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Résumé

La centrifugation de la semence d'etalon fait partie intégrante de la procédure de
cryoconservation, permettant principalement la concentration de sperme et I'élimination du
plasma séminal. Le processus de centrifugation, cependant, a des effets déléteres potentiels, y
compris la réduction de la qualité du sperme ainsi que la perte du nombre de spermatozoides.
Etant donné que la centrifugation joue un réle si crucial dans le traitement du sperme, le but
de la présente étude est de comparer plusieurs protocoles de centrifugation avec le protocole
conventionnel dans la cryoconservation de la semence équine. 20 éjaculats récoltés a partir de
5 étalons sont utilisés dans cette étude. Apres récolte et filtration, chaque éjaculat est soumis a
un processus de cryoconservation avec comme variante plusieurs centrifugations sans coussin
(600xg pendant 10min, 600xg pendant 20min, 800xg pendant 10min et 800xg pendant 20min)
et avec coussin (1000xg pendant 10min + Maxi Freeze®, 1000xg pendant 5min + Maxi
Freeze®, 1200xg pendant 10min + Maxi Freeze®, 1200xg pendant 5min + Maxi Freeze®).
L'effet de différents protocoles étudiés sur la qualité du sperme équin congelé-décongelé a été
étudié par analyse des parametres cinétiques au moyen d’un systéme CASA (HT-IVO II) et

les caractéristiques d’intégrité par le biais d’un cytométre de flux (Guava EasyCyte Plus).

En résumé, les pertes de spermatozoides peuvent étre considérablement réduites en
centrifugeant le sperme d'étalon a des forces centrifuges et pendant des durées prolongées par
rapport au protocole conventionnel sans altérer la fonction du sperme in vitro apres

cryoconservation.

Mots clés :

Etalon, sperme, cryoconservation, centrifugation, coussin, motilité.



Abstract

Centrifugation of the standard semen is an integral part of the cryopreservation procedure,
primarily allowing the concentration of sperm and the elimination of seminal plasma. The
centrifugation process, however, has potential deleterious effects, including reduction in
sperm quality as well as loss of sperm count. Since centrifugation plays such a crucial role in
semen processing, the aim of the present study is to compare several centrifugation protocols
with the conventional protocol in cryopreservation of equine semen. 20 ejaculates collected
from 5 standards are used in this study. After harvest and filtration, each ejaculate is subjected
to a cryopreservation process with as a variant several centrifugations without cushion (600xg
for 10min, 600xg for 20min, 800xg for 10min and 800xg for 20min) and with cushion
(1000xg for 10min + Maxi Freeze®, 1000xg for 5min + Maxi Freeze®, 1200xg for 10min +
Maxi Freeze®, 1200xg for 5min + Maxi Freeze®). The effect of different protocols studied
on the quality of frozen-thawed equine semen was studied by analyzing the kinetic parameters
using a CASA system (HT-1VO Il) and the integrity characteristics using a cytometer. flow
(Guava EasyCyte Plus).

In summary, sperm loss can be significantly reduced by centrifuging the stallion sperm under
centrifugal forces and for prolonged periods of time compared to the conventional protocol
without altering sperm function in vitro after cryopreservation.

key words :

Stallion , semen, cooling, centrifugation, motility
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Introduction:

De nombreuses études ont démontré I'effet benéfique de la dilution du sperme frais avec un
diluant approprié. Ainsi, I'influence négative du plasma séminal sur la conservation du sperme
équin peut étre réduite. La centrifugation de la semence équine diluée et la remise en
suspension ultérieure du culot de sperme dans un dilueur frais peuvent encore réduire
davantage la quantité de plasma séminal dans les échantillons stockeés (Carver et Ball.,
2002). Une faible proportion de plasma séminal dans le sperme améliore la motilité des
spermatozoides aprés refroidissement et stockage (Jasko et al., 1991).

Cependant, la centrifugation elle-méme peut agir comme une arme a double tranchant
exercant des effets a la fois bénéfiques et déléteres sur la motilité des spermatozoides (Martin
et al., 1979). Bien que le nombre de spermatozoides puisse étre maximisé en augmentant le
temps et la force de centrifugation, des dommages physiques sont exerceés en méme temps sur
les spermatozoides. Le résultat négatif direct de la centrifugation sur la qualité du sperme est
démontré par la diminution de la motilité et de la vitesse par rapport aux témoins non
centrifugés (Jasko et al., 1991) qui indique que le protocole de centrifugation peut jouer un
role important dans la qualité des spermatozoides (Ponthier et al., 2014).

L'importance d'un protocole de centrifugation approprié a été clairement démontrée pour le
sperme humain. 1l a été démontré que la durée de la centrifugation était plus importante que la
force de centrifugation pour provoquer des Iésions iatrogenes de la membrane du sperme, ce
qui a entrainé une formation accrue de radicaux libres (Shekarriz et al., 1995). Chez les
verrats, des résultats similaires ont été décrits : un protocole de centrifugation avec une force
centrifuge élevée pendant une courte période (2400 x g pendant 3 min) a été utilisé sans effets
néfastes sur le rendement du sperme par rapport potocole standard (600 x g pendant 10 min) (
Carvajal et al., 2004). De plus, un effet positif sur la qualité du sperme aprés cryoconservation
a été detecté lors de l'utilisation de forces g élevées pendant une période plus courte
(Carvajal et al., 2004). Des expériences avec du sperme équin ont été effectuées ou le
sperme a été centrifugé a 400 x g pendant une période de temps croissante. La perte de
sperme eétait d'environ 20%, si les échantillons étaient centrifugés pendant 10 min ou plus,
alors qu'aucun effet indésirable sur la motilité immédiatement apres la centrifugation n'était
présent, sauf si le sperme a été centrifugé pendant 20 min. Cependant, les effets sur la

conservation par refroidissement ou congélation n'ont pas été déterminés



(Heitland et al., 1996). Une force g élevée pendant une courte période n'a pas été
préjudiciable au sperme de porc (Carvajal et al., 2004) et une centrifugation prolongée du
sperme équin a eu une influence négative sur la qualité du sperme (Heitland et al., 1996 ;
Ponthier et al., 2014 ; Marzano et al., 2020).

Le but de la présente étude est de comparer plusieurs protocoles de centrifugation avec le
protocole conventionnel sur la semence équine cryoconservée. L'effet de différents protocoles

étudiés sur la qualité du sperme équin congelé-décongelé a été étudié.

Ce mémoire, débute par une introduction, suivie d’une partie théorique ou « données
bibliographiques » puis une partie pratique ou expérimentale et finit par une conclusion et des
recommandations. La partie expérimentale se scinde en deux chapitres a savoir « matériel et

méthodes » et « résultats et discussion ».

Malheureusement, la conjoncture sanitaire liée a la pandémie de COVID-19 que connait notre
pays ainsi que le monde entier nous a empéché de faire la réalisation pratique de notre travail
selon le protocole détaillé dans le chapitre « matériel et méthode ». Ainsi, en I’absence de
résultats personnels a discuter dans le chapitre « résultats et discussion », nous nous sommes
penchés sur I’analyse de la littérature en nous basant sur les études ayant le méme objectif que

nous et les conditions expérimentales les plus proches de notre protocole.



Chapitre 1: Données bibliographiques

1.1. L appareil reproducteur de I’étalon

L’appareil reproducteur male a pour role la production de sperme et son dépdt dans les voies
génitales femelles ou se réalise la fécondation, il peut se décomposer en trois grandes parties
qui possedent des fonctions différentes : (Baronne R. 2001 ; Florence Batellier ; 2005)

- une partie glandulaire, & savoir les deux testicules dont le rdle est la formation des

spermatozoides et 1’¢laboration des hormones sexuelles males.

- une partie tubulaire, a savoir les voies spermatiques qui acheminent les spermatozoides a
I’intérieur des testicules puis a I’extérieur par I’épididyme et le conduit déférent jusqu’a

[’urétre.

- une partie uro-génitale, commune aux voies urinaire et génitale, composée elle-méme de
deux parties : Purétre pelvien, situé¢ dans le bassin, ou de nombreuses glandes annexes
sécrétrices se terminent, assurant 1’élaboration d’un liquide spermatique qui dilue et nourrit
les spermatozoides afin de faciliter leur maturation leur survie et leur transport, et I’urétre
pénien qui aboutit au méat urinaire et auquel s’ajoutent des formations érectiles annexes

volumineuses.

Conduit déférent
Rachis Ampoule

Glande vésiculaire

/
Rectum /

Prostate
Plie génital p &

Urétre pelvien

Vessie

Artére et veine testiculaire . Glande bulbo-urétrale

Plancher du bassin
~  Muscle rétracteur du pénis

Anneau inguinal interne
Urétre pénien
Conduit spermatique

Muscle bulbo spongieux

Corps spongieux
Gland
Corps caverneux
Prépuce 3 / \ e

Serptum Testicule
Epididyme

Figure 01 : Dessin du tractus reproductif de I'étalon vue en coupe sagittale (MC. Kinnon
A.1993).



1.1.1. La partie glandulaire (Testicules)

1.1.1.1. Topographie des testicules

Les testicules sont des organes pairs dont la taille et le poids sont proportionnels au poids de
I’animal, ils se différencient pres des reins, mais ils subissent plus ou moins tot par rapport a
la naissance, une migration qui les améne a la périphérie du corps a fin que la température soit
inférieure a celle du corps pour la production de spermatozoides fécondants (Florence
Batellier ; 2005).

Les testicules sont des organes parenchymateux constitués de tissu conjonctif lache, formant
I’albuginée, et de nombreux lobules divisés eux méme en tubes seminiféres contournés et en
tissu interstitiel. Ils sont alors de forme ovoide, suspendus en position horizontale par le
scrotum en regard de la région pelvienne de L’étalon. Ils sont responsables de la production

des spermatozoides et de la sécrétion de testostérone (Tibary et al, 2005).

Le testicule gauche est en général situé un peu plus bas et un peu plus caudalement que le
droit, I’albuginée est relativement épaisse et la pulpe brune jaunatre ou grisatre, le
mediastinumtestis est peu développé, beaucoup plus rapproché du bord épididymaire que le
bord libre. Il est parcouru par une forte veine longitudinale (Barone 2001).

Les ongulés (comme les équidés) sont dits exorchides permanents, car la migration des

testicules est irréversible et ils se situent pres de 1’aine chez le cheval (Florence Batellier ;

2005).



Conduit défirent '

Comne vaseulaire du cordon spermatigue (revétue
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Tiie de 1"épididvme
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Quene de e
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Extrémiré candée du testicnls Extramits
capitee du

Figure 02 : Testicule et épididyme gauche d’un étalon (Barone, 2001)

1.1.1.2. Anatomie des testicules
La taille des testicules varie de 8 a 14 cm de longueur pour 5 a 8 cm de largeur suivant les

individus. Ils peuvent peser de 225 a 350 grammes chacun. Leur taille et poids augmente

proportionnellement a ceux de I’individu jusqu’a environ 1’age Sans (Chirent Myléne ;

2015).



1.1.1.2.1. Organisation externe des testicules
Les enveloppes testiculaires superficielles
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Figure 03 : Le testicule et ses enveloppes, conformation externe (Barone, 2001).

Scrotum

Le scrotum est une enveloppe superficielle constituée d’une fine couche de peau recouvrant

diverses couches fibro-élastiques et musculaires, dont la plus importante est le dartos , il est

volumineux mais relativement peu détaché et a peine rétrécit a sa base (Barone 2001).

La peau de scrotum représente 1’enveloppe cutanée unique commune aux deux testicules. Elle

est Mince, glabre, trés pigmentée, noiratre et adhérente au dartos, recouverte d’un duvet court

et tres fin, et trés riche en glandes sébacées dont leurs sécrétions lui donnent une consistance

onctueuse (Meskini Zakaria ; 2017 ; Barone 2001), elle joue un réle thermorégulateur grace

a sa finesse (Florence Batellier ; 2005).

Le dartos forme un sac autour de chaque testicule, constitué de fibres musculaires lisses et de

fibres élastiques, il est relativement fort et délegue des expansions nettes dans le prépuce, sur

le périnée et autour de la région inguinale (Barone 2001) ; il a un r6le thermorégulateur grace

aux contractions musculaires qui provoquent des rides de scrotum en cas de froid (Florence

Batellier ; 2005).



Le fascia spermatique externe ou tunigue celluleuse

Il représente 1I’enveloppe intermédiaire de testicule, ¢’est un tissu conjonctif trés mobile situé
entre les enveloppes profondes et le scrotum (Florence Batellier ; 2005). 1l permet une
grande mobilité au testicule et a son sac fibreux, le protégeant contre les compressions et les
chocs (Vaissaire, 1977 ; Drion et al, 1993). C’est dans cette couche que siégent
habituellement les infiltrations pathologiques en raison de la nature dissociable de ce tissu
(Delphine ; 2003).

Les enveloppes testiculaires profondes

Le crémaster

Est un muscle rouge et strié a contraction volontaire, épais et large, étalé sur la face externe et
les bords de la gaine vaginale, il couvre les faces latérale et caudales du fascia spermatique
interne. Sa contraction est a I’origine de 1’ascension du testicule (Vaissaire, 1977 ; Barone
2001), grace a ses contractions importantes, il éloigne ou rapproche le testicule du corps
(Florence Batellier ; 2005).

Le fascia spermatique interne ou tunique fibreuse

Il forme un sac autour de chaque testicule prenant un sac dans 1’abdomen et passant 1’anneau
inguinal. Chaque sac est formé par deux tuniques : la tunique vaginale et la tunique fibreuse
de nature conjonctive, il permet la fixation du crémaster et la protection du testicule (Florence
Batellier ; 2005).

Chez le cheval, le fascia spermatique interne est relativement épais et uni au dartos par un

ligament scrotal épais et solide, son collet est relativement large (Barone 2001).

La séreuse vaginale est une expansion du péritoine. Elle comprend un feuillet pariétal qui
tapisse la face interne de la fibreuse et un feuillet visceral qui recouvre le testicule et le cordon
testiculaire (Drion et al, 1993).

1.1.1.2.2. Organisation interne des testicules
On retrouve un parenchyme, de couleur jaune-ocre chez le cheval, qui correspond a la partie

non capsulaire du testicule, entouré par une charpente fibreuse solide, 1’albuginée, dans
g



laquelle se trouvent les vaisseaux testiculaires. A la périphérie, recouvrant 1’albuginée, se
trouve un revétement séreux, une portion de la lame viscérale de la tunique vaginale, il est
continu avec le revétement de I’épididyme et des mésos. Il est également tres adhérent a la

tunique albuginée (Rezzi Léa ; 2016).

L’albuginée envoie des expansions a 1’intérieur du testicule : elles forment des cloisons qui
délimitent des lobules testiculaires (200 a 300). Ces cloisons interlobulaires se rejoignent au

centre du testicule, formant le mediastinumtestis.

Chaque lobule est donc composé de plusieurs tubes séminiféres entre lesquels se trouve un
tissu conjonctif lache trés vascularisé. C’est au sein de ce tissu interstitiel que 1’on trouve les

cellules de Leydig (Akerejola, 1978 ; Allison N, 1999).
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Figure 04 : conformation intérieure et structure du testicule de ’étalon (Picket B.W. 1993)



Les tubes séminiféres

Chaque lobule du parenchyme testiculaire regroupe deux a quatre tubes séminiferes
contournés, siege de la spermatogénese. Ces tubes sont fortement intriqués et échangent des
anastomoses ; ils sont collectés par les tubes séminiferes droits, situés au sommet de chaque
lobule. (Barone, 1956).

A la sortie d’un lobule, les tubes séminiféres se jettent dans un tube droit dont la paroi ne
comporte plus que des cellules cubiques, homologues des cellules de sertoli, et reposant sur
une lame basale. Dans le corps de highmore, les tubes droits s’anastomosent et forment un

réseau de canaux, le rete-testis qui se dirige vers la téte de 1’épididyme.

Chaque tube séminifeére, fortement pelotonné sur lui-méme, peu mesurer jusqu’a 2 @ 3 m de

long chez les grandes espéces et 120 a 300 pm de diamétre (Florence Batellier ; 2005).

Autour d’une lumiére centrale pouvant contenir des spermatozoides, on observe sur la coupe
transversale d’un tube un épithélium stratifié reposant sur une lame basale, cet épithélium

assure la spermatogéneése, il comporte deux types de cellules :

Les cellules de sertoli

Ce sont des cellules somatiques a fonction identique et aux structures semblables a celles de
tous les vertébrés (Thibault et al, 1998). Elles ont une forme pyramidale reposant sur la
membrane basale. Les cellules de Sertoli s’étendent sur la hauteur du tube séminifere et
s’unissent, d’une part, entre elles par des jonctions serrées, et d’autre part, avec les cellules

germinales par des jonctions d’ancrages (Dadoune et Demoulin, 2001).

Les cellules de Sertoli possedent un role nourricier fondamental ainsi qu’un role de nettoyage.
En effet, elles permettent la résorption des corps résiduels et la phagocytose des
spermatozoides en  dégénérescence. Sous I’influence de 1la FSH (follicule
Stimulatinghormon), elles produisent de nombreuses molécules telles que I’ABP
(AndrogenBindingProtein : protéine qui se lie a la testostérone et en augmente la
solubilité), I’inhibine, I’activine, les activateurs du plasminogéne, la transferrine, I’oestradiol,
ainsi que des facteurs de croissance. Ces molécules sont ensuite déversées dans I’épididyme et

permettant la maturation et la nutrition des spermatozoides (Noakes et al. 2009).



Les cellules germinales aux différents stades de leur évolution

Sont les spermatogonies, les spermatocytes, les spermatides et les spermatozoides dérivant

toutes des gonocytes.

Les spermatogonies

Situées pres de la membrane basale, ces cellules ont un noyau arrondi, foncé a chromatine
finement dispersée, et designées par Ad (Dark, type A). Par mitose, elles donnent une
spermatogonie Ad et une spermatogonie Ap (pale, type A) appelée aussi « poussiéreuse »
ayant une chromatine plus claire toujours finement dispersée. La division de celle-ci aboutit
aux spermatogonies B ou « croltelleuses ». Les spermatogonies croltelleuses se divisent une
a trois fois pour donner des « spermatocytes du premier ordre » ou « spermatocytes | »
(George, 1996).

Les spermatozoides

Le spermatozoide est le résultat final de la spermatogénése qui se caractérise par plusieurs
étapes de différenciation et de multiplication des cellules de la lignée germinale a partir des

spermatogonies ou cellules initiales en aboutissant a la production des spermatozoides.

C’est une cellule hautement différenciée, a n chromosomes, de 50 a 80 um de longueur
comportant trois parties : la téte, le col et le flagelle avec ses trois piéces : piéce intermédiaire,

piéce principale et piece terminale (Florence Batellier ; 2005).

Le flagelle, par ses mouvements, est a I’origine de la motilité¢ des spermatozoides liée a leur
pouvoir fécondant, car les mitochondries assurent les phosphorylations oxydatives du fructose
présent dans le liquide séminal fournissant 1I’énergie nécessaire aux mouvements de la queue,
tandis que les structures de L’axonéme ont des propriétés contractiles. Ainsi, les microtubules

périphériques sont riches en ATPase (Mc Donald, 1980 ; Albert et Jean, 2001).

Le tissu interstitiel

Il est constitué de tissu conjonctif dans lequel se trouve des petits amas de cellules endocrines
. les cellules de Leydig, situées le long des capillaires sanguins. Ces cellules assurent la

sécrétion d’hormones sexuelles males.

La production de testostérone par les cellules de Leydig est contrdlée par une gonadotropine,
I’hormone LH (Luteinizinghormon). Une concentration basse en testostérone induit une

augmentation de la sécrétion de LH par la glande pituitaire antérieure. Cette augmentation de
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LH entraine la sécrétion de testostérone par les testicules. Il existe un rétrocontréle négatif
entre la LH et la testostérone. La testostérone diffuse du tissu interstitiel jusqu’aux tubes
séminiferes, ou elle agit sur le bon déroulement de la spermatogenese par le maintien du

processus de méiose (Reece 1997).

Vascularisation et innervation des testicules

Le testicule regoit sa vascularisation de 1’artére testiculaire qui provient de I’aorte abdominale
en regard de la 4éme vertébre lombaire prés du départ de 1’artére mésentérique caudale. Ce
vaisseau gagne I’anneau vaginal aprés avoir longé la paroi abdominale et passe dans le bord
crénial du mésorchium. 1l a alors un trajet de plus en plus flexueux au sein du céne vasculaire.

L’artére testiculaire délégue un rameau épididymaire avant d’atteindre le mésorchium distal.

La veine testiculaire ne se constitue qu’a distance de la glande, au voisinage de 1’anneau
vaginal. Dans le testicule, les lobules sont drainés par des veines superficielles et des veines
profondes. La veine testiculaire se continue ensuite dans le cordon par une grosse « veine
droite funiculaire » qui, enlacée par les flexuosités de I’artére testiculaire, se poursuit elle-

méme par la veine testiculaire apres avoir drainé le plexus pampiniforme(Delphine ; 2003).

Les nerfs proviennent principalement du plexus mesentérique caudal et forment le plexus
testiculaire. Ils se distribuent dans I’albuginée par des terminaisons sensitives libres. Il
semblerait que les fibres nerveuses ne pénetrent pas dans les tubes séminiféres (Barone
2001).

1.1.2. La partie tubaire (excrétrice)

1.1.2.1. Les voies spermatiques intra-testiculaires
Les voies de conduction spermatique testiculaires sont formées par les tubes droits prolongés

par le rétetestis d’ou émergent une vingtaine de canaux efférents. Ces conduits quittent le

testicule en traversant I’albuginée et convergent ensuite pour former la téte de I’épididyme

(Barone 2001).

Les tubes droits :

Courts et rectilignes, ils prolongent les tubes séminiféres et sont bordés par un tissu épithélial
simple formé de cellules cubiques qui sont équivalentes aux cellules de Sertoli des tubes
séminiferes. Au niveau des tubes droits, on ne trouve par contre plus de cellules de la lignée

germinale, a I’exception d’amas de spermatozoides en cours de migration.

Le rétetestis :
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Est bordé d’un épithélium simple et cubique
Les canaux efférents :

IIs cheminent dans le tissu conjonctif. Apres la traversée de 1’albuginée, ils prennent le nom
de cones efférents qui, par fusion, forment le canal épididymaire unique. lls ont un rdle de

conduction et de progression des spermatozoides.

Le liquide du rétetestis véhicule des spermatozoides immobiles. Il ne serait qu'une sécrétion
tubulaire remaniée, probablement du fait d’échanges avec les veines testiculaires

superficielles (Thibault C. ; 2001).

1.1.2.2. Les voies spermatiques extra-testiculaires

L’épididyme

L’¢épididyme est un organe allongé, qui suit le bord supérieur du testicule. Il recoit de
I’extrémité capitée de la glande testiculaire les canalicules efférents et se continue
caudalement par le canal déférent. 1l joue un rdle important dans le stockage des
spermatozoides, qui subissent une maturation lors de sa traversée. La longueur de I’organe en
place est de 12 & 13 centimétres mais en réalité, 1’épididyme est formé par un tube trés
flexueux logé a I’intérieur d’une gaine contentive : une fois totalement déplié, ce tube atteint

chez le cheval une longueur moyenne de 70 & 80 métres (Barone, 1956).

L’ ¢épididyme est constitu¢ par un long systeme canaliculaire pelotonné a I’intérieur d’une
membrane albuginée, qui fait suite a la tunique albuginée du testicule. Cette membrane se
réduit peu a peu a un mince tissu conjonctif sous-séreux a 1’origine du canal déférent. Le
systetme canaliculaire est d’abord formé par les canalicules efférents issus de la glande
testiculaire, puis ceux-ci se rejoignent et constituent un canal unique : le canal épididymaire
dont les circonvolutions forment la quasi -totalité du corps et de la queue de 1’épididyme
(Barone, 1956).

Le canal déférent

I1 est dans le prolongement de la queue de 1’épididyme et accompagne le cone vasculaire a
travers le canal vaginal. 1l chemine a la face mediale du mésorchium porté par le

mesoductusdeferens. Il est long de 60 a 70 cm. Sa partie initiale est tres flexueux puis il

12



devient rapidement rectiligne et remonte dans la région inguinale. Aprés avoir cheminé dans
le cordon spermatique, le conduit déférent se porte, au-dela de I’anneau vaginal, sur le c6té de
la cavité pelvienne puis a la face dorsale de la vessie pour déboucher dans la portion initiale

de la partie pelvienne de I’urétre (Delphine ; 2003).

Les glandes vésiculaires

Ce sont des glandes tubulo-alveolaires. Les vésicules séminales (ou glandes vésiculaires) et le
conduit déférent se terminent par un conduit commun : le conduit éjaculateur qui débouche
ensuite dans 1'urétre. Les cellules épithéliales des vésicules séminales sécrétent des protéines
(enzymes, inhibiteurs d’enzymes, protéines structurales) et un mucus gélatineux, épais et
blanc, composé entre autres de fructose et de prostaglandines. Les prostaglandines jouent un
rle dans les contractions des voies génitales femelles, et favorisent donc la migration des

spermatozoides dans ces voies femelles (Barone R. 2001 ; Thibault C. ; 2001).

1.1.3. La partie uro-génitale

L’urétre d’étalon

L’urétre du cheval est un long conduit impair de 60 a 70 cm, ayant pour fonction 1’excrétion
de I'urine et aussi celle du sperme. Il fait suite au col de la vessie ; prés de son origine, il
recoit le débouché des voies spermatiques. Il longe le plancher pelvien, puis sort du bassin et
se poursuit dans le pénis, a I’extrémité duquel il se termine par le méat urinaire (Barone ;

2001).

L’urétre pelvien

C’est la partie la plus proximale de I'urétre, elle est dite intra-pelvienne : d’une longueur
seulement de 10 a 12 cm, elle est dépourvue de formations érectiles mais présente des glandes
annexes importantes (Barone ; 2001).

L’urétre pelvien est limité par deux rétrécissements : le premier, proximal, correspond au col
de la vessie et le second, caudal, correspond a I’isthme de 'urétre. Ces deux rétrécissements
délimitent une partie plus large appelée fosse prostatique, au niveau de laquelle se trouvent les
orifices éjaculateurs, dans lesquels s’abouchent en commun les canaux déférents et les
vésicules séminales. C’est ¢également au niveau de la fosse prostatique que se trouvent les

orifices des canaux excréteurs de la prostate (Barone, 2001 ; Roger, 2009).
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L’urétre pénien

Il représente la partie distale de I’urétre, dite extra-pelvienne ou pénienne, elle commence par
un bulbe du pénis long de 8 a 10 cm et assez peu renflé, sa largeur n’excédant pas 5 a 6 cm,
alors que le corps spongieux a un diameétre extérieur de 2,5 cm et, au contraire de la portion
précédente, elle est entouree de tissu érectile mais dépourvue de glandes annexes (Barone,
2001).

La portion pénienne comporte a son origine les orifices excréteurs des glandes bulbo-
urétrales, encore appelées glandes de Cowper, et se situe au sein du corps spongieux (Barone,
2001 ; Roger, 2009).

Glandes annexées a I’urétre

A Turétre sont annexées des glandes dont les sécrétions sont déversées au moment de
I’¢jaculation et diluent le sperme, lui donnant ainsi sa composition finale. L’une de ces
glandes est impaire et volumineuse : il s’agit de la prostate. Les autres, plus petites et paires,

constituent les glandes bulbo-urétrales (Barone ; 2001).

La prostate

La prostate est une glande impaire, volumineuse, ferme et constituée de deux lobes réunis par
un isthme. Elle se situe dorsalement a la terminaison de la vésicule séminale et a la partie
terminale du canal déférent. Elle résulte en fait de I’agglomération de glandules multiples,
unies par un stroma commun, mais débouchant par des conduits distincts (10 a 20 de chaque
cOté, chez le Cheval), dans la partie initiale de 1’urétre (Barone ; 2001).

Les sécrétions prostatiques représentent 20 a 30 % du volume éjaculé, et sont déversées dans
la lumiére puis sont acheminées par des canaux dans 1’uretre. Elles sont riches en acides
aminés et en enzymes (phosphatases alcalines et acides). Elles permettent de neutraliser
I’acidité liée au métabolisme des spermatozoides. Cette acidité est due a la production de
lactate de CO2 et déclenche la mobilité des spermatozoides. L’activité de la prostate est sous
la dépendance d’androgénes (Thibault ; 2001).

Les glandes de Cowper

Les glandes bulbo urétrales sont au nombre de deux, elles se situent crénialement et
dorsalement a I’arcade ischiatique, de consistance ferme et de texture plus dense que la

prostate. Leur taille est d’environ 4 @ 5 cm de diametre. Elles sont constituées de lobules
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responsables de la sécrétion dans ’urétre pelvien d’une partie minoritaire du plasma séminal,
nécessaire a la formation du bouchon muqueux ans les voies génitales femelle (Chirent
Myléne ; 2015).

Right ampulla
of the deferent duct

Right ureter

Right vesicular gland

Right lobe of prostate gland

Urethralis

muscle Isthmus of prostate gland

Retractor

penis muscle . ——— Ischiocavernosus

T— muscle

Figure 05 : glandes génitales accessoires de I’étalon, vue dorsale (P.L. Senger, Ph. D.,
2003).

La verge ou pénis

Le pénis est ’organe copulateur du male ; il est essentiellement constitué de formations
érectiles (corps caverneux, corps spongieux de 1’uretre et du gland). Chez les équidés, il
commence au niveau de 1’arcade ischiale ; il descend entre les deux cuisses, passe entre les
deux sacs dartoiques et se prolonge sous le ventre, ou sa partie libre est contenue dans le
fourreau. En effet, cet organe comporte deux parties : une partie fixe, proximale, qui est
maintenue par un systeme d’aponévrose et de ligaments et une partie libre, mobile et
détachée, qui peut étre portée dans les voies génitales femelles lors de 1’érection (Barone ;

2001)
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Figure 06 : structure de pénis et du prépuce de I’étalon (P.L. Senger, Ph. D., 2003).

1.2. Physiologie de la reproduction de I’étalon :

1.2.1. Puberté
La puberté apparait vers 2,5 ans. Les étalons effectuent la monte a partir de 3 (poneys et

chevaux lourds) ou 4 ans (BADINAND, 1985). La production de spz par les testicules
commence entre 13 et 20 mois (NICOLICH, 1989).

1.2.2. Ejaculation
L’étalon est sensible a des stimulations visuelles, olfactives (odeur de 1’urine de jument en

chaleur) et tactile entrainant le flehmen ou rictus sardonique : la levre supérieure est
retroussée et la téte levée (CHEVALIER, 1980).

1.2.3. Sperme
La spermatogenése dure 55 jours environ (Nicolich, 1989) ou 35 a 42 jours (CHEVALIER,

1980). L’¢jaculat est composé de 6 a 9 jets. L’éjaculation dure 6 a 7 secondes (NICOLICH,
1989).

Il est possible de distinguer le pré-sperme, une secrétion visqueuse qui coule pendant

I’excitation sexuelle, avant le vrai sperme (réle lubrifiant) :

v" la fraction riche des premiers jets, un mucus blanchatre ou incolore, de 30 a 75 ml,

v"le post-sperme, un gel trouble et visqueux, de 8 a 85 ml (r6le antimicrobien),

v' la fraction post-coitale, incolore, peu visqueuse et avec peu de gel (NICOLICH,
1989).

Etant donné la longueur de I’cestrus et que 1’étalon saillit chaque femelle en cestrus de

nombreuses fois, il ne peut servir qu'un nombre limité de juments : de 15 a 30 juments

(VALON, 1985).

1.2.3.1. Collecte du sperme
Certains étalons sont habitués & monter sur un mannequin. En général il faut recourir a une

jument en cestrus. L’aire péri-genitale de celle-ci est nettoyée, on lui met un tord-nez et on
entrave ses membres postérieurs. Il vaut mieux que 1’étalon soit manipulé par une personne
qui le connait, et dans un lieu qu’il connait, sans stress. L ’érection est plus ou moins rapide.

L’¢jaculation est relativement courte (VALON ET CHAFFAUX,1983).
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Le temps de réaction (entre le début des stimulations et la monte) est de 3,5 min (211
secondes) pour le ler éjaculat et de 3,85 min (231 secondes) pour le 2eme, une heure plus tard
en moyenne (NICOLICH, 1989)

Le prélevement peut étre effectu¢ dans le vagin de la femelle (mais pas pour I’insémination
artificielle), avec un condom en caoutchouc ou en plastique souple, ou mieux, avec un vagin
artificiel. La température de 1’eau du vagin artificiel au départ varie de 42°C a 50°C selon le
temps estimé que 1’étalon prendra pour éjaculer. (VALON ET CHAFFAUX, 1983). La
capote est lubrifiée avec de la vaseline et la pression doit étre proche de celle exercée par le
vagin de la jument (CHEVALIER, 1980). L’opérateur qui préléve est de coté par rapport a

1’étalon. 11 dévie le pénis au moment du saut et présente le vagin artificiel (CORDE, 1985).

I1 faut en moyenne 30 minutes pour obtenir une éjaculation. La température de 1’eau du vagin
artificiel est comprise entre 42°C et 44°C au moment de la collecte (FAUQUENOT, 1987).

La saillie elle-méme dure 2 minutes environ. Le sperme doit étre mis a 1’abri de la lumicére.

1.2.3.2. Les caractéristiques du sperme
Des substances gélatineuses sont élaborées par les vésicules séminales. En premier lieu, ce gel

est retenu par un filtre.

Couleur :

Normalement, le sperme est blanc laiteux.

Volume :

Le volume est important. 1l est plus faible pour les étalons de sang (30-50 ml) que pour les
races lourdes (120-150 ml) (FAUQUENOT, 1987).

Concentration et nombre total des spermatozoides :

La concentration du sperme équin varie entre 100 et 200 millions spz par ml. En tenant
compte du volume spermatique, elle correspond a un nombre total des spermatozoides de 10

milliards en moyenne.
Motilité :

La motilité est de 75 % en moyenne (BESSE, 1993).
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Tableau 1 : Caractéristiques principales du sperme d’étalon

Volume total | Concentration | Nombre | Motilité
(ml) (10%ml) | total (109| (%) Reference
70 (30-300) | 120 (30-8000)
60-120 50-350 60 CKS:S’G 11%;2
60-100 150-300 | 5-15 4075 | Lo
30-50 ou 120-150|  100-200 60-80 | oyt icror. 1967
200 (50-400) | 10 (3-20) | 75 Bosce. 1993
52,5+34,1 176 +125 | 7,8+57 | 59+14 | Langlois1977.

Ces caractéristiques varient avec la race (Tableau 2), I’age de 1’étalon (Tableau 3), la saison,

de la fréquence d’éjaculation, etc.

Tableau 2 : Quelques caractéristiques du sperme de différentes races d’étalons de sport
(DOWSETT, PATTIE 1987 CITE PAR NICHOLICH,1989)

Spz
Nombre] Vol. Vol. de . Concentr. morts
sans el

mDMMMM
ml

[PSA__|7o w2 | ToJorz Joms Juzeer fror
[Quarterhorse| 30 |z38 | a0 | ore | iy Jvsrz Jose
BTN TR kT R TR EECEN ETIA ST

Arabe 1/2 33 2 5 5 38 7 116 1 4 854 7,1
sang

[(oyere | o3 | 59 |z Juer Jero oo |
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Tableau 3 : Quelques caractéristiques moyennes du sperme d’étalon en fonction de 1’age
(DOWSETT, PATTIE 1987 CITE PAR NICHOLICH, 1989)

Spz
Nom Vol. Vol.de | Vol. Concent || Nbre

morts
bre sans gel total r. de

Age gel (mh || (ml) (ml) (10%/ml) || spz (%)
(10°

1.3. Cryoconservation des spermatozoides equins

Le sperme peut étre utilise frais, réfrigéré progressivement a 12-14°C (dans les 24 a 96
heures) ou plus souvent 4°C (0-5°C, jusqu’a 8 jours) ou congelé dans I’azote liquide. Le
sperme dilué peut étre conservé au refrigérateur réglé a 7 °C (DUSSSAUGE, 1963 ;
MAGISTINI, 1990).

Pour le sperme frais, les doses de 20 ml comprennent 400 millions de spz. Avec des doses de
400 millions de spz, et un rythme de 3 récoltes par semaine, au moins 20 doses de semence
peuvent étre produites par éjaculat (FAUQUENOT, 1987).

Pour le sperme réfrigéré, immédiatement apres la récolte, le sperme est dilué dans un bain-
marie maintenu a 35-37°C (MAGISTINI, 1990). La reproduction du cheval a été étudiée
dans les années 1950 par Nishikawa au Japon qui a mis au point les premier dilueurs pour la
semence d’étalon (NISHIKAWA, 1975).

Les dilueurs ont un pH proche de celui du plasma séminal, apportent des éléments nutritifs et
contiennent des substances tampon, des antibiotiques et des cryoprotecteurs, ces derniers

protégeant les spz des effets de la congélation et de la décongelation

La vitesse du refroidissement doit étre contrdlee et adaptée a la température de conservation.
Pour la conservation a +4°C, une descente initiale de — 0,3°C par min est idéale soit 10 heures

pour passer de +37°C & +4°C. Palmer (1984) utilise du lait écrémé ajouté d’antibiotiques
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comme diluer. L’insémination doit étre faite des les 10 heures qui suivent la collecte

(MAGISTINI, 1990).
Concernant la cryoconservation, elle sera présentée en détail dans les sections suivantes.

1.3.1. Les effets du froid sur le spermatozoide équin

1.2.1.1. Effets sur le métabolisme cellulaire
L’intensité du métabolisme est fonction de la température. Une diminution de la température

entraine une nette réduction de ’activité métabolique. A des températures suffisamment

basses, c¢’est-a-dire négatives, la plupart des processus métaboliques sont stoppés.

La congélation des spermatozoides induit donc un ralentissement voire un arrét de leur

métabolisme (Loomis et Graham, 2008).

1.2.1.2. Effets sur les membranes cellulaires
La cryoconservation a des effets majeurs sur la membrane plasmique, que cette derniere

subisse des modifications chimiques, topographiques ou mécaniques.

La membrane plasmique est une bicouche lipidique dont les parties hydrophiles des lipides
et les protéines sont orientées vers I’extérieur alors que les parties hydrophobes sont orientées
vers le centre de la membrane. 1l existe différents types de lipides, tous étant particulierement
sensibles aux radicaux libres, libérés lors de la congélation par les cellules altérées. Ces
radicaux libres sont & I’origine d’un phénoméne de peroxydation, observé au niveau des
lipides membranaires.

Il faut savoir que chaque espéce de lipide posséde une température de changement de phase,
¢’est-a-dire une température pour laquelle les lipides passent de 1’état fluide a 1’état de gel.

Lorsque la température devient inférieure a la température de changement de phase d’un type
de lipides, tous les lipides de cette espece se regroupent en microdomaines. Ceci est a
I’origine d’une réorganisation de la membrane plasmique créant des trous entre les
microdomaines de lipides et les portions fluides de membrane. Ce réarrangement des lipides
membranaire induit par le froid est ce qu’on appelle le « cold shock » ou « choc induit par le
froid » et il entraine une fragilisation de la membrane voire des dommages ou des ruptures

membranaires.

Lorsque la température corporelle est de nouveau atteinte aprés décongélation, les lipides
retrouvent leur forme liquide mais la membrane plasmique ne retrouve pas son organisation
initiale et reste altérée. Les conséquences des altérations membranaires sont multiples car la

membrane plasmique est atteinte tout comme les membranes des organites de la cellule
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spermatique. Ainsi, les spermatozoides congelés-décongelés peuvent présenter une perte de la
structure interne de [’acrosome ou des mitochondries, qui représentent les structures

cellulaires les plus sensibles a la cryoconservation.

Cela conduit a de séveres conséquences sur la viabilité de la cellule mais également a des
dysfonctionnements dans l'activation de la mobilité ou dans la réaction acrosomique et la

fécondation.

1.2.1.3. Effet sur le noyau et 'ADN
Le noyau du spermatozoide peut également étre altéré durant la cryoconservation. Or, la

préservation de I'intégrité de I'ADN est primordiale pour I'obtention d'une descendance viable

et conforme aux parents.

Les spermatozoides endommagés sont susceptibles de produire des radicaux libres tres
rapidement, en particulier apres congélation. Ces produits de peroxydation sont trés délétéeres
pour I'ADN et peuvent induire a la fois des cassures et des modifications de bases. Les
consequences sont dramatiques dans la mesure ou le génome de la descendance, sa viabilité et

la qualité de son développement sont altérés (Labbé et al, 2002; Luvoni, 2003).

1.3.2. La cryoprotection des spermatozoides équins

1.3.2.1. Définition
La cryoconservation correspond a I’utilisation de faibles températures pour préserver la

structure intacte de cellules et de tissus vivants. Elle est utilisee dans la conservation des
spermatozoides. Une congélation sans protection peut s’avérer mortelle pour les cellules et
cette seconde partie vise a analyser les procédes utilisés lors de la congélation afin de protéger
au mieux les spermatozoides et montrer comment leur refroidissement permet leur

conservation dans des conditions stables et la préservation de la vie.

1.3.2.2. Objectifs de la cryoconservation de la semence
La cryoconservation permet de conserver le génome de spermatozoides pendant des dizaines

d’année sans 1’altérer. Elle permet donc de conserver le matériel génétique d’especes de

bonne qualité ou en danger.

1.3.2.3. Avantages et inconvénients de la cryoconservation
La congélation de la semence permet la conservation ex situ de la diversité genétique des

especes de mammiferes ainsi que le désaisonnement de la reproduction favorisant la gestion

de la production et des géniteurs.
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En théorie, la cryoconservation n’altére pas le génome des spermatozoides qui peuvent ainsi
étre conservés pendant des dizaines d’années, voire plus, avant d’étre utilisés. Il est alors
possible de conserver le matériel génétique d’especes en danger ou de bons reproducteurs et
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 (en France, la réglementation

autorise I’utilisation de la semence congelée apres la mort d’un animal).

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
I’animal et donc néfaste au bon déroulement de I’accouplement et de la fécondation. De plus,
la législation de nombreux pays est de plus en plus contraignante pour 1’introduction
d’animaux sur leur territoire, avec parfois des quarantaines de plusieurs jours ce qui rend
impossible un accouplement au moment le plus propice du cycle de la femelle. La congélation
et le transport de la semence permettent alors de s’affranchir de ces problémes. Le transport
de la semence congelée permet également une dispersion incomparable de caracteres

génétiques intéressants (Labbé et al. 2002).

1.3.2.4. Etapes de la cryoconservation

1.3.2.4.1. Filtration

1.3.2.4.2. Premiere dilution

1.3.2.4.3. Premiere descente de la température (jusqu’'a +22°C)

1.3.2.4.4. Centrifugation et élimination totale du plasma séminal

La centrifugation elle-méme peut agir comme une épée a double tranchant exercant des effets
a la fois bénéfiques et déléteres sur la motilité des spermatozoides. Bien que le nombre de
spermatozoides puisse étre maximisé en augmentant le temps et la force de centrifugation, des
dommages physiques sont exercés en méme temps sur les spermatozoides. Le résultat négatif
direct de la centrifugation sur la qualité du sperme est démontré par la diminution de la

motilité et de la vitesse par rapport aux témoins non centrifugés.

La méthode de centrifugation : force et durée :

Directement aprés récolte, la semence est diluée avec un dilueur primaire a 37°C, ce qui
permet de protéger les spermatozoides. Les tubes sont ensuite placés dans la centrifugeuse et
le choix de la force ainsi que de la durée de centrifugation dépend du protocole utilisé.

Ensuite, le surnageant est enlevé, de fagon trés précautionneuse, suffisamment rapidement
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mais sans provoquer de turbulences, sous peine de perdre une grande partie des
spermatozoides. Les spermatozoides du culot sont alors remis en suspension dans une

quantité appropriée de dilueur (Barrier-Battut 2013).

Les alternatives a la méthode de centrifugation classique :

L’¢tape de centrifugation représente une étape critique car cette procédure causerait des
dommages mecaniques aux spermatozoides, notamment lorsque la force de centrifugation
utilisée est trop élevée. Les spermatozoides se retrouvent plaqués au fond du tube, ce qui
serait a Dorigine d’une perte en spermatozoides. Cette perte s’avere problématique,
notamment pour les especes dont 1’¢jaculat est relativement peu concentré, comme chez le

cheval (Mari et al. 2015).

Pour limiter ces inconvénients, deux alternatives sont possibles : la centrifugation sur «
coussin », développée depuis plusieurs années déja, et plus récemment la concentration des
spermatozoides sans centrifugation, a I’aide d’un filtre spécialement destiné a cet effet

(Barrier- Battut 2013).

La centrifugation sur « coussin » :

La centrifugation sur coussin consiste a placer une couche de solution plus dense sous la
semence diluée pour servir de « coussin » aux spermatozoides pendant la centrifugation et

viter que ceux-ci ne s’agglomérent au fond du tube.

Initialement, de ’EDTA était utilisé mais il a rapidement été remplacé par le iodixanol qui
s’est avéré plus efficace. Plusieurs « coussins » existent sur le marché mais ils sont tous
constitués d’un liquide visqueux constitu¢é d’une solution d’iodixanol a introduire
délicatement dans le fond du tube contenant déja la semence (exemple du MaxiFreeze® de
chez IMV technologies, France ou du CushionFluid® de chez Mini tube, Allemagne). L’ajout
de ces milieux « coussins » permet d’augmenter 1’accélération de la centrifugeuse ainsi que le
temps de centrifugation (jusqu’a 1200 xg pendant 10 minutes au lieu de 600 xg pendant 10
minutes sans milieu « coussin ») sans provoquer de lésions des spermatozoides. Le « coussin
» amortit les chocs sur les spermatozoides, ceux-ci restant a I’interface coussin/dilueur, au lieu
d’étre plagués au fond du tube par la force centrifuge. Ils sont également « englués » par la
viscosité du liquide, ce qui empéche leur remontée dans le surnageant. Il y a donc moins de

perte de spermatozoides aprés la centrifugation, ce qui peut étre intéressant pour optimiser le
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nombre de paillettes de sperme congelé produites par des males « petits producteurs ». Le
nombre total de spermatozoides récupérés apres centrifugation serait plus élevé que lors d’une
centrifugation standard (90 % des spermatozoides récupérés au lieu de 60 % avec le protocole
de centrifugation n’utilisant pas les milieux « coussins ») ce qui permet un nombre de

paillettes produites par éjaculat plus important

L’inconvénient de la centrifugation sur coussin est le surcolit par rapport a une centrifugation
classique, le « coussin » n’étant évidemment pas réutilisable. De plus, I’étape du retrait du
matériel constituant le « coussin » aprés la centrifugation reste une étape critique. D’ apres
Hoogewijs, 1’utilisation d’un trés petit volume de matériel (30 pL) sans ’enlever apres
centrifugation se révélerait inoffensif, mais ces petits volumes requiérent des tubes
particuliers qui ne sont pas facilement disponibles en pratique (Barrier-Battut 2013 ;
Loomis 2006 ; Hoogewijs et al. 2010).

1.3.2.4.5. Deuxieme dilution (Apport du glycérol)

1.3.2.4.6. Deuxieme descente de température de +22°C a +4°C.
1.3.2.4.7. Mise en paillettes

1.3.2.4.8. Congélation proprement dite (de +4°C a -196°C)
1.3.2.4.9. Controle de qualité

Etapes de congélation de la semence équine

Température Etapes Durée/vitesse/milieu
RECOLTE-FILTRATION
CONCENTRATION INRA96
+37°C
DILUTION (Lait écrémé)
OBSERVATION
REFROIDISSEMENT A +22°C 10min
CENTRIFUGATION 10min a 600xg
+22°C
INRA-FREEZE
REDILUTION
Ajustement a 100 millions/ml
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EQUILIBRATION
1H20min
+4°C (Refroidissement a +4°C)
MISE EN PAILLETTES Conditionnement
+4°C a -196°C CONGELATION 2min30 a (-60°C/min)
-196°C STOCKAGE Sélection

1.4. Analyse des spermatozoides équins

Il existe deux niveaux d’évaluation de la qualité spermatique a savoir les examens de
premiére intention et les examens de seconde intention. Les premiers sont des tests de routine
ne nécessitant que peu de matériel et qui sont réalisables par le vétérinaire inséminateur dans
son exercice en clientéle. Les seconds sont des tests plus approfondis et plus appliqués dans

I’étude du sperme, et qui sont réservés aux centres spécialisés.

1.4.1. Analyses conventionnelles
IIs sont communément appelés le spermogramme et le spermocytogramme. Ils sont

couramment effectués avant chaque insemination artificielle et avant toute congélation ou

réfrigération de la semence.

1.4.1.1. Le spermogramme
Le spermogramme est une étude stricte du sperme qui revét le volume, 1’aspect, 1’odeur, le

pH, la mobilité des spermatozoides, le nombre de spermatozoides ainsi que leur vitalité. Dans
la section suivante il ne sera fait mention que des éléments les plus importants a savoir la

mobilité et la numération.

1.4.1.2. L’examen microscopique de la mobilité
C’est un examen réalisé sur une platine chauffante (37°C) pour éviter le ralentissement des

spermatozoides causé par leur refroidissement. Cette analyse doit étre effectuée rapidement
aprés le prélévement. Il existe deux niveaux d’observation microscopique de la mobilité
spermatique, a savoir la mobilité massale et la mobilité individuelle.

L’examen de la mobilité massale est 1’observation des mouvements de réunions et de
dispersion des spermatozoides sur une goutte de sperme mise sur une lame au grossissement

La notation se fait sur une grille de 0 a 5.
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L’examen de la mobilité individuelle est 1’observation d’une goutte de sperme placée entre
lame et lamelle au fort grossissement 40 afin d’apprécier la mobilité progressive.

Le but de ce test est de déterminer le pourcentage de spermatozoides mobiles ainsi que la
proportion de spermatozoides fléchant c'est-a-dire qui traversent le champ rapidement en

ligne droite. Une semence de bonne qualité comporte 70% de spermatozoides fléchants.

L’analyse de la mobilité spermatique par microscopie optique demeure un examen subjectif,

méme si I’erreur est réduite en confiant toujours la lecture au méme opérateur expérimenté.

1.4.1.3.La numération
La numération est la détermination du nombre de spermatozoides présents dans

I’éjaculat. Le sperme est dilué dans un liquide hypertonique comme le chlorure de sodium
a3% pour immobiliser les spermatozoides, cette dilution est réalisée dans un tube capillaire
gradué (mélangeur de Potain). La dilution est faite par apport a la concentration observée lors
de I’examen microscopique, elle est soit 1/100éme ou 1/200éme.

Les spermatozoides sont dénombrés grace a cellule hématimétrique dite de Thoma ou de
Mallassez. Une goutte est déposée entre lame et lamelle et I’observation au grossissement 40
et les spermatozoides sont dénombrés dans les quatre carrés extérieurs et dans un des carrés
intérieurs. La concentration est donnée par la formule suivante :

Equationl: N=nxVx (1/d) x50000

Equation2: N= (moyR1-5) x\VVx100x250x1000

Légende : (N: nombre spz /éjaculat - n : somme R1-5 V : volume de fraction spermatique (ml)
d : dilution).

1.4.1.4.Evaluation par utilisation du spectrophotometre

L’acquisition d’un spectrophotomeétre (Figure7) est justifiée pour les praticiens spécialisés ou
les grands haras dans I’espéce équine, surtout quand 1’insémination artificielle est utilisée.
Cette technique mesure la densité optique d’un échantillon de sperme dilué et en détermine la
concentration. L’estimation de la concentration en spermatozoides d’un €jaculat par mesure
de la densité optique doit étre considérée comme assez juste et utilisable en routine pour la
préparation de doses d’insémination, mais pouvant étre soumise a des biais de mesure

(Allimant 2010).

26



Figure 7: photométre Mini tube avec cuvette remplie en sperme (John Dascanio. 2014).

1.4.1.5. Le spermocytogramme
I1 s’agit de 1’appréciation de la morphologie des spermatozoides. La lecture s’effectue sur un

frottis coloré. Plusieurs anomalies sont rencontrées et classées en anomalies de la téte, de la
piéce intermédiaire (persistance gouttelette cytoplasmique) et du flagelle. La lecture de cent
spermatozoides est effectuée au grossissement 40 pour obtenir le pourcentage de
spermatozoides normaux et anormaux dans la semence.

Un sperme équin est fécondant lors d’un spermocytogramme n’excédant pas 20 a 30 %
d’anomalies. L’application de ce seuil est importante lorsque la semence est destinée a la

congélation et doit garder un pouvoir fécondant aprés décongélation.

1.4.2. Analyses non conventionnelles

1.4.2.1. Analyse de la mobilité assistée par ordinateur
Le systtme CASA est une méthode d’analyse de sperme informatisée qui permet d’obtenir

des informations objectives et précises sur la proportion de spermatozoides mobiles et leur
mouvement. Le systeme détecte les mouvements des spermatozoides et suit chaque
spermatozoide séparément dans le temps et 1’espace.
Les paramétres pouvant étre calculés avec cette technique sont nombreux :

e |e pourcentage de spermatozoides mobiles (MOT : Total SpermatozoalMotility)

¢ |e pourcentage de mobilité progressive (PMOT : Progressive SpermatozoalMobility)

e le pourcentage de spermatozoides fléchants (dont la trajectoire a des caractéristiques

supérieures a une vitesse et une linéarite de mouvement predéfinie)
e [’amplitude de mouvements latéraux de la téte des spermatozoides pendant leur

déplacement (ALH: Amplitude of Lateral Head Displacement)
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e lavitesse moyenne de déplacement linéaire (VSL : Straight-Line Velocity)

e la vitesse curviligne (VCL : CurvilinearVelocity) c’est-a-dire la vitesse mesurée sur
la distance totale parcourue

e la fréquence des rythmes de croisements des trajectoires (BCF : Beat Cross
Frequency)

e la moyenne des déplacements angulaires (MAD : MeanAngularDisplacement).

Figure 8 : Les parametres cinétiques du spermatozoide

1.4.2.2. Analyse par cytométrie de flux
L’application de la cytométrie en flux minimise, en partie, plusieurs difficultés d’analyse

rencontrées. La cytométrie en flux est une approche automatisée capable de mesurer la
quantit¢ d’un ou de plusieurs marqueurs fluorescents associés avec la cellule de maniére non
biaisée. Cet appareil offre des propriétés incomparables de précision, de sensibilité, de
rapidité et permet 1’analyse multiparamétrique sur un nombre de cellules statistiquement
appropri¢ (Cordelli et al, 2005). De plus, la découverte d’une variété¢ de fluorochromes et de
composants conjugués a une sonde fluorescente rend possible une grande gamme d’analyses
pour I’évaluation de la semence a des niveaux biochimiques, ultra structuraux et fonctionnels
(Gillan et al, 2005).

1.4.2.2.1. Viabilité ou intégrité de la membrane plasmique
Ce parametre est également mesurable par le cytomeétre en flux a 1’aide de plusieurs colorants

tel que I’iodure de propidium et le fluorochrome SYBR 14.
Le cytometre en flux distingue comme le microscope optique, 2 sous-populations de
spermatozoides :

o Les spermatozoides verts : membrane plasmique intégre, spermatozoide vivant.
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o Les spermatozoides rouges : membrane plasmique lésée, spermatozoide mort.
De plus, nous savons depuis 1995 qu’une 3™ sous-population de spermatozoides dit
« Moribonds », sont également visibles a la microscopie a fluorescence. (GARNER AND
JOHNSON, 1995). Avec la cytométrie en flux, les spermatozoides colorés a la fois de rouge et

de vert sont inclus dans les spermatozoides morts

1.4.2.2.2. Statut acrosomique
L’¢évaluation du statut acrosomial se réalise via les mémes fluorochromes que ceux utilisés

par la microscopie a fluorescence. Nous allons rappeler brievement ces tests et expliquer les
quelques différences observées avec la microscopie a fluorescence.

La lectine PNA liée a la fluorescéine FITC est un marqueur du statut acrosomial. Ensembles,
elles se fixent a la membrane externe de ’acrosome. Dans le cas de la microscopie a
fluorescence, les spermatozoides sont fixés et perméabilisés avec de 1’éthanol. Le couple
PNA-FITC rentre alors dans les gamétes et colore en vert la cellule lorsque I’acrosome est
intact. Dans le cas de la cytométrie en flux, aucune fixation n’est nécessaire et la membrane
plasmique du spermatozoide reste imperméable au couple PNA/FITC. Ainsi, s’ils colorent le
spermatozoide en vert c’est que la réaction acrosomique a eu lieu, car des fragments de la
membrane acrosomiale leur seront accessibles. (PENA ET AL., 1999)

On les associe la plupart du temps avec un fluorochrome évaluant I’intégrité membranaire
comme 1I’iodure de propidium, permettant ainsi de différencier les spermatozoides vivants
(IP négatif), des spermatozoides morts (IP positif).

Cependant, 1’association de ces fluorochromes ne marque pas toujours tous les
spermatozoides, par exemple ceux ayant une membrane plasmique et un acrosome intact
seront incolores. Le cytomeétre en flux va alors les considérer comme des particules non
spermatiques et les exclure des résultats statistiques.

Pour pallier a ce défaut, un fluorochrome spécifique des cellules a été ajouté dans de
nombreuses études. On peut citer par exemple [’utilisation du fluorochrome SYTO,
marqueur de I’acide nucléique, perméable a la membrane plasmique, il va fixer ’ADN
nucléaire et mitochondrial, ainsi que I’ARN.

Il permet de marquer positivement les cellules possédant une membrane plasmique intacte
(SYTO +, IP -) et de les différencier des débris cellulaires (SYTO - et IP -) ou des cellules a
la membrane lésée (SYTO -, IP +).

Il existe plusieurs sous-types de fluorochrome SYTO, certains vont émettre une fluorescence
verte au contact de ’ADN (SYTO 9 a 25), certains une fluorescence orange (SYTO 80 a 86),
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d’autres une fluorescence rouge (SYTO 61 a 64), ou encore une fluorescence bleue (SYTO

40 a 45.

1.4.2.2.3. Statut d’oxydation (Stress Oxydatif et radicaux oxygénés libres)
Le processus de cryoconservation peut étre a 1’origine de la production de radicaux oxygénés

libres notamment, responsables de dommages sur la cellule (Calamera, fernandez et al,
2001) :(Neild, Gadella et al, 2003). La présence de radicaux libres au sein du spermatozoide
a éte corrélée a une diminution de la mobilité (Baumber, Ball Etat, 2000), a une diminution
de la capacité de fusion avec I’ovocyte (Aitken, 1989) et a de I’infertilité (Agarwal, Makker
et al, 2008). Les EOR sont donc des molécules qui sont pour la plupart trés réactives avec les
différents composants cellulaires. Elles jouent des roles physiologiques indispensables au
dialogue intracellulaire, a la régulation de I’apoptose. Des niveaux physiques de ROS sont
requis pour les fonctions normales des spermatozoides telles que I’hyperactivation, la
capacitation, la réaction a 1’acrosome et la fusion des ovocytes. Cependant, en cas d’exces, les
ROS peuvent endommager 1’ADN, inhiber la fusion spermatozoides-ovocytes et réduire la
motilité des spermatozoides (Awda, 2009). Le stress oxydatif se produit dans les
spermatozoides lorsque les niveaux intra et extra cellulaires de ROS dépassent la capacité
antioxydante disponible. Les spermatozoides ont une quantité limitée de cytoplasme cellulaire
dans lequel se trouvent des enzymes de récupération, ce qui rend les spermatozoides tres

sensibles aux dommages causés par les ROS (Henkel, 2005).
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Chapitre 2 : Matériel et methodes

2.1. Problématique et objectifs

L’objectif de cette étude est d’étudier I’effet de la centrifugation avec et sans coussin sur la
qualité de la semence équine, donc avoir la meilleure centrifuge qui permette de garder une

bonne mobilité et vitalité et concentration des spermatozoides.

2.2. Lieu de I’étude

L’¢tude expérimentale a ¢été réalisée au niveau de la Plateforme Biotechnologique en

Reproduction des Carnivores de 1’Universit¢ BLIDA1 (PBRC/U.BLIDA1).

2.3. Animaux
Cing chevaux, choisis parmi les étalons du Haras Hocine el Mansour Mostaganem et de la

ferme équestre SAHEL HADJOUT, dénommés : MAROUAN DE MONLOT, AURHEIN,
OMBIORIX, DZIRI D’HEM & QUOTB ont été utilisés. Les cing sont des pur-sang arabes
afin de lutter contre les variations raciales, Leur fertilité était connue. Ces étalons ont été
récoltés a raison de 4 récoltes par étalon pour totaliser vingt éjaculats (n=20) utilisés dans
notre étude.

Tableau 4: Identification des échantillons (chevaux)

Nom Race Age Etat de santé Appgrgll Fertilité
uro-génital
MAROUAN PUr-san
DE Arabeg 9ans Bon RAS Connue
MOMLOT
OMBIORIX | FPU=sang | gan Bon RAS Connue
Arabe
AURHEIN | Pursang | g.n Bon RAS Connue
Arabe
DZIRI Pur-sang
D'HEM Arabe 4ans Bon RAS Connue
Pur-sang
QUOTB Arabe 9ans Bon RAS Connue

31



2.4. Récolte

Avant la récole, une étape d’excitation de I’étalon s’impose en faisant venir une jument en
chaleur. Une fois qu’il 1’a sentie et qu’il est prét, on fait grimper le cheval non pas sur la

jument, qui est mise a I’écart, mais sur le mannequin.

La récolte est réalisée dans une salle de monte. On se sert d’un mannequin, on appelle ¢a un
"fantome". Ca ressemble un peu a un cheval d’ar¢on, ¢a imite la forme du corps d’une jument.
Détournant alors sa verge, et I’insére dans le vagin artificiel. Le sperme est recueilli dans la

fiole. Cela dure quelques secondes, I’étalon est ensuite remis au box.

Nous travaillons toujours en équipe, de trois ou quatre soigneurs, jamais seul. La monte
demande un effort pour 1’étalon, donc il lui faut petite séance d'échauffement. Le lui fait faire

des tours de manege a la longe pendant une quinzaine de minutes.

Il faut aussi préparer le matériel. Utilisant un vagin artificiel, lubrifié, et chauffé avec de 1’eau.
Au bout, on fixe une fiole pour recevoir la semence, Manchon protecteur pour vagin, et

Mannequin sur tapis en caoutchouc anti dérapant.

Figure 09: La récolte de sperme sur mannequin.
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2.5. Filtration du sperme
Immédiatement apres le prélévement, la semence est rapidement transportée au laboratoire

pour réduire les risques d’altération liée a 1’action de la lumicre ou a un choc thermique

(température ambiante trop froide ou trop chaude).

La semence était filtrée dans un récipient gradué sur un papier filtre ou une double gaze stérile
pour en retirer les impuretes et le « gel » qui contiens le liquide séminal hautement toxique

pour les SPZ en cryoconservation (jasko DJ., 1991)

L’ensemble est préalablement chauffé a 1’étuve jusqu’a 37 °C pour éviter tout éventuel choc
thermique. Le volume de 1’éjaculat filtré était ensuite évalué puis aliquotésur 9 tubesCorning
de 50 ml prealablement placées dans une étuve a 37°C. Ces 9 tubes seront destinés aux huit

protocoles de centrifugation évalués dans notre étude.

Figure 10 : Filtration de I’éjaculat

2.6. Evaluation initiale

2.6.1. Examen macroscopique

L’¢évaluation de la semence doit étre réalisée de maniere méthodique et minutieuse par une
personne expérimentée et dans un laboratoire correctement équipé.Le volume de la fraction
sans gel, la couleur et I’aspect macroscopique sont notés.

2.6.2. Examen microscopique

2.6.2.1. Détermination de la concentration
La concentration en spermatozoides par mL de sperme était déterminée en utilisant un

photometre Mini tube(SDM1) calibré sur la semence équine. Ou un échantillon de sperme
bien mélangé est chargé au niveau de I’extrémité de la microcuvette en utilisant une pipete

jetable, la surface externe de la cuvette est bien nettoyée pour éliminer tout excés du sperme et

33



la micro-cuvette est insérée par la suite au niveau de 1’appareil, une fois le tiroir est fermé la

lecture et le calcul de la concentration sont activés.

2.6.2.2. Evaluation de la mobilité des spermatozoides
2.6.2.2.1. La mobilité massale : Dans un premier temps, le sperme est observé au faible

grossissement (x10) sur platine chauffée a 37°C et au contraste de phase négative afin
d’apprécier de fagon subjective la mobilité massale, ¢’est-a-dire les mouvements de réunion et
de dispersion des spermatozoides. Une note variant de zéro a cinq est attribuée par

I’observateur (Tableau 05).

Tableau 5: Note d'appréciation subjective de la mobilité massale des spermatozoides
dans un échantillon (d’aprés : Fontbonne, 1992)

Note Interprétation

0 Pas de mouvements

Spermatozoides en mouvements mais pas de mouvements d’ensemble

Ebauche de mouvements d’ensemble circulaires

Mouvements d’ensemble : vagues rondes en mouvement

1
2
3 Mouvements d’ensemble : cercles centrés sur eux-mémes
4
5

Mouvements d’ensemble intensifiés

2.6.2.2.2. La mobilité individuelle: Dans un second temps, le sperme est examiné entre
lame et lamelle, au fort grossissement (x400) sur platine chauffée a 37°C et au contraste de
phase négative, afin d’apprécier la mobilité individuelle. Le sperme doit étre relativement peu

concentré, afin que chaque spermatozoide soit individualisable.

Tableau 6: Note d'appréciation subjective de la mobilité progressive des spermatozoides dans
un échantillon (d’apres : Fontbonne, 1992)

Note Interprétation
0 Pas de mouvement
1 Mouvements oscillants légers sans progression
2 Mouvements oscillants et progression faible et intermittente
3 Mouvements oscillants fléchant et progression lente réguliére
4 Mouvements fléchant et progression réguliére vers I’avant
5 Mouvements fléchant avec progression rapide vers I’avant
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2.7 Premiére dilution

Le dilueur utilisé est 'INRA96®, un dilueur de commerce fabriquée par IMV-Technologies,
Aigle, France. Ce dilueur est ajouté a la semence dans chacun des 9 tubes précédents pour une

dilution de 1 :3 c’est a dire rajouter 3 volume de dilueur pour 1 volume de sperme.

2.8. Descente de température a +22°C
Mettre les tubes contenant le sperme dilué dans un bain marie a 22 °C pondant 10 min.

2.9. Centrifugation
Aprés dilution du sperme brut avec INRA 96 et refroidissement a +22°C, les neuf (09) tubes

de semence diluée préparés précédemment sont centrifugés avec un appareil
HeraeusMultifuge 3 L-R (KendroLaboratoryProducts, Waltham, USA) a température

ambiante (+22°C) selon les huitprotocole de centrifugation suivants :

Tube témoin non centrifugé.

600xg pendant 10min sans coussin.
600xg pendant 20min sans coussin.
800xg pendant 10min sans coussin.
800xg pendant 20min sans coussin.
1000xg pendant 5min avec coussin.
1000xg pendant 10min avec coussin.

1200xg pendant 5min avec coussin.

© ©o N o g bk~ w DD

1200xg pendant 10min avec coussin.

Le tube 1 non centrifugé est considéré comme un témoin positif dans notre étude qui servira
pour I’évaluation de la concentration sans perte des spermatozoides et I’évaluation de leur

qualité aprés congélation-décongélation sans effet de la centrifugation.

Les tubes de 2 a 5 serviront a étudier I’effet de la force centrifuge (600 versus 800) et le temps
de centrifugation (10min versus 20min) pour une vitesse inférieure a 1000xg ne nécessitant

pas I’ajout d’un coussin.

Les tubes de 6 a 9 serviront a étudier 1’effet de la force centrifuge (1000 versus 1200) et le
temps de centrifugation (5min versus 10min) pour une vitesse supérieure ou égale a 1000xg

qui nécessite 1’ajout d’un coussin.
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Figurell: Centrifugation a 600 x g pendant 10 min

=0

Figure 12 - Coussin de centrifugation utilisé « MaxiFreeze®, IMV Technologies ».

2.10 Deuxiéme dilution (Redilution)

Une fois le culot riche en spermatozoides obtenu apres 1’étape de centrifugation, il est dilué
avec le milieu de congélation (INRA-FREEZE, IMV-Technologies, Aigle, France). Le
glycérol est I’agent cryoprotecteur le plus utilisé pour congeler du sperme. La concentration
chez le cheval ne devrait idéalement pas dépasser les 3,5 % du volume total, dans notre milieu
utilisé le taux du glycérol est de 2.5%.

Calcule du volume du 2eme dilueur a rajouter :

Rajouter le %2 Vol de D2 théorique par pot

VD2 théorique par pot= Npot/100 10°= V sperme/pot *C initiale
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Remise en suspension doucement a la main

2.11. Equilibration

Les tubes ont ensuite été équilibrés dans une vitrine réfrigérée a 4 ° C pendant 2 heures.

2.12. Mise en paillettes

Aprés équilibrage, la semence diluée est conditionnée dans des paillettesmoyennes de 0,5 mL
et soudeées avec une machine a remplir (MRS | dual V2) apres avoir été identifier par une

imprimante (Domino A420i).

W\

Figure 14: Apreés avoir été remplis les paillettes sont étalées sur des racks

2.13. Congélation et stockage

Les paillettes sont placées horizontalement sur le rack portoir et refroidies dans un
congélateur programmable (Mini-Digit-Cool, IMV-Technologies, Aigles, France) qui envoie
des vapeurs d’azote pour atteindre -140°C, avec une descente de +4°C a -100°C a la vitesse

« 60°C/min » puis jusqu’a -140°C a la vitesse « 20°C/min ».
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Figure 15 : Courbe de congélation equine (descente de +4°C & -100°C a la vitesse
« 60°C/min » puis jusqu’a -140°C a la vitesse « 20°C/min »)

Les paillettes sont ensuite immergées et stockées dans 1’azote liquide (-196°C).

On ¢élimine les paillettes qui flottent a cause d’un default de remplissage.

Figure 16: A gauche : Récupération des paillettes congelées a -140°C du Mini-Digit Cool. A
droite : Immersion des paillettes dans 1’azote liquide (-196°C).

Le stockage des paillettes se fait dans des cuves d’azote liquide.
Une vérification réguliére du niveau d’azote de ces cuves s’impose. Par ailleurs, la

température doit toujours y étre inférieure & -120°C.

2.14. Décongélation des paillettes

Apres au moins 72 heures dans ’azote liquide, les paillettes sont décongelées dans un

décongélateur de paillettes a 37°C pendant 30 secondes.
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2.15. Evaluation de la fertilité in vitro

2.15.1. Analyse de la mobilité par systeme CASA
Un examen de motilité par systéeme casa Hamilton ThornMotility Analyzer (HTM, EVOS 1)

et une chambre d’analyse d’une profondeur de 20 um (Leja®, LEJA Product B. V.
NETHERLANDS) selon la technique décrite par (Varner, et al. 1991).

Avant d’étre analyse par le systéeme IVOS II la semence a été diluée a la concentration de 25
million spz/ ml au moyen d’une solution tampon commerciale (EAZY BUFFER IMV,
AIGLE, France) puis mise en incubation (Cuve MEMMERT) pendant 10 min.

L’analyse de la semence par I’'TVOS 1I a ét¢é faite selon le paramétrage technique suivant :

Parameter Value

Frames acquired 30
Frame rate (Hz) 60
Minimum contrast 60
Minimum cell size (pixels)

Minimum static contrast 25
Straightness cut-off (%, STR) 75
Average-path velocity cut-off PM (pm/s,VAP) 50

VAP cut-off static cells (pm/s) 20

Cell intensity 100
Static head size 0.55-2.04
Static head intensity 0.45-1.70
Static elongation 11-99

Figure 17 : Paramétrage technique de ’analyseur HT-IVOS II pour ’analyse des

spermatozoides équins

Parmi la totalité des paramétres analysés par ce systeme, nous avons retenu pour notre étude,
les deux paramétres les plus corrélés a la fertilité :

v Le pourcentage des spermatozoides mobiles (MOT)

v Le pourcentage des spermatozoides progressifs (PROG)
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2.15.2. Analyse spermatique par cytométrie de flux
Un cytomeétreGuava-EasyCyte HT Plus (Millipore, USA) a été utilisé pour notre étude, afin

d’évaluer deux paramétres spermatiques a savoir : la viabilit¢ couplée a 1’intégrité

acrosomique et le statu oxydatif.

Cet appareil a ’avantage de fonctionner avec des kits rapides préts a I’emploi sous forme de
microplaques contenant des fluorochromes dosés dans les puits. Apres plusieurs étapes de
dilution et préparation de la semence, cette derniére est ajoutée aux fluorochromes, incubée

puis directement chargée et analysée par le cytometre.
Les deux kits utilisés dans notre étude, permettent d’évaluer :

v Le pourcentage des spermatozoides vivants avec acrosome intact « Fluorochromes :
FITC/PNA/PI » (Viab-Acro)

v' Le pourcentage des spermatozoides vivants oxydés (ROS) en mesurant le taux des
radicaux libres intracellulaires suivants : H202, HOCI, ONOO-.

2.16. Collecte des données et analyse statistique

Les donneées brutes ont été soit directement saisies sur Excel (pour les analyses manuelles «
concentration » et « notes de mobilité massale ») ou récupérées sur une table Excel a partir

des deux systémes d’analyse automatique de la semence utilisés (CASA et Cytométre en

flux).
Microsoft Excel a été utilisé pour la tabulation ainsi que le graphisme.
Le logiciel SPSS a été utilisé pour :

v’ Effectuer les statistiques descriptives (moyenne, écart type, erreur standard de la
moyenne).
v’ Tester la distribution normale des séries statistiques.

v" La transformation logarithmique des données si la distribution n’est pas normale.

La comparaison des moyennes entre les variables étudiées par analyse de variance(ANOVA)
suivie des tests de Tukey et Duncun (Post hoc) afin d’effectuer la comparaison multiple et

definir les différences significatives entre les diverses classes de données.

Le seuil de significativite a été défini a 5% (p<0.05 ; n=18) et les résultats ont été présentes

sous forme de moyenne £ SEM.
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Chapitre 3 Résultats et discussion

1. Résultat :

La centrifugation est I'une des procédures courantes lors du traitement de la semence équine.
Actuellement, la centrifugation est obligatoire lorsque I'on soumet un éjaculat équin a la
cryoconservation. Des approches alternatives telles que la collecte fractionnée ou I’utilisation

des filtres a sperme ne sont pas aussi efficaces (Sieme et al., 2004, Alvarenga et al., 2010).

L'influence de la centrifugation sur les spermatozoides n'est pas complétement élucidée, ou du
moins le principe par lequel les spermatozoides sont influences en raison de la centrifugation
reste incertain. Une premiére théorie repose sur des altérations de la forme des cellules
soumises a la centrifugation. A l'aide d'un microscope & force atomique, installé dans une
grande centrifugeuse, Van Loon et ses collaborateurs (2009) ont pu visualiser les ostéoblastes
de souris pendant la centrifugation. Les ostéoblastes ont été nettement réduits en hauteur lors
d’une faible centrifugation. Bien que la structure d'un spermatozoide soit complétement
différente de celle d'un ostéoblaste, en particulier en raison de la réduction spectaculaire du
cytoplasme d'un spermatozoide mature, il est probable que la centrifugation a des vitesses
beaucoup plus élevées affecte également la structure d'un spermatozoide. Un
perfectionnement supplémentaire de cette technique par Van Loon et al. (2009) et des
recherches sur différents types de cellules sont nécessaires pour décrire précisément ce qui se

passe avec les spermatozoides lors de la centrifugation.

Une autre explication pourrait agir au niveau de la membrane spermatique. Comme toute
membrane plasmique, une membrane spermatique est constituée d'une bicouche
phospholipidique liquide (Amann et Pickett, 1987). Différents domaines de la membrane
plasmique contiennent tous différentes concentrations et distributions de particules intra
membraneuses, avec des fonctions spécifiques différentes dans le processus de fécondation
(Flesch et Gadella, 2010). Ces domaines subissent une redistribution suite a la capacitation
(Gadella et al., 1994). Peut-étre que la centrifugation agit sur cette couche lipidique liquide et
perturbe a ce titre sa fonction en réarrangeant la distribution des particules intra
membraneuses. Des forces de centrifugation excessives induisent encore plus de dommages et
provoquent un culot de sperme compact difficile a remettre en suspension (Webb et Dean,
2009).
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Concentration de sperme équin et plasma séminal pendant sa conservation.

Il est généralement admis que la semence équine doit étre diluée au moins 3 : 1 afin de diluer
le plasma séminal a 25% (Varner et al., 1988). De plus, pour une conservation optimale, il
est conseillé de diluer le sperme a une concentration de 25 a 50 * 10° / mL (Varner et
al., 1987 ;Jasko et al., 1991, 1992). Si la concentration initiale de spermatozoides est trop
faible pour utiliser une dilution appropriée et maintenir une concentration acceptable en méme
temps, la centrifugation est vivement conseillée.

Les protocoles de centrifugation standard pour le sperme équin consistent en une force
centrifuge de 400 a 600xg pendant 10 a 15 minutes. Le plus utilisé étant de 600xg pendant
10min. (Loomis, 2006 ; Aurich, 2008), et permet une récupération de 75% des
spermatozoides (25% de perte) aprés élimination du surnageant et remise en suspension du
culot de sperme.

Avant la centrifugation, le sperme doit étre dilué au moins & un rapport de 1 : 1. Le plasma
séminal agit comme une épée a double tranchant sur la fertilité : il est néfaste pour les
spermatozoides des étalons pendant la conservation, mais d'un autre coté, il raccourcit la
durée de I'endométrite post-inséminatoire provoquée par la réponse inflammatoire déclenchée
par les spermatozoides (Troedsson et al., 2000 , 2005).

Avec la plupart des dilueurs, il est conseillé de conserver 5 a 20% de plasma séminal apres la
centrifugation (Jasko et al., 1991). Cependant, I'intégrité de I'ADN était mieux maintenue en
I'absence totale de plasma séminal, tandis que les dommages a I'ADN augmentaient au fur et a
mesure que les niveaux plasmatiques séminal augmentaient (Love et al., 2005).

L'effet de I'élimination du plasma séminal chez les étalons dont le sperme répond mal au
refroidissement (appelés les étalons de « mauvais refroidissement ») reste un sujet de
discussion. Brinsko et ses collaborateurs (2000a) ont constaté que I'élimination partielle du
plasma séminal apres la centrifugation avait un effet positif sur la motilité des spermatozoides
apres 48 stockage refroidi. Une étude plus récente, utilisant plus d'étalons, n'a démontré aucun
effet de I'élimination du plasma séminal des étalons « a faible refroidissement » sur la motilité
aprés un stockage refroidi. Seul le pourcentage de spermatozoides a membrane intacte était

plus élevé pour les échantillons dépourvus de plasma séminal (Barrier-Battut et al., 2010).
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Année | Auteur Espece Parametre Le protocole | Taux de
Spermatique centrifugation | récupération
Avec ou sans
coussin
Mai M.Nicolas : | Ours TM(%)70.6+3.2 600xg pdt 65 % Des
2011 M. bruns PM(%0)28.8+2.3 6 min spermatozoides
Alvarez: VCL(um/s)95.544.7 | gans coussin | récupére
E. Anel : VSL(um/s)32.1+£1.9
F.Martinez
Juin Maarten cheval Volume 18.3 _ 6.5 | 600xgpdt 10 min | 789% de spz
2010 | Hoogewijs TM(%) 75.2 _12.8 | 800xapdtSmin | gn04 g spz
PM(%) 407 _10.4 | “22%9°™" |27 06 de spz
1800xg a 5 min
Concentration 2400%g 4 5 min 92.6% de spz
(_106/mL) 4794 _ 97.9%de spz
203.6 Sans coussin
2012 S.B. BLISS | Cheval TM(%) 86 1000xg pdt 20
PM(%) 54 min
VCL 232 Avec coussin
STR 65 De volume
SMI 69 1ml 91% de spz
3.5ml 89% de spz
2014 Dr Cheval 1000xg pdt Est de 90 %
.ponthier 20 min avec | De spz
coussin
600xg pdt Est de 60%
10 min

G.
Decuadro-

Hansen, G.

Delhomme,

Cheval

TM(%) 39 %
PM(%0) 28 %
VAP (mm/sec) 73
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sans coussin

600xg pdt 10
min sans

coussin

77% de spz




Marianne TM(%) 45% 1000xg  pdt| 99 % des spz
Vidament PM(%) 29% 20 min

VAP (mm/sec) 78 Avec coussin

Tableau7 : présent effet de protocole de centrifugation avec ou sans coussin sur le taux de

récupération et les parametres spermatiques.
2. Discussion :

Centrifugation du sperme équin.

Normalement, un taux de récupération des spermatozoides de 75%, obtenu apres
centrifugation conventionnelle (600xg pendant 10min) est rapporté (Loomis, 2006; Aurich,
2008). Des résultats contradictoires sont cependant également présents dans la littérature, avec
des taux de récupération dépassant 98% en utilisant le méme protocole de centrifugation
(Weiss et al., 2004). Des pertes d'environ 25% sont convenues, mais peuvent étre encore
réduites en augmentant le temps et la force de centrifugation. Cependant, cela entraine
généralement une diminution de la qualité du sperme (Loomis, 2006).

En effet, les techniques de centrifugation sur coussin ont déja été décrites comme une solution
pour réduire les dommages causés aux spermatozoides tout en maximisant le taux de
récupération des spermatozoides. Une variété de solutions denses jouant le réle de coussin

ontété décrites.

En 1984, Cochran et ses collaborateurs ont décrit une technique ou une solution dense a été
déposée en dessous du sperme dilué au fond d'un tube de centrifugation. Cette solution dense
pourrait servir de coussin aux spermatozoides lors de la centrifugation (Cochran et al., 1984).
Initialement, un coussin de glucose-EDTA a été utilisé et remplacé plus tard par un coussin
d'extension contenant du jaune d'ceuf supplémenté avec 4% de glycerol (Amann et Pickett,
1987). Tous ces rapports initiaux, a l'exception de Volkman et van Zyl (1987), ont montré un
effet bénéfique sur la motilité des spermatozoides aprés centrifugation. Ensuite, une solution
d'iodixanol a 60% a été placée sous le sperme dilué, suivie d'une centrifugation pendant 25
min a 1000xg. Ce coussin empéchait les spermatozoides de se compacter au fond du tube
malgré la force centrifuge élevée utilisée et produisait 30% de spermatozoides vivants

normaux en plus (Revell et al., 1997).
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Plus tard, des rendements élevés de sperme aprés une centrifugation a grande vitesse sans
nuire a la qualité du sperme ont été signalés en utilisant 3,5 ml ou 5 ml de liquide coussin
dans un tube de centrifugation de 50 ml (Ecot et al.,2005; Knop et al., 2005).

Une variante de ces techniques a été décrite dans laquelle un petit volume (30 pL) de solution
de coussin est placé au fond d'un tube de centrifugation a tétine spécialement congu, suivi
d'une centrifugation a 400xg pendant 20 min. Cette technique a des rendements de sperme
Iégerement inférieurs et des caractéristiques de qualité in vitro légerement améliorées, et
présente l'avantage supplémentaire de ne pas nécessiter d'aspiration du coussin apres la
centrifugation (Waite et al., 2008).

Alternatives a la centrifugation.

Comme alternative a la centrifugation pour augmenter la concentration de spermatozoides et
réduire la quantité de plasma séminal, une collecte de sperme fractionné peut étre utilisée. En
utilisant un vagin artificiel Cracovie ou Missouri a extrémité ouverte modifiée, il est possible
de récolter uniquement la fraction riche en spermatozoides de I'éjaculat. Un mannequin de
récolte automatisé (EquidameR) peut également étre utilise. Cet appareil fournit des
échantillons de sperme avec un nombre inférieur de colonies bactériologiques et avec une
motilité similaire a celle du sperme recueilli a I'aide d'un vagin artificiel Missouri (Lindeberg
et al., 1999). Cependant, il est important de réaliser que la collection fractionnée utilisant
EquidameR ne correspond pas complétement a la collection fractionnée décrite ci-dessus. La
séparation a l'aide de I'EquidameR n'est pas en concordance avec les jets éjaculés par I'étalon,
mais est effectuée sur la base d'une séparation de volume ajustée dans les coupelles de
collecte de sperme. Une fois qu'une tasse est remplie avec le volume préréglé, une tasse
suivante est remplie (Lindeberg et al., 1999). Les spermatozoides provenant de fractions
riches en spermatozoides avaient une motilité plus élevée 12 h et 24 h apres la collecte que les
spermatozoides provenant d'éjaculats totaux (Varner et al., 1987). Cependant, le plasma
séminal des fractions riches en spermatozoides s'est avéré plus nocif pour la motilité des
spermatozoides que le plasma séminal des fractions pauvres en spermatozoides (Akcay et al.,
2006), indiquant que la centrifugation peut encore étre souhaitable, en particulier pour une

conservation prolongée.
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En résumé, les pertes de spermatozoides peuvent étre considérablement réduites en
centrifugeant le sperme d'étalon a des forces centrifuges et pendant des durées prolongées par
rapport au protocole conventionnel sans altérer la fonction du sperme in vitro apres
cryoconservation. Cela conduit a une augmentation du nombre de doses d'lA produites par
éjaculat. Cela peut facilement entrainer deux doses supplémentaires d'lA a partir d'un éjaculat
moyen de 10 milliards de spermatozoides. Néanmoins, les effets de ces protocoles de
centrifugation sur les parametres cinétiques et d’intégrité membranaire, acrosomique et de

I’ ADN nécessitent des recherches plus approfondies ainsi que 1'impact sur la fertilité in vivo.
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CONCLUSION

A T’issue de ce travail, il est a conclure ce qui Suit :

v La centrifugation est I'une des procédures courantes lors de la conservation de la
semence équine qui est obligatoire lorsque lI'on soumet un éjaculat équin a la
cryoconservation. Elle provoque des pertes importantes en spermatozoides et induit

des dommages aux différentes parties et fonctions du spermatozoide équin.

v’ Les pertes de spermatozoides peuvent étre considérablement réduites en centrifugeant
sur coussin le sperme d'étalon a des forces centrifuges élevée et pendant des durées
prolongées par rapport au protocole conventionnel sans altérer la fonction du sperme
in vitro aprés cryoconservation. Cela conduit & une augmentation du nombre de doses

d'lA produites par éjaculat.

v" Néanmoins, les effets de ces protocoles de centrifugation sur les paramétres cinétiques
et d’intégrité membranaire, acrosomique et de I’ADN nécessitent des recherches plus

approfondies ainsi que lI'impact sur la fertilité in vivo.
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