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En Algérie, lamédecine traditionnelle atoujours eu sa place parmi nos ancétres. En se basant sur la
phytothérapie, nos grands-parents ont su choisir la bonne plante pour chague trouble. Apres avoir
mené des études scientifiques approfondies sur les vertus de ces plantes, |es scientifiques attestent des
effets bénéfiques des plantes médicinales.

L'objectif de cette étude est de déterminer I'effet conservateur des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis contre les dommages causés par le gel et la décongélation.

Dans cette revue bibliographique, hous avons analysé les travaux d'auteurs consacrés al'effet dela
supplémentation en huile essentielle de Rosmarinus officinalis, I'extrait végétal de romarin et d'acide
rosmarinique dans la préservation des caracteres mporpho-cyto-physiologiques. et I'amélioration des
performances de reproduction en plus de son effet protecteur contre le stress oxydatif chez différentes
especes.

Les résultats de I'effet de I'action normale du romarin sous toutes ses formes, ont montré une
amélioration des paramétres du sperme, donc une protection contre |es agents de stress.

Ces résultats suggerent que le romarin et ses dérivés peuvent avoir des actions repro-protectrices
potentielles contre le stress oxydatif et des effets stimulants sur la fertilité masculine.

Mots clés: Romarin, huile essentielle, extrait de plante, acide rosmarinique, cryoconservation, royal,
reproduction, fertilité, sperme, bouc de chevre.



In Algeria, traditional medicine always had its place among our ancestors. Based on herbal medicine,
our grandparents knew how to choose the right plant for each disorder. After carrying out in-depth
scientific studies on the virtues of these plants, scientists attest to the beneficial effects of medicinal
plants.

The objective of this study is to determine the preservative effect of the essential oils of Rosmarinus
officinalis against damage caused by freezing and thawing.

In this bibliographic review, we have analyzed the work of authors devoted to the effect of
supplementation with the essential oil of Rosmarinus officinalis, the plant extract of rosemary and
rosmarinic acid in the preservation of mporpho-cyto-physiological characters. and improving
reproductive performance in addition to its protective effect against oxidative stress in different
Species.

The results of the effect of the normal action of rosemary in all its forms, showed an improvement in
sperm parameters, thus protection against stress agents.

These results suggest that rosemary and its derivatives may have potential repro-protective actions
against oxidative stress and stimulatory effects on male fertility.

Keywords. Rosemary, essential oil, plant extract, rosmarinic acid, cryopreservation, royal,
Reproduction, Fertility, Sperm, billy goat.
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Les ovins et caprins représentent 56% de la population domestique mondiale de ruminants
avec 1178 millions de moutons et 1000 millions de chévres sur un total de 3,872 millions de
tétes (FAOSTAT, 2013). Dans certaines régions dans le monde, la chévre reste I'animal qui
joue un réle primordial dans I'alimentation des populations, et la valeur de la chévre sest
avérée capitale, lors des grandes famines qui ont sévi dans le monde et en particulier dans le
continent africain (Gourine, 1989).

En Algérie I'élevage caprin compte parmi les activités agricoles les plus traditionnelles
associées a I'élevage ovin, cette population reste marginale et ne représente que 13% du
cheptel national (Fantazi, 2004).

Avec une production de 1750000 tonne de viande et 2377000,000 millions litres de lait

(F.A.O, 2014), I’Algérie ne couvre pas les besoins croissants de sa population. Cette situation
qui a pousse I’état aimporter des chévres performantes (la Saanen, I’Alpine.....etc.), sans pour
autant tenir compte, des problémes d’alimentation, et d’adaptabilité de ces animaux a I’égard
des conditions de I’environnement, afait que ces essais aboutissent al’échec.

La situation de la production caprine algérienne rend indispensable d’entamer un travail de
renforcement de la filiere et de son efficacité technico-économique, en se basant en premier
lieu sur laugmentation de la productivité numérique d’animaux de « bonne qualité
génétique» par I’amélioration des performances de reproduction. A cet objectif la
biotechnologie de la reproduction apparait comme solution pouvant aider a une meilleure
maitrise de la production.

La biotechnologie de la reproduction a connu un progrées important e rapide ces dernieres
décennies. Elle inclue des techniques comme I’insémination artificielle, la cryoconservation et
autres.

Ces biotechnologies permettent dans certains cas de valoriser et d’amplifier le progres
génétique des reproducteurs les plus demandés (Mocé & Vicente.,, 2009), ainsi que la
préservation de la biodiversité. Dans ce sens, le transport de la semence sur de longues
distances ou pour de longues durées nécessite des techniques de conservation performantes
(Decuadro-Hansen., 2004) que se soit pour la conservation a I’éat frais ou congelé. Apres
conservation, le sperme connait cependant une faible fertilité par rapport au sperme frais.

La conservation de la semence fraiche ou congelé reduit le métabolisme des spermatozoides
ce qui permet une économie de leur réserves énergétiques et une bonne conservation de leur
mobilité qui est restaurée apres réchauffement. En revanche, des altérations membranaires
sont observées, ce qui les rend plus vulnérables aux ééments toxiques, notamment le stress
oxydatif, avec ainsi une perte de motilité spermatique (Decuadro-Hansen., 2004). Pour limiter
et lutter contre ces cryodommages, de nombreuses études portées sur la recherche de
nouvelles alternatives qui pourront &re utilisée dans les milieux de conservation du sperme.
Dans ce sens, les huiles essentielles (HE) et leurs constituants peuvent ére tres efficaces
contre une grande variété d’oxydants et de micro-organismes. (EImi et al., 2017).

Rosmarinus officinalis est connu comme un riche de polyphénols et d'huiles volatiles, y
compris des molécules telles que les acides carnosique, rosmarinique et camphre. Ces
composes présentent divers activités biologiques notamment antioxydantes, anti-
inflammatoires, et propriétés anti cancérigenes (Touazi.L et a., 2018)

Le but de la présente éude, et d’évaluer I’effet de différentes concentrations de I’huile
essentielle de Romarinus officinalis sur la préservation des caracteres morpho-cyto-
physiologiques des spermatozoides du bouc apres cryoconservation et ceci en analysant la
qualité de la mobilité des spermatozoides et leurs intégrité membranaire.

la premiére partie de ce mémoire est dédiée a la littérature sur le sujet, avec un premier
chapitre consacré pour des notions sur la physiologie de la reproduction du bouc et un second




qui se charge de la conservation du sperme, enfin un troisiéme chapitre qui traite les huiles

essentielles et leurs interaction avec le sperme. La deuxieme partie sous forme d’une méta-
analyse de 40 article dont 20 article qui font I’objet de notre éude.
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Chapitre |l :

La physiologie de reproduction du bouc
|. Physiologie de lareproduction :

1. Performances de la reproduction :

1.1. Maturité et comportements sexuels :

L'initiation du comportement sexuel chez le jeune bouc, qui se manifeste notamment par
le flairage et les tentatives de saut, apparait a des ages variables allant de quelques semaines
(races européennes) a un an pour d’autres races. De ce fait, la maturité sexuelle peut
apparaitre a des ages trés différents entre individus, qui vont de 4-8mois a 1-4 ans selon qu'ils
appartiennent a des races plus ou moins précoces (Lall 1947,Elwishy et Elsawaf 1971).

Chez le méle adulte, la motivation et l'efficacité sexuelle dépendent a la fois des
sécrétions hormonales et des relations sociales entre les animaux. Le début de la saison
sexuelle est précédé par une augmentation des hormones androgenes d'origine testiculaire
(Hoffman et al 1972), révélée par une spectaculaire augmentation de la concentration
plasmatique de testostérone (Saumande et Rouger 1972). La motivation et I'efficacité sexuelle
d'un bouc a l'intérieur d'un groupe d'animaux peuvent &re modulées par une compétition
basée sur des relations hiérarchiques de dominance. L'environnement social (présence de
partenaires de méme sexe ou de sexe oppose) joue aussi un réle important pour faciliter la
pleine expression du comportement sexuel chez le male (Rouger 1974), en interaction avec

des facteurs tels que la nutrition ou la saison (Walkden-Brown et al 19944).

1.2. Production de sperme
1.2.1. Définition du sperme:

Le sperme est un liguide biologique animal complexe expulsé du corps (méale) lors de
I'§jaculation. Il varie d’une espece a une autre et dans la méme espéce sa mohilité est
différente d’un individu a un autre, avec un volume qui varie selon les especes, et méme dans
I’espéce. Dans ce dernier cas, il sera en rapport avec I’éat physiologique du méle, I’individu,
larace, le développement corpordl, le nombre de saillies ou de récolte et la méthode de récolte
ainsi la saison, dont il est au sommet dans la saison de reproduction chez le bouc (Leboeuf et
al., 2003).
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Chez le bouc, le sperme apparait comme un liquide épais, crémeux et inodore avec une
viscosité plus élevée que celle du taureau (Vassaire, 1977).Le bouc a un sperme trés
concentré mais peu abondant dont le volume est de 1ml et la concentration est de 3,5x109
spz/éjaculat (Dérivaux, 1971 ; Hafez, 1974).Chez le jeune de 7 a 10 mois, le volume peut
osciller entre 0,2 e 0,5ml et de 0,6 a 2ml chez le bouc adulte (Setchell, 1977 ; Corted,
1988).Le sperme est compose de 90% de liquide séminal et de 10% de cellules reproductrices:
les spermatozoides (SPZ) (Jumeau., 2015). Ces gametes sont des cellules différentiées
responsables du transport de I’information génétique dans le tractus génital femelle et de sa
délivrance a I’intérieur de I’ovocyte. Morphologiquement, le SPZ des mammiféres est divise
en deux partie : la tée qui comprend I’acrosome et le noyau cellulaire, le flagelle qui
comprend la piéce intermédiaire, la piece principale et la piece terminale (Ponthier et
al.,2014) (Figure0l).

0 Flagala 2
Tl Pl pe FT
= S
fomgema Neya Wilzchondrs Auerma Gairo fiorouso

Figure 01 : Structure d’un spermatozoide (Jumeau., 2015).

1.2.2. Spermatogénese :
Les spermatozoides sont produits dans les tubes séminiféres dans le parenchyme testiculaire.
La production spermatique comprend plusieurs étapes des cellules souches aux

spermatozoides

a.  Spermatogenése
La spermatogenese proprement dite est ['éape de prolifération des cellules
souches(Spermatogonies) par mitose pour conserver un stock constant de cellules, jusgu'a leur
différenciation en spermatides. Les spermatogonies sont disposées en périphérie de
L’épithélium séminal et entre les cellules de Sertoli avec lesquelles elles ont un contact éroit.
Régulierement, des spermatogonies rentrent en phase de différenciation pour donner des
spermatocytes de premier ordre (spermatocytes ).
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b. Méiose
Les spermatocytes | répliquent leur ADN avant de rentrer en méiose. C'est au cours de cette
étape que le phénomene de crossing-over se produit, permettant I'échange de portions de
chromosomes entre les chromosomes homologues paternels et maternels. Cela concourt au
brassage des genes caractéristique de la reproduction sexuée. La premiére division de méiose
réduit le nombre de chromosomes et donne des spermatocytes de deuxieme ordre
(spermatocytes 11). 1ls subissent rapidement la deuxiéme division de méiose qui sépare les
deux chromatides de chague chromosome pour donner des cellules haploides: les

spermatides.

C. Spermiogénése

La spermiogénése est |'étape de différenciation cytoplasmique : les spermatides se
transforment en spermatozoides avec de nombreuses modifications structurales et chimiques.

On distingue quatre phases: la phase de golgi, du capuchon, de I'acrosome et de
maturation.

Les vésicules golgiennes fusionnent et se concentrent sur la partie antérieure du noyau
pour donner |'acrosome. Les centrioles sorientent a I'opposé de I'acrosome pour donner
naissance au flagelle. Les mitochondries se disposent en anneau autour des filaments du
flagelle tandis que le cytoplasme résiduel est phagocyté par les cellules de Sertoli sous forme
d'une gouttelette cytoplasmique (Derivaux et Ectors 1985).Chez le bouc, la durée du cycle
spermatogénétique est estimée a 50.7jours :36.9 jours pour la spermatogenése et 13.8jours

pour la spermiogénése (Derashri et a. 1992).

1.2.3. Régulation hormonale de la fonction sexuelle

Les principales hormones impliquées dans la régulation de la fonction sexuelle chez le bouc
ont plusieurs origines : testiculaire, hypothalamo-hypophysaire et épiphysaire.

La testostérone est synthétisée par les cellules de Leydig. Elle contrle les caractéres sexuels
spécifiques du male. La spermatogenese, les sécrétions des glandes annexes et le
comportement sexuel sont directement sous son influence. Elle régule également les
caracteres sexuels secondaires (développement musculaire, odeurs...).

Les cellules de Sertoli produisent I'inhibine et I'ABP (Androgen Binding Protein) qui se lie a
la testostérone et la transporte vers I'épididyme. Le réle de I'ABP n'est pas encore totalement
élucidé.
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La GnRH est produite par I'nypothalamus sous I'action des facteurs environnementaux, en
particulier la photopériode. L'épiphyse synthétise et sécréte la mélatonine pendant les périodes
d'obscurité. La sécrétion de mélatonine influe sur la libération de LH (stimulée en jours courts
et inhibée en jours longs) (Chemineau et Delgadillo 1994). La GnRH stimule la synthese et la
libération de FSH et de LH par I'nypophyse. Ces dernieres agissent au niveau du testicule :
FSH active la spermatogenése et la production par les cellules de Sertoli, d'inhibine et d'ABP.
LH stimule la synthése d'androgénes par les cellules de Leydig (Derivaux et Ectors 1985).
L'antéhypophyse, sous le contrdle de I'nypothalamus, produit la prolactine(PRL) qui exerce
son action sur les cellules de Leydig en augmentant la synthese de testostérone, en
augmentant le nombre de récepteur a LH et en favorisant la fixation de LH sur ses récepteurs
(Dadoune et Demoulin 2001).De nombreuses autres hormones comme les hormones
thyroidiennes, surrénaliennes, pancréatiques interviennent aussi dans la régulation des

fonctions testiculaires directement ou indirectement (Dadoune et Demoulin 2001).

1.2.4. Aspects spécifiques de lareproduction chez le bouc.

v Puberté
La maturité sexuelle est définie comme la production des premiers éaculats de bonne qualité.
Elle est marquée par I'acquisition du comportement sexuel, l'augmentation des syntheses de
tesostérone e de LH, le début des sécréions des glandes annexes, le démarrage de la
spermatogenése et finalement I'émission des premiers €aculats. Paralélement a ces
modifications, les glandes annexes et les organes liés a la fonction sexuelle augmentent de
taille.
Le suivi régulier des concentrations hormonales sur des chevreaux de race Alpine, montre une
augmentation lente de la testostéronémie au cours des deux premiers mois de vie, puis une
€lévation importante corrélée a une augmentation rapide de la taille des testicules et du poids
de I'animal, pendant les deux mois suivant. A quatre mois, la testoséronémie est équivalente a
celle mesurée chez des boucs adultes en saison sexuelle (Corteel 1994).Parallélement a ce
processus, on assiste a une augmentation des concentrations plasmatiques de LH et de FSH.
Les premiers comportements sexuels du chevreau (flairage de la vulve, coup de pdtte,
chevauchement...) (Corteel 1994).
L’gaculation des premiers spermatozoides marque le passage de I'état pubertaire a la maturité
sexuelle (production des premiers éjaculats de bonne qualité) permettant I'utilisation des
animaux pour la reproduction. L'age de la puberté varie en fonction de la saison de mises-bas.




Partie bibliographique

Les chevreaux nés au printemps ont une puberté plus précoce que ceux nNEs en automne, en

relation avec la saison sexuelle (Corteel 1981).

v Saisonnalité

Sous nos latitudes, les caprins présentent une activité sexuelle saisonnée. La période de
reproduction débute en été (juin), se poursuit en automne et jusqu'au début de I'hiver.

Chez les boucs de races européennes, le comportement sexuel, le volume testiculaire et la
production de semence (volume et concentration) varient au cours de I'année sous l'influence
de la photopériode (Corteel 1981). La qualité des gaculats est aussi affectée par la saison : le
pourcentage de spermatozoides mobiles et la motilité des spermatozoides sont plus élevés
durant la saison sexuelle (Delgadillo Sanchez 1990).Les variations saisonniéres de l'activité
sexuelle sont contrdlées par la durée de sécrétion de la mélatonine superposable a la durée de
la nuit. Elle agit sur la sécrétion deGnRH et donc sur la fonction de reproduction. Un
traitement photopériodique, avec une alternance de 2 mois de jours courts (8h de lumiére) et 2
mois de jours longs (16h de lumiéere) permet de supprimer les variations saisonniéres de
I'activité sexuelle chez e méle, bélier ou bouc (Delgadillo Sanchez 1990).

1.3. Facteurs de variation du comportement sexuel :

La plupart des animaux domestiques des zones tempérées présentent des variations
saisonniéres de leurs activités sexuelles de reproduction, celles-la sont plus ou moins
marquées selon les especes ; les bovins et les porcins ne manifestent relativement qu'une
faible saisonnalité, alors que les équins et surtout les petits ruminants ont des périodes d'arrét

complet de leur reproduction (Ortavant et a., 1985).

Pour maitriser au mieux l'expression de cette activité, il est nécessaire de connaitre les

facteurs susceptibles de I'influencer et qui peuvent étre classes de la maniere suivante:

v Facteurs environnementaux physiques et sociaux tels le : la photopériode, la saison, la

température, la structure du groupe et I'éat nutritionnel notamment.

v' Facteurs internes : le taux des hormones stéroides, les races, les différences intra

raciales et individuelles.
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1.3.1 Facteurs environnementaux :

Dans les conditions naturelles, I'animal est soumis, en permanence, aux aléas du milieu par
ses diverses composantes climatique, alimentaire, sociale. Celui-ci joue un rble déterminant

sur les performances de reproduction (Colas et al., 1986).
alasaison:

L'importance de I'effet de la saison dépend de la latitude : plus on est proche de I'équateur
moins les variations sont importantes. La durée de la saison sexuelle varie inversement avec
latitude. Dans les pays tempérés, les caprins manifestent dimportantes variations saisonnieres
de l'activité sexuelle. Dans les deux sexes, I'activité sexuelle maximale sétend géenéralement
d'aolt a janvier tandis que la période d'activité minimale sétend de février a juillet (Hanzen
Ch., 2005).

Les variations se manifestent par une diminution de I'intensité du comportement sexuel, de la
production spermatique en gquantité et en qualité, entrainant des baisses plus ou moins
importantes de fertilité et de prolificité dans les troupeaux (Thimonnier J., 1996; Chemineau
et a. 1998).

a.l. Lacirconférence scrotale :

Chez le bouc, la circonférence scrotale est étroitement corrélée au poids du corps, ainsi qu'au
nombre total de spermatozoides présents dans I’éaculat. La mesure de cette circonférence
congtitue la méthode indirecte la plus simple et la plus efficace pour I'estimation du volume
tegticulaire et de la production des spermatozoides. En effet, les méles dont la circonférence
scrotale est la plus grande ont des tegticules plus développés (Hochereau-DeRevier, 1979
Berndston et al., 1987).

La circonférence scrotale est influencée par plusieurs facteurs dont les principaux sont : la
saison, le poids corporel, larace, I'alimentation et I'environnement climatologique (Autef etal.,
1997).La circonférence scrotale est un éément prédictif du moment de I'apparition de la
puberté dont la valeur est supérieure a celle de I'age ou du poids et cela quel que soit la race
de I'animal (Dumont, 1997; Hanzen, 2005).

)
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a.2. Le comportement sexuel :

I'intensité du comportement sexuel diminue pendant le printemps chez le bouc en I’absence
d'un entrainement régulier, les montes et les saillies sarrétent chez presgue tous les animaux
pendant quelques semaines ou mois au cours du printempgété tandis gqu'un entrainement

régulier atténue ces variations (Baril et al., 1993).
a.3. Les glandes annexes :

Peu d’informations sont rapportées sur |'activité des glandes annexes en fonction de la saison.
Pelletier et Ortavant (1970), ont observé une évolution saisonniére dans le poids des glandes
séminales caractérisée par une augmentation graduelle a partir du mois de mars et I'atteinte
d'un maximum au mois de juillet. Les valeurs restent élevées jusqu'au mois de septembre puis

commencent a décroitre pour ateindre des valeurs minimales en février
a4. Variation saisonniere de I'activité sécrétoire

Les changements de secrétion des hormones gonadotropes sont a l'origine d'une alternance
entre périodes d'activité et dinactivité sexuelle (Karsch et al., 1984). Chez le bouc alpin, le
niveau de base de LH, la fréquence des pulses, leurs amplitudes et la concentration de LH
sont faibles de janvier a mai. L'amplitude des pulses augmente régulierement en juin, juillet et
aolt, puis leur fréquence augmente brusquement en septembre tandis que leur amplitude
diminue a cause de la réaction inverse entre fréquence et amplitude, mais aussi probablement
sous l’influence de la testostérone sécrétée en grande quantité. Cette augmentation
plasmatique de la LH et de la testostérone en ao(t et en septembre est suivie d'une diminution
progressive de la concentration de la LH jusgu'en janvier, puis le cycle annuel recommence
(Chemineau et Delgadillo, 1994).

L'augmentation de la LH (amplitude en juin / juillet, fréquence en septembre) entraine le
début de la croissance testiculaire (juillet / ao(t) puis la libération de la testostérone
(septembre) qui stimule le comportement sexuel (augmentation du nombre de saillies par test
de comportement e diminution de la latence a I'éaculation) et la qualité de la
semence(octobre). Par ailleurs, la testostérone est a l'origine de la modification de I'odeur des
boucs pendant la saison sexuelle (Zarrouk et a., 2001). Donc, le pic de I'activité sexuelle
coincide avec l'augmentation de la testostérone plasmatique se produisant au cours de
['automne (Jainudeen et a., 2000).
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b. La photopériode :

Les variations annuelles de la durée du jour ou photopériode sont responsables de I'alternance
entre une saison sexuelle et une saison de repos sexuelle chez la plupart des espéces animales.
Le contréle photopériodique de la reproduction, selon la durée photopériodique peut exercer
une action stimulatrice ou inhibitrice sur I'activité de reproduction. Toutefois I'animal, en
I'absence d'information photopériodique, exprime un rythme endogéne de reproduction. Et,
dans les conditions naturelles, le rble principal de la photopériode semble étre de synchroniser
ce rythme interne: c'est le rythme circannuel de reproduction (Malpauxet a., 1996;
Thimonnier J., 1996).

Chez les caprins, les jours dits courts sont stimulateurs de I'activité sexuelle et les jours longs
sont inhibiteurs (Chemineau et al., 1996).

v Jours courts : en général, moins de 12 heures d'éclairement quotidien sont considérés
comme des jours courts, mais en réalité, la perception d'un jour court est relative : un jour
court est un jour plus court que le précédent.

v' Jours longs : en général, plus de 12 heures d'éclairement quotidien sont considérés
comme des jours longs. En réalité, la perception d'un jour long, est relative : un jour long est

un jour plus long que le jour précédent (INRA., 1998).

Puisgue la photopériode est I'entraineur de la fonction de reproduction, les animaux sont donc
capables de mesurer le temps photopériodique (la durée du jour) par le systeme

neuroendocrinien gréce a un messager biochimique appelé mélatonine.

v La mélatonine: Découverte en 1958 par Aaron B. Lerner, ele est naturellement
présente dans I'organisme de tous les mammiferes et est trés répandue dans le monde vivant.
Elle est synthétisée principalement dans la glande pinéale, a partir du tryptophane et de la
serotonine sous I'effet d'enzymes dont I'activité est commandée par la perception jour / nuit
(Collin et a.1988). C'est un informateur quasi universel pour les étres vivants du rythme nuit /
jour(Malpaux, 2001).

Chez les mammiferes, la mélatonine est métabolisée en 6-hydroxy-mélatonine par le foie et
lesreins (Yu et al., 1993). C'est gréace a la durée de cette sécréion que les mammiféres sont
capables de mesurer la durée de lanuit et donc celle du jour (Bittmanet al., 1983a).
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Chez les caprins, les taux plasmatiques diurnes sont faibles, le plus souvent non détectables
avec les dosages radio-immunologiques disponibles (< 5 pg/ml), alors que les taux nocturnes
sont élevés et varient de 50 a 150 pg/ml (Malpaux et al., 1987; Delgadello et Chemineau,
1992).

L’information photopériodique est percue par la rétine et transmise par voie nerveuse a la
glande pinéale en plusieurs étapes: de la rétine aux noyaux supra-chiasmatiques.
L’information photopériodique est transmise par I'intermédiaire de la voie monosynaptique
rétino-hypothalamique (Legan et Winans, 1981; Herbert & al., 1978) (Figure: 4.8). A partir de
cette structure hypothalamique, le signal est transporté aux noyaux hypothalamiques para-
ventriculaires, puis dans une colonne de cellules inter-meédio latérales situées dans la moelle
thoracique et ensuite aux ganglions cervicaux supérieurs (Lincoln, 1971; Swanson et Kuypers,
1980; Klein et al., 1993). Enfin, le signal parvient a la glande pinéale par les neurones
synaptiques post-ganglionnaires. A ce niveau, le cycle lumiére est traduit en rythme circadien
de sécrétion de mélatonine. L'effet majeur de la mélatonine est de modifier la fréquence de
libération de LH -RH (luteinising hormone releasing hormone) et par conséquent celle de la

LH et I'activité gonadique (alternance entre activité et repos sexuel).
c. Effet du stress thermique :

De nombreuses études montrent que les températures ambiantes élevées altérent les fonctions
reproductives des mammiféres domestiques. La réduction de la fertilité, en milieu chaud, est
étroitement associée a une €lévation de la température corporelle et testiculaire. Chez le méle,
le maintien de la température testiculaire basse dépend de la chaleur évacuée a travers les

parois scrotales et atravers les tissus adjacents des testicules (Ortavant et Loir, 1978).

Quand le flux sanguin diminue, la thermorégulation des testicules est dégradée. Chez les
ovins, aprés un court traitement de chauffage du scrotum a 37°c ou 40°c ou apres le premier
jour du stress thermique de I'animal entier a 32°c, une augmentation initiale du flux sanguin
est suivie d'une réduction importante quelques jours apres la fin du traitement. Apres une
semaine du traitement a 32°c, les parois des arteres spermatiques, dans la région médiane du
plexus pampiniforme, sépaississent et la lumiére artérielle diminue (Ortavant et Loir,
1978).D'autre part, le contenu testiculaire en PGF2a de ces ovins augmente. Les niveaux
éleveés de cette hormone sont responsables d'effets négatifs sur la fonction spermatogénétique
et ce par une contraction de l'artére spermatique dans la région du plexus pampiniforme

réduisant ainsi le flux sanguin vers les testicules.
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d. L’alimentation :

Le développement de la fonction de reproduction est donc éroitement lié au poids
corporel(Courot et Richetin, 1968 ; Alberio, 1976 ; Colas et a., 1986).D'une fagcon générale,
une sous-alimentation entraine un dysfonctionnement gonadique qui se traduit par une
diminution de la sécrétion des stéroides et par l'interruption de la production des gametes
(Gauthie ;Casteilla et al., 1987).

1.3.2 Facteursinternes :

Les effets des facteurs environnementaux sont modulés par la race et les individus. Par
conséguent, le facteur génétique a une influence sur I'activité sexuelle et gametogénétique des
boucs. L'existence des différences raciales a éé mise en évidence pour la plupart des
caractéristiques spermatiques (volume et concentration en spermatozoides de |'§aculat,
anomalies spermatiques, pourcentage des cellules vivantes) et pour la production spermatique
guotidienne.

Aingi, il existe des variations, entre males, dans le pourcentage des spermatozoides anormaux.
Dans les races saisonnieres, quelques males produisent, au printemps, un pourcentage éevé
de spermatozoides anormaux pres de 100% tandis que dautres ne le produisent qua
15%.L 'heéritabilité de ce caractere est plus ou moins élevée 0,42, celle du volume est prés de
0,43et celle de la concentration est de 0,07 (Land et Robinson, 1985).

I1. Collection et évaluation de la qualité spermatique

1. Collection du sperme :

1.1. Sperme épididymaire :

Les spermatozoides testiculaires acquiérent leur fertilité et leur mobilité pendant le transit
épididymaire qui dure environ une quinzaine de jours. Ceux qui sont fertiles et motiles restent
prés d’une semaine stockés dans la région caudale de cet organe qui sert de réservoir, c’est
donc ce passage a travers I'épididyme qui les transforme en spermatozoides matures (Baril et
al., 1993).

L’utilisation du sperme épididymaire est une technique qui peut ére exploitée dans le cadre
de I'insémination artificielle (IA) ou de la fécondation in vitro (FIV). La collecte du sperme
épididymaire se réalise directement a partir de I’épididyme en utilisant la méthode de
rétrograde-flushing et permet le recueil des spermatozoides en nombre suffisant pour
plusieurs dizaines d’IA ou de FIV. Le sperme épididymaire se conserve plusieurs jours a 4°C

(Guérin et a.,2003). Il est possible de prélever du sperme épididymaire d’un animal vivant
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sous anesthésie générale avec une intervention chirurgicale. Le principe consiste en une
microponction du canal déférent. Souvent, il est collecté directement sur des testicules apres

abattage des .animaux.

1.2. Sperme €jaculé :
1.2.1. Collecte au vagin artificiel :

Le vagin artificiel contient de I’eau chaude (40-43°C) qui est protégé par une housse. Les
animaux sont entrainés a la collecte, une femelle boute en train est immobiliste dans
I’appareil de contention, le bélier effectue une ou deux fausses montes. Apres I'éaculation,
I’opérateur secoue énergiquement le vagin artificiel pour faire descendre le sperme dans le
tube de collecte (Christian., 2009).

1.2.2. Collecte al’électro-gaculateur :

L'électro-gaculateur lubrifié est introduit dans le rectum et une décharge électrique faible
stimule les centres nerveux du bulbe rachidien. Cette technique permet d’obtenir un sperme
sans intervention des mécanismes sensoriels et psychiques de I’gaculation. Le sperme
collecté est de moins bonne qualité que celui collecté au vagin artificiel et d’une plus faible
concentration (Christian., 2009).

2. Evaluation de la qualité spermatique :

Aprés avoir collecté de la semence du bouc, la prochaine éape consistera a |’évaluation
guantitative et qualitative du sperme obtenu. La mise en évidence de ces caractéristiques fait
appel aux différents paramétres macroscopiques, microscopiques et biochimiques dont leur

concordance permet detirer des résultats fiables.
2.1. Examen macroscopique :
2.1.1. Volume:

La mesure du volume de I'§jaculat seffectue par la lecture directe a I'aide de graduations du
tube de collecte sans tenir compte de sa partie mousseuse (Baril et a, 1993).

Le volume de I'gjaculat dépendra de divers facteurs, a savoir, I'age, la saison et la fréquence

de récolte (Maxwell et Evan, 1987 ; Hafez, 1987). Cependant, quand le volume de I'é§jaculat
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augmente ou diminue, ces changements sont, en grande partie, dues aux changements de la
guantité des sécrétions épididymaire et des glandes annexes (Corteel, 1977). Selon Setchell,

(1977) et Taure, (1988), le volume de I'§jaculat varie entre 0,2 et 0,5ml chez les jeunes boucs
2.1.2. Lacouleur du sperme :

Chez la plupart des espéces animales, la couleur du sperme peut varier du blanc clair au jaune
brillant (Ezekwe, 1988a). Chez le bouc, le sperme est de couleur blanc jaunétre. Cette
coloration est due a la présence d'un pigment lipochrome élaboré par la vésicule séminale
(Hafez, 1987 ; Maxwell et Evans, 1987).

2.1.3. Laconsistance et I'aspect du sperme:

Chez les caprins, le sperme est un liquide épais, crémeux, inodore et assez visqueux (Marquis,
1990). La consistance de la semence est en fonction du rapport entre les spermatozoides et le
plasma séminal. Ainsi, le sperme de forte consistance contient beaucoup plus de

spermatozoides que celui de faible consistance (Salamon, 1976 ; Hafez, 1987).
2.2. Examen microscopique :
2.2.1: Laconcentration :

L'appréciation de la couleur peut ére une méthode empirique pour l'évaluation de la
concentration. Ainsi, une couleur jaune trés claire signifie une concentration inférieure a |
milliard de spz/ml. En revanche, un sperme blanc ivoire peut exprimer une concentration
supérieure ou égale a 3-dmilliards de spz/ml (Marquis, 1990).Cette évaluation subjective peut
étre complétée par d'autres méthodes, a savoir :

a. Lecomptage direct par hématimétre :

Il consiste en une dilution préalable du sperme dans une solution susceptible de disperser et de
tuer les spermatozoides, tels que le Nacl a 3% ou solution de formaldéhyde a 1%. Pour le
sperme de bouc, un taux de dilution de 5% est conseillé (Hanzen, 2006). Généralement, les
hématimétres se différent par les cellules de comptage, il existe, aors, les cellules de

Malassez, de Thoma, de Naubouer ou de Turk.
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b. La spectrophotométrie (néphélométrie) :

C’est la méthode universelle utilisée dans les centres dinsémination artificielle. Elle consiste
a apprécier la concentration en spermatozoides, en évaluant |'opacité de la suspension au

moyen d'un spectrophotométre ou colorimétre (Dumont, 1996).

Chez les races saisonnées, la concentration spermatique suit une évolution inverse de celle du
volume, elle est élevée en dehors de la saison de reproduction et faible en saison sexuelle. Ces
variations sont le reflet de la synthése et de la sécrétion des glandes annexes (Baril et a, 1993)

2.2.2. Lamotilité massale:

La motilité massale et le résultat des mouvements ondulatoires des gameétes. Elle se mesure
en déposant une goutte de sperme pur sur une lame préchauffée et placée sur la platine
chauffante du microscope (37 & 38°c), sous un faible grossissement (x 80). L'observation doit
étre rapide car a cette température, la motilité massale diminue au bout de 15 a 20 secondes.

L'utilisation d'une échelle allant de 0 & 5 permet de noter la qualité de la semence, selon le
tableau ci-dessous (Maxwell et Evans, 1987 ; Baril et a, 1993) (Tableau 01).

Tableau 01 : Notation de la mobilité massale dans I’ espéce caprine (konfe, 2014).

0% Aucun mouvement en surface

20% Léger mouvement ala surface

40% Mouvement net mais ne formant pas de
vagues

60% Début de vague

80% Vagues tres nettes

100% Tourbillons nettement visible

2.2.3. Lamoetilité individuelle des spermatozoides :

Cette évaluation est réalisable en méme temps que l'estimation du pourcentage des
spermatozoides mobiles, dailleurs, elles sont effectuées dans les mémes conditions de
grossissement et detempérature (Hafez, 1987 ; Barilet al, 1993).

Chez les races a activité sexuelle saisonniere, le taux des spermatozoides mobiles est élevé
pendant la saison sexuelle et faible en dehors de celle-ci (Delgadillo, 1990). Pendant la saison

E
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de reproduction, la motilité spermatique est €levée ; ainsi, un €aculat moyen contient 85

a95% de spermatozoides normaux dont leur motilité individuelle est la plus élevée de I'année.

En général, les variations saisonniéres de la motilité évaluées en conditions définies, sont

associées aux variations saisonnieres correspondantes de la fertilité (Corteel, 19764).
2.2.4. Etude de la morphologie spermatique :

Elle apprécie la qualité du sperme a travers le nombre de spermatozoides atypiques, quiest un
indicateur de la i baisse de viabilité. Ce tes est réalise en recourant aux différentes

préparations colorées.
a. Coloration totale:

Elle a pour objectif de faire mieux apparaitre la morphologie générale du spermatozoide. Elle
peut é&re ssimple (bleu de méthyléne, bleu de toluidine, violet de gentiane et la fuschine) ou
double (williams, giemsa et karras). Les colorations doubles se concentrent beaucoup plus sur
la structure de la téte et de la piece intermédiaire des spermatozoides (Derivaux et Ectors,
1986 ; Hafez, 1987).

b. Coloration vitale:

Cette technique permet la détermination du pourcentage des spermatozoides morts par rapport
aux vivants. La coloration la plus utiliste est celle de I'éosine nigrosine. Les frottis sont

réalisés en mélangeant une goutte de colorant avec une goutte de sperme.

Cependant, I'acrosome ne peut pas étre évalué sur ce type de préparation, et seule une lecture,
en milieu humide de préparation des gametes fixés au formol en contraste de phase, le permet
(Chavette, 1992).Pour déerminer le taux de cellules mortes de celles qui présentent des
anomalies structurales, la lame est placée sur la platine chauffante du microscope a 37- 38°c
et examinée a la lumiere directe, pour au moins 150 spermatozoides dans différents champs

de la méme préparation (Baril et al, 1993).Tous les spermatozoides colorés en totalité ou en
2.3. Examens biochimiques :
2.3.1. Lamesuredu PH :

Le sperme du bouc est légerement acide, son pH varie de 6 a 6,8 avec une moyenne de 6,4

(Vaissere, 1977). Cette valeur évolue inversement a celle de la concentration, quand celle-ci
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augmente, le PH diminue. Le PH et mesuré, juste apres la récolte, a l'aide d'un PH metre.
Aprés la collecte, le rythme de diminution du PH permet I'évaluation de la qualité du
sperme(Derivaux et Ectors, 1986).

2.3.2. Letest defructolyse:

Les spermatozoides, stockés in vitro en anaérobiose, métabolisent le fructose présent dans le
plasma séminal. L'index de fructolyse sexprime par la quantité en milligramme de fructose
assimilée par 10 spermatozoides en une heure a 37,6°c. |1 est significativement corrélé avec la
concentration et la motilité spermatique. Ainsi, un sperme de qualité a un index de fructolyse
variant entre 1,4 et 2 (Derivaux et Ectors,1986).

2.3.3. Laréduction du bleu de méthyléne :

Apres coloration au bleu de méthylene, un sperme de bonne qualité se décolore en moins
delOminutes, au contraire, un sperme de qualité médiocre ne l'ai gu'en dépassant les
15minutes (Milovanov, 1986).

2.3.4. Lathermorésistante :

C’est la détermination de I'aptitude des spermatozoides a survivre en conditions thermiques
comparables a celles de I'appareil génital femelle. La semence est diluée pour avoir entre 80 et
300 millions de spz/ml et est placée dans un bain-marie a 37 - 38°c. Le taux des cellules
vivantes est déterminé au début du test et 3heuresapres (Hafez, 1986).

Dans le but de mieux apprécier la qualité de la semence, d'autres tests peuvent ére utilises, il
sagit, entre autres, de lintégrité de I'acrosome, le test GOT (Glutamic
OxaloaceticTransaminase) et l'aptitude des spermatozoides a se déplacer dans différents
milieux y compris le mucus cervical (Baril et a, 1993).
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Chapitre Il :

Conservation de la semence et stress oxydatif

. Conservation de la semence du bouc :

La conservation de la semence, particuliérement a l'état congelé, provoque des dommages aux
spermatozoides qui concernent a la fois leurs structures (membranes, flagelles) et leur état
fonctionnel. Ces altérations influencent leur motilité et leur viabilité Malgré de nombreux
travaux consacrés a ces problemes, la fertilité de la semence congelée demeure généralement
plus faible que celle de la semence conservée pendant quelques heures a température positive.
(Meskeni Z, 2017)

L'effet délétére du plasma séminal sur la viabilité des spermatozoides conservés dans un
milieu a base de lait écrémé ou contenant du jaune d'ceuf, constitue un probléme spécifique
pour la conservation de la semence de bouc. Suite a la présence des enzymes bulbo -urétrales
qui affectent négativement la survie des spermatozoides in vitro en présence de constituants
lactés du dilueur. (Meskeni Z, 2017)

Pour se faire, I’élimination du plasma séminal est une étape clé pour arriver a préserver les
caractéristiques de la semence a pres conservation, ainsi une procédure préliminaire pour
pouvoir procéder au autres processus de conservation qui vont ére présenté en détails dans ce

chapitre.
1. Lelavage de lasemence du bouc :

Le lavage de la semence dés la collecte est réalisé en suspendant le sperme dans une solution
Krebs Ringer-Phosphate (solution «de lavage») contenant du glucose, puis en centrifugeant le
mélange pour éliminer le plasma séminal. Deux lavages successifs sont préférables a un seul
lavage. Au moment de la collecte, I'§jaculat est dilué avec la solution de lavage de facon a
obtenir une concentration de 400 x 10 millions de spermatozoidesml de la suspension a
centrifuger. Le tube de collecte est alors placé dans une centrifugeuse pendant 15 minutes a

20°C, a une accélération de 500-600 g. Apres quoi, le surnageant est éliminé avec une pipette
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et un nouveau volume, identique, de solution de lavage est gjouté; le tube est centrifugé une

seconde fois de la méme maniere précédemment citée. (Meskeni Z, 2017)

2. Lestechniques de conservation de la semence du bouc :

La réussite de I’Insémination artificielle dépend, principalement, de la qualité de la semence.
Si elle est réalisée avec de la semence fraiche, il y aurait un taux de succes tres satisfaisant
suivant les espéces et les techniques d’insémination (Cseh et a., 2012). La semence
cryoconservée présente des taux de succes plus variables, principalement, dues aux
dommages subis par les spermatozoides durant le processus de congélation (Hammersted et
al., 1990; Bailey et al., 2000).

2.1. Ladilution de la semence::

Les dilueurs de la semence sont des solutions aqueuses servant a augmenter le volume d’un
€jaculat pour I’amener a la concentration de conservation souhaitée. Afin d’étre efficace, le
dilueur doit apporter les nutriments nécessaires au maintien métabolique des spermatozoides
(glucose ou fructose), conserver un pH (Tris, Hepes) et une osmolarité physiologique (NaCl,
KCl), empécher la prolifération bactérienne (antibiotiques) et faciliter I’ajout d’agent
cryoprotecteur (Gadea, 2003).

Depuis les 50 dernieres années, les dilueurs a base de jaune d’ceuf et de lait de la vache sont
les plus répandus pour la conservation des semences d’animaux d’élevage en frais ou en
congeler (Iritani & Nishikawa, 1961; O'Shea & Wales, 1966). Cependant, le mécanisme par
lequel le jaune d’ceuf et le lait protegent les spermatozoides pendant la conservation en frais

ou contre le cryodommage reste trés peu connu.
> L’effet bénéfique du jaune d’ceuf

Le dilueur a base de jaune d’ceuf est le plus commercialement utilise, puisqu’il a éé le
premier a étre testé avec succes pour la congélation de semence bovine, qui représente un
intérét économique sans précédent (Holt, 2000a).

Le jaune d’ceuf est géenéralement trés concentré dans le dilueur (20% v/v) ce qui a poussé

plusieurs études a identifier son composant le plus actif qui serait responsable de I’effet
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protecteur (Foulkes, 1977; Watson, 1981). Il en est ressortit que la lipoprotéine de basse
densité (low-density lipoprotein « LDL ») était le composant du jaune d’ceuf composant le
meilleur effet protecteur de semence (Pace & Graham, 1974; Watson, 1981).

De plus, certaines études ont également montré que le LDL seul était largement responsable
de larésistance des spermatozoides bovins au choc du froid ainsi que, I’amélioration de la
motilité spermatique post dégel (Moussa et a., 2002; Amirat et a., 2004).

En revanche, son mécanisme de protection n’est pas encore élucidé. Quinn (1980) a montré
gue la portion phospholipidique du LDL serait responsable de son effet bénéfique en
constituant

un film protecteur a la surface de la membrane spermatique ou en remplacant les
phospholipides membranaires perdus ou endommagés pendant la cryoconservation.

Plus récemment, Amirat —Briand (2010) ont effectués de tests de fertilité sur des vaches
laitieres et ont montré que le dilueur a base LDL seul permettait de maintenir une qualité
spermatique post-dégel comparable a celle du dilueur a base de jaune d’ceuf sans toutefois
réussir a augmenter le taux de fertilité par insémination artificielle (59% pour le dilueur a base

de LDL contre 65% pour le dilueur & base de jaune d’ceuf.

» L’effet bénéfique du lait :
Le lait entier ou le lait écrémé sont couramment utilisés comme base de dilueur pour la
conservation de semence a 4°C ou pour la congélation de semence lorsgu’ils sont
supplémentés en glycérol (Kakar & Ganguli, 1978).
Le lait entier est congtitué d’eau (87,5 %), de protéines (3.2 %), de sucres (4,6 %), de lipides
(3,7 %) & de minéraux (0.8 %). Le lait écrémé a la méme composition a la différence qu’il
n"aque < 0.1 % delipides (Lusignan et a., 2011).
La majorité des protéines du lait sont des caséines organisées en micelles (80 %) qui seraient
responsables de I’effet protecteur de la semence. Selon certains auteurs, les micelles de
caséines extraites du lait permettent de conserver a 4°C la semence d’étalon (Batellier et al.,
1997), de bouc (Leboeuf et al., 2003), de bélier (O'Shea & Wales, 1966) ainsi que la semence
detaureau en frais (O'Shea & Wales, 1966) & en congelée en présence de glycérol (Choong
& Wales, 1963)

2.2. Conditionnement de la semence:
Le sperme est, généralement, stocké en paillettes de chlorure de polyvinyl, de 0,5 ou 0,25ml.
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L’une des extrémités des paillettes est obstruée par deux bouchons, entre lesquels S’interpose
de la poudre d’alcool polyvinylique. Aprés homogénéisation de la semence diluée, il est
possible de remplir les paillettes soit par utilisation d'une machine (figure 02), soit par
aspiration buccale a travers le bouchon de I'extrémité de la paillette. Aprés contact avec la
semence, ce bouchon de polyvinyle forme une barriére éanche qui évite les pertes (figure03).
Aprés quoi, en utilisant une seringue ou avec un bref mouvement de poignet, il est nécessaire
de laisser 1 cm d'air a l'autre extrémité de la paillette afin de pouvoir obturer celle-ci avec de
la poudre polyvinylique de couleur.

Les paillettes, soigneusement séchées avec du papier, peuvent aors étres employées
(Marquis, 1990).

Figure 02 : conditionnement de la semence

Figure03: Schéma d'une paillette dinsémination artificielle (Derivaux et Ectors, 1986).
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3. Laconservation proprement dite :

3.1. Conservation al’état liquide :

Le sperme du bouc peut étre conservé a des températures alant de 2 a 15°c, le plus souvent a
4°C. Actuellement, pour la préservation de la semence a I’état liquide a 4°c, les milieux a base
de lait écrémé sont les plus utilisées (Leboeuf et al, 2003). Une maniere de conserver la
semence de taureau, bouc, bélier ou cheval en frais est de descendre progressivement sa
température a 5°C apres sa dilution (Katila, 1997; Leboeuf et al., 1998; Verberckmoes et al.,
2005; O'Hara et al., 2010). Cette descente en température a pour but de réduire les dépenses
métaboliques et de prolonger la durée de vie des spermatozoides (Gadea, 2003).

Le dilueur Glucose-citrate-jaune d’ceuf est I’un des premiers a avoir &é testé avec succes sur
de la semence de bélier depuis 1960 (Salamon & Maxwell, 2000). Plus récemment, les
dilueurs de conservation de semence en frais sont & base de Tris : Tris-glucose-jaune d’ceuf et
le Tris-citrate-fructose-jaune d’ceuf (Salamon et Maxwell, 2000).

Le dilueur a base de lait est également utilise pour la conservation de la semence fraiche chez
le bélier et le taureau (Vishwanath & Shannon, 2000; O'Hara et al., 2010). En revanche, le lait
doit ére préalablement chauffé afin d’éliminer la lacténine, une protéine du lait capable de
diminuer la qualité spermatique (Vishwanath & Shannon, 2000).

En générale, la semence fraiche du bouc doit ére inséminée dans les 8h suivant sa collecte
afin d’obtenir le taux de gestation optimal (Maxwell & Watson, 1996; Salamon & Maxwell,
2000).

3.2. Conservation de la semence a |I’état congelé (Cryoconservation) :

La cryoconservation se définie comme I’utilisation de trés basses températures pour conserver
a long terme des cellules ou tissus, tout en maintenant intact leur structure et leurs fonctions
(Mazur, 1984). Cette derniere partie de la définition est la plus difficile a maitriser puisque les
cellules et tissus ne sont pas naturellement programmeés pour résister a la congélation et la
majorité des cellules non protégées subissent d’importants dommages a basse température. De
plus, les cellules spermatiques ne possédant aucun systeme de réparation subissent des
dommages irréversibles rendant la semence non fonctionnelle.

Il devient, donc, indispensable de maitriser les modifications biologiques, physiologiques et

physiques s’exercant sur les cellules et leur environnement au moment de la cryoconservation
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afin d’apporter aux spermatozoides des composants pouvant leurs permettre de résister a ces
modifications déléteres.

La congélation peut se faire a I’aide d’une machine dans laguelle la température est
programmée ou en manipulant les paillettes de la maniére suivante (figure 04) :
Paillette moyennes de 0,5ml : maintenues 5min. a 4cm au dessus du niveau d’azote
liquide, puis plongées directement dans celui-ci.
Paillettes fines de 0,25ml : maintenues 2min a 16¢cm, puis 3min a 4cm au dessus du

niveau d’azote liquide et finalement, les plongées directement dans celui-ci (Baril et
al, 1993).

Remarque : un maintien de la semence a plus 5°c, en présence de glycérol, est nécessaire
avant d’amorcer la descente vers les températures de congélation (Adamou-N’daye et a,
2003).

Figure 04 : Congélation et stockage des paillettes (CIA AWE Ciney Belgique)

Pendant la congélation, I’eau va subir une transition de phase passant d’un éat liquide & un
état cristalline (Mazur, 1968). De ceci résulte la formation de cristaux de glace et
I’augmentation de la concentration en solutés présents dans le milieu. Les cristaux de glace,
au cours de leur formation, transpercent les membranes des cellules tandis que I’augmentation
de la concentration en solutés crée un changement de I’osmolarité du milieu, entrainant des
pressions mécaniques importantes sur les membranes cellulaires (Mazur, 1968).

E
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Les agents cryoprotecteurs augmentent la concentration de tous les solutés du systeme
permettant la réduction des cristaux de glace. Pour é&re biologiquement acceptable par les
cellules, les agents cryoprotecteurs doivent avoir un faible taux de toxicité, qu’il soit

pénétrant ou non (Fahy et a., 1984).

Selon plusieurs études, les techniques de congélation de semence induisent des dommages
aux spermatozoides affectant I’intégrité des membranes et des fonctions spermatiques

(Mazur, 1968; Critser et al., 1987; Hammerstedt et al., 1990; Bailey et a., 2000; Bailey et al.,
2003).

Quel que soit le type de dilueur ou la technique de congélation, une grande majorité des
spermatozoides présente une baisse de motilité et d’intégrité membranaire réduisant leurs
chances de fécondation (Salamon & Maxwell, 1995; Gillan et a., 2004; Menchaca &
Rubianes, 2004; Barbas & Mascarenhas, 2009).

v' Les agents cryoprotecteurs

En 1949, il a été démontré pour la premiére fois que I’ajout de glycérol a la semence de coq
permettait d’augmenter le taux de survie des spermatozoides aprés décongélation (Polge et al.,
1949). Le glycérol, réduirait la formation des cristaux de glace délétéres pour les membranes
cellulaires en augmentant la concentration totale en soluté.
Quelques années plus tard, des éudes ont démontré que le changement d’osmolarité au
moment de la congélation était la principale cause de dommage cellulaire, plus que la
formation de cristaux de glace (Lovelock, 1953a; Lovelock, 1953b). Le glycérol réduirait les
cryodommages en équilibrant la variation de concentration en soluté de part et d’autres des
membranes cellulaires.
En basant aux éudes effectuées et aux résultats obtenus, les propriétés des agents
cryoprotecteur sont comme suit:

> le cryoprotecteur doit é&re soluble dans I’eau et maintenu a basse température afin

d’abaisser latempérature de congélation.

» avoir un faible taux de toxicité afin d’avoir a sa concentration une efficacité optimale.

» avoir une tolérance dans le tractus génital femelle.
Le glycérol reste de loin le cryoprotecteur le plus couramment utilisé pour la congélation de
semences de mammiféeres (Di Santo et al., 2012). Toutefois, il a é&é démontré chez I’humain
gue I'utilisation de glycérol pour la congélation de semence induit des ondulations de la
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membrane plasmique, une altération de la membrane acrosomale interne ainsi qu’une
désorganisation des crétes mitochondriales (Sherman, 1990).

De ces observations, plusieurs autres agents cryoprotecteurs ont &€ proposés pour la
congélation de semences, comme le méthanol chez le poisson (Lahnsteiner et a., 2000; Yang
et al., 2010), du diméthylacétamide chez le coq (Blanco et al., 2010; Wishart, 2007) &

du DM SO chez I’amphibien (Mansour et al., 2010).

. Le stress oxydatif :

Durant les différentes éapes de conservation du sperme, un des problémes majeur rencontré
est la dégradation des spermatozoides au moment de la congélation et de la décongélation.
Ceci est d0 aux divers stresses occasionnés dont le stress oxydant (Grignard., 2005).

En 2002, Bossoki a défini le stress oxydatif (SO) comme étant un déséquilibre dans la balance
métabolique cellulaire durant lequel il y a production des molécules appelées radicaux libres.
Ces molécules sont composees d’oxygene, initialement inerte et indispensable aux processus
energétiques des spermatozoides, et sont des molécules toxiques conduisant a la formation des
radicaux libre appelés « espéces réactives de I’oxygene » (ROS). Une augmentation de la
quantité des radicaux libres et/ou une diminution des composés antioxydants sont
responsables du stress oxydatif.

Les spermatozoides se défendent contre ce stress (Ben Ali et al., 2012) et se protegent de
I’effet néfaste des ROS grace aux enzymes anti oxydantes présentes dans leur cytoplasme
(Lusignan., 2011).

Il existe des antioxydants synthétiques tels que le médicament, la Vitamine E et C (Gulgin.,

2012). Il existe également des antioxydants naturels tels que les huiles essentielles et les
polyphénoles (Mighri et al., 2010).
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Chapitre 03

Potentiel des huiles essentielles sur la préservation des spermatozoides
caprine

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales ont éé utilisees en phytothérapie comme
reméde contre plusieurs maladies vue leur richesse en centaines, voire en milliers de
composants ayant des vertus thérapeutiques. De nos jours, I’utilisation de ces composés reste
un moyen de soin largement utilisé, voire I’uniqgue moyen pour certains autochtones et
communautés vivants dans des pays en voie de développement (Hadj-Seyd et al., 2016).

Parmi les 800 000 espéces de plantes prospérant sur la planéte, un nombre relativement
important est capable de synthétiser des composants aromatiques que I’on appelle les huiles
essentielles (HE).

Au cours des dernieres décennies, la communauté scientifigue a manifesté un intérét
croissant pour I'application des HE, qui sont des mélanges complexes de composés volatiles
issus du métabolisme secondaire des plantes aromatiques. Elles sont caractérisées par une
tache translucide sur du papier qui ne persiste pas trés longtemps comparativement aux huiles
fixes (Gainard., 2016). Elles sont dotées de plusieurs activités biologiques et écologiques
(Elmi et al., 2017).

C’est un liquide odoriférant d’aspect fluide a épais et de couleur variable selon les
plantes dont elle est extraite. Elle est sécrétée par des cellules spécialisées se trouvant aussi
bien dans les feuilles (menthe poivrée, basilic grand vert), les fleurs (lavande, ylang ylang), le
bois (cédre Atlas, santal blanc), les racines (gingembre, valériane, vétiver), les graines
(coriandre, anis vert, carotte) (Festy, 2015).

Les huiles essentielles sont des messagers chimiques utilisés par les plantes aromatiques
pour interagir avec leur environnement. Elles permettent d’éoigner les maladies, les parasites,
mais aussi jouent un réle protecteur face aux rayonnements du soleil. Elles jouent un role
important dans la reproduction et la dispersion des espéces végétales puisqu’elles permettent
d’attirer les insectes pollinisateurs (Ouis, 2015).
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|. Généralités
1. Méthodes d’extraction :

Il existe plusieurs modes d’extraction comme I’hydro distillation, I'expression a froid,
I'enfleurage, I'extraction par solvants organiques, I'extraction par ultra-sons.

Deux procédés sont principalement employeés et font I’objet d’une monographie a la
Pharmacopée : I’hydro distillation/digtillation a la vapeur deau et I'expression a froid.
(Pierron, 2014).

1.1. Hydro distillation (HD)

Dans le cas de I’HD, la plante se trouve dans un réacteur ou €lle est en contact direct
avec |’eau bouillante. Selon la densité ou la quantité de la plante utilisée, elle peut flotter ou
étre complétement immergée dans I’eau. Elle est généralement conduite a pression
atmosphérique. Le chauffage permet I’éclatement et la libération des molécules volatiles
contenues dans la matiere végétale. La vitesse de vaporisation des composés volatiles par
I’hydro distillation est connue par la variation de leur concentration en fonction de la
résistance a la diffusion de I’HE dans les tissus cellulaires et également selon la solubilité des

molécules volatiles dans I’eau (Sutour, 2011).

1.2. Digtillation par entrainement alavapeur d’eau :

Cette technique utilise I’entrainement des substances aromatiques par la vapeur d’eau.
Les plantes sont disposées entieres ou broyées (lorsqu’il s’agit d’organes durs comme les
racines ou les écorces) dans un appareil de type Clevenger ou dans un alambic (obtention a
I’échelle industrielle). Pour I’obtention a I’échelle industrielle, un courant de vapeur d’eau
traverse I’alambic et sous I’effet d’une source de chaleur, I’eau se transforme en vapeur qui
traverse alors la cuve contenant les plantes aromatiques. La vapeur d’eau ayant volatilisé et
entraine I’HE se condense ensuite dans le serpentin du réfrigérant et retourne donc a I’état
liquide pour se séparer dans I’essencier ou vase florentin. L’HE étant hydrophobe et souvent
moins dense que I’eau, surnage dans la majorité des cas a sa surface et est recueillie apres
décantation (Vele,2015).

2. Méthodes d’analyse
Quel que soit le domaine d’utilisation des huiles essentielles, une parfaite connaissance

de leur composition chimique est nécessaire pour en controler la qualité et y déceler une
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éventuelle spécificité en vue de leur valorisation. Ainsi I’analyse des huiles essentielles, qui
consiste en des méthodes de séparation et d’identification des composants, reste une étape
importante. Cependant, elle demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de
diverses techniques (Lakhdar, 2015).
Plusieurs méthodes sont utiliseées, tel que :

» Lachromatographie sur couche mince

» Lachromatographie liquide haute performante

» Lachromatographie en phase gazeuse (CPG) : cette technique est la mieux adaptées a

I’anal yse des constituants volatils dans les extraits aromatiques.

La CPG peut étre couplée a des méthodes spectrales, telles que I'infrarouge ou la

spectrométrie de masse qui est de loin la plus utilisée (Figueredo, 2007).
3. Composition chimique

Les huiles essentielles congtituent des mélanges complexes de composés organiques
possedant des structures et des fonctions chimiques trés diverses. Ainsi, par I’analyse
instrumentale moderne (chromatographie gazeuse capillaire, couplage chromatographie
gazeuse — spectrométrie de masse), il n’est pas rare de reconnaitre plusieurs dizaines voire une
ou deux centaines et parfois plus de constituants dans une huile essentielle (huiles essentielles
de vétiver, de patchouli, de géranium). Par contre, certaines huiles ne contiennent que
guelques composes, avec, généralement, la prédominance d’un compose. Enfin les propriétés
odorantes de ces huiles sont souvent sous I’influence de plusieurs composes qui ne sont
présents qu’a de tres faibles proportions. L’ensemble de ces composes peut étre divisé en
deux grands groupes. les hydrocarbures terpéniques (mono terpénes, sesquiterpénes), les
COMPOSES OXygénés, qui sont considérés comme substances aromatiques, de type
phénylpropanoide (Besombes, 2008).

Il existe naturellement d’autres corps entrant en faibles proportions dans la constitution
de certaines HE : acides organiques, cétones de faible poids moléculaire, coumarines
volatiles, flavonoides, etc. (Sutour, 2011).

4, Toxicité
Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent ére utilisés sans risgque.
Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsgu'elles sont appliquées sur la peau en

raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), alergene (huiles
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riches en cinnamaldéhyde ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines).
D'autres huiles essentielles peuvent aussi ére al’ origine d’une hepatotoxicité et neurotoxicité
avec somnolence, coma et convulsions. Les cétones comme |'a-thujone sont particuliérement

toxiques pour les tissus nerveux (Zenasni, 2014).

5. Solubilisation des huiles essentielles :

L’encapsulation est une technique permettant d’emprisonner des liquides ou des solides
dans une enveloppe qui les isole dans le but de les protéger de I’environnement extérieur, ou
de maitriser leur libération dans un environnement choisi. L’encapsulation de composés
bioactifs (huiles essentielles, ardmes, antioxydants, lipopeptides bactériens) est réalisée par le
systeme d’encapsulation moléculaire (cyclodextrines, maltodextrines et polyéthylene glycol),

dans laguelle la substance est encapsulée dans une cavité hydrophobe

» Le polyéthyléne glycol (PEG) :

C’est un polymere biocompatible, non ionique et non toxique utilisé dans les domaines
biomédicaux, biotechnologiques et pharmaceutiques (ANNUNZIATA et al., 2002). Il est
appelé également macrogol dans le domaine médical (TANI et al., 2002).

Le PEG est un enchainement d’unités structurelles répétitives de monomere d’éthyléne
Glycol, il peut ére synthétisé par I’interaction d’oxyde d’éthyléne avec I’eau ou d’oligomere
d’éthyléne glycol (KADAJJ et BETAGERI, 2011).

Le PEG aplusieurs propriétés :
v il n’est ni absorbé, ni fermenté.
v |l résiste alareconnaissance du systéme immunitaire (BRITTON KEYSK., 1998).
v |l est trés hygroscopique, miscible a I’eau et a de nombreux solvants organiques,
notamment |’éthanol, I’acétone, I’oxyde de diéthyle.
v |l est insoluble dans les hydrocarbures.

v" |l dissout bien la colophane et de nombreuses huiles essentielles.

[1. Etude bibliographie et botanique de Rosmarinus officinalis.

1. L’importance de lafamille des Lamiacée :
Les Lamiacée ou Labiacée sont une importante famille de plantes dicotylédones qui
comprend environ 6 000 espéces et pres de 210 genres, a fleurs gamopétales irréguliéres,

possedant une corolle aux pétales soudées (gamopétalie) mais a deux lévres bien marquees :
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la lévre supérieure arrondie en forme de casgue, la lévre inférieure plane et trilobée. Ce
dispositif est lié a I’entomogamie (pollinisation par les insectes). Elles sont faciles a
reconnaitre avec leurs tiges quadrangulaires garnies de feuilles opposees tomenteuses et
odorantes insérées sur des nceuds bien marqués.

Cette famille est une importante source d’huiles essentielles, d’infusion et antibiotiques

naturels pour I’aromathérapie.

2. Définition :

Le Romarin est une plante des coteaux arides garrigues et lieux rocheux de la région
méditerranéenne et méme un peu plus au Sud jusqu'aux confins sahariens depuis I'antiquité, 11
est employé pour améliorer et simuler la mémoire encore aujourd’hui en Grece, les éudiants
en font bruler dans leurs chambres en période d'examens (Belkhiri,2015).

Le nom « romarin » viendrait du latin « ros marinus » (rosée de mer), ou bien du grec « rhops
myrinos » (buisson aromatique), ou encore du latin « rhus marinus » (sumac de mer). On

I'appelle également « herbe-aux-couronnes », et en provencal, « encensier » (Belkhiri,2015).

Figure 04: Le Romarin (Rosmarinus Officinalis) (MEY ER., 2004)

3. Description botanique :

Le romarin faisant partie de la famille des Lamiacées ou Labiées, il possede donc les
mémes caractéristiques morphologiques que sont des caractéristiques communes a I’ensemble
de cette famille. Le genre Rosmarinus est représenté par trois especes différentes, mais
Rosmarinus officinalis est la principale. Ses caractéres sont les suivants :

» arbuste toujours verts, de 60cm a 2m de haut et pouvant vivre jusqu’a 30 ans,
> tige, a I’écorce grisitre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux OppoOsEs

tortueux,nceuds distancés de 0, 5 a 2mm.
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> feuilles opposeées, coriaces, sessiles, linéaires, entiéres, de 1, 5 a 4, 5¢cm de long, aux
bords enroulés vers le bas ; face supérieure vert sombre et glabre, face inférieure
blanche, tomenteuse, parcourue par une nervure saillante, et portant poils articulés
ramifiés et poils glandulaires fortement serreés.

» inflorescence spiciforme, a fleurs subsessiles, qui s’épanouissent toute |’année, calice
gamosepale, poudré-blanchétre, tube en forme de cloche, a 3 lobes, le plus large est la
lévre supérieure et les deux autres forment lalevre inférieure.

» corolle gamopétale, tubuleuse, a 2 levres (la supérieure a 2 lobes en forme de casgue,
I’inférieure a 3 lobes, avec le médian plus large, concave), 2 é&amines, et des antheres
allongées uniloculaires.

> lefruit est un térakene, de couleur brune.

> Fleursbleu péle, lilas ou blanchétres, maculées de petites taches violettes al’intérieur.

Cette espece trés polymorphe, présente plusieurs variétés. Mais, a cette différenciation
morphologique tres aléatoire, nombreux botanistes préferent S’appuyer sur la composition
chimique de I’huile essentielle pour lister quatre chémotypes, suivant le composé dominant :
romarin a cinéole, romarin a verbénone, romarin a camphre, bornéol, et, parfois, romarin a
myrcene (Mostefai., 2012)

4. Pouvoir potentiel du Rosmarinus officinalis sur les différentes activités :

Le Romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle Dans la médecine
traditionnelle ses parties ariennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale,
les dysménorrhées et comme antispasmodique. |l est considérée utile pour contréler I'érosion
du sol L'huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussi bien pour |'assaisonnement et la conservation
des produits alimentaires (Henrich, et al 2006)

L’huile essentielle de romarin est employée en aromathérapie pour différentes
propriétés. Elle est reconnue pour ses propriétés stimulantes sur I’activité locomotrice. Cette
activité est due a la stimulation de I’organe de I’odorat mais aussi |’activation
pharmacologique directe du systéme nerveux central.

Cette huile essentielle possede aussi des propriétés antifongiques et antiseptiques. Elle a
également une action antispasmodique sur le sphincter d’Oddi, mais 7 a 8 fois moins

importante gque celle de I’huile essentielle de menthe (Layeral G, Vierling E, 2007).1l existe
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d’autres activités pharmacologiques et indications : stimulation des fonctions hépatiques,
antispasmodique, antidiarrhéique, diurétique, antirhumatismal, analgésique, emménagogue,
cicatrisant (Layeral G, Vierling E, 2007).

L huile essentielle de romarin est également utilisée dans I’industrie cosmétique (savons,
parfums) ainsi que par I’industrie alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons) (Brech
P, Gaillard J. I, Simonet M, 1989).

4.1. Activité antibactérienne :

Weckesser et al. (2007) ont examiné les effets antimicrobiens des extraits et des
composes isolés de certaines plantes, sur I’ensemble de 29 bactéries et levures avec pertinence
dermatologique. L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin, a
présenté un large spectre antimicrobien, la croissance de 28 sur 29 germes a été empéchée par

cet extrait. Le résultat montre que seule I’acide carnosique a une activité antibactérienne.

4.2. Activité antifongique :

Sacchetti et al, (2005) ont évalué l'activité biologique de 11 huiles essentielles y
compris celle du romarin en utilisant la technique standard de diffusion sur gélose. Les
résultats ont montré que la plupart de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée cont re les
cing levures examinées: Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiag, Y arrowia lypolytica.

4.3. Activité antivirale :

Aruoma et al. (1996) ont évalué I’activité antivirale de I’extrait commercial du romarin,
le résultat a indiqué qu’il y a une inhibition de I’infection par le virus de I’immunodéficience
humaine (HIV) aux concentrations tres basses. Cependant, le carnasol a montré une activité
anti-HIV a une concentration modérée qui n'était pas cytotoxique.

4.4. Activité ovicide :

Prajapati et al. (2005) ont identifié un agent ovicide dans I’huile essentielle du romarin
contre les oeufs de trois especes de moustiques (Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex
guinquefasciatus). De méme Gillij et al., (2007) ont trouvé gue cette huile présente une

activité répulsive contre I’ceuf du moustique Aedes aegypti.




Partie bibliographique

4.5. Activité anti-oxydante :

Balentine et al. (2006) ; Fernandez-Lopez et al. (2005) ; Sebrotynek et al. (2005) ont
étudié I'utilisation des extraits du romarin comme antioxydant pour conserver les produits a
base de viande.

4.6. Effet anti- hépatotoxique :

De nombreuses études ont éé réalisées pour étudier I’effet anti hépatotoxique du
romarin, le travail a éé concentré pour I’évaluation de I’efficacité de I’extrait méthanolique
du romarin pour normaliser certains parametres histologiques et biochimiques du foie, aprés
I’ingestion d’un hépatotoxine le tétrachlorure de carbone(CCL4). Les résultats ont indiqué
que cet extrait a empéché la peroxydation lipidique, et enfin il a augmenté I’activité du
glutathion-S-transférase (GST) (Marie et a. 2004).

1. Interaction huile essentielle-spermatozoides :
1. Effets protecteurs::

Les effets protecteurs des huiles essentielles (HE) a I’égard du spermatozoide ne sont
pas largement documentés par des &udesin vitro.

Aussi, la quasi-totalité des publications rapportent des effets cytotoxiques de ces huiles
in vitro (Adeiza et a., 2011). In vivo, une étude a exploré I'effet de I'huile essentielle de la
sarriette (Saturgla khuzestanica) sur des rats males. L’HE a été administrée par voie orale a
des doses de 75, 150 et 225 mg / kg / jour pendant 45 jours. Les rats traités ont &é accouplés
au jour 45 du traitement. Le traitement a considérablement amélioré tous les paramétres
évalués tels que la libido, la fécondité, I'indice de fertilité et la taille de la portée. En outre, les
concentrations de FSH et de testosérone ont é&é significativement augmentées dans les
groupes traités avec I’HE De méme, le poids des testicules, des vésicules séminales et de la
prodae a éé dgnificativement augmenté a la dose de 225 mg / kg. L'analyse
histopathologique a montré que chez les rats males traités par cette huile (150, 225 mg / kg),
le nombre de spermatogonies, de cordes spermatiques, de cellules de Leydig et de
spermatozoides a été amélioré (Haeri et al., 2006).

2. Effets spermicides::

Une étude a été menée par Paul et Kang (2011) pour déerminer |'efficacité spermicide
et contraceptive de I'huile essentielle de I’Ajowan « Trachyspermum ammi » sur le sperme
humain in vitro. La dose minimale effective (DME) de I'huile essentielle de T. ammi qui a
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induit une immobilisation instantanée de spermatozoides humains éait de 125 ug/ml, la
motilité était irréversible. Tous les spermatozoides humains ont &é jugés non viables apres 10

minutes a cette concentration.
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La cryoconservation peut induire des dommages structurels et fonctionnels a différents
compartiments des spermatozoides. La sensibilité des gametes de mammiféres au choc froid
réduit considérablement leur résilience. De plus, les membranes cellulaires sont affectées. Un
des premiers événements indésirables sont la désorganisation de la structure de la membrane
pendant le refroidissement a 5°C. Les rallonges sont utilisées pour réduire les dommages de
choc froid. Par conséguent, la composition de I'extenseur de congélation est un facteur crucial
pour protéger les spermatozoides. Le jaune d'ceuf est un cryoprotecteur majeur pour la
congélation du sperme de nombreuses especes, d'autres substances I'ont remplacé. Le jaune
dceuf a un une grande variabilité entre les lots, ainsi qu'un risque de contamination
microbienne, ce qui peut conduire a la production d'endotoxines (Davila et al., 2015). Cela
réduit la fertilité des spermatozoides et augmente le risque de transmission de maladies,
préoccupante dans les échanges du sperme. Ce qui a pousse les chercheurs vers I’étude de
nouveaux composes actifs et d’améliorer les protocoles de conservation préétablis pour une
préservation spermatique optimale.

Au cours des derniéres années, la communauté scientifique a tourné son intérét vers des
composés naturels tels que les huiles essentielles pour remplacer des substances approuvées
nocives et délétéres en particulier dans le domaine des biotechnologies. Ceux ci ont été testés
sur spermatozoides de différentes especes (Chikhoune et al., 2015; Déavila et al., 2015; EImi et
al., 2019, 2017; Giarettaet al., 2014; Touazi et a., 2018).

A la lumiére des points susmentionnés, notre présent travail va mettre en évidence |’huiles
essentiel issue du romarin dans la préservation des caracteres morpho-cyto-physiologiques
apres cryoconservation du sperme du bouc.

. Objectifs:

> Etudier I’effet préservateur d’huile essentielle du romarin sur la semence caprine apres
cryoconservation.

» Mettre en évidence les caractéres morpho-cyto-physiologiques des spermatozoides
avant et apres utilisation de I”huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

> Voir, aprés avoir expose notre semence a différentes concentration de I’huile
essentielle en question, la concentration la plus appropriée qui permet une
préservation plus durable tout en étant pas toxique.

Apres avoir effectué les examens de la motilité sur I’échantillon témoin (aliquote 1), on est
passe a I’adition de I’huile essentielle de Rosmanirus officinalis & des concentrations
progressives. Des I’gjout de la premiere concentration qui est la plus petite, on a constatée
apres exploration par le CASA une mortalité totale des spermatozoides et cela du fais que
I”huile essentielle en question n’était pas pure puisqu’on a mesuré le ph de ce dernier et Sest
avéré acide. Donc on a supposé que cette acidité éait le facteur de mortaité des
Spermatozoides.

Voyons les circonstances sanitaire du pays et la non disponibilité des produits, on n’a pas pu
refaire |I’expérimentation avec une autre huiles essentielle. De ce fais on va témoigner les




résultats attendus de notre éude, par d’autres résultats qui ont é&é obtenus par d’autres éudes
similaire a la notre.

[1. Matériels et méthodes :

1. Partie théorique :

1.1. Protocol expérimental :

Le protocole expérimental prévu est résumé dans I’organigramme suivant. En dépit des
évenements pandémiques liés au corona virus, nous avons tenté quand méme de concrétiser
le protocole expérimentale, mais a cause de la non disponibilité de certains produits majeurs
dans I’expérimentation, nous avons du réaliser de maniére théorique notre éude sous forme
d’une méaanalyse d’articles qui traite I'effet du romarin de fagon générale sur la
préservation des caractéres morpho-cyto-physiologiques vis-avis les cryodommages induits
par la conservation a |I’état congelé.

Larecherche en ligne nécessite des moteurs de recherche scientifique et des motsclés. Le
tableau suivant présent la nature de notre documentation scientifique :

1.2. Nature des données :

E
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Tableau 02 : Présentation de la nature des données :

Les moteurs de  Les mots clés La langue L’année de Nombre
recherches publication d’articles
PubMed Huile essentielle  Anglais 2009-2019 Totaes: 3
articles
Google scholar  Sperme Francais Eliminés: 13
articles
Biomedcenter cryoconservation Turc Inclus: 17
articles
Bouc
Rosmarinus
officinalis

1.3.Critéres d’inclusion et d’exclusion :

Avant I'analyse des articles concernant I’effet préservateur de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis nous nous sommes basés sur des criteres d’inclusion, qui sont :

Effet de d’huile essentielle de rosmarinus officinalis sur la reproduction (parametres
de sperme).

Etudes faites sur les males.

Etudes sur des mammiféres (le bouc, les lapins, les souris, les rats, le porc & méme
[”’homme).

Utilisation de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis seule ou en combinaison
avec des molécules qui ont un effet synergique dans la préservation des caractéres
spermatiques

La mise en évidence des concentrations utilisées des huiles essentielle ainsi des
substances en combinaison

Prendre en considération les études qui traite I’effet du romarin dans toutes ses formes
(huile essentielle, extrais de plante, acide rosmarinique et autres constituants de la
plante).

Lanature del’étude : in vivo et in vitro (sur animal vivant ou sur la semence).
Accepter |’effet antioxydant et antimicrobien.

1.4.Lescritéres d’exclusion :

Effet du romarin sur d’autres effets qui n’ont pas un lien avec la reproduction.

Etudes faites sur les femelles.

Effet du romarin sur le processus de fécondation in vitro, dosage des hormones
thyroidiennes.




1.5. Classification des données :
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Classification et extraction des données
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Huile essentielle de

(R.O)

Extrait de plante de
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-

Acide rosmarinique

(R.O)
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Seul

Acide rosmarinique
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Bouc Bélier
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Lapin Coq
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Figure 05 : Recherche et classification des données




Méta-analyse des articles

[1l. Résultats et discussion :
1. Lamolécule:

Dans les articles éudiés, et parfois dans le méme article, I’administration de I’huile essentielle
de rosmarinus officinalis ou I’extrait de plante du romarin sont parfois seuls ou en
combinaison avec une autre huile essentielle tel que (Pimenta dioca et Lavendula stochas) ou
d’autres molécule comme (Graines de chardon-marie, glutathion antioxydant, lécithine de
soja, agents chélateurs) qui font I’objet d’un effet synergique, ou parfois étude comparative.

La figure ci-dessous représente les pourcentages des éudes sur I’effet de I’administration
d’huile essentielle de (R.O), I’extrais de plante de romarin et I’acide rosmarinique seuls ou en
combinaison.

| ® combiné
= libre

huile essentielle extrais de acide
plante rosmarinique

Figure 06: Représentation des pourcentages de I’ utilisation de I’huile essentielle (R.O),
extrais de plante de romarin et acide rosmarinique libre et en combinaison.

2. L’espece:

Les especes inclus dans cette éude sont : |le bouc, le bélier, le sanglier, le taureau, le coq, la
caille japonaise, les lapins, lesrats et enfin ’THomme.
La figure en-dessous montre les pourcentages d’articles de chague espéce.

&
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* bouc

» bélier

® sanglier

¥ taureau
® coq

= caille japonnaise

Figure 07: Représentation des espéces incluses.
3. Lavoied’administration :

Les différentes voies utilisées pour chague molécule et chaque espece, sont résumeés dans le
schéma suivant :

e voie alimentaire:caille japonnaise, rats
L e in vitro: coq, bélier

essentielle (R.O)

e voie alimentaire: lapin
extrait de . . 7. .
entequ | ® iN Vitro: béliers, rat, bouc, taureau, sanglier

romarin

e in vitro: sanglier, rats, Homme

acide
rosmarinique

Figure 08: Résumé des différentes voies utilisées pour chague molécule et chaque espéce.

Chez ces différentes especes, la voie d’administration des substances étudiées la plus utilisee
c’est Surtout in vitro, et c’est selon la natures des études ainsi I’objectif de chague étude.
L administration de la gelée royale par gavage est moins utilisée.

4. Apercu sur les protocoles expérimentaux adoptés pour chague étude:

Voyons la diversité des especes, molécules, les voies d’administration ainsi les doses
administrées pour chague étude, y’a compris I’ utilisation des faibles, modérés et fortes doses.
De méme pour les unités utilisées. De ce fais on va citer de maniere récapitulative les
différentes données selon la voie d’administration, la molécule utilisée et I’espece en
guestion.

|
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4.1. Lavoie alimentaire
4.1.1. Huile essentielle (R.O) :
Caille japonaise :

90 poussins de caille japonaise obtenus a I’agé de 5jours répartis en plusieurs groupes, les 2
groupes qui ont éeé traité par I’huile essentielle, étaient nourris par un régime alimentaire de
base complété avec 125ppm et 250ppm respectivement jusqu'a I’age de 43 jours. Donc la
période expérimentale était de 28 jours

Rat 1 : supplémenté de 50mg/kg jusgu'a 150mg/kg
Rat 2 :

Population de 72 Rats répartie en quatre groupes recevant de |’eau supplémenté
respectivement 1.25%, 2.5%, 5% de I’huile essentielle de (R.O) pendant 14 jours.

4.1.2. Extrait de plante du romarin:
Lapin :
Les 2 groupes les 5 groupes de lapins ont é&é traté par de I’extrait de plante contenant

dans chacun 7 lapins et recevant un régime alimentaire de base complété par 5g/kg
et10g/kg respectivement.

4.1.3. Aciderosmarinique :
Rat 3:

Afin d’atténuer les effets du mitronidazole, majoritairement ceux d’infertilité, des rat mal
albinos ont é&é répartis en 8 groupes, les groupes soumis aux traitements a base d’acide
rosmarinique, ont &€ exposés a des concentrations respectivement de 5mg/kg al5 mg/kg. La
période expérimentale est de 4 semaines.

4.2.Invitro :
4.2.1. Huileessentielle (R.O) :
Coq:
Le sperme récolté des male reproductifs dilué dans un extenseur Tris et répartie en 4
aliquotes, un seul est considéré comme témoin et les 03 restant supplémenté avec des
concentrations graduelles de I’huile essentielle 8.7ug/ml, 78%g/ml et 870ug/mi

respectivement et analysés en 4 temps de 2h (hO, h6, h24, h48). L expérimentation a été
répétée 6 fois
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Culture bactérienne+ macrophage :

Sur des cultures bactériennes et fongiques de 48h des microorganismes majeurs qui affectent
I’appareil urogénital et qui présentent une antibiorésistance vis-avis les antibiotiques connu
potentiellement efficace, des concentrations progressives d’huile essentielle (R.O) ont é&é
ajoutées aux cultures pour déerminer le potentiel antibactérien et antifongique 10, 50, 100,
200, 600, 1000, 2000ug/ml. Le potentiel anti-inflammatoire a été évalué sur des macrophages.

Bélier 1:

Pour évaluer le caractere préservateur d’huile essentielle (R.O) sur des spermatozoides
épididymaire, des concentrations progressives de 0.5, 1, 2, 4 pl/ml ont é&é additionnées aux
spermatozoides dilués préalablement dans un extenseur Tris. Chaque concentration était
analysée a 4 temps séparé de 2h et une autre analyse a h24.

4.2.2. Extrait de plante du romarin:
Bélier 2:

Semence obtenue de 4 bélier traitée, congelée, décongelée puis répartie en 4 aliquotes
additionnée dans I’ordre avec les concentrations d’extrait d’huile essentielle (R.O) suivantes
%, 4%, 6%, 8%. Et I’étude spermatique était réalisée dans I’immediat.

Bélier 3:

L’Evaluation de I'effet in vitro de du romarin (Rosmarinus officinalis) sur du sperme de
bélier congel é-décongelé a été faite sur des €aculats obtenues a partir de trois béliers matures.
Apres récolte, la semence a é&é cryoconservés en utilisant une méthode de dilution en 2 étapes
(Fraction 1. F1; Fraction 2: F2). Dans I'expérience qui fait qui est en lien avec notre travail
sachant que dans cette éude, I’extrait du romarin a été utilisé en combinaison avec du jaune
d’ceuf. L’ajout du romarin araison de 2% et 12% a F1, F2 ou les deux ont éé évaluées a des
temps différents.

Bouc :

L’évaluation de I’effet d’extrait du romarin sur les dommages du gel dégel a été attesté sur
32 gjaculat obtenues de 4 males, traitées, congelée, décongelée puis diluées et répartie en 4
entités dont la premiére considérée comme témoin et le reste additionnées par les
concentrations suivantes d’extrait de plante: 2%, 4%, 6%. I’analyse spermatique était
réalisée juste apres |’gjout de I’extrait de plante.

Taureau :
Afin d’évaluer les vertus de I’addition de I’extrait de romarin sur la préservation des

caracteres morpho-cyto-physiologiques des spermatozoides cryoconservée, une semence
récolté de 4 taureaux, traitée, congelée, décongelée puis diluée et répartie en 5 échantillons
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dont 2 entre eux qui ont éé additionnés respectivement par 5g.L-1 et 10 g.L-1 et analysés a
Oh et 2h.
Sanglier 3: 1.5%.

4.2.3. Aciderosmarinique :
Homme : L exploration de I’activité in vitro d’acide rosmarinique sur les fonctions du sperme

humain a impliguée une récolte sur des donneurs (&gés de 25 a 38 ans) avaient des
antécédents au cours des 2 années précédentes et quaité normale du sperme. Aprés
purification du sperme par swimup direct dans un milieu fluide tubaire humain les
spermatozoides ont éé incubés avec 0, 1, 10, 100 ou 1000uM d’acide rosmarinique pour
différents temps et solutions d'incubation.

Sanglier 1:

Pour évaluer I’effet antioxydant de I’acide rosmarinique sur la capacité de fertilisation des
spermatozoides congelés décongelés, une récolte spermatique des sangliers jugés performant
a été reéalisée puis traitée et cryoconservée avec tampon lactose-jaune d’ceuf, divisée en 4
aliquotes et supplémentée avec les concentrations suivantes de I’acide rosmarinique : OuM,

26.25uM, 52.5uM, 105uM .les différents paramétres ont éé éudié juste apres décongélation.

Sanglier 2.

Pour explorer I’effet antioxydant sur la capacité de fertilisation des spermatozoides congelés
décongelés, des gaculats prélevés sur des sangliers matures qui ont été cryoconservée dans un
tampon lactose-jaune d'ceuf supplémenté avec différentes concentrations d’acide rosmarinique
(O uM, 26.25, 52.5 uM et 105 uM). Les résultats ont é&é obtenus a 2 temps différents (0 min
et 120min).

Chez ces différentes especes la voie la plus utilisée pour I’exploration des effets des 3
molécules (huile essentielle (R.O), extrait de plante du romarin et I’acide rosmarinique), était
surtout des éudes in vitro. En revanche, la molécule qui faisait I’objet de la plupart des études
était celle de I’extrait du romarin apres I’huile essentielle, et I’acide rosmarinique en faible
pourcentage.

5. Présentation des résultats et discussion.

De nombreuses recherches scientifiques sur le romarin dans ses différentes formes sont
effectuées sur les animaux d’élevage tel que I’ovin, bovin, caprin, volaille et porcin. Du
laboratoire tels que les rats, les souris et les lapins et méme I’homme dans le but est de
déterminer son efficacité sur les caractéristiques des spermatozoides ayants été exposes aux
différents stress, en particulier le stress procuré le gel et dégel, ainsi les paramétres de fertilité.
Ces études sont réalisées par I’ utilisation de différentes méthodes d’anal yses.

Pour I’évaluation de la concentration de spermatozoides, ils ont compté sur le microscope
optique. La chambre de comptage hémocytométrique a été utilisée dans la plupart des articles,
dont la cellule de Thoma est la plus efficace. La motilité, la vitalité, la morphologie des
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spermatozoides sont réalisées par microscopie optique, dont sa résolution est trop faible de
0,2um, ainsi par le CASA.

Dans cette partie de discussion des résultats, on vas se contenter de deux études qui sont en
lien direct avec nos objectifs.

Une éude a été faite par L. Touazi et al, 2018 sur les avantages et les effets potentiellement
nocifs de différente concentration de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur la
semence de coq conservée a4 ° C pendant 48 h.

Les résultats ont démontré que la qualité du sperme révélée par la motilité progressive et les
vitesses des gamétes a é&é considérablement préservée, surtout avec les plus faibles
concentrations de I’huile essentielle (87 ug/ ml et 8,7 ug / ml). La dose la plus élevée &ait
de 870 pug /ml a montré un effet spermicide complet attesté apres 24 h de stockage. Cette
concentration a causé des altérations probablement similaires a celles décrites dans les
bactéries Moreno, S et a., 2006 ; Jordan, M et al., 2013. Le mécanisme décrit chez les
bactéries était la capacité de I'huile essentielle a perturber et pénétrer dans la structure
lipidique de la paroi cellulaire conduisant a la destruction des membranes Burt, S. (2004);
Boutabia, L.et al., 2016. Chaftar et a (2015) ont rapporté que I'huile essentielle de R.
officinalis éait active contre plusieurs souches de Legionella pneumophila avec une
concentration <0,55 mg / mL. De plus, Outaeb et Al. [54] ont indiqué que I'huile essentielle
de romarin présentait apprecier les activités antibactériennes avec des concentrations allant
uniquement de 4 a 20 ug / ml. De méme, il on rapporté gque l'activité spermicide chez de
nombreux espéces animales est associée a des dommages considérables sur différentes
structures de spermatozoides, y compris les membranes cellulaires et I'intégrité de I'acrosome
Buch, J.G et al., 1988 ; Chikhoune, A et d., 2015 ; Turk, G et a., 2016 ; EImi, A et al., 2017.

Selon les résultats de cette étude, I'utilisation de petites concentrations in vitro pourraient ére
bénéfiques pour les spermatozoides de coq dans des conditions de 4 ° C. En réalite, les
parametres de motilité et cinématique totaux et progressifs étaient significativement conservés
dans 87 et 8,7 ug / ml traitements. Apres 24 h de stockage, le pourcentage de la mobilité
progressif de s gaméte éait de 43,25 e 63,08 a 87 e 8,7 ug / ml de traitements,
respectivement, contre 26,86 + 2,36% du groupe témoin. Elmi et coll. EImi, A et al 2017 ont
rapporté que le la motilité totale et progressive était significativement altérée a partir de la
concentration de 0,8 mg / ml de R. officinalis huile essentielle dans les spermatozoides de
porc. Cette concentration était presque identique a la concentration spermicide utilisé dans
notre expérience (870 pg / ml). A 0,2 mg / ml, le les auteurs ont observé des valeurs de
motilité similaires & celles du groupe témoin. Plusieurs molécules actives telles que le 1,8
cinéole, camphre, B-thujene, chrysanthénone, B-cubebéne, et le camphéne, connu pour son
activité antioxydante, ont &é identifiés dans I'analyse phytochimique . Ces composés sont
probablement impliqués dans les effets protecteurs observés. Ces découvertes sont conformes
aux rapports préceédents utilisant du romarin comme extrait aqueux (fraction riche en
polyphénols) en sanglier et bouc. Les effets bénéfiques de L'huile essentielle de R. officinalis
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peut ére liée a l'antioxydant qui procure une activité limitant la peroxydation lipidique et les
dommages membranaire pendant le stockage réfrigérant.

Une autre étude a éé faite par Azamoum.F et RabiaF, 2018 sur Intérét des huiles
essentielles du Rosmarinus officinalis dans la conservation de la mobilité du sperme du bélier
a 4°C. dfiin de lutter contre le stress oxydatif, différentes concentrations d’HE de
R.officinalis ont é&é ajoutées au milieu de conservation du sperme du bélier stocké a 4°C
pendant 24h. Les résultats ont montré que la qualité du sperme a éé significativement
préservée, en particulier avec les plus faibles concentrations de I'huile essentielle (0.5 pe/ml et

1 p&/ml) et le milieu contenant la cyclodextrine (ROM-CD). Les doses les plus élevees (2 et 4
pe/ml) ont montré un effet spermicide apres 24h, ces deux concentration ont provoqués des
altérations probablement similaires a celle décrites au niveau des bactéries (Moreno, S. et a.,

2006 ; Satyal, P. e al.,2017). Ces résultats sont similaires a ceux trouvé sur le sperme aviaire

par Touazi L. et al., (2018). Plusieurs molécules actives telles que le 1,8 cinéole, le camphre,
le B-thujene, la chrysanthénone, le B-cubebéne, e le camphéne, connu pour son activité
antioxydante, ont é&¢é identifiés dans I'analyse phytochimique , Touazi L. e al., (2018) a
suggeéré que ces composés sont probablement impliqués dans les effets protecteurs observés.
Elmi A. et a., (2017) a indiqué un effet spermicide complet de Thymbra capitata a une
concentration de 0.4 mg/ml mais des concentrations tolérées de R.officinalis allant jusqu’a 0.6
mg/ml. Une étude réalisée par Motlagh MK et al., (2014) a déterminé un effet bénéfique de
I’extrait phénolique de romarin sur les parametres spermatiques.

D’aprés nos résultats, nous constatons que la concentration optimale est de 0.5 pe/ml,
largement supérieure a celle utilisée par Touazi L. et a., (2018) (8.7 ug/ml) , cela pourrait
s’expliquer par le type de I’animal étudié.

Selon les résultats de cette éude, I'utilisation de petites concentrations in vitro pourrait étre

bénéfique aux spermatozoides du bélier dans des conditions de 4°C, en effet les paramétres de
mobilité analysés (VCL, VSL, VAP, % mobiles et progressifs) ont éé significativement
conserveés notamment dans les concentrations 0.5 pe/ml et 1 ye/ml.
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Conclusion et recommandations

Dans notre présent travail nous avons tenté de contribuer a I’étude de I’effet de I’utilisation
des huiles essentiels de Rosmarinus officinalis sur la préservation des caracteres morpho -cyto-
physiologique des spermatozoides caprins. Malheureusement, on n’a pas pu témoigner nos
objectifs par des résultats expérimentaux. De ce fais, on est opté a une méta-analyse des
articles qui vont dans le méme sens de nos objectifs et qui traient en supplémentation des
dérivés de la plante du romarin tel que I’extrait de la plante & |’acide rosmarinique en
élargissant la panel des especes étudiées et les objectifs qui tour autour toujours sur le systeme
reproducteur. Les résultats obtenus d’apres les articles ne permettent pas de dégager un effet
positif certain chez le modéle animal mais il y en atoujours un effet repro-protectif tel que la
préservation contre les cryodomages de la semence et contre le stress oxydatif ainsi qu’une
stimulation de la fertilité masculine.

L’huile essentielle (R.O) est un produit naturel avec une grande possibilité d'utilisation dans

la médecine et récemment chez les animaux. Elle est devenue d'un intérét considérable en
raison de I'augmentation des données sur leurs effets utiles sur les animaux et la reproduction
humaine.

Les niveaux et les modalités de I’administration de cette huile essentielle aux régimes
alimentaires sont tres importants car ils ont plusieurs effets sur la qualité du sperme, la
capacité a maintenir la

viabilité, la motilité, le nombre de spermatozoides et la fertilité.

En outre, I’huile essentielle (R.O) est associée a une activité antioxydante tres puissante in

vitro d’ou il y’a une diminution des dommages d’ADN et de la chromatine avec élévation du
poids corporel et testiculaire.

A cause des contradictions, notre éude reste incompléte pour cela nous somme toutefois

convaincues que notre initiative mérite d’étre approfondie et nos données fournissent une

nouvelle perspective pour comprendre I’effet de I’huile essentielle (R.O) sur la préservation
des spermatozoides vis-a-vis les cryodomages. Ces informations pourraient ouvrir la voie a
d’autres études portées sur :

» L’exploration des mécanismes physiologiques de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis sur différents especes.

» Une évaluation plus profonde de la qualité des gametes en utilisant les tests
hypoosmotique (HOS), qui évalue la fonctionnalité membranaire et la microscopie
€électronique pour mieux caractériser les altérations ultra-structurales.

» Une meilleure caractérisation de ces HE et leurs propriétés in vivo, par I’évaluation de
leur impact sur différents types cellulaire.
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