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Introduction

Les biotechnologies de la reproduction visent a diffuser la génétique acquise par la
sélection artificielle et a accroitre le nombre des descendants des meilleurs reproducteurs
ayant une bonne génétique, pour une meilleure productivité, en réponse aux demandes et aux
exigences des filiéres d’élevage. La plus ancienne et la plus utilisée de ses techniques est
I’insémination artificielle (IA) quia connu un développement dés 1940 dans les élevages
bovins laitiers (Hansen 2004) et généralisée dans les élevages cunnicolesapartir des années
1990 (Theau-Clément2005). C’est une technique qui a apporté des solutions d’organisation
etune amélioration de la rentabilité dans les élevage d’animaux de rente par le biais de
I’amélioration génétique et sanitaire. En effet I’application de la techniquede 1’insémination
artificielle et de la conduite en bandes ainsi que leur développement chez le lapin, permettent
de réduire les males impliqués dans la reproduction ainsi que les problemes sanitaires
liés aux saillies naturelles,ils permettent aussi d’améliorer la production de la viande de bonne
qualité étant donné le seul producteur d’une quantité importante de viande en un temps
moindre est le lapin (Djago et Kpodekon 2007) ce qui peut régler le probléme de la viande des
pays en voie de développement. L'insemination artificielle (1A) est pratiquée dans I'industrie
de la viande du lapin depuis de nombreuses années (Sinkovicks et al. 1983), en particulier
dans les grands élevages de lapins de plusieurs pays européens, contrairement a nos pays en
voie de développement, ou elle n'est pas une pratique courante.

Cependant, méme si I’insémination artificielle est largement appliquée dans les
élevages, son succes dépend en grande partie de la semence.La maitrise de la conservation du
sperme est, donc, un enjeu stratégique dans son développement. En effet, le facteur limitant
son application commerciale plus étendue est lié a la mauvaise qualité du sperme et aux
rendements de fertilité aprés le processus de congélation-décongélation (Mocé et Vicente
2009). Par consequent, I'lA du lapin est généralement réalisée avec de la semence fraiche
diluée et utilisée dans les 6 a 12 h suivant la collecte (Rigal 2008), ce qui entraine des taux de
conception aussi élevés que ceux obtenus avec l'accouplement naturel. Cependant, cette
courte période de conservation de la semence limite la gestion optimale de I'insémination
artificielle, en particulier dans les grands élevages. Ainsi, la semence réfrigérée stockée
pendant des périodes plus longues (36 heures) peut faciliter la pratique de I'lA ainsi que les
échanges des semences et donc de matériel génétique entre les fermes. Et la
congélationpermet de conserver la semence du méale pendant plusieurs années (Rigal 2008),
en particulier celle d'un male de haute valeur génétique ce qui conserve son patrimoine

génétique ; et elle permet le transport international des semences.
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Cependant, il a été démontré que la cryoconservation expose les spermatozoides a
différents stress causés par la diminution de latempérature, la formation de glace, I'ajout des
cryoprotecteurs, et par I'exposition du milieupendant la congélation & une osmolarité accrue
(Watson 2000). La fertilite de la semence refroidie estinférieure a celle de la semence fraiche,
ce qui est dus, essentiellement, aux altérations membranaires induites par les transitions de
phase qui se produisent lors du refroidissement des membranes (Medeiros et al. 2002), et au
stress oxydatif (Morris et al. 2007).

Le stress oxydatif correspond a un état de déséquilibre entre les moyens anti oxydants

que posséde 1’organisme et le taux des réactifs dérivés de 1’oxygene (ERO), en faveur de ces
derniers (Haleng et al. 2007), que ce soit par leur surproduction ou par déficit en antioxydants.
Le spermatozoide est une cellule trés sensible a la peroxydation a cause des niveaux élevés
d'insaturation de sa membrane, riche en acides gras polyinsaturés (Henkel 2011), et de son
contenu cytoplasmique réduit contenant une quantité limitée d’antioxydants enzymatiques
(Vernet et al. 2004), dont la majorité se trouvent dans la fraction liquide du sperme (Kefer et
al. 2009). Le stress oxydatif peut étre extrémement néfaste pour les spermatozoides (Simoées
et al. 2013). Puisque, I’excés d’ERO a été associé a plusieurs dommages cellulaires tels le
fractionnement de I’ADN, la peroxydation des lipides, la baisse de la réaction acrosomique, la
diminution de I’aptitudeafusionneravec 1’ovocyteet donc a le féconder, ainsi que la baisse du
taux de gestation apres FIV (Chi et al. 2008). Il affecte aussi les spermatozoides, leur
mobilité, leur morphologie ainsi que leur vélocité et peut conduire a I’apoptose (Angrimani et
al. 2014).
En raison de la capacité antioxydantelimitée des spermatozoides, surtout pendant leur
conservation prolongée, 1’ajout des antioxydants peutrendre la qualité du sperme meilleure
(Tremellen et al. 2008, Agrawal et al. 2008 ; Chi et al. 2008). En effet, 1’addition de la
vitamines C et E (entre autres) dans les milieux de conservation protége les spermatozoideset
leur motilité des dégatspouvant étre dus au stress oxydatif (Tremellen et al. 2008 ; Agrawal et
al. 2008).

La vitamine E est I’'un des principaux antioxydants liposolubles connus. Elle intervient
dans la protection des membranes contre les ERO. En fait, la vitamine E, située
principalement dans la bicouche phospholipidique, est capable de contrbler le taux de
peroxydation lipidique et les propriétés physicochimiques des membranes biologiques
(Burlakova et al. 1998). L'effet biologique majeur de la vitamine E est d’éviter 1’oxydation
des lipoprotéines de faible densité (LDL) et les acides gras polyinsaturés (AGPI) par les

radicaux libres (Kagan, 1998). Ellepiege les radicaux peroxydes et limite, ainsi, les dommages
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résultant de I'oxydation des AGPI avant gu'ils ne puissent établir une réaction en chaine.Elle
est aussi considérée comme stabilisateur universel des membranes biologiques (Liebler 1993).

Cependant, apres epuisement de la vitamine E, le spermatozoide devient vulnérable au
stress oxydatif surtout pendant le processus de la cryoconservation (Zhang et al.2001). Le
bien fait de I’ajout de la Vit E aux milieux de conservation, sur les paraméetres spermatiques
est confirmé (Silva et al. 2013) chez le bovin (Batool et al. 2012 ; Beconi et Mora 1993), le
bélier (Ollero et al. 1998), le sanglier (Jeong et al. 2009) et le chien (Michael et al. 2009).
Mais puisqu’elle fait partie des antioxydants qui ne se régénerent pas apres oxydation, a des
concentrations inadaptées, elle peut devenir a son tour une entité radicalaire qui augmente la
peroxydation des lipides (Thomas et Stocker 2000).

L’acide ascorbique ouvitamine C (Vit C) est une vitamine antioxydante et hydrophile
qui peut piéger les radicaux libres. Elle est connue pour étre 1’antioxydant le plus efficace
dansla phase aqueuse (Hacisevki 2009). Il existe une synergie entre la vit E et la vit C,
puisque ce dernier recycle le radical tocophéryle en tocophérol, ce qui augmente 1’efficacité
du systéme de défense antioxydant (Reed 1993). Il a été également montré que 1’oxydation
des tocophérols dans des substrats lipidiques est retardée en présence d’ascorbates(Leung etal.
1981). L’acide ascorbique améliore la qualité du sperme, il augmentele taux des
spermatozoides vivants, mobiles et normaux (Akmal et al. 2006).

Cependant, I'effet puissant de la vit E est limité par sa solubilité faible qui limite son
absorption et sa biodisponibilité. Divers polymeres tels que le polyéthyléne glycol (PEG) (Xie
et al. 2010) et les cyclodextrines (CD) (Jiang et al. 2010) ont été testées efficacement pour
solubiliser la vit E.

En particulier, le polyéthyléne glycol (PEG) est utilisé pour améliorer la solubilité, par
des dispersions solides, de différents médicaments peu solubles dans I'eau (Xie et al. 2010 ;
Armin et al. 2012) et des stéroides (Lahiani-Skiba et al. 2006). Le PEG est un polymeére
biocompatible non antigénique autorisé par « Food and Drug Administration »pour son
utilisation intraveineuse, orale et en application dermique chez les humains (Cheng et al.
2011). Le PEG 6000, en particulier, est efficace pour augmenter la solubilité et la
biodisponibilité de différentes molécules actives (Verheyen et al. 2002 ; Tashtoush et al.
2004).

Les CD ont été utilisés avec succes pour améliorer les parametres de motilité
spermatique et protéger les spermatozoides contre les lésions du stress oxydatif chez
différentes especes animales, aprés cryoconservation, en améliorant la solubilité de la

vitamine E. Cependant, dans la mesure de notre connaissance, il n’existe aucune étude
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rapporte I'impact positif potentiel que le PEG pourrait offrir pour protéger les spermatozoides
conservés que ce soit a tempeérature ambiante, apres réfrigération ou congélation, en
augmentant la solubilité de la vitamine E.

Puisque la qualité de la semence est déterminante dans I'insémination artificielle, il est
indispensable demettre au point un milieu de dilution qui pourrait conserver au mieux les
spermatozoides et préserver leur pouvoir fécondant.Ainsi, notre objectif dans ce travail est
d’étudier D’interaction des deux molécules (Vitamine E, et PEG) sur les parametres
spermatiques et la fertilité du sperme réfrigéré (4°C) ou congelé ((-196°C), et celle des trois
molécules (Vitamine E, Vitamine C et PEG) sur le sperme conservé a tempeérature ambiante.
Nous avons mené deux études avec le sperme du lapin ; la premiére étude avait pour objectif
I’évaluation de I’effet protecteur des molécules précédentes sur le sperme du lapin conservé
en déterminant si les diluants a base de vitamine E seule ou associée au PEG et/ou a la
Vitamine C pouvaient offrir une meilleure préservation des parametres de motilité des
spermatozoides et une meilleure protection contre le stress oxydatif. Nous avons supposé que
I’impact positif de la vitamine E pourrait étre considérablement améliorés en augmentant sa
solubilité grace a sa complexation au PEG, et en permettant sa régénération pendant sa
conservation, grace a sa complexation a la Vitamine C. La deuxieme étude avait pourobjectif
I'évaluation de la fertilité de la semence du lapin diluée dans les traitements testés a

température ambiante en réalisant des inséminations artificielles.
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I.1. Appareil reproducteur male

Le sperme du lapin est constitué d’unliquide séminal dans lequel baignent des
spermatozoides, produits par spermatogenese dans les testicules et d’un gel produits par les
glandes accessoires. Les spermatozoides sont considérés comme des cellules trés spécialisées
dont la fonction principale est de féconder I’ovocyte. Une grande quantité de spermatozoides
estproduite mais leur atteinte d’anomalies de structure peut diminuer la fertilité du sperme.
L’analysedu sperme est doncindispensable pour évaluer sa qualité avant sa conservation mais
également avant son utilisation dans 1’insémination artificielle. En effet, la cryoconservation
est a ’origine de nombreux dommageschez les spermatozoides surtout au niveau de leurs
membranesplasmiques ; ces effets entrainent une baisse du taux des spermatozoides normaux
et mobiles et donc une baisse de la fertilité de la semence.

Dans une premiere partie de la synthese bibliographique, nous avons donné quelques
rappelsanatomiques et physiologiques de 1’appareil génital male ; dans la deuxiéme, nous
avonsparlé du sperme du lapin, en s’intéressant asa composition, a sa récolte et a son
évaluation ; dans la troisieme, nous nous sommes intéresséa la cryoconservation : les effets de
ce processus sur les spermatozoides, les différents dilueurs, milieux protégeant les
spermatozoides des effets néfastes de la cryoconservation ; puis nous avons parlé du stress
oxydatif : sa définition, les différents antioxydants et sa relation avec le sperme ; et finalement

nous avons traité I’insémination artificielle : sa méthode et son intérét.

I.1. Appareil reproducteur male

1.1.1.Anatomie

Chez le lapin, le tractus génital comportedes testicules (portion glandulaire),
épididyme, canal déférent et urétre (portion tubulaire) ainsi quele pénis (portion
copulatrice)(Barone 1990), auxquelles s’ajoutent les glandes accessoires (figure 01).Le lapin
présente une particularité dans les organes génitaux externes, un scrotum bien développé est
situé crénéallement au pénis et a I’ouverture urogénitale (Capello et Lennox 2006). Le
scrotum a peu de poils (Donnelly 2004) et maintien les testicules a 1'écart de 1’abdomen, de
sorte que la température testiculaire soit maintenue en dessous de la température du corps de

0,5a4 ° C, ce qui est requis pour une spermatogenése normale (Alvarifio 1993).
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Figure 01 : Appareil génitalmale du lapin (Lebas1996)

I.1.1.1.Testicules et voies spermatiques

Chez le Lapin impubere, les testicules, sontdans 1’abdomen. IIs migrent, a 5 mois, vers
le scrotum. Cette migration en dehors de 1’abdomen est necessaire pourune spermatogenese
normale(VanPraag 2002). Pendant les périodes d'inactivité sexuelle ou de stress, les testicules
reviennent en position abdominale par I'anneau inguinal et peuvent redescendre sous l'action
du muscle crémaster (Alvarifio 1993 ; Capello et Lennox 2006). Les testicules du lapin
peuvent, donc, se déplacer librement du scrotum a I'abdomen par une ouverture dans le canal
inguinal (Brewer 2006). De ce fait, le lapin est a la fois exorchide et énorchide(Barone 1990).

Les testicules du lapin sont pairs,rosés, pleins, fermes de consistance élastique,
ovoides et allongées, présentent un amincissement aux extrémités(Figure 02). Leur
dimension est en moyenne 35 x 15 mm(Barone 1990) etse situent en position craniale par
rapport au pénis (Brewer 2006 ; Capello et Lennox 2006).1ls seconstituent d’un parenchyme
testiculaire parcouru d’une albuginée et enveloppé d’une séreuse. Ce parenchyme se divise en
200 a 300 lobules contenant des tubes séminiféres, ou sont produitsles gamétes méles,et qui se
raccordent au rete testis (Figure 03). Ce dernier, forme des canalicules efferents qui pénétrent

dans le segment initial de la téte de I'épididyme.
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Figure 02 :photographie d’un épididyme collé au testicule d’un lapin adulte
(Van Praag 2002)

L’épididyme du lapin est de 1,5 a 3 cm de longueur, constitué (Figure 03) :
- d’une volumineuse téte, qui couvrela partielarge du testicule ;
- d’un corps qui est large chez le lapin ;
- d’une queue en U, elle forme un appendice mobile et globuleux, (Campos et al. 2014). Le
lapin est l'une des espéces dont la queue de I'épididyme contient des spermatozoides de
motilité vigoureuse méme dans leur propre liquide (Turner et Reich 1985).
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Figure 03 : Coupe longitudinale au niveau du testicule et de I’épididyme du Lapin
(BONNES et al. 1988)

Apres 1’épididyme vient le canal déférent qui rejoint I'urétre. Le canal déférent est
relativement épais, de 12 a 15 cm de longueur. Sa partie finale forme une boucle, autour de
I'uretére, dont le diametre ne differe pas du reste du canal déférent, appelé ampoule (Campos

7



I.1. Appareil reproducteur male

et al. 2014). Cette derniére est d’environ 2 cm de long et permet la communication du canal
déférent avec 1’urétre. L urétre représente la partie extra-pelvienne de 1’appareil génital, il est
entouré d’un €pais corps caverneux et constitue le pénis qui se termine par un ostium externe

(Barone 1990).

1.1.1.2. Le pénis

Le pénisou organe copulateur du lapin(Figure 04)est rétrofléchi et logé dans le
prépuce quise trouve en position ventrale par rapport a l'orifice anal. Le pénisne s'extériorise
gu'au moment de I’érection. C’est un organe court, cylindrique légerement en pointe qui
mesure environ de 4-5cm (Campos et al. 2014) a 8 cm de long(Roger 2002). 1l se caractérise
par l'absence du gland (Brewer 2006), remplacé par des aréoles vasculaires (Abraham et
Kierszenbaum2002 ; Welsch 2002).Chez le lapin au repos, le pénis est dirigé caudalement, il
estramené vers l’avant pendant 1’érection gridce aux muscles subischio-caverneux qui
doublent le ligament suspenseur du pénis. Ces muscles n’existent dans aucune autre espece

domestique (Barone 1990).

glanc es anales

Figure 04 : Pénis du lapin (Shikichi et Akira 2004)

1.1.1.3. Les glandes annexes

Les glandes du systéeme reproducteur du lapin sont :laglande vésiculaire a secrétions
qui varient d'une consistance légerement visqueuse a une consistance de gel (Holtz et Foote
1978a), elleproduit 45,6% de I'¢jaculat du lapin (Del Nifio et al. 1997), laglande bulbo-
urétrale et un ensemble de glandes formant le complexe prostatique(la prostate, la pro-
prostate, le paraprostate)(Vasquez et Del Sol 2009).Selon Hafez (1995), ils contribuent a la
partie dominante de I'éjaculat. Ainsi que les Glandes inguinales qui sont spécifiques au lapin
et qui produisent une odeur (Roger 2002). Selon Boussit (1989), ces glandes stimulent le

reflexe ovulatoire chez la femelle.
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1.1.2. Physiologie de reproduction duméale

1.1.2.1. Puberté et maturité sexuelle

La puberté differe de la maturité sexuelle, en effet, Macari et Machado (1978) ont
rapporté que chez les lapins,la puberté survient avantla détection des spermatozoides dans
1'éjaculat. D’autre part, Fraser (1988) a rapporté que les testicules du lapin ne rejoignent le
scrotum qu’a six mois malgré qu’il soit pubére a 4 mois.Selon Skinner (1967), les lapins sont
pubéres lorsqu’ils présentent des caractéres masculins avec des testicules androgéniquement
actifs et des glandes accessoires produisant du fructose et de I'acide citrique.

La puberté chez le lapin se produit entre 4 et 6 mois, ellesurvient plus tot chez les
races de petite taille que chez les plus grandes (Harcourt-Brown 2002). La maturité sexuelle
des lapins varie selon I'dge (125-150 jours), la lignée, la race, I’alimentation, la photopériode,
la température et la saisonnalité (Campos et al. 2014).Selon ce dernier, La maturité sexuelle
survient lorsque la production quotidienne de spermatozoides est stable et les males sont
capables de féconder les femelles. Elle est atteinte a 32 semaines chez la race Néozélandaise

(Lebas et al. 1997), Ou méme précocement, a I'age de 18 semaines (Frame et al. 1994).

1.1.2.2. La sécrétion hormonale du testicule.
a- Cellules de Leydig

Elles se trouvent dans le tissu conjonctif du testicule. Ellesproduisent la testostérone
en plusd’hormones androgéniques (Fontbonne et al. 2000). Chez les lapins, le testicule
représente la source principale de la testostérone (Castro et al. 2002).

La testostérone contrble laspermatogenése, le développement structurel des glandes
sexuelles accessoires etleur fonctionnement physiologique, le maintien de la libido ainsi que

le développement des caracteres sexuels secondaires (Johnston et al. 2001a).

b- Cellules de Sertoli

Elles se trouvent dans [I’épaisseur des tubes séminiferes. Ellesélaborententre
autresl’cestradiol, 1’inhibine et [D’activine ainsi que plusde soixante protéines.
Ellesinterviennent dans la protection des cellules souches et leurnutrition toute en leur
servantde support (Johnston et al. 2001a). L’inhibine est une protéine qui contrdle la FSH et

dont la sécrétion présente une corrélation négative avec la spermatogene (Berger et al. 1982).
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1.1.2.3. La spermatogenése

Ellecorrespond a la production des spermatozoides. Elle commence des I’age de 42 a
63 jours, mais les spermatozoides n'apparaissent dans le sperme éjaculé qu’a partir du 119
jour (Skinner 1967). D’aprés Morton (1988), Les testicules se développentet produisent des
quantités croissantes de sperme jusqu'a I'age de six mois. Chubb et al. (1978) ont rapporté que
les spermatozoides peuvent se retrouver dans la queue de I'épididyme vers I'dge de 15
semaines. D’autres auteurs ont également noté que la production spermatique quotidienne
augmente de 1’age de 15 semaines jusqu’a I’age de 52 semaines (Campos et al. 2014).

Le nombre de spermatozoides produits quotidiennement est d'environ 30 a 40 x 10°/ g
de testicules avec une moyenne d'environ 250 x 10° / jour variant entre les différentes races
(El-Habbato et al. 1984). Selon Fontbonne (1992), les spermatozoides comptéspar
éjaculatsont en nombre de deux cent millions a plus de deux milliards.Des quantités moindres
sont citées par Campos et al. (2014) qui ontrapporté que dans des conditions normales, le
rendement moyen est de 147,4x10%jour et que 1g de testicule produit 26,5 x 10°
spermatozoides / jour. Cependant, la soumission de I'animal a un rythme de deux collectes
hebdomadaires entraine une libération quotidienne de spermatozoides dont le nombre est
inférieure a celui produit par les testicules, ce qui indique qu'environ 50% des spermatozoides
produits sont réabsorbés (Holtz et Foote 1972), sauf que la formation quotidienne de
spermatozoides n’est jamais affectée par le rythme de la collecte du sperme(Amann 1966).

Il est important de signaler que chez le lapin, une perte considérable de cellules
spermatiques survient pendant la spermatogenése, les chercheurs ont observé moins de
spermatides que le nombre prévu théoriqguement (Morton 1988 ; Zhang et al. 2002). Campos
et al.(2014) ont rapportéenviron 20% de spermatidesde moins et Swierstra et Foote (1963) ont
signalé que la perte la plus importante se produit pendant et immédiatement aprés les deux
divisions de maturation. Cependant, selon Zhang et al. (2002) desspermatides rondes sont
présents dans I'épididyme (desquamation des spermatides).

La spermatogenése se déroule en deux étapes successives : la spermatocytogenese,
passagede spermatogonies aux spermatidespar méiose ainsi que laspermiogenése
correspondantau passage de spermatides en spermatozoides par différentiation (Figure 05).
Lesspermatozoides formés dans la paroi des tubesseminiféres sont par la suite libérés dans
leur lumiere (la spermiation).Ces spermatozoides sont immatures, passent dans 1’épididyme
ou ils acquiérent leurmobilité et leur pouvoirfécondant. Cette étape de maturation consiste en

une réduction de I'acrosome, une perte de gouttelettes de cytoplasme (Alvarino 2000), une
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condensation importante du noyau et des modifications lipidiques et protéiques au niveau de
la membrane plasmique (Reece 1997), le tout contrdlé par les androgénes (Alvarino 2000).
Pendant leur transit des tubes séminiféres vers I'épididyme, les spermatozoides subissent une
diminution significative de la taille de leurs tétes, tandis que cette diminution est moindre
pendant le transport et le stockage au niveau de la queueépididymaire et du canal déférent

(Perez-Sanchez et al. 1998).La motilité progressive se développe dans le corps de

I’épididyme, mais aussi dans n'importe quelle partie de I'épididyme (Setchell 1989).

Cellules de
Leydig

Espa

space
interstitiel

Figure 05 : Représentation schématique d’une coupe transversale

de la gaine péritubulaire dutube séminifere (Reece 1997)

Chez le lapin,le transit épididymaire des spermatozoides dure de 8 a 10 jours. Chez les
individus qui éjaculent fréqguemment, 1l y a une diminution du temps de transit d'environ 10 a

20% du temps de transit total (Betford 1975).
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1.2. Sperme du lapin

licontient une partie liquide et une partie gélatineuse (Mukherjee et al. 1951). Il
contient des gametes males (spermatozoides) et un liquide séminal correspondant a des
sécrétions provenant du canal épididymaire et des glandes accessoires, qui sont combinées au
moment de I'éjaculation (EI-Azim et El-kamash 2011).

1.2.1. Caractéristiques générales du sperme chez le lapin

Le sperme est un liquide blanc avec une intensité dépendante de sa concentration en
spermatozoides (Alvarez et al. 2006 ; Bilbao 1996), homogéne et opalescent (Guidelines
2005). Pour Bilbao (1996), le sperme gris est de mauvaise qualité. Pour Alvarez et al. (2006),
le meilleur sperme, considéré normal et de bonne qualité est le sperme blanc laiteux par
contre pour Matavelli (2008) c’est le sperme blanc creme. Finalement Arrebola et Fernandez
(2011) ont rapporté que le sperme blanc nacre est de bonne qualité et que les autres couleurs
sont classées comme pauvres. La couleur jaunatre du sperme indique la présence d'urine qui
est normalement obtenue lorsque la température est trop élevée dans le vagin artificiel (Chang
1959).

Le volume du sperme varie entre 0,3 et 6,0 ml selon la fraction de gélatineuse et sa
concentration de 150 & 500 x 10° spermatozoides / ml (Adams et Singh 1981 ; Lebas et al.
1997). Ces deux caractéristiques peuvent varier selon les races (Hassanien et Baiomy 2011),
I'alimentation (Kamel et Attia 2011), la fréquence des collectes (Castellini et al. 2006c¢), I'age
(Theau-Clement et al. 2009) et la température ambiante (Finzi et al. 1994). D’aprés Garcia-
Tomas et al. (2008), la température a plus d’effet sur le volume du sperme que sur sa
concentration.

Le pH du sperme varie de 6,8 a 8,4. Il est mesuré immédiatement aprés la collecte du
sperme et représente un bon indice pour estimer sa qualité (Alvarino 2000).

1.2.1.1. Composition du sperme du lapin
Le sperme éjaculé chez les lapins comprend des spermatozoides et du plasma séminal

qui est important pour leur motilité et méme leur survie (Hagen et al. 2002).

a. Le liquide séminal
Le liquide séminal comportedessecrétions de I'épididyme et d’autres des glandes
accessoires, importantes pour le métabolisme des spermatozoides. C'est un liquide contenant

des concentrations élevées d'acide citrique (70 — 200 mg/ 100 ml) et de fructose (40 — 150 mg/
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100 ml), qui constitue avec le glucose (13,8 - 22 mg / dl) les principaux constituants
énergétiques du sperme et substrats pour le métabolisme des spermatozoides (Arruda-Alencar
2011). D’ailleurs, letaux du fructose dans le liquide séminal refléte la qualité du sperme ainsi
que l'activité de la testostérone (Okab 2007). Il comprend également l'inositol, le glycérol
(215 — 370mg/100ml de Glycerylphosphorylcholine), I'ergothioniéne, l'acide glutamique,
certaines enzymes, Sorbitol (80 mg/100ml), protéines (4 — 15 mg/ 100 ml), électrolytes
[Sodium (80 — 140 mmoles/l), Potassium (23 — 120 mmoles/l), Phosphore (1 — 3 mmoles/l),
Magnésium (2 — 4 mmoles/l), Calcium (2 — 8mmoles/l)] et de petites gouttelettes de lipides
(Battaglini et al.1992 ; Castellini et al. 2006b).

On y trouve aussi Sélénium et Zinc (Castellini et al. 2007) ainsi que Cuivre, Fer,
Manganese, Cadmium, Plomb et Nickel (Luka¢ et al. 2009). Ces composantes organiques
semblent étre les principaux constituants responsables de la maintenance de la pression
osmotique du sperme (Holtz et Foote 1978b). Par ailleurs, I'inclusion du Zn dans le régime
alimentaire peut affecter la quantité de spermatozoides (Oliveira et al. 2004) mais le lavage du
sperme n'affecte pas significativement la motilité des spermatozoides chez les lapins
(Blackshaw 1953).

Le plasma séminal du lapin contient également des granules prostatiques sécrétoires
dont le role est partiellement méconnu (Castellini et al. 2006a). En effet, de gros granules sont
notés en abondance entre lesspermatozoides du lapin, autour de leur téte (Zaniboni et al.
2004). Elles sont présentes a raison de 450 x 108granules / ml (Castellini et al. 2006b). Ces
granules ne sont pas homogeénes, leur diametre varie de 0,5 a 6 mm et sont généralement
entourés d'une membrane bilaminaire contenant un matériau dense aux électrons peu organisé
(Metz et al. 1968). La forme prédominante observée sous microscopie électronique est la
forme ronde montrant la présence de protubérances cytoplasmiques discordantes avec de
petites vésicules désolantes (Castellini 2008). Mourvaki et al. (2010) ont suggéré que les
granules de sécrétion prostatique pourraient protéger les spermatozoides du stress oxydatif in
vitro en leur fournissant de I'alpha-tocophérol endogene, puisque ces granules sont riches en
tocophérol (38,7 mmol / 1), correspondant a plus de 50% du tocophérol séminal (Mourvaki et
al. 2008). Ayant une activité antioxydante (Saez et al. 1998), le tocophérol de ces granules
pourrait contribuer a réduire la réactivité des spermatozoides aux stimuli exogénes en
abaissant les radicaux libres dans le sperme (De Lamirande et al. 1997).

Par ailleurs, Il a été evoqué que ces particules modulent la cinétique du sperme
(Fabiani et al. 1995), la réponse immunitaire du tractus génital femelle (Johansson et al.

2004), le transit des spermatozoides dans ce dernier, ainsi que leurcapacitation et la réaction
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de leuracrosome (Davis, 1974).En effet, la présence de granules séminales réduit
significativement la réponse des spermatozoides aux inducteurs in vitro de la réaction de
I’acrosome (Castellini 2008). Selon Cross et Mahasreshti (1997), l'activité inhibitrice du
plasma séminal sur la réaction acrosomique est principalement contenue dans les granules et
le cholestérol qui est I'inhibiteur principal. De ce fait, les granules et le plasma séminal
agissent probablement comme des donneurs de stérols afin de protéger les spermatozoides

contre le choc environnemental et la réaction acrosomique prématurée. (Castellini 2008).

b. Le gel

La masse gélatineuse du sperme du lapin provient de la glande vésiculaire (Holtz et
Foote 1978a ; Del Nifio et al. 1997) et sa production est contr6lée par les androgenes (Bell et
Mitchell 1984). Elle est plus ou moins consistante, transparente et peu soluble (Boussit 1989)
et contient une quantité importante d'acide citrique et de substances cestrogéniques, et contient
aussi une petite quantité de fructose (Holtz et Foote 1978b). Elle aurait pour fonction de
prévenir la perte de spermatozoides rétrogrades chez les rongeurs (Quesenberry et al. 2004),
puisqu’apres I'éjaculation, le gel remplit la lumiére vaginale comme un tampon de coagulation
(Mukherjee et al. 1951).

c. Le spermatozoide

C’est une cellule male haploide, spécialisée, permet la continuité de 1’espéce. Il
mesure environ entre 46 et 55 um de long (Cummins et Woodall 1985 ; Eddy 2006), avec une
téte de 7,8 a 8,6 um (Gravance et Davis 1995), une piéce du milieu de 8,5 um avec environ 41
tours de mitochondries (Eddy 2006) et une piéce principale mesurant environ 38 um de long
(Cummins et Woodall 1985).

Un spermatozoide contient une téte et un flagelle (Figure 06).

S Membrane plasmique Spermattzeis

MNoyau
Centriole

Mitochondries Filament axial s
Disque terminal y,

Téte Pigce intermédiaire Pigce principale Pidce terminale

Figure 06 : Structure d'un spermatozoide.
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- La téte

La téte, en forme de spatule, contientun noyau haploide, un acrosome qui ne s'étend
pas au-dela du noyau (Eddy 2006) et un petit volume de cytoplasmeet d’organites
cytosquelettiques (Knobil et Neill 1988).

i
- Apical body Post-nuc!ear cap H(( Acrosome cap

Figure 07 : Représentation schématique de la structure de la téte spermatique du lapin
(Bedford 1964).

L’acrosome se trouve antérieurement dans la téte du spermatozoide ou il coiffe le pdle
antérieur du noyau (Figure 07). Il provient de 1’appareil de Golgi et renferme des enzymes de
protéolyse indisponsables pour la fécondation, notamment, 1’enzyme hyaluronidase
(glycosidase), I’acrosine et une faible concentration d’enzymes habituellement retrouvées

dans les lysosomes primaires (Knobil et Neill 1988).

- Le flagelle

Grace au flagelle le spermatozoidepeut se mouvoir dans les voies genitales femelle et
atteindre le lieu de fécondation,en utilisant de I’ATP. Il est constitué de quatre pieces
connective, située dans le col, intermédiaire, principale et terminale (Eddy et al. 2003)
(Figure 06).

Dans le centre du flagelle se trouve un axoneme qui s’allonge de la téte jusqu’a la
piéce terminale, formé de neuf paires de microtubules placés autour d’une paire de
microtubules centrale.Autour de ces derniers et au niveau des piéces intermédiaire et
principale setrouvedes fibres denses (Eddy et al. 2003).L’axonéme est enveloppé au niveau de
la piece intermédiaire, d’une spirale de mitochondries qui produisent I’ATP, source d’énergie

permettant auxmicrotubules de glisser dans 1’axoneéme. (Millette 1998).
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- La membrane plasmique

Différents domaines forment la membrane plasmique du spermatozoide, leur

composition et fonction varient entre la téte et les quatre parties du flagelle (Knobil et Neill
1988).
La membrane plasmique se compose de trois grands groupes de lipides (Murray et al.1999),
les lipides complexes tel que les phosphoglycérides et les glycolipides ; les lipides simples
ou neutres tel queles stérols, les acides gras (AG) et les acylglycérols ou glycérides. Ces
derniers pouvant étre sulfatés, estérifiés, libres ou liés a un sucre ; les protéolipides qui sont une
association entre une protéine et une ancre lipidique qui permetlafixation de la protéine au sein de la
bicouche lipidique de la membrane cellulaire.

Les proportions des différents lipides composants la membrane spermatique
différententre les especes. Généralement, elle contientun taux de phospholipides de 70%, un
taux de lipides neutres comme le cholestérol de 25%, et un taux de glycolipides de 5%
(Shannon et Curson 1983).

Une analyse sur le contenudes spermatozoides épididymaires du lapin en
plasmalogenes, réalisée par Touchstone et al, en 1985, a démontré que parmi les
phospholipides retrouvés dans les spermatozoides du lapin, lesprincipaux sont la
phosphatidylcholine (PC) etla phosphatidyléthanolamine (PE). Les plasmalogenessont
particulierement sensibles au stress oxydatif puisqu’ils possédent en leur position sn-1 une
liaison vinyléther. llsont un réle dans le transport ionique, la fusion membranaire etle flux de
cholestérol. lls agissent aussi comme antioxydants (Agrawal et al. 1988 ; Rana et al.1991 ;
Jones 1998) et procuraient, probablement, a la membrane du spermatozoide, une stabilité non
donnée par les diacyl-glycéro-phospholipides qui peuvent étre dégradés etsynthétisés plus
rapidement (Selivonchick et al. 1980)

Par ailleurs, d’autres formes de stérols sont retrouvés dans le spermatozoide du lapin
tels que : les esters de stérols, les stérols sulfatés et le desmostérol (Awano et al. 1993).

Il est tout de méme important de signaler que 1’organisation de la membrane spermatique et sa
composition changentdurantle transit du spermatozoide a travers 1’épididyme et les voies

génitales femelles, et pendant 1’éjaculation.

1.2.1.2. Facteurs affectant les caracteéristiques de la semence

a. Race
Des variations importantes sont notées entre les différentes races concernant le

pourcentage de la fraction du sperme et celle du gel, la mobilité et la concentration des
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spermatozoides, les anomalies morphologiques ou la concentration en fructose (Dubiel et al.
1985). Une forte variabilité individuelle est également observée au sein de chaque race (Moce
et al. 2005). Viudes et al. (2004) et Brun et al. (2004) ont observé des différences dans les
caractéristiques du sperme chez les males de différentes lignées génétiques et chez les males

croisés et de race pure.

b. Age

Miros et Mikhno 1982 rapportent que le volume, la concentration, ainsi que la fertilité
du sperme deviennent meilleurs avec 1’age, par ailleursles lapins agés entre 5 et 24 mois
présentent des valeurs plus élevées par rapport aux males plus &gés. Des modifications
structurelles de la chromatine, suggérant une stabilité relativement élevée de la chromatine du
sperme chez les lapins agés de 5 a 28 mois sont notés avec un pourcentage le plus faible de
spermatozoides avec chromatine endommagée (1,7-2,4%), observés entre 6 et 16 mois. De
plus, une diminution de la stabilité de la chromatine a été notée dans les spermatozoides des
lapins dont 1’age est inférieur a 5 mois et supérieur a 20 mois (Gogol et al. 2002)

D’autres auteurs (Luzi et al. 1996 ; Minelli et al. 1999), ont noté que l'dge agit
significativement sur la libido, sur la concentration et la mobilité des spermatozoides, ainsi
que sur le pH et le volume de I’éjaculat. En effet, les spermatozoides provenant des lapins
agés présentent des membranes moins stables et sont probablement plus vulnérables aux

carences alimentaires en acides gras polyinsaturés (Castellini et al. 2003).

c. Saison

La spermatogenese du lapin, subit des variations saisonniéeres liées principalement a la
photopériode et a la température. Une spermatogénése active est notée chez des males
pendant toute I’année mais avec une activité¢ maximale au printemps (un pic de fécondité en
avril, mai et juin) (Boyd et Myhill 1987). Ce paramétre peut étre influencé par les
changements de la photopériode (Boyd 1985 ; Boyd 1986), puisque la libération de GnRH est
influencée par la photopériode (Lin et Ramirez 1988). Mais, des variations saisonnieres de la
libération de GnRH se sont produites méme chez les males maintenus dans une photopériode
fixe de 12L : 12D (Lin et Ramirez 1991).

Les changements dans le pH du sperme et les altérations morphologiques des
spermatozoides augmentent pendant I'été (Amin et al., 1987). En effet, des températures

élevées (supérieures a 27 °C) peuvent affecter la fertilité par une baisse de la libido, une
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altération de la morphologie et de la mobilité spermatique ainsi qu’une hausse dans les

valeurs du pH du sperme (Bagliacci et al. 1987).

d. La gestion

Lépez et al. (1996a) ont signalé une amélioration de la production de sperme lorsque
les males ont été regroupés 3 heures avant la collecte de sperme. Cette technique augmente le
volume des éjaculats et la mobilité spermatique. Le nombre de spermatozoides vivants le plus
grand est observé chez des lapins stimulés avant la collecte de leur sperme (Holtz et Foote
1978b).

e. Fréquence de collecte

Selon Bencheikh (1995) et Moce et al. (2000), une meilleure qualité et quantité de
sperme est obtenue lorsqu’il est récolté de deux éjaculats successifs prélevés une fois par
semaine, a un intervalle de 15 min au minimum. Par contre une fréquence de collecte trop
longue (tous les 14 jours) affecte négativement la production du sperme (Castellini et al.
2006a).

Par ailleurs, la collecte quotidienne, comparée a une collecte hebdomadaire, réduit la
concentration de spermatozoides et de granules méme si la production des granules est plus
stable et plus élevée (Castellini et al. 2006a). En effet, un rythme d'accouplement intense
provoque des altérations de la spermatogenése avec une forte proportion de spermatozoides
immatures suite a la réduction de la durée de transit épididymaire (Benckeikh1995) et donc, et
de faibles résultats de fertilité. Par contre, une fréquence d'accouplement de 3 fois / semaine et
un jour de repos aprés chaque accouplement a donné une bonne fertilité (Bunaciu et al.
1996).Par ailleurs, deux collectes par jour étalées sur deux jours consécutifs n’ont pas affecté
les parametres spermatiques, contrairement a quatre éjaculats prélevés le méme jour ou sont
notés une diminution du volumeet de la concentration spermatique, et donc dunombre des

doses séminales (Lopez et al. 1996).

f. La photopeériode

La durée de la lumiere affecte I'axe hypothalamo-hypophysaire et par conséquent la
libération hormonale et la production de spermatozoides, par contre l'intensité lumineuse n'a
pas affecte significativement les caractéristiques du sperme (Besenfelder et al. 2004). En effet,
Theau-Clément et Poujardieu (1994), ont rapporté qu’un programme quotidien de lumiére

constante de 16L : 8D augmente la production de spermatozoides qualitativement et
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quantitativement par rapport a une longueur de lumiére plus courte (8L : 16D). Par ailleurs,
Lin et Ramirez (1988), ont noté que la libération de la GnRH est influencée par la

photopériode avec un niveau plus élevé de libération de GnRH le soir que dans I'aprés-midi

g. L’état de santé

En cas d’une inflammation de l'appareil reproducteur masculin, la concentration
élevée de leucocytes, lors de la spermatogenese ou I'éjaculation, peut augmenter la production
de radicaux libres, et donc réduire profondément l'intégrité de I'acrosome (O'Bryan et al.
2000). Cette inflammation perturbe la biosynthése des cytokines, leucotriéne et
prostaglandines et affecte donc le fonctionnementtesticulaire et lescaractéristiques du sperme
(Knapp 1990).

h. L’alimentation

La qualité chimique de la ration alimentaire est le facteur le plus important malgré que
Luzi et al. (1996) ont rapporté que le niveau alimentaire n’influence que la libido, le volume
du sperme produit / éjaculat ainsi que le pH du sperme, mais la qualité du sperme semble ne
pas étre affectée. lls ont noté aussi que les méales nourris ad libitum ou avec des niveaux de
protéines faibles ou élevés ne présentaient aucun défaut d'acrosome ni altération du rapport
spermatozoides vivants : spermatozoides morts. En revanche, Nizza et al. (2000), affirment
qu’uneconcentration de plus de 15% de protéines brutes, dans une ration, est recommandée
pour assurer une bonne production de spermatozoides ainsi qu’une composition équilibrée
d'acides gras (Wesley 1998).

Puisque I’animal ne peut pasproduire les acides gras polyinsaturés essentiels, associés
a la fluidité membranaire et a sa compétence, ces derniers doivent étre fournis a des quantités
suffisantes par 1’alimentation sous forme de précurseurs (C18) ou acides gras allongés (C>
20) (Castellini 2008). En effet, I'ajout d’AGPI dans l'alimentation chez le lapin modifie la
motilité et les caractéristiques cinétiques des spermatozoides (vitesse curviligne et
déplacement latéral de la téte) (Castellini et al. 2003 ; Castellini et al. 2004), ce qui est
probablement dues a I'élasticité membranaire plus élevée chez les spermatozoides du groupe
supplémenté.Par contre, des taux éleves de cholestérol dans I’alimentation affectentla
spermatogenese et le métabolisme des cellules de Sertoli (Mann et Lutwak-Mann 1981).

En ce qui concerne les vitamines, Joly et Theau-Clément (2000) rapportent qu’une
ration supplémentée en vitamines liposolubles (A, D3, E) n’améliore pas le comportement

sexuel du jeune méle et n’améliore pas aussi la quantité du sperme produitni sa qualité. Par
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contre, 1’ajout de 1’acide ascorbique (1 g/litre de boisson) et de I’alpha tocophérol (200mg/kg)
associées modifie les caractéristiques spermatiques ainsi que le statut oxydatif des males ce
qui améliore larésistance du sperme aux stress aussi bien oxydatif qu’osmotique et améliore

aussi son aptitude a la congelation.

1.2.2. Récolte de la semence du lapin
Le sperme est récolté pour différentes raisons, a savoir, 1’évaluation de sa qualité, son
utilisation dans ’une insémination artificielle, sa conservationou méme la recherche d’une

éventuelle pathologie. Le sperme du lapin peut étre récolté par plusieurs méthodes

1.2.2.1. La récolte par électroéjaculation
Consiste a stimuler électriquementles nerfs sympathiques éjaculatoires sous anesthésie
et exercer une évagination du pénis par une pression manuelle pour récolter la semence dans

un tube mis a son extrémité.

1.2.2.2. Vagin artificiel

Le vagin artificiel est le moyen de récolte qui mimeparfaitement I’accouplement. En
effet la collecte au vagin artificielle est la plus réussite. Ellese fait avec un vagin artificiel
stérile pour recueillir de facon hygiénique I'échantillon de sperme puisque, des contaminants
bactériens considérables proviennent de I'environnement (Mercier et Rideaud 1990).En outre,
La collecte ne doit pas étre stressante pour I’animal, ¢’est pourquoi la femelle est mise dans la
cage qui contient le male (Boussit 1989). Selon certains auteurs une stimulation antérieure du
male augmente la concentration des spermatozoides. Pour ce faire, une femelle peut étre
placée sur le dessus de la cage du méle pendant quelques minutes (Castellini 2008) ou méme
présenter au maleun mannequin delapine ou seulement sa peau commeboute-en -train. Dans
ce cas, I’avant- bras de 1’opérateur est recouvertd’une peaude lapine sur laquelle le mal saute.
L’opérateur guide, par la suite, le vagin artificiel vers le pénis du lapin. (Boussit 1989).

Le vagin artificiel contient deux extrémités, une qui est large et ’autre moins large au

niveau de laquelle un tube en plastique est fixé (Figure 08).

1.2.2.3. Ponction épididymaire
La ponction épididymaire permet de récolter une meilleure semence a conserver avec

une motilité et une viabilité des spermatozoides meilleure que celles du sperme récolté par
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vagin artificiel ou électroéjaculation. Elle permet aussi de récolter du sperme chez des
animaux difficilement ou non collectables.

La collecte est réalisée en rétro ringant la lumiére épididymaire et du conduit déférent avec de
I'air (Kikuchi et al., 1998) ou de I’eau physiologique (Dacheux 1980) ; puis en en effectuant
une incision transversale sur la partie la plus accessible du tube (la partie caudale). Le liquide
épididymaire est ensuite recueilli dans un tube gradué. Cette technique est utilisée dans
différentes espéeces, notamment chez la souris. (An et al. 1999).

Elastique Cylindre externe
Bouchon

Tube gradué
Chemise

Figure 08 : Les composants du vagin artificiel
(Lebas 2009).

1.2.3. Analyse du sperme du lapin

L’analyse du sperme est une étape importante qui Se base sur des examens simples
effectués avant sonutilisation dans 1’insémination artificielle ou sa conservation. Elle permet
d’évaluer le potentiel et ’aptitude de reproduction du male. Dans cette évaluation, I’aspect, le
pH, le volumeet 1’odeur du sperme ainsi quele nombre, la morphologie, la vitalité et la
mobilité des spermatozoides sont analysés. L’évaluation du volume, de I’aspect et de la
couleur du sperme constituent 1’analyse macroscopique qui est réalisé juste aprés la récolte.
Néanmoins, Les paramétres de fertilité les plus importants sont le nombre et la mobilité des

spermatozoides (Brun et al. 2002).
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1.2.3.1. Evaluation macroscopique

a. Volume

llest détecté en lisantdirectement surle tube de collecte qui est gradue apres avoir
éliminé le gel (Arriola et Foote 2001), ou parson aspiration avec une pipette dans un tube
gradué (Suwanpugdee et al. 2009). llpeut varierde 0.25a 1 ml avec une valeur moyenne de
0,6ml (Franciscoet Luis 2003).

b. Aspect et couleur
La couleur est observee directement sur le tube de collecte. La couleur jaune signifie la

présence d’urine, rouge du sang, marron des matieres fécaleset grisatres un tissu génital mort
(Boussit 1989).

c. pH

Il est évaluéimmédiatement aprés la récolte du sperme avec pH metre (Najjar et
Benmrad 2013), puisquele métabolisme le modifie (Boiti et al. 2005). Le pH dusperme varie
entre 6.8 et 8.4 (Alvarino 2000), il indique parfaitement 1’étatsécrétoire des glandes annexes
et I’état du métabolisme spermatique (Boussit 1989) et donc la qualité du sperme (Alvarino
2000). En effet une variation du pH du sperme conduit a la diminution de sa qualité (Boussit
1989).

1.2.3.2. Evaluation microscopique
a. Mobilite

La motilité est le pourcentage de spermatozoides se déplagant régulierement en ligne droite
(Chrenek et al. 2007). La mobilité est indispensable pour la migration des spermatozoides dans
I'appareil reproducteur et la pénétration des ovocytes (Holt et Van Look 2004). Elle refléte de facon
subjective ou calculée la qualité du sperme du lapin (la vitalité, la morphologie, le potentiel
métabolique et la fécondité de la semence)(Lavara et al. 2008b).Son évaluation représente un des deux
tests subjectifs de laboratoire les plus fréquemment pratiqués pour estimer la qualité du sperme lors de
I'insémination de la lapine, avec celui de la morphologie (Lavara et al. 2008a) et de la concentration
(Verstegen et al. 2002).

Par ailleurs, L’estimations subjective des parametres spermatiques sont influencés par
le facteur évaluateur, notamment sa formation et son expérience c’est pourquoi l'analyse

informatisée des spermatozoides (CASA), développée pour une évaluation objective est
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préférée. Il existe deux notions de motilité examinées sur le sperme immédiatement apres son

préléevement : la mobilité massale et la mobilité individuelle.

- La mobilité massale

Consiste en I’estimation de la motilit¢ de 1’ensemble des spermatozoides par
I’observation d’une goutte de sperme pur, mise entre lame et lamelle (Bencheikh 1995), sous
un microscope optique au grossissement 10x10. Les impulsions en masse des spermatozoides
en mouvement, exprimés par des vagues, sont recherchées. L’intensité de cettemobilité
massale est notée suivant une échelle de 0 a 9, allant despermatozoidesimmobiles aux
spermatozoides a mobilité en tourbillon (Boussit 1989) (Tableau I) ; de 1a 5 (Thomas et al.
2006) et de0 a 5 (0, 1, 2, 3, 4 ou 5, De 0-10, 10-25, 25-50, 50-70, 70 - 90 ou 90-100%,
respectivement, montrant une motilité progressive des spermatozoides)(Roca et al. 2000)
(Tableau I1).Cette analysedétecte d’une manicre efficace les éjaculats aux spermatozoides
tres peu mobiles ou morts; mais elle ne différencie pas avec précision entre les éjaculats a

différents pourcentages de mobilité spermatique.

Tableau | : Notation de la mobilité massale du sperme d’aprés Petitjean(1965)

Note | Aspects du mouvement

Le sperme ne présente aucun spermatozoide

Les spermatozoides sont immobiles

Un petit nombre de spermatozoides oscillenta leurplace, ils sont agités

Un grand nombre de spermatozoides agités mais ne se déplacement pas

A|IWIN|FL O

Présence de spermatozoidesmobiles, ceux qui sont immobiles, et d’autres qui
bougent sur place,

(6}

Ressemble a (4) avecdominance des spermatozoides a mobiles, une mobilité
moyenne etnon homogene

La majorité des spermatozoides sont mobiles, une bonne motilité homogene

Ressemble a (6) avec débutd un mouvement de vagues

Ressemble a (7) avec un lent mouvement de vagues

OO N

mobilité excellente en vagues énergiques a aspect de tourbillons,
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Tableau Il : Notation de la mobilité massale du sperme d’apresRoca et al. (2000)

Note Aspects du mouvement

Tous les spermatozoides sont immobilité

présence de mouvements individualisés

Les spermatozoides présentent un mouvement tres lent

Mobilité massale de faible amplitude

Mobilité massale rapide, avec absence de 1’aspect de tourbillon

gl B~ W N | O

Mobilité massale rapide, avec présence de 1’aspect de tourbillon

- La mobilité individuelle

Elle permet d'évaluer en pourcentage le taux des spermatozoides mobiles. Elle est
réalisée a 37°C au fort grossissement (10x40) apres dilution de la semence fraiche dans une
solution du TRIS (Tris - acide citriqgue - glucose) a raison de 1:5; Ou dans du sérum
physiologique une dilution del0 & 40 fois (Hanzen 2012). Par contre, une forte dilution (plus
de 1/100) affectela mobilité, entraine une dilution excessive du plasma séminal, dont le role
est important (Minelliet al. 2001) et réduit les caractéristiqgues cinétiques des
spermatozoides.La lecture des résultats se fait sur 1’échelle d’Andrieu (1974), qui commence
de 0 (absence de mouvements des spermatozoides) et arrive a 4 (spermatozoides
fléchantsdont le mouvement est rectiligne). L’appréciation de la mobilitétient compte des
mouvements latéraux du déplacement des spermatozoides, de sa rectitude et de sa vitesse
(tableau I11).

Tableau I11 : Notation de la mobilité individuelle des spermatozoides d’aprés Andrieu (1974)

Note | Aspects du mouvement

0 Absence de mobilité

1 Les spermatozoides ne sedéplacement pas mais présentent unmouvement du flagelle

2 Les spermatozoides présentent un lent déplacement avec dominance du mouvement
circulaire

3 Le mouvement des spermatozoides est heurté, ils se déplacentsuivant une hélice de

diamétre égale a leur longueur

4 Les spermatozoides se déplacent rapidement le suivant une hélice d’un diamétre faible
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b. Concentration

Elle représente lenombre de spermatozoides par unité de volume. Elle peut étre
mesurée par des méthodes manuelles ou automatisees.La méthode manuelle, classique est
rapide, simple et ne nécessite pas beaucoup de matériel (Figure 09). Elle consiste en contage
microscopique direct des spermatozoides du sperme dilué et étalé sur une lame de numération
cellulaire : cellule de Thomas, de Malassez, de Neubauer, de Butker-Turk. Le sperme est donc
dilué dans du formol concentré a 3,5% et préparé en mélangeant 10ml de formol et 1l de
chlorure de sodium en solution concentrée a 0,9% (Boiti 2005) qui immobilise
lesspermatozoides. La dilution est au centiéme ou méme au deux centiéme, dans le cas ou le
sperme est toujours concentré a 1’observationsous microscope au plus faible grossissement.
Selon Boussit (1989), la dilution de 1/200 donne une précision optimale. Aprés dilution, une
goutte de la dilution préparée est mise sur lalame de numération cellulaire et les
spermatozoides sont,par la suite, comptés selon des regles précises. Pour la cellule de Thomas
qui comporte seize carrés, les spermatozoides sont comptés sur cing carrés : les quatre se
situant dans les coins et un du centre. Le calcul de la concentration des spermatozoides
nécessite 1’utilisation d’une formule dans laquelle la dilution est prise en compte.
Exemple de calcul pour une cellule de Thomas et une dilution au centieme :
Spermatozoides / mL = [(N1+N2+N3+N4+N5) /5] x100x250x1000

N : nombre de spermatozoides / carré.
[(N1+N2+N3+N4+N5) /5] : la moyenne des spermatozoides / carré.
100 : facteur de dilution.

Pour obtenir le total des spermatozoides dans le sperme,le nombre obtenu par mlest
multiplié par le volume en ml du sperme éjaculé.Selon Roca et al. (2005), le sperme du lapin
se caracterise par une concentraration en spermaozoides faible, qui varie entre 150
et500x10%spz/ml.

Figure 09 : Matériel nécessaire au comptage des spermatozoides
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c. Vitalité

La vitalité correspond au taux de spermatozoides vivants ; elle détermine parfaitement
la qualité du sperme. Cette analyse examine différents champs du méme frotti, jusqu'a un
nombre de 150 spermatozoides au minimum, de la semence colorée au préalable & L’éosine-
nigrosine, qui est un colorant vital, permettant de mettre en évidence les spermatozoides
morts, a membrane perméable, qui seront colorés, en totalité ou en partie, en rose des
spermatozoides vivants, a membrane imperméable, incolores (Alvarino 2000). Pour réaliser le
frotti, une goutte de la semence estmélangée a une goutte du colorant. En suite le toutest
délicatement étalé sur la surface de la lame, etgardéun moment sur une plaque chaufféea la
température de 37°C pour, finalement, réaliser une observation microscopique optique,
grossissement (10X40) (Boussit 1989).11 est toutefois a noter que les résultats de cette
coloration sont variables selonle temps de trempage dans le colorant ainsi que son origine
(Fontbonne 1995).

d. Morphologie
Elle est déterminée a partir d’un frottiscoloréavec de 1’éosine-nigrosine et analysé au

microscope optique, grossissement (10x100).

Figure 10: Anomalies morphologiques de la téte
(Kuzminsky et al. 1996)

Cet examen permet le classement des spermatozoides en anormaux et normaux (Johnston et
al. 2001b) et la détection des spermatozoides ayant achevé leur réaction acrosomique, a

acrosome coloré. Ces spermatozoides ne sont donc plus fertiles.
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Figure 11 : Anomalies morphologiques de la piece intermédiaire
(Kuzminsky et al. 1996)

Selon leur origine, les anomalies sont primaires ou secondaires. Elles concernent la
téte (Figure 10), la piece intermédiaire (Figure 11) ou la queue (Figure 12) (Johnston et al.

2001b).

Figure 12 : Anomalies morphologiques de la queue
(Kuzminsky et al. 1996).

Les anomalies sont aussi dites majeures ou mineures selon qu’elles soient ou non
associées a une baisse de fertilit¢ (Figure 13) (Johnston et al. 2001b). Les gouttelettes
proximales représentent une anomalie majeure qui réduit la fertilité, puisqu’elle est associée a

une faible vitesse de déplacement des spermatozoides du lapin (Campos et al. 2014).
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Figure 13 : Anomalies spermatiques mineures et majeures.
(D’aprés Ott et al. 1987)
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e. Intégrité membranaire (test hypo-osmotique)

L’intégrit¢é de la membrane plasmique est évaluée par le test hypo-osmotique et
indique 1’état fonctionnel de cette membrane (Jeyendran et al. 1984), qui intervient dans des
phénomenes indispensables a la fécondation comme la réaction acrosomique,la capacitation et
la liaison entre les gameétes (Jeyendran et al. 1984). Les spermatozoidesa membrane
plasmique intacte sont capables de se déformer pour évacuer 1’eau (Eilts 2005), lorsqu’ilssont
exposeés a des conditions hypo-osmotiques, particulierement visible au niveau de leur queue.
Ce test est également utilisé pour évaluer la viabilité des spermatozoides (Theau-Clément
2005).

Pour se faire une solution hypotonique est d’abord ajoutée au sperme qui est par la
suite incubée a 37°C dans un bain-marie. L’observation des spermatozoides se fait sous
microscope optique a contraste de phase (Figure 14).

Cependant, d’aprés Dufour (1998) le test hypo-osmotique est un test a réaliser en

complément des autres tests puisque la corrélation entre ce dernier et les autres tests comme le

B’
spermatozoides

n'ayant pas réagi spermatozoides ayant réagi au test hypo-osmotique
au test hypo-osmotique

test a 1’éosine-nigrosine est faible.

Figure 14 : Résultats possibles du test hypo-osmotique.
(Jeyendran et al. 1984)

1.2.4. Systeme CASA

Le CASA est un systtme d’analyse informatisée des spermatozoides,
développé pour une évaluation précise, rapide et objective dupourcentage de spermatozoides
mobiles et leur mouvement (Pena Martinez 2004). 1l est composéd’un microscope a contraste
de phase doté d'une plaque chauffante, relié a un ordinateur et a une caméra vidéo de haute

résolution (Guidelines 2005). Les paramétres évalues sont : la mobilité individuelle et la
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mobilité massale, la fréquence des battements des flagelles et les mouvements lents, moyens
et rapides.De ce fait, les spermatozoides qui ontréalisé leur capacitation sont détectéspar leur
déplacementhyperactif (Rijsselaere et al. 2005).

Le CASAanalyseun nombre important de spermatozoides en peu de temps. Il utilise
des logiciels lui permettant de visualiser et d’examiner des images successives de
spermatozoides vivants afin de tirer des informations valides et précises a propos de la
cinématique de chaque spermatozoide. Cependant, une standardisation de 1’appareil est
indispensable avant son utilisation (Rijsselaere et al. 2005). Selon Schleh et Leoni (2013),
dans le CASA tout changement dans les paramétres de I'instrument peut conduire a un
changement profond des résultats. 1l est donc absolument nécessaire d'ajuster les parametres
respectifs d'une maniére scientifiquement valable et d'interpréter les résultats en tenant
compte des conditions personnelles de I'expérience.

Les parameétres cinétiques suivants sont généralement évalués (Figure 15) :

- VAP : distance parcourue par la téte des spermatozoides par unité de temps (um/s) ;

- VCL : distance parcourue au cours de la trajectoire curvilinéaire par la téte du spermatozoide
par unité de temps (um/s)

- VSL : distance parcourue en ligne droite entre le commencement et la fin de la trajectoire
curvilinéaire décrite par la téte du spermatozoide par unité de temps (um/s) ;

- LIN : indique la linéarité de la trajectoire curvilinéaire (%) ;

- STR : indique la rectitude de la trajectoire moyenne (%) ;

- WOB : indique le degré d’oscillation de la trajectoire curvilinéaire par rapport a la trajectoire
moyenne (%) ;

- ALH : indique le déplacement observé par la téte du spermatozoide par rapport a la
trajectoire moyenne (um).

- BCF: indique la fréquence par laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire
moyenne (Hertz) (Boiti et al, 2005)

chemin VCL
curviligne [ _\

Figurel5 ; Graphique de la motilité des spermatozoides.
(Boiti 2005)
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1.3.Cryoconservation du sperme

La conservation du sperme du lapin est a ce jour I'un des principaux problemes pour
une large utilisation de I'insémination artificielle. En effet la sensibilité du sperme du lapin
aux solutions hypertoniques (Castellini et al. 1992) et aux agents cryoprotecteurs contenant du
glycérol (Arriola 1982) est plus importante que celle des spermes d'autres especes.

1.3.1. Définition et historique

La cryoconservation correspond en le stockage d’une suspension de cellules a une
température inférieure a -80°C, afin de la conserver pendant longtemps, et I’utiliserune fois
réchauffee a la température du corps. (Amann 1998).

Le premier qui a penseé a la conservation du sperme par congélation est Spallanzani en
1789, apres avoir remarqué que le sperme de grenouille aconservé ses propriétés fécondantes
apres son stockage dans la neige. Néanmoins, la procédure de congélation des spermatozoides
n’est mise au point qu’en 1949 lorsque Polge et al., ont découvert I'effet cryoprotecteur du
glycérol sur le sperme de différentes espéces (Amann 1998 ; England 1993).

Concernant la cryoconservation des spermatozoides du lapin, Hoagland et Pincus ont
observé dés 1942 que les spermatozoides du lapin pouvaient difficilement survivre apres
immersion dans l'azote liquide (Sawada et Chang 1964). Aprés la découverte de 1’effet
cryoprotecteur du glycérol, les chercheurs ont rapidement compris que les spermatozoides du
lapin sont plus fragiles que ceux des autres espéces, puisque les spermatozoides du lapin
congelés avec du glycérol ont montré une tres faible survie ainsi qu’une altération de la
fertilité. Ils ont méme remarqué que le glycérol devient toxique lorsqu’il est utilisé a une
concentration supérieure a 5% (Smith et Polge 1950). Parallélement, Emmens et Blackshaw
(1950) ont essayé différentes combinaisons d'alcools et de sucres mais ils ont observé que ces
produits étaient plus toxiques pour le sperme du lapin que pour celui du taureau ou du bélier.
Sauf que, 30% des spermatozoides ont récupéré la motilité aprés les avoir congelés dans un
mélange d'éthyléne glycol (7,5%) et de divers sucres (1,25%) (Emmens et Blackshaw 1950).

Chez le lapin, les premieres expériences de conservation du sperme ont été réalisées
avec des protocoles développés pour le taureau, mais la cryoconservation propre au lapin
n’est améliorée que lorsque des CPAs (agents cryoprotecteurs) de perméabilité plus élevee
(comme I'éthylene glycol ou le DMSO) étaient utilisés a la place du glycérol (Fox et Burdick
1963 ; Sawada et Chang 1964). Néanmoins, malgré que I'éthyléne glycol était moins toxique

sur le sperme du lapin que le glycérol, il ne protégeait passuffisammentles spermatozoides
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pendant la cryoconservation (Costantini 1989). D’autre part, Fox et Burdick (1963) ont
signalé que l'ajout du glycérol ou d’éthyléne-glycol aux spermatozoides a 37 C° est bénéfique
par rapport a 5 C° puisqu’ils sont mieux perméablesaune température élevée (Moce et Vicente
2009).

1.3.2.0Dbjectifs de la cryoconservation

Le principal objectif de la cryoconservation est de conserver le matériel génétique
d’espéces en danger ou de bons reproducteurs, puisque contrairement a la fertilité de la
semence qui est altéré par la congélation, le génome des spermatozoides reste intact ce qui
permet donc, de les conservés pendant des dizaines d’années (Amann, 1998). L’utilisation de
la cryoconservation s’est donc limitée a la conservation du patrimoine génétique d’un animal

dans un premier temps et au transfert de semence entre les pays (England, 1993).

1.3.3. Effets de la cryoconservation sur lesperme

La cryoconservation du sperme est un processus qui entraine plusieurs stressoxydatifs,
par la diminution de température, l'addition des cryoprotecteurs et I'exposition des
spermatozoides a une grande osmolarité du milieu (Watson 2000). Il estconnu que les
spermatozoides du lapin sontcapables de résister au choc thermique du fait que leur
membrane plasmique est riche en cholestérol (Castellini et al 2006a ; Darin-Bennet et White
1977) et pauvre en acide gras polyinsaturé/saturé en phospholipides (Darin-Bennet et White
1977). Néanmoins, le processus de la cryoconservation a plusieurs conséquences sur le
sperme. Le processus de son exposition au froid (congélation) et a la chaleur (décongélation)
est a ’origine des dommages résultant de la cryocopréservation au niveau des cellules
(Amann 1998).

1.3.3.1. Effets sur le métabolisme cellulaire

La congélation induit un ralentissement du metabolisme des cellules, dont 1’intensité
est fonction de la température. En effet, le métabolisme cellulaire est actif a la température
corporelle (37°C) ; il diminue de 50% a 10°C, il ne reste que 5% a 2°C et a - 80°C la plupart
des processus metaboliques sont stoppes (Amann 1998).
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1.3.3.2. Effets sur les membranes cellulaires

Les lipides de la membrane plasmique sont de différentes espéces et chaque espéece
posséde une température de changement de phase (: température pour laquelle les lipides
passent de 1’état liquide cristallin a I’état de gel avec les chaines d’acides gras qui deviennent
rigides et paralleles). Quand la température devient moins que celle de changement d’état
d’une espéce de lipides, tous les lipides de cette espéce se regroupent en micro-domaines. Ce
qui entraine donc une réorganisation de la membrane plasmique et un bouleversement des
associations entre les lipides et les protéines. Par ailleurs, cette nouvelle organisation est a
I’origine de trous entre les micro-domaines des lipides gélifiés et les portions fluides de la
membrane ; ce qui la fragilise et peut entrainer des ruptures membranaires. A la remise de la
cellule a la température corporelle, les lipides retrouvent leur forme liquide mais la membrane
plasmique ne retrouve pas son organisation initiale (Amann 1998). Moggia et Perros (1999),
ont noté une vacuolisation et méme une disparition compléte des deux membranesla
membrane cellulaire et celle qui délimite la partie externe de I’acrosome apres la congélation.
Selon Amann (1998), un refroidissement lent et un réchauffement rapide ainsi que I’ajout de

cryoprotecteurs peuvent minimiser les dommages causés par la cryoconservation.

1.3.3.3.Conséquences sur les mouvements des solutés et des fluides.

Lors de la congélation a une température inférieure a -40°C, I’eau du milieu
extracellulaire se transforme en glace et la concentration en solutés dans ce milieu augmente.
L’eau est donc, appelée depuis le milieu intracellulaire vers 1’extérieur de la cellule qui se
déshydrate. Cela conduit & moins de dommages cellulaires, puisqu’il y aura moins de cristaux
de glace qui se formeront dans le milieu intracellulaire. Cependant, lorsquela quantité d’eau
diminue la concentration en solutés augmente ; cela provoqued’irréversibles changements de
la structure membranaire, une dénaturation des protéines et une désorganisation des structures
internes de I’axonéme.

Pendant la décongélation, les cellules peuvent étre endommagées Lorsque les cristaux
de glace extracellulaires fondent et la cellule se réhydrate (Amann 1998). Pour diminuer la
taille des cristaux extracellulaires qui se forment lors de la congélation, les spermatozoides
doivent étre refroidis assez rapidement mais suffisamment lentement pour leur permettre une
certaine déshydratation.Le passage d’une température de 20 °C a celle comprise entre 0°C et

5°C doit, donc, durer au moins deux heures.
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1.3.3.4. Effets sur les spermatozoides.

Le processus de congélation-décongélation de la semence diminue sa fertilité par les
dommages subis par un certain nombre de spermatozoides (Pena Martinez 2004). Cependant,
une variabilité individuelle concernant le pouvoirdes spermatozoides a résister a la
congélation-décongélation est remarquée.Elle est peut-étre di & des caractéristiques
différentes de la membrane cellulaire d’origine génétique (Eilts 2005). Il est donc, nécessaire
d’évaluer la semence apres décongélation en termes de mobilité et de fertilité. La mobilité est
un critere qui est souvent associé a la fertilité de la semence. Elle est fréqguemment prise en
compte pour évaluer sa résistance a la congélation-décongélation ; malgré qu’elle ne refléte
pas les dommages cellulaires. Elle est évaluée par le test de thermo-résistance accompagnée
des tests qui évaluent les dommages subis par les cellules aprés décongélation tel que le test
hypo-osmotique, la cytométrie de flux et la microscopie électronique (England 1993). La
meilleure méthode objective pour évaluer la qualité dusperme congelé reste la fertilité apres
décongélation (Farstad 1996) ; Cependant, cette méthode dépend d’autres facteurs que de la
qualité du sperme. Ce test de thermo-résistance, mime la longévité spermatique dans les voies
génitales femelles en évaluant leur mobilité au cours de leur incubation a la température

corporelle pendant plusieurs heures (England 1993).

1.3.4. Protocoles de cryoconservation

1.3.4.1. La préparation de la semence et la congélation

Le sperme doit étre dilué (1 / 2-1 / 5) avec un milieu tampon a la méme température,
dans les 5 minutes suivant la collecte. La dilution varie entre 1: 5 et 1:10. Le sperme est
emballé dans des paillettes, congelé et conservé a -196°C dans l'azote liquide.Lors de la
manipulation de la semence, il est nécessaire de réduire, tout choc d'échantillon (température,

produit chimique, oxygene) afin d'éviter une baisse de la fertilité (Boiti et al. 2005).

- Protocole :
Selon Andrieu (1974), la méthode générale de la congélation comprend les étapes suivantes :

1) Dilution a un taux 1 : 4.

2) Refroidissement progressif pendant 3 heures jusqu'a 5 °C.

3) Ajout du glyceérol a 6% (cryoprotecteur) 30 minutes avant la congélation.
4) Conditionnement, dans des paillettes, du sperme dilué et refroidi.

5) Congélation a lI'azote liquide a -196°C, pendant 6 a 10 minutes

6) Stockage dans I'azote liquide.
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1.3.4.2. La décongeélation

La décongélation est effectuée pendant 20 secondes en utilisant une solution de
décongélation a 37 °C (Andrieu 1974). Néanmoins, il a été remarqué qu’apres décongélation a
la tempeérature de 45 °C il y a plus de membranes plasmiques intactes, malgré que la
morphologie principale est la méme aprés décongélation a 37 °C ou a 45 °C.

1.3.5. Les dilueurs
1.3.5.1. Définition et roles

Un dilueurestun milieudans lequel la semence est conservée. Ils ont I’avantage de
pouvoir garder les propriétés de fécondation des spermatozoides et de permettre I’ajustement
de la concentration en spermatozoides dans les paillettes (Adoue 1991). llIs contiennent des
agents cryoprotecteurs qui protegent les cellules et augmentent leur survie au cours de la
congélation. Il y a ceux qui pénetrent dans les cellules tel que le glycérol et ceux qui restent
dans le milieu extracellulaire tels que les protéines ou les sucres (Amann 1998 ; England
1993).

Afin de mieux conserver la vie des spermatozoides, le dilueur doit étre isotonique par
rapport au sperme, ce qui évite le chocosmotique, il doit avoir un pH compatible a la survie
des spermatozoides (pH entre 6,7-7,3 ) et une action stabilisatriceafin de protéger les
membranes spermatiques contre les chocs mécaniques et thermiques, il doit posséder un
pouvoir tampon contre les produits métaboliques et un pouvoir antioxydant lui permettant de
lutter contre les radicaux libres et antibactérien destiné a contrdler la flore microbienne, il doit
également avoir un équilibre adéquat des minéraux essentiels a la vie des spermatozoides et
contenir des substances nutritives, source d'énergie, telles que des sucres (glucose, fructose,
glutamine) pour le métabolisme des spermatozoides et pour éviter leur épuisement (Adoue
1991).

1.3.5.2. Composition

Le dilueur de sperme doit contenir un agent cryoprotecteurtel que le DMSO
(dimétylsulfoxyde), le glycérol, I'éthylene glycol, I'acétamide ou le lactamide.La plupart des
dilueurs sont a base du TRIS associé au jaune d'ceuf, qui agit comme agent protecteur
(Sinkovicks et al. 1983 ; Mercier et Rideaud 1992). D’aprés Hanada et Nagase (1980) ; Chen
et al. (1989b) le diméthylsulfoxyde, I'éthylene glycol ou l'acétamide présentent une faible

toxicité et préservent mieux la motilité des spermatozoides a 20 °C (Hanada et Nagase 1980).
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Vicente et Viudes de Castro (1996) ont proposé un allongeur congélateur simple du sperme
du lapin, a base de saccharose 0,5M et DMSO 1,75M, obtenant une motilité post-
décongélation de 42% et des taux d'acrosomes normaux de 66 %. Les amides ont aussi été
utilises comme agents cryoprotecteurs. lls présentent une détérioration des spermatozoides
inférieure pendant la congélation, et une motilit¢ des spermatozoides plus élevée qu’avec le

DMSO combiné au glycérol (Chen et al. 1989a ; Hanada et Nagase 1980).

a. Cryoprotecteur

Les cryoprotecteurs sont perméables, utilisés pour leur pouvoir de protéger la
membrane spermatique des dommages provoques par la cristallisation de I’eau. L’action des
cryoprotecteurs consiste en la diminution du point de congélation des substances, en la
réduction du taux de sels et de solutés de la phase liquide de I'échantillon et en la diminution
de la formation de cristaux de glace au sein des spermatozoides (Harald et al 2016). Parmi
tous les cryoprotecteurs existants, le glycérol est le meilleur pour la protection des

spermatozoides pendant la cryoconservation (Vasquez et al. 2013 ; Elliott et al. 2017).

- Le glycérol

C’est grace a Polge et al.(1949) qui ont démontré que le glycérol est uncryoprotecteur
qui pouvait étre associé au jaune d'ceuf,que la congélation du sperme du taureau a connu un
succes des 1950. Le glycérol est un cryoprotecteur qui traverse les membranes plasmiques. Il
agit sur les protéines qu’il protége contre la dénaturation au cours des changements de
température. De plus, en se liant aux molécules d’eau, il diminue la formation des cristaux de
glace et en les rendant sphériques, il les rend moins agressifs pour les cellules. Enfin, il
permet de diminuer la température de congélation du milieu (Adoue 1991). Cependant, il
possede une toxicité a concentration importante. Il peut provoquer des dommages
membranaires sur les spermatozoides (rupture membranaire, perte de la stabilité et de la
perméabilité membranaires), une altération de 1’acrosome, une désorganisation et un
changement de viscosité du cytoplasme (Martins-Bessa et al. 2006). Selon Tainturier et al.
(2013), il présente, d’autre part, une toxicité pour les spermatozoides a 37°C, il est, donc,
judicieux de 1’ajouter lorsque le sperme arrive a la température de 4°C, a une concentration
adéquate pour chaque espéce d'animaux domestiques. Néanmoins, il n'a pas d’effet toxique
sur le sperme dilué a au moins de 5% de concentration (Castellini et al. 1992). Selon (Mocé et
Vicent 2009) le glycérol n'est pas le meilleur choix pour le sperme de lapin puisque les

résultats obtenus lorsque ce dernier est congelédans un milieu contenant uniquement le
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glycérol comme cryoprotecteur étaient inférieurs a ceux du sperme frais et du sperme congelé
avec d'autres cryoprotecteurs tel que leDMSO, 1’éthyléne glycol ou les amides. Cependant,
Iinclusion de glycérol dans les extendeurs n'a pas amélioré les résultats apres la

cryoconservation.

- L’éthylene glycol

L’¢éthylene glycol est un cryoprotecteur utilisés pour la congélation d’embryons de
certaines especes mammiferes et dans la congélation du tissu ovarien. Sa structure chimique
est identique a celle du glycérol mais son poids moléculaire est inférieur. Il possede donc une
perméabilité supérieure au glycérol qui pourrait étre a 1’origine d’une toxicité inférieure.
Apres décongélation, La mobilité et I'intégrité membranaire sont meilleures lorsque le
glycérol est remplacé par 1’éthylene glycol a la concentration de 5%. Mais elles sont
identiques pour tous les dilueurs apres incubation (Rota et al. 2006 ; Martins-Bessa et al.
2006).

- Les amides

Les amides ont un poids moléculaire inférieur a celui du glycérol. Ils causent moins de
dommages osmotiques au sperme. lls ont été utilisés comme cryoconservateurs des
spermatozoides du lapin depuis 1980 (Hanada et Nagase 1980). Ces auteurs ont rapporté que
les composés a groupes amide ou méthyle semblaient étre les meilleurs agents cryoprotecteurs
pour les spermatozoides du lapin par rapport a ceux contenant des groupes hydroxyle. Dans
une étude comparant plusieurs cryoprotecteurs (différents amides, alcools et DMSO), le
lactamide, I'acétamide et le DMSO ont donné les meilleurs résultats & une concentration de
1M dans I'extenseur. Selon plusieurs auteurs I'acétamide demeure I'un des cryoprotecteurs de

choix pour conserverles spermatozoides du lapin (Kashiwazaki et al. 2006).

- DMSO

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) fait partie des cryoprotecteurs les plus utilisés pour la
congélation du sperme du lapin. Son effet protecteur est attribué a sa "capacité de
tamponnement du sel" qui minimise les dommages électrolytiques lorsque I'eau géle (Graham
1976). Selon Hanada et Nagase (1980) les spermatozoides maintiennent une bonne motilité a
20 °C dans une solution hypertonique de diméthylsulfoxyde, ils ont suggéeré que le DMSO
traverse librement la membrane cellulaire et est donc relativement non toxique. Selon

Castellini et al. (1992) les meilleurs taux de récupération apres décongélation (53,8 % de
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motilité, 44,5 % de spermatozoides vivants et 70,4 % d'acrosomes normaux) sont obtenus lors
de l'utilisation de DMSO, d’ailleurs, ELGaafary et al. (1993) ont noté que l'inclusion de 8 %
de DMSO dans le diluant était plus efficace pour protéger les spermatozoides du lapin
pendant la congélation que le glycérol. Par contre un milieu contenant 8% de DMSO plus 2%
de glycerol était le meilleur pour la protection du sperme de lapin pendant la congélation et
apres la décongélation, car il maintenait les pourcentages les plus élevés de motilité, et

d'acrosomes normaux.

- Cholestérol (CHL)

Ilappartient a la famille des stérols, c’est le plus important lipide se trouvant dans les
cellules eucaryotes. Il controle, entre autre, la perméabilité et la fluidité des membranes des
cellules (Harper et Jacobson 1999). Lecholestérol entraineune rigidité et une stabilité de la
membrane des spermatozoides en réduisant leur perméabilité, ce qui maintient la structure des
membranes cellulaires intact pendant que 1’osmolarité subit des variations au cours de la
cryoconservation (Glazar et al. 2009 ; Aksoy et al. 2010), qui créent un stress important sur
les membranaires cellulaires et qui sont a I’origine de leur disfonctionnement. Par ailleurs,
Maxfield et Tabas (2005) et Matsingou et al. (2007) ont rapporté que le cholestérol diminue la
rigidité de la membranaire lorsque la température est inférieure a celle de la transition de
phase, alors que dans le cas contraire ou la température est supérieure le cholestérolréduit le
mouvement des phospholipides dans la bicouche.

Le cholestérol est une molécule hydrophobe et insoluble. Il ne peut donc se dissoudre

dans un dilueur afin d’étre directement incorporé a la semence (Moce et al. 2010).

- Polyéthylene glycol

C’est un produit de pétrole, habituellement utilisé dans les cosmétiques comme
solvant, épaississant, adoucissant, et excipient d'humidité. C’estun polymeére non toxique et
hydrosoluble a une masse moléculaire qui varie de 200 a 300000. Il présente plusieurs
variétés synthétisées de 1I’oxyde d’éthylene.L’applications de chacune de ces variétés différe
selon la longueur de sa chaine (Betajeri 2011). Ils sont non antigéniques et biocompatibles
approuves par « the Food and Drug Administration » pour les applications intraveineuses,
orales et cutanées humaines. Il est utilisé pour améliorer la solubilité, par des dispersions
solides, de différentes molécules peu solubles dans I'eau et des stéroides. Grace a sa structure
il estamphiphile etsoluble dans des phases aqueuses et organiques. En phase liquide et a
température ambiante, les chaines du PEG sont trés hydratées et chaque monomere est
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capable de lier deux a trois molécules d’eau ce qui est responsable de ses propriétés
osmotiques lorsqu’il est en solution, par contre lorsque la température augmente, sa solubilité
diminue (Hin et al. 1998).

La forme la plus courante du PEG est celle d’un polyéther, ramifié ou linéaire qui se
termine par des groupes hydroxyle (Figure 16). Il est représenté par une répétition de
monomeére d’éthyléne glycol (Veronese et al. 1985).

La plusimportante propriété duPolyéthyléne glycol (PEG) est sa solubilité dans I'eau,

qui permet son utilisation dans de multiples applications (Peerenboom et al. 1983).
HO- (CH2 CH2 O) n —CH2 CH2 —-OH

Figure 16 : Structure du Polyéthyléne glycol
(Roberts et al. 2002).

Dans le domaine pharmaceutique, les PEG sont appelés macrogols (Akio Tani et al. 2007).1ls
sont utilisés entant que laxatifs osmotiques, dans laconstipation, surtoutle macrogol 3350 et le
macrogol 4000. Ainsi que dans la fabrication des gels hydro alcooliques (Johansson 1992 ;
Brooks et al. 1992).Dans I’industrie, le PEG est généralement utilis¢ comme base pour les
cremes de beauté a effet épaississant ou gélifiant. Il estdans les crémes hydratantes, dans les
shampoings et dans les savons liquides (Carpenter et al. 1971). 1l est par ailleursutilisé entant
qu’additif alimentaire, ou solvant des encres d’imprimantes ou dans la fabrication des billes
de paint-ball.En chimie, le PEG est utilisés dans le transport des réactifsliquides dans la phase
organique il est donc un bon catalyseur de transfére de phase (PTC), (Biondi 2002).

Le PEG est capable de se solubiliser dans 1’alcool, le dichlorométhane, I'eau, 1’acétone
et le toluéne ; par contre il est non soluble dans les hydrocarbures aliphatiques (Akio Tani et
al. 2007). La solubilité des matiéres organiques et leurs intermédiaires dans ’eau qui est
faible, constituel’obstaclemajore que rencontre la chimie en milieu liquide dans son
développement.Le PEG vient résoudre ce probleme en diminuant la polarité du milieu
aqueux, ce quiaméliore la solubilité des produits organiques. Le PEG serait, donc, un Co
solvant de I’eau.

Le PEG 400 solubilisefortementles sels et peut étre utilisé dans les réactions de
substitution et d’oxydation (Heitzpfal 1969). Il est utilisé en microbiologie ou en biologie
moléculaire pour transformerdifférents types de cellules par I’insertion de 1I’ADN
plasmidique, tel queles protoplastes de plantes et les levures. Le PEG permet le transfert de

I'ADN a travers la membrane plasmique et augmente la perméabilité cellulaire par le fait qu’il
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déstabilise, réversiblement, les membranes et stabilise I'ADN a la surface des levures, cela
favorise le phénomene de transformation. Le role du PEG est représenté par son pouvoir

d’interagir avec les membranes cellulaires (Grant 1986).

b.Le jaune d’ceuf

llest utilisé pour éviter aux spermatozoides le choc thermique grace a son pouvoir de
restaurer les phospholipides altérés des membranes des spermatozoides, car il posséde des
phospholipides comme la Iécithine qui protegeces derniéres (England1993 ; Farstad 1996).
Selon Tainturier et al. (2013),sa fraction cryoprotectrice est les LDL (lipoprotéines a basse
densité) et les autres composants ont un effetnéfaste sur la congeélation, et il peut méme
contenir des agents pathogénes (Farstad 1996). Il est utilisé dans les dilueurs a la proportion

allant de 10 a 20% avec une préférence de 20%.

c. Le lait

Le lait contient des protéines et du lactose. Il possede un pouvoir tampon et il aurait un
role protecteur sur les membranes des spermatozoides. De plus, le lactose constitue un apport
énergétique utilisable par les spermatozoides. D’aprés Rota et al. (2001), les meilleurs
pourcentages de mobilité et de viabilité sont obtenus aprés deux heures d’incubation a 37°C
apres décongélation, avec le dilueur contenant du lait comme tampon, comparé au dilueur
contenant le TRIS comme tampon et celui dont la moitié du tampon TRIS est remplacée par
du lait, malgré que le taux des spermatozoides mobiles, leur vitalité et les anomalies de
I’acrosome juste apres décongélation ne sont pas significativement différents entre les trois

types de dilueur.

d. Les substances tampon

La substance tampon la plus utilisée est le Tris-citrate qui est une substance soluble
dans I’eau. Grace a son statut de base faible, elle empéche I’acidité du milieu induite par
I’augmentation des ions hydrogenes produits du métabolisme des spermatozoides. Sans cette
substance, le pH acide peut diminuer la fertilité et la longévite des spermatozoides. (England
1993)

e. Les sucres

Les sucres utilisés dans la cryoconservation sont le glucose et le fructose.
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Le lactose et la raffinose a poids moléculaire élevé (ne penétrent pas dans les cellules) sont
aussi utilisés. lls jouent un réle de cryoprotecteurs (England 1993 ; Yildiz et al. 2000).

Les sucres représentent la source d’énergic des spermatozoides et possédent aussi un pouvoir
osmotique. D’apres Yildiz et al (2000), certains sucres, comme les disaccharides et quelques
monosaccharides, améliorent les caractéristiques de la semence alors que d’autres comme le
glucose n’entrainent pas d’améliorations des caractéristiques de la semence par rapport a un

dilueur sans sucre.

f. Les antibiotiques
L’ajout d’antibiotiques lutte contre ledéveloppement des bactéries dans le milieu de

congélation. Les plus fréquemmentajoutés sont la dihydrostreptomycine et la pénicilline.

g.Le sodium dodécyl sulfate (SDS)

Le SDS est contenu dans différentes préparations commerciales dont la composition
de n’est pas clairement définie (Pena et al. 2003). C’est un détergent anionique, soluble dans
I’eau. Malgré que son role n’est pas clairement établi, on saitqu’ll dénature les protéines
membranaires et solubilise entiérement les membranes plasmiques a forte concentration et il

semblerait qu’il ait une action sur les lipoprotéines du jaune d’ceuf (Pena et Linde-Forsberg

2000).

1.3.6. Performance reproductrice du sperme congelé

Fargeas(1995) note aprés comparaison entre un sperme frais et un autre congelé que la
congélation affecte significativement la fertilité et la prolificité.Chen et al. (1990) compte a
eux pensent le contraire. D'autre part, Theau-Clement et al. (1996) rapportent que la semence
congelée conservée cing ans dans l'azote liquide peut conduire a de bonnes performances de
reproduction. Néanmoins, la congélation provoque des dommages cellulaires avant et pendant
la congélation ou pendant la décongélation (Courtens et Theau-Clement 1996). Cela peut
expliquer les échecs de la fécondation et les pertes importantes d'embryons avant
I'implantation notés par Maurer et al. (1976) qui ont montré aussi que les embryons provenant
du sperme congelé étaient plus petits que les autres apres culture "in vitro". Par contre Vicente
et Viudes de Castro (1996) ont constaté que les embryons normaux obtenus aprés

insémination avec du sperme congelé étaient semblables a ceux obtenus avec du sperme frais.
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1.3.7. Stockage a court terme (la réfrigération)

Un sperme réfrigéré est celui conservé avec un cryoprotecteur a 4°C pendant 48h. La
réfrigération permet d'utiliser la semence sans déplacer les femelles afin de pouvoir bénéficier
du progres génétique del'insémination artificielle, surtout dans les pays qui ne fabriquent pas
d'azote liquide (Tainturier et al. 2013).

La réfrigération du sperme a 4°C permet de réduire la mobilité et le métabolisme des

spermatozoides en les maintenant dans des temperatures basses. Ceci économise leurs
réserves énergétiques et conserve leur mobilité restaurée aprés réchauffement (Decuardo-
Hansen 2004). Néanmoins, cette méthode de conservation nécessite le contrdle rigoureux des
différentes étapes suivantes : dilution, refroidissement, et conditionnement de la semence.
Les spermatozoides sont conservés dans un dilueur, qui augmente leur longévité et préserve
leur pouvoir de fécondation, en maintenant plus longtemps leur mobilité (Tsutsui et al. 2003).
La dilution doit étre réaliséejuste aprés la récolte de la semence, aprés moins de 15 min,
puisque celle-ci ne peut survivre que peu de temps a la température de 34-37 °C (Decuardo-
Hansen 2004).

1.3.7.1. Effets du stockage a court terme sur la motilité et morphologie des

spermatozoides

Les spermatozoides du lapin peuvent étre conservés 24 heures a une large gamme de
températures de refroidissement (6 a 25 °C), avec de meilleur résultats de I’TA a 18 et 19 °C
Lopez et al. (1996). Cependant, une meilleure motilité et une meilleure intégrité de I'acrosome
sont notées a 15 °C par Gottardi (1993) et Bergonzoni et Zambelli (1994). En effet, Lépez et
al. (1996) et Gottardi (1993) ont notéqueles spermatozoides survivent mieux a la température
comprise entre 15 et 19 °C. Il est a noter que la motilité des spermatozoides est fortement
réduite aprés24h de conservation comparant a l'observation faite immédiatement aprés la
dilution du sperme. Et qu’elle est plus élevée a 25 °C qu’a des températures de
refroidissement basses (6 et 11 °C). Néanmoins, aucune corrélation n'a été trouvée entre la
motilité apres 24 heures et la fertilité, ce qui laisse penser que les spermatozoides entrent dans
un état de sommeil et ils sont par la suite réactives une fois a l'intérieur du tractus geénital
feminin (Lopez et al. (1996). D’ailleurs, Des résultats satisfaisants sont obtenus, en termede
prolificité et de fertilité, en utilisant un sperme conservé 24 a 72 h (Alvarino et al. 1996 ;
Perrier 1998).
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Par ailleurs, Viudes de Castro et al. (1999) n’ont pas observé une différence de
paramétres séminales entre le sperme frais et celui réfrigéré a 16-18 °C pendant 26-30 heures.
Plus la température de conservation est basse, plus la mobilité spermatique est conservée
griace a I’activité métabolique des spermatozoides et leur mobilité qui diminue. La diminution
de la mobilité observée a 4°C/5°C est reversible aprés réchauffement. Cela prolonge la vie
fonctionnelle des spermatozoides et par conséquenceleur survie. Unebaisse de température
entraine, donc, le prolongement de la durée de conservation tout en préservant lepouvoir des
spermatozoidesa féconder (Viudes de Castro et al. 1999).

D’autre part, comme pour toutes les cellules refroidies, lorsque la diminution de
latempérature est trop rapide, des transformations causées par le choc thermique apparaissent
sur les spermatozoides. Ces transformations sont parfois irréversibles et ont comme
conséquencesl’augmentation de la perméabilité membranaire, la perte de mobilité I’apparition
de spermatozoides & mouvements circulaires et la chute de la production d’énergie
(Decuardo-Hansen 2004).

1.3.7.2. Effets du stockage a court terme sur la fertilité

D’apres Gottardi (1993), il n’est pas intéressant de préserver les spermatozoides du
lapin a des températures inférieures a 17 °C puisque les dommages acrosomiaux augmentent ;
ni a des températures supérieures a 19°C, en raison d'une intégrité inférieure de I'acrosome
associée, éventuellement a une altération partielle de I'aptitude a utiliser des ressources
énergétiques exogenes. En effet selon Lopez et al. (1996), les valeurs les plus élevéees de la
fertilité sont notées a des températures comprises entre 17 et 19 °C. Elles diminuent a 15, 11
et 6°C ou a 21 et 25 °C. Cela serrait, probablement, di a I'effet de la température sur la

motilité, aux dommages acrosomiaux et a I'épuisement des réserves énergétiques endogenes.

1.3.7.3. Dilueur

Les dilueurs les plus fréquemment utilisés pour la conservation du sperme de lapin
sont ceux du TRIS, composé de Tris, d’acide citrique, de glucose ou de fructose (Tableau
V), qui donnent de meilleurs résultats par rapport aux autres (Rohloff et Laiblin 1976; Cortell
et Viudes de Castro 2008). D’autres dilueurs sont mis au point par des chercheurs, selon
Feldman et Nelson (2004) lesprotéines du jaune d’ceuf et du lait peuvent protéger et
stabiliserles membranes des spermatozoides. En effet Iguer-Ouada et Verstegen (2001) ont

démontré que la mobilité des spermatozoides et I’intégrité de leurs acrosomes sont maintenus
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pendantlaréfrigérationgrace au jaune d’ceuf, d’autre part, Bouchard et al. (1990) et Bue (1992)
ont observéde bons résultats de vitalité et de motilité des spermatozoides réfrigérés dans un
dilueur contenant du lait écréme.

Par ailleurs, le fructose ou le glucose ajouté au dilueur maintientla mobilité a plus de
70 % a 5°C, jusqu’a 8 jours (Ponglowhapan et al. 2004). Et la caféine ajoutée, augmente la
mobilité spermatique & 18°C de 0 & 48 h, sans ameliorer les paramétres reproducteurs
femelles (El-Gaafary 1994).

a.Taux de dilution

La dilution doit étre suffisante pour profiter de I’effet du dilueur mais pas trop forte
pour éviter la dégradation de la mobilité et de la fécondité spermatique (Sauveur et Reviers
1988). Le taux de dilution est généralement entre 1/3 et 1/5 (Fuertes 2008). Il varie en
fonction de la durée deconservation du sperme et de sa concentration (Seed et al. 1996).

volume du sperme pur

On appel taux de dilution le rapport : T =

volume du sperme diluer

1.3.7.4. Protocole de la refrigération

Pendant sa réfrigération, la vitesse de refroidissement de la semence ne doit étre ni
trop lente ni trop rapide. Les chercheurs ont proposeé divers protocoles :
- mettrele sperme diluéd’embléeau réfrigérateur (Bue 1992).
- mettre le d’abord dans un verre d’eau a la température du laboratoireavant de mettre le tout
dans le réfrigérateur (Linde-Forsberg 1995).
- ou bien ilest placé dans un appareil qui diminue température de facon constante et
programmée (Verstegen et al. 2005).
En fonction du protocole adopté, le sperme atteint 4°C en 30 minutes & quelques heures. A la
réfrigération du sperme, il est indispensable des’assurer que sa température ne descendpas en
dessous de 4 °C. Et que sonréchauffement se fait lentement a 1’aide d’un bain-marie avant de
’utiliser (Linde-Forsberg 1995).

Tableau IV: Composition du TRIS utilisé chez le lapin (Boiti et al. 2005)

Tris 3,029 g G-pénicilline 166.200 Ul
L'acide citrique 1,676 g L'eau distillée 100 ml
D-Glucose déshydraté | 1.250 g pH 7,14
Streptomycine 75.000 UI Osmolarité 299 mOsm / kg
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|.4.Stress oxydatif

1.4.1. Notions générales liées aux stress oxydatif.

L’expression « stress oxydatif » désigne 1’état de déséquilibre entre les défenses anti
oxydantes de I’organisme et le taux des réactifs dérivés de 1’oxygene (ERO), en faveur de ces
derniers.(Haleng et al, 2007), que ce soit par leur surproduction ou par déficit en antioxydants.
Cela peut engendrer des dégats considérables dans 1’organisme, se traduisant par
d’importantes altérations biochimiques intracellulaires, puisque les ERO oxydent les
protéines, et donc les enzymes et I’ADN ; ainsi que les lipides (Cook et al. 2003).

Toute cellule aérobie est constamment confrontée a ce probléme, puisque I’oxygéne est utilisé
dans tous les processus aérobies, et les ERO sont produits naturellement de la respiration

cellulaire,dans les mitochondries (Del piero et al. 2006) (Figure 17).

Proton gradient

‘ (1/2)0; + 2H'

NADPH + H* | NAD' Succinic acid H

ADP + P, ATP

H' PR

ROS

Complexe | : NADH déshydrogénase, Complexe 11 : succinate déshydrogénase,
Complexe 111 : Coenzyme Q-cytochrome c réductase, Complexe IV : Cytochrome ¢ oxydase,
CoQ10 : Coenzyme Q10.
Figure 17 : Transport d’électrons a travers la chaine de respiration mitochondriale

et production des ERO (L. et al. 2017)

Les ERO représentent la classe la plus abondante des radicaux libres, cesont des
espéces chimiques réactives instables, contenantsur 1’orbite externe, un ou des électrons non
appariés, ce qui leur procure de 1’énergie leur permettant, ainsi, d’entrer en interaction
avec,entre autres,I’acide nucléique, les lipides et les protéines (Haleng et al. 2007), en leur
donnant ou en leur détachant des électrons, afin de générer des especes plus stables. Par
conséquence, ces molécules sont dénaturées. Ces mémes radicaux libres, y compris les ERO,
a des concentrations raisonnables, sont utiles pour 1’organisme et sont impliqués dans

plusieurs processus physiologiques, tel que la phosphorylation des protéines, 1’apoptose, la

44



|.4.Stress oxydatif

différenciation cellulaire, I’activation des facteurs detranscription, la maturation des ovocytes,
la stéroidogenéese, I’immunité cellulaire et la défense cellulaire contre les microorganismes

(Celi et Gabai 2015)

1.4.2.Protection antioxydante

L’organisme dispose d’un systéeme antioxydant lui offrant une protection en vers les
effets déléteres des ERO. Ce systéme consiste en un ensemble de défenses antioxydantes
endogénes (enzymes antioxydantes) ou exogeénes, tel que les vitamines C et E qui
proviennentdes fruits et [égumes et apportés par I’alimentation, responsables de la protection

cellulaire des radicaux libres (Surai 2002) (Figure 18).

le- oxygéne fondamental
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lipoperoxydes

radlcal hydroxyle
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*ﬁ —caroténe Vit E, Se-GPx, ublqutnone

Figure 18 : Les espéces oxygenées activées et les antioxydants régulateurs
de leur production (Haleng et al. 2007)

1.4.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Enzymes antioxydantes: superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) et glutathion
peroxydase (GSH-Px).

Systeme redox thiol constitué du systeme glutathion (glutathion / glutathion réductase /
glutaredoxine / glutathion peroxydase et un systéme thiorédoxine (thiorédoxine / thiorédoxine
peroxydase / thiorédoxine réductase) (Surai 2002).

Systemes réparateur des dommages oxydatifs tel que les endonucléases.

1.4.2.2. Les antioxydants non enzymatiques
Les antioxydants naturels liposolubles (vitamines A, E, caroténoides, ubiquinones, etc.)

Les antioxydants hydrosolubles (acide ascorbique, acide urique, taurine, etc.) (Surai, 2002)
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Les protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine)

Les oligoéléments qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (sélénium, cuivre et zinc)

a. Vitamine E

Elle est organique, découverte en 1922 dans la laitue et dans legerme de blé, par des
chercheurs californiens qui ont noté qu’elle était indispensable pour la reproduction des rats
(Burton 1994).

La vitamine E est un ensemble d’antioxydants, liposolubles, se trouvant dans les
membranes detoutes les cellules (Grimm et al. 2016) surtout les membranes mitochondriales ;
ayant le pouvoir d’éviter la peroxydation des lipides(Duncan et Suzuki 2017). Elle est
représentée par un grouped’isomeres dits les tocophérols (I’a-tocophérol, le B-tocophérol, le
y-tocophérol, et le 3-tocophérol) (Cook-Mills et McCary 2010). Etant hydrophobe,elle est
capable de s’insérer en profondeur des membranes riches en acides gras polyinsaturés ou elle
se fixe grace a sa longue chaine lipidique (Figure 19). Elle est orientée d’une maniére ou le
noyau chromanol soit a la surface cellulaire. Et son activité antioxydante est due a sa fonction
phénolique. L’a-tocophérol est I’isomérequi prédomine dans le plasma et les tissus, et c’est

I'antioxydant le plus efficace(Sanchez-Sevilla et al. 2016).

Hydrophilic region

Hydrophobic region

[(O)]¢

Figure 19 : Lieu d’insertion de I’a tocophérol au sein de la bicouche lipidique

de la membrane plasmique (Raederstorff et al. 2015).

- RGle et mécanismes d’action de la vitamine E

Selon la Comité Européenne D'experts de la Sécurité (CEDS), la vitamine E
protégeles cellules vis a vis les dégats oxydatifs in vitro etin vivo (Raederstorff et al. 2015).
Etant donné, elle est capable de s’insérer au sein des membranes riches en AGPI, et de les
protéger en empéchant la peroxydation des lipidescausee par les ERO. (Landrier 2011). Elle
arréte I’oxydation des acides gras en s’oxydant, elle-méme, a leur place puis cede un de ses
propres atomes d’hydrogene au radical peroxyde lui permettant de se stabiliser et de ne plus

étre réactif, ce qui entraine donc ’arrétdes réactions en chaine. De ce fait 1’a-tocophérol se
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transforme en a-tocophéryl, entité radicalaire moins toxique (Thomas et Stocker 2000)
(Figure 20).
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Figure 20 : La vitamine E oxydée (Biswas 2016).

Lorsque le radical peroxyle (LOO®) est produitde la peroxydation des lipides, la
vitamine E intervient pour lepiéger avant qu'il s’attaque au lipide (LH) afin de produire
I’hydroperoxyde (LOOH). Les tocophérols perdent 1’atome d'hydrogeéne du groupement
hydroxyle (OH) de leur partie non hydrophobe qui est facilement amovible (Dhingra 2014), il
est donné au peroxyle pourformer un radical tocophéroxyl (Szarka et al. 2012).Ce dernierqui
est plus ou moins stable,n’est pas capable d’initier la peroxydation des lipides, ceci est un
indice d'un bon antioxydant.

Le radical peroxyle se combinea I’acide gras de la queue de la vitamine E, pour
arréterle retraitdel’¢lectron del’acide gras membranaires. Ce qui interrompe la chaine de la

peroxydation lipidique (Miguel et al. 2017).

b. Vitamine C

L acideascorbique est organique et soluble dans 1’eau, isolé des agrumes a la fin de
I’année 1920 par Albert Szent-Gyorgyi. Puis il a été démontré que quel que soit le dosage, la
vitamine C n’est pas toxique. Elle était utilisée pour prévenirle scorbut, puisque au milieu du
Vllle siécle, James Lind a démontré que le jus d'agrumes frais guérit le scorbut. La vitamine
C fait partie dugroupe des sucres a six atomesdérivant du D-Glucose.

L’acide ascorbique est un puissant reducteur possedant un pourvoir antioxydant
(Munnich et al. 1987). C’est un antioxydant primaire qui stoppeles especes radicalaires mais

peu réactif avec les oxydants cellulaires habituels comme le peroxyde d'hydrogene. Il interagit
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probablement, avec les produits qui résultent de la dégradation du peroxyde d'hydrogene (Frei
et al. 1988). La vitamine C fait partie des principaux antioxydants hydrosolubles intra et
extracellulaire dans la phase aqueuse (Hu et al. 2010). Elle protége contre la peroxydation des
lipides en piégeant des ERO et en réduisant 1’électron du radical hydroperoxyle des lipides a
travers laréaction d’oxydoréduction de la vitamine E (Guilland 2011) (Figure 21).
Elletransformeaussi le produit de peroxydation des lipides en celuide peroxydation lipidique
de vitamine C non réactif, ce qui prévoitles dommages pouvant étre causés par l'interaction
entre les radicaux LPO et les macromolécules (protéines, ADN et ARN).

La vitamine C agit aussi indirectement en donnant des électrons pour recycler la forme
radicalaire d’autres antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, en effet elle intervient
dans le processus de régénération de la vitamine E et transforme le radical tocopheéryle en
tocophérol, en lui donnant un électron. Elle travaille donc, en synergie avec la vitamine E
pour prévenir la peroxydation lipidique (Chan 1993 ; Waters et al. 1997). L’ascorbate oxydé
est lui aussi régénéré par des enzymes comme la thiorédoxine réductase et la glutathion
réductase dépendante du NADPH.

LOO.+ AH- >LOOH + A.-

Figure 21 : Formule d’action antioxydante de la vitamine C.

La vitamine C est essentielle dans de nombreuses fonctions du corps, elle est, in vivo,
un cofacteur pour plusieurs enzymes (Halliwell et Gutteridge 1998) et a un réle précis dans la
fertilité masculine. De nombreuses études montrent son effet positif dans 1’amélioration de la
qualité spermatique, de la concentration en spermatozoides ainsi queleurmorphologie et
mobilité (Akmal et al. 2006). Sa supplémentation aux milieux de congélation, ameliore de
maniére significative les fonctions des spermatozoides aprés décongélation chez différentes
especes animales (Jenkins et al. 2011 ; Hu et al. 2010 ; Amini et al. 2015).

1.4.3. Stress oxydatif et sperme

Le spermatozoide est une cellule tres sensible a la peroxydation a cause des niveaux
éleves d'insaturation de sa membrane, riche en acide gras polyinsaturé (double liaison)
(Henkel 2011), et de son contenu cytoplasmique réduit contenant une quantité limitée
d’antioxydants enzymatiques (Vernet et al. 2004). En effet la plupartdes antioxydants
enzymatiques (la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase) et non enzymatiques a savoir, la
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vitamine C, la vitamine A, la vitamine E, I'aloumine et I'urate (Agarwal et al. 2008) setrouvent
dans le liquide séminal (Kefer et al. 2009). De ce fait, il est exposé a la dégradation de sa
structure membranaire, de son métabolisme et de I'intégrité de son ADN (Jones et al. 1979)

Le spermatozoide, aurait besoin des ERO produits a des niveaux faibles, dans
différents processus physiologiques, dans sa capacitation, son deplacementhyperactif, sa
réaction
acrosomique et sa fusion a 1’ovocyte (De Lamirande et O’Flaherty 2012 ; Agarwal et al.
2014) ou ils agissent comme régulateurs de la phosphorylation protéique et des voies de
signalisationsqui interviennent dans ces processus (O’Flaherty et al. 2006).Les
spermatozoides, génerent des ERO d’une manicre spontanée, a leur sortie de I’épididyme, en
produisant 1’anion superoxyde (0O2-) et I’hydroxyde d’hydrogéne (H202); ce qui laisse
penser que ces ERO sont impliquées dans les fonctions spermatiques (Aitken 2000).

Par contre le stress oxydatif peut étre extrémement néfaste pour les spermatozoides
(Simoes et al. 2013). En effet, I’excés d’ERO a été associé a plusieurs dommages cellulaires
tels que la peroxydation de lipides, la diminution des réactions acrosomiques, la
fragmentation d’ADN, la réduction de la capacité de fusionner a I’ovocyte et de la féconder
ainsi que la baisse du taux de gestation aprés FIV (Chi et al. 2008). 1l affecte aussi lavélocitéla
mobilité et la morphologie des spermatozoides et peut tuer les cellules qui mourront par
apoptose (Angrimani et al. 2014).

En raison dupouvoir antioxydant limité des spermatozoides, surtout lors de leur
stockage pendant longtemps a unetempératureinférieure a 0°C, une supplémentation en
antioxydants améliore la qualité du sperme (Tremellen et al. 2008 ; Agarwal et al. 2008 ; Chi
et al. 2008), que ce soit un apportdevitamines E,vitamine C ouminéraux(folate, zinc,
sélénium) dans I’alimentation (Agarwal et al. 2008 ; Greco et al. 2005), ou I’ajout
d’antioxydants (vitamines E, vitamine C, hypotaurine, glutathion, N-acétylcystéine ou

albumine) dans le milieu de conservation (Tremellen et al. 2008 ; Agarwal et al. 2008).
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1.5. Insémination artificielle

L'insemination artificielle (IA) est un processus par lequel le sperme est introduit dans
I'appareil reproducteur de la femelle sans contact entre le male et la femelle. Le pourcentage
de femelles gestantes aprés insémination artificielle différe selon 1’opérateur (entre 70% et 85
%) et peut étre amélioré par I’injection de PMSG, 48 heures avant de les inséminer (Fromont
2011).

La technique de I’IA s’est développé rapidementau cours des années 1980, chez le
lapin, suite aux premiers travaux des chercheurs allemands qui ont découvert la possibilité
d’induire la réceptivité des femelles de cette espéce, par la GnRH (DalBosco et al. 2011).
L’application de I’TA est généraliséeen Europe, dans les différents élevages,au cour des
années 1990, suite a ’adoption de la reproduction en systéme de bande unique et I’apparition

des centres d'insémination artificielle, surtout en Espagne et en France(Lebas et al. 1996).

Chez la lapine, I’insémination artificielle peut se faire en deux fagons :
Dans la premicre la lapine est maintenue en position verticale par I’opérateur qui I’insémine
(Figure 22a) (Fromont et Tanguy 2001).
Dans la deuxieéme, I’insémination nécessite deux opérateurs, un tient la lapine en position
dorsale en présentant la vulve a 1’autre pour I’inséminer (Figure 22b) (Fromont et Tanguy
2001).

Figure 22 : Insémination artificielle chez la lapinea : avec un opérateur, b : avec deux opérateurs
(Davaoust 2010).
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1.5.1. Etapes de I’insémination artificielle

1.5.1.1. Déclenchement de I'ovulation

Dans I’'A, I’ovulation est induite en injectant en intramusculaire 0,2 ml de GnRH ou
de son analogue, juste avant I'insémination, ceci conduit & un taux d’ovulation supérieure a
celui obtenu dans les conditions naturelles, en particulier lorsque les lapines ne sont pas
réceptives. La GnRH est une molécule de petite taille, non exogéne et donc peu immunogene
(Fortun Lamothe et al. 2015).

1.5.1.2. Techniques d'insémination

Elle est pratiquée avec un pistolet propre a I’insémination protégé d’une gaine a usage
unique (Figure 23), sur une femelle dont la partie inférieure du corps est soulevée afin
d’obtenir une vue compléte du vagin. Une fois la lapine est préparée, 1'inséminateur introduit
le pistolet (8-14 cm.) puis appui sur le piston pour déposer la dose d’insémination dans la
partie antérieure du vagin de la lapine, une fois le pistolet est retiré, I'inséminateur doit

contréler la présence ou non de pus ou de sang.

1.5.2. Intéréts de I’insémination artificielle
L’TA offre al’éleveur de trés importants avantages génétiques, sanitaires et

économiques :

1.5.2.1. Avantages génétiques

L'lIA représente unpuissant outil permettant d’améliorer la génétique des animaux, de
sélectionner des reproducteurs et de diffuser rapidementle progrés génétique. Avec I'IA, le
nombre de males nécessaire estdiminué et les ressources génétiques en danger sont

conservésgrace a la Cryoconservation du sperme.

1.5.2.2. Avantages sanitaires

En absence du contact direct entre le male et la femelle dans L’insémination
artificielle, celle-ci est considérée comme un outil d’éradication de maladies sexuellement
transmissibles et celles liées a la circulation des animaux. Elle permet aussi un meilleur
contrdle sanitaire de 1’élevage, en effet, la conduite en bandes uniques ameéliore les conditions

sanitaires dans 1’¢levage et offre une meilleure organisation du travail.
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1.5.2.3. Avantages economiques

Grace a I'IA I’éleveur peut utiliser des géniteurs améliorés a un prix moindre, sans
supporter les contraintes de leur entretien. Il peut aussi synchroniser les mises-bas et toutes les
autres opérations de I’élevage, en inséminant plusieurs lapines le méme jour, en utilisant un
nombre réduit de méles. De plus, il peut planifier sa production en fonction de la disponibilité
alimentaire ou des variations saisonniéres, ce qui lui permet de diminuer lesdépenses surles
lapereaux produits, souvent d’une qualité meilleure (Kabli 1993). Par ailleurs, grace a
I'insémination artificielle, on peut éliminer les animaux les moins productifs et méme induire

une grossesse chez les femelles qui refuse I'accouplement.

Figure 23 : Matériel utilisé pour ’insémination artificielle

(Fortun-Lamothe et al. 2015)

1.5.3. Le diagnostic de gestation

1.5.3.1. Palpation trans abdominale

La gestation estdiagnostiquée par la recherche des embryons, éventuellement formésau
sein de I’utérus, par palpation abdominale des lapines (Arsene 2004), ce qui demande une
technicit¢é de la part de I’éleveur. Cependant, une palpation brutale peut conduire a
I’avortementdes lapines (Djago et Kpodekon 2007). La palpation se fait entre le 10°™ et 14°™®
jours apres la saillie (Arsene 2004) et elle consiste a saisir avec une main la peaude la région
supérieure aux reins pour souleverla lapine de son arriére train, et I’autre main passesous
I’abdomen et palpe doucement leventre avec des mouvements allants de 1’avant en arriere
(Figure 24) (Fromont et Tanguy 2001).
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Figure 24 : Diagnostic de gestation par palpation trans-abdominale
(Fromont et Tanguy 2001).

1.5.3.2.Radiographie
C’est une technique qui n’est pas satisfaisante chez la lapine car elle ne peut étre

utilisée que tardivement, vers le 17°™ jour de gestation (Rinck et al. 1993).

1.5.3.3. Test ELISA
Il est réalisé 17 ou 18 jours post-coital, il mesure la concentration de la progestérone
sérique de la lapine afin de faire la différence entre une femelle gestante de celle qui est

pseudo-gestante.

1.5.3.4.Echographie
Gréce a I’échographie la gestation peut étre diagnostiquée le 9°™ ou le 10°™ jour
(Ypsilantis et Saratsis 1999). Elle permet aussi d’évaluer la taille de la portée, et de suivre le

bon déroulement de la gestation, (Chavatte Palmer et al. 2008).
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I1. Matériel et méthodes

Notre objectif est d’étudier I’interaction des deux molécules (Vitamine E, et PEG) sur
les parameétres spermatiques du sperme réfrigéré (4°C) ou congelé ((-196°C), et celle des trois
molécules (Vitamine E, Vitamine C et PEG) sur le sperme conservé a température ambiante.
Nous avons mené deux études avec le sperme du lapin; la premiere avait commeobjectif
I’évaluation de I’effet protecteur des molécules précédentes sur le sperme du lapin conservé
en determinant si les diluants & base de vitamine E seule ou associée au PEG et/ou a la
Vitamine C pouvaient offrir une meilleure préservation des paramétres de motilité des
spermatozoides et une meilleure protection contre le stress oxydatif. La deuxieme avait
comme objectif I'évaluation de la fertilité du sperme du lapin dilué dans les traitements testés

a température ambiante en réalisant des inséminations artificielles.

I1.1.La récolte du sperme :

11.1.1. Les animaux :

Nous avons collecté le sperme de quinze (15) lapins adultes, agés entre 1 et 2 ans, de
races mixtes et présentant un bon état de santé avec un poids allant de 2 Kg a 4 Kg. Ces lapins
sont maintenus dans des cages individuelles, nourris avec un aliment concentré en granulés
(composé de céréales et leurs sous produits, tourteaux de soja, luzerne, minéraux et vitamines,
capteurs des mycotoxines, huiles de soja, enzymes et levures), destribué deux fois par jour
matin et soir et disposent d’une eau fraiche a volonté.

Afin de collecter les males, nous avons utilisé troix (3) lapines adultes, agées entre 7
mois et 1 an, maintenues dans les mémes conditions sus-citées.

Dans un premier temps, nous avons collecté et analyser le sperme de 10 males, puis

nous avons choisi ceux a conserver.

11.1.2. La technique de la collecte du sperme

Tout le sperme analysé et conservé, a température ambiante ou réfrigéré, est collecté
avec un vagin artificiel en sollicitant le méle deux fois a environs 15 min d’intervalle, sauf
celui congelé qui est prélevé apres dissection de I’épididyme récupéré immédiatement apres

I’abattage de 1’animal (sperme épididymaire).
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11.1.2.1. La collecte au Vagin artificiel
a. Montage du vagin artificiel (Figure 25)

Avant de collecter le sperme nous avons d’abord préparé le vagin artificiel afin de
reproduire les conditionsdu vagin de la femelle en terme de pression et de température, en
utilisant un gant introduit dans le cylindre externe du vagin artificiel (1 et 2) et fixé a ses deux
extrémités (3 et 4)pour former une cavité entre le cylindre externe et le gant. Dans cette cavité
on injecte de 1’eau chaude (40° a 45°) a I’aide d’une seringue, a travers un bouchon
en caoutchouc placé a proximité de la petite extrémité. Au niveau de cette derniere, un tube de

collecte est placé (7).
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Figure 25 : Etapes du montagedu vagin artificiel.

52



I1. Matériel et méthodes

b. Collecte du sperme par vagin artificiel

Afin de collecter le sperme, nous avons d’abord mis une lapine sur la cage du méle,
afin de I’exciter, avant de la mettre a I’intérieur. Dés que ce dernier essaye de I’accoupler, un
vagin artificiel est rapidement inséré et le pénis en érection est dirigé vers 1’extrémité large du
vagin artificiel. Une fois dedans, le male éjacule ; ainsi, le sperme se retrouve dans le tube de

collecte.

11.1.2.2. La collecte du sperme épididymaire :

Le sperme destiné a la congélation est prélevé apres dissection de 1’épididyme du lapin
juste apres son abattage (Figure 26). Afin de collecter la semence de 1’épididyme, nous avons
utilisé la méthode « retrograde-flushing » (Martinez-Pastor et al. 2006). L’épididyme et le
canal déférent sont d’abord isolés du testicule aprés avoir enlevé la séreuse qui entoure le
testicule et 1’épididyme (2). lls sont par la suite nettoyés avec une solution saline (NaCl a
0,9%) et essuyes a 1’aide du papier absorbant.

Pour récupérer la semence, nous avons commencé par l’incision de la queue de
I’épididyme avec le bistouri, au niveau de laquelle un tube a ependorff gradué est placé (4),
puis nous avons Vidé une seringue remplie d’air a I’intérieur du canal déférent (3) afin de

provoquer 1’écoulement du sperme dans le tube de collecte parpression.

Figure26 : Etapes de la collecte du contenu épididymaire.
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I1.2.Analyse du sperme

Le sperme est d’abord analysé immeédiatement apres sa récolte puis dans un second
temps, apres sa conservation (a temperature ambiante, réfrigération ou décongélation).
Le sperme collecté est maintenu & 37°C jusqu'a son utilisation.

Sitdt aprés la collecte, On repere macroscopiquement d’éventuels signes d’une
contamination urinaire, sanguine ou autre, en observant la couleur du sperme. Puisque selon
Boussit (1989), la couleur jaune signifie la présence d’urine, rouge du sang, marron des
matiéres fécales et grisatres un tissu génital mort.

Le volume est estimé aprés élimination du gel, gréce a un tube de collecte gradué.

La concentration est mesurée avec une cellule hématométrique apres avoir dilué le
sperme a 1 : 200 avec une solution de chlorure de sodium (3%). Le principe est de
dénombrerles spermatozoides d’un volume de solution dont la dilution est connue, a I’aide
d’un quadrillage gravé sur la cellule de Malassez. Ce quadrillage est composé de 10 bandes
horizontales de 0,2 mm de largeur et 10 bandes verticales de 0,25 mm de largeur, ce qui
forme 100 rectangles dont lalongueur est 0,25 mm, la largeur 0,2 mm et la profondeur 0,2
mm. Nous avons calculé la concentration en utilisant la formule suivante :

Concentration = N des spermatozoides / N de carreaux x 100 x 103 x le taux de dilution

La mobilité massale (MM) est estimée juste apres la collecte, avec un microscope tri
oculaire a contraste de phase (Eclipse E400, Nikon, Tokyo, Japon) équipé de platine
chauffante (37° C) et d'un appareil photo numérique connecté a un moniteur. Elle est classee
de 0 a 9 (Petitjean1965), correspondant aux pourcentages de mobilité suivants: 0: 0 a 5 %,
1:10%, 2:20 %, 3:30%, 4:40 %, 5:50 %, 6: 60 %, 7:70 %, 8:80 %, 9:90a 100 %
(Brun et al. 2002).

Pour la mobilité individuelle (MI), nous avons observé au microscope optique réglé
au grossissement 10x40, une goutte du sperme dilué par 40ul de TRIS tampon (1/5°™),aprés
I’avoir déposée sur une lame et recouverte d’une lamelle ;nous avons noté les mouvements
des spermatozoides de 0 & 4 en se basant sur 1’échelle d’ Andrieu(1974). Ce qui correspond
aux pourcentages suivants : 0:0a 15%, 1:15a30%, 2:30a55%,3:55a75,4:75a
100%.

Le taux deviabilité des spermatozoides est évaluégrace a I1’observation au
microscope optique, d’un frottis colorié¢ a 1’éosine-nigrosine. Leur morphologie est également

évaluée sur le méme frottis, comme décrit par Bloom (1973).
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I1.3. Conservation du sperme
11.3.1. Préparation de la dispersion solide du PEG et du complexe

PEG/VItE

La dispersion solide du PEG est préparée selon le procédé décrit par Armin Minhaz et
al. (2012). Le complexe PEG/VitE est préparé en utilisant la méthode de Co-évaporation
comme suit : Un mélange de vitamine E (3) / PEG 6000 (1) (10%/90%) est dissous dans
100ml de I'éthanol (2) par agitation pendant 2 heures loin de la lumiere. Apres séchage a 45 °
C pendant 1 heure dans I’évaporateur rotatif (rotavapeure) (4), la poudre (5) est conservée

dans un dessiccateur jusqu'a son utilisation (Figure 27).

Figure 27 : Etapes de la préparation du complexe PEG/VitE

11.3.2. Préparation des milieux de conservation :

Tous les diluants ou traitements sont composés d’un diluant basique (TRIS) préparé
par le mélange de Tris : 3,028g, de I’acide citrique : 1,675g, du D-glucose : 1,25g avec I'eau
distillée (quantité suffisante pour 100 ml) (milieu de Strazinger 1971) et utilis¢ comme milieu
de contrdle.
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Ensuite, ce dernier est complété avec :
1) du polyéthyléne glycol (PEG, 36 mg / ml de TRIS) (PEG 6000 obtenu aupres de BASF,
Allemagne) ;
2) Vitamine E (Vit E, 0,12 mg / ml de TRIS) (a-tocophérol, sigma)) ;
3) un complexe de PEG / VitE (90% / 10%) (PEG / VitE, 1,2 mg / ml de TRIS).
Toutes les solutions sont filtrées et stockees a 4 ° C jusqu'a leur utilisation.

Une autre série de traitements sont préparés en ajoutant a chacun des traitements
précédents 1mg de VitC, pour obtenir les traitements (PEG/VitC, VitE/VitC, PEG / VItE/VitC
et VitC seule).

11.3.3. Conservation a température ambiante :

Immédiatement apres la collecte, nous avons d’abord mesuré le volume de 1’éjaculat puis
1I’avons dilué dansduTRIS, une dilution de (1 : 5). La solution du sperme est, ensuite, divisee
en 8 échantillons que nous avons mélangé chacun a I'un des treize traitements suivants (PEG,
VitE, PEG/VitE, PEG/VIitC, VItE/VitC, PEG/VItE/VitC, et TRIS/VitC ou le témoin TRIS)
dans un ordre de dilution de v/v. Les traitements sont maintenus a la température ambiante

pendant 6 heures et analysees avecl’analyseur de sperme assisté par ordinateur (CASA).

11.3.4. Conservation par réfrigération

Immédiatement aprés la collecte, nous avons d’abord mesuré le volume de 1’éjaculat
collecté puis I’avons dilué dans le TRIS, une dilution de (1: 5). La solution du sperme est,
ensuite, divisée en quatre (4) échantillons et mélanger a l'un des quatre traitements (PEG,
VitE, PEG / VitE, ou témoin (TRIS)) dans un ordre de dilution de v / v. Les traitements sont
maintenus dans un réfrigérateur réglé a 4 ° C pendant 6 heures et analysées a lI'aide du CASA.

11.3.5. Conservation par congélation

Immédiatement apres sa récolte, le sperme destiné a la congélation est mis a 5°C pour
équilibration. Au bout de 90 minutes, le sperme est dilué (1 :5°™) avec (TRIS +10% DMSO
+antibiotique) qui étaient aussi a 5°C. Ensuite ce sperme dilué est divisé en quatre (4)
échantillons, mélangés aux différents dilueurs a raison de v/v, et mit, par aspiration, dans des
paillettes dont le volume est de 0,25 ml.Ces paillettes sont par la suite bouchées avec une
poudre polyvinylique et gardées, pendant 45min, a 5°C, afin de bien stabiliser la température

a 5°C. Puis placées horizontalement sur un support dans la vapeur de ’azote, a 5cm de 1’azote
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liquide, pendant 10 min, et finalement, immergées dedans a -196°C, ou elles sont entreposées
durant une heure.

Apres décongélation rapide des paillettes immergées 10-12 secondes, dans un bain
marie dont la température estrégléea 50°C, le sperme décongelé est analysé a 1’aide

del’analyseur informatique CASA.

11.4. Evaluation de la mobilité spermatique

Pour chaque traitement réfrigeré, la mobilité spermatique est évaluée a quatre reprises
; avant le refroidissement (TO) et aprés 1 heure (T1), 3h (T3) et 6h (T6) de conservation a
4°C. les temps retenu pour les traitements conservés a la température ambiante sont (TO),
apres 1 heures (T1), 2 heures (T2), 3 heures (T3) et 4 heures (T4). Concernant 1’échantillon
congelé, sa mobilité spermatique est évaluée avant congélation (TO) et apres décongélation
(Tdécongélation).
Cette évaluation est réalisée grace auCASA qui est un analyseur du sperme informatisé,
assisté par un ordinateur (Sperm class analyzer, SCA Microptic, S.L., Version 3.2.0,
Barcelona, Spain), capable de donner des valeurs objectives (Verstegen et al. 2002). Cet
analyseur comprend un microscope trinoculaire a contraste de phase négatif (Nikon E200®-
LED microscope, Tokyo, Japan) muni d’une platine chauffante de minitherm (OK 51-512,
Osaka, Digifred SL, Barcelone, Espagne), une caméra numérique a grande vitesse (A312fc,
Basler TM AG, Allemagne), et un ordinateur (Intel inside®, Pentium® 4) (Figure 28).
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Figure 28 : Le systeme CASA
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A T’aide de cet analyseur informatique, huit (8) paramétres sont évalués : la motilité
totale (MOT %), la motilité progressive (PROG %), ’amplitude de déplacement latéral de la
téte (ALH en pum), la fréquence de croisement de la trajectoire (BCF en Hz), la linéarité (LIN
= VSL / VCL en %), la vitesse curvilinéaire (VCL en pum/sec), la vitesse de progression
linéaire (VSL en um/sec) et la vitesse selon la trajectoire moyenne (VAP en um / sec).

Pour chaque analyse, 5 pl du traitement est placé dans la chambre de Makler® de
10mm de profondeur (Sefi Medical Instruments Ltd., Haifa), préalablement chauffée a 37°C,
recouvert avec une lame spéciale et observe, par la suite, au microscope a contraste de phase
relié a I’ordinateur, avec ’objectif x 10. Trois séquences correspondant a trois champs de
chaque échantillon sont capturées et analysées. Dans chaque séquence, au moins 200
spermatozoides sont analysés.

11.5. Mesure du statut antioxydant total (test de ’ABTS)

Le pouvoir antioxydant total des spermatozoides est mesuré grdce au test de
décoloration du radical libre (Re et al. 1999) au bout de 4h de réfrigération a 4°C. Il consiste
en I’inhibition des radicaux libres par ’ABTS (2.2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonc acid) diammonium salt).

L’ABTS®+ est produit en mélangeant une solution mére ABTS avec de persulfate de
potassium L-1, a la concentration finale de 2,45 mmol. Le mélange est ensuite laissé reposer
a température ambiante et loin de la lumiere pendantl2 a 16 h puis utilisé. La solution
d’ABTS°+ est diluée avec du PBS (pH 7.4) jusqu’a ’atteinte de 1’absorbance de (0.7 + 0.02) a
734 nm.

1 ml de solution d’ABTS°+ est ajouté a 10 pl de chaque traitement (PEG, VitE,
PEG/VItE ou TRIS). Pour chaque essai, un blanc du traitement (Iml de PBS + 10 pl du
traitement), un controle (1ml de la solution d’ABTS°+ 10 pl de PBS) et un blanc de PBS (1ml
de PBS + 10 ul de PBS) sont utilisés. La lecture de 1’absorbance est prise 6 min apres la
préparation des mélanges. Lepouvoir de piégeage des radicaux libres est exprimé par le taux
d'inhibition de I’ABTS®+, c¢’est un pourcentage calculé selon la formule :

AT (’absorbance témoin) — AE (I’absorbance de 1’échantillon) /AT x 100
Chaque échantillon est analysé six (6) fois (6 répétitions).
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11.6. Insémination artificielle

11.6.1. Animaux :

Nous avons collecté la semence de 7 lapins adultes, agés entre 1 et 2 ans, de races
mixtes et présentant un bon état de santé avec un poids allant de 2 Kg a 4 Kg. lls sont
maintenusdans des cages indivOiduelles, nourris avec un aliment concentré en granulés
etdisposent d’une eau fraiche a volonté.

Aprés I’analyse des paramétres spermatiques des 7 semences, nous avonschoisi
d’inséminer avec les meilleurs.Nous avons inséminé deux groupes de femelles ; un composé
de 3 lapines inséminées avec une semence fraiche diluée dants du TRIS et un autre composé
de 4 femelles inséminées chacune avec la semence diluée dans 1I’un des 4 milieux utilisés pour

la conserver pendant 2 heures a température ambiante.

11.6.2. Collecte du sperme :
Nous avons collecté le sperme en utilisant un vagin artificiel préalablement preparée

comme a été déja décrit ci-dessus.

11.6.3. Dilution et consérvation
Les semences sont répartie comme suit :

e La semence fraiche sur 3 tubes a hémolyse aux quels nous avons ajouté du TRIS a
raison de v/v.

e La semence conservée sur 4 tubes a hémolyse aux quels nous avons ajouté les milieux
de conservation choisis, a raison de v/v (un volume du sperme pure et un volume du
milieu choisi (TRIS, VitE, PEG/VitE ou PEG/VItE/VitC).

Les 3 dilution dans le TRIS sont immédiatement utilisées pour 1’insémination de 3

lapines. Les 4 autres dilutions sont conservées pendant 2 heures a température ambiante.
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11.6.4. Techniques de I’IA :

Figure 29: Etapes de I’insémination artificielle .

Avant d’inséminer, la région vulvaire est d’abord nettoyée (1) et essuyée avec du
papier. La lapine est tenue en position dorsale pour introduire a travers sa vulve, la gaine
contenant la solution de semence (2), aspirée a I’aide d’une seringue placée au niveau d’une
des extrémités de la gaine. Avec la méme seringue, la solution de semense est déposée, par
injection dans le vagin de la lapine (3).

immédiatement apres 1’insémination, nous avons injecté enintramusculaire (IM) 0.2ml
de GnRH (Cystoreline, CEVA) afin de stimuler 1’ovulation (4) (Figure 29).

11.6.5. Diagnostic de gestation :

Afin de diagnostiquer les femelles eventuellement gestantes nous avons réalisé une

palpation abdominale 14 jours apres I’insémination.
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11.7. Analyse statistique :

Les résultats sont analysés avec un logiciel de traitements des donneées « statview 5.0.
Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA » pour la réalisation de statistiques descriptives.
Sont calculées les moyennes et les erreurs standards des moyennes (SEM). Les variables
utilisées dans la comparaison sont les traitements étudiés. Les différences entre les traitements
sont évaluées en utilisant ANOVA, suivi du test de Fisher, avec une signification statistique

fixée a la valeur de p<0,05
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La réussite de la conservation est conditionnée en partie de sa qualité avant sa
conservation, ce qui exige le choixdes meilleurs spermes a meilleures caractéristiques
spermatiques. En effet, nous avons d’abord analysé les caractéristiques du sperme
fraichementcollecté avant de procéder a la conservation. Ce qui nous a permis, par la suite,
d’estimer le degré des modifications causes par la conservation.

Concernant le rythme de collecte que nous avons adopté est celui de deuxcollectespar
semaine a 15min d’intervalle ; un rythme qui, selon Bencheikh (1995) et Mocé et al (2000),
permet deproduireun sperme de meilleurequantité et qualite,

Aprés avoir ajoutéles différents traitements utilisés au sperme dilué, nous
avonsévaluéles parametres de la mobilité des spermatozoides au CASA. Ce moment de la

premiere évaluation(T0) corresponda un temps deconservation a T ambiante de 5 min.

I11.1. Sperme réfrigéré

I11.1.1. Analyse des spermes destines a la refrigération

Le tableau V : regroupe les caractéristiques des spermes analysés pour choisir ceux a

réfrigérer.
Tableau V : caractéristiques des spermesanalysés
Male | Volume | MM Ml Concentration | Spz vivants | Spz normaux

(ml) (Note) | (Note) | (x10°spz/ml) (%) (%)
1 0.4 6 35 400.9 47 86
2 0.35 9 3,5 856 23.5 86
3 0.24 9 35 656 ,24 92 915
4 0.4 7 2.5 808 135 90.5
5 0.5 8 35 256,27 40 90
6 0.56 8.5 35 117 61.5 88
7 0.47 7 3 734,32 63 84.5
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Parmi les spermes récoltés et analysés, nous avons choisi pour la réfrigération ceux qui ont
présenté une bonne mobilité massale (> 6), une bonne mobilité individuelle (> 3,5), un taux
de spermatozoides vivants supérieur a 40% et un tauxde spermatozoides normauxsupérieur a
70%.

I11.1.2.Impact des traitements sur les parametres de mobilité du sperme
réfrigeré (4°C)

111.1.2.1. Impact du traitement a base du polyéthylene glycol (PEG) seul

En Comparant au contréle, le Polyéthyléne glycol (PEG) seul a présenté une
amélioration significative des MOT et PMOT a partir de TO jusqu'a la fin de la conservation
(6h). La méme chose a été observée concernant les autres parameétres cinétiques ou le PEG a
montré des valeurs significativement plus élevées par rapport au contréle (Figure 30 et 31).
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Figure 30: Effet des traitements sur la motilité totale (MOT) et la motilité progressive (PMOT) du sperme du
lapin a TO, T1, T3 et T6 de conservation a 4°C dans le controle (TRIS) et les traitements (Polyéthylene glycol
(PEG), Vitamine E (Vit E), Vitamine E associée au polyéthyléne glycol (PEG/Vit E)).

111.1.2.2. Impact du traitement a base de I'a-tocophérol seul (Vit E)

Nous avons constaté que la semence traitée avec la Vit E seule présentait a t=0 heure,
des valeurs de motilité totale (MOT : 73,31% contre 71,87%) et de motilité progressive
(PMOT : 19,63% contre 16,09%) significativement (p<0,05) supérieures a celles du contréle
(figure 30). De plus, tous les paramétres cinétiques étaient plus élevés dans le traitement Vit
E par rapport au contrdle (p<0,05) pour VCL, VSL, VAP, ALH et LIN (56,68+0,74 contre
55,09+0,81 um/sec ; 20,23+0,41 contre 17,07+ 0,35 um/s ; 29,84 + 0,45 contre 26,15 + 0,42
pum/s ; 2,73 = 0,03 contre 2,69 + 0,03 um ; 31,35 + 0,4 contre 27,36 £ 0,33 %) (Figure 31).
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Comparant au contréle, le traitement VitE a protégé de maniere significative (p<0,05)
la MOT et la PMOT jusqu'a 3h (34,55% contre 23,3%; 1,61% contre 0,75 %,
respectivement). A 6h, les traitements contrdle et Vit E ont montré presque les mémes valeurs
pour MOT (18,69% contre 18,62%). Cependant, les valeurs de PMOT, VSL, VCL, VAP,
ALH, LIN et BCF sont significativement (p <0,05) plus élevées dans le traitement Vit E
(Figures 30 et 31).

111.1.2.3. Impact de I'association VitE et PEG (PEG/VIitE)

Par rapport au controle, le traitement simultané par PEG et VitE (PEG/Vit E) a montré
une protection puissante de tous les parametres de motilité pendant la période de
conservation. En particulier, a 6h de réfrigération, les résultatssontsignificativement plus
élevés (p<0,05) pour la MOT : (44,35 % contre 18,62 %) ; PMOT : (6,81 % contre 0,04 %) ;
VCL : (38,99 £ 0,99 contre 17,74 £ 0,5 um/s) ; VSL : (13,1 = 0,4 contre 2,48 = 0,17 um/s) ;
VAP : (19,44 £ 0,49 contre 6,38 = 0,28 um/s) ; ALH : (1,94 £ 0,04 contre 1,21 + 0,03 um) ;
FBC : (5,63 £ 0,16 contre 1,04 £ 0,06 Hz) et LIN : (32,64 % * 0,65 contre 13,38 % + 0,74)
(Figure 31).

En comparant a la VitE seule, le complexe PEG/VItE a montré une protection
significative (p<0,05) de MOT, PMOT et de tous les autres parametres de motilité, en
particulier a 6h avec des valeurs nettement plus élevées pour MOT : (44,35 % contre
18,69 %) ; PMOT : (6,81 % contre 0,15 %) ; VCL : (38,99 + 0,99 contre 20,95 = 0,7 um/s) ;
VSL : (13,1 £ 0,4 contre 3,73 + 0,26 um/s) ; VAP : (19,44 * 0,49 contre 7,97 £ 0,35 um/s) ;
ALH : (1,94 £ 004 contre 1,28 £ 0,03 um) ; FBC : (5,63 £ 0,16 contre 1,87 £ 0,12 Hz) ; LIN :
(32,64 + 0,65 % contre 15,9 £ 0,91 %) (Figures 30 et 31).
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Figure 31: Effet des traitements sur la vitesse curvilinéaire (VCL), vitesse de la progression linéaire (VSL),

vitesse par rapport a la trajectoire moyenne (VAP), amplitude du déplacement latéral de la téte (ALH), linéarité

(LIN) etfréquence des croisements des trajectoires(BCF) du sperme du lapin, a TO, T1, T3 et T6 de conservation

a4 4°C dans le controle (TRIS) et les traitements (Polyéthyléne glycol (PEG), Vitamine E (Vit E), Vitamine E

associée au polyéthyléne glycol (PEG/Vit E)).
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I11.2. Sperme conserve a température ambiante

111.2.1. Analyse des spermes destinés a la conservation a température

ambiante

Les caractéristiques du sperme frais utilisé pour la conservation a température
ambiante sont regroupées dans le tableau VI

Tableau VI : Caractéristiques des spermes utilisées dans la conservation a température

ambiante.
Male Volume MM Ml Concentration Spz Spz
(ml) (Note) (Note) (x108spz/ml) Normaux | Vivants
(%) (%)
1 0,8 8 4 165,4 54,5 62
2 0,6 7 3 72,1 52,5 35
3 0,2 5 2 26,6 37 42,5

Nous avons remarqué que les lapins récoltés qui ont donné un volume de sperme
considérable (0,6 et 0,8 ml) ont présenté une bonne mobilité notée respectivement 7 et 8 pour
MM et 3 et 4 pour MI. Malgré cela, leur concentration sont insuffisantes (72,1x106 et
165,4x106 spz/ml) et le taux des spermatozoides normaux est légérementsupérieur a 50%.

Par ailleurs nous avons noté un pourcentage de spermatozoides vivants inférieur a 50% dans

les spermes des males 2 et 3.

111.2.2. Impact des traitements sur les parametres de mobilité du sperme

conservé a température ambiante

111.2.2.1. Impact du traitement a base du polyéthylene glycol (PEG) seul
Nous avons remarqué que le Polyéthylene glycol (PEG) seul a présenté des valeurs de
MOT et PMOT inférieures a celles du contréle pendant les 4 heures de conservation.
Concernant les parameétres spermatiques, a TO, seule la LIN du traitement PEG était
significativement supeérieurea celle du contréle (<0,05) (38,57+0,64%contre 35,34+0,47%).
Cependant tous les parametres spermatiques sont améliorés a partir de 3 heures jusqu’a 4
heures de conservation. L’amélioration de la VSL, VAP, BCF et LIN a déja commencé dés la

premiére heure de conservation (Figure 33).
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111.2.2.2. Impact du traitement a base de I'a-tocophérol seul (Vit E)

Nous avons constaté que la semence traitée avec la Vit E seule a présenté des valeurs
de motilité totale (MOT) et de motilité progressive (PMOT) inférieures a celles du contréle
durant les 4 heures de conservation (figure 32).

Concernant les parameétres spermatiques, a TOseules VSL, VAP et LIN étaient plus
élevés dans le traitement Vit E par rapport au contrdle (p<0,05) (23,53+0,48 contre 20,73+
0,38 um/s; 32,24 = 0,52 contre 30,29 = 0,41 um/s; 41,30 £ 0,63 contre 35,34 + 0,47 %
respectivement) (Figure 33).

Comparant au contrdle, 1’effet protecteur du traitement VitE est remarqué a T 3h ou
les paramétres spermatiques étaient significativement (p <0,05) plus élevés (VCL:
37,15+1,03 contre 35,94+0,61um/s ; VSL: 15,95+0,71 contre 14,53+0,35 um/s; VAP :
21,73+0,81 contre 20,86+0,41um/s ; BCF : 1,74+0,04 contre 1,73+0,02Hz), sauf pour ALH et
LIN (Figures 33). Ce dernier parametre est amélioré a T4h (33,27+0,88 contre 30,89+0,41%
dans le contrdle et contre 27,37+0,72% ; 30,91+0,49% et 30,49+0,88 dans le traitement VitE
aT1, T2, T3 respectivement).
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Figure 32: Effet des traitements sur la motilité totale (MOT) et la motilité progressive (PMOT) du sperme du
lapin & TO, T1, T2, T3 et T4 de conservation & température ambiante dans le contrble (TRIS) et les traitements
(Polyéthylene glycol (PEG), Vitamine E (Vit E), Vitamine E associée au polyéthylene glycol (PEG/Vit E),
Vitamine C (TRIS/VitC), Vitamine E associée a la Vitamine C (Vit E/VitC), Complexe (PEG/VitE/VitC)).

111.2.2.3. Impact de I'association VitE et PEG (PEG/VIitE)

Par rapport au controle, le traitement contenant 1’association entre PEG et VitE
(PEG/Vit E) a montré une protection remarquable de tous les parametres de motilité a partir
de la troisieme heure de conservation. VSL et BCF sont améliorés pendant toute la période de

conservation. A 4h de conservation a température ambiante, les valeurs étaient
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significativement plus élevees (p<0,05) pour VCL : (50,82+0,54 contre 40,01 = 0,48 um/s) ;
VSL : (20,84+0,31 contre 14,19+0,27um/s) ; VAP : (30,6+0,38 contre 21,67+0,32um/s) ;
ALH : (2,36+0,02 contre 2,00+0,02um) ; BCF : (6,19+0,08 contre 4,55+0,08 Hz) et LIN :
(37,42+0,41% contre 30,89+ 0,41%) (Figure 33).

Concernant la motilité progressive, nous avons constaté gque son pourcentage est
meilleur dans 1’association PEG/VitE, durant les 4 heures de conservation a température
ambiante, par rapport au contréle (T1 : 25,62% contre 16,53% ; T2 : 17,60% contre 16,63% ;
T3: 35,88% contre 24,12% ; T4: 27,98% contre 15,35%), sans différence statistique
significative. Ce pourcentage est méme meilleur par rapport a tous les autres traitements a T4.
Nous remarquons aussi qu’a T3, le pourcentage des spermatozoides progressifs est meilleur
que ceux des autres temps que ce soit dans le PEG/VItE ou dans le contrdle (Figure 32).

En comparant a la VitE seule, le complexe PEG/VitE a montré une protection de
MOT, PMOT pendant les 4 heures de conservation a température ambiante, ainsi qu’une
protection significative (p<0,05) de tous les autres parametres de motilité a T4 avec des
valeurs nettement plus élevées pour MOT : (54,86% contre 18,69%) ; PMOT : (27,98%
contre 1,91%) ; VCL : (50,82+0,54 contre 25,74  +0,63 um/s) ; VSL: (20,84+0,33 contre
9,09+0,35 um/s) ; VAP : (30,64+0,38 contre 13,42+0,42 um/s) ; ALH : (2,36+0,02 contre
1,49+0,03 um) ; BCF: (6,19+0,08 contre 2,50+0,11 Hz); LIN: (37,42+0,41 % contre
33,27+0,88 %) (Figures 32 et 33).

111.2.2.4. Impact du traitement a base de I'acide ascorbique seul (Vit C)

A TO la mobilité des spermatozoides conservés dans le milieu enrichi par la Vit C
seule, ainsi que tous leurs parametres spermatiques sont inférieurs a ceux noté dans le
contréle. Cependant une augmentation remarquable de ces parameétres est notée a partir de la
premicre heure de conservation a température ambiante (T1) jusqu’a T4 ou les valeurs
enregistrées sont significativement (p<0,05) supérieurs a ceux notés dans le contréle (a T4,
VCL :44,05+0,58 contre 40,01+0,48 um/s; VSL : 16,36+0,31contre 14,19+0,27 um/s; VAP :
24,05+0,36 contre 21,67+0,32 um/s; ALH : 2,10+0,02 contre 2,00+0,02 um; BCF : 5,89+0,10
contre 4,55+0,08Hz; LIN: 36,25+0,33 contre 30,06£0,39 %) et une différence
statistiguement non significative pourPMOT : 21,83% contre 15,35% (Figure 33).
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111.2.2.5. Impact de I'association VitE et VitC (VitE/VitC)

Nous avons remarqué que 1’association Vit E/Vit C a montré dans les 2 premieres
heures de conservation a température ambiante des paramétres spermatiques meilleurs que
ceux du contrfle et 1’association PEG/Vit E. on a remarqué aussi qu’elle protege les
spermatozoides mieux que la Vit E seule jusqu’a T4. Toutefois, a T3 heures, les parametres
spermatiques sont significativement (<0,05) supérieurs dans le traitement Vit E seule par
rapport a I’association Vit E/Vit C (VCL : 37,15£1,03 contre 32,35+0,64um/s ; VSL :
15,95+0,71contre 12,03+0,50um/s ; VAP : 21,73+0,81contre 17,05+0,54um/s ; ALH :
1,74+0,04contrel,67+0,03um ; BCF : 4,38+0,16contre4,11+0,15Hz ; LIN
30,49+0,88contre28,92+0,81%),a partir de ce temps, I’effet bénéfique de 1’association entre la
vit E et la vit C sur la mobilité total des spermatozoides a commencé a apparaitre. En effet la
MOT dans ce traitement est supérieur a celle notée dans la Vit E seule a T3 (43,42% contre
27,64%) et a T4 (22,94% contre 18,69%). Alors que la PMOT est meilleure pendant les 4

heures de conservation a température ambiante par rapport a la Vit E seule (Figure 32).

111.2.2.6. Impact de I'association Vit-C et PEG (PEG/VitC)

Nous remarquons qu’a TO la mobilité et ses paramétres sont meilleurs dans
I’association PEG/VitC que dans la VitC seule (MOT : 60,40% contre 56,9%, PMOT :
32,33% contre 27,02% respectivement), mais pas mieux que le contrdle ni le PEG seule, dans
le quel seules la VCL, ALH et BCF sont supérieurs (Figure 33).

Dans I’association PEG/VitC la motilité progressive est meilleure jusqu’a T3 par
rapport au controle et a 1’association PEG/VitE et jusqu’a T4 par rapport a la PEG seule, mais
pas mieux que la VitC seule qui a généralement mieux conservé les spermatozoides.

Concernant les parameétres spermatiques, 1’association PEG/VitC les a protégés le long

de la conservation a température ambiante mieux que le contrdle (Figure 33).

111.2.2.7. Impact du complexe PEG/VitE/VitC :

Comparant au contrdle, le complexe PEG/VitE/VitC commence a améliorer les
parametres spermatiques a partir de T2 jusqu’a T4.

Comparant aux autres traitements, nous avons remarque que ce complexe améliore les
parametres spermatiques pendant les 4 heures de conservation a température ambiante, mieux
que la Vit E seule, jusqu’a T3 mieux que la PEG seule et I’association PEG/VitE. Par ailleurs,
nous avons remarqué que les valeurs de ces parameétres qui étaient déja supérieures dans le

complexe a TO, par rapport & ceux notés dans les traitements VitC seule, PEG/VitC et

68



I1l. Résultats

VItE/VitC, sont redevenu meilleurs a partir de T2 aprés une diminution remarquable a T1

heure de conservation a température ambiante (Figure 33).
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Figure 33: Effet des traitements sur la vitesse curvilinéaire (VCL), vitesse de la progression linéaire (VSL),
vitesse par rapport a la trajectoire moyenne (VAP), amplitude du déplacement latéral de la téte (ALH), linéarité
(LIN) et fréquence des croisements des trajectoires(BCF) du sperme du lapin & TO, T1, T2, T3 et T4 de
conservation a température ambiante dans le contrdle (TRIS) et les traitements (Polyéthyléne glycol (PEG),
Vitamine E (Vit E), Vitamine E associée au polyéthyléne glycol (PEG/Vit E), Vitamine C (TRIS/VitC),
Vitamine E associée a la Vitamine C (Vit E/VitC), Complexe (PEG/VitE/VitC)).

Concernant la mobilité totale, le complexe PEG/VitE/VitC I’a conservé pendant les 4
heures a température ambiante mieux que la PEG seule et la VitE seule et jusqu’a T3 mieux
que ’association PEG/VitE (a T3, MOT : 68,50% contre 62,87%) et le controle. Par ailleurs,

le pourcentage des spermatozoides progressifs noté dans ce complexe est supérieur a celui
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noté¢ dans le contrdle et les traitements PEG seule et vitE seule jusqu’a T4, ainsi que dans

I’association PEG/VitE jusqu’a T3 (& T3, PMOT : 42,18% contre 35,88%) (Figure 32).

111.3. Sperme congele

111.3.1. Analyse du sperme destiné a la congélation

Les caractéristiques du sperme choisi pour étre congelé sont présentées dans le

tableau VII
Tableau V11 : Caractéristiques du sperme destiné a la congélation.
Volume | MM Ml Mobilité | Concentration Spz Spz
(ml) (Note) | (Note) (%) (x10%spz/ml) | Normaux | Vivants
(%) (%)
0,56 8 3 87,5 117 88 61,5

Le sperme que nous avons choisi pour la cryoconservation est de concentration
moyenne mais de mobilité massale trés intéressante. Son taux de viabilité est plus de 60% et

le taux des spermatozoides normaux est de 88%.

111.3.2. Impact des traitements sur les parametres de mobilité du sperme
congelé (-196°C)

111.3.2.1. Impact des traitements sur les paramétres spermatiques a TO

Nous avons constaté qu’a TO (Figure 35), juste avant de procéder aux étapes de la
congélation du sperme mélangé aux différents traitements, 1’analyse au CASA de la mobilité
des spermatozoides, a montré que tous les parameétres spermatiques, VCL, VSL, VAP, ALH
et LIN, ainsi que la mobilité totale et la mobilité progressive sont plus élevés dans le contréle
(p<0,05), sauf pour la BCF qui est plus élevée dans le sperme traité au complexePEG/Vit E.
Par ailleurs, les parameétres spermatiques dans le complexe PEG/Vit E, VCL, VSL, VAP, LIN
et BCF, sont plus elevés que dans les traitements Vit E et PEG seules. Par contre le
pourcentage des mobiles et des mobiles progressifs sont les plus faibles (MOT : 69,48%
contre 92,71% dans le contréle; PMOT : 43,42% contre 75,21% dans le contrdle)
(Figure 34).
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Figure 34: Effet des traitements sur la motilité totale (MOT) et la motilité progressive (PMOT) du sperme du
lapin avant (TO) et aprés congélation (Tdécongélation) a -196°C, dans le contrble (TRIS) et les traitements
(Polyéthylene glycol (PEG), Vitamine E (Vit E), Vitamine E associée au polyéthylene glycol (PEG/Vit E)).

111.3.2.2. Impact des traitements sur les parameétres spermatiques apres décongélation

Aprés décongélation, les pourcentages de MOT et de PMOT ont remarquablement
baissé avec les plus bas pourcentages dans le complexe PEG/VitE (MOT : 10,81% ; PMOT :
0,19%). Concernant les parametres spermatiques, seules la VSL et une LIN du complexe
PEG/Vit E qui sont significativement meilleures que celles du contréle (p <0,05).
(Figures 35). Par ailleurs, nous avons constaté quela MOT et la PMOT ainsi que les
paramétres spermatiques dans les traitements Vit E et PEG seules sont similaires a ceux notés
dans le contréle (TRIS).
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Figure 35: Effet des traitements sur la vitesse curvilinéaire (VCL), vitesse dela progression linéaire (VSL),
vitesse par rapport a la trajectoire moyenne (VAP), amplitude du déplacement latéral de la téte (ALH), linéarité
(LIN) et fréquences des croisementsdes trajectoires(BCF) du sperme du lapin, avant (T0) et aprés congélation

(décongélation) dans le contréle (TRIS) et les traitements (Polyéthyléne glycol (PEG), Vitamine E (Vit E),
Vitamine E associée au polyéthyléne glycol (PEG/Vit E)).
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111.4. Statut oxydatif
111.4.1. Capacité de piégeage des radicaux ABTS

La figure 36 illustre les résultats de I'activité anti-radicalaire a 4h de réfrigération du
sperme a 4°C, dans les quatre (4) traitements testés, PEG seul, Vit E seul, association
PEG/Vit E et le contréle (TRIS), exprimés en pourcentage d'inhibition de I'ABTS. De ces
résultats, nous avons constaté que lorsque la vitamine E est utilisée, le pourcentage
d'inhibition de I'ABTS est nettement plus €levé par rapport au traitement a base de PEG et au
contréle. Cependant, I'activité antioxydante totale est significativement plus élevée dans le
complexe PEG/VItE comparant a la vitamine E utilisée seule (11,595 % contre 7,095 %).

14 1
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%

e

PEG PEG/VitE TRIS VitE

Figure 36 : Pourcentage d’inhibition de I’ABTS dans le sperme réfrigéré pendant 4h a 4°C.

111.5. Insémination artificielle

111.5.1. Analyse du sperme des lapins étudiés

Le tableau VI regroupe les caractéristiques des spermesanalysés pour choisir ceux a
utiliser dans 1’insémination artificielle.

Tous les spermes récoltés sont de couleur blanchatre a blanc nacré, inodore, a un
volume allant de 0,4 &4 0,8 ml. Le volume d’un seul (sperme du male 5) est égal a 0,2ml.
Nous remarquons que la majorité des spermes analysés sont concentrés, contiennent plus de
50% de spermatozoides vivant et normaux. Concernant la mobilité massale et individuelle, les
spermes des males 6 et 7 ont eu les meilleures notes (MM :7 et8, Ml : 3 et 4 respectivement)
mais ne sont pas suffisamment concentrés (72,1 x 106 spz/ml et 165,4 x 106 spz/ml

respectivement). En plus le sperme du méle 6 ne contient que 35% spermatozoides vivants.
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Tableau V111 : Caracteéristiquesdes spermesanalysés pour insémination artificielle.

Male |Volume | MM Ml Concentration Spz vivants [Spz normaux
(ml) (Note) | (Note) | (x108Spz/ml) (%) (%)
1 0,5 5 2 409 60 68,5
2 0,4 ) 2 270 56.5 59.5
3 0,5 ) 2 331 50.5 58
4 0,7 5 3 350 735 70
3) 0,2 5 2 26,6 42,5 37
6 0,6 7 3 72,1 35 52,5
7 0,8 8 4 165,4 62 54 5
8 0,65 ) 3 355 70 70

111.5.2. Caractéristiques des semences utilisées pour I’insémination artificielle :

Les résultats de I’analyse macroscopique et microscopiques des semences que nous

avons choisies et utilisées dans I’insémination artificielles, sont indiqués dans le tableau 1X

Tableau IX:Caractéristiques des deux semences choisies pour I’TA.

Caractéristiques Volume MM Ml Vitalité¢ | Concentration | Spz normaux
(ml) (Note) | (Note) (%) (x108spz /ml). (%)

Semence fraiche 0,65 6 2,5 70 355 70

Semence conservée

a température 0,8 7 4 62 165,4 54,5

ambiante

Les deux spermes utilisés pour 1’insémination artificielle sont de bonne mobilité

massale, plus de 50% de spermatozoides mobiles, vivants et normaux.

111.5.3. Taux de réussite de ’insémination artificielle :

Le tableau Xprésente letaux de réussite de I’lA chez les deux groupes de lapines

inséminées.

Nous avons noté que deux sur les trois lapines inséminées avec du sperme frais

conservé dans le TRIS sont diagnostiquées gestantes, ce qui donne un pourcentage de réussite

de I’'insémination artificielle chez le premier groupe de 66,67%. Dans le deuxieéme groupe, le
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diagnostic de gestation était positif pour les 3 femelles inséminées avec le sperme conserveé
dans le contrdle (TRIS), dans la Vit E, et dans le complexe PEG/VitE, par contre il était
négatif pour la femelle inséminée avec le sperme conservé dans le complexe PEG/VitE/VitC.

Tableau X:Taux de réussite de I’ Adans les deux groupes de femelles inséminées

Groupe Moyen Numéro | Résultats | Taux de Milieu de
d’induction de la réussite dilution

de I’ovulation femelle

1¢" groupe 1 négatif TRIS
« 1A avec 2 positif 66,67% | TRIS
sperme Injection de la |3 positif TRIS
frais » GnRH (0,2ml)
1 positif TRIS
2ieme groupes 2 positif 75% VitE
« |A avec 3 positif PEG/VitE
sperme 4 négatif PEG/VItE/VitC

conservé 2h
a
température

ambiante »
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IV. Discussion générale

Notre objectif dans cette étude était d’améliorer la conservation du sperme du lapin,
ainsi s’impose la nécessité de développer des traitements conservateurs qui permettent de
protéger les parametres spermatiques et d’induire des résultats satisfaisants de la fertilité apres
IA. Nous avons donc, rechercher I’intérét du complexe (PEG/VitE) dans la protection de la
semence du lapin lors de sa réfrigération a 4°C et pendant sa congélation ainsi qu’a sa
conservation a température ambiante aprés I’ajout de la Vitamine C. Nous avons emis
I’hypothése que le polyéthyléne glycol et la vitamine C pourraient considérablement
améliorer les effets de la Vitamine E, le premier en augmentant sa solubilité et la deuxiéme en
la régénérant. L’impact positif s’exprimerait en terme de motilité des spermatozoides et de
protection contre le stress oxydatif.

Dans la littérature, le succinate de D-a-tocophéryl polyéthylene glycol 1000 (TPGS)
est cité comme un dérivé hydrosoluble de la vitamine E (Srinivas et Prabhakar 2013). De
méme, Mogal S. et al. (2012) ont rapporté que le PEG 6000 a un immense potentiel pour
améliorer les caractéres de solubilité de tout médicament moins soluble ou peu soluble. Selon
Verheyen et al. (2002) le PEG 6000 augmente la solubilité des molécules actives, par la
formation de structure solide amorphe, maintenant le systeme stable par des liaisons
hydrogene et un effet plastifiant (De Lima 2011). Le PEG est significativement utilisé pour
ameliorer la solubilité de differentes molécules actives (Afifi 2015, Fatmi et al. 2015, Lahiani-
Skiba et al.2006) dont la vitamine E (Xie et al. 2010). Le PEG 6000 peut également étre utile
pour résoudre divers problémes tels que la stabilité et la biodisponibilité (Tashtoush et al
2004).

La vitamine E, une molécule lipophile présente dans la membrane cellulaire, est
considérée comme un stabilisateur de la membrane et une puissante molécule antioxydante
protégeant la membrane cellulaire contre la peroxydation lipidique et les attagques des ERO
(Niki et Noguchi 2004). La vitamine E est connue pour rompre la chaine antioxydante en
piégeant les intermédiaires du radical peroxyle lors de la réaction en chaine de peroxydation
lipidique (Srinivas et Prabhakar 2013).

La vitamine C, qui est organique et hydrosoluble, est considéré comme un réducteur
tres puissant possédant des propriétés chimiques et biologiques lui permettant d’avoir le
pourvoir antioxydant (Levine et al. 1993 ; Munnich et al. 1987). C’est un antioxydant
primaire qui neutralise directement les especes radicalaires. Elle ne réagit probablement pas
avec les oxydants des cellules comme les peroxydes d'hydrogene mais avec leurs produits de

dégradation (Frei et al.1988). La vitamine C protége contre la peroxydation lipidique en
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piégeant les ERO et en réduisant un électron du radical hydroperoxyledu lipide a travers le
cycle de I’oxydoréduction de la vitamine E (Guilland 2011).

Le présent travail a démontré qu'une supplémentation du milieu de conservation du
sperme par la vitamine E seule (Vit E) augmente de maniére significative la motilité et la
qualité spermatique des spermatozoides jusqu'a 3h de refroidissement par rapport au controle.
En effet, des travaux antérieurs ont indiqué que la vitamine E protégeait la mobilité
spermatique et l'intégrité de la membrane chez différentes espéces animales, notamment le
sanglier (Jeong et al. 2009, Silva et al. 2013) ; le chien (Belala et al. 2016), le taureau
(Khellouf et al. 2018), le bélier (Benhenia et al. 2016) et le lapin (Nabi et al. 2017).
Cependant, leurs résultats ont montré qu'une diminution significative de tous les parametres
de motilité a été observee lorsque la vitamine E était utilisée sans améliorer sa solubilité. Cela
suggere que les molécules de VitE ne sont pas entierement disponibles pour protéger les
spermatozoides. Dans la membrane cellulaire, la VitE est présente avec un rapport d'une
molécule pour 2000 molécules de phospholipides (Kagan 1998), et une fois la vitamine E est
épuisée, la cellule devient vulnérable aux attaques de ERO (Peris et al. 2007), en particulier
pendant le processus de cryoconservation.

Plusieurs travaux sont menés ces dernieres années pour améliorer le pouvoir
antioxydant des milieux de dilution de la semence animale par la substitution de la vitamine E
par des antioxydants végétaux (Motlagh et al. 2014), I'utilisation d'enzymes antioxydantes
telles que le glutathion (Salmani et al. 2013), ou par une combinaison entre la vitamine E et
d'autres molécules antioxydantes (Da Silva Maia et al. 2009). Néanmoins, il a été rapporté
récemment que les effets de la vitamine E sont significativement renforcés en présence de la
cyclodextrine (Belala et al. 2016, Benhenia et al. 2016). Dans notre travail, nous avons
supposé que les impacts positifs de la vitamine E pourraient étre améliorés en augmentant sa
solubilité par le polyéthylene glycol.

Dans la présente étude, lorsque le PEG a été ajouté seul dansle milieu de conservation
du sperme du lapin, la motilité des spermatozoides et tous les paramétres spermatiques ont été
ameliorés tout au long de la période de refroidissement et a partir de 3 heures jusqu’a 4 heures
de conservation a température ambiante. Les mécanismes sous-jacents a I'effet du PEG sur le
sperme ne sont pas clairement identifiés et d'autres études sont justifiées. Cependant, nous
pourrions émettre I'hypothése que le PEG a, probablement, amélioré I'effet de la vitamine E et
du cholestérol naturellement présents dans le liquide séminal en augmentant leur solubilité. Le
PEG-6000 provoque une diminution de la tension inter-faciale entre les molécules peu

hydrosolubles et le milieu de dissolution en leur conférant plus d'hydrophilie (Afifi 2015).
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Par rapport aux traitements testés, le complexe PEG/VIitE a démontré l'effet le plus
puissant sur tous les paramétres de motilité post-refroidissement et a maintenu des valeurs
significativement plus élevées toute la période de refroidissement. Auparavant, Orhan et al.
(2004) ont noté que I'effet protecteur de la vitamine E sur la rétine lors d'une lésion
d'ischémie-reperfusion est plus important avec le succinate de D-a-tocophérol polyéthyléne
glycol 1000 (TPGS) qu'avec la vitamine E seule. De méme, Traber et al. (1988) ont noté une
augmentation des teneurs totales en tocophérol dans les cellules fibroblastes en présence de
TPGS.

Le mécanisme sous-jacent a I'effet protecteur de la vitamine E est lié a son activité
antioxydante. En effet, nos résultats ont montré que le statut antioxydant total, exprimé par
I'inhibition de I'ABTS, est significativement important lorsque la vitamine E est utilisée par
rapport au PEG et au contréle. Cette activité antioxydante est meilleure lorsque la Vitamine E
est complexée au PEG (PEG/Vit E).

Pendant la conservation a température ambiante, les traitements PEG/VitE/VitC et
PEG/VitC ont présentéles meilleures valeurs de mobilité progressive et de parametres
spermatiques par rapport au contréle pendant les 4 heures de conservation, ce qui signifie que
ces traitements ont significativement protégéles spermatozoides conservés. Par ailleurs, la
mobilité totale, la mobilité progressive ainsi que la VSL, VCL et VAP des spermatozoides
étaient significativement plus élevées dans les échantillons traités avec la VitE associée
qu’avec la VitE seule. Effectivement,laprotection offerte parl’association PEG-VIitE aux
spermatozoides est meilleur que celle de la vitamine E seule, et I’ajout de la Vit C améliore
I’effet des deux molécules PEG et Vit E. le résultat est donc une combinaison entre 1’effet
protecteur et énergétique de la VitC sur les spermatozoideset réparateur du PEG sur la
membrane plasmique (Togo et al. 1999) ainsi que I’amélioration de la proportion de
spermatozoides avec membrane conservée induite parla Vit E (Silva et al. 2013).

Les résultats positifs de notre étude sont probablement dus a l'augmentation de la
solubilité de la vitamine E en présence de PEG-6000 (Watanab et al. 2009) quiest en accord
avec plusieurs études antérieures sur différents médicaments peu solubles (Afifi 2015 ; Aihui
et al. 2007). Ainsi qu’a I’amélioration de la morphologie et de la mobilité des spermatozoides
induite par I’acide ascorbique (Akmal et al. 2006). En effet ce derniertransforme les produits
de peroxydation lipidiques en produits LPO de vitamine C qui ne sont pas réactifs, Ce qui
prévoit l'installation d’une interaction entre les macromolécules, tel que les protéines, I’ARN

et ’ADN, et les radicaux de la peroxydation lipidique. Parailleurs, la vitamine C intervient
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dans le processus qui régenére la vitamine E (Kaliora et al. 2006) en cédant un électron au
radical tocophéryle (vitamine E-O-) pour le réduire en tocophérol.

Aprés avoir analyséle sperme décongelé, nous avons constaté une
diminutionconsidérable de la mobilité et de ses paramétres, par rapport a TO, a ’exception de
la LIN qui est ameliorée par le complexe PEG/Vit E, par rapporte au controle. La diminution
de la mobilitédans les différents traitements,aprés décongeélation, est probablement due au fait
que les spermatozoides du lapin sont hautement sensibles aux processus de congélation-
décongélation (Castellini et al. 1992), ainsi qu’aux cryoprotecteurs, en effet, les fortes
concentrations de ces derniers induisent une toxicité du milieu méme avant la congélation, le
DMSO a la concentration de 4%, pourrait affaiblir le pouvoir fécondant des spermatozoides,
avant qu’ils soient congelés(Sauveur et de Reviers 1988).

Malgré la baisse des parameétres spermatiques notée aprés décongélation, nous avons
remarqué que le PEG et la Vit E ont légerement protégé les spermatozoides, probablement par
la protection desmembranes cellulaires par le PEG contre les agressions physiques et
chimiques (Corpet et al.2003) ; et par le pouvoir antioxydant de la Vit E exercéen particulier
lors de la cryoconservation.

Par ailleurs, la baisse remarquable des parametres spermatiques dans le complexe
PEG/Vit E est probablement due a I’effet solubilisant du PEG sur la Vit E exercé a TO qui
correspond a un temps de conservation a température ambiante de 5 min, le temps nécessaire
pour mélanger le sperme aux différents traitements et les analyser au CASA. A TO et dans le
complexe PEG/Vit E, le PEG a solubilise la VitE, ce qui I’a rendu disponible aux
spermatozoides qui ont profité de son effet antioxydant mais qui par conséquence, a
probablement épuisé rapidement le contenu en Vit E de ce milieu, avant méme sa congélation.

Dans notre étude, le choix des semences a utiliser dans 1’insémination artificiclle est
basé sur les résultats de leurs paramétres spermatiques mais surtout sur le taux de viabilité de
leurs spermatozoides. En effet, selon Parez et Duplan (1987), pour retenir un lapin pour IA,
son sperme doit avoir plus de 60% de spermatozoides vivants. Par ailleurs, Arencibia et
Rosario (2009) et Boiti et al. (2005), ont classé la semence demoins de 60% de
spermatozoides vivants en semence de mauvaise qualité.

Les femelles que nous avons inséminées artificiellement ont été stimulées pour ovuler
avec une injection de GnRH ( : hormone de libération des gonadotrophines) qui selon Adams
et Singh (1981) peut étre injectée de maniere répétée par voie intramusculaire induit
I’ovulation, sans qu’il y ait un risque de provoquer la formation d'anticorps contrairement a

I'injection de LH ( : hormone lutéinisante) et d’hCG ( : gonadotrophine chorionique humaine)
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qui peuvent entrainer une incapacité de la lapine a ovuler suite a la formation d'anticorps
(Adams 1972).

Apres la réalisation de 1’insémination artificielle, nous avons attendu 14 jours pour

procéder au diagnostic de gestation par palpation abdominale. Nous avons choisi ce moment
de diagnostic de gestation conformément a ce qui est rapporté par Arsene (2004).
Dans le premier groupe I’TA a atteint un taux de réussite intéressent (66,67%) ; deux sur les
trois lapines inséminées avec le sperme frais conservé dans le TRIS sont diagnostiquées
gestantes. Ce résultat est supérieur a celui obtenu par Rebollar et al (1994) qui ont obtenu un
pourcentage de 58,5%. Dans le deuxieme groupe, le diagnostic de gestation était positif pour
les 3 femelles inséminées avec le sperme conservé dans le contr6le(TRIS), dans la Vit E,
etdans le complexe PEG/VitE, par contre il était négatif pour la femelle inséminée avec le
sperme conservé dans le complexe PEG/VitE/VitC, malgré qu’a T2 heures, 1a mobilité dans
ce traitement était meilleure que celle notée dans le contréle et dans le traitement VitE seule.

Nous supposons que I’effet du PEG, VitC et VitE continue a étre exercé dans les voies
génitales femelles ainsi que 1’effet combiné du PEG et de la VitC sur ’action de la VitE, ce
qui a conduit, probablement, a 1’épuisement des deux vitamines et donc a I’absence de
protection des spermatozoides.

Le taux de réussite de I’lAque nous avons obtenu est satisfaisant (75%) et meilleure
que celui obtenus par Rebollar et al (1994) (58,5%). Toutefois, il est nécessaire de réaliser des

inséminations sur un nombre plus important de femelles pour mieux discuter les résultats.
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En conclusion, notre étude a révéle que le traitement de la semence du lapin avec de la
vitamine E complexée avec du PEG 6000 est efficace dans la protection des spermatozoides
au coursde leur conservation pendant quelques heures (4heures) a T° ambiante ainsi que
pendant leur réfrigération a 4°C. mais pas pendant leur congélation.

Pendant la réfrigération du sperme du lapin et pendant sa conservation a température
ambiante, le PEG semble améliorer de maniere significative les propriétés antioxydantes de la
vitamine E, ce qui a accentué son effet protecteur sur les spermatozoides. Par contre lors de la
congélation du sperme du lapin I’effet solubilisant du PEG sur la Vit E exercé avant la
congélation a TO (5 min de conservation a température ambiante) a permet aux
spermatozoides de profiter de son effet antioxydant. Ce qui a probablement épuisé rapidement
le contenu en Vit E de ce milieu, avant méme sa congélation.

Pendant le maintien de la semence du lapin a température ambiante, en plus du
complexe PEG/VitE, les traitements PEG/VitE/VitC, et PEG/VitC ont protégé
significativement les spermatozoides pendant 4 heures. Dans ces traitements, la VitC a
probablement protégé les spermatozoides par son effet protecteur et antioxydant et a amélioré
I’effet du la VitE par son effet régénérateur de celle-Ci.

Nos résultats de I’IA sont satisfaisants et encourageants. En effet le diagnostic de
gestation étai positif pour 66,66% des femelles inséminées avec du sperme frais dilué par du
TRIS ainsi que chez les lapines inséminées avec du sperme conservé pendant deux heures a
température ambiante dans le TRIS et dans les traitements PEG/VitE et VitE seule.

Ces études visent a améliorer les techniques de conservation et d’utilisation du sperme

de lapin et les résultats pourraient avoir des conséquences sur 1’élevage et la reproduction du

lapin.

Les perspectives futures par rapport a notre travail pourraient inclure les éléments
suivants :
- Etude approfondie de la fertilité : 1l serait nécessaire de réaliser des expérimentations

supplémentaires pour estimer la fertilité du sperme conservé dans les différents traitements, en
particulier apres une insémination artificielle a grande échelle. Cela permettrait de déterminer
I'efficacité réelle de ces traitements dans la préservation de la fertilité du sperme sur le long
terme.

- Etude approfondie du stress oxydatif: Le suivi du statut oxydatif des spermatozoides pendant
leur conservation a des temps différents et dans les différents traitements permettrait de mettre
en évidence ’efficacité antioxydante des molécules utilisées etle degré de leur effet protecteur

sur le spermatozoide, en particulier celles complexées au PEG. Il est aussi intéressant
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d’étudier le stress oxydatif chez le lapin, aussi bien le male et la femelle, et ceci en relation
avec les changements physiologiques et les variations de I’environnement.

- Impact du cholestérol : Une étude spécifique sur le réle du cholestérol dans la protection des
spermatozoides pendant leur conservation pourrait étre entreprise. Il serait intéressant
d'explorer comment les différentes molécules utilisées dans I'étude, en particulier le PEG,
pourraient améliorer I'effet protecteur du cholestérol. Cela pourrait faire émerger de nouvelles
stratégies pour renforcer la stabilité et la qualité du sperme conservé.

- Optimisation des traitements : Des recherches supplémentaires pourraient étre entreprises
afin d'optimiser les concentrations et les combinaisons des différentes substances utilisées (la
vitamine E, le PEG, la vitamine C). Cela pourrait permettre d'améliorer davantage I'efficacité
des traitements et d'identifier les dosages les plus efficaces pour la préservation du sperme.

- Etude de la durée de conservation : 1l serait intéressant d'étudier la durée maximale pendant
laguelle le sperme peut étre conservé efficacement dans les différents traitements proposés.
Cela permettrait de déterminer les limites de conservation du sperme et d'identifier les
traitements les plus adaptés pour des périodes de conservation prolongées.

- Etude de l'application pratique : Pour rendre ces résultats applicables sur le terrain, des
études pratiques sur les méthodes de conservation du sperme pourraient étre réalisées. Cela
impliquerait d'étudier l'efficacité des différentstraitements dans des conditions réelles du
terrain dans des élevages de lapins, en tenant compte des contraintes logistiques et des
variations environnementales.

- Application des techniques de biotechnologie dans les élevages : Il serait intéressant de
développer et d’appliquer les techniques de biotechnologie dans les élevages Algériens du
lapin, en particulier I’insémination artificielle des lapines avec du sperme conservé a courte
durée dans les milieux qui ont montré leur efficacité dans la protection des spermatozoides.
Cela nécessite la formation des éleveurs dans le sens d’inséminer leurs lapines avec du
sperme conservé a courte durée au lieu de faire recours a la semence congelée/décongelée.
Cette application permettrait d’améliorer les différentes souches existantes en Algérie, avec
I’objectif de développer une génétique mariant rusticité et productivité. Ce qui pourrait
améliorer la filiere viande du lapin en Algérie.

- Essayer d’autres milieux de conservation : Afin de bien cerner les contraintes de la
conservation du sperme du lapin et de I’améliorer, 1’essaie de nouveaux milieux de
conservation serait intéressant, en utilisant des molécules qui ont déja prouvé leur efficacité
dans la protection des spermatozoides conservés, chez d’autres especes, comme les huiles

essentielles et 1’alginate.
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En somme, les perspectives futures liées a cette étude incluent I'approfondissement des
connaissances sur la fertilité, I'exploration du réle du cholestérol, I'optimisation des
traitements, 1'étude de la durée de conservation, 1’essai d’autres milieux de conservation et
I'application pratique des résultats obtenus. Ces recherches supplémentaires contribueraient a
mieuxcomprendreles mécanismes de conservation du sperme chez le lapin et a améliorer les
souches de la race locale Algérienne et pourraient avoir des implications positives pour
I'industrie de I'élevage du lapin.
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Résumé

L’objectif de notre étude était d’explorer I’efficacité du complexe PEG/Vit E pour
protéger le sperme du lapin pendant sa conservation que ce soit a température ambiante, a 4°C
ou pendant sa congélation. Nous avons émis 1’hypotheése que le polyéthyléne glycol pourrait
améliorer les effets de la Vit E en augmentant sa solubilité et que son impact positif
s’exprimerait en termes de motilité des spermatozoides et de protection contre le stress

oxydatif.

Notre étude est réalisée en5 parties, nous avons conservé le sperme du lapin a
température ambiante pendant 4 heures, dilué dans 7 traitements (PEG, Vit E, PEG/Vit E,
PEG/Vit C, Vit E /Vit C, PEG/Vit E/Vit C, et TRIS/Vit C) en plus du contrdle (TRIS). Nous
avons aussi réfrigéré le sperme du lapin a 4°C, pendant 6 heures, dilué dans 3 traitements
(PEG, VitE, PEG / VitE) en plus du contrdle (TRIS) et nous avons congelé le sperme du lapin
une heure, dilué dans la PEG, Vit E, PEG / Vit E et TRIS. Les parametres spermatiques des
différentes dilutions sont analysés a lI'aide du CASA, a TO puis chaque une heure pour le
sperme conservé a T ambiante, chaque 3 heures pour le sperme réfrigéré et juste apres

décongélation du sperme congelé.

Par ailleurs, nous avons mesuré le statut antioxydant total des spermatozoides avec le
test de décoloration du radical libre au bout de 4h de réfrigération a 4°C. Dans cette partie,
chaque échantillon est analysé six (6) fois.

En fin, nous avons inséminé deux groupes de femelles; un composé de 3 lapines
inséminées avec une semence fraiche diluée dants du TRIS et un autre composé de 4 femelles
inséminées chacune avec la semence diluée dans 1’un des 4 milieux (TRIS, VitE, PEG/VitE

ou PEG/VitE/VitC) et conservées pendant 2heures a température ambiante.

Les résultats de notre étude ont montré que La motilité des spermatozoides réfrigérés
et leur statut oxydatif étaient significativement protégés lors de I'utilisation individuelle de
PEG et de Vit E, mais les effets les plus puissants ont été observés dans le traitement PEG/Vit
E. A la température ambiante, ce sont les traitements PEG/VitE/VitC et PEG/VitC qui ont
montré une protection des spermatozoides puisqu’ils ont donné des résultats de mobilité
supérieurs a ceux du controle de TO a T4 de conservation. Par contre I’analyse du sperme
congelé/décongelé, a montré une baisse importante des paramétres spermatiques, par rapport
aux résultats de TO, a I’exception de la LIN qui est améliorée par le complexe PEG/Vit E, par

rapporte au contrdle et par rapport a TO.
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Résumé

Apres la réalisation de I’TA, deux sur les trois lapines inséminées avec le sperme frais
mélangé au TRIS, sont diagnostiquées gestantes. Ainsi que les 3 femelles inseminées avec le
sperme conservé dans le TRIS, dans la Vit E, et dans le complexe PEG/VitE, par contre il

était négatif pour la femelle inséminée avec le PEG/VIitE/VitC.

En conclusion, la présente étude a démontré que le traitement de la semence du lapin
avec de la vitamine E complexée au PEG 6000 (PEG/Vit E) est efficace pour protéger les
spermatozoides lors du refroidissement a 4°C et lors de leur conservation a température

ambiante surtout si le traitement est supplémenté de Vit C.
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Abstract

The present study aimed to investigate whetherpolyethylene glycol 6000 (PEG) can
enhance Vitamin E solubility and help protect sperm motility, whether at room temperature, at
4°C or during freezing, and against oxidative status. We hypothesized that polyethylene

glycol could improve the effects of VitE by increasing its solubility.

Our study is carried out in 5 parts, we kept rabbit sperm at room temperature for 4
hours, in TRIS alone or supplemented with PEG, VitE, PEG/VitE, PEG/VitC, VitE/VitC,
PEG/VIitE/VitC or VitC. We also cooled the rabbit sperm at 4°C for 6 hours, in TRIS alone or
with PEG, VIitE or PEG / VitE and we froze the rabbit sperm for one hour, in TRIS alone or
with PEG, VitE or PEG / VitE. Sperm motility was measured using a Computer Aided Semen
Analysis at TO then every one hour for the sperm stored at room T, at 0, 1, 3, 6 h of cooling at
4°C and just after thawing of the frozen sperm. We also measured the total antioxidant status
of spermatozoa using the free radical discoloration test at 4 h of cooling at 4°C. In this part,
each sample is analysed six (6) times. Finally, we inseminated two groups of females; one
with fresh semen diluted in TRIS and another with the semen diluted in TRIS, VitE,
PEG/VIitE or in the PEG/VitE/VitC complex and kept for 2 hours at room temperature.

Sperm motility and oxidative status were significantly protected when using PEG and
VIitE individually; however, the most potent effects were observed in PEG/VItE treatment. At
room temperature, it was the PEG/VItE/VitC and PEG/VitC treatments that showed sperm
protection. The analysis of frozen/thawed sperm showed a significant drop in sperm
parameters, compared to the results of TO, with the exception of LIN which is improved by
the PEG/VItE complex, compared to the control and compared to TO. After artificial
insemination, two of the three does inseminated with fresh sperm mixed with TRIS was
pregnant. As well as the 3 females inseminated with the semen preserved in the TRIS, in the
VitE, and in the PEG/VitE complex, but the female inseminated with the sperm preserved in
PEG/VitE/VitC was not pregnant.

The present study demonstrated that treating rabbit semen with vitamin E complexed
to PEG 6000 (PEG/Vi E) is effective in protecting sperm cells during chilling at 4°C and
during their storage at room temperature, especially if the treatment is supplemented with
VitC.
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