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RESUME

L’objectif de ce présent manuscrit est de regrouper dans un méme travail les données sur les
techniques de récolte et de conservation du sperme chez le chien et de mettre en évidence le
role que peut jouer le pollen de palmier dattier dans la cryoconservation de la semence canine

a fin d’améliorer le protocole utilisé dans la Cryopréservation du sperme.

Une méta-analyse a été réalisée pour déterminer les effets des composantes de pollen palmier
dattier et simuler son action dans I’amélioration de la qualité de la cryoconservation. Les
résultats montrent que le pollen de Phoenix dactyliféra L pourrait diminuer les dégats causés

par la cryoconservation a travers ses différents composants.

En effet il a été démontré que la diminution rapide de la température produit un stress
oxydatif pouvant endommager la morphologie des spermatozoides et diminuer leur mobilité

voir provoquer leur mort cellulaire.

La composition en vitamine A C et E fait du pollen de Phoenix Dacltyliféra L un important
antioxydant, le pollen de palmier dattier ou ses composants pris un a un peuvent alors jouer un

role dans la diminution des effets néfastes du stress oxydatif.

De ce fait, son utilisation lors du processus de congélation de la semence pourrait alors étre

envisagée.

Mots clefs : semence canine, cryoconservation, pollen de palmier dattier, antioxydant, stress

oxydatif, parameétre spermatique.
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ABSTRACT

The aim of this thesis is to bring together in a single work the representations of male
physiology and the techniques of sperm collection and conservation in the canine species
and to highlight the role that date palm pollen can play in the cryopreservation of canine
semen. The aim is to improve the protocol used in semen cryopreservation.

A meta-analysis was carried out to determine the effects of the components of date palm
pollen and to simulate its action in improving the quality of cryopreservation. The results
show that Phoenix dactylifera pollen could decrease the damage caused by cryopreservation
through its different components.

Indeed, it has been shown that the rapid decrease in temperature produces oxidative stress that can damage
the morphology of spermatozoa and reduce their mobility or even cause their cell death.

The vitamin A C and E composition makes Phoenix Dacltylifera L pollen an important antioxidant, date
palm pollen or its components taken one by one can then play a role in reducing the harmful effects of
oxidative stress.

Therefore, its use during the semen freezing process could then be considered.

Keywords : canine semen, cryopreservation, date palm pollen, antioxidant, oxidative stress,

sperm parameter.



INTRODUCTION GENERALE :

La cryoconservation de la semence correspond a la préparation d’un échantillon de semence
en vue de sa conservation a des températures allant jusqu’a -196 °c pendant une durée
indéterminee. Elle permet le maintien de la semence dans des conditions stables et la

préservation de son pouvoir fécondant a travers le temps. (Marc, 2015)

La premiére procédure de cryoconservation de semence a vu le jour 1949 et a été mise au
point par Polge et son équipe. Cependant, la congélation de la semence de 1’espéce canine n’a
pas connu le méme essor que celle des espéces de rentes mais s’est développé récemment

suite a I’intérét croissant des éleveurs pour son utilisation lors d’insémination artificielle.

(Fuertes, 2008)

Contrairement a d’autres espéces, 1’éjaculat des chiens ne résiste pas bien a la congélation.
En effet, la cryoconservation peut causer de nombreux dégats au niveau de la mobilité, de la
morphologie et de la concentration des spermatozoides, la dissémination du potentiel
génétique par cette méthode reste donc limitée dans I’espéce canine. (Briffaut, 2007)

C’est a cause de cela que les résultats obtenus avec de la semence congelée sont moins bons
que lors d’TA avec du sperme frais cependant cette technique dégage de nombreux avantages
tels que I’affranchissement des distances géographiques ou encore la diminution du risque de

transmission de maladies sexuellement transmissibles. (Marc, 2015)

La semence canine est un sujet qui fait I’objet de nombreuses recherches notamment dans
I’amélioration de la composition des milieux de congélation. Des études récentes ont montré
I’intérét des composants du pollen de palmier dattier dans 1’amélioration des parametres

spermatiques. (Affoun, 2017)

En effet, le pollen de palmier dattier a longtemps été utilisé dans la médecine traditionnelle
arabe comme complément alimentaire pour améliorer la fertilité chez les femmes et les
hommes. En outre, il pourrait améliorer la mobilité et la viabilité des spermatozoides grace a
sa forte composition en antioxydant qui permet de diminuer les effets néfastes causés par le

stress oxydatif.

L’objectif de notre travail est donc de déterminer si 1’ajout de pollen de palmier dattier au
milieu de réfrigeration et congélations donne des résultats satisfaisant lors de la conservation

de la semence canine.



PARTIE 1:
RAPPELS



Chapitre I : Anatomie et physiologie de I’appareil génital male chez le chien

I.1. Introduction :

L’anatomie génitale du male dans sa complexité doit remplir trois fonctions : tout

d’abord de produire les spermatozoides, puis d’élaborer le sperme, et enfin de déposer celui-Ci
dans les voies génitales femelles.

Pour cela on divise classiquement I’anatomie des organes génitaux males en trois sections :

- Une section glandulaire formée par les testicules.

- Une section tubulaire formée par les épididymes et canaux déférents.

- Une section urogénitale formée par les glandes annexes et le pénis. (Delompré, 2011)

1.2. Anatomie

1.2.1. Section glandulaire : Testicules

Chez le chien, les testicules sont des organes pairs mesurant trois a quatre centimétres de
longueur sur trois centimetres de largeur. Ils pésent une vingtaine de grammes chez un chien
de grande race. Leur taille est proportionnelle au poids du chien. Les testicules ont une forme

globuleuse, presque sphérique. lls sont situés en région périnéale basse dans le scrotum.

Les testicules sont constitués d’un parenchyme testiculaire parcouru par une structure fibreuse
appelée 1’albuginée et sont entourés d’une séreuse. Le parenchyme testiculaire se divise en
lobules au sein desquels cheminent les tubes séminiferes, lieu d’élaboration des gametes
males. Les tubes séminiféres convergent pour donner le rete testis. Entre les tubes

séminiferes, se trouve le tissu interstitiel. (Barone, 1978 ; Collin, 2003)

La paroi des tubes séminiferes est constituée de cellules de Sertoli et de cellules germinales en
différenciation. Les cellules de Sertoli assurent la protection et la nutrition des cellules
germinales ainsi que la production de fluide tubulaire et d’oestrogenes. Parallelement, les

cellules germinales subissent la spermatogenese.

Le tissu interstitiel des testicules correspond a un tissu conjonctif lache qui comprend des

éléments vasculaires, lymphatiques et nerveux. Il contient également les cellules de Leydig



qui assurent la synthése des hormones sexuelles males, principalement la testostérone.
(Setchell, 1991)

Cordon spermalique et vaisseaux testiculaires

Téte de |'épididyme

Extrémité capitée du testicule

Corps de I'épididyme

Sinus épididymaire

Extrémité caudée du testicule

Cordon spermatique et ses valsseaux

Mesotuniculus (coupé)

Mesoductus deferens

Conduit déférent

Lig. de la téte
de I'épididyme

Lig. propre du testicule
YUE LATERALE Queue de I'épididyme

Ligament
de la queue de I'épididyme ._4;_./ _(‘(: \
TR Téte de
I'épididyme
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Figure 1 : Anatomie du testicule de chien. (Barone, 2001)

1.2.2. Section tubulaire :
a. Les épididymes

Il s’agit du systeme de stockage, de maturation et de transport des spermatozoides qu’il recoit

des canalicules efférents au niveau de 1’extrémité capitée du testicule (Barone, 1978).

Enfermé dans une tunique albuginée recouverte de séreuse, 1’épididyme s’étend jusqu’a
I’extrémité caudée. Il est classiquement divisé€ en trois parties : la téte, le corps et la queue de

I’épididyme. (Barone, 1978 ; Collin, 2003)

La téte de 1’épididyme est composée de canalicules, issus du rete testis. Ces canalicules
s’anastomosent ensuite pour former un canal épididymaire unique, constituant le reste de

I’organe.

Les substances sécrétées par 1’épithélium épididymaire permettent aux spermatozoides
d’acquérir leur motilité et leur pouvoir fécondant. La queue de I’épididyme assure le stockage
des spermatozoides, dont la survie est permise par les sécrétions épididymaires et la mise en
anaérobiose. (Setchell, 1991)



b. Les canaux déférents

Chaque canal déférent fait suite au conduit épididymaire correspondant et chemine de la
queue de I’épididyme jusqu’a l'urétre. La paroi de ces canaux est composée de fibres

musculaires lisses, de fibres ¢élastiques et d’'une muqueuse.

Les canaux déférents permettent de transporter les spermatozoides et les seécrétions

épididymaires jusqu’a I’urétre lors de I’éjaculation. (Vaissaire, 1977)
1.2.4. Section uro-génitale :
a. La prostate

La prostate est une glande située en position rétro-péritonéale. Elle enserre ’urétre au niveau
du col de la vessie. Elle est constituée d’un corps bilobé et d’une partie disséminée. Le corps
de la prostate mesure deux a trois centimetres chez un chien de taille et d’age moyen. (Collin,
2003)

Cette glande joue un role primordial dans 1’élaboration du sperme. Les sécrétions prostatiques
représentent les trois quart du volume spermatique. Les réles de ces sécrétions sont multiples :
effet tampon contre le pH vaginal, action bactériostatique, participation a la fin de la
maturation des spermatozoides, propriétés immunosuppressives dirigées contre les éléments
du tractus génital femelle. (Fontbonne, 1992 ; Johnston et al, 2001b)

b. L’urétre

L’urétre est un conduit génito-urinaire qui chemine de la vessie a ’extrémité du gland du
pénis. Il se divise en trois parties : une partie prostatique, une partie pelvienne et une partie

pénienne, et il est constitué d’une tunique musculaire, de tissu érectile et d’une muqueuse.

L’uretre a pour role I’acheminement des spermatozoides, des sécrétions épididymaires et
prostatiques jusqu’a son ostium externe, situé¢ a I’extrémité du gland du pénis.(Vaissaire,

1977)
c. Les glandes de Littré

Les glandes de Littré sont situées le long de 1’urétre pénien. Elles élaborent, en association
avec la muqueuse urétrale, la phase urétrale ou préspermatique de 1’éjaculat. (Vaissaire,

1977)



d. Le peénis

Le pénis est situé en région sous-pubienne. Sa partie terminale est protégée par un repli

cutanéo-mugqueux : le prépuce.

Le pénis est constitué¢ de I'urétre pénien, de tissus érectiles (les corps caverneux et le corps
spongieux du gland), de muscles (bulbo-spongieux, ischio-caverneux et rétracteur du pénis) et

d’un os pénien.

Il s’agit de I’organe copulateur male. Suite a la stimulation des zones érogénes, les fibres
parasympathiques, issues du centre medullaire sacre, provoquent la vasodilatation des arteres

des tissus érectiles ce qui engendre 1’érection.

Parallélement, les fibres somatiques du nerf hypogastrique induisent la contraction du muscle

ischio-caverneux qui empéche le retour veineux et permet le maintien de 1’érection.

Dans un second temps, les influx nerveux provenant des fibres somatiques et
orthosympathiques provoquent la stimulation des glandes annexes et la contraction des fibres

musculaires lisses et striées de I’ensemble de 1’appareil génital ce qui permet 1’éjaculation.

L’éjaculat comporte trois phases émises successivement : la phase urétrale ou préspermatique,

la phase spermatique ou épididymaire et la phase prostatique. (Vaissaire, 1977)
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Figure 2 : Schéma de I’appareil génital male in situ. (Evans, 1993)



1.3 Elaboration du sperme

Les chiens sont, selon les races, pubéres entre 7 et 18 mois ; les chiens de petite taille étant

généralement puberes plus précocement que ceux de grande taille. (Delompré, 2011)

L’élaboration du sperme s’effectue en plusieurs phases : tout d’abord la spermatogenése a
I’issue de laquelle sont produits les spermatozoides puis la phase de maturation des

spermatozoides et enfin les sécrétions des glandes accessoires qui s’y ajoutent.

La spermatogenese a lieu dans les testicules de la puberté jusqu’a la fin de vie de I’animal,
par vagues réguliéres. L’andropause n’existe donc pas dans I’espéce canine bien qu’il existe
un certain nombre de facteurs pouvant influer sur la spermatogenése. Elle s’effectue en

plusieurs étapes :

- Dé¢s la vie feetale, les cellules souches appelées gonocytes vont donner des spermatogonies.

Ces dernieres constituent le pool de cellules germinales ;

- A partir de la puberté ces spermatogonies, appelée spermatogonies A, vont se multiplier a de
nombreuses reprises, de ces mitoses certaines cellules vont rester des spermatogonies A afin
de conserver un pool de cellules constant et les autres vont donner des spermatogonies B qui
vont subir une différentiation allant aboutir a la formation de spermatozoides. Cette phase est

appelée phase de prolifération

- La division des spermatogonies B va aboutir a la formation d’un nombre important de
spermatocytes. Celles-ci vont ensuite subir la méiose en deux étapes, division réductionnelle
(passage de cellules a 2n chromosomes a cellules a n chromosomes) puis division
équationnelle (passage de cellules diploides a des cellules haploides), et ainsi donner des
spermatides. On parle donc de phase de méiose.

- Les spermatides vont évoluer en spermatozoides a I’issue de plusieurs remaniements
structurels tels que la réorganisation du noyau, le développement de I’acrosome et

I’assemblage des structures de la queue. C’est la phase de différentiation.

- La spermatogenese se termine par la phase de spermiation qui correspond a la libération des

spermatozoides dans le tube seminifére.

La durée compléte d’un cycle est constante, 55 jours chez le chien.
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Figure 3 : Les différentes étapes de la spermatogenese. (Senger, 2012)

Lors de 1’éjaculation le sperme est dit « élaboré ». La semence émise peut se diviser en trois
fractions chronologiques. La premiére fraction est appelée fraction urétrale, elle est de trés
faible volume (2mL maximum). Puis suit la seconde fraction appelée fraction spermatique,
cette fraction est trés riche en spermatozoides et constitue un volume plutét faible (3.5mL
maximum). Enfin la troisieme fraction, appelée fraction prostatique, la plus volumineuse
(30mL maximum), qui grace a son grand volume va permettre d’augmenter la pression dans
le vagin de la chienne et ainsi favoriser la migration des spermatozoides vers I’utérus.
(Delompré, 2011)

1.4 Controle hormonal de la reproduction
Les testicules possedent donc deux fonctions essentielles :
- une fonction exocrine : 1’élaboration des gamétes males

- une fonction endocrine : la production d’hormones sexuelles responsables du développement

et du maintien des caractéres sexuels males.

Ces deux fonctions s’effectuent sous controle de [’axe hypothalamo-hypophysaire.
L’hypothalamus sécréte de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) qui stimule la
sécrétion de LH (Luteinising Hormone) et de FSH (Follicula Stimulating Hormone) par
I’hypophyse. (Setchell, 1991)
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La LH va promouvoir la production des hormones cestrogene et testostérone en agissant sur

les cellules de Leydig dans les testicules.

La FSH agit en stimulant la production de plusieurs molécules par les cellules de Sertoli:
I’ABP (androgen binding protein), molécule intervenant dans le transport de la testostérone et
les facteurs paracrines IGF (insulin growth factor), TGF, inhibine et activine. L’IGF,
I’activine et la testostérone stimulent la spermatogeneése ; a I’inverse 1’inhibine, le TGF et les
cestrogeénes inhibent la spermatogenese deés lors qu’elles se retrouvent en trop grande

proportion.

Chaqgue étage de ce systeme hormonal est soumis a des rétrocontrdles. Des rétrocontrbles
positifs d’un coté avec 1’activine qui va renforcer la libération de FSH et 1’cestradiol qui va

renforcer la libération de LH.

Des rétrocontroles négatifs de 1’autre coté avec I’inhibine qui va inhiber la libération de FSH

et la testostérone qui inhibe celle de GnRH. (Delompré, 2011)
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Chapitre 2 : La semence canine

I11.1. la semence canine :

La semence canine est un liquide contenant les gamétes males (les spermatozoides) et les

sécretions provenant des glandes sexuelles accessoires. Ces deux éléments se mélangent lors

de I’éjaculation. (Prings, 1998)

L’¢jaculat de chien est un liquide blanchatre. Le volume de 1’¢jaculat dépend de la race et de

I’individu ; il varie de un a quatre-vingt millilitres (Johnston et al, 2001b). L’¢jaculat de

chien est composé de trois fractions présentant des caractéristiques différentes tant au niveau

de leur origine que de leur composition et de leur volume. (Fontbonne et Dumont, 1992)

Tableau n°1 : Description des trois phases de 1’¢jaculat du chien.

(Fontbonne et Dumont, 1992)

Origine Aspect Volume pH Composition
+ Moins de 3
E:?Zse Prostatique Blanchatre 0.2a2mL 6.2-6.5 | millions de
spermatique spermatozoides
+ Liquide
Prostatique
N _ + Tres riche en
SPQ::rsriatique Epididymaire rF;I(l)J;sngu 052335 6.3-6.6 spermatozoides
laiteuse mL + Sécrétion
Epididymaire
+ Trés rare
Phase Prostatique Clair gtépﬁj)smL 65-7.0 spermatozoides

postspermatique

+ Liquide

Prostatique
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11.2. Composition de la semence canine :
11.2.1. Le liquide séminal :
11.2.1.1. Définition :

Le liquide séminal est composé de fluides excrétes, de cellules et de débris cellulaires
provenant des glandes sexuelles accessoires. Certains éléments du liquide séminal
proviennent de la filtration du plasma sanguin tandis que d’autres sont produits par les

glandes sexuelles. (Prings, 1998)
11.2.1.2. Réles :

Le role majeur du liquide séminal est I’apport de substrats énergétiques aux spermatozoides
qui en étaient largement dépourvus lors de leur stockage dans 1’épididyme. De plus, la
dilution des gameétes dans le plasma séminal permet 1’activation de leur motilité progressive
ainsi qu’un transfert facilit¢ des spermatozoides dans le tractus génital femelle lors de

I’éjaculation. (Dacheux et al. 2001)

Le plasma séminal joue également le rble de substance tampon pour les spermatozoides. Son
pH est légerement alcalin, entre 7,2 et 7,8, et permet de neutraliser 1’environnement acide du

vagin. (Prings, 1998)
11.2.2. Le spermatozoide :

Le spermatozoide correspond au gaméte male, il transporte 1’information génétique dans le
tractus génital femelle et la délivre a I'intérieur de ’ovocyte. Afin d’accomplir cette mission,
le spermatozoide est hautement différencié. Il s’agit d’une cellule de petite taille mais

longuement flagellée et mobile. (Ponthier et al. 2014 ; Barone 2001)

Morphologiquement, le spermatozoide des mammiféres peut se diviser en deux parties : la
téte qui comprend 1’acrosome, le chapeau nucléaire ou « coiffe » et le noyau cellulaire et la
queue appelée flagelle qui comprend la piece intermédiaire, la piéce principale et la piéce
terminale et constitue la partie la plus longue du spermatozoide. La téte et la queue sont unies

par un col, ou piéce connective, tres bref. (Barone, 2001)
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Figure 5 : Organisation interne du spermatozoide. (Dadoune, 2001)

11.3. Récolte de la semence de chien :

11.3.1. Récolte manuelle :

La méthode de récolte manuelle par masturbation est utilisée uniquement dans 1’espece canine

et constitue la méthode de choix pour cette espéce. Elle permet une récupération facile de la

semence et I’obtention d’une semence de meilleure qualité et en plus grande quantité que lors

de I'utilisation d’un vagin artificiel, autre méthode utilisée chez le chien et décrite plus loin.

En effet, il a été montré un effet délétére du latex du vagin artificiel sur la semence canine et,

de plus, la récolte par masturbation manuelle est celle qui mime au mieux I’accouplement

naturel. (Noakes et al. 2009)

La plupart des publications sont univoques sur la technique a utiliser et ce qui suit constitue

un réesume des références bibliographiques suivantes : (Johnston, 1991), (Linde-Forsberg,
1995), (Freshman, 2002), (Feldman et Nelson, 2004a), (Kutzler, 2005).
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11.3.1.2. Matériel :

Le matériel nécessaire se compose, en général, de trois tubes stériles gradués sur lesquels sont
placés trois cones en plastique souple ou vagins artificiels. Chaque ensemble est utilisé pour

récolter chacune des trois phases de 1’¢jaculat.

Avant utilisation, les cbnes et les tubes doivent étre réchauffés a 37°C pour le confort de

I’animal et pour éviter aux spermatozoides un choc thermique trop important.

Figure 6 : Ensemble tube stérile gradué et cbne en plastique souple utilisé pour récolter
chaque phase de I'éjaculat. (Cliché CERCA)

11.3.1.3. Technique :

Avant la récolte, il est utile de faire uriner I’animal afin de minimiser le risque de

contamination du sperme par 1’urine.

La récolte se pratique le plus souvent au sol, le manipulateur se plagant a genoux a coté du
chien. Pendant que celui-ci s’intéresse a la femelle, le manipulateur commence a masser
énergiquement les bulbes érectiles a travers le prépuce. Lorsque le pénis et les bulbes érectiles
commencent a enfler, la verge est décalottée jusqu’en arricre des bulbes érectiles. Le
manipulateur exerce alors une striction du pénis en arriére des bulbes érectiles avec le pouce

et I’index d’une de ses mains et introduit le pénis dans le premier cone de 1’autre main.

Généralement, le chien présente des mouvements du bassin et commence a éjaculer la
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premiére phase. Lorsque les mouvements du bassin diminuent, le manipulateur doit changer
de cone, tout en maintenant une pression en arriére des bulbes érectiles, car I’émission de la
seconde phase débute. Le chien essaye alors de « descendre » du bras du manipulateur en
levant un des postérieurs, il faut aider 1’animal en ce sens et retourner le pénis a 180° vers
I’arriére pour mimer le déroulement normal d’une copulation. Le manipulateur se place donc
derriére 1’animal pour récolter la fin de la seconde phase. Le dernier changement de cdne se
fait lors du passage a I’émission de la phase prostatique qui est mis en évidence par une courte
pause, par les contractions péniennes et par la production d’un liquide translucide. Il n’est pas
utile de récolter la totalité de la troisieme phase, celle-ci étant d’un volume important et émise

sur un temps plus ou moins long.

Les tubes contenant la semence doivent étre maintenus a 37°C ou, a défaut, a température

ambiante en attendant I’analyse du sperme et son utilisation.
11.4. Examen de la semence canine :

L’évaluation de la semence est une étape importante pour estimer la fertilit¢ du male.

(Eilts, 2005a)

L’¢valuation de la semence fraiche a pour but d’évaluer le fonctionnement testiculaire et
épididymaire alors que I’évaluation de la semence congelée permet d’évaluer les dommages

subis par les spermatozoides au cours du processus de congélation. (Pena, 2004)
11.4.1. Les examens utilisés en routine :
11.4.1.1. Le spermogramme :

C’est I’étude du sperme au sens strict. Le volume, 1’aspect, 1’odeur, le pH, la mobilité¢ des
spermatozoides, le nombre de spermatozoides ainsi que leur vitalité sont analyseés.
(Fontbonne et Dumont, 1992)

11.4.1.1.1. Le volume :

La mesure du volume donne quelques indications ; si celui-ci est trop faible, il se peut que la

phase spermatique n’ait pas été entierement. (Fontbonne et Dumont, 1992)

Si I’éjaculat n’a pas été fractionné, sa mesure a peu de signification car la phase post-
spermatique a un volume beaucoup plus important que celui des autres phases. De plus, le

volume de 1’¢jaculat dépend également de la taille du chien, de son age et de la fréquence de

14
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ses éjaculations. Le volume est également important pour calculer le nombre total de

spermatozoides dans 1’éjaculat. (Johnston et al., 2001b)

Pour chaque phase de I’¢jaculat, le volume peut étre compris entre :
- 1 et 5 ml pour la premiére phase,

- 1 et 3 ml pour la seconde phase,

- 1 et 40 ml pour la troisieme phase. (Linde-Forsberg, 1995)
11.4.1.1.2. L’aspect :

Normalement, la semence présente un aspect blanc laiteux, homogéne mais trouble. Elle est
également inodore. La présence d’une odeur anormale peut évoquer une contamination de

1’éjaculat par de 1’urine, du pus ou des bactéries. (Johnston et al. 2001).

Des colorations anormales de 1’une ou de plusieurs phases peuvent étre observées :

- une coloration jaunatre, évoquant une contamination par de 1’urine ou du pus.

- une coloration verdatre, mettant en évidence la présence de pus.

- une coloration rougeatre, suggérant un saignement prostatique ou pénien. (Freshman, 2002)
11.41.13. LePH:

Le pH doit étre compris entre 6.4 et 6.8. Il est important d’effectuer cette analyse lors
asthénozoospermie afin d’écarter une affection de la prostate, de ’uretre ou de la vessie.

(Fontbonne et Dumont, 1992)
11.4.1.1.4. Mobilité :
11.4.1.1.4.1. Examen au microscope :

Pour examiner la mobilité des spermatozoides au microscope, il faut observer une goutte de
phase spermatique déposée entre lame et lamelle. Idéalement, 1’observation doit se faire sur
un microscope muni d’une platine chauffante a 37°C pour éviter un ralentissement des

spermatozoides da a leur refroidissement.

En genéral, cette évaluation ne nécessite pas de dilution. Toutefois, si la semence est trop
concentrée, une dilution peut étre réalisée avec du fluide prostatique, un dilueur ou une

solution saline isotonique.
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Une évaluation de la mobilité de masse au grossissement X100 peut étre réalisée en premiere
intention afin d’apprécier 1’agglutination, les mouvements de réunion et de dispersion des
spermatozoides. Une note est alors affectée a I’échantillon en fonction des mouvements

observés.

Une évaluation de la mobilité individuelle au grossissement x40 permettra de déterminer le
pourcentage de spermatozoides mobiles ayant des mouvements fléchant (c’est-a-dire ayant
des mouvements rapides et en ligne droite). Un sperme de bonne qualité présentera plus de

70 % de spermatozoides fléchants (Linde-Forsberg, 1995).

Méme si cette évaluation est simple, rapide et peu onéreuse, elle est tres subjective et présente
d’importantes variations en fonction de 1’opérateur (30 a 60 %). Les biais seront tout de méme

réduits si elle est toujours effectuée par la méme personne expérimentée.

Tableau 2 : Echelle d’appréciation de la mobilité de masse de la semence canine, dérivée de

I’échelle de MILOVANOV. (Guigardet, 1997)

Note Interprétation
0 Pas de mouvement
1 Spermatozoides en mouvement mais pas de movement d’ensemble
2 Ebauche de mouvements d’ensemble circulaires
3 Mouvements d’ensemble : cercles centrés sur eux-mémes
4 Mouvements d’ensemble : vagues rondes en mouvement
5 Mouvements d’ensemble intensifiés

11.4.1.1.4.2. Evaluation automatisé :

Les importantes variations liées a 1’évaluation subjective de la mobilité des spermatozoides
ont incité les chercheurs a développer des systémes d’évaluation objectifs et standardisés, les
systémes d’analyse de la semence assistée par ordinateur ou CASA (Computer-Aided Semen
Analysis).Ces derniers permettent d’obtenir de nombreux parameétres objectifs en évaluant un

trés grand nombre de spermatozoides en tres peu de temps.

Deux systémes sont actuellement disponibles pour I’évaluation de la mobilité¢ des

spermatozoides dans 1’espece canine.
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Le systeme Hamilton-Thorne a été validé pour son utilisation chez le chien par IGuerouada
et Verstegen (2001a). II s’agit d’un analyseur d’images qui permet d’obtenir le pourcentage
de spermatozoides mobiles, la vitesse moyenne, la vitesse dedéplacement curvilinéaire, la
vitesse de déplacement en ligne droite, la linéarité, ’amplitude et la fréquence du déplacement

latéral de la téte, I’amplitude et la fréquence des battements flagellaires.

Le SQA (Sperm Quality Analyzer) a ¢galement été validé pour son utilisation dans 1’espece
canine par IGuerouada et Verstegen (2001b) et par RIJSSEJAERE et al . (2002). Une
cellule photométrique détecte les variations de densité optique dans un tube capillaire
contenant un échantillon de la phase spermatique. Ces variations sont converties en un index
de mobilité du sperme ou SMI (Sperm Motility Index). Selon la valeur de cet index,
dépendant de la concentration en spermatozoides mobiles, le sperme peut étre classé en trois

catégories :

- sperme de qualité médiocre : SMI < 100.

- sperme de qualité moyenne : 100 < SMI < 250.
- sperme de bonne qualité : SMI > 250.

L’intérét du SQA est son cofit relativement faible par rapport aux autres systemes CASA. Son
inconvénient est qu’il sature au-dessus de 150 & 200 millions de spermatozoides par millilitre,
certainement a cause de 1’impossibilit¢ de mouvements des spermatozoides dans le tube

capillaire a cette concentration. (FUERTES, 2008)
11.4.1.1.5. Numérotation :
11.4.1.1.5.1. Evaluation au microscope :

En routine, la numération s’effectue a I’aide d’une cellule hématimétrique : cellule de Thoma
ou de Malassez. La dilution d’une fraction de la phase spermatique avec une solution
hypertonique (chlorure de sodium a 3 %) est une étape préalable qui permet d’immobiliser les
spermatozoides. En général, une dilution au 1/100éme est réalisée. Une goutte de semence
diluée est deposée entre lame et lamelle sur une cellule de Thoma ou de Malassez et les
spermatozoides sont dénombrés en fonction de la technique relative a chaque type de cellule.
Selon le type de cellule utilisée, la dilution réalisée et le volume de la phase spermatique, la

valeur calculée est extrapolée pour obtenir le nombre total de spermatozoides en millions.
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Le nombre total de spermatozoides varie entre 200 millions et plusieurs milliards en fonction

de I’age, de la race et de I’activité sexuelle de I’animal. (Fuertes, 2008)

La cellule de Thoma
comporte seize carrés. Les
spermatozoides doiven?*
étre comptés sur cir
d'entre eux: les

carrés se sit’

coins et

N

Figure a. 1

()]

Figure b.

Figure 7 : Méthode de comptage sur une cellule de Thoma. (Briffaut, 2007)
11.4.1.1.5. Lavitalité :

La vitalité est le pourcentage de spermatozoides vivants. Ce paramétre donne une bonne
indication de la qualité de la semence. L’éosine-nigrosine est un colorant permettant d’évaluer
la vitalité. En effet, il permet de différencier les spermatozoides morts qui seront colorés en
rose des spermatozoides vivants qui eux resteront incolores. Il faut toutefois noter que cette
coloration donne des résultats variables suivant 1’origine du colorant et le temps de trempage

dans celui-ci. (Fontbonne, 1995)
11.4.1.2. Le spermocytogramme :

Le spermocytogramme est 1’étude de la morphologie des spermatozoides. Elle s’effectue sur

un étalement de semence colorée au microscope optique en contraste de phase.
Les anomalies morphologiques peuvent étre classées de différentes facons :

- en fonction de leur localisation sur le spermatozoide : anomalies de la téte, de la piece

intermédiaire ou de la queue.
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- en anomalie primaire ou secondaire selon leur origine : les anomalies primaires trouvent leur

origine au cours de la spermatogenese alors que les anomalies secondaires apparaissent lors

du stockage des spermatozoides dans 1’épididyme ou les voies urétrales hautes.

- en anomalie mineure ou majeure : les anomalies majeures se trouvent souvent associées a

une baisse de la fertilité et les anomalies mineures provoquent une diminution de la fertilité

seulement si elles sont suffisamment nombreuses. (Ponthier et al, 2014), (Brito, 2007),

(Pena, 2004)

Tableau 3 : Classification des anomalies morphologiques des spermatozoides (Rigal, 2008)

Anomalies du flagelle

Flagelle replié

Flagelle rudimentaire ou cassé
Flagelle enroulé

Goulttelette cytoplasmique distale

Anomalies de la piece intermédiaire

Piéce intermédiaire dédoublée
Déformations de la piece intermédiaire Gouttelette

cytoplasmique proximale

Anomalies de la téte

Téte piriforme
Téte repliée
Téte décapitée

Téte ronde

11.4.1.2.1. Evaluation au microscope :

L’¢étude de la morphologie des spermatozoides est réalisée a 1’aide d’un microscope optique,

avec un objectif a immersion au grossissement x1000. Les microscopes a lumiere directe

peuvent étre utilisés pour examiner les frottis de semence a condition que les colorants utilisés

soient appropriés (Marc, 2015).

Les colorants utilisables pour observer la morphologie des spermatozoides sont 1’€osine-

nigrosine, I’€osine-bleu d’aniline, le Giemsa, le Diff Quik®, le Spermac® ... (Marc, 2015).
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- Eosine Nigrosine :

L’¢éosine-nigrosine permet de reconnaitre les spermatozoides ayant déja effectué leur réaction
acrosomique et qui ne sont donc plus fertiles. En effet, I’acrosome des spermatozoides ayant

effectué leur réaction acrosomique sera colorée. (Eilts, 2005a)

Figure 8 : Exemples d’anomalies morphologiques de la queue de spermatozoide. Coloration a
I’éosine nigrosine. Courbure dans la région distale de la piéce intermédiaire associée le plus
souvent a une gouttelette cytoplasmique distal (a,b). Courbure ou enroulement de la piéce
intermédiaire (c a e). Courbure/ enroulement de la piéce intermédiaire ou de la queue associée
a une rupture des fibres de I’axonéme (f a j). (Brito, 2007)

- Le spermac :

Cette coloration permet d’apprécier les anomalies morphologiques classiques mais aussi les

spermatozoides ayant effectué la réaction acrosomique. (Cabannes, 2008)

Figure 9 : Exemples d’anomalies morphologiques sur des spermatozoides colorés au
Spermac® : spermatozoide bicéphale, microcéphale et spermatozoide ayant effectué la
réaction acrosomique. (CERCA, 2007)
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11.4.1.3. Autres test utilisé :
a. Evaluation de I’intégrité membranaire :

- Test hypo-osmotique :

Le test hypo-osmotique permet de veérifier la fonctionnalité de la membrane plasmatique des
spermatozoides. Dans un milieu hypo-osmotique, les spermatozoides, dont la membrane
plasmatique est fonctionnelle, vont se gorger d’eau et montrer une incurvation de leur flagelle
ou un gonflement de celui-ci. Si la membrane plasmatique est endommagée, elle ne permettra
pas la pénétration et la rétention d’eau dans les spermatozoides et ces derniers vont conserver
leur morphologie. Aprés dilution dans une solution hypo-osmotique et incubation, une goutte
de semence est placée entre lame et lamelle et 100 a 200 spermatozoides sont observés au
microscope au grossissement x40. Le pourcentage de spermatozoides incurvés ou gonflés est
calculé. Ce pourcentage est inversement proportionnel au pourcentage de spermatozoides

ayant une membrane plasmatique endommagée (England et Plummer, 1993).

b. Evaluation de I’état de capacitation :
Les spermatozoides capacités peuvent également étre détectés par les systemes CASA
puisqu’ils présentent une vitesse curvilinéaire et une amplitude du déplacement latéral de la

téte augmentées et une linéarité diminuée. (Pena, 2004)
11.4. Cryoconservation de la semence canine :
11.4.1. Deéfinition :

Depuis plusieurs années, la conservation de la semence et 1’insémination artificielle se sont

développées et intéressent de plus en plus d’éleveurs canins. (Fuertes, 2008)

La cryoconservation correspond a la préparation de cellules ou de tissus en vue de leur
stockage a une température inférieure a -80°C. Cette procédure permet la conservation de ces
cellules ou tissus pendant de nombreuses annees et leur utilisation aprés réchauffement a la

température ambiante. (Day et Stacey, 2007)

La congélation de la semence permet aussi de conserver pendant une durée indefinie le
potentiel génétique d’un animal. Elle offre ainsi la possibilité de transmettre ce potentiel a la
descendance lorsque 1’animal ne pourra plus reproduire, suite a des affections pathologiques

ou a la vieillesse, ou apres sa mort. (Fuertes, 2008)

La congélation permet également de transporter la semence sur de longues distances sans

avoir a faire subir le voyage au male ou a la femelle, ce qui est particulierement stressant pour
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I’animal et donc néfaste au bon déroulement de 1’accouplement et de la fécondation.

(Fuertes, 2008)
11.4.2. Le dilueur :

Pour protéger et nourrir les spermatozoides durant la congélation, un milieu particulier est
utilisé : le dilueur. (Fuertes, 2008)

Ce milieu de congélation, permet de conserver la semence en gardant les propriétés
fécondantes des spermatozoides. Il permet également d’ajuster la concentration en

spermatozoides dans les paillettes. (Marc, 2015)

11.4.2.1. Caractéristiques et réles des dilueurs :

Un dilueur doit :

- étre isotonique a la semence, pour éviter les chocs osmotiques,

- posséder un pouvoir nutritif, pour conserver le métabolisme et la vitalité des spermatozoides,

- avoir un pH proche de la neutralité et posséder un pouvoir tampon, pour maintenir un pH

optimal pendant tout le temps de la conservation,

- avoir un pouvoir anti-oxydant, pour contrecarrer les actions des radicaux libres,
- avoir une activité antimicrobienne,

- posséder une action stabilisatrice et protectrice des membranes (England, 1993).

Le rdle du dilueur est d’aider a la stabilisation de la membrane des spermatozoides. Pendant la
congélation, la cellule subit des changements de volume qui peuvent étre mortels s’ils
dépassent les limites osmotiques de la cellule. La glace se forme initialement dans le milieu
extracellulaire et entraine la sortie d’eau de la cellule d’ou sa déshydratation. L’ajout de
dilueur, et notamment des agents cryoprotecteurs qu’il contient, modifie la perméabilité de la
membrane a l’eau, ce qui limite les variations de volume et le stress osmotique
(Eilts, 2005b); (Rota et al; 2006).

11.4.2.2. Composition du dilueur :

1. Cryoprotecteurs : Ces substances ont pour réle de protéger les lipides membranaires et

de limiter les effets de la cristallisation de ’eau.
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- Le glycérol : est le plus utilisé des cryoprotecteurs de part le monde. Il posséde une
action a la fois intra- et extra-cellulaire.
Il pénetre a I’intérieur des spermatozoides, ce qui diminue le risque de perforation des
membranes. Dans le milieu extra-cellulaire, le glycérol diminue le seuil de
congélation de I’eau extra-cellulaire.
Les dilueurs canins actuels contiennent une concentration en glycérol allant de 3a 9 %

sans qu’une concentration optimale n’ait été reconnue (Fuertes, 2008).

2. Protecteurs membranaires :

- Le jaune d’ceuf : est I'un des composants les plus employés dans les dilueurs. Grace
aux phospholipides qu’il contient, il assure la protection des membranes des
spermatozoides lors de la congélation (England, 1993).

Le plus souvent, le jaune d’ceuf est utilisé a une concentration de 20 %.

Substances tampon :

Le métabolisme des spermatozoides engendre une acidification du milieu extra-cellulaire

ce qui est toxique pour les spermatozoides eux-mémes (England, 1993).

Des substances tampon doivent donc étre utilisées afin de maintenir le pH autour de la

neutralité. Le tri-hydroxy-méthyl-aminométhane ou TRIS est le plus communément

employé, en association avec de I’acide citrique monohydraté. Il s’agit d’un composé
soluble dans I’eau qui se comporte comme une base faible.

Substances nutritives :

Afin de fournir suffisamment d’énergie aux spermatozoides, des sucres sont rajoutés.

Ces derniers permettent de maintenir la pression osmotique du milieu et possedent une

action cryoprotectrice (Fuertes, 2008).

Il a été démontré que les spermatozoides peuvent métaboliser le glucose et le fructose,

deux composes présents dans le liquide séminal (Rigau et al, 2001).

Les sucres présents dans les dilueurs seront donc le fructose ou le glucose.

Antibiotiques :

Le sperme n’étant pas stérile et le dilueur pouvant étre un bon milieu de culture, des

antibiotiques sont utilisés pour lutter contre la prolifération bactérienne.

En général, la dihydro-streptomycine et la benzyl-pénicilline sont utilisées car elles sont

bien tolérées par les spermatozoides (Le blanc, 2004).
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11.4.3. Etape de la cryoconservation :
11.4.3.1. Centrifugation :

La centrifugation permet de séparer le liquide séminal et les spermatozoides. Avant celle-ci, il

est préférable d’ajouter du dilueur afin de protéger les spermatozoides.

Sirivaidyapong et al. (2001) ont montré qu’un excés de fluide prostatique a un effet délétére
sur la mobilité et la vitalité des spermatozoides aprés décongélation et que la centrifugation de

la semence avant dilution est préférable.

De nombreuses études se sont accordées pour dire que la durée et la force de centrifugation
optimale, c’est-a-dire causant le moins de dommages possibles, était de 600xg pendant 10
minutes (Barrier-Battut, 2013) ; (Neto et al; 2013).

Nous avons donc décidé d’intégrer cette étape dans notre protocole de congélation.
11.4.3.2. Les étapes de la dilution :

La dilution peut étre réalisée en une ou plusieurs étapes. Pena et Linde-Forsberg (2000a)
ont comparé une dilution en une étape (avant équilibration) et une dilution en deux étapes
(avant équilibration et juste avant congélation). Dans leur étude, la dilution en deux étapes
s’est avérée plus performante en termes de mobilité, d’intégrit¢ membranaire et acrosomiale

des spermatozoides aprés décongélation qu’une dilution en une seule étape.
Dans nos travaux nous allons pratiquer une dilution a 2 étapes.
11.4.3.3. Concentration optimale des spermatozoides :

La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoides optimale pour la

congélation.

Pena et al. (2001) ont montré que les concentrations de 200 millions de spermatozoides
permettent d’obtenir une longévité plus importante aprés décongélation que des

concentrations de 400, 100 et 50 millions de spermatozoides par ml (Fuertes, 2008)
Ainsi nous utiliserons une concentration de 200 millions de spermatozoides.
11.4.3.4. L’équilibration :

L’étape d’équilibration correspond a une réfrigération préalable de la semence a +4°C avant

la congélation proprement dite, elle fait suite a 1’étape de centrifugation.
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Okano suggerent que 1’étape d’équilibration permettrait des remaniements membranaires ainsi
que le passage membranaire d’ions, a ’origine d’une meilleure résistance a la congélation

(Silva et al. 2006) ; (Okano et al. 2004).

- Durée de I’équilibration :
Le temps nécessaire de maintien de la semence a +4°C avant la congélation, c’est-a-
dire la durée de 1’étape d’équilibration, est sujette a discussion. Cette durée
influencerait la qualité de la semence et sa fertilité aprés déecongeélation. Le temps
d’équilibration couramment utilisé varie entre 1 et 3 heures (Gérard et al. 2008).
Le temps d’equilibration que nous allons appliquer sera de 1 heure 30.

11.4.3.5. Le conditionnement :

Le but du conditionnement est de fractionner la semence de fagon a ce qu’elle soit facilement

identifiable, stockable et utilisable (Fuertes, 2008).
Le conditionnement de la semence canine se fait dans des paillettes.

Les paillettes sont de fins tubes en chlorure de polyvinyle, obstrués a une de leurs extrémités
par une piéce de coton, et dont la contenance peut étre de 0,25 mL, 0,5 mL ou 2,5 ml
(Fuertes, 2008).

11.4.3.6. La congélation :
La congélation correspond a la mise des paillettes dans I’azote,

Elle s’effectue en 2 étapes : d’abord par refroidissement dans des vapeurs d’azote a —70°C

puis immersion dans 1’azote liquide a —196°C.

Burgess et son équipe ont étudié I’impact des différentes étapes de la cryoconservation sur les
spermatozoides. Ils ont démontré qu’aprés I’étape d’équilibration et 1’étape décongélation-
décongélation, Les dommages membranaires observés tel que des gonflements, des
ondulations, des interruptions et des vésiculations de la membrane plasmatique ont

sensiblement augmenté de méme que les altérations de 1’acrosome.

Suite a 1’équilibration, les paillettes dont la température est de +4°C sont placées dans la cuve
d’azote liquide, au-dessus de la surface du liquide ou les paillettes recevront les vapeurs
d’azote a +4°C. Ceci afin de ne pas provoquer de choc thermique pouvant endommager les

cellules de spermatozoides.
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La température commence a diminuer jusqu’a atteindre les -110°c & une vitesse de 60°C degré
par minute. Puis, la vitesse passera a 20-30 °C par minute jusqu’a atteindre la température de
-140°C.

Le passage de -140°C a -169°C se fera par immersion des paillettes dans I’azote liquide.
11.4.3.7. La conservation :

La semence congelée a pour avantage d’étre conservé pendant une durée indéfinie. Les

paillettes sont conservées dans des tanks contenant de 1’azote liquide.
11.4.3.8. La décongélation :

- Température et temps de décongélation :
La semence est décongelée juste avant son utilisation, lors d’une insémination artificielle le

plus souvent.

La décongélation se fait en plongeant les paillettes congelée directement dans un bain-marie a

37°C pendant 30 secondes.

- Ledilueur de décongélation
Un dilueur de décongélation peut étre ajouté a la semence apres la décongélation. L’ajout du
dilueur doit se faire de facon lente afin que les spermatozoides ne passent pas d’un milieu
hypertonique a un milieu isotonique trop rapidement, ce qui pourrait les endommager par

choc osmotique (Pena et Linde-Forseberg, 2000a).

En ce qui concerne le taux de dilution a utiliser, deux études ont montré qu’une dilution de la
semence décongelée par un volume de dilueur équivalent a 2 fois ou a 4 fois le volume de la
semence est plus performante que I’absence de dilution ou qu’une dilution par un volume de
dilueur équivalent a celui de la semence. (Pena et Linde-Forsberg, 2000) (Pena et al .,
2001).

Suite a la décongélation, un une analyse par CASA devrait étre réalisé afin d’étudier la qualité

de la semence apres le processus de cryoconservation.

Les résultats attendus ne devront pas étre inferieurs a 50% de spermatozoides viable.
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CHAPITRE 3 : Le pollen

111.1. Définition du pollen :
On parle de pollen, lors de la dissémination et de la reproduction des plantes a fleurs. Les

pollens sont de minuscules particules, produites par les anthéres et contenant les gametes

males, souvent appelés grains de pollen. Etymologiquement, ce mot provient de polynos, mot

grec signifiant poussiére, farine. (Dulucq et Tulon, 1998)

Figure 10 : Structure du pollen (pheenix dactylifera .L) (Boughediri, 1991)

111.2. Historique du phoenix dactylifera L :

Le dattier (Phoenix dactylifera L.) est exploité puis cultivé depuis plusieurs millénaires au

Moyen-Orient et dans le nord de I'Afrique.(Munier;1973. Barrow;1998. Zohary et al; 2012)

Il s'agit d'une plante pérenne dioique, dont les pieds femelles sont pollinisées a la main en

culture. C’est « I’arbre » emblématique des régions arides et semi-arides de 1’ Ancien Monde.
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Figure 11 : Carte de répartition du genre Phoenix. (Gros-Balthazard et al; 2013).
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111.3. Caracteristique du pollen de phoenix dactylifera L:

Les caractéristiques du pollen de palmier dattier Sont : (Boughediri; 1994)
-1l est de forme ellipsoidale

-1l est de type hétéro polaire monocolpé

-1l posséde une aperture en forme de sillon longitudinal

-Les mensurations sont : grandes largeur équatoriale (L), de 21.95 & 27.40 um; petit largeur
équatoriale (1), de 11.60 a4 13.88 um

L'ensemble de caractéeres a utiliser dans I'estimation de la qualité des pollens sont :

« Pourcentages de viabilité, des grains vides, et des grains anormaux, telles que les

déformations de I'aperture et I'ouverture de I'extrémité aperturale

» Etat cellulaire (bicellulaire)

» Etat de turgescence

111.4. Composition chimique du pollen de phoenix dactylifera L :

Les tableaux sous-dessous résument la composition de pollen de Phoenix dactylifera

Tableau 4 : composition chimique approximative (100 g poids frais) de pollen de palmier
dattier. (M.M. Hassan; 2011)

Parmeter Palm pollen grains
Moisture (%) 28.80
Ash (%) 4.57
Crude fiber (%) 1.37
Crude fat 20.74
Crude protein (%) 31.11
Carbohydrate (%) 13.41

Tableau 5 : composition en vitamine du pollen de palmier dattier. (M.M. Hassan; 2011)

Vitamines Palm pollen grains
A (1U/100 g) 7708.33
E (1U/100 g) 3030.92
C (mg/100 g) 89.09
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Tableau 6 : composition en minéraux (mg/100g poids sec) de pollen de palmier dattier.
(M.M. Hassan; 2011)

Mineral Palm pollen grains
Boron (B) 309.4
Zinc (Zn) 284.0
Selenium (Se) 305.0
Iron (Fe) 241.0
Molybdenum (Mo) 302.2
Copper (Cu) 319.6
Manganese (Mn) 284.0
Cobalt (Co) 305.4
Nickel (Ni) 302.4

Tableau 7 : composition en acide aminé essentielle (g/100g de poids sec) du pollen de
palmier dattier. (M.M. Hassan; 2011)

Amino acid Palm pollen grains

Essential amino acids

Isoleucine (lle) 1.49
Leucine (Leu) 3.34
Lysine (Lys) 2.95
Phenylalanine (Phe) 1.63
Threonine (Thr) 1.72
Valine (Val) 1.81
Histidine (His) 1.61
Methionine (Met) 0.11

Tableau 8 : composition en acide gras (%) du pollen de palmier dattier
(M.M. Hassan; 2011)

Fatty acid Palm pollen grains
Myristic acid (C14 :0) 13.33
Palmitic acid (C16 :0) 34.45
Linoleic acid (C18 :2) 14.24




111.5. Vertu du pollen dans la cryoconservation de la semence :

Le pollen de palmier dattier a longtemps été utilisé dans la médecine traditionnelle arabe

comme complément alimentaire pour améliorer la fertilité chez les femmes et les hommes.

En outre, il pourrait améliorer la mobilité et la viabilité des spermatozoides grace a sa forte
composition en antioxydant qui permet de diminuer les effets néfastes causés par le stress
oxydatif. (Affoun, 2017)

Il est reconnu que le stress oxydatif produit des effets délétéres sur les fonctions des
spermatozoides, ceci se caractérise par la dégradation des lipides membranaires ce qui
augmente la perméabilité de la membrane et expose le spermatozoide aux agressions
extérieures, diminution de la motilité des spermatozoides, ainsi que la détérioration du génome
du spermatozoide. (BenAli et Al, 2012)

In vitro, 1’addition de vitamine A, C ou E -principaux composants du pollen de palmier
dattier- au milieu de préparation des spermatozoides permet de réduire les dommages
oxydatifs causés par la  centrifugation. (Aitken et  Clarkson; 1988)
Ceci se traduit par une augmentation de leur capacité a fusionner avec les ovocytes
dépellucidés (Aitken et coll., 1989a) et méme d’améliorer leur taux de liaison a la zone

pellucide. (Kessopoulou et coll., 1995)

L’ajout de tels antioxydants, seuls ou en combinaison, serait associée a une diminution du

stress oxydatif dans le sperme. (Donnelly et coll., 1999b)

D’autre part, les minéraux, en particulier le zinc et le sélénium sont eux aussi reconnus pour

leur capacité diminution du stress oxydatif. (Boulanger, 2005)
e Lien entre stress oxydatif et cryoconservation :

Plusieurs études ont rapporté que le processus de congélation/décongélation altére la mobilité
des spermatozoides et la qualité de I’ADN par la création d’un état de stress oxydant et

probablement par induction de I’apoptose. (Mseddi et al, 2012)

Ces ¢tudes montrent donc 1’effet délétere de la congélation sur le sperme et incite a

I’amélioration des techniques de cryoconservation adoptées.
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Chapitre 1V : Le stress oxydatif

1V.1. Définition :

Le stress oxydant défini comme un déséquilibre entre la production des substances oxydantes
qui sont principalement des dérivés réactifs de 1’oxygene et les capacités antioxydantes d’un
systeme (Barouki, 2006). Le stress oxydant apparait dans une cellule quand 1’équilibre entre
les especes pro-oxydantes et anti-oxydantes est rompu en faveur de 1’état prooxydant
(Goudable et al., 1997). Il déclenche des pathologies nombreuses comme I'athérosclérose, le
cancer, les maladies inflammatoires et I'infertilité masculine. (Saglam et al., 2007; Mancini
et al., 2008 in Ait baziz et Chemali, 2017)

IV.2. Type de stress oxydatif :
1- Les especes oxygeneées réactives (EOR) :

L’oxygene est indispensable a la vie des animaux, des plantes et de certains microorganismes
vivants en aérobie. En effet, il est essentiel pour la production d’énergie sous forme d’ATP
qui est réalisée par des mécanismes d’oxydo-réduction, c’est a dire de transfert d’un ou
plusieurs électrons d’une molécule a I’autre. Lors de ces différentes réactions, 1’accepteur
final d’électrons est ’oxygeéne. Lorsqu’un nombre impair d’électrons est transféré sur celui-ci,
il est transformé en dérivés de 1’oxygene appelés radicaux libres oxygénés ou especes
oxygénées réactives (EOR) qui sont toxiques pour I’organisme. Ces radicaux libres oxygénés

sont des molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés.(Halliwell et al., 1994)

Les especes réactives de 1’oxygene produites par les cellules ont trés longtemps été vues
comme les produits toxiques du métabolisme, pouvant altérer les constituants lipidiques,

protéiques ou I’ADN de la cellule. (Beaudeux et al., 2006)

Les principaux radicaux libres entrant dans les processus physiopathologiques sont 1’anion
superoxyde (O27), le radical hydroxyde (OH’) et le peroxyde d’hydrogéne (H20>).
(Goudable et al.,1997)
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Figure 12 : Les quatre étapes de réduction mono-¢électronique de 1’oxygéne.

(Gardes-Albert et al., 2003)
2- Les radicaux libres :

Un radical libre (RL) est une espéce chimique possédant, sur sa couche externe, un ou
plusieurs électrons célibataires, cet électron lui confere une certain instabilité et haute
réactivité (demi-vie courte) (Ortiz et al., 2013). Les especes radicalaires vont tenter de
rapparier leurs électrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire
arracher un électron (Afanas'ev, 2009). A des concentrations physiologiques, les RLs jouent
des roles dans la signalisation, la migration et la différentiation cellulaire (Ziech et al., 2010
in Trabsa, 2015 ), mais a des concentrations plus élevées, ils induisent la mort cellulaire et
I'apoptose (Salido et Rosado, 2009 in Trabsa, 2015).

1VV.3. Dommages oxydatifs des macromolécules :

Les ROS, peuvent endommager les macromolécules comme L’ADN, les protéines et les
lipides quand ils sont présents en concentrations élevées, menant aux menaces de santé
graves. (Moukette et al, 2015)

a- Les dommages oxydatifs aux protéines :

L’oxydation des protéines provoque la fragmentation au niveau des résidus d'acides aminés,
la formation des réticulations protéine-proteine, et l'oxydation des structures proteiques qui

conduit finalement & une perte de fonction. (Zegarac et al, 2017)

Les protéines qui sont sensibles a 1’oxydation incluent les phosphatases, les kinases, les

facteurs de transcription et les enzymes métaboliques. (Deavall et al, 2012)
b- Les dommages oxydatifs de ’ADN :

Les ROS peuvent causer des dégats oxydatifs a I’ADN nucléaire. L'attaque sur I'ADN aboutit
a l'oxydation de désoxyribose. (Sharma et al, 2012). Le OH et O sont les principaux ROS
affectant directement I’ADN. (Avery, 2011)
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L'ADN mitochondrial est particulierement vulnérable a une attaque par les ROS, en raison de
sa proximité aux complexes. Les dommages de I'ADN mitochondrial sont vastes, méme dans
les conditions normales, et les mutations se produisent cing a dix fois plus que le taux observé
dans I'ADN nucléaire. (Burton et al, 2011)

c- Peroxydation lipidique :

La premiére indication des effets néfastes des EOR sur les spermatozoides a été montrée en
1979 (Jones et al., 1979). Ces auteurs ont observes une corrélation entre la peroxydation
lipidique de la membrane plasmique des spermatozoides humains et la perte sévere de leur
motilité, L exposition des gamétes males aux EOR induit une perte de leur motilité qui est
directement corrélée au niveau de peroxydation lipidique de la membrane des spermatozoides.
(Gomez et al., 1998)

Cette peroxydation lipidique par exposition des gametes males aux ERO ne modifie pas
seulement la motilité des spermatozoides mais agit ¢galement sur 1’intégrité¢ fonctionnelle de

la membrane plasmique des spermatozoides. (Aitken et al.,1989)
IV.4. Les antioxydants :

(Vansant, 2004 in Mohammedi, 2013) définit les antioxydants comme substances capables
de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et

permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS.

I1 existe deux sources de défenses antioxydantes: 1’une est endogene et se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase et catalase),ou de protéines (ferritine,
transferine, céruloplasmine et albumine) et quelques oligoéléments comme le sélénium, le
cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour 1’activité de certains enzymes
antioxydants (Rock, 2003). L’autre source est exogene et est apportée par I’alimentation sous
formes de fruits et légumes riche en vitamines C, E, caroténoides et flavonoides.
(Percival, 1998 ; Pincemail et Defraigne, 2004)
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e Source exogene :

- Vitamine C:

Elle a un role antioxydant, car elle réagit avec 1’0O2°, °OH. Elle permet de limiter les
mutations de I’ADN provoquées par un stress oxydant (Lutsenko et al., 2002). Elle agit
également sur certains hydroperoxydes lipidiques réduisant ainsi la peroxydation lipidique. La
vitamine C permet également de régénérer la vitamine E qui a un réle antioxydant plus
important. (Poljsak et al., 2005)

- Vitamine E :

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui a des propriétés anti oxydantes en conjugaison
avec la vitamine C et le glutathion. Celle-ci est capable d’interagir avec 1’02-°, H20-, et °OH.
La vitamine E joue son role d'antioxydant principalement dans les membranes biologiques
(Tappel et al., 1972). Notamment au niveau de la membrane mitochondriale qui contient de
forts taux de vitamine E et qui est riche en acides gras polyinsaturés cibles du stress oxydant.
( Davi et al., 1999)

- Vitamine A :

La vitamine A appelée également rétinol et ses précurseurs comme le [B-caroténe sont
liposolubles. Dans I'organisme. Ces molécules sont altérées par lI'oxygene de lair, et ce
processus est accéléré par la lumiére et la chaleur. Elles sont liposolubles et leur réle principal
est la protection des membranes cellulaires en réduisant la peroxydation lipidique. Elles

agissent en captant les radicaux libres et les EOR. (Burton et Ingols, 1984)
- Les polyphénols et flavonoides :

Les polyphénols sont synthétises par les plantes, et constituent un groupe important de
substances naturelles présentes dans le régne végétal. lls présentent une activité antioxydante
et fournissent ainsi aux cellules de notre organisme une protection contre les agressions

oxydatives. (Massaux, 2012)

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 5000 composeés
différents. lls sont généralement des puissants antioxydants. Les flavonoides sont capables de

piéger les RL directement, par le don d'un atome d'hydrogéne. (Prochazkova et al, 2011)
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PARTIE 2 :
LE MATERIEL ET
LES METHODES
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l. Introduction :

Lors de la congélation, les spermatozoides sont soumis a des conditions défavorables qui

peuvent entrainer des dommages et qui nuisent a leur pouvoir de fécondation.

De nombreuses expériences ont été réalisées par le passé afin d’améliorer le protocole de

congélation dans le but de diminuer les pertes en spermatozoides.

L’objectif de notre étude est de déterminer si 1’intégration d’une solution a base de pollen de
palmier dattier a la composition des dilueurs de congélation et de décongélation était
techniqguement possible et si la qualité de la semence aprés décongélation est
significativement altérée ou non par ce protocole par rapport a la technique de congélation

réalisée en routine au sein de la plateforme biotechnologique de reproduction des carnivores.

Deux principales raisons ont motivé le choix d’ajouter une solution de pollen a la composition

de notre dilueur :

e [’utilisation thérapeutique récente du pollen dans les traitements liés a 1’infertilité

humaine et animale.

e La composition chimique du pollen de palmier dattier riche en antioxydants reconnu

pour leur action anti-infertilité.

Les parametres pris en compte afin d’étudier I’efficacité de notre dilueur en comparaison avec

le dilueur témoin apres décongélation sont :

e Lanumération des spermatozoides.
e La concentration des spermatozoides.

e La mobilité des spermatozoides.

L’évaluation de ces différents parameétres se fera par le systéme automatisé CASA (Computer-

Aided Semen Analysis).

Si les résultats s’aveérent probants, cela pourrait constituer une avancée dans le monde de la

reproduction canine assistée.
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En raison de la pandémie du coronavirus et les mesures de confinement prises afin de
diminuer le risque de transmission du covid-19,nous n’avons pas pu aller au bout de notre

expérimentation et notre travail s’est arrété a la préparation des dilueurs utilisés.

Néanmoins, nous allons vous décrire notre protocole d’expérimentation tel que nous 1’avions
préparé. Puis, dans la seconde partie nous allons présenter et les différents articles
scientifiques publiés ayant pour théme I’amélioration de la conservation de la semence canine
et critiquer les résultats auquel ils sont parvenus afin d’envisager les conclusions auquel nous

serions parvenu si nous étions allé au bout de notre expérimentation.
1. Matériel :

Nous devrons pour notre étude utiliser la semence d’au moins une quinzaine de chiens.

Pour chaque animal, le nom, la race, I’age, le propriétaire, le statut sanitaire et celui de
fertilité (si connu) ainsi que le numéro de I’expérience pour laquelle (lesquelles) la semence

a été utilisée sont répertoriés

1. Méthode :

1- Meéthode de prélévement :
Nous récoltons la semence de chaque animal en récupérant la phase spermatique de 1’¢jaculat.

Avant utilisation, nous réchauffons les tubes et les cones dans une étuve et nous les

\

maintenons a une température de 37°C a I’aide d’un porte-tube métallique réchauffé dans

I’étuve.

Si la semence d’un méme animal doit étre récolté plusieurs fois, nous effectuons les

prélévements au minimum a 48 heures d’intervalle.
2- Examen de la semence :

Nous devons d’abord estimer la qualité de la semence (le volume des phases spermatique

recueillies, la couleur, la présence de sang, du mucus.....)

Puis, nous devons évaluer les parametres spermatiques (vitalité, motilité, morphologie) par
technique CASA.
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3- Préparation des dilueurs :

Au cours de nos expeériences, nous allons utiliser différents dilueurs qui seront divisés en 2

groupes distincts :

e Premierement le groupe des dilueurs de réfrigération, congélation et décongélation
utilisé en routine a la plateforme biotechnologique de reproduction des carnivores et

que nous aurons prealablement préparés.

e Deuxiemes le groupe des dilueurs de réfrigération, de congélation et de décongélation
auquel nous rajouteront une solution de pollen équivalente a trois concentration
difféerentes (0.06, 0.25, 0.6 mg/ml). (Mahaldashtian et al, 2016)

Tableau 9 : Composition des dilueurs de réfrigération, congélation et de décongélation
utilisés en routine au PBRC.

Composition dilueur Réfrigération Congélation ~ Décongélation
TRIS(Tri-hydroxy- 3.025¢ 3.025¢ 3.025¢
méthyl-aminométhane)

Acide citrique 1.7g 1.79 1.79

Glucose 1.25¢g 1.25¢g 1.25¢g

Pénicilline 0.06g 0.06g 0.06g

Déhydrostréptomycine 0.1g 0.1g 0.1g

Eau distillée Jusqu’a 80ml  Jusqu’a 73ml  Jusqu’a 100ml

Glycérol / 20ml /

Jaune d’ceuf 20 ml 7ml /
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Tableau 10 : Composition des dilueurs de réfrigération, congélation et de décongélation
ayant 3 concentrations différentes de pollen.

Composition dilueur Réfrigération Conggélation Décongélation
TRIS 3.025¢ 3.025¢ 3.025¢
Acide citrique 1.79 1.79 1.79
Glucose 1.25¢g 1.25¢g 1.25¢g
Pénicilline 0.069 0.069 0.069
Déhydrostreptomycine 0.1g 0.1g 0.1g
Eau distillée Jusqu’a 80ml Jusqu’a 73ml Jusqu’a 100ml
Glycérol / 20ml /
Jaune d’ceuf 20 ml 7ml /
Solution de pollen (0.06, 0.25, 0.6 (0.06, 0.25, 0.6

mg/ml) mg/ml)

4- Ajout du pollen :

- La poudre de pollen sera dissoute dans de 1’eau distillé a 30 °c et placé dans un agitateur

magnétique pendant 5 heures.

- Puis, elle sera filtrée et placé dans une étuve (55-60°c) pendant 24h afin de vaporiser I’eau.

- Enfin, elle sera dissoute dans une solution saline pour avoir les concentrations voulues.

Ils seront conditionnés en échantillons de 4 ml dans des tubes stériles et conservés congelés

dans un congelateur ordinaire.

Quel que soit le dilueur utilisé, nous devrons le décongelé le jour de son utilisation en le

plongeant dans un bain-marie a 37°C pendant une quinzaine de minutes.
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Figure 13 : préparation de la semence
5- Conditionnement :

Apres la derniére étape de dilution, nous allons placer la semence dans des paillettes de 0,5mL
par aspiration. Nous allons ensuite obstruer 1’extrémité libre de chaque paillette a I’aide d’une

poudre de PVC (polychlorure de vinyle) se polymérisant dans 1’eau.

e Les échantillons réfrigéreés :

IIs seront entreposés dans une chambre froide ou la température sera maintenue a 4°C.
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e Les échantillons congelés :

Aprés la fin de la durée de réfrigération, les paillettes seront placées dans des vapeurs
d’azote pendant 10 minutes. Au bout de 10 minutes, nous allons plonger les paillettes dans
I’azote liquide a -196°c contenu au fond du congélateur puis nous les mettront dans les

tanks d’azote liquide ou nous les conserverons jusqu’a leur décongélation.
6- Décongélation :

Lors de la décongélation, nous allons plonger les paillettes dans un bain-marie a 37°C pendant
une minute puis placer le contenu de chaque paillette dans un tube contenant 1 ml de dilueur

de déconggélation.

7- Analyse de la semence apres décongélation : (CASA)

Pour les deux expériences, nous devrons évaluer la mobilité, le nombre et la morphologie
des spermatozoides immédiatement aprés décongélation et comparer les résultats entre le
premier et le second groupe puis entre les sous-groupes et ainsi avoir une idée d’ensemble sur

I’action du pollen dans la conservation de la semence de chien.

[



PARTIE 3:

LE RESULTAT ET
LES DISCUSSIONS
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Le matériel et les méthodes :

Objectif :

L’objectif de cette partie de notre travail est de déterminer la nature de la documentation que
nous allons traiter ainsi que les critéres pris en compte afin d’inclure ou exclure un document
puis nous déterminerons les parameétres pris en compte afin de classifier les données.

1- Nature des données :

Au cours de notre travail de documentation, nous avons été amenés a consulter de nombreuses
sources, principalement : PubMed, google-scholar, Searchegate, ainsi que ScienceDirect.

- Afin de cibler mieux nos recherches nous avons utilisé des mots clés spécifiques a notre domaine de
recherche, a savoir : semence canine, pollen de palmier dattier, Phoenix dactyliféra L, vitamine A, C,
et E, cryoconservation, congélation, stress oxydatif, antioxydant.

Afin d’étre le mieux renseigner de 1’état d’avancement des recherches et découverte
scientifique ayant pour sujet I’amélioration des techniques de conservation et
cryoconservation de la semence canine, nous avons mené nos recherches en langue francaise
et bien évidement en anglais.

Un autre aspect pris en compte fut ’année de parution de la documentation, nous avons voulu
prendre en compte les publications les plus récentes afin d’étre le mieux renseigner possible
sur les recherches actuelles, de ce fait I’année de publication de la documentation s’étend de
2007 a 2019.

Enfin, le nombre de travaux pris en compte atteint les 11 documents.
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2- Criteéres d’inclusion et d’exclusion :

Les critéres que nous avons pris en compte afin d’inclure un document ont été qu’ils
abordent :

- Lacryoconservation de la semence chez les carnivores

- L’amélioration de la qualité de conservation des semences soit :
-Par modification du protocole de congélation.
-Par modification de la composition des dilueurs utilisés.

- La mise en évidence des lésions cellulaires causées par cryoconservation.

- Le role des antioxydants dans 1’amélioration des techniques de conservation de la
semence.

- Le rble des différents composants du pollen de palmier dattier en tant qu’antioxydant.

De méme, nous avons exclu des travaux qui :

- Utilise d’autre méthode de conservations que la cryoconservation.
- Utilise d’autre produit de conservation que les dilueurs.

3- Extraction et classification des données :

Les paramétres que nous avons recherchés dans la documentation sont :

- La technique utilisée pour la conservation

- La molécule ajoutée au dilueur

- La durée des différentes étapes de conservation.

- Les examens utilisés pour évaluer la qualité de la semence.

- les différents facteurs de conservation pris en compte

D
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e Le nombre de travaux traités a été de onze :

l. Etude des effets néfastes de la cryoconservation sur les spermatozoides :

La congélation du sperme en vue de sa préservation est indiquée chez de nombreuses espéces
et situations. Néanmoins, la cryoconservation provoque des altérations diverses des
spermatozoides, au niveau membranaire mais aussi nucléaire, a type d’oxydation et de
fragmentation de I’ADN, souvent associées a un stress oxydant et a des taux élevés de

radicaux libres (RL).

e Une étude faite par Mseddi et al en 2009 a eu pour objectif d’évaluer I’effet de la
cryoconservation sur 1’intégrité de I’ADN spermatique d’hommes infertiles par 1’exploration

des taux de fragmentation et de I’oxydation de I’ADN en cytométrie de flux.

L’étude a porté sur 15 hommes consultants pour infertilité du couple. Le sperme a été collecté
par masturbation aprés un délai d’abstinence de 3 a 5 jours. L’analyse des parameétres
spermatiques (mobilité, vitalité, numération des spermatozoides, morphologie et numération
leucocytaire) a été effectuée avant congélation. La mobilité et la vitalité ont été également
déterminées apres décongélation. Le sperme a été congelé¢ dans 1’azote liquide selon un
protocole utilisant un cryoprotecteur commercialisé (SpermFreeze®). Pour I’étude de
I’intégrit¢ de I’ADN, ils ont utilis¢ la cytométrie de flux aussi bien pour I’étude de la
fragmentation de I’ADN (technique du TUNNEL) que pour la détection de la 8-oxoguanine
(biomarqueur du stress oxydatif) avant et aprés cryoconservation durant 7 a 10 jours.

Les résultats ont montré que la cryoconservation a provoqué une chute significative de la
mobilité et de la vitalité (45+ 7 vs 30,6 £+ 122 % ; p=0,001 et 77,2+ 89 vs 456 +
8,9 % ; p = 0,001, respectivement). Par ailleurs, les taux de fragmentation et d’oxydation de
I’ADN spermatique ont significativement augmenté apres congélation (21,3 + 13,7 vs 33,1 £

16,6 % ; p=0,002 et 14,5+ 6,2 vs 16,3+ 5,5 % ; p = 0,03, respectivement).

e Une autre étude faite cette fois ci par BenAli et Al en 2012 a portée sur 1’analyse du
statut oxydatif spermatique chez des patients infertiles.

Pour ce faire, ils ont évalué le statut oxydatif spermatique de 129 sujets infertiles. Ces sujets
sont caractériseés par une infertilité de durée variable. Ils ont été subdivisés en quatre groupes :

des sujets normozoospermiques considérés comme témoins (n=34) ; des
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asthénozoospermiques (Asthéno, n=43) ; des oligozoospermiques (Oligo, n=22) et
tératozoospermiques(Térato,n=30).

Parmi les marqueurs du stress oxydatif, ils ont évalué, dans le plasma séminal, le zinc, le
calcium, le magnésium et le sélénium par spectrométrie d’absorption atomique a flamme et a

four. Le malondialdéhyde (MDA) est dosé par spectrofluorométrie.

Tableau 11 : Comparaison des concentrations moyennes en éléments trace, éléments
minéraux et le malondialdéhyde entre les témoins (n=34) et les patients oligozoospermiques

(n=22), asthénospermiques (n= 43) et tératospermiques (n= 30)

Parametres Témoins oligozoospermiques asthénospermiques tératospermiques
Zinc (mg/ml) 144,01+42,13 120,51+25,33 122,02+34,69 126,02+24,82
Sélénium (pug/ml) 64,00£20,6 55,00+21,44 56,11+22,81 57,01+24,31
Calcium (mg/ml) 178,00£19,8 290,13+28,09 262,21+23,18 250,08+21,04
Magnésium (mg/ml) 101,21+15,81 70,53+8,11 82,09+3,06 85,03+9,78
MDA (ug/ml)  2,32+0,94 3,22+1,37 3,52+1,93 3,64+1,73

Les résultats de leur étude montrent que les concentrations séminales du zinc et du sélénium
sont plus élevées chez les normozoospermiques que les concentrations de ces mémes
éléments chez les autres groupes. La concentration du MDA est plus élevée chez les trois
groupes de patients : oligospermiques (3,22+1,37 pg/ml), asthénospermiques (3,52+1,93
pg/ml) et tératospermiques (3,64 £1,73 pg/ml) par rapport aux témoins (2,32+0,94 pg/ml).

Ces études sont en accord avec plusieurs autres études qui ont rapporté que le processus de
congélation/décongélation est responsable de 1’apparition d’un stress oxydatif qui joue un role
important dans 1’altération des spermatozoides. Les radicaux libres peuvent, en effet, modifier
la structure membranaire ainsi que celle de I’acide désoxyribonucléique et altérer la mobilité

des spermatozoides.

Ces ¢tudes montre donc l’effet délétere de la congélation sur les semences et incite a

I’amélioration des techniques de cryoconservation adoptées.
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1. Etude de Dleffet du pollen de palmier dattier sur les paramétres
spermatiques :
e [’étude menée par Jharomi et al et paru dans le Pakistan Journal of Biological
Sciences en 2015 a porté sur ’effet du pollen de palmier dattier sur les paramétres des

spermatozoides suite & une prise journaliere (Jharomi et al., 2015).

L’¢étude a porté sur 40 patient agés de 22 a 43 ans et consultant pour cause d’infertilité. Les
participants atteints de cryptorchidie ou ayant une prise médicamenteuses ont été écarté de

I’étude. L’age moyen des participants était de 31.20+5.15 ans.

Le traitement consiste & une prise quotidienne de 120 mg/kg de poudre de pollen de palmier
dattier présent dans des capsules pendant une durée 60 jours.

La semence a été collectée manuellement aprés 48 h a 72 h d’abstinence. Deux collectes ont
eu lieu, une premiere avant le début du traitement et la seconde apres la fin des 60 jours de

traitement.
L’analyse de la semence a été faite par spermogramme et par systeme CASA.

Les résultats de I’étude ont montré qu’il n’y avait pas eu de changement dans le volume de
sperme obtenu. Par contre, ils ont démontré une augmentation significative dans le nombre de
spermatozoides obtenu (augmentation de 6.5*106 mL), le nombre de spermatozoides a
motilité et & motilité progressive normale et le nombre de spermatozoides & morphologie
normale.

Tableau 12 : comparaison des parametres de la semence chez les hommes infertiles avant et
apres le traitement au pollen de palmier dattier

Palmier dattier

Parametre Avant traitement Apres traitement  Valeure de P

Volume de sperme (mL) 3.54+1.54 3.72+1.790 0.418
Nombre de SPZ (*10* mL™) 12.54+5.39 19.07+10.34 0.001
Mobilité des SPZ (%) 2.72+£1.75 5.22+4.970 0.003
SPZ a morphologie normale 16.45+1.35 18.32+2.880 <0.001
(%)

SPZ a motilité progressive 16.80+5.51 21.40+8.610 0.001
(%)

Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence le réle que peut jouer le pollen
de palmier dattier dans I’amélioration des différents paramétres des spermatozoides méme si

le pollen n’a pas influencé sur le volume de la semence.
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e Une autre étude menée par Sadeghi et al et paru en 2014 dans le Iranian Journal of
Reproductive Médicine s’est intéressé elle aussi a 1’effet potentiel que pourrait avoir le pollen
de palmier dattier sur les parametre spermatique mais cette fois ci chez le rat male adulte
(Sadeghi et al., 2014).

Pour réaliser leur étude, ils ont sélectionné 36 rats males adultes Sprague-Dawley pesant entre
200 et 250 grammes, puis ils les ont divisés en 6 groupes de 6 : un groupe contréle, trois
groupes ayant recu quotidiennement 120 mg/kg, 240 mg/kg, et 360 mg/kg de pollen de
palmier dattier par voie orale, les 2 derniers groupes ont regu de 1’ Astragalus ovinus auquel ne

nous intéresserons pas dans cette critique. La durée de I’expérimentation a été de 35 jours.

A la fin de cette période, les rats furent sacrifiés, les testicules retirés et I’épididyme séparé
afin d’analyser son contenu. Le pourcentage de spermatozoides mobile a été trouvé en
calculant le nombre de spermatozoides vivant sur le nombre de spermatozoides total a partir
de deux échantillons d’épididyme de chaque rat. Le nombre de spermatozoides a été défini
grace a la chambre de comptage de Neubauer. La morphologie des spermatozoides anormaux
a été trouvée par coloration a 1’éosine-nigrosine et examiner sous microscocope a

grossissement 400.

Tableau 13 : effet du pollen de palmier dattier sur les caractéristiques des spermatozoides

chez le rat
parametres Motilité des spermatozoides
Groupes mobile Sluggish immobile Ratio SPZ Nombre SPZ
anormaux(%) (million/mL)
Controle  23.7+1.34 33.6+0.89  42.3+2.28 4.02+0.02 193.4+14.42
160 mg DPP  43.2+2.14  33.5+0 23.2+1.57 3.310.2 376.4+9.23
240 mg DPP  38.7+1.2 33.2+1.85  28.1+1.56 4.02+0.02 287.9+16.29
360 mg DPP  25.6+0.88 37.2+2.41  36.4+2.34 3.6+0.06 198.84+11.85

Les résultats du sperme épididyme ont montré une augmentation importante de la motilité et
du nombre de spermatozoides lors des administrations de 120 et 240 mg/kg de pollen de
palmier dattier ainsi qu’une diminution des spermatozoides immobiles et du nombres de

spermatozoides anormaux a la dose de 120 mg/kg en comparaison au groupe controle.
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En contrepartie, il n’y a pas eu de changement significatif dans ces paramétres entre la prise

de 360 mg/kg de pollen de palmier dattier et le groupe controle.

Cette eétude nous permet de mettre en évidence une fois de plus le role que peut jouer le pollen
de palmier dattier lorsqu’il s’agit d’améliorer la qualité de la semence quel que soit 1’espéce

de mammifére.

I11.  Evaluation de I’activité antioxydante du pollen de Phoenix Dactylifera :

e [’étude faite par Benzahia et Taibi a eu pour but d’évaluer 1’activité antioxydante du
pollen de phoenix dactylifera en utilisant 2 extraits de pollen de palmier dattier, 1’extrait

méthanolique et chloroformique.

Pour réaliser leur étude, elles ont mesuré 1’absorbance (ou la densité optique DO) effectuée
par spectrophotométrie a 517 nm. A partir des valeurs obtenues, elles ont calculé les

pourcentages d’inhibition du DPPH.

Le DPPH est un composé chimique permettant de mesurer le pouvoir antiradicalaire de

molécules pures ou d’extraits végétaux.

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique a été évaluée par leur activité inhibitrice sur
une solution méthanolique du DPPH, les résultats ont été comparés avec le standard qui est le
BHT en calculant I’IC50

L’IC 50 est une concentration inhibitrice médiane est une mesure de I'efficacité d'un composé

donné pour inhiber une fonction biologique.

Tableau 14 : Pourcentages d’inhibition de 1’extrait méthanolique de pollen

Concentration pg/ml Pourcentage d’inhibition %
10 1.73
25 3.26
50 8.15
100 12.1

(o]



Tableau 15 : Pourcentages d’inhibition de 1’extrait chloroformique de pollen

Concertation pg/ml Pourcentage d’inhibition %
10 16.16
50 18.04
100 30.67

Tableau 16 : Pourcentages d’inhibition de BHT

Concentration pg/ml Pourcentage d’inhibition %
10 5.55
25 11.11
50 39.33
100 52.27

Selon les résultats obtenus :
L’extrait méthanolique est doté d’une activité antioxydante importante, leur IC50 est 14.63
png/ml, elle est élevée que la valeur de BHT, qui est de I’ordre de 88.72 pl/ml.

L’extrait chloroformique est doté d’une activité inhibitrice importante, leur IC50 est

277.97ul/ml, mais elle est faible lorsque la valeur de BHT est de 1’ordre de 88.72ul/ml.

Finalement, il a ét¢ conclu a partir ces résultats que 1’extrait du pollen de palmier dattier a une

activité antioxydante importante.
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Figure 14 : Courbes des variations de pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration d’extraits et BHT
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e Une seconde étude menée par AFOUN et AMMOUR s’est focalisée sur

I’é¢tude de I’activité antioxydante des alcaloides de phoenix dactylifera en utilisant différentes

méthodes a savoir :

e Activité scavenger du radical DPPH :

L’activité scavenger du radical DPPH" est une méthode largement utilisée pour évaluer la

capacité anti-radicalaire de divers échantillons (Ebrahimzadeh et al., 2009).

Le test d’activité scavenger du radical DPPH" est utilis¢é comme outil significatif pour
identifier les antioxydants primaires qui ont la capacité de neutraliser les radicaux libres par

un don d'hydrogene (Ajilaetal., 2007).
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L’activité scavenger du radical DPPH" de Phcenix dactylifera a été étudiée en testant
différentes concentrations : 50, 100, 200 et 300 pg/ml.

L’¢étude statistique des résultats a montré une différence significative entre les pourcentages

d’inhibition du DPPH" selon I’échantillon testés (p<0,05).

A la dose 300 pg/ml, I’extrait alcaloidique de Pheonix dactylifera qui exerce la plus forte

activité anti-radicalaire avec un pourcentage de 30.21%.

L’analyse globale des résultats a montré que les extraits dosés a 300 png/ml ont exercés la plus
forte activité d’une facon significative (P<0,05). Cependant 1’étude statistique n’a montré
aucune différence significative entre les activités antiradicalaires vis-a-vis du DPPH" des
extraits dosés a 50, 100 et 200 pg/ml.

IV.  Effet antioxydant du selenium et de la vitamine E :

e [’étude menée par Domostawska et al et paru en 2015 s’est intéressée a 1’effet de la
supplémentation en sélénium et en vitamine E sur la semence de chien ayant une fertilité
diminuée.

Pour cette étude, 30 chiens males de race différentes et ayant un age allant de 3 a 8 ans ont été
pris en compte, tous les chiens avaient une bonne condition générale et une libido normale

avec aucune changement de I’alimentation et aucune maladie pouvant entrainer une

augmentation de la température.

Les chiens ont été divisés en un groupe « contrdle » et un groupe « expérimental » (n=15 pour

chacun)

leur alimentation a été supplémenté par une prise quotidienne de 6 pg/kg de sélénium et 5
®

mg/kg de vitamine E (Semevet, VetExpert , Poland).
La semence a été collectée par voie manuelle comme deécrite par la méthode Linde-Forsberg

en présence d’une femelle en chaleur a j0, 30, 60 et 90.
L’¢jaculat a été collecté dans un tube préchaufté (36-38°).

Les paramétres de la concentration et la mobilité des spermatozoides a été déterminé par le

Hamilton Thorne sperm analyser.
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Chaque éjaculat a été dilue a 50*106 spermatozoides/ml avec un dilueurs tris directement

avant I’analyse.

Les parametres mesuré furent la velocity average pathway (VAP), the velocity straight
line (VSL), the velocity curvilinear (VCL), the amplitude lateral head (ALH), the linearity
(LIN)

Le pourcentage de spermatozoides morts et vivants a été estimé par coloration a 1’éosine —
negrosine. La coloration Diff-Quik™ a été utilisée afin de déterminer la morphologie des

spermatozoides,

Les résultats de 1’é¢tude ont montré qu’il n’y a pas eu de changement significatif dans le

volume de sperme collecté entre les 2 groupes et pendant toute la durée de I’étude.

Cette étude a surtout permis de mettre en évidence une augmentation significative dans le
nombre de spermatozoides et leur concentration aprés 60 jours de supplémentation et au

contraire une diminution dans le groupe controle.

Les paramétres de la mobilit¢é (PMOT, VCL, VSL, BCF, ALH, RAPID, MEDIM, SLW,
STATIC) ont eu aussi augmenté aprés 1 mois de supplémentation alors qu’ils n’ont pas
changg¢ dans le groupe controle. De méme, il n’y a pas eu de différence pour MOT, STR, LIN
pendant I’étude que cela soit dans le groupe supplémenté ou le groupe contrdle méme si il

faut noté une différence pour le paramétre MOT aprés 90 jours de 1’étude.
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Tableau 17 : parametre de la semence des groupes "contrdle™ et "expérimentale” avant et

apres traitement
Day 0 Day 30 Day G0 Diay 90
Pamm=iar Unit experimantal  comfrol experimantal coetrol  expermental  comtrol experimantal  comtrol
grog grog gIoTg grog grog gIoTg group group
Volnma of the
ejarnlate L 2.00= 230= 272 208 = 280 131= 204 = 235=
{sperm-rich 20 a3 0438 045 112 118 105 11
Fraction)
056 = 11476 = 100,54 = 10111 = 170,75 = TEAZ = 18652 = TT.66=
Conrerfratiom = 105/ml.
4788° 8147 44420 53544 75.65= 32 804 f2.25= 45.76%
L  10F 25324 = 27815+ 28300= 21161+ 50251=  18300= SE005=  18207=
commt 173" 233.08° 180:38* 13734 2061 = 123255 30325= 120665
12874 = 12581 = 15760 = 15203 = 13445 = 12451 = 14465 = 12845 =
VAP U113
g 3176 2511 21 .67 2193 1435 1481 1281 26.49
11233 = 10672 = 12714 = 10846 = 15654 = 10874 = 12814 = 11552 =
WEL m's
g ot ey 41 86 1685 4843 1333 40 45F 1764 36
17545 = 167,76 = 16225 = 17837 = 18863 = 17354 = 10516 = 17601 =
WCL mm's
45.78° 18.58 3% 40 1062 2830 2252 2485 13.30F
430= 485 = 470= 533= 481 = 401= S04= S0z=
ATH m
116 217 081 163 081 1.7% 074k 135
. % B5.73 = £577 = £5.66 = E405 = £7.26= 6145 = £E.00 = 531 =
812 1009 627 1818 611 21 45 618 1819
F7.00 = EER T 333 = JEI3 = E2a0 = 35.00= 503 = EEN s
RAFID %4
2400 = 21,00 = 1573 = 11 54 = 1806 = 1553 = 1726 = 15 54 =
MEDIUM o5
6.02° 1228 B85 1434 628> 16.45F 388 16.32F
15,66 = 2130 = 1233 = 16353 = 10,86 = 1738 = L66= 17.76 =
SLOW o5
844 15.06F 04 1261 4.4 1654 340 1208
1266 = 1423 = BOn= 15330= 726 = 1446 = 713 1246 =
STATIC 95 . _h . o ;
1085 083 A.04 844 3405 12.75 2.78 806

Tableau 18 : paramétre des spermatozoides des groupes "control™ et "expérimental™ avant et

apres traitement

Dayll Day 30 Dey &0 Dy 30
Parmeier

experimentzl contml experimemzl comtrml experimemtal  comtml experimemzl contml

qIoTp gmnp gITp gnp gronp gmp gp goTp
S 80.36= TL00= 85.00= 662 o183 6137 a3.08= SO0ES
L. 1EF 137 20F 75T 407 T 3qz=~ 13425
Worrsl 3= 73.62= T413= §6.29= B0.86= 67.00= 83.95= f5.05=
sremraioza (%) 21700 136F 12.54 1174 737 1217 £.14= 17535
Towlshnomms=l 87 = 2637= 25.87= B 10 04= 33.00= 1607 = 3495=
srerraiome (%) 21700 13647 12.34 1124 737 1217 £.125 12635
. 852 1200 = 1083 = 2037= 820= 17.66= 726= 187
Mijordefecs (%) B4 137 B15" 5258 33 733% 27 Bme
I ) 2137= 1437= 15.04= 1533= 1084 1533= £31= 1525=
Moy deot (5] 1TIE 1.5 1065 557 158= 03 155 31
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Les résultats du test par éosine-négrosine ont démontré que le pourcentage de spermatozoides
vivant dans le groupe expérimentale augmente alors que le pourcentage de spermatozoide

anormaux et avec des changements morphologiques mineurs a augmenté.

D’autres par, dans le groupe contrdle le pourcentage de spermatozoides vivants et normaux a
diminué alors que dans le méme temps les pourcentages des changements morphologiques des

spermatozoides a augmenté.

Cette etudes nous a permis de mettre en évidence le role que peut jouer la vitamine E et le
sélénium suite a une prise quotidienne pendant 60 jours dans 1’amélioration de la
concentration, la mobilité et la morphologie des spermatozoides chez des chiens en bonne

santé et ayant une fertilité faible.

V. Intérét de la vitamine E pour une conservation optimale de la semence :
e Une étude menée par Belkacem et Mennas a eu pour but d’étudier I’effet de la

vitamine E sur les spermatozoides durant leur conservation.

Leur expérimentation a porté sur le sperme épididymaire de trois testicules de bovins

différents, dont les conditions d’¢levage, 1’age et 1’état corporelle sont inconnus.

Ils ont, afin de réaliser leur études, préparé 6 milieux de dilutions différents en plus du milieu
de dilution TRIS témoins, parmi tous les dilueurs préparé nous nous sommes intéresse aux
résultats de celui a base de TRIS+VITAMINE E.

La concentration finale de vitamine E apreés dilution du sperme a été de 2 mg/ml.

Le paramétre utilisé afin de déterminer la meilleure solution de dilution fut le pourcentage de

spermatozoide mobile.

D’une maniere générale on constate que le milieu Tris (control) représente le pourcentage le
plus faible en termes de mobilité (Figure 1) parmi les milicux utilisés et ce de T1—T3 avec un

pourcentage qui ne dépasse pas les 20 %.

Cela s’explique probablement par le fait que les spermatozoides non supplémentés ont subis

un stress oxydatif et que leur ressources d’antioxydants sont épuisées.
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Figure 15 : Histogramme représentant le pourcentage des spermatozoides mobiles
conservés a T°=4°C dans les 07 milieux utilisés, analysés a différents temps TO, T1, T2,
T3.

Pour le milieu VIT E, la figure 1 montre qu’a TO et T1 les valeurs des pourcentages de la
mobilité comme suit : VIT E = 16,82 et 16,08% respectivement. A T2 le pourcentage de
mobilité atteint son plus haut niveau a 21,2, pour ensuite chuter a T3 et retrouver les valeurs

enregistréesa TO et T1.

Le pourcentage de mobilité du milieu VIT E étant supérieur au milieu Tris (CONTROL), il
montre que la vitamine E a permis de piéger les radicaux libres et de rééquilibrer la balance

antioxydants/prooxydants.

La baisse du pourcentage de mobilité enregistrée a T 3 comparativement a T2 peut étre
expliquee par le fait que la vitamine E ne soit pas régénérée aprés avoir été oxydée, cela
revient au fait que la regénération de la vitamine ne peut se faire que grace a la présence de la

vitamine C qui est absente dans ce milieu.

Les résultats présentés dans ce travail révelent I’importance de la vitamine E et le role qu’elle
joue dans la lutte contre le stress oxydatif, cependant les activités de recherche a envisager
dans le futur seraient d’explorer I’intérét d’associer la vitamine E a d’autre molécule connues

pour leur action antioxydante.
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VI.  Effet de a vitamine C sur la conservation de la semence canine :

e [’objectif de I’étude menée par Ceylan et Serin en 2007 a été d’évaluer 1’effet de
I’addition d’acide ascorbique a différentes concentrations dans le milieu de dilution du sperme
de chien au cours du stockage a 5°C pendant 72 h. Les échantillons de sperme ont été obtenus
a partir de 6 chiens collectés 2 fois par semaine. L’acide ascorbique a été ajouté au milieu de
dilution aux concentrations de 0.22, 0.45 et 0.90 mg/ml. Aucun antioxydant n’a été ajouté au
milieu de dilution des échantillons contrdle. La motilité des spermatozoides, la viabilité et
I’intégrité de ’acrosome des échantillons de sperme ont été évalués immeédiatement apres la
dilution et 24, 48, et 72 h apres dilution et conservation a 5°C. La motilité a été évaluée sous
microscope a grossissement 200 avec maintien de la température a 37 °c. La viabilité et
I’intégrité acrosomal ont été évaluées par coloration a 1’éosine-nigrosine sous microscope a

contraste a grossissement 1250.

L’acide ascorbique aux concentrations de 0.22, 0.45 et 0.90 mg/ml a augmenté
significativement le pourcentage de spermatozoides viables et celui des spermatozoides a
acrosome intact. En effet, les résultats ont montré que la perte du nombre d’acrosome intact
durant la conservation ne différe pas significativement entre les trois concentrations d’acide
ascorbique et continuer d’augmenter au fil du temps. Cependant, le pourcentage d’acrosome
endommagé dans les échantillons contenant 0.22, 0.45 et 0.90 mg/ml d’acide ascorbique était
plus bas apres 48 heures (13.4 + 1.8%, 12.2 + 1.8% and 12.4 + 1.7%) et 72 heures (16.3 +

1.7%, 15.2 + 1.8% and 15.7 + 1.9%) que les échantillons « control » (15.5 +1.7% and 18.0 +

1.6%) sans acide ascorbique.

Pour ce qui est de la viabilité, les résultats de I’étude ont montré que le pourcentage de
spermatozoides viables dilu¢ dans les 0.22, 0.45, 0.90 mg/ml d’acide ascorbique ou dans les
échantillons « contrdle) ne différent pas significativement au moment de la dilution et aprés
24h de conservation a 5 °c. Cependant le pourcentage de spermatozoide viable dans les
échantillons contenant 0.45 mg/ml (78 + 3.1% et 73.9 £+ 3.5% a 48 a72h) et 0.90 mg/ml (78.9
+ 3.5% et 75.3 + 3.5% a 48 h et 72h) étaient significativement plus élevé que le groupe
« control » (74.5 £ 3.2% and 67.8 £ 2.9%).

Cependant, 1’addition d’acide ascorbique au milieu de dilution n’a pas augmenté le

pourcentage de spermatozoides motiles au cours de la période de 1’étude.
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En conclusion, 1’addition d’acide ascorbique au milieu de dilution du sperme de chien
améliore la survie et I’intégrité de 1’acrosome des spermatozoides mais pas le pourcentage de

spermatozoides motiles au cours de la conservation du sperme pendant 72 h a 5°C.

e Une seconde étude, faites cette fois ci par Mohammed et al en 2006 a portée sur
I’effet de la supplémentation en vitamine C sur un groupe d’individu infertile. Les parameétres
étudiés ont été la motilité, le nombre des spermatozoides et la morphologie avant et apres le

traitement a la vitamine C.

Le groupe d’individu a inclus 13 personnes infertiles, leurs ages allaient de 25 a 35 ans et
n’avaient aucune infection génitale ou varicocéle. L’analyse générale de la semence a révélé
une oligospermie chez ces individus (nombre de spermatozoides 14.3 +/- 7.38 x 10(6) spz/ml,
spermatozoides a morphologie normale 43 +/- 7.87%, mobilité des spermatozoides 31.2 +/-
9.61%).

Les patients ont recu une dose de 1000 mg de vitamine ¢ par voie orale pendant une durée de
2 mois. Les résultats ont montré une augmentation du nombre de spermatozoides a 32.8 +/-
103 x 10(6) spz/ml (P < .001). La mobilité des spermatozoides a quant a elle augmenté
significativement a 60.1 +/- 8.47% (P < .001). De méme, le nombre de spermatozoides a

morphologie normal a aussi augmenté a 66.7 +/- 4.77% (P <.001).

Cette étude a permis de démontrer qu’une supplémentation en vitamine C chez les hommes
infertiles peut conduire a une augmentation du nombre de spermatozoide, de leur motilité
ainsi que de leur morphologie et peut étre utilisé en tant que complément permettant

d’améliorer la qualité de la semence.

En conclusion, les études récentes ont prouvé que 1’acide ascorbique était un important
antioxydant qui pouvait jouer un role significatif dans 1’amélioration de la qualité de la
semence que cela soit par voie in vivo lors de la conception des spermatozoides ou lors de la

cryoconservation de la semence.
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VII. Etude de I’effet antioxydant de la vitamine A :
Peu de publications ont testé la supplémentation en vitamine A sur la qualité du sperme.

e [’étude menée par Goodarzi et al en 2015 et paru dans le International
Journal of Reproductive BioMedicine a permis de faire la corrélation entre les niveaux
sériques et seminal de lycopéne, beta caroténe et le rétinol — tout trois précurseurs de la
vitamine A- et les taux de dommages de I’ADN des spermatozoides chez les personnes

normospermiques et infertiles (Goodarzi et al., 2015).

Pour cette étude, deux groupes d’hommes dont 1’4ge varié de 20 a 40 ans ont été pris en
compte. Le premier contenant 71 personnes normospermiques et le second 61 personnes

infertiles.

Les hommes infertiles ayant une varicocéle, cryptorchidie, infection urinaire ou rénal,

chimiothérapie et les fumeurs ont été exclus de 1’étude.

Le sang et la semence ont été collectés aprés 3 a 4 jours d’abstinence. Les leucocytes étant
une source importante des ROS (reactive oxygen species), les échantillons contenant des

leucocytes et des spermatozoides ont été écartés.

L’analyse de la semence a été faite par systtme CASA. Les échantillons de sérum et plasma
séminal ont été maintenues a -70 °C jusqu’a I’analyse. La fragmentation de I’ADN a été
déterminée par la techniqgue TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferas-mediated dUTP

nick-end labeling) et part microscope a fluorescence a 488 nm.

Le Malondialdehyde (MDA) qui permet de mesurer la peroxydation des lipides, a été

déterminé dans le sérum et le plasma séminal par TBARS (thiobarbitoric fluorimetric assay).

Le lycopen, la beta caroténe et la vitamine A ont été extrait par HPLC.
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Tableau 19 : résultat de I’analyse de la semence, du taux sérique et séminal du MDA et du

taux sériques de lycopene, béta-carotene et vitamine A chez les hommes infertiles et

normospermicue.

Test parameter Normospermic Infertile P-value
Volume (ml) 3.2+0.62 2.6£0.57 0.004
Count (10%/ml) 75.6+12.94 53.7+28.96 <0.001
Morphology (%) 30.21+4.8 18.62+11.68 <0.001
Viability (%) 55.98+6.94 31.32+£10.98 <0.001
Mobility (%) 37.86+7.35 17.69+8.96 <0.001
Serum MDA (nmol/ml) 3.49+2.71 3.8+1.60 0.426
Seminal plasme MDA 0.69+0.248 0.93+0.34 <0.001
(nmol/ml)

Serum Lycopen (ppm) 0.29£0.15 0.20£0.12 <0.001
Serum beta carotene (ppm) 0.33+0.19 0.25+0.14 0.005
Serum vitamine A (ppm) 66.46+15.30 58.78+12.72 0.003

Les résultats ont permis de démontré que le taux de MDA sans le plasma séminal dans le

groupe des hommes infertiles était plus élevé que chez les hommes normospermiques.

En contrepartie, les taux de lycopéne, béta-caroténe et vitamine A chez les hommes infertiles

étaient plus bas comparé au groupes control.

Les résultats du test TUNEL ont montré que 1étaux de fragmentation de I’ADN chez les
hommes infertiles était plus haut que chez les hommes fertiles (18.94 + 2.68 vs. 13.42 + 2.14
%, p< 0.001).

a) Infertile b) Normospermique

Figure 16 : Image des résultats de la techniqgue TUNEL
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Les spermatozoides endommagés sont colorés en vert tandis que les spermatozoides normaux

sont colorés en rouge.

Cette étude nous a permis de demontré la relation qui existe entre les taux serique et séminaux

du MDA, indicateurs d’un fort taux de ROS et les la vitamine A et ses précurseurs.

La vitamine A et ses précurseurs étant des antioxydants, ils peuvent étre utilisés afin de

diminuer le stress oxydatif et augmenter les chances de fertilités.
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CONCLUSION :

La cryoconservation est une technique de conservation de la semence de plus en plus utilisée
de nos jours chez I’espéce canine. Néanmoins, c’est aussi un processus entrainant de
nombreux effets néfastes sur les spermatozoides notamment des dégats au niveau de la
membrane plasmique, des protéines et de I’ADN di au stress oxydatif et qui peuvent nuire a
la fertilité des spermatozoides. De nombreux protocoles de cryoconservation sont proposes
dans la littérature afin de diminuer les effets négatifs. Notre travail a eu pour but d’étudier
I’effet supposé du pollen de palmier dattier sur les caractéristiques des spermatozoides apres
avoir subi un stress oxydatif provoqué par la cryoconservation. D’autres parts, nous avons
étudié I’'impact que peut avoir les antioxydants composant le pollen de Phoenix dacylifera L
sur les parametres des spermatozoides. Les résultats auxquels nous sommes arrivés apres revu
des documentations scientifiques traitant de ce sujet ont été encourageants. En effet, nous
avons pu constater que la cryoconservation a un effet délétere sur les spermatozoides comme
I’ont démontré par le pass¢ de nombreuses études. D’autres parts ces dégats sont de types
stress oxydatifs. Nous nous sommes alors intéressés a I’action antioxydante du pollen de
palmier dattier qu’ont prouvé d’autres travaux. Nous avons enfin pu affirmer que les
composants du pollen de Phoenix dactylifera L pris un a un était d’important antioxydant

permettant d’expliquer 1’action du pollen de palmier dattier.

Les résultats de ce travail nécessitent d’étre confirmés par d’autres travaux portant a la mise
en pratique du protocole envisagée dans notre étude. Si de telles études confirmaient que le
pollen de palmier dattier avait un effet bénéfique sur les spermatozoides, il serait alors
nécessaire, avant de mettre en application cette technique, de réaliser des inséminations
artificielles pour déterminer si les taux de gestation et les tailles des portées obtenus seraient

satisfaisants.

Il existe donc de nombreuses étapes nécessaires avant que le pollen de Phoenix dactyliféra L
ne soit utilisable en pratique. Mais, si tel était le cas, ce serait une grande avancée dans le

monde de la reproduction canine assistée
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