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Résumé :

L’objectif de ce travail était de décrire les facteurs limitant la congélation de la semence équine
tout en rapportant les perspectives dans ce domaine. Généralement, la semence d’étalon peut étre
utilisée directement a 1’état frais aprés la récolte pour une insémination immediate, ou étre conservée
sous forme réfrigérée ou congelée pour une insémination ultérieure. La cryoconservation du sperme
implique le stockage du sperme & des températures inférieures a zéro. Cela a permis de diffuser la
génétique de nos meilleurs étalons et d’importer celle des champions, garantir une assurance contre la
perte imprévue d'un étalon et permettre l'acces au sperme congelé si le sperme frais ou refroidi n'est pas
disponible. Les agents cryoprotecteurs sont soit non pénétrants (lait, jaune d’ceuf) soit pénétrants
(glycérol). Elle consiste en une série d’étapes allant de la récolte et évaluation de la semence jusqu’a la
décongélation. Cependant, le spermatozoide (SPZ) est sensible a de nombreux facteurs de
I’environnement tels que la température, la lumicre, certains facteurs d’agression physique ou
chimique. Les dégats subis par les SPZs du fait des chocs thermiques dus au froid sont attribués a des
modifications de la structure lipidique de la membrane plasmique. De ce fait, le diagnostic des Iésions
subies par le SPZ lors des processus de conservation doit étre affiné et des méthodes de prévention
adaptées aux Iésions observées doivent étre proposées. De plus, ’amélioration des propriétés physico-
chimiques des milieux de congélation devrait permettre de mieux conserver et protéger le SPZ des
lésions de congélation ou d’oxydation, le tout en évitant I’emploi de composants potentiellement
toxiques pour celui-ci. Dans notre pays, 1’opération de la cryoconservation étant tres délicate,
nécessitant la bonne volonté, le bon investissement afin d’¢largir 1’utilisation et d’augmenter les essais
sur les différents milieux de cryoconservation afin d’obtenir ceux qui ont les meilleurs effets sur les
parametres de sperme de nos étalons.

Mots-clés : Cryoconservation, sperme, étalon, methode, limites, perpectives.



Summary:

The objective of this work was to describe the factors limiting the freezing of equine semen while
reporting perspectives in this area. Generally, stallion semen can be used directly fresh after harvest for
immediate insemination, or stored in refrigerated or frozen form for subsequent insemination. Sperm
cryopreservation involves storing sperm at subzero temperatures. This has helped spread the genetics of
our top stallions and import that of the champions, ensure insurance against the unexpected loss of a
stallion and allow access to frozen semen if fresh or chilled semen is not available. Cryoprotective
agents are either non-penetrating (milk, egg yolk) or penetrating (glycerol). It consists of a series of
steps from harvesting and evaluating the semen to thawing. However, the sperm (SPZ) is sensitive to
many environmental factors such as temperature, light, certain physical or chemical stressors. The
damage to SPZs due to thermal shock due to cold is attributed to changes in the lipid structure of the
plasma membrane. Therefore, the diagnosis of lesions undergone by SPZ during preservation processes
must be refined and prevention methods adapted to the lesions observed must be proposed. In addition,
improving the physicochemical properties of freezing media should allow SPZ to be better preserved
and protected from freezing or oxidation damage, while avoiding the use of potentially toxic
components for it. In our country, the operation of cryopreservation being very delicate, requiring
goodwill and good investment in order to broaden the use and increase the tests on the different
cryopreservation media in order to obtain those with the best effects on the semen parameters of our
stallions.

Keywords: Cryopreservation, sperm, standard, method, limits, prospects.
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Introduction

Introduction :

Depuis une vingtaine d’années, la semence congelée a été bien utilisée pour I’insémination artificielle
(IA) dans la filiere équine, apres qu’elle ait été limitée pendant de nombreuses années dans certains
pays de monde, notamment en Grande-Bretagne. Et ce n’est qu’en 2001 que les deux plus grandes
associations de race du monde, I’American Quarter Horse et 1’American Paint Horse, ont autorisé
I’insémination des juments avec de la semence congelée, stimulant un intérét nouveau pour la
technologie de cryoconservation de la semence d’étalon, ce qui a permis de diffuser la génétique des
meilleurs étalons et d’importer celle des champions (Marc, 2015).

Les congélations effectuées en dehors des saisons sportives permettent d’inséminer de nombreuses
juments pendant la saison de reproduction pendant que les étalons concourent dans des lieux éloignés.
En outre, la congélation a donnée 1’avantage de conserver le matériel génétique a long terme et
d'accéder au sperme congelé si le sperme frais ou refroidi n'est pas disponible, et c’est grace a elle que
l'assurance contre la perte imprévue d'un étalon et la possibilité d'expédier le sperme dans le monde

entier sont rendues possibles (Dascanio, 2014).

C’est pour cela que nous avons envisagé cette synthese bibliographique afin d’étudier les facteurs qui
influent sur la congélation du sperme chez I’étalon. Dans un premier temps, nous avons passé en revue
les rappels d’anatomie et de physiologie sexuelle de I’étalon; par la suite, une présentation des
méthodes de collecte et de conservation de la semence chez la méme espéce (plus spécifiquement la
congélation) a été réalisée.Tout cela ayant pour but la mise en évidence des facteurs limitant la

congélation du sperme chez I’étalon tout en rapportant des perspectives dans le méme contexte.
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Chapitrel : Rappels d*anatomie et de physiologie sexuelle de I'étalon
I. Anatomie de I'appareil reproducteur de I'étalon:

L’appareil génital du male est formé par I’ensemble des organes chargés de 1’¢laboration du sperme et
du dép6t de celui-ci dans les voies génitales femelles. 1l se compose de trois grandes parties : les
testicules, les voies spermatiques et de 1’urétre (Roger, 2009).

I.1. Enveloppes des testicules :

Ces enveloppes protégent et soutiennent la glande génitale et ses premiéres voies d'excrétion.

1.1.1 Les enveloppes testiculaires superficielles : (figure 01)
A. Scrotum :

Il et constitue de :
- Lapeau : elle forme un sac superficiel commun aux deux testicules

- Dartos : il double intiment la face profonde du scrotum
B. Fascia spermatique externe :

Le fascia spermatique externe est une couche de tissu conjonctif formée de minces lamelles

superposées et translucides (Collin, 2003).
1.1.2. Les enveloppes testiculaires profondes (figure 01)

A. Crémaster :

Les muscles striés de la paroi sont réduits ont une dépendance de 1’oblique interne de I’abdomen.
(Barone,2001).
B. Fascia spermatiques interne et tunique vaginale :

Ils forment la gaine vaginale du testicule est en réalité une séreuse (Collin, 2003) (Figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique des enveloppes testiculaires(Barone, 2001)

1.2. Testicule :

Le testicule, glande geénitale male, est un organe pair, Il a une fonction exocrine en assurant la

spermatogénese et une fonction endocrine en sécretent la testostérone(Collin, 2003).

1.3.Voies spermatique :

Les voies d’excrétion du sperme ou voies spermatiques s’étendent des testicules jusqu’au sinus uro-

génital(Barone, 2001).

L.3.1L’épididyme :

L’¢épididyme représente la partie des voies spermatiques. Il est situé le long du bord dorsal ou
épididymaire du testicule.

e Conformation : 1’épididyme est fondamentalement un systéme de conduit dont la longueur

totale peut atteindre 1000 fois la longueur du testicule. L organe est cependant pelotonné,

replie sur lui-méme, entouré par une membrane ce qui lui donne I’aspect d’une production

allongée ne mesurant finalement que 12 a 13 cm de longueur ; on lui reconnait une téte, un
corps et une queue.
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La téte de I’épididyme : élargi couvre le pole cranial du testicule avec lequel elle est en continuité

directe puisqu’a ce niveau, elle regoit les 12 a 13 canalicules efférents provenant eux-mémes du rete-
testis.

Le corps de I’épididyme : est aplati d’'un coté a l'autre. Il est parallele au bord dorsale et

épididymaire du testicule.

La queue_del’épididyme : est globuleuse et située médialement par rapport au pdle caudal du

testicule avec lequel elle n’est pas en continuité de substance. Elle est de plus attachée au fascia
spermatique interne. La queue de I’épididyme se prolonge vers le haut par le canal déférent.

e Structure : I’épididyme est constitué par un trés long systeme canaliculaire enfermé dans une
membrane albuginée et recouvert par une sereuse.

- Le systeme canaliculaire de I’épididyme est formé au niveau de la téte par ’aboutissement des
canalicules efférents, prolongation du retetestis. Ils confluent pour former un conduit unique trés
flexueux, le conduit épididymaire dont la longueur peut atteindre 85 cm chez le cheval.

- La progression des spermatozoides dans le systéme canaliculaire est assurée par les fibres
musculaires lisses présentes un niveau de 1’albuginé de la téte de I’épididyme, et aux battements des
cils de I’épithélium des canalicules efférents et la musculature lisse du conduit épididymaire qui est
responsable d’ondes péristaltiques réguliéres. Durant cette traversée, les spermatozoides murissent et
deviennent fécondants(Collin, 2003) (Figure 2).

" Canal déférent
Téte de I'épipididyme
Corps de |'épididyme

Queue de
I'épididyme

Rete testis = ‘_é‘\}s%
Tubes mm\\

séminiferes droits

N

Figure 2 : Structures du testicule et de I’épididyme gauche (Collin, 2003)

Lobules et tubes
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albuginée
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1.3.2. Conduit ou canal déferent :

Le canal déférent fait suite au conduit épididymaire et s’étend jusqu’a la portion pelvienne de 1’urétre
(Barone, 2001 ; Roger, 2009).

1.3.3. Conduit ou canal éjaculateur :

Le conduit éjaculateur résulte de la réunion de la terminaison du conduit déférent avec celui de la
glande vésiculaire. 11 est tres bref chez le cheval (Collin, 2003).

1.3.4. Urétre :

L’uretre male Est un long conduit impair ayant pour fonction I’excrétion de 1’urine et aussi celle du

sperme(Barone, 2001).

I.4. Glandes annexes de ’urétre :

A nombre de trois glande, la prostate et les deux glandes bulbo-urétrales déversent au moment de
I’¢jaculation leur sécrétion dans la cavité de la partie pelvienne de I'urétre.

1.4.1. Glande vesiculaire :

La glande veésiculaire ou glande séminale est une glande allongée, paire située au-dessus de la vessie
et de son col ; el déverse son produit de sécrétion dans 1'urétre par I’intermédiaire d’un conduit ou
canal éjaculateur rudimentaire qu’elle a en commun avec le conduit ou canal déférent (Temin, 2015).

1.4.2. La prostate :

La prostate est plus un complexe glandulaire qu’une véritable glande impaire, la prostate de I’étalon
est une glande large, bilobée qui coiffe la face dorsale et les faces latérales de 1'urétre et les cotée du
col de la vessie(Barone, 2001).

1.4.3. Glande bulbo-urétrale:

De chaque c6té de la fac dorsale de la partie pelvienne de 1’urétre, un peu avant du bulbe de 1'urétre,
existe une glande bulbo-urétrale ou glande de cowper (Temin, 2015)

I.5. La partie libre du pénis :

La zone du périnée s’étend de 1’anus aux enveloppes testiculaires. Le prépuce y fait suite et se termine
par un ostium préputial. Le prépuce est un repli de peau en continuité avec la peau de I’abdomen qui

entoure la partie libre du pénis (Barone, 2001) (Figure 3).
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Figure 3 : Coupe longitudinale de la partie libre du pénis (Barone, 2001)

I1-Physiologie sexuelle de I’étalon

11.1 La saison sexuelle de I’étalon:

L’étalon peut se reproduire physiologiquement toute I’année mais de par la saisonnalité de la jument,
il exprime son comportement sexuel en méme temps que cette derniére. 1l est par contre possible de
prélever des étalons toute ’année soit pour effectuer une analyse de la semence lors de probleme de

fertilité, soit pour congeler des paillettes de sperme (Tibaryet al, 2005)

1.2 Spermatogénese et spermiogénese :

La formation du spermatozoide se fait en deux étapes: la spermatogénéese et la spermiogénése. Qui
débutent au niveau des tubes séminiféres puis se déroulent dans 1’épididyme, pour finir dans les voies
génitales femelles. La durée de la formation du spermatozoide est de 49 jours chez I’étalon. La
connaissance de cette durée est importante pour la préparation de I’animal en vue d’une saison de
monte. De méme un incident influencant la production des spermatozoides peut avoir des

répercussions sur ’aptitude reproductrice 49 jours plus tard(Barone, 2001).

11.2.1 Spermatogénése :
La spermatogénese commence dans les testicules, en tout premier lieu dans les tubes séminiferes. Elle
se met en route apres la puberté sous ’action de la LH (luteinising hormone) sur les cellules de leydig

et de la FSH (follicule stimulating hormone) sur les cellules de sertoli (Heymonet al, 2005).
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Chez 1’étalon, la spermatogénése permet de produire 16x10 spermatozoides par jour par gramme de
testicule (Senger, 2012) (Figure 4).
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Figure 4 : La spermatogenese (Senger, 2012)

11.2.2 La spermiogénése :
La spermiogénése permet le passage de la spermatide (cellule arrondie ayant une organisation
cytoplasmique banale) au spermatozoide (petite cellule tres effilée, mobile pauvre en cytoplasme et en
réserves (Thibault et al, 2001).
Cette étape correspond a de nombreux remaniements cytoplasmiques et a la condensation de la

chromatine (Dadouneet al, 2001).

11.3 Le spermatozoide :
Le spermatozoide correspond au gamete male, il transporte ’information génétique dans le tractus
génital femelle et la délivre a Dintérieur de 1'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 (Ponthieret al, 2014).

La taille et la forme du spermatozoide varient entre espéces (Senger, 2005). Chez I’étalon, il mesure
60 um de long sur 2,7 um de large (Amannet al, 2011). Morphologiquement, le spermatozoide des
mammiferes est divisé en deux parties (Figure 5).

La téte : comprend ’acrosome, le chapeau nucléaire, et le noyau cellulaire.

La queue ou flagelle : comprend la piéce intermédiaire, la piéce principale et la piéce terminale.
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La membrane cytoplasmique : constitue la barriere avec le milieu extérieur, Elle n’est pas
homogene mais est divisée en de nombreux micro-domaines (mosaique) ou des protéines spécifiques
sont fixées (Senger, 2005 ; Lopez et al 2007 ; Boerkeetet al, 2008 ; Gadella, 2008).

Protéines de membrane
Protéines séminales:
Capacitation

Flagelle

\ /’/ v

\ /

\|/ Noyau: ADN

W

Mitochondries v
Acrosome

Figure 5 : Structure du spermatozoide (Ponthieret al, 2014).
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I.Collecte de la semence :
1.1 Méthodes de récolte de la semence
I.1.1 Récolte a I’aide du vagin artificiel :

Chez I’étalon, la récolte par vagin artificiel constitue la méthode de choix, tandis que la
nécessité de la présence d’une jument en plein cestrus pour jouer le rle du boute-en-train afin d’initier
la suite d’événements menant a I’accouplement représente 1'un des inconvénients de cette technique,
dont la nécessité pour le collecteur d’étre trés proche de I’animal peut se révéler dangereuse pour ce
dernier (Marc, 2015).

A. Description :

C’est un appareil simple et pratique, il est constitué de :

- Un manchon extérieur : c’est un cylindre en caoutchouc rigide, dont la longueur et le
diametre intérieur varient selon le type du vagin artificiel utilisé lors de la collecte chez I’étalon.

- Un manchon intérieur : c¢’est une capote amovible et gonflable, également en caoutchouc.
La paroi qui le constitue est donc double et I’espace entre les deux manchons peut étre rempli d’eau
chaude en quantité suffisante a I’aide d’une valve extéricure de fagon a ce que la temperature de la
lumiere du vagin artificiel soit comprise entre 45 et 48°Cet la pression soit également équivalente a
celle du vagin de la femelle.

- Un cbne en silicone : qui prolonge le vagin artificiel, a I’extrémité duquel est fixé un tube
de collecte en verre ou en plastic gradu¢ pour recueillir le sperme, et ’autre extrémité servant a
introduire le pénis est lubrifiée (Noakes et al, 2009).
B. Choix de type du vagin artificiel :

Le tableau suivant présente les modéles du vagin artificiel les plus utilisés.
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Tableau 01 : les modéles du vagin artificiel couramment utilisés et leurs caractéristiques

principales (Stevenet al, 2011).

Vagin artificiel
Missouri

-C’est le plus
largement utilisé surtout aux
Etats-Unis.

-Peu couteux, léger,
facile a assembler et a
nettoyer.

- La température
interne de sa lumiere peut
dépasser le seuil de tolérance
au sperme de 45 a 48 °C,
une propriété avantageuse
pour les étalons qui préféerent
les températures plus
éleveées.

-La chance de
contamination du sperme
collecté par une fuite d’eau
est trés minime.

-deux longueurs sont
disponibles (16 pouces et 22
pouces), les étalons avec un
grand pénis peu préferer le
liner plus long.

Figure 06 'vagin
artificiel de type Missouri
(Steven P. et al. 2011).

Vagin artificiel Colorado

-Le modéle Colorado
original

Est plus encombrant a
utiliser que le modéle
Missouri.

-1l offre une bonne
rétention de la chaleur du fait
qu’il y a deux doublures en
caoutchouc entre la chambre
d’eau et la lumiere du vagin.

-Le risque de
contamination du sperme
collecté est aussi réduit.

-La température doit
étre soigneusement réglée
pour éviter tout dommage
thermique  excessif  au
sperme éjaculé car la veste
d’eau est plus longue que le
pénis.

Figure 07

: vagin artificiel
de type Colorado (John
Dascanio.2014)

Vagin artificiel
Japonais (Nishikawa)

Il n’est plus
disponible aux Etats-Unis.

-II’ est composé d’un
petit boitier en aluminium,
avec un matériel léger facile
a assembler et a nettoyer.

-Le contact du sperme
avec le liner en caoutchouc
est trés minime.

-L’eau peut
facilement couler ce qui
réduit la pression du vagin et
augmente le risque de
contamination de 1’eau dans
I’¢jaculat.

-Des trous tres
ponctuels peuvent se
développer dans la gaine en
caoutchouc entrainant une
fuite d’eau dans la lumiére
du vagin.

Figure 08:
artificiel de type Nishikawa
(Steven P. et al. 2011).

vagin

C. Préparation du vagin artificiel :

Juste avant la collecte du sperme, la chemise d’eau est remplie d’eau a 45 - 50°C pour
fournir une température luminale de 44 a 48°C, supérieure a celle du corps afin de stimuler le pénis et
faciliter I’éjaculation. Et la pression doit étre ajustée et adéquate pour assure un bon contact uniforme

autour du pénis et une érection compléte.
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La surface interne de vagin artificiel doit étre lubrifiée avec un lubrifiant stérile non- péricide.

D. Lacollecte de sperme :

Une fois que I’étalon a été taquiné a la source, le pénis en érection est lavé a I’eau tiéde et
séche.

L’étalon doit s’approcher de la source de montage, avec I’entraineur et le collecteur du
méme coté du cheval. Une fois qu’il est monté, le pénis est dévié dans le vagin artificiel.

Une fois que 1’éjaculation commence, le vagin est retiré du pénis tout en abaissant lentement
son extremité distale, et le filtre est retiré rapidement tout en évitant la contamination de sperme
collecté par du gel (Dascanio, 2014)

1.1.2 La récolte par électro-éjaculation :

La technique d’électro-éjaculation consiste a stimuler de fagon électrique les centres nerveux
responsables de I’émission et de I’éjaculation. La stimulation électrique est réalisée a travers la
muqueuse rectale par le passage d’un courant de fagon diffuse dans la sphere génitale. Ce sont le nerf
hypogastrique responsable de 1’émission et les nerfs honteux interne et pelvien, responsables de
I’érection et de 1’¢jaculation, qui sont stimulés. L’obtention de I’érection, si elle est fréquente, n’est
pas toujours observée et n’est pas indispensable (Noakes et al, 2009).

1.1.3 La récolte par €jaculation chimique :

Le sperme peut étre prélevé sur des étalons présentant un handicap physique ou un
probleme éjaculatoire selon la procédure d’éjaculation chimique, connue sous le nom « d’éjaculation
ex copula induite par un médicament ». Les étalons reproducteurs pour lesquels cette procédure est
bénéfique incluent les chevaux avec des problemes musculo- squelettiques graves, des défauts
neurologiques, une paralysie de pénis et autres problemes (Dascanio, 2014).

I1.Controle de la semence :
1.1 Examens macroscopiques :
1.1.1 Volume:

Le volume de I’éjaculat est évalué par lecture directe sur le tube de collecte gradué juste
aprés la récolte. Celui-ci est tres variable en fonction des individus, de leur age, de leur taille, la
fréquence des récoltes et la méthode de récolte. Ainsi que la saison et le temps de préparation de
I”¢étalon.

11.1.2 Couleur et aspect :

Le sperme apparait blanc, laiteux a 1’état normal, mais celui-ci peut présenter des teinte jaune,
brunatre, grisatre, considérées alors comme pathologiques (présence de pus, d’urine) (Derivaux,
1971). Suivant sa teneur en gel, variant de 6 a 94 pour cent, la semence apparait plus ou moins
gélatineuse (Pickett,1971).
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11.1.3 PH:

Le PH physiologique du sperme est légérement basique, avec des valeurs de ’ordre de 7,2 a
7,7. La saison, la fréquence des éjaculations et la concentration en spermatozoides constituent des
facteurs a I’ origine de variation des valeurs de ce PH du sperme normal des étalons (Blanchard et al,
2005).

1.2 Examen microscopique :

11.2.1 Concentration :

C’est un critére important pour le jugement de la qualité de la semence, dont 1'objectif est de
redéterminer le nombre de spermatozoides par millilitre de semence pure. Elle peut étre déterminée
directement par comptage des spermatozoides au moyen d’une cellule hématimétrique, ou a ’aide
d’un spectrophotometre dans la plupart des laboratoires de reproduction équine.

11.2.2 La Motilite :

La mobilité des spermatozoides, c’est-a-dire le pourcentage de spermatozoides mobiles,
doit étre évaluée le plus rapidement possible, dans les 10 a 15 minutes apres la récolte. Elle peut étre
évaluée par observation au microscope ou de facon automatisee.

11.2.3 La morphologie :

L’étude de la morphologie des spermatozoides est réalisée a 1’aide d’un microscope 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
(Blanchard, 2003) (figure 9).

1 T8 A Piéces Gouttelettes Queues
Norma RS l Crosomes  jhtermédiaires cytoplasmique anormales
anormales anormaux R

NIRINIRL

L0 (0 (|

Figure 09:Représentation schématique de la morphologie normale d'un spermatozoide et

“ | ]
{

quelque anomalie pouvant étre rencontréees (Steven et al, 2011).
I11.Conservation de la semence :
La semence d’étalon peut étre utilisée directement a 1’état frais apres la récolte dans le but
d’une insémination immédiate, ou étre conservée sous forme réfrigérée ou congelée pour une

insémination ultérieure.
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I11.1 Conservation a court terme :
111.1.1 Semence fraiche :

Pour les étalons ayant de bonne fertilité, le sperme collecté est utilisé immédiatement ou

jusqu’a 6 heures apreés sa récolte et ce n’est pas nécessaire de le refroidir.
I11.1.2 Semence refroidie :

La réfrigération peut étre indiquée dans le cas d’une insémination a distance lorsque les
animaux sont éloignés geéographiquement, lorsque la semence est de qualité médiocre ou encore
lorsqu’il faut différer une insémination initialement prévue avec de la semence fraiche (Marc, 2015).

I11.2 Conservation a long terme (La Cryoconservation) :
111.2.1 Définition :

La cryoconservation correspond a la préparation de cellules ou de tissus en vue de leur
stockage a une température inferieure a -80°C. Cette procedure permet la conservation de ces cellules
ou tissus pendant de nombreuses années et leur utilisation aprés réchauffement a la température
ambiante. Les spermatozoides de mammiféres furent les premieres cellules a étre congelées avec
succes dans les années cinquante par Polge, Smith et Parkes, depuis, la cryoconservation de la
semence n’a cess¢ de se développer, notamment en ce qui concerne la reproduction dans les filicres
d’¢levage (Day et Stacey, 2007).

111.2.2. Principe :

La cryoconservation du sperme implique le stockage du sperme a des températures
inférieures a zéro (c'est-a-dire congelées), ton qu’il n’est pas possible de garder les spermatozoides a
la température du corps vue de la mortalité cellulaire importante qui s’ensuit a cause d’une activité
métabolique intense (Varner et al. 1988).

111.2.2. La cryoconservation dans I’espéce équine :

Gréace a la cryoconservation, un intérét plus vif est apporté a la reproduction des chevaux
de course, ce qui a permis de diffuser la génétique de nos meilleurs étalons et d’importer celle des
champions, garantir une assurance contre la perte imprévue d'un étalon et permettre l'accés au sperme
congelé si le sperme frais ou refroidi n'est pas disponible avec la possibilité d'expédier le sperme dans
le monde entier (Dascanio, 2014).

111.3.1. Les agents cryoprotecteurs :
A. Les cryoprotécteurs non pénétrants :

Ils agissent uniquement dans le milieu extracellulaire.
-Le lait : constitue le composant de base de nombreux dilueurs. Il permet un apport en

phosphates, citrates et sucres aux spermatozoides, possede un pH proche de celui du sperme.
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-Le jaune d’oeuf : Il a été démontré que sa présence protégeait contre le choc par le froid, il
assure la protection des membranes des spermatozoides lors de la congélation gréce aux
phospholipides qu’il contient.

B. Les cryoprotecteurs pénétrants

-Le glycérol : est resté le principal agent protecteur cryogénique pour la congélation du
sperme, Son mode d’action reste obscur, méme s’il est connu qu’il modifiera la formation de cristaux
de glace pendant la congélation et la décongélation.

111.3.2 Dilution du sperme :

Les chercheurs s’intéressant a la conservation de la semence ont trés vite remarqué la
nécessité de diluer la semence dés sa récolte, sans quoi sa durée de vie ne dépasse pas une heure ou
deux (Katila, 1997) et son pouvoir fécondant est en grande diminution.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour la dilution de la semence.

Un dilueur est nécessaire pour assurer une protection aux spermatozoides, entre autres par un
effet de volume. 1l existe un grand nombre de dilueurs, a base de lait ou de solution saline, ayant tous
pour objectif une meilleure survie des spermatozoides.

Les principaux dilueurs a I’heure actuelle sont (tableau 2) :

- Le lait UHT, le Kenney aussi appelé EZ-Mixin (CST Colorado) ou Non-Fat Dried
Milk SolidsGlucose (NFDMSG) ou encore Skim Milk Glucose extender (SKMG), le KMT,
surtout utilisé pour remettre en suspension le sperme centrifugé car une interaction néfaste avec le

plasma séminal a été mise en évidence (Rigby et al, 2001), PINRA96.
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Tableau 02 : Les principaux dilueurs(Dascanio, 2014)

Name Formula’®
Kenney extender 1. Mix nonfat dry milk solids (2.4 g) and glucose (4.9 g) with 92 mL of denionized
water.
2. Add crystalline penicillin G (150,000 U) and crystalline streptomycin sulfate
(150,000 pg) or gentamicin sulfate (100 mg) mixed with 2 mL of 7.5%
sodium bicarbonate.
Modified Kenney extender 1. Mix nonfat dry milk solids (24 q), glucose (26.5 g), and sucrose (40 g) with

(TAMU? formula) 907 mL of delonized water.
. Add potassium penicillin G (1,000,000 U) and amikacin sulfate (1 g).

. Buffer to pH 6.8 to 6.9

1. Heat 100 mL of nonfortified skim milk to 92°C to 95°C for 10 minutes in a
double boiler. Cool.
. Add polymyxin B sulfate (100,000 U).

. Dissolve 1.3 g of unflavored gelatin in 10 mL of sterile deionized water. Sterilize.
. Heat half and half cream to 92°C to 95°C for 2 to 4 minutes in a double boiler.
Remove scum from surface.
3. Mix gelatin solution with 90 mL of heated half-and-half cream (100 mL total
volume). Cool.
4. Add crystalline penicillin G (100,000 U), streptomycin sulfate (100,000 pg),
and polymyxin B sulfate (20,000 U).

Heat half and half cream (1 pint) to 85°C to 92°C in a glass flask in a double

boiler for 10 minutes. Remove scum from surface.

2. Dissolve 6 g of unflavored gelatin in 40 mL of 5% dextrose and heat to 65°C in
a water bath.

3. Add hot gelatin solution to cream and allow to cool covered to 35°C to 40°C.

4. Add potassium penicillin G (1,000,000 U) or amikacin sulfate (0.5 q).

w N

Skim milk extender

N

Cream-gel extender

N =

Modified cream-gel extender e

*Many different antibiotics and antibiotic dosages have been used with these basic extenders, including potassium penicillin G (1000 to

2000 U/mL), streptomycin sulfate (1000 to 1500 pg/mL), polymyxin B sulfate (200 to 1000 U/mL), gentamicin sulfate (100 to 1000 ug/mL),
amikacin sulfate (100 to 1000 pg/mL), ticarcillin (100 to 1000 pg/mL, or timentin (100-1000 g ml). Use of reagent grade gentamicin sulfate
or reagent grade amikacin sulfate may necessitate the addition of sodium bicarbonate to adjust the pH of the extender to 6.8 to 7.0. Gentami-
cin and amikacin must be ‘reagent grade’, and not the injectable formulations that contain spermicidal preservatives. The extenders can be

stored in small packages at -20°C and thawed immediately before use.

TAMU, Texas A&M University.

Trade Hame
IMNRA 96 extemnder

E-Z Min

Skim kil Extender

Eenney Skim Milk Extender

Kenney Extender

Dr. Kenney Ready hix
Extender

Mext Generation inhersal
Stallon Sermen Extender

Manufacturer

IMV Technologies
11725 95th Awve Morth
Maple Growe, MM 553659

Amnimal Reproduction Systems
14395 Ramona Ave
Chino, CA %1710

Lane Manulacturing Co
045 5 Valentla St, Linit 1
Drepner, T 80237

Har-Vet e

219 5 McKay fwve

Boog 350

Spring Valley, W1 54767
Hamiltan Research Inc

PO Box 2090

South Hamilton, BAA 01982

Equime: Breeders Services
1102 =5~ Street
Penrose, CO B1240
Exodus Bresders Supphy
5470 Mt Pisgah Rd
York, PA 17408

Comments

Avallable ondy with gentamicin In low
concentration.
Should broader-spectrum antimicrobial
activity be desined, tementin
(100 to 1000 gl ) may be added

i | by Bl with semen.

Avallable with or without different
antibactics.
Aoallable with or withoutl antiblotics,

Sevailable with or withour antibiotics.

Aovallable without antiblobics,

JSoallable with or without antiblotics.

Aovallable with or without antibiobics.

pdo evvciorsenment of products B intemded.
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111.3.3 Les différentes étapes de la cryoconservation :
A. Récolte et évaluation de la semence :

Il existe de nombreuses techniques de récolte de la semence, rappelons que la technique
la plus utilisée dans I’espéce équine est celle du vagin artificiel.

Le sperme est dilué une premiere fois avec le premier milieu a base de lait ou de composants
de lait.

B. Séparation des différentes phases du sperme par centrifugation :

La technique de séparation utilisée en routine est la centrifugation. Par ailleurs, elle
permette d’augmenter la concentration en spermatozoides de 1’éjaculat, en enlevant le plasma séminal
entierement (Vidament et al, 2000 ; 2001), car il ne semble pas bénéfique pour la congélation du
sperme équin (Moore et al, 2005), soit en gardant une petite fraction de celui- ci, de ’ordre de 5 % du
volume final aprés centrifugation (Salazar et al, 2008 ; Ponthier et al, 2013), pour la congélation.

La semence est diluée avec un dilueur primaire a 37°C, Les tubes sont centrifugés,
idéalement a 600xg pendant 10 minutes (Barrier-Battut 2013 ; Neto et al. 2013). Ensuite,le
surnageant est enleve, et les spermatozoides du culot sont alors remis en suspension dans une quantité
appropriée de dilueur(Barrier-Battut 2013). L’ajout des milicux coussin a base d’une solution
d’iodixanol, au fond des tubes a permis d’augmenter jusqu’a plus de 90 % le pourcentage de
récupération des spermatozoides apres centrifugation (Waite et al, 2008 ; Hoogewijs et al, 2010).
C.Ladilution :

Une fois que le culot riche en spermatozoides est obtenu, il est dilué avec le milieu de
congélation contenant un agent cryoprotécteur.

La concentration finale aprés congélation dépend de la dilution avec le milieu de congélation et
donc des options de commercialisation choisies lors de la production, mais aussi de la contrainte
technique imposée par le milieu de congélation.

D.L’équilibration (la réfrigération) :

Le premier palier de la descente en température consiste a équilibrer la température du
sperme a 4°C pendant 75 minutes (Ponthier et al. 2014). Cette étape d’équilibration fait suite a la
centrifugation et a la dilution et correspond a la réfrigération préalable de la semence avant la
congélation proprement dite. Elle permet au glycérol de pénétrer dans la cellule et serait a I’origine
d’une meilleure survie des spermatozoides apres decongélation en leur évitant un refroidissement trop
brutal (Marc, 2015).
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E. Le conditionnement :

La semence est conditionnée juste avant d’€tre congelée, dans le but de fractionner la
semence de facon a ce qu’elle soit facilement identifiable, stockable et utilisable. Deux principaux
supports sont disponibles pour la congélation : les pastilles et les paillettes.

Une fois remplies, les paillettes qui sont identifiées (nom du male prélevé, de son numéro
d’identification, de la date de récolte, de dilueur et de sa concentration et de ’identification du centre
d’insémination) sont bouchées au moyen de poudre d’alcool polyvinylique et une 1égere agitation
permettra de ménager une place pour I'obturation et la bulle d’air nécessaire pour permettre la

dilution du sperme lors de la congélation(Loomis 2006 ; Hanzen 2014) (figure 10).

e

Figure 10: identification (A), remplissage (B) et bouchage (C) des pailletes
(Dascanio, 2014).

F. La congélation :

Apres I’étape d’équilibration, les paillettes peuvent étre refroidies dans un congélateur
programmable qui permet d’atteindre -140°C, avec une pente variante, selon le milieu de congélation
utilisé, entre -20°C et -60°C par minute. Et elles sont ensuite immergées dans 1’azote liquide a -196°C
(Ponthier et al, 2014). Comme elles peuvent étre congelées dans une boite de polystyrene contenant
de l’azote liquide : Les paillettes chargées sont placées dans une grille pré-refroidie & 5°C de telle
sorte qu’elles se trouvent de 3 & 6 cm au-dessus de 1’azote liquide pendant 10 minutes d’équilibrage,

ou jusqu’a ce que la température atteigne - 120°C, elles sont ensuite plongées dans ’azote liquide,

20



Chapitre Il :Collecte et conservation de la semence chez I’étalon

placées dans des gobelets qui sont déja fixés sur des cannes et finalement stockées dans un réservoir
d’azote liquide a -196°C pendant des mois, voire des années(Dascanio, 2014) (figure 11).

Figure 11 : paillettes déposées sur une grille (A) ensuite placées dans une boite de congélation
en polystyréne au-dessus de I’azote liquide (B) puis stockées dans une cuve d’azote liquide(C)
(Dascanio, 2014)

G. La décongélation :

La semence est décongelée juste avant son utilisation, lors d’une insémination artificielle le
plus souvent dont les paillettes sont directement transférées de ’azote liquide dans un bain-marie, et
la méthode de décongélation recommandée est dictée en particulier selon le diamétre de la paillette a
décongelée.

H. Evaluation de la qualité de la semence congelée :

Apreés la décongélation, et avant toute utilisation de la semence, il est recommandé
d’effectuer un controle de qualité sur chaque ¢jaculat pour essayer de prédire le pouvoir fécondant, et
cela en prenant deux paillettes au hasard pour effectuer un spermogramme qui porte sur I’évaluation
de pourcentage et de nombre des spermatozoides vivants et mobiles estimés en microscopie optique
ou a I’aide du systéme CASA.



Chapitre 111 :

La Congélation du Sperme Chez ’étalon

Limites & Perspective
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I11.1. Facteurs limitant la congélation du sperme chez I’étalon :

Pour des raisons inconnues, 20 % des éjaculats de bonne qualité ne sont pas congelables malgré
I’amélioration des techniques (Vidament, 2005). Actuellement, les recherches s’orientent sur quelques

nouvelles voies pour améliorer les protocoles de congélation et la qualité du sperme congelé.

Les spermatozoides sont sensibles a des nombreux facteurs de I’environnement tels que la
température, la lumiére, certains facteurs d’agression physique ou chimique. Les dégats subis par
les spermatozoides du fait de chocs thermiques dus au froid sont attribués a des modifications de la

structure lipidique de la membrane plasmique.

Le refroidissement de sperme dilué pour le transport est généralement possible si la qualité
initiale de I’éjaculat est bonne, si une technique de stockage adaptée est employée et si
I’insémination n’a pas lieu aprés plus de 24 heures de conservation. Pour certains étalons, de tres bons

taux de gestations sont obtenus avec du sperme conservé pendant 48 a 72 heures avant I’insémination.

Il est assez courant que la conservation du sperme d’étalon par congélation conduise a de plus
mauvais résultats que la conservation par refrigération et a de beaucoup plus mauvais résultats que la
congélation du sperme de taureaux laitiers. L application directe des méthodes de congélation du
sperme bovin a conduit a des résultats décourageants avec le sperme d’étalon, ce qui est
probablement dd a la différence de composition des spermatozoides entre ces deux especes. Les
travaux de recherche ont montré que le spermatozoide de taureau laitier a une resistance exceptionnelle
face aux effets de la cryoconservation. Ce phénomeéne est probablement a attribuer a des années de
sélection menteuse des taureaux sur le critere de la capacité de leur sperme a étre conservé par
congélation. Ce mode de conduite de la sélection des reproducteurs n’a pas été suivi dans le monde de

I’¢levage du cheval.

La conservation du sperme commence réellement avec le prélevement de semence. Afin d’assurer une
qualité optimale de I’¢jaculat, il convient de réaliser son prélévement selon les principes et les
recommandations. Indépendamment de la technique de conservation du sperme qui sera employée,
il est important de mélanger le sperme dans un dilueur approprié, dans les quelques minutes qui
suivent le prélevement. Pour que la congélation du sperme puisse étre un succes, il ne faut pas
I’appliquer aux échantillons de sperme de mauvaise qualité. Si la qualité de la semence fraiche d’un
étalon est faible ou si un étalon a une faible fertilité lors de mise a la reproduction avec du sperme frais,
il est fortement probable que ’utilisation de technique de conservation du sperme conduira a des tres

mauvais résultats (Terry et al, 2005).
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I11.2. Prédiction de la congélabilité :

Actuellement, la qualité du sperme congelé d’un étalon ne peut pas étre prédite de maniere fiable.
Les essais de congélation sont coliteux et requierent I’immobilisation de I’étalon en centre de
reproduction, I’empéchant de poursuivre sa carriére sportive. Des marqueurs de la congélabilité ont été
décrits dans différentes especes, mais leur utilisation reste encore anecdotique en raison des difficultés
techniques et du manque de recul a propos de I'utilit¢ de ces marqueurs en pratique courante. En
médecine humaine, plusieurs marqueurs de la congélabilité ont été étudiés (ManiaPramanik et al,
2004 ; Eggert-Kruse et al, 2008). Le HOST (hypo-osmoticswelling test), un test évaluant I’intégrité de
la membrane plasmatique basé sur ’entrée d’eau dans le spermatozoide en milieu hypo-osmotique, ne
semble pas corrélé aux caractéristiques observées aprés décongélation (Chan et al, 1990 ; Volpes et al,
1992).

Chez le bovin, la VAP et la VSL observées lors de I’analyse CASA du sperme frais permettent de
prédire la mobilité apres décongeélation (Defoin et al, 2008). Chez le chien, les indices
morphométriques observables en microscopie ont été decrits pour prédire le résultat de congélation
(NunezMartinez et al, 2007). Chez le cheval, peu de facteurs prédisant la congelabilité du sperme ont
été decrits. Une ancienne étude estime que, dans 80 % des cas, la qualité aprés décongélation peut étre
prédite par quelques facteurs simples : analyse du sperme frais, concentrations en phosphatase alcaline
et en protéines totales (Bittmar et Kosiniak, 1992). Cependant, des études postéricures n’ont pas pu
prédire la congélabilité du sperme d’étalon en se basant sur les uniques données de base du
spermogramme : volume, concentration, morphologie et mobilité (Torres-Boggino et al, 1995).
Actuellement, dans les centres zootechniques, malgré la sélection des éjaculats congelables sur le
critere de la mobilité progressive du sperme frais, 20 % des éjaculats sont de qualité insuffisante apres
décongélation (Vidament et al, 1997 ; Vidament, 2005). Récemment, des études de cytométrie de flux
sur le sperme équin ont montré que si des marqueurs apoptotiques étaient observés dans les
mitochondries des spermatozoides du sperme frais, la qualité de sperme aprés décongélation était
mauvaise (Ortega Ferrusola et al, 2009), permettant de prédire la congélabilité. Les études par
coloration spécifique des organites du spermatozoide sont en plein essor, mais actuellement, peu de
centres zootechniques disposent de ce matériel et ces analyses manquent aussi d’harmonisation entre
équipes. En conclusion, en andrologie humaine et vétérinaire, la prédiction de la congélabilité manque

de méthodes simples et utilisables en pratique.
111.3. Amélioration de la technique de congélation

Dans un premier temps, les courbes et paliers de descente en température utilisés pour I’étalon ont

été empiriqguement déduits et adaptées de ceux utilisés chez le bovin. Ces étapes de descente en

24



Chapitre 111 : La congélation du sperme chez I’étalon : limites & perspective

température pendant le conditionnement de sperme sont progressivement remises en cause afin de les
adapter a chaque espéce. L’étape de refroidissement et d’équilibration a 4°C a été étudiée chez le
cheval. Par exemple, la centrifugation a 4°C semble diminuer la qualité du sperme apres décongélation
si on la compare a celle effectuée 25°C (Vidament et al, 2000 ; Knop et al, 2005). Il a aussi été
montré qu’apreés une centrifugation a 25°C, le refroidissement a 4°C pendant 12 heures avant la
congélation pouvait étre bénéfiqgue pour la mobilité en décongélation (Crockett et al, 2001).
L’allongement de la phase d’équilibration de la température a 4°C semble donc permettre une meilleure
survie des spermatozoides a la congélation. Les courbes de congélation sont aussi discutées : diverses
modifications des vitesses de descente en température et des paliers de descente ont été testées. En se
basant sur des propriétés physicochimiques du spermatozoide comme la taille, le volume et la
composition des membranes cellulaires, les courbes théoriques de descentes en température obtenues
chez I’humain et le bélier sont supérieures a -100°C/min (Curry et al, 1994), ce qui entrainerait en
pratique une destruction de la plupart des spermatozoides. De nouveaux modéles mathématiques
prennent en compte 1’osmolarité, la concentration en agent cryoprotecteur et les températures de
formation de glace intracellulaire (Devireddy et al, 2002 ; Thirumala et al, 2003 ; Woelders et
Chaveiro, 2004). La vitesse optimale sans agent cryoprotecteur semble étre de -30°C/ min, alors qu’en
présence de cryoprotecteur, elle est de -60°C/min chez le cheval et le chien (Devireddy et al, 2002 ;
Thirumala et al, 2003 ; Woelders et Chaveiro, 2004). Ces modeéles mathématiques incluant les
données physico-chimiques du spermatozoide et de son milieu sont actuellement mis en place pour
tenter de définir des courbes de descente en température spécifiques a chaque type de sperme
(Devireddy et al, 2002 ; Thirumala et al, 2003 ; Woelders et Chaveiro, 2004). La vitrification (Holt,
1997) est une technique de congélation avec des descentes en température plus rapides (Pegg, 2005).
Elle consiste en une brusque mise en contact du sperme avec 1’azote liquide, mais elle nécessite
généralement de hautes concentrations en agent cryoprotecteur(Holt, 1997 ; Hossain et Osuamkpe,
2007). Elle évite la formation de cristaux intracellulaires qui peuvent étre dangereux pour la cellule et
ses organites en court-circuitant la phase de réorganisation en cristaux. Des essais ont permis de mener
a bien la congélation de spermatozoides de mammiféres en 1’absence d’agent
cryoprotecteurs(lsachenko et al, 2003 ; 2004). Chez le cheval, aucune étude n’a encore été réalisée

pour déterminer si cette technique pouvait permettre de préserver la fertilité.
I11.4. Amélioration des milieux de congélation

Le choix du milieu de congélation chez 1’étalon est critique pour la production de paillettes équines.
Plusieurs facteurs interviennent : la concentration et la nature de 1’agent cryoprotecteur ainsi que les
caractéristiques physico-chimiques du milieu. Actuellement, les milieux de dilution du sperme équin

sont classiquement préparés avec du lait ou des protéines micellaires de lait et différentes proportions
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de jaune d’ceuf et de glycérol (Vidament et al, 2001). Depuis la découverte de ses propriétés
cryoprotectrices, le glycérol est utilisé pour congeler le sperme de nombreuses espéces. La
concentration optimale en glycérol dans le milieu de congélation est variable selon 1’espece. Chez le
cheval, la concentration maximale est de 3,5 % (Vidament et al, 2005). La toxicité du glycérol réside
dans son faible passage a travers les membranes cellulaires, entrainant un choc osmotique pour le
spermatozoide (Ball et Vo, 2001 ; Squires et al, 2004). Le spermatozoide du cheval et du porc
supportant trés mal les variations osmotiques, des agents cryoprotecteurs traversant plus facilement les
membranes ont été étudiés (Squires et al, 2004). Le DMSO a été étudié chez le cheval, mais le sperme
était de moindre qualité apres décongélation (Ball et Vo, 2001). Les propriétés cryoprotectrices de
certains lipides, les phosphatidylcholines(Ricker et al, 2006), d’agents protéiques (Prathalingam et al,
2006) et de certaines amines (Squires et al, 2004 ; Alvarenga et al, 2005) et de la glutamine
(Khlifaoui et al, 2005) ont donné de bons résultats de qualité aprés décongélation. Les amines ont déja
partiellement remplacé le glycerol dans certains milieux de congélation commerciaux équins comme le
BotuCryo® (Alvarenga et al, 2005). Actuellement, en médecine vetérinaire, les milieux de
congélation utilisent des composés d’origine animale comme le lait ou le jaune d’ceuf pour des raisons
¢conomiques et de disponibilité. L’étude de leur formulation vise a adapter leur contenu en protéines,
glucides et lipides afin d’assurer aux spermatozoides un base nutritionnelle et de protéger les
membranes des effets de la congélation. Par exemple, de maniére anecdotique, 1’effet de I’addition de
jaune d’ceuf de canard a amélioré la qualité apreés décongélation par rapport au jaune d’ceuf de poule
(Clulow et al, 2007). D’autres études se sont penchées sur les facteurs nécessaires a la congélation : la
membrane cytoplasmique pouvant intégrer des molécules hydrophobes, la composition lipidique du
milieu de congélation est déterminante (Gadella, 2007). Cependant, la vitesse et la proportion des
échanges lipidiques entre le milieu et la membrane cytoplasmique du spermatozoide doivent étre pris
en compte (Gadella, 2007). Par exemple, I’ajout de cholestérol au premier milieu de congélation a

amélioré la qualité du sperme apres décongélation (Moore et al, 2005).

D’autres études ont permis de séparer et de déterminer la concentration idéale en LDL
(lowdensitylipoproteins) issus du plasma de jaune d’ceuf chez le bovin (Amirat et al, 2004), le chien
(Varela et al, 2009). Chez le cheval, des essais utilisant le plasma de jaune d’ceuf qui contient des LDL
ont montré de bons résultats en termes de fertilité alors que la mobilité apres décongélation n’était pas
augmentée (Pillet et al, 2008 ; 2011), illustrant bien les limites de I’examen de la mobilité comme
critere de fertilité. L’étude des échanges lipidiques, de la fixation des protéines et des effets du froid sur
la membrane doit encore étre approfondie chez le cheval. Cependant, les milieux sans protéines

animales doivent rester économiquement viables pour avoir un réel intérét en reproduction équine.
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IIL5. Implication des formes activées de ’oxygéne

Depuis quelques années, les andrologies animales et humaines se penchent sur les origines et effets
des FAO. Chez I’humain comme chez le cheval, ces molécules hautement réactives ont des effets
délétéres sur la mobilité progressive, 1’intégrité des membranes et I’ADN du spermatozoide (Baumber
et al, 2000 ; 2003 ; Said et al, 2005). La production de ces molécules semble augmenter lors du
passage a 4°C avant la congélation (Wang et al, 1997). Actuellement, la recherche s’oriente sur deux
axes : (1) trouver I'origine des FAO et (i1) inhiber leurs effets. L origine des FAO dans le sperme est
multiple. Récemment, une voie alternative, liée aux débris cellulaires présents dans le sperme, a été
mise en évidence chez I’¢étalon : la myéloperoxydase (MPO), une enzyme produite par les neutrophiles,
est présente dans le sperme, et elle est associée aux débris cellulaires présents dans le sperme en
I’absence de neutrophiles. Sa concentration dans le sperme congelé influence négativement les
parametres de qualité apres la décongélation (Ponthier et al, 2008). L’autre approche consiste a inhiber
la production ou les effets des FAO, mais les résultats ne sont pas constants selon les agents utilisés et
les especes étudiées. L’incorporation au sperme de molécules antioxydantes a large spectre comme la
vitamine E ou la vitamine C ont donné des résultats contradictoires. Chez le cheval, 1’ajout de vitamine
E dans le sperme congelé n’a pas amélioré la mobilité aprés décongélation, mais I’a augmenté chez le
porc (Breininger et al, 2005). Pour résumer, ces données montrent que la compréhension de 1’origine
des FAO dans le sperme reste incompléte et que 1’apparition de traitements efficaces et ciblés contre le

stress oxydant nécessite des nouvelles recherches.
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Conclusion& perspectives :

Aux Etats-Unis, I’utilisation du sperme réfrigéré ou congelé est en augmentation croissante. En dehors
des Etats-Unis, ’insémination artificielle équine est employée & grande échelle : en Chine, ces
dernieres années, plus de 100 000 juments ont été inséminées avec du sperme transporté soit réfrigéré,
soit congelé. En Europe, le sperme conservé est utilisé principalement dans les races de chevaux de

selle, chez les trotteurs et chez les chevaux lourds.

Les incitations économiques pour améliorer les techniques de conservation du sperme des
étalons sont en train de devenir de plus en plus évidents, au point que la majorité des registres de races
autorise maintenant son utilisation. Auparavant, les soutiens financiers des recherches dans ce domaine
étant limités, ’amélioration des techniques de réfrigération comme de congélation de sperme a
progresse tres lentement. Les progres récemment enregistrés dans ce secteur ont conduit a une
amélioration de la durée de conservation du sperme réfrigéré et a une congélation efficace du sperme

pour une plus grande proportion d’étalons.

Le diagnostic des lésions subies par le spermatozoide lors des processus de conservation doit
étre affiné et des méthodes de prévention adaptées aux lésions observées doivent étre proposees. De
plus, I’amélioration des propriétés physico-chimiques des milieux de congélation devrait permettre de
mieux conserver et protéger le spermatozoide des lésions de congélation ou d’oxydation, le tout en

¢vitant I’emploi de composants potentiellement toxiques pour le spermatozoide.

Dans notre pays, I'opération de la cryoconservation étant trés délicate, nécessitant la bonne
volonté, le bon investissement afin d’élargir 1'utilisation et d’augmenter les essais sur les différents
milieux de cryoconservation afin d’obtenir ceux qui ont les meilleurs effets sur les parametres de

sperme d’étalon.
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