.4. Milieu & 10% de glycérol
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Figure 43 : Evolution des résultats dans e le protocole a 10% de glycérol.

Les valeurs de motilité individuelle ains que celles de vitaité évoluent selon une courbe de
régression dans le milieu a 10% de glycérol, marquant une note de 0,5 (motilité) et 23% et 12%

releveé respectivement avec la coloration vitale et le test HOST.

11.2.5. Milieu a 5% d’éthyléne glycol
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Figure 44 : Evolution des résultats dans | e protocole a 5% d’ éthylene glycol.
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Un décroissement progressif de la motilité a été aussi enregistré dans le protocole a 5% d’ éthyléne
glycol pour atteindre la valeur de 1 a Hiss. Méme observation pour les pourcentages des

spermatozoides vivants qui ont marqué 29% (coloration al’ éosine) et 30% (test HOST).

11.2.6. Milieu a 10% d’éthylene glycol
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Figure 45: Evolution des résultats dans le protocole a 10% d’ éthylene glycol.

Une diminution progressive mais moins marquée des valeurs de motilité et de viabilité a éé
constatée dans le protocole a 10% d’ éthylene glycol, ce milieux semblerait étre comparativement
aux autres protocoles meilleur pour la conservation de la semence ovine, en effet la note de motilité
attribuée était de 3 avec 35% & 50% de spermatozoides vivants, notés respectivement avec la

coloration vitale et le test HOST alafin de |’ expérimentation.
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|. Discussion de lathématique derecherche

|.1. Technique de collecte

Les spermatozoides provenant de la queue de I’ épididyme sont mobiles, matures et aptes a
féconder les ovocytes (Toshimori, 2003). Ces caractéristiques du sperme épididymaire ont permis
aux scientifiques d’envisager la sauvegarde post-mortem des sujets de haute valeur géenétique ou
des especes menacées de disparition pour des expérimentations diverses ou une congéation en vue
d inséminer artificiellement ou de fécondation in vitro. (Zambelli et Cunto 2006; Korochkina et al.,
2014).

La semence peut étre prélevée dans les douze heures post-mortem sur des animaux
conservés au froid (environ +4 a+6 °C). |l y a également une démarche croissante des propriétaires
et des éleveurs qui souhaitent conserver le sperme de leur animal post-castration ou post-mortem

pour réaliser de nouvelles descendances (Bruemmer, 2006).

Deux techniques nous permettent de collecter le sperme épididymaire, la premiére est dite
« retrograde flushing » et la deuxiéme est appelée « Float-up », notre choix de collecte s est porté
sur le flushing rétrograde au vu ses avantages par rapport a latechnique de flottaison, il est facile a
réaliser, rapide et il permet de collecter un nombre beaucoup plus important de spermatozoides
gu’ avec le float-up (15 a 20 milliards de spermatozoides contre 4 a5 avec la méthode de flottaison
chez I’ étaon (Bruemmer, 2006)). En outre, Turri et al en 2011 ont mis en évidence de meilleurs
résultats en termes de mobilité et de viabilité de la technique du rétrograde flushing

comparativement a ceux obtenus avec latechnique du Float-up.
|.2. Liquidedu rincage & Milieu deréfrigération

Le flush épididymaire peut étre réalisé avec du serum physiologique (Martinez-Pastor et al.,
2006), citrate de sodium/ jaune d’ ceuf (Soler et Garde, 2003) ou I’ huile de paraffine (Dacheux et al.,
2006 ; Belkadi et al., 2013, Guerin et al., 2003).

Dans notre expérimentation, nous avons utilisé un milieu de réfrigération standard dans les
cing protocoles, il est ains composé de Tris a 3.03%, de fructose a 1.25%, d'acide citrique

monohydrate a 1.70% dilués dans de I’ eau distillée et du jaune d’ ceuf a 20%.

Le travail de Lone et al en 2012 compare différents milieux de réfrigération du sperme
épididymaire et démontre que le milieu précité offre un meilleur rendement en termes de viabilité et

d’intégrité de I’ acrosome, ¢’ est ce qui a orienté notre choix quant au milieu a utiliser.
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|.3. parametres d’évaluation dela qualité dela semence

Pour I’analyse de la qualité de la semence, nous nous sommes référés a la coloration a
I’éosine qui est selon Hanzen (2005) une coloration vitale de référence en matiere d’ examen
morphologique du sperme et le test hypo-osmotique qui se fait impérativement lors du choix des
spermatozoides en vue de I'utilisation dans les biotechnologies spermatiques, le HOST est
considéré le meilleur test d’indication de I’ intégrité membranaire des spermatozoides reflétant leur
vitalité (Esteveset al., 1996 ; Neild et al., 1999).

D’autre part nous avons évalué la motilité individuelle, cette derniére étant le reflet de la
fertilité (vivacité et vitalité) (Vaissaire, 1977).

II. Discussion desrésultats du sperme collecté
11.1. Evaluation macroscopique

11.1.1. Volume

Le sperme collecté avait un volume de 1,5 ml correspondant ainsi aux volumes de sperme
épididymaire recueillis par Guerin et al.(2003) Fernandez Abella et al en 2013 dans leurs trois
expériences, par contre ces résultats sont supérieurs a ceux de Amari et al. (2015), Smatti et Mekki
(2013) qui ont obtenu respectivement un volume de 1,2 ml, 0,8 ml et 0,6 ml et ce dans les mémes
conditions de collecte que les nétres, ces différences observées sont probablement dues a |’ age des
agneaux desquels les testicules ont été récupérés ou a des différences raciales.

[1.1.2. Couleur & consistance

La couleur de la semence obtenue était blanche de consistance laiteuse ce qui confirme les
observations rapportées par Maxwell et Evans (1987) ; Hafez (1987) et Fourie et al. (2004).

Selon Douet (2000), un sperme laiteux correspond & une concentration de 2x10°

spermatozoides/ ml qui corrobore avec la concentration et la consistance du sperme de notre étude.

|1.2. Evaluation microscopique
I1.2.1. Motilité

La note de motilité massale et individuelle attribuée a la semence était de 5 du fait que les
spermatozoides soient fléchants avec des trgjets rectilignes et qu’ils forment des tourbillons rapides
(Salamon, 1976 ; Baril et al., 1993; Marco-Jiménez et al., 2005).
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Ces résultats sont proches de ceux de Belkadi et al. (2013) qui ont estimeé la motilité du
sperme épididymaire a Hp 4,55 + 0,12 et ceux obtenus par Smatti et Mekki (2013) qui ont obtenu
deux notes de motilitéindividuelle : 4,5 et 3,5 dans les deux testicules collectés.

[1.2.2. Concentration

La concentration en spermatozoides obtenue était 400x10° spermatozoides par millilitre,
cette valeur est nettement inférieure a celles rapportées par Fernandez Abella et al. (2013) qui ont
obtenu 8.7 + 1.8 x 10° spermatozoides pour les béliers de race corriedale et 13.2 + 2.1 x 10° pour les
béliers de race 1le de France et celle de Amari et al. (2015) qui ont trouvé une concentration de

3,5x10” spermatozoides par millilitre.

[11. Discussion desrésultats post réfrigération dela semence

Les résultats recueillis a Hp sont presque identiques dans les cing milieux qui maintiennent
les valeurs de motilité et celles de viabilité enregistrées a I’ éat frais. Ces observations affirment les
résultats recueillis par Amari et al. (2015) et Miclea et al. (2010) qui ont indigué que la diminution
de la température a 4°C n’induit pas significativement une baisse de motilité et de viabilité des
spermatozoides a Hy. Par contre au niveau du protocole a 10% d éthyléne glycol, une légére
diminution de lamotilité individuelle a éé observée (4,5) vu que ce milieu était le dernier qui a été
évalué ce qui indique un début d’action du froid sur les spermatozoides d’une part et d autre part

gue les cryoprotecteurs N’ agissent pas sitot sur les cellules apres leur mise en contact.

Au cours des évaluations Hi,, Hss, Heo, Has, Hios, H132 €t Hiss, NOUs avons observé des
variations de la mobilité et de la viabilité des spermatozoides ce qui met en évidence I’ action des

cryoprotecteurs.

En effet, dans le milieu témoin la motilité individuelle décroit progressivement pour
atteindre une valeur de 0 a Hiss, méme constatation pour |e pourcentage de spermatozoides vivants
révélé par letest HOST et la coloration al’ €osine qui ont montreé respectivement une valeur de 10%
et de7% de spermatozoides vivants a Hise. Ceci est expliqué par |’ effet délétére du froid exercé sur
les spermatozoides en |’ absence d’ é éments protecteurs.

Dans le milieu a 20% du jaune d'ceuf, les deux paramétres d évaluation de la semence
diminuent aussi mais moins vite par rapport au milieu précité pour atteindre un score de motilité de
3 et un pourcentage de spermatozoides vivants de 59% enregistrés a Hzs avec le test HOST, valeurs
gui peuvent étre encore acceptables en vue de I’ utilisation de cette semence pour |'insémination
artificielle. 1l est a noter que le test de viabilité (coloration a |'éosine) avait marqué une
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augmentation du nombre de spermatozoides vivants entre Hg et Hgy Ce qui est probablement di a

une erreur de lecture conséguente de la subjectivité de I’ observation microscopique.

Lors de la comparaison entre les résultats du milieu a 5% de glycérol et ceux du milieu a
10% de glycéral, nous avons ressorti  des conclusions différentes entre la coloration vitale et |e test
HOST, en effet ce dernier arévélé que le 5% de glycérol est meilleur que le 10% ayant donné des
pourcentages respectivement de 14% et de 12% de spermatozoides vivants a Hisg avec un seuil de

bonne qualité enregistré a Hg, marquant ainsi les valeurs de 58% et 52%.

Ce résultat corrobore celui obtenu par Smatti et Mekki (2013) qui ont comparé ces mémes
concentrations et ont conclu que la concentration de 10% est toxique pour les spermatozoides du
bélier. Ces résultats soutiennent aussi ceux de Amari et al., (2015) qui ont démontré gu’un milieu a
5% de glycérol est meilleur que celui de 15% de glycérol ce qui nous laisse prédire que le glycérol a
de faible concentration protége les spermatozoides du bélier contre le froid. Cette méme
constatation a été observée par Morrier et al. (2002) qui ont rapporté gu’ une concentration de 7% de

glycérol préserve lamobilité et la vitalité des spermatozoides du bélier a5°C.

Ces observations confirment les données bibliographiques qui attestent que le glycérol a des
hautes concentrations est toxique pour les cellules, cette toxicité est due a la perturbation de la
viscosité du cytoplasme, de la stabilité et de la perméabilité de la membrane plasmique et ce par
disruption des phospholipides et des protéines structurales de la membrane plasmique. Ces
phénomenes pourraient entrainer des effets néfastes potentiels sur le pouvoir fécondant du sperme.
(Amann et Pickett, 1987; Storey, 1998 ; Hammerstedt et Graham, 1992)

Le test de la coloration vitale quant a lui a indiqué un résultat contradictoire: le milieu a
10% de glycérol a marqué un pourcentage de spermatozoides vivants supérieur a celui du milieu a
5% de glycérol. Les différences constatées peuvent étre dues a la subjectivité de |’ observation
microscopique mais le test HOST reste plus significatif vu que son appreciation se fait aprés 45

minutes d’ incubation des spermatozoides dans la solution hypo-osmotique a 37°C.

Notre travail a démontré que I'utilisation de I'éthyléne glycol comme cryoprotecteur pour la
réfrigération de la semence ovine a amélioré significativement la vitaité et la motilité des
spermatozoides par rapport aux autres milieux surtout lorsqu’il est utilisé a une concentration de
10%. Cette derniere a conservé 35% (coloration vitale) et 50% (test HOST) de spermatozoides
vivants et une motilité de 3 a Hisg, Vaeurs qui constituent un seuil d’ utilisation pour I’insémination

artificidlle.
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Comparativement avec le milieu a 5% d''éhylene glycol, nous avons obtenu des chiffres
trés proches avec la coloration vitale et le test HOST qui sont respectivement 29% et 30% de
spermatozoides vivants et une motilité de 1 aHsg,

Il ressort de la comparaison des résultats obtenus avec le glycéral et I’ éthylene glycol que ce
dernier est mieux adapté ala conservation de la semence ovine quelque soit sa concentration (5 ou
10%). Ces résultats sont en accord avec ceux des auteurs qui ont travaillé sur la cryoconservation de
la semence ovine. En effet Moraes et al. (1988) ont estimé que |’ éthyléne glycol a 5% était plus
efficace pour congélation du sperme du bélier que 7,5% de glycérol en se basant sur les deux
critéres: motilité et intégrité de I’acrosome. Du point de vue de l'intégrité de la membrane
cellulaire, I'éhyléne glycol a donné une plus grande protection aux spermatozoides gque le glycérol
(Brisola, 1999).

Nos résultats corroborent ceux des autres auteurs qui ont utilise I'éthyléne glycol ala place
du glycérol chez d'autres animaux, en effet ces résultats corroborent ceux de Swelum et al. (2011)
qui ont démontré que l'utilisation de I'éhyléne glycol comme un cryoprotecteur pour le sperme de
buffle a amélioré significativement sa qualité apres la décongéation (viabilité éevée, l'intégrité
acrosomique, l'intégrité de la membrane plasmique, et faibles anomalies) que I'utilisation du
glycérol, Cependant ces résultats sont en désaccord avec ceux de Rohilla et al. (2005) qui ont
estimé qu’ une concentration de 6,8% de glycérol est meilleure en termes de motilité, de viabilité et

intégrité de I’ acrosome que 5% d’ éthyléne glycol lors de la congélation du sperme de buffle.

L’ effet protecteur de I'éthylene glycol est attribué a son petit poids moléculaire, une
caractéristique qui lui confére une grande perméabilité aux cellules, ce qui lui permet de pénétrer et
de quitter la cellule plus rapidement que le glycérol et par conséquent sa toxicité est faible (Soares
et al., 2002 ; Massip, 2001). Ces caractéristiques lui ont values d’étre un cryoprotecteur optimal
pour la protection des cellules (Harrison et al., 1996).

Il est par ailleurs, arappeler que I'éthyléne glycol était largement utilisé pour la congélation
des spermatozoides de diverses especes de mammiferes comme I’homme (Gilmore et al., 1995), le
sanglier (Phelps et al., 1999) et de la souris (Gilmore et al., 1998), congéation des embryons
(Massip, 2001 ; Le Ga et al., 1993) ains gue la congélation du tissu ovarien (Rodrigues €t al.,
2004 ; Newton et al., 1996).
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CONCLUSION

Le froid est un processus entrainant de nombreux effets néfastes sur les spermatozoides
notamment la perte de I’ intégrité de la membrane plasmique qui N’ est pas sans effets délétéres sur la
fertilité des spermatozoides. De nombreux protocoles de cryoconservation sont proposés dans la
littérature pour la congélation des semences, cependant tres peu d éudes sont réalisées dans le

contexte de laréfrigération de la semence ovine avec cryoprotecteurs.

L’ objectif de notre travail éait d’'optimiser un milieu de conservation adéquat a la
conservation a court termes de la semence épididymaire ovine en présence de cryoprotecteurs et ce
afin de préserver le pouvoir fécondant des spermatozoides le plus longtemps possible et, par
conséquent, permettre la diffusion del’insémination artificielle chez les petits ruminants.

Il ressort des résultats de notre expérimentation que I’ addition de I’ éhyléne glycol a une
concentration de 10 % dans le milieu de dilution conserve la mobilité et la vitaité des
spermatozoides a +4°C pendant 156 heures (motilité :3,% de spermatozoides vivants :52%) presgue
ala moitié de celles observées a Hy contrairement au milieu qui ne contient pas de cryoprotecteur
ou qui contient un cryoprotecteur non pénétrant « le jaune d’ ceuf » et aussi par rapport au milieu qui
contient le glycérol comme cryoprotecteur pénétrant.

Nous avons également conclu que la présence de glycérol dans le milieu de réfrigération
diminue la mobilité et la vitalité des spermatozoides et ce surtout a des concentrations éevées

(10%) qui sont toxiques pour les spermatozoides.

Tenant compte de I’intérét que la réfrigération de la semence offre en terme de préservation
des animaux d’ élite et de sauvegarde du patrimoine génétique de nos races locale, d’ autres études
restent encore a réaiser afin d’améliorer |’ efficacité des protocoles de réfrigération de la semence

ovine.
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RECOMMANDATIONS

L’insémination artificielle, moyen de diffusion du progres genétique dans les élevages, a
prouvé son réle prépondérant dans le développement de lafiliére ovine, malgré ses spécificités pour
cette espéce, ele a pris une place importante dans bon nombre des pays du monde. Quoigqu’en
Algérie cette technique, est utilisée depuis I’année 2006 d une maniére timide et n’a touché que
0,14% du total national des brebis (CNIAAG, 2009), le nombre total de brebis inséminées par an
selon la méme ressource est en décroissance continue ce qui prouve que cette biotechnologie ne

trouve pas encore sa place dans |les systémes de production actuels.

Les résultats obtenus al’issue de notre travail démontrent clairement |’ efficacité de certaines
molécules dans la préservation des caractéristiques fonctionnelles de la semence ovine jusgu'a 156
heures aprés sa récolte. Cependant, et afin de préendre a des résultats plus probants, nous

recommandons ce qui suit :

e FEtendre le temps de lecture au-dela de 156 heures afin de démarquer encore mieux |’ effet
del’ éhyléne glycol en fonction du temps;;

e Utiliser des méthodes objectives et plus avancées pour |’ évaluation de la semence comme
le CASA afin de pallier alasubjectivité des résultats de I’ observation microscopique;

e Tester la fecondité de la semence réfrigérée obtenue avec la fécondation in-vitro des
ovocytes, ou I’'insémination artificielle des brebis ;

e Tester d'autres concentrations de ces cryoprotecteurs afin de mettre en évidence une
concentration optimale a la réfrigération de la semence ;

e Tester de nouvelles molécules et comparer leurs effets potentialisant ou toxiques ;

e Envisager de mener des études semblables sur du sperme éaculé afin d'en identifier des
variations du point de vue du comportement des molécules;;

e Collecter du sperme épididymaire a partir de béliers reconnus de haute valeur génétique.
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Résumé

La conservation a court terme de la semence ovine est une bhiotechnique qui permet de
prolonger la longévité des spermatozoides, cependant cette durée de vie demeure limitée,
toutefois, la semence cryoconservée chez cette espece ne donne des taux de fertilité
acceptables que lorsgu’ elle est utilisée en 1A par laparoscopie, ce qui limite I’ expansion de
I'insémination artificielle chez les ovins. Ces constatations nous ont dictés I'objectif de
rechercher un milieu approprié a la réfrigération de la semence ovine & 4°C et ce en présence
de cryoprotecteurs en vue de palier a la limite de la durée de vie restreinte des
spermatozoides obtenue par ce procédé. Pour ce faire, nous avons mis al’ essai laréfrigération
de la semence épididymaire de bélier moyennant six milieux de conservation : a base de 20%
du jaune d' ceuf, 5% de glycérol, 10% de glycérol, 5% d’ éthyléne glycol, et 10% d’ éhylene
glycol et un milieu témoin.

Notre méthode de collecte a été portée sur le rincage rétrograde de I’ épididyme, la semence
obtenue a été évaluée, diluée et répartie dans les six milieux, puis réfrigerée a4°C, par la suite
nous avons évalué la matilité individuelle et la vitalité des spermatozoides (Test HOST &
coloration a I’ éosine) des six milieux a Ho, H12, H24, H3s, Heo, Haa, H1os, Hisp, € Hise. NOS
résultats révelent que le protocole a 10% d’éthylene glycol semble étre le meilleur protocole
pour la réfrigération, ainsi, la durée de conservation optimale de la semence dans ce milieu
était de 156 h avec un pourcentage de 50% de spermatozoides vivants obtenus avec le test
HOST. L'utilisation conjointe d’ un cryoprotecteur pénétrant (le glycérol) et non pénétrant a
donné des résultats acceptables (58%) pour la concentration de 5% et 52% pour la
concentration 10% aHaga,

Mots clés: semence ovine, spermatozoides, conservation, cryoprotecteurs, réfrigération,

glycéral, éthylene glycol.



Summary

Short term conservation of sheep semen is a biotechnology that can extend the sperm’s life,
even if this life duration remains limited, however cryopreserved semen in this species gives
acceptable fertility rates when used in laparoscopic artificial insemination, that what limits the
expansion of artificial insemination in sheep. These findings have dictated us the objective to
find an appropriate medium to refrigeration sheep’s semen at 4 ° C with croprotecters and to
overcome the contraint of the restricted life of sperm obtained by this method. We tested the
refrigeration of epididymal ram semen using six conservation mediums: based on 20% of egg
yolk, 5% glycerol, 10% glycerol, 5 % ethylene glycol, 10% ethylene glycol and a control
medium.

We aso used the retrograde flushing of the epididymis method in order to recover ram semen
which was than was evaluated, diluted and distributed in the six mediums, then refrigerated at
+ 4 ° C, thereafter we assessed the individual motility and vitality sperm (HOST Test & eosin
coloration) of the six circlesin Ho, Hi2, H24, H3s, Heo, Hga, H1os, H1zz, and Hsg).

Our results demonstrated that usage of ethylene glycol as a cryprotectant to 10% for ram
semen appears to be the best protocol for cooling, the HOST test have reveled 50% of living
spermatozoa at 156 h. We have noticed that the joint use of a penetrating cryoprotectant
(glycerol) and non-penetrating gave acceptable results (58%) to a concentration of 5% of
glycerol and 52% for the concentration to H84.

Keywords. sheep semen, sperm, refrigeration, conservation, cryprotectant glycerol, ethylene

glycol.
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