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Résumé

La qualité du sperme est indispensable pour son utilisation en insémination artificielle (1A) et
dans les techniques de procréation médicalement assistée. Le présent travail a pour objectif
d’étudier un éventuel effet race sur la qualité spermatique des taureaux apres décongélation.
42 paillettes, prises au hasard, issues de 13 taureaux de race Holstein et Montbéliarde,
Normande et Fléckveih ont, en effet, analysées en utilisant un systéeme de lecture automatisée
(systtme CASA, Computer Aided Sperm Analysis). Il ressort de cette étude que les
paramétres cinématiques et la viabilité du sperme décongelé ont été affectés par la race par
conséquence les races Holstein et Montbéliarde ont enregistré des bonne performances
cinématiques par rapport les races Normande et Fléckveih. Cependant, la race Normande a
enregistré la meilleure vitalité (79 %, P<0.05) par apport les autres races.

Mots clés : qualité du sperme, race, CASA, taureaux.



Abstract

Sperm quality is essential for use in artificial insemination (Al) and assisted reproductive
techniques. This work aims to study a possible effect of breed on sperm quality bulls after
thawing. 42 straws, taken at random from 13 Holstein and Montbéliarde, Normande and
Fléckveih bulls. Indeed, these straws were analyzed using an automated reading system
(CASA system, Computer Aided Sperm Analysis). It appears from this study that the
kinematic parameters and viability of thawed spermwere affected by breed. In effect, the
Holstein and Montbeliarde recorded good kinematic performance over breeds Normande and
Fléckveih. However, the Norman race recorded the best vitality (79%, P <0.05) by
contribution of other breeds.

Key words: semen quality, breed, CASA, bulls.
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INTRODUCTION

L’insémination artificielle chez les animaux domestiques et notamment les bovins a
permis de préciser leur fertilité dans des conditions ou les facteurs limitants physiologiques
deviennent prépondérants puisque la semence est sélectionnée a partir d’éjaculats de males sains
et sert a inséminer des femelles qui présentent un cestrus relativement court. Dans ces conditions,
on s’apergoit que ces facteurs jouent un role important, puisque le taux réel de fécondité ne
dépasse pas le 60% chez la vache a I’échelle internationale et beaucoup mois a 1’échelle nationale
(Abdelli et al., 2015), ce qui revient a dire qu’il faut au minimum deux interventions pour que la
totalité des femelles saines pour qu’elles soient fécondées. Des examens approfondis sont, en
effet, indispensables pour situer ces faibles résultats.On mesure donc tous les progres qui
pourraient étre réalisés par une meilleure connaissance des mécanismes mis en jeu depuis le
dép6t de la semence jusqu’a la gestation. Pour qu’une femelle ait le maximum de chances d’étre
fécondée, il faut pratiquer 1’insémination a un moment tel que les gametes males puissent se
trouver vivants au voisinage de 1’ceuf peu de temps aprés sa ponte. Or, 1’ovocyte se déplagant trés
lentement, les gametes males doivent traverser presque tout le chemin pour arriver a I’ovocyte ;
nous aurons donc a connaitre deux variables :

- la durée de montée des spermatozoides, donc les mécanismes physiologiques de leur
déplacement ;
- la durée de leur pouvoir fécondant dans les voies femelles.

Ces deux variables sont liées directement ou indirectement a la mobilité et a la viabilité
des spermatozoides apres décongélation. Diverses méthodes objectives, en effet, ont été
proposées pour tenter de pallier le caractere imprécis et/ou subjectif de I'analyse classique du
sperme et notamment pour améliorer I'évaluation de la mobilité des spermatozoides (Gerard et
al., 2008). Parmi les premieres, la micro-vidéographie assistée par ordinateur (le terme "CASA"
signifie Computer Aided Sperm Analysis) qui permet, outre I'évaluation de la concentration et de
ta mobilité, la mesure d'un certain nombre de caractéristiques du mouvement, a fait I'objet du
développement de systemes intégrés trés utilises actuellement dans les laboratoires de biologie de
la reproduction animale (Auger., 1997). En outre, avec une variation trés nette des performances
de reproduction observée entre les races et notamment les races laitieres (Abdelli et al., 2015), la
question d’un éventuel effet race doit étre posée. Dans ce contexte, cette étude a été entreprise

avec un objectif d’évaluer 1’effet de race sur la qualité spermatique (mobilité et viabilité) apres
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décongélation des taureaux reproducteurs du Centre Nationale d’Insémination Artificielle et de

I’ Amélioration Génétique, Alger (CNIAAG).



Revue bibliographique
LA FERTILITE MASCULINE

’exploration biologique de la fertilit¢é masculine estbasée sur 1’é¢tude du sperme; elle

permet d’apprécierl’ensemble des événements qui se produisentdepuis le démarrage de

la spermatogéneése  jusqu’al’éjaculation. Le spermogramme et le
spermocytogrammerestent les examens de premiére intention.lls peuvent étre complétés par des
examens plusspécifiques permettant 1’appréciation des fonctionsdu spermatozoide impliquées
dans la traversée desvoies génitales féminines et dans la pénétration del’ovocyte. Dans cette
revue bibliographique, nous avons fait le point sur les bases physiologiques de 1’appareil
reproducteur du taureau de spermatogénése jusqu’a la fécondation. Ainsi, les déférentes
techniques utilisées dans la mise en évaluation de la qualité spermatique d’un taureau,
notamment, les techniques classiques (examen macroscopigque et microscopique) et moderne

(examen informatise, le CASA).
I.Bases physiologiques
I.1. Spermatogénese

La spermatogénése est le processus de différenciation cellulaire, qui a partir de cellules
germinales souches donne naissance aux spermatozoides (Poncelet et Sifer., 2011). Elle peut étre
divisée en trois phases distinctes. Au cours de la premiere phase, les spermatogonies se
multiplient par desmitoses somatiques normales. Ces divisions permettent le renouvellement des
spermatogonies mais aussi la différenciation de ces cellules en spermatocytes | (Hyttel et al.,
2010). La deuxiéme phase, qui correspond a la méiose, va permettre la transformationdes
spermatocytes | (cellules diploides) en spermatides (cellules haploides). Elle se divise en deux
étapes : une mitose réductionnelle qui correspond a une réduction du matériel génétique de moitié
et donnant les spermatocytes II suivie d’une mitose équationnelle. La méiose présente de
nombreuses anomalies. C’est ainsi que 25% des cellules germinales dégénerent entre le stade
spermatocyte | et le stade spermatide. Cette dégénérescence augmenterait avec 1’age (De Kretser

et Kerr., 1988). Dans la derniérephase qui constitue la spermiogénése, la spermatide subitune
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série de transformations morphologiques profondespour finalement donner naissance au
spermatozoide (Figure 1).

La durée complete de la spermatogénése est de 74 jours. Au terme de la spermatogénése, le
gamete possede toutes ses structures morphologiques indispensables a la fécondation (Hyttel et
al., 2010).

Figure 1. Les différents éléments impliqués dans la spermatogénese. A.Cellule de Sertoli et cellules
spermatogéniques dans les tubes seminiféres. B. tubes séminiferes de bélier et C. de taureau (Adopté par
Hyttel et al., 2010).

1. Cellule de srtoli. 6. Spermatocyte.

2.Spermatide (phase de maturation). 7. Barriére sang- testicule.
3.Spermatide (phase d’élongation). 8.Spermatogonie.

4.Spermatide (phase acrosomiale). 9. Lame basale.

5. Spermatide (phase de Golgi). 10. Noyau de cellule de sertoli.

11.2. La maturation spermatique

Toutefois, le spermatozoide testiculaire subit, aussi bien dans les voies génitalesmasculines que
dans les voies génitales féminines, de nombreuses modifications physiologiques et biochimiques.
Elles sont nécessaires au gaméte masculin pour 1’accomplissement des étapes précoces de la
fécondation: reconnaissance et pénétration de la zone pellucide, fusion ovocytaire (Poncelet et
Sifer., 2011, Figure 3).
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Au cours du transit épididymaire, les spermatozoides subissent une maturation progressive se
traduisant par une acquisition de la mobilité fléchante, une condensation de la chromatine et des
remaniements membranaires permettant la reconnaissance et les interactions avec 1’ovocyte. Au
moment de I’éjaculation, les spermatozoides sont mélangés avec les sécrétions des glandes
génitales annexes notamment celles de la prostate et des vésicules séminales. Ces fluides
contiennent de nombreuses substances responsables, en particulier phénoméne de coagulation-
liguéfaction du sperme (Hyttel et al., 2010). Toutefois, compte tenu du temps de contact
relativement court, le role des sécrétions prostatiques et séminales sur I’activité fonctionnelle du
gamete reste encore assez mal défini. Dans 1’¢jaculat, le spermatozoide bien que possédant les
potentialités nécessaires, ne peut pas exprimer sa fécondance. Il I’acquiert dans les voies génitales
féminines. Il subit une série de modifications, notamment au niveau membranaire, qualifiée de
capacitation (Suarez etPacey., 2006). Cette derniere est un préalable nécessaire a la réaction
acrosomique et ne peut s’effectuer qu’apres €élimination du liquide séminal qui normalement se
comporte comme un milieu décapacitant. Cette élimination se fait en partie au moment de la
traversée de la glaire cervicale. In vitro, la capacitation se fait aprés séparation des
spermatozoides du liquide séminal et traitement par un milieu approprié (Poncelet et Sifer.,
2011).

1.3. Le transport des spermatozoides dans le tractus génital femelle

Au moment de I’insémination artificielle la semence bovine est déposée dans le corps utérin, les
spermatozoides sont fait épreuve leur propre mobilité (Suarez etPacey., 2006).Donc, et a cette
étape, la mobilité individuelle de chaque spermatozoide est importante vue la durée de vie et le
réserve énergétique de ces derniers. Les contractions musculaires peuvent également augmenter
le passage de ces derniers. Quelque mille des spermatozoides, en effet, franchissent la jonction
utero-tubaire pour atteindre la trompe utérine ou sont stockés le réservoir (figure 2), ou au moins
maintenu dans un état fertile, en agissant I'un sur l'autre avec I'épithélium oviductal. Pendant que
la période de l'ovulation s'approche, le sperme deviennent qualifié et hyperactive, qui leur permet

de proceder vers I'ampoule ‘site de fécondation’ (Poncelet et Sifer., 2011).
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Figure2.Sperme réservoir. Compartiment fonctionnel correspondant a la fixation transitoire des
spermatozoides au niveau des cellules ciliées de 1’épithélium tubaire(adopté par Poncelet et

Sifer., 2011).

Il semble que la fonction de ce « spermreservoir » est de retarder la capacitation des spermatozoides qui y sont fixés
de maniere a allonger le délai au cours duquel des spermatozoides sont présents dans les voies génitales féminines.
Lorsque le spermatozoide se détache, il reprend son chemin vers 1’ovocyte et réalise sa capacitation.

I.4. La fécondation

L’interaction (reconnaissance et adhésion) entre lespermatozoide et la zone pellucide qui entoure
I’ovocytese fait par I’intermédiaire de protéines spécifiques. Aprés la fixation a la zone pellucide.
Lespermatozoide effectue la réaction acrosomique (Crozet., 1991).Cette réaction est caractérisée
par la fusion ponctuelledes membranes plasmique et acrosomique externesconduisant a la
formation de vésicules constituées deces deux membranes. Ces vésicules se dispersent
progressivementet le contenu de I’acrosome est libéré,laissant exposée la membrane acrosomique
interneimpliquée dans la reconnaissance de la membrane ovocytaire.Aprés la traversée de la zone
pellucide facilitéepar les enzymes hydrolytiques acrosomiaux et uneforce propulsive importante
induite par les battementsflagellaires, le spermatozoide pénetre dans I’espacepérivitellin puis
entre en contact avec la membraneovocytaire. La fusion entre les 2 gamétes se produit auniveau
du segment équatorial et de la cape post-acrosomique (figure 3).Le noyau du spermatozoide subit
ensuite desmodifications (dissolution de 1’enveloppe nucléaire,décondensation de la chromatine),

le transformant enpro-noyau male.
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Figure 3. Cone de fusion d’un ovocyte humaine inseminé pendant 45 minutes puis fixé (adopté

par Poncelet et Sifer., 2011).

Un marquage de la sous-unité intégrine a6 (vert) et de la tétraspanine CD9 (rouge) a été effectué. La zone pellucide a
été retirée lors de I’analyse informatique pour mieux visualiser ’ovocyte. Un spermatozoide est en train de pénétrer
I’ooplasme. Le point de fusion est marqué par un point vert intense. Il est entouré d’une zone circulaire
complétement dépourvue de protéines. En dehors, une zone plus large également circulaire est en voie de déplétion
des protéines d’intérét. En dehors de cette zone, il y a présence de patches regroupant les deux protéines détectées.
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I1.Exploration delaqualitéspermatique

Pour un centre d’IA, il est impératif de connaitre la fertilité de la semence des taureaux lors de
sa congelation ou de sa décongélation afin de garantir un produit de qualité aux
producteurs(Auger., 1997).Elle comporte des examens
macroscopiques,microscopiques,physico-chimiqueset biochimiques.La motilité¢ (I’intensité des
mouvements des spermatozoides), la morphologie (I’incidence des spermatozoides anormaux
ou avec des défauts morphologiques) et la viabilité (taux de spermatozoides vivants/morts) de
la semence sont les trois paramétres principaux microscopiques utilisés couramment afin
d’évaluer la qualité de la semence en laboratoire avant son utilisation dans le champ (OMS.,
2010).

I1.1. Examensmacroscopiques

IIsontpour butd’apprécierle volumedel’éjaculat, sacouleuret saviscosité :

11.1.1. Volume del’éjaculat
Levolume del’¢éjaculatestlusurletube decollectegradué. Cevolumevariede
0,5a814ml,enfonctiondel’age, larace,l’alimentation, 1’étatdesanté,les
conditionsderécolteainsiquedelafréquencederécolte (Gauthier et Varo., 1985).

11.1.2. Couleurdusperme
Chezletaureau, lacouleur normaleduspermeestdanslaplupart descasivoire-creme ou blanc
laiteux, blanc-jaunatre (en fonctiondelaconcentrationde
spermatozoides).Lacouleurdel'éjaculatpeutvarierdu blancclairaujaune brillant.L'aspectest
géneralementhomogeneet Cremeux.
Lespermepathologiquepeutavoir,selonlescas,unecouleurbrunatre, rosée , bleuatre, jaunatre,
rougeatreou grisatre (Bonnes et al., 2005).

11.1.3. Viscositédusperme
Elletraduitlaconsistanceduspermeetenmémetempssaconcentrationen
spermatozoides.Unebonneviscositéestprobablementsynonymed’unebonneconcentration
enspermatozoides(OMS., 2010).

11.2. Examens microscopiques
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Ils comportent 1I’évaluationdela motilité,delaconcentrationenspermatozoides du pourcentage en
spermatozoides vivants et de morphologie des spermatozoides(OMS., 2010).
11.2.1.Motilité
C’estunélémentd’appréciationdelavieoudelamort des
spermatozoidesetdeleurniveaudevivacité.Elle peutportersurlasemenceglobaleapresrécolte (motilité
massaleetmotilitéindividuelle) ousurla semence diluée en

s’intéressantauxspermatozoidesindividualisés(motilité individuelle) (OMS., 2010).

11.2.1.1. Motilitémassale
Elles’apprécieaumicroscopeaugrossissementx10.Al’examenmicroscopiqued’unegouttedesperme
nondiluée,l’observateurs’intéresseauxmouvementset
al’effetdudéplacementdesspermatozoidesdansleliquideséminal. Al’issuedel’ observation,enfonctio
ndumouvementdemassedesspermatozoides,unenotedeOa5estattribuéeachaqueéjaculat.Certainsaut
eursconvertissentcette noteen pourcentagefictif de spermatozoidesmobiles.
L’exigenceminimalepour un éjaculat correspond a un bon mouvement de masse qui doit
étretourbillonnant[une note supérieure a 3 (environ 60% de spermatozoidesmobiles)(tableul,
OMS., 2010).

Tableaul. Notesattribuéesauxéjaculats suivantleurmotilitémassale(OMS., 2010).

Note 0 1 2 3 4 5
%despermatozoides 0 Environ Environ Environ Environ Présde
Mobiles 20 40 60 80 100%

Source: Présentation de la coopérative de I’AIGLE.

11.2.1.2. Motilitéindividuelle
Elles’apprécieaumicroscopeaugrossissementx40.C’estl’appréciationdumouvement

desspermatozoides parleurdéplacement a travers le champ
microscopique.Lesmouvementsnormauxdesspermatozoidessontoscillatoires etprogressifs. Ce
testse réalisesurduspermedilué a 1/10 de sérumphysiologique. I permet de
déterminer  approximativement le taux de spermatozoidesvivants etd’affecter
auspermeunenoteallantde0a5(Tableau 2).Unbonspermedoitavoiraumoins60a
70%despermatozoidesvivants (OMS., 2010).
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Tableau 2.Notesattribuéesauxéjaculatssuivantleurmotilitéindividuelle,dans unegrille denotationde 0a 5
(OMS., 2010).

Critéres Notes
Absencedespermatozoides: 0
Absencedespermatozoidesvivants:sperma 1
tozoidesmorts

25%despermatozoidesvivant 2

60%despermatozoidesvivant 3

80%despermatozoidesvivant 4

100%despermatozoidesvivan 5

11.2.2. Vitalité

Ladéterminationse faital’aidede colorants

speciaux(Eosinenégrosine,bleudeméthyléneoubleudebromophénol)quipeuventtraverserlamembra
nedesspermatozoidesmortsetlesdifférencientdoncdesvivants.Enfonctiondutauxdespermatozoides

vivants,unenoteestattribuéeachaqueéjaculatetvariedeOa 5(Tableau2, OMS., 2010).

11.2.3. Morphologie

L’examenmorphologiquepermetdedifférencierlesspermatozoidesnormauxdesanormauxetlessper
matozoidesvivantsdesmorts.Cetteméthodeestbaséesurlacolorationsélectivedecertainsorganesselo
nqu’ilssoientnormauxouanormauxouselonquelescellulessoientmortesouvivantes.Lamorphologiee
stappréciéesurdesfrottisdespermecolorés(encredeChine,Giemsa,Eosine-
anilineoubleudebromophénol).Pourétreadmissible,lespermedoitcontenir
moinsde25%despermatozoidesanormauxetplusde60%despermatozoidesvivants (note>3: tableau
2, OMS., 2010).

11.3. Analyse par le CASA

Le systtme Computer AssistedSemenAnalysis (CASA) estun analyseur d’images qui permet
d’évaluer de maniéreautomatisée la concentration, la vitalit¢, la morphologie etsurtout les
caractéristiques de la mobilité des spermatozoidesd’un échantillon (Hakima et al., 2012). Il
fournit, donc, une évaluation quantitative et qualitative simpleet rapide du sperme bovin et peut

méme prédire son capacité de fertiliser un ovule. L'intérét principal des systemes CASA est leur
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possibilité de mesure de paramétres dumouvement fondés sur la cinématique des tétes des
spermatozoides (Auger., 1997).Les images captées par la caméra vidéo en ligne sont enregistrées
sur bande vidéo pour une analyse ultérieure oudirectement traitées par le systéme composé d'un
micro-ordinateur de forte capacité dotéde logiciels et matériels dédiés a Il'analyse d'images
séquentielles.Les paramétres couramment retenus pour 1’évaluation du mouvement sont la vitesse

curvilinéaire (VCL), la vitesse linéaire (VSL), I’index de linéarit¢ (LIN), I’amplitude du

débattement latéral de la téte (ALH) et la fréquence de rotation de la téte (BCF) (figure 4).
— VCL —

\_

Figure 4: les déférents parametres qui évaluent la mobilité spermatique(OMS., 2010).

VLC (CurvilinearVelocity) : refléte la distance totale que couvre la téte du spermatozoide au cours de la période
d’observation. VSL (Straight-Line Velocity) : est déterminée par la mesure de la distance entre le point d’arrivée et
le point de départ, en ligne droite. VAP (AveragePathVelocity) : correspond a ladistance parcourue sur le trajet
moyen pendant la durée d’observation. ALH (Amplitude of Lateral Head displacement) : correspond a
Pamplitude de déplacement latéral de la téte. BCF (beat cross frequency) : est la fréquence a laquelle la téte du
spermatozoide traverse la trajectoire moyenne, elle est mesurée en Hertz.MAD (meanangulardisplacement ) :
moyenne angulaire de déplacement (degrés). Les valeurs absolues moyennes de I'angle de braquage instantané de la
téte du spermatozoide le long de sa trajectoire curviligne.

11
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I1. 4. Les facteurs affectant la qualité spermatique

La qualité spermatique chez le taurcau ne dépend pas exclusivement d’un seul facteur.En effet,
les facteurs influencant la qualité spermatique sont d’origine multifactorielle. Chez les bovins, la
qualité du sperme est géneralement diminuée par les températures ambiantes élevées (Ortavant et
Loir., 1978). Ainsi, Ardin et al. (1982), Gomez et al (1982) mettent en évidence des variations
saisonnicres significatives.Toutefois 1’absence de maitrise du niveau d’alimentation limite
I’interprétation de ces derniéres études. D’autant plus queKumi-Diaka et al (1980) ont montré
que ces variations seraient dues principalement aux interactions entre le climat et le niveau
d’alimentation.L'age du taureau a la collecte de sperme affecte le volume de 1’éjaculat, sa
concentration et la motilité de la semence. De fagon générale, la littérature montre que toutes ces
caractéristiques éjaculat augmentent a mesure que I'age des taureaux (Mathevon et al., 1998). Le
rythme de la collecte aussi a une influence sur la qualité spermatique au niveau des centres de
collecte.Ainsi, un allongement de [D’intervalle entre collectes engendre une amélioration
quantitative et qualitative de la semence (Guillouet et al., 1999). En outre, la race de taureau peut
influencer la qualité de sperme. Par conséquence, une héritabilité faible (0,086) a élever (0,65)
des caractéristiques de production spermatiquede taureau ont été rapporté dans des études
précédentes (Ducrocq et Humblot., 1995 ; Knights et al., 1984).
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Contexte de I’étude

En Algérie, la réussite de I’IA n’est qu’en moyenne de 42,78 % (Abdelli et al. 2015).
Cette réussite, soumise a de nombreux facteurs, entre autres la qualité spermatique de 1’animal
apres décongélation. Cette derniere peut étre affectée par la race de taureau. Le
spermogramme et le spermocytogramme restent les examens de premiére intention pour juger
cette qualité spermatique. Ils peuvent étre complétés par un examen plus détaillé, notamment,
le CASA. L’objectif de cette étude, donc, concerne la mise en évidence d’un éventuel effet de
race sur la qualité spermatique (parameétres cinématiques et vitalité) de la semence apreés
décongélation issue des taureaux reproducteurs de Centre National d’Insémination Artificielle
et d’Amélioration Génétique (CNIAAG).

A. Matériel

A.1l. Animaux

L’étude a porté sur 42 paillettes, prises au hasard, issues de 13 taureaux de race
Holstein et Montbéliarde, Normande et Fléckveih. L’age des taureaux était de 35 a 40 mois.
Ces paillettes ont été récupérées a partir de Centre National d’Insémination Artificielle de
I’Amélioration Génétique (CNIAAG), Baba Ali-Alger. Le collecte de la semence des

taureaux a €té effectué presque dans la méme période de I’année (mars et avril, 2016).
A.2. Matériel de laboratoire

1) Le Sperme Class Analyzer® (SCA®) est un systtme CASA (Computer Assisted
Semen Analysis) qui permet de gérer et d’analyser les échantillons de sperme
humain et animal en suivant les critéres de 1’Organisation Mondiale de Santé
(OMS).

Les composants basics du systeme sont :
- Microscope contraste de phase ;
- Caméra;
- Un ordinateur (consulter le minimum requis) avec le logiciel d’analyses SCA®
installé.
Les principaux avantages obtenus avec I’utilisation de ce systeme son :
- Une grande précision dans I’analyse ;

- Standardisation du résultat, impossible avec une analyse subjective ;

13
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- Fiabilité des résultats ;
- Analyses rapide et gestion de 1’information obtenue.
SCA® est un systeme tres fiable pour obtenir des données objectives nécessaires pour

évaluer la qualité de maniere plus crédible du sperme.

1) Tubes d’épendorfs.
2) Bain marie.
3) Des lames et lamelles.

4) Micropipettes.

5) Agitateur Vortex ; Gants d’examen.

Figure 5. Micropipettes (eppendorf) plus des embouts (photo personnelle).
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Figure 6. Agitateur Vortex (photo personnelle).

B. Méthode

B.1. La motilité

Selon un protocole décrit par Purdy et Graham (2004) :

Le réchauffement du sperme de taureau a été fait aussi rapide que possible. La paillette a été
tout d’abord secouée pour en faire tomber le reste d’azote liquide puis plongée et agitée dans
de I’eau a 34-37°C. La décongélation s’était observée au bout d’une trentaine de secondes. Le
contenu de la paillette décongelée a été dilué dans un tube épendorf a I’ordre d’un V: V
(250p1 de la semence +250ul de Nacl a0.9%). Cette étape a été pratiquée, toujours, dans des
conditions thermiques proche de 37°C (dans un bain marie).

Dépot d’un échantillon assez riche et bien homogene de 10 microlitres sur une lame
de verre que 1’on recouvrira, par dépot horizontal, avec une lamelle de verre de 22 x 22 mm
Dans ces conditions, 1’espace obtenu entre lame et lamelle a été de ’ordre de 10 a 20
micrometres. Cet espace est suffisant pour bien observer le mouvement ondulatoire des
spermatozoides qui évolueront dans cette eépaisseur liquidienne. L’analyse cinématique a éete
faite grace un objectif de grossissement 10x et Ph- au-dessus d’une platine chauffante
intégrée (37°C) dans le microscope. Ce dernier comporte une source lumineuse avec un filtre

vert.
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L’analyse se fait grace un logiciel SCA® CASA, sous 1’ongle de SCA Mobilité®. Cette
étape a été faite par la digitalisation des images obtenues par la camera. Ces images sont
ensuite traitées par un ordinateur intégré qui permet de définir de fagcon objective et répétable
des paramétres tels que la proportion de spermatozoides mobiles, leur vitesse, la linéarité de
leurs trajectoires et la mobilité latérale de la téte. Apres avoir analyser la mobilité, nous avons

exporté les données obtenues (les défierent parametres cinématiques) sous forme d’Excel.

B.2. La vitalité

C’est un test qui met en évidence ’intégrit¢é de la membrane cytoplasmique des
spermatozoides. A 1’aide d’une micropipette, on préléeve 10ul de la semence diluée a 1/9,
qu’on dépose sur une lame puis on ajoute 10 ul de 1’éosine et 10ul de nigrosine. Etaler et
laisser sécher 2 a 3 minutes. La lecture se fait au microscope SCA® au grossissement 60x. On

considere vivants, les spermatozoides qui se colorent en rose vif et morts ceux qui

apparaissent en rose foncé.

Figure 7. Décongélation des paillettes dans un bain marie et une température de 37°C (Photo
personnelle)
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Figure 8. Dépét de la semence décongelées dans un éppendorf (Photo personnelle).

C-Analyse statistique

Toutes les données recueillies sont saisies dans une base informatique classique,
Office Excel 2007 (Microsoft corporation, USA). La vérification et le traitement statistique
des données sont effectués sur StatView®, version 5.0 (SAS Institute Inc., 1998). Les
résultats sont calculés a partir de la moyenne arithmétique et de 1’écart type. L’analyse
descriptive porte notamment sur les criteres suivants :
VLC : Valeur en microns /seconde de la vitesse curviligne des spermatozoides.
VSL : Valeur en microns / seconde de la vitesse rectiligne des spermatozoides.
VAP : Valeur en microns / seconde de la vitesse moyenne des spermatozoides.
ALH : Amplitude du déplacement latéral de la téte des spermatozoides par rapport a la
trajectoire moyenne en microns/seconde.
BCF : Fréquence de croisement ou fréquence moyenne avec laquelle la trajectoire curviligne
du spermatozoide croise la trajectoire moyenne exprimée en Hz.
STR : Pourcentage de rectitude ou de linéarité de la trajectoire moyenne (VSL / VAP),
LIN : Pourcentage de linéarité de la trajectoire curviligne (VSL / VCL). (Manuel CASA)
L’¢évaluation de la mobilité par SCA se base sur les parametres suivants :
-aire de particules est comprise entre 3 a 70 pm2
-classification des spermatozoides par type selon que :
. VCL et VAP <a 10 um/s : spermatozoides lents.
. 10< VCL et VAP <45 pum/s : spermatozoides moyens.
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. 45< VCL et VAP <75 um/s : spermatozoides rapides. (Manuel CASA)
- STR> 80% indique une bonne semence.
-LIN< 50% indique une bonne semence.
Les résultats obtenus ont été présentés sous forme moyenne * écart type et les tests
statistiques effectués sont I’ANOVA pour les données quantitatives et le CHI-DEUX pour les

données qualitatives.
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1. Résultats

1.1.  Répartition des races

La répartition des races était relativement homogéne comme représenté dans la figure 9.
Les paillettes issues des races Monbéliarde et Fleckveih ont été 33.2% et 31.7% respectivement.
Alors que les paillaittes issues des races Normande et Holshtein ont été 20.3% et 14.8%

respectivement.

31,7%
[
Race
'. FLECKVIEH
[l HOLSHTEIN
I MONTBELIARDE
I NORMANDE

Figure 9. La répartition des paillettes par rapport les races
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1.2. VCL, VSL et VAP

Les trois prametres de la vitesse VCL, VSL et VAP ont été représentés dans la figure 10
et 11. Les moyennes des ces trois pramétres ont été 53,79 £+ 0,27 um/s, 24,37 = 0,17 um/s et
34,17 + 0,18 pm/s respectivement. D’aprs la figure 5, 50 % des spermatozoides analyseés ont un
VCL, VSL et VAP de 48, 43 um/s, 24,37 + 0,17 um/s et 29,68 pm/s respectivement. Toutefois,
que 25 % des spermatozoides analysés ont un VCL, VSL et VAP supérieur a 76,84 um/s, 35,17
pum/s et 48,22 um/s respectivement. Par rapport les races, le VCL a été 49,63 + 0,51 um/s, 61,50
+ 0,53 pm/s, 54,83 + 0,46 pm/set 43,54+0,82 um/s pour les races Fleckvieh, Holstein,
Montbéliarde et Normande respectivement. Tandis que le VSL a été 17,78+ 0,23 um/s, 27,51 +
0,36 um/s, 28,01 £ 0,32 um/s et 22,10 + 0,52 pm/s pour les races Fleckvieh, Holstein,
Montbéliarde et Normande respectivement. Alors que le VAP a été 28,36 + 0,27 um/s, 39,81 +
0,37 um/s, 36,49 £ 0,32 um/s et 28,67 = 0,52 um/s pour les races Fleckvieh, Holstein,
Montbéliarde et Normande respectivement. Pour tous les ces tois prameétres, nous avons

enrégestré une diffirence significatives (p < 0.05) entre les quatre races (figure 11).
2501
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Figure 10. Graphes en boite de VCL, VSL et VAP des spermatozoides analysés.
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Figure 11. Diagramme en baton de VCL(um/s), VSL(um/s) et VAP (um/s) des différentes races étudiées.

1.3. AHL

Les figures 12 et 13 représentent I’AHL des spermatozoides analysés dans les quatre
différentes races. L’amplitudes de déplacement latéral de la téte (ALH) des spermatozoides
analysés a eté 2,41 + 0,01 pm et 50% de ces spermatozoides ont un ALH de 2,20 um (figure 13).
Toutefois, que 25 % des spermatozoides analysés ont un ALH sperieur a 3,17 um. Par rapport les
races et d’apres cette figure 8, I’AHL a été varié entre 2,529 + 0,02 um, 2,64 + 0,02 um, 2,29 +
0,01 pm, 2,29 £+ 0,01 um et 2,00 = 0,03 um pour les races Fleckvieh, Holstein, Montbéliarde et
Normande respectivement. Nous avons constaté une différence significative (P< 0,05) entre les

guatre races.
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Figure 12. Graphes en boite pour ALH des spermatozoides analysés.
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Figure 13. AHL (um) des spermatozoides analysés par rapport les races.
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1.4. LINetSTR

D’apres la figure N° 14, la linéarité (LIN) et le rectitude (STR) ont été 0,472 + 0,00 et
0,67 + 0,00 respectivement. 50% de ces spermatozoides analysés ont un LIN et STR de 0,45 et
0,74 respectivement. Cependant, que 25% de spermatozoides ont un LIN et STR de 0,6¢é et 0,89
respectivement. Par rapport les races, la LIN a été 0.41 + 0,00, 0.44 + 00,00, 0.51 +0,00 et 0,53
+ 0,01 pour les races Fleckvieh, Holstein, Montbéliarde et Normande respectivement. Alors que
le STR a été 0,61 £ 0,00, 0,65 + 0,00, 0,73 + 0,00 et 0,72 £ 0,01 pour les races Fleckvieh,
Holstein, Montbéliarde et Normande respectivement. Nous avons constaté une différence
significative (P< 0,05) entre les quatre races (figure 15).

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

LIN STR

Figure 14. LIN et STR des spermatozoides analyses.
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LIN STR
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Figure 15. LIN et STR par rapport les races des spermatozoides analysés.
1.5. Lamobilité

Le classement de la mobilité selon I’OMS a été représenté dans le tableau 3. D’apres ce
tableau nous avons constaté que dans toutes les races, plus de 64% des spermatozoides sont
immobiles et la race Normande a enregistré le taux le plus élevé avec plus de 81% des
spermatozoides sont immobiles. Cependant, la race montbéliarde a enregistré le taux le plus
faible (59,77%). Toutefois, que 3,63 des spermatozoides sont rapides. Dans cette catégorie, la
race Montbéliarde a enregistré le taux le plus élevé (p< 0.05); alors que la race Fleckvieh a
enregistré le taux le plus faible (0,65%). 6,45% et 25,64% des spermatozoides ont une vitesse
moyenne et lente respectivement. Les races Holstein et Montbéliarde ont enregistré les meilleurs

pourcentages(p<0,05) dans ces deux catégories.
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Tableau 3 : classement de la mobilité (%)selon I’OMS des spermatozoides analysés.

Race Mobilité (%)

Rapide Moyenne Lente Immobile
Fleckvieh 0.65° 2.64° 28.99° 67.9°
Holstein 3.82° 7.64° 24.47° 64.05°
Montbéliarde 8.64° 10.31° 21.16® 59.77°
Normande 1.40" 3.65° 13.14° 81.79°
Total 3.63 6.45 25.64 64.21

Les valeurs associées a différentes lettres pour la méme colonne sont significativement différentes (p<0.05)

1.6. Lavitalité

La vitalité¢ des spermatozoides analyses a été 79.83 + 0.10 %. Les races Holstein et
Normande ont enregistré une vitalité significativement importante (p<0.05) qu’a été a 1’ordre de
78.14+14.88% et 79,29+ 161.00 % respectivement. Tandis que la race Montbéliarde a enregistré
une vitalité significativement (p<0.05) faible (63.68+19.68). Cependant, la semence de la race

Fleckvieh a été viable de 66.94+14.87% (figure 16).
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Figure 16.

La vitalité spermatozoides analysés par rapport les races.
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Discussion

L'utilisation des systémes CASA aux centres d’insémination et d’analyse ne cesse pas
d’augmenter surtout en termes de 1’évaluation de la motilité spermatique (Ibanescu et al., 2016).
Ainsi, la vitesse des spermatozoides est un des éléments clés dans le processus de fertilisation,
qui a été également démontrée dans un grand nombre d’étude (Auger, 1997 ; Muifio et al.,2008 ;
Ibdnescu et al., 2016). Cette vitesse evaluée par plusieurs parametres (le VCL, VSL et VAP) et
elle peut étre affectée par différents facteurs, entre autres, la race. Dans la présente étude, de
maniere générale et indépendamment de la race, les moyennes de ces trois paramétres sont au-
deca des valeurs enregistrées dans des travaux antérieurs a 1’exception de VCL. Ce dernier était
supérieur a celui enregistré par Muifo et al., (2008) et Rosca et al (2015). Cela pourrait étre di a
la différence dans la procédure de dilution de la semence. Il est intéressant de noter qu’il est
difficile de comparer toutes ces études cinétiques entre elles car il existe une grande disparité des
analyseurs de mobilité¢ (logiciels différents, fréquence d’acquisition des images...etc.) et des
conditions d’analyse (température, concentration de sperme analysé, dilution...etc.). L’analyse
cinétique, en effet, est une étude fonctionnelle tres dépendante des conditions environnementales
(Ibanescu et al., 2016). Par conséquence, notre discussion concentre uniquement sur I’effet de
race sur ces parametres sans faire une comparaison avec les autres études. La mobilité est un
parametre complexe qui semble apporter des informations diverses sur la fertilit¢é de I’animale
(Chocat et al., 2001). Son maintien est trés important que ce soit avant ou aprés 1’insémination
pour une meilleure fertilité. Les race Montbéliarde et Holstein ont enregistré des valeurs élevées
de ces trois parametres. Cependant, la Normande a enregistré les valeurs les plus faibles. Burana-
amnuay et al (2009) ont montré que la race et I’individu au sein de la méme race a
considérablement influencé la plupart des parameétres de la semence post- décongelé. Par rapport
les références de 1I’OMS, I’Holstein et la Montbéliarde, également, ont enregistrés des
pourcentages élevés pour les spermatozoides dites rapides. Toutefois, la Fleckvieh a enregistré un
taus trés faible (p<0.05) dans cette catégorie des spermatozoides. Pour les spermatozoides
immobiles, la Normande avait le taux le plus important (p<0.05). De méme, la progression des
spermatozoides post-insémination est un élément impératif pour I’arrivée des spermatozoides au
lieu de la fécondation. Dans la présente étude, la progression des spermatozoides est
généralement faible quand on la compare par les normes. La proportion des spermatozoides les
plus rapides et les plus progressifs pourrait étre le modele le plus approprié du mouvement pour
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que la fertilisation aura lieu (Muifio et al., 2015). Dans toutes les espéces, les différences entre les
races semblent étre importantes en ce qui concerne la mobilité spermatique. De méme, il a été
suggére qu'il existe des différences dans les séquences d'ADN spécifiques identifiés parmi les
taureaux dont la mobilité du sperme décongelé était classée mauvaise ou bonne (Thurston et al.,
2001). Chocat et al. (2001) ont rapporté une liaison significative entre I’ALH et le taux de
fécondation. Dans notre étude, généralement, I’ALH a été 2,41 + 0,01 um. Les races Holstein et
Montbéliarde ont un ALH élevé par rapport les races Normande et Fleckvieh. L'importance de la
viabilité des spermatozoides est liee a la fertilité des taureaux, capacité des spermatozoides a
féconder et activer I'ovule (Bhakat et al., 2009). De méme, les race Montbéliarde et Holstein ont
enregistré une linéarité (LIN) et une colinéarité (STR) assez élevées par rapport la Fleckvieh et la
Normande (p<0.05). Herrara et al. (2005) ont conclu que le taux de fécondation in vitro (FIV)
chez les bovins était significativement corrélée a la motilité progressive mais pas LIN et STR.
Une étude sur la FIV dans d’autre espece a montré que I’ALH ont été fortement liés aux taux de
fécondation in vitro. Ainsi, la vitesse des spermatozoides surtout le VAP et VSL étaient
significativement corrélées au nombre de spermatozoides pénétré (Verstegen et al, 2002). Dans
étude, et contrairement aux parametres cinématiques, la race Normande a enregistré la meilleure
vitalité (79 %, P<0.05) par apport les autres races. Tandis que, la race Montbéliarde a enregistré
la mauvaise vitalité (63 %, P<0.05). La vitalité spermatique explore 1‘intégrité fonctionnelle et
structurale de la membrane plasmique de spermatozoide. L’effet de la race sur la vitalité peut

étre expliqué par la qualité membranaire de spermatozoide (Thurston et al., 2001).
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