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Résumé

L'objectif de notre projet est de contribuer au domaine de la cryoconservation du sperme
¢pididymaire et de définir les particularités d’espéces pour faciliter ’aboutissement de la
cryoconservation et la mise en place d’une banque cryogénique des populations animales
locales menacées de disparition par I’infusion croissante de races exotiques plus performantes
ou celles menacées par les facteurs environnementaux. Trois volets ont été abordés avant de
contribuer a la création d’une banque nationale de sperme épididymaire :

La premiére expérimentation était d'examiner pour la premiére fois les caractéristiques
et la conservation des spermatozoides post-mortem, obtenus a partir de I'épididyme et du
canal déférent de cogs adultes de population locale. Comparer la qualité du sperme au niveau
de I'épididyme et du canal deférent. Déterminer I'efficacité de deux techniques de prélévement
de sperme post-mortem et I’effet de la conservation in situ a différentes températures (2h et
24h a 20°C et apres réfrigération a 4°C pendant 24h).

La deuxieme expérience a permis d'évaluer la qualité en pré congélation et en post
congelation du sperme épididymaire du bouc local en fonction de la température de stockage
des testicules et du temps écoulé entre la mort de ’animal et la récupération du sperme (0, 24,
48,72 h), pour établir les protocoles optimaux de la cryoconservation du sperme épididymaire
dans cette espece.

Un troisieme volet, une comparaison de I’effet de Il'inclusion de 5 pg/ml de trois
antioxydants dans le dilueur de congélation de sperme epididymaire de taureau locale : La
quercétine, le trolox et ’acide tannique. Selon les résultats obtenus, on peut conclure que des
échantillons de sperme de bonne qualité peuvent étre collectés a partir du canal déferent avec
la méthode de ringage, et que le sperme chez le coq local peut étre conservé in situ a 20°C
pendant 24h sans altération de la qualité spermatique. Chez le bouc local, la température
ambiante (21.5°C) et de réfrigération (4°C) des spermatozoides, permettent de maintenir
jusqu’a 48 heures apres la mort, une trés bonne qualité de sperme épididymaire de bouc avant
sa congélation.

La cryoconservation du sperme épididymaire de bouc, conservé in situ pendant 48h a
4°C n’a pas influencé d’une fagon significative les paramétres spermatiques : la motilité, la
mobilité progressive, la viabilité, I’intégrité acrosomique, 1’intégrité de la membrane et le taux
d’anomalies. L’ajout des antioxydants aux dilueurs a démontré qu’il existe une grande
différence significative (p<0.001) entre le témoin et les autres antioxydants alors qu’il n'y a
pas de différences entre les trois antioxydants. Avec des valeurs meilleures dans les deux
milieux de dilution avec le trolox et la quercétine pour I’ensemble des valeurs chez I’espece
bovine.

Finalement un total de 1879 doses de sperme, a été cryoconservé aupres d'un total de 41
donneurs de races locales (bovins, caprins, ovins, cogqs) comme premiére démarche pour la
mise en place d’une banque génétique de sperme épididymaire. Les difficultés rencontrées et
les recommandations pour faire aboutir notre projet de mettre sur pied une cryobangue pour
les populations animales locales sont présentées.

Mots clés. Algérie, banque génétique, conservation, cryoconservation, population locale,
sperme épididymaire.
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Abstract

The objective of our project is to contribute to the field of cryopreservation of
epididymal sperm and to define the particularities of species in order to facilitate the
successful completion of cryopreservation and the establishment of a cryogenic bank of local
animal populations threatened with extinction, by the growing infusion of more efficient
exotic breeds or those threatened by environmental factors. Three aspects were addressed
before contributing to the creation of a national epididymal sperm bank:

The first experiment was to examine for the first time the characteristics and
preservation of post-mortem spermatozoa, obtained from the epididymis and vas deferens of
adult roosters from the local population. Compare the quality of sperm at the level of the
epididymis and the vas deferens. To determine the effectiveness of two post-mortem sperm
collection techniques and the effect of in situ storage at different temperatures (2h and 24h at
20 ° C and after refrigeration at 4 ° C for 24h).

The second experiment made it possible to evaluate the quality in pre-freezing and post-
freezing of the epididymal sperm of the local goat, as a function of the storage temperature of
the testes, and the time elapsed between the death of the animal and the recovery of the sperm
(0, 24, 48.72 h), to establish the optimal protocols for cryopreservation of epididymal sperm
in this species.

In a third part, a comparison of the effect of 5 pg / ml of three antioxidants in the local
bull epididymal sperm freezing diluent: Quercetin, trolox and tannic acid.

According to the results obtained, it can be concluded that good quality semen samples
can be collected from the vas deferens with the flushing method, and that the local rooster
sperm can be stored in situ at 20°C for 24 hours without change of sperm quality. Room
temperature (21.5°C) and refrigeration (4°C) allow maintaining up to 48 hours after death, a
very good quality of goat epididymal semen before freezing. Cryopreservation of the goat's
epididymal sperm stored in situ for 48 hours at 4 ° C did not significantly influence the sperm
parameters: motility, progressive mobility, viability, acrosomal integrity, integrity of the
sperm. Membrane and the rate of abnormalities. The addition of the antioxidants to the
diluents demonstrated that there is a large significant difference (p <0.001) between the
control and the other antioxidants while there is no difference between the three antioxidants.
With better values in the two-dilution media with trolox and quercetin for all values in the
bovine species.

Finally, 1879 doses of sperm were stored with 41 donors of local breeds (cattle, goats,
sheep, and roosters) as a first step in the establishment of an epididymal sperm genetic bank.
The difficulties encountered and the recommendations for the success of our project to set up
a cryobank for local animal populations are presented.

Keywords: Algeria, genetic bank, conservation, cryopreservation, local population,
epididymal sperm.
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Introduction Générale

Au fil des millénaires, des milliers de races d’animaux de ferme ont été développés pour
s’adapter a des sites spécifiques. Aujourd’hui, de nombreux pays sont en train de perdre ces
ressources génétiques essentielles, aussi bien, pour la sécurité alimentaire que pour le
développement durable. La gestion durable des ressources génétiques animales est importante
pour les besoins futurs en nourritures, fibres, engrais, traction animale et pour permettre aux
¢leveurs d’avoir la flexibilité de réagir a I’évolution des conditions de production. Les espéces
animales domestiques et sauvages subissent un processus d’érosion profond di a des causes
naturelles et génétiques. Compte tenu du r6le du bétail dans la production de denrées
alimentaires, d’énergie et de matieres premicres, etc., il est nécessaire de déployer de grands
efforts pour la conservation de ces ressources génétiques (FAO, 2011 ; FAO, 2019).

La conservation génétique est une gestion, en vue de I’utilisation par I’homme, de la
biosphere, dans le but de retirer le maximum d’avantages pour la génération actuelle, tout en
maintenant son potentiel afin de pouvoir satisfaire les besoins et les aspirations des futures
générations.

Tableau 1. Nombre de pays avec des programmes de conservation (FAO, 2008).

in vivo in vitro

Australe 11 6 4

. Est 7 2 1
ATTIGUe \ord et Ouest 24 10 4
Total partiel 42 18 9

A. du Nord 2 2 2

A. centrale 9 3 1

Amérique A. du Sud 10 5 5
Caraibes 3 0 0

Total partiel 24 10 8

Central 6 2 2

Est 4 3 3

Asie Sud 7 4 3
Sud-Est 8 4 3

Total partiel 25 13 12

Europe et Caucase 39 33 25
Pacifiqgue Sud-Ouest 11 2 1
Proche et moyen orient 7 1 0
Total 148 77 55
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La conservation est donc un concept positif qui couvre la préservation, I’entretien,
I’utilisation durable, la restauration et D’amélioration de 1’environnement naturel
(Planchenault et Boutonnet, 1997). Du point de vue de la biologie de la conservation, la

préservation d’une population donnée dépend de sa taille effective (tableau 1) (Taberlet et
al., 2008 ; Groeneveld et al., 2010; Taberlet et al., 2011 ; Tanchev, 2015).

En se fondant sur une enquéte dans le monde entier, la liste mondiale de surveillance
pour la diversité des animaux domestiques (WWLDAD : 2, FAO/UNEP 1995) classe 27%
(390/1433) des races comme « menacées » ou « en danger » (FAO, 2000). Une extrapolation
aux 5 000 races que 1’on pense exister donne le chiffre de 1200 a 1600 races menacées sur la
planéte (FAO, 2000).

Au total, 6379 races de bétail appartenant a 30 especes différentes ont été signalées
dans la troisieme édition de WWL-DAD (FAO, 2000). En 2008, 7040 races locales, 500 races
régionales transfrontalieres et 551 races transfrontieres internationales ont été enregistrées
dans le Systéme d’information sur la diversité des animaux domestiques (DAD-IS) (FAO,
2009 ; Groeneveld et al., 2010). Cela signifie que dans les prochaines décennies, jusqu’a
30% des especes y compris de nombreux mammiferes, oiseaux, reptiles, poissons et
amphibiens, peuvent disparaitre (Pimm et al., 1995 ; Gerard,2004 ; Rockstrom et al., 2009).

Des données sur la taille de la population étaient disponibles pour 4183 races, dont
740 races étaient déja disparues et 1335, soit 32% étaient classées comme étant a haut risque
de perte et menacees d'extinction (Pizzi et al., 2013). Selon I’Organisation des Nations Unies
pour I’alimentation et I’agriculture (FAO), durant les cinq derni¢res années, 60 races ont
disparu, soit une race par mois en moyenne. De nombreuses autres restent encore a identifier
formellement et pourraient disparaitre avant méme que 1’on ait eu le temps de les connaitre.

Globalement, on estime qu’environ 50 races, voire plus, disparaissent chaque année, soit une
par semaine (FAO, 2018).

La FAO (2020) a déclaré que plus de 15000 populations de races nationales
(représentant plus de 8 800 races et environ 40 especes) provenant de 182 pays sont
répertoriées, et pour bien comprendre la situation des animaux d’¢levage et domestiques au
regard de la diversité génétique (figure 1), une observation de la proportion des races locales
classées comme a risque, non a risque ou a niveau inconnu de risque d’extinction était
indiquée.

Actuellement, plus de 20% des races documentées par des chiffres de population

seraient menacées d’extinction (FAO, 2020).
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Catégories de races

B Races de mammiferes locales

B Races régionales de mammiferes transfrontaliers

' Races internationales de mammiféres transfrontaliers
B Races aviaires locales
| Races aviaires transfrontiéres régionales

Races aviaires internationales transfrontaliéres

Figure 1. Répartition de la population locale dans le monde (FAO, 2020).

La premiere étape en conservation est d’€tre au courant des ressources geénétiques
animales qui existent dans un pays. Cette information peut étre obtenue au départ a partir des
enregistrements écrits ou oraux. Les projets de conservation demanderont cependant a ce que
I’état actuel des ressources soit établi avec certitude. Cela consiste a faire un inventaire de
toute la documentation existant sur ce sujet (Hall et Ruane, 1993).

Selon la FAO (2013), les arguments et les moyens en faveur de la conservation varient
selon les régions. Dans les sociétés occidentales, les traditions et les valeurs culturelles sont
des moteurs importants qui garantissent le développement de mesures de conservation des
races rares et favorisent I’émergence de marchés de niche pour les produits de 1’¢levage. En
revanche, dans les pays en développement, les préoccupations immediates sont la sécurité
alimentaire et le développement économique. Cependant, la plupart des pays en
développement sont déja en phase d’évolution économique et I’on peut penser que leurs
¢conomies seront dans ’avenir assez développées pour soutenir la conservation basée sur leur
patrimoine culturel et autre (FAO, 2013).

Dans le cadre de la conservation et I'utilisation durable des ressources génétiques des
animaux domestiques et sauvages, il est possible de considérer les techniques de conservation
in vivo comme étant un ensemble de différentes approches dont, la conservation in situ qui
permet 1’évolution et I’adaptation continues d’une espéce donnée dans son environnement,
recouvrant a son extréme le maintien des races au sein de leurs systemes de production
originaires (FAO, 2008). Cette approche est plus dynamique, mais on s’expose a la
destruction de I’habitat de 1’organisme par des catastrophes naturelles et/ou des interventions
humaines. Alors que, la conservation ex-situ peut étre utilisée pour garantir un acces facile et
rapide au matériel de reproduction (FAO, 2008 ; FAO, 2011).

On peut dire alors que la conservation in situ des animaux d’¢levage par I’'usage continu
de la part des éleveurs dans le systeme de production dans lequel ces animaux ont
évolué ou sont habituellement présents et élevés. Tandis que, la conservation ex-situ in vivo
fais référence a la conservation par le maintien de populations d’animaux vivants non élevés
dans des conditions de gestion normales (parcs zoologiques et, dans certains cas, exploitations
gouvernementales) et/ou en dehors de la zone dans laquelle ils ont évolué ou se trouvent
encore de maniére habituelle (FAO, 2018).
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Contrairement a la conservation ex-situ, in vitro fais référence a une conservation
externe de I’animal vivant dans un environnement artificiel, dans des conditions cryogéniques
incluant, entre autres, la cryoconservation des embryons, du sperme, des ovocytes, des
cellules ou des tissus somatiques ayant le potentiel de reconstituer dans I’avenir des animaux
vivants (y compris des animaux utilisables pour I’introgression des génes et le développement
de races synthétiques) (FAO, 2018).

Selon Welles (2004) et Williams (2004) et FAO (2018), la diversité des mesures
disponibles pour la conservation étant tres large, il est parfois difficile de faire une distinction
nette entre les approches in-situ et ex-situ in vivo. En plus il n’existe aucune formule spéciale
pour réussir un programme de conservation. Alors que, plusieurs pays (48%), ne rapportent
aucun programme de conservation in vivo. Une proportion encore plus grande (63%) déclare
qu’ils n’ont aucun programme in vitro (tableau 2). La situation est variable de région en
région. Les mesures de conservation sont beaucoup plus fréquentes en Europe, en Caucase, et
en Amérique du Nord que dans les autres regions (FAO, 2007).

Tableau 2. Activité de conservation au niveau mondial (FAO, 2008).

Locales 897 995 512 541 1077 570
Transfrontaliers régionaux 93 134 47 25 55 63
Conserveées in vivo 324 261 109 120 194 149
Conserveées in vitro 225 111 44 140 87 33

Globalement, I’analyse des rapports nationaux suggere qu’une amélioration
substantielle de la capacité générale pour la conservation, avec de nouveaux modeles
institutionnels et la collaboration entre les institutions publiques, et entre ces derniéres et les
fermiers privés, est nécessaire si les menaces actuelles pour les ressources zoogénétiques
doivent étre correctement adressees.

La collaboration internationale et régionale joue un rdle clé¢ dans I’implémentation de
banques génétiques et d’autres mesures de conservation pour les races. Celle-ci serait facilitée
si des protocoles d’accord (par exemple vis-a-vis des exigences sanitaires) pouvaient étre
établis pour les programmes de conservation in vitro qui opérent a 1’échelle internationale et
pourquoi pas nationale (FAO, 2007).
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Un premier pas crucial dans la conception des programmes de conservation des
ressources zoogénétiques est la prise de décision sur ce qui doit étre conservé. Par exemple,
certains pays ont incité a prendre des mesures correctrices suite a la perte de ses ressources
génétiques (FAO, 2012 ; FAO, 2017).

» Maroc : Des restrictions rigoureuses limitent la sélection croisée des ovins locaux
avec des animaux d’importation (Boujenane, 1999, 2005).

> République islamique d’Iran : Un programme de promotion de la volaille
indigéne comprend une production selective et la distribution aux familles rurales
(FAO, 2006).

> Pérou : Des techniques moléculaires avancées ont été employées pour étudier
I’origine et les liens génétiques entre les especes de camélidés d’Amérique du Sud
(alpaca, lama) (FAO, 2006).

> Indonésie : Les bovins de Bali sont conservés grace a un programme in situ et a la
cryoconservation du liquide séminale (FAO, 2006).

» Chine : Aprés la découverte de 79 races auparavant inconnues, le gouvernement a
créé des zones de conservation et des bangues de génes pour la cryoconservation (FAO,
2006).

» Afrique du Sud : Des taureaux indigénes Nguni, bien adaptés aux conditions de
production locale, sont fournis aux gardiens de troupeaux depourvus de ressources
(FAO, 2006).

» Ouganda : Le Centre national des ressources génétiques animales et de banque de
donneées, créé en 2001, a lancé un programme de conservation et d’amélioration du
bétail indigene, comme les bovins Ankole (FAO, 2008).

» Japon : La conservation des races bovines indigenes (ex. Mishima, Kagoshima
Black, Agoh, Hinaidori et Tosa Jidori) (FAO, 2008).

L’Algérie, connue pour I’immensité de son territoire et la richesse de ses milieux, recele
des ressources animales extrémement importantes, tant sur le plan qualitatif que quantitatif, et
dont I’importance lui assurerait un développement agricole et rural d’une durabilité
incontestable ; si elles étaient considérées a leur juste valeur. En Algérie, les ressources
génétiques animales offrent une grande diversité de races quant a leur adaptation et leur
aptitude de production dans leur environnement naturel.

La population faunistique connue totalise 4 963 taxons, dont un millier de vertébrés.
Cette derniere catégorie est représentée notamment par les classes suivantes : les poissons
(300), les reptiles (70), les oiseaux (378) et les mammiféres (108) (FAO, 2014).

A partir des premiers développements de I’insémination artificielle (IA), vers la moitié
des années 40 jusqu’aux récentes potentialités offertes par le stockage et le transfert d’ADN,
les biotechnologies de la reproduction ont toujours contribué au transfert de matériel
génétique in vivo et in vitro. Les techniques a présent accessibles et économigquement
praticables pour la conservation in vitro des ressources zoogénétiques sont celles qui
concernent la cryoconservation de cellules, d’embryons et de tissus de la reproduction
(Oldenbroek, 1999).
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Dans les pays développés, il existe une forte collaboration entre les banques de génes et
Iindustrie de 1’¢levage et les associations de sélection pour la collection de matériel
génétique. Dans les pays en développement qui mettent en ceuvre les mesures de conservation
in vitro, les activités sont limitées au stockage du sperme de certaines races locales de bovins
et de moutons auprés d’institutions privées ou gouvernementales (FAO, 2005, 2017).

Selon Pizzi et al. (2013), afin de rationaliser le cryostockage des ressources
zoogénétiques, certains pays européens ont créé des banques nationales de genes : Autriche
(banque autrichienne de geénes pour I’agriculture des animaux), La France (Cryobanque
Nationale), Pays-Bas (Centre pour les ressources génétiques - banque de genes) et les pays
nordiques (Danemark, Finlande, Islande, Norvege et Suéde : Viking Genetics le centre Al
danois suédois finlandais).

La cryoconservation est la premiere étape pour la création d’une banque de genes, c’est
une conservation de matériel génétique a une température extrémement basse (dans I’azote
liguide a -196 °C), a laquelle toute activité biologique est suspendue (tableau 3). Cette
méthode permet une conservation sans détérioration pendant au moins plusieurs milliers
d’années ; et probablement beaucoup plus longtemps. Cela signifie que la richesse de la
diversité génétique d’aujourd’hui peut étre stockée a long terme dans un coffre-fort
biologique.

Tableau 3. Etat actuel des techniques de cryoconservation par espéce (FAO, 2017).

Sperme + + + + + + +
Ovocytes + 0 0 0 0 0 -
Embryons + + + + 0 0 -
Cellules somatiques  + 0 0 0 0 0 -

Avec I'état de l'art actuel, trois sortes de matériels biologiques permettent la re-création
fiable d'individus vivants, le sperme, les ovocytes et les embryons. La production de la
semence est liée a la disposition d’animaux spécialement entrainés a étre collectés a I’aide
d’un vagin artificiel, ou par électro éjaculation (Guérin et al., 2003 ; Noel, 2019).

La récolte du sperme constitue la premiére opération de I’insémination artificielle,
I’objectif est de récolter le maximum de sperme avec une meilleure qualité ; les méthodes
utilisées pour la récolte de la semence ont subi plusieurs modifications au fil des années
(Briffaut, 2007), la récolte a ’aide d’un vagin artificiel est le procédé le plus utilisé. C’est le
procédé de récolte du sperme qui se rapproche le plus des conditions naturelles d’éjaculation
(Boly, 1986 ; Marc, 2015; Noel, 2019), il présente I’avantage de mimer au mieux
I’accouplement (Briffaut, 2007).
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D’autres méthodes de récolte comme la masturbation et 1’électro-éjaculation, la
premiere consistent a provoquer I’éjaculation par excitation mécanique du pénis, elle
nécessite une méthode de contention de I’animal de maniére a dégager la région génitale
(Boly, 1986 ; Marc, 2015), quant a la deuxieme, elle a pour principe de faire passer un
courant électrique a travers les régions du plexus mésentérique postérieure et des ganglions
sympathiques et parasympathiques reliés anatomiquement a ce plexus (Michel, 2009 ; Marc
,2015). Une autre méthode consistant en un prélevement dans le vagin de la femelle reste peu
utilisée a cause de ses inconvénients : récupération incompléte de 1’éjaculat et pollution du

sperme par des bactéries ou des sécrétions vaginales (Ortavant, 1959).

La récolte au vagin artificiel fournissait la plus grande concentration et le plus grand
nombre de spermatozoides. L’électro-€éjaculation donnant le plus grand volume, aussi une
plus faible concentration en spermatozoides recueillie, et un nombre total de spermatozoides
Iégérement inférieur a celui récolté au vagin artificiel (Ortavant, 1959 ; Terrill, 2011 ; Marc
,2015). La récolte au vagin artificiel nécessite l'entrainement des animaux, tandis que la
méthode d’électro-€jaculation qui est utilisée comme alternative, ne necessite pas
I'entrainement des animaux (Jimenez-Rabadan et al., 2012). Les animaux morts (Prieto et
al., 2014) ou souffrant de dysfonctionnement érectile (Kapoor et al., 2015) ne sont pas
adaptes au prélevement de sperme par vagin artificiel ou électro-éjaculation.

Selon Terrill (2011), I’insémination avec une semence récoltée par ces différentes
méthodes a donné de bons et de trés proches résultats, dans le nombre de femelles gestantes
ou dans la prolificité. Par contre, un certain nombre d’animaux génetiqguement intéressants
non entraineés a la collecte sont difficilement utilisables en insémination artificiel (Guérin et
al., 2003). Le recours a la récolte du sperme épididymaire est I’'une des méthodes d’actualité
utilisée par plusieurs auteurs (tableau 4), a différents ageset chez différentes espéces
animales.

L’objectif de cette étude, est d’accroitre nos connaissances dans les spécificités des
méthodes de récolte et de conservation du sperme épididymaire chez plusieurs especes
animales (domestiques et sauvages) ainsi que son utilisation pour la création de banques
génétiques. Ces dernieres garantiront la conservation et I’utilisation durable des ressources
génétiques a conserver ou celles menacées de disparition. En outre cette technique peut étre
amplifiée par la récolte des descendants males abattus issus des meilleurs géniteurs viandeux
ou laitiers (bovins, caprins et ovins) ou morts (mort subite ou par accident pour les especes
sauvages ou en captivité).
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Tableau 4. Utilisation du sperme épididymaire par espéces

Linot ,1971 ; Dott et al.,1979 ; Gatti et al., 2000 ; Guérin et al.,2003 ; Kaabi et
al., 2003 ; Boediono et Rizal, 2004 ; Martinez Pastor et al., 2004; Rizal et al.,
2004 ; Bester, 2006 ; Ehling et al., 2006; Shakeri et al., 2008 ; Garcia-Alvarez
etal., 2009 ; Karja et al., 2010 ; Lone et al., 2011 ; Tamayo-Canul, 2011.

Renard Verdier, 2002.
Cheval Cary et al., 2004 ; Heise, 2010.
Chat Julienne Posiére, 2002 ; Yulnawati Dan et Setiadi, 2005.

Camelin Abdel-Khalek et al., 2009 ; Khalil Rezk, 2009.
Orgebin-Crist et al., 1962 ; Barati et al., 2009 ; Michel, 2009 ; Rizal, 2009 ;

Bélier

Taureau Yulnawati et al., 2009 ; Parera et al ., 2010

Bouc Datta et al., 2009 ; Ranjna et al., 2011.

Lapin Dott et al., 1979.

ﬁ'fé?ﬁs Dong et al., 2008,

Sanglier Oyeyemi et al., 2005.

Rat Carlaetal., 2011.

Cerf Guérin et al., 2003 ; Soler et al., 2003 ; Malo et al., 2005 ; Martinez Pastor et

al., 2005 ; Martinez Pastor et al., 2006.
Tegu blanc  Young et al., 2013.

Singes
rhésus

Crocodiles  Johnston et al., 2014
Bouquetins Blash et al., 2000 ; Santiago-Moreno et al., 2006.

Dong et al., 2008.

Ce matériel génétique sera d’un apport certain pour le maintien de la diversité animale
et dans I’amélioration génétique des performances des populations animales par le biais des
biotechnologies de la reproduction comme 1’insémination artificielle (IA), la fécondation in
vitro (IVF), et I’injection intra cytoplasmique (ICSI) (Tsutsui et al., 2003 ; Tebet et al.,
2006 ; Khalil Rezk, 2009 ; Korochkina et al.,2014 ; Marc, 2015 ; Noel, 2019).

Selon Garcia-Alvarez et al. (2009), il n’y a aucune différence entre une semence
récoltée par électro-éjaculation et celle récoltée en post-mortem (sperme épididymaire).
Sachant que chez tous les mammiferes, les spermatozoides testiculaires ne sont ni motiles, ni
fécondants, le pouvoir fécondant des spermatozoides apparait dans 1’épididyme (Guérin et
al., 2003 ; Axnér, 2006 ; Marc, 2015). Une petite comparaison entre le sperme récolté par
électro-¢jaculation, vagin artificiel et celui récolté au niveau de la queue de 1’épididyme
(sperme épididymaire) ; les spermatozoides épididymaires sont entierement préts pour subir
une fécondation normale et un développement embryonnaire et feetal (Morris, 2002 ; Ehling
et al., 2006 ; Monteiro et al., 2011 ; Lone et al., 2011).
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La récolte du sperme épididymaire est une méthode qui consiste a prélever la semence
directement de 1’épididyme, sachant que la physiologie de 1’épididyme a fait I’objet d’un
nombre considérable de travaux expérimentaux visant & mettre en lumiére le r6le important
que joue cet organe dans le déclenchement de la mobilité des spermatozoides au cours de leur
transit (Schoysman et al., 2012).

L’¢pididyme est un long canal contourné accolé a la face postérieure du testicule
(plaqué sur I’arriere du testicule auquel il fait suite) (figure 2), reliant les canaux efférents au
canal déférent (Bonne et al., 1988 ; Pietrement, 2006 ; Brault et Castellier, 2009). 1l est
connecté a la gonade male via le rete-testis et les canaux efférents et débouchant sur le canal
déférent (figure 2) (Drevet, 2012), d’aspect pelotonné (Pietrement, 2006), sa longueur est de
3-6 m chez I'nhnomme (Grignard, 2005 ; Robaire et al., 2006), 40-60 m chez le bélier
(Grignard, 2005 ; Bister, 2009), 80 m chez I’étalon (Grignard, 2005), 45 m chez le taureau,
7 m chez le chien et 2 m chez le chat ( Dacheux et al., 2014 ; Marc, 2015).

Region proximale
Canaux efférents

Téte

Rete Testis
Corps

Figure 2. Anatomie des testicules et de [’épididyme (Emma et al.,2020)

Il est divisé en trois régions anatomiquement distinctes, la téte (région proximale), reliée
au hile du testicule par les canaux efférents et leur faisant suite ; le corps (partie médiane) ; la
queue (région distale), en continuité avec le canal déférent (figure 3) (Soranzo ,1982 ; Bonne
et al., 1988 ; Gatti et al., 2004 ; Britan , 2006 ; Pietrement, 2006 ; Fuertes, 2008 ; Brault et
Castellier, 2009 ; Cornwall, 2009 ; Pellestor, 2012 ; Marc, 2015). Alors que la téte et le
corps épididymaires sont responsables de la maturation spermatique, la queue est plus
impliguée dans le stockage assurant qu'un nombre suffisant de gamétes soit présent a chaque
éjaculation (Grignard, 2005).

La partie caudale de I’épididyme sert d’entrepdt ou les spermatozoides matures sont
conservés pour des durées différentes. Les conditions dans la queue d’épididyme sont
particulierement propices a la survie des spermatozoides (Voglmayr et al., 2006).
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Figure 3. Photos prises a partir d'un épididyme de taureau. Différentes coupes anatomiques
sont identifiées : téte (b), corps (c) queue (d) canal déférent (E) (Caballero et al., 2011).

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : un épithélium pseudostratifié,
entouré de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et du tissu conjonctif (il contient des
terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins), et une lumiere bordée par cet épithélium
(Britan, 2006 ; Dacheux et al., 2016). Du point de vue histologique, différents types
cellulaires constituent 1’épithélium épididymaire.

Cing types cellulaires entrent dans la composition de I’épithélium épididymaire
présentant des caractéristiques structurales et fonctionnelles trés variées de la région
proximale a la région distale du tubule (Grignard, 2005 ; Britan, 2006), il y a une variation
considérable entre les espéces dans la quantité du sperme gonadique stocké dans I'épididyme
d’ou I'intérét du choix du lieu de récolte. Par exemple, les spermatozoides stockés dans la
queue de I’épididyme du taureau, de I'étalon et du bélier représentent, respectivement, 9, 14 et
6 jours de la production testiculaire de sperme (Jones et al., 2007 ; Dacheux et al., 2016).
Certaines cellules sont retrouvées sur toute la longueur du canal, alors que d’autres sont plus
spécifiques d’une région, les types cellulaires retrouvés dans 1’épithélium épididymaire sont :
les cellules principales, les cellules apicales, les cellules claires, les cellules en halo, et les
cellules basales (Grignard, 2005).

L’¢épididyme joue plusieurs roles essentiels dans la fertilit¢ male (Britan, 2006 ; Dubée
et Daniel, 2007), il est impliqué dans le transport, la concentration, la maturation et le
stockage des spermatozoides (Grignard, 2005). Les spermatozoides acquierent leur fertilité
et leur mobilité progressive pendant le transit épididymaire (Guérin et al., 2003 ; Dacheux et
al.,2016) par le phénomene de maturation épididymaire. La maturation des spermatozoides
dans D’épididyme se caractérise par une succession de modifications morphologiques et
physiologiques qui apparaissent sur les gametes dans des régions épididymaires trés précises
(Dachaux et Paquignon, 1987 ; De Pauw, 2000 ; Dacheux et al., 2016), la maturation des
gametes dans I’épididyme est une phase décisive dans I’acquisition du pouvoir fécondant.
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Les critéeres de qualité qui sont généralement utilisés pour juger de 1’état de la semence
(pourcentage de motilité, motilité progressive) permettent également d’apprécier le
fonctionnement de 1’épididyme (Dachaux et Paquignon, 1987 ; Robaire et al., 2006). Alors
I’épididyme est I’organe ou les spermatozoides passent aprés leur voyage dans les canaux
efférents du testicule. Quand ils sortent de ces canaux, ils deviennent immobiles et non
fertiles ; le passage a travers I’épididyme va les rendre mobiles et fertiles, les transformant
ainsi en spermatozoides matures.

Selon Thibault et Levasseur (2001), la concentration en spermatozoides dans le fluide
du rete-testis (débit de 4 a 20 ul/gr de testicule/heure) véhicule des spermatozoides immobiles
dont la concentration se situe entre 30 millions/ml (rat, lapin) et 300 millions/ml (bélier,
singe). La majeure partie de ce fluide est réabsorbée dans la téte de I’épididyme, a la sortie
duquel les spermatozoides sont dans une suspension treés dense (Baril et al., 1993 ; Noblanc
etal., 2012).

La transition entre le spermatozoide immobile et non fertile et les spermatozoides
mobiles et fécondants se produit a des endroits assez bien définis de I'épididyme (Emma et
al., 2020). Chez le bélier, la fin de la partie moyenne du corps et la queue proximale, est la
partie ou le spermatozoide devient mobile et fécondant (Baril et al., 1993), alors que chez
I’homme cela se produit au niveau de la région médiane du corps de I’épididyme (Sullivan et
Mieusset, 2016). Un faible pourcentage de grossesses a été obtenu avec des spermatozoides
prélevés dans le segment proximal ; le taux de réussite a augmenté avec l'utilisation de
spermatozoides prélevés de la partie distale de 1’épididyme (Sullivan et Mieusset, 2016).

Selon Marc, (2015), chez le chat et le cheval, tout comme chez I’homme, seuls les
spermatozoides présents dans la partie distale de 1’épididyme sont éjaculés, alors que Noblanc
et al. (2012) denoncent que chez tous les mammiferes, le stockage des spermatozoides
(matures) entre deux éjaculations sera dans sa partie terminale (queue). Chez le taureau et
I’étalon, le nombre de spermatozoides stockés dans la queue est suffisant pour dix
éjaculations successives (Sullivan et al., 2007).

Les spermatozoides immatures rejoignent I’épididyme ou ils y séjournent quelques
jours. Dans la téte de I’épididyme, les spermatozoides ne sont ni mobiles, ni fertiles et la
gouttelette cytoplasmique proximale est présente (Marc, 2015). Dans le corps de I’épididyme,
les spermatozoides acquierent leur mobilité. L’apparition de la mobilit¢ fait suite a
I’absorption de carnitine au niveau de la téte de I’épididyme. A ce stade, la gouttelette
cytoplasmique se trouve sur ’extrémité distale de la piece intermédiaire et les spermatozoides
peuvent se lier a I’'ovocyte et sont capables de le féconder (Marc, 2015).
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C'est seulement a partir du début de la queue de I'épididyme que les spermatozoides de
la plupart des mammiféres possedent la double aptitude, mobilité et fixation a la zone
pellucide (Jauzein, 2004). La mobilité des spermatozoides de la téte de I'épididyme est
circulaire, tandis que les spermatozoides de la queue de 1’épididyme sont progressifs
(Robaire et al., 2006). Bien que le temps de transit normal chez les mammiferes a travers la
queue de I’épididyme soit de I'ordre de 3 a 10 jours, les spermatozoides peuvent &tre stockés
dans ce tissu pendant de longues périodes allant au-dela de 30 jours. Chez les chauves-souris,
les spermatozoides peuvent étre stockés dans la queue de 1’épididyme pendant de nombreux
mois et conserver leur fonction (Robaire et al., 2006).

Beaucoup de changements interviennent pendant le transit épididymaire : le noyau se
stabilise, les membranes sont profondément modifiées, 1’appareil locomoteur devient efficace,
la gouttelette cytoplasmique (qui contient des enzymes) est perdue (Baril et al., 1993). Des
centaines de protéines épididymaires ont déja été identifiées dans le liquide épididymaire de
différentes especes. Mais il n'y a jusqu'a présent pas plus de vingt protéines présentes en forte
concentration, représentant 80 a 90% des proteines luminales (Dacheux et Dacheux, 2014).

Les proteines peuvent intervenir de différentes fagcons dans la maturation spermatique.
Elles peuvent modifier de facon directe ou indirecte la composition de la membrane
plasmique, ou contribuer a la préservation de I’intégrité cellulaire (Hinton et al., 1995;
Lefebvre, 2009 ; Noblanc et al., 2012). Plusieurs protéines produites par I'épididyme ont été
décrites chez diverses especes de mammiferes (figure 4) : rat, souris, hamster, sanglier, bélier,
étalon et humain. Les principales protéines sécrétoires de I'épididyme des mammiferes sont la
lactoferrine, la lipocaline 5, la clusterine, la glutathion peroxydase 5, la prostaglandine D2
synthase, la transferrine, la protéine de liaison a la phosphoéthanolamine 4, la béta-N-acétyl-
hexosaminidase, la glutathion S transferase, la gelsoline, l'actine et la béta galactosidase
(Ma"naskova-Postlerova et al.,2011 ; Dacheux et Dacheux, 2014).

Chez I'nomme en particulier, 77% des protéines luminales totales sont représentées par
I'albumine (43,8%), la clusterine (7,6%), NCP2/CTP/HE1 (6%), la lactoferrine (5,9%), la
protéine de matrice extracellulaire (3,2%), al-antitrypsine (2,7%), la prostaglandine D2
synthase (2,2%), la transferrine (1,3%) et la protéine de liaison a l'actine (1,2%) (Dacheux et
al., 2006).

Chez le bélier 70% de I’activité de sécrétion de 1’épididyme est liée a quatre protéines :
la clusterine, la lactoferrine, la GPX (glutathion peroxydase), PDGS (prostaglandin D2
synthase) et la Glucosidase (Syntin et al., 1996 ; Grignard, 2005 ; Dacheux et al., 2010).
Notons aussi que la région épididymaire productrice de ces protéines peut étre différente entre
especes (figure 4) (Grignard, 2005 ; Dacheux et al., 2016).
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Cathepsin, 1.12
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Figure 4. Distribution des principales proteines secrétées par I'épididyme de I'homme,
sanglier, bélier et du cheval. Pour chaque protéine, la quantité sécrétée est exprimée en
pourcentage de la protéine totale marquée sécrétée par l'épididyme : A1AT, alpha 1
antitrypsine ; A2GP, alpha 2 glycoprotéine ; CLU, clusterine ; GPX, glutathion peroxydase ;
Hex, béta-N-acétyl-hexosaminidase ; LCN5, lipocaline 5 ; LF, lactoferrine ; NPC2, maladie
de Niemann-Pick, type C2 ; PTGDS, prostaglandine-D2 synthase; I,M, protéines non
identifiées (Dacheux et al., 2016)

Chez le taureau, Moura et al. (2010) ont identifié 114 des protéines dans le liquide
épididymaire de la queue, et les protéines les plus abondantes étaient l'albumine (21,1%), la
proteine sécrétoire épididymaire E1 (10,5%), la prostaglandine D-synthase (7,6%) et la
gelsoline (6%). Chez l'étalon, la concentration de protéines est de 35 mg/ml dans la téte
proximale est environ 5 fois plus élevée que dans le liquide testiculaire (Fouchécourt et al.,
2000). La concentration augmente jusqu'a une valeur maximale de 60-80 mg/ml dans la téte
distale, puis diminue progressivement vers le corps et la queue pour atteindre 20-30 mg/ml.

La téte était la région la plus active, représentant 73% de la sécrétion totale de
I'épididyme. Le corps était le deuxieme plus actif, avec 20,5 % de la sécrétion, suivi par la
queue, 6,5 %. La lactoferrine et la clusterine étaient les plus abondantes (Souza et al., 2017).

La survie des spermatozoides pendant le transit dépend de la production des hormones
et elle est Androgeno-dependante, lesquelles stimulent les cellules épididymaires (Baril et al.,
1993 ; Emma et al.,2020). Les androgenes sont également responsables de la régulation de la
synthese de certaines protéines, mais pas toutes, qui sont synthétisées et sécrétées par les
cellules épididymaires (Emma et al., 2020).
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Pendant la premiere ou les deux premiéres semaines de la vie post-testiculaire, les
spermatozoides sont enfermés dans 1’épididyme, mais subissent néanmoins des modifications
de leur environnement jusqu'a I'éjaculation. Ces subtils changements séquentiels du milieu
luminale sont le résultat d'une spécialisation régionalisée de I'épithélium épididymaire (Souza
etal., 2017).

Les sécrétions et I'endocytose entrainent une modification intense du profil protéique du
liquide épididymaire, exposant les gameétes a des facteurs qui modifient la physiologie des
spermatozoides. De plus, les sécrétions apocrines des cellules principales produisent des
épididymosomes qui délivrent des protéines cibles, des ARNmM et des lipides aux
spermatozoides, un événement fondamental pour la reconnaissance et la fusion des gamétes
(Souza et al., 2017 ; Emma et al., 2020), sachant que la composition protéique des
épididymosomes est complexe et variée le long de I'épididyme.

Chez le bélier (Gatti et al., 2004 ; Gatti et al., 2005) et le taureau (Frenette et al.,
2002 ; Frenette et al., 2003), la concentration en protéines des épididymosomes différe des
liquides ou des spermatozoides recueillis dans le méme segment de I'épididyme. Chez les
bovins, les protéines des épididymosomes collectes au niveau de la téte et la queue de
I’épididyme sont composees respectivement de 555 et 438 protéines, étant donné que 231
proteines sont communes aux deux types d'épididymosomes (Girouard et al., 2011 ; Souza
et al., 2017).

Selon la recherche, les processus moléculaires a l'origine de la maturation des
spermatozoides dépendent des veésicules, ainsi que de plusieurs autres composants luminaux,
permetant ainsi de mieux comprendre la maturation des spermatozoides dans I'épididyme,
ouvrant la voie a la découverte de nouveaux marqueurs de la qualité et de la fertilité du
sperme (Souza et al., 2017). L’épididyme permet aux spermatozoides d’acquérir un pouvoir
fécondant et de genérer un embryon de meilleure qualité (Cheema et al., 2010). On apprécie
la fertilité des spermatozoides par deux importantes techniques, 1’insémination artificielle et la
fécondation in vitro (Gatti et al., 2004).

Trois methodes sont utilisées pour la récolte de spermatozoides a partir d’animaux
morts ; « Flot-up », le principe de cette technique est la réalisation de plusieurs incisions
longitudinales au niveau de la queue et la pulvérisation de cette derniere avec du sérum
physiologique. La maceération ; cette méthode consiste a placer la queue de 1’épididyme dans
une boite de pétri et réaliser une macération pendant 10 minutes (Khalil Rezk, 2009) ; la
troisieme méthode est le rincage (flusching, perfusion rétrograde) ; son principe et de déplacer
le sperme épididymaire dans une direction du passage de sperme (Guérin et al., 2003 ; Khalil
Rezk, 2009 ; Turri et al., 2012).

Deux méthodes de prélevement sur des animaux vivants nécessitent une chirurgie : la
Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration (MESA) : terme utilisé pour représenter les
techniques microchirurgicales d’aspiration de spermatozoides a partir de 1’épididyme. Des
aspirations séquentielles (plusieurs sites de ponction) peuvent étre effectuées jusqu’a ce que
des spermatozoides mobiles soient obtenus. Classiquement, la MESA apporte un nombre
suffisant de spermatozoides mobiles a la fois pour I'utilisation immédiate et/ou pour la
cryoconservation (Khalil Rezk, 2009 ; Garcia-Legname, 2010 ; L| abador, 2011).
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Percutaneus Epididymal Sperm Aspiration (PESA) est la technique la moins invasive et
peut se réaliser sous anesthésie locale ou générale. Cette technique d’aspiration épididymaire
performante ne nécessite ni exploration chirurgicale scrotale ni expertise microchirurgicale.
Une aiguille Butterfly, fixée a une seringue de 20 ml, est introduite dans I’épididyme, et
aspire doucement le fluide. La procédure est répétée jusqu’a I’obtention de volumes adéquats
de fluide épididymaire (Khalil Rezk, 2009 ; Llabador, 2011).

La récolte a partir de donneurs morts est plus facile, parce que le testicule tout entier
peut étre facilement prélevé pour le traitement (Khalil Rezk, 2009). L’ablation chirurgicale
de I’épididyme est plus efficace, elle nous permet de récolter du sperme avec une tres bonne
concentration (Heise, 2010). Les spermatozoides épididymaires sont entierement préts pour
subir une fécondation normale et un développement embryonnaire et foetal (Ehling et al.,
2006 ; Lone et al.,2011). Il faut mentionner que le majeur probléme reste I'unique récolte
effectuée en post-abattage. Toutefois cette technique peut étre considérée comme un
complément de récolte d’un reproducteur a travers sa descendance male qui est destinée a la
production de viande.

Henri et al., (2011) ont prouvé que I’insémination avec un sperme épididymaire, chez
10 béliers a donne les résultats suivants :

» Un nombre éleve de femelles gestantes (4/10) ayant une prolificité de 2.3 et avec une
insémination cervicale, et de 7/10 ayant une prolificité de 3.1 avec une insémination par
laparoscopie, contrairement a une insémination par voie cervicale avec une semence
éjaculee (0/10) et laparoscopique (6/10).

» La semence épididymaire donne 20 milliards de spermatozoides par bélier ce qui
donne 108 doses de 0.2 milliard de spermatozoides/dose.

Les spermatozoides épididymaires bovins utilisés dans la FIV ont donné lieu a une
fertilisation, un clivage et un développement des blastocystes nettement ameéliorés a 83,7 %,
80,2 et 30,6 % par rapport au sperme €éjaculé, a 50,1 %, 39,9 % et 10,6 %, respectivement
(Katska et al.,1996).

Plusieurs auteurs ont comparé différentes méthodes de récolte pour optimiser la
technique d'extraction de sperme épididymaire et n‘ont pas trouvé de différences significatives
entre les méthodes : La méthode rétrograde (flushing) et flot-up ont été testées chez les
étalons (Cary et al., 2004), le cerf rouge et le bouquetin (Martinez-Pastor et al.,2006 ;
Santiago-Moreno et al., 2009). Néanmoins, Martinez- Pastor et al. (2006) et Santiago-
Moreno et al. (2009) ont conclu qu'il serait plus recommandable d’utiliser la méthode
rétrograde pour récupérer du sperme au niveau de la queue de I’épididyme.

Selon les résultats de Turri et al. (2012), Chez le taureau, le sperme de la queue de
I’épididyme, récolté par la technique rétrograde (flusching) est de meilleure qualité que celui
obtenu par la technique de flot-up. Aucune différence significative n'a été constatée entre la
qualité du sperme épididymaire (queue) frais et apres la congélation-décongélation entre les
méthodes de collecte, bien que les niveaux moyens de qualité du sperme avec la méthode de
ringage aient été légérement meilleurs que celle de la méthode de flot-up chez le chien (Hori
et al., 2015).
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La méthode de ringage est simple et n’affecte pas la qualit¢ du sperme aprés la
congélation et la décongélation, et est donc, une méthode utile pour recueillir le sperme du
chien de la queue de 1’épididyme. Cependant, Hori et al. (2015) ont suggéré que le flot-up
doit étre utilisé lorsque le ringage est impossible.

La méthode d'extraction n'a pas d’influence sur la concentration et le pourcentage des
anomalies des spermatozoides récupérés, comme l'ont observé Cary et al. (2004) chez le
cheval ; et par Martinez-Pastor et al. (2006) chez le cerf rouge. Les travaux de Stout (2012)
chez le taureau, confirment que la concentration du sperme épididymaire (queue) (1,24 x10°
spz/ml) est supérieure a la concentration d'un éjaculat (0,76 x10° spz/ml), parce que I’on
obtient des spermatozoides sans plasma séminal (Parera, 2009). Contrairement, la mobilité,
et la viabilité sont meilleures lors de la récolte avec la méthode rétrograde que la flot-up selon
Alapati et al. (2009) et Turri et al. (2012). Selon les mémes auteurs, chez le taureau la
mobilité varie de 61 % a 94,5 %, avec une moyenne de 80,32%.

La technique de flot-up présente certains inconvenients par rapport a la rétrograde,
comme la présence d’hématies et des débris tissulaires (lors d’incision); de plus la
centrifugation a des effets negatifs sur la vitalité, la mobilité et la structure acrosomique des
spermatozoides, elle peut provoquer une activité enzymatique qui entraine la réduction de la
fertilité (Khalil Rezk, 2009 ; Bertol, 2016). Par contre la technique flot-up est plus rapide et
facile que la technique rétrograde qui necessite plus de temps et des laborantins qualifiés
(Bertol, 2016).

Garcia Alvarez et al., (2009) et Stout (2012) ont constaté que la motilité des
spermatozoides eépididymaires chez le taureau et le belier (72.2%, 58,8%) était
significativement supérieure a celle du sperme éjacule (50,9% ; 40.2%) apres
cryoconservation (-196°C). Varisli et al., (2009) ; Tsikis et al., (2018) et Martinez-fresneda
et al., (2019) ont constaté que le sperme épididymaire de bélier était plus résistant que le
sperme éjaculé au stress osmotique, au choc thermique et a l'exposition aux agents
cryoprotecteurs, ceci est pareil pour le taureau et d'étalon trouvé par Cunha et al.(2016) ;
Martinez-fresneda et al. (2019) et Pérez-Patifio et al. (2019).

Les méthodes d'obtention des gameétes au niveau de 1’épididyme, dépendent de l'espece
animale, de la taille de I'épididyme et de I'expérience du laborantin. La rétrograde ou
flusching est utilisée pour les grands animaux, qui ont des testicules plus gros et un épididyme
plus large. Elle a été utilisée avec succes chez les chevaux et les bovins, par contre, la flot-up
est la plus appropriée aux petits animaux, en raison de la taille anatomique de I'épididyme
(Bertol, 2016).

Lorsque les animaux males meurent de facon inattendue, la cryoconservation du sperme
n’est pas possible immédiatement, et le stockage temporel des épididymes a 4 °C peut aider a
préserver le génome de I’'individu (Karja et al.,, 2011). Par conséquent, il existe de
nombreuses études qui se concentrent sur le développement de la qualité des spermatozoides
épididymaires congelés-décongelés.
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Deux périodes critiques pour assurer une bonne conservation génétique des animaux :
Premierement, il faut tenir compte de la durée entre la mort de I’animal et ’autopsie. La
seconde est la durée entre I’ablation des gonades et le prélévement des spermatozoides au
laboratoire. Le temps entre la mort et ’autopsie est assez difficile a contréler. En général, le
sperme ¢épididymaire reste viable pendant plusieurs jours aprés la mort de 1’animal.
Cependant, cette période dépend de I’espéce et de la condition environnementale des
testicules. Le sperme épididymaire récolté apres stockage a 5°C, a montré une meilleure
mobilité, et un plus faible pourcentage de formes anormales chez le bélier que la conservation
de I’épididyme a température ambiante apres 24 h et 48 h (Karja et al., 2011).

La raison de survie des spermatozoides dans 1’épididyme a 4°C n'est pas claire, le fluide
épididymaire peut contenir un facteur protecteur contre le choc di au froid telle la lécithine.
De plus, le milieu qui entoure les spermatozoides differe par rapport au sperme éjaculé,
comme le liquide épididymaire ne contient pas de sécrétions des glandes annexes, ces
différences entre le liquide séminal et le liquide épididymaire ont été signalées comme
affectant la résistance a la congelation chez différentes especes (Lucia et al., 2019).

Par ailleurs, en gardant les testicules et I’épididyme a I'intérieur du scrotum, cela devrait
étre suffisant pour protéger la queue de I'épididyme de la dessiccation (Karja et al., 2011).
Sachant que les tissus sont le siége de nombreux changements et que l’autolyse a lieu
rapidement, les organes reproducteurs ont besoin d’¢tre réfrigérés a 5°C rapidement apres la
mort et les spermatozoides mobiles peuvent étre récupéres jusqu'a 12h plus tard (Arnold,
2004). Aucune différence n'a été constatée dans la comparaison entre les spermatozoides
épididymaires prélevés immediatement ou apres 24 h de stockage a 4° C du testicule, ce qui
soutient I'nypothese selon laquelle il est possible de stocker I'épididyme avant la récolte des
spermatozoides.

Ces résultats sont en accord avec d'autres études qui soutiennent le refroidissement a
5°C, qui est le meilleur moyen d'arréter la détérioration des spermatozoides épididymaires qui
semble se produire méme dans les heures suivant la collecte (Vieira et al., 2013 ; Falomo et
al., 2016). Les spermatozoides de mammiferes peuvent étre conserves sans étre congelés
pendant une courte durée, de quelques heures a quelques jours (2-3J) (a 4°C ou entre 15-
20°C) (Lusignan, 2011), soit immédiatement aprés prélévement de 1’épididyme, soit aprés
conservation de celui-ci a 4°C (Guérin et al.,, 2003), ou méme aprés conservation de
I’épididyme avec le testicule a 4°C pendant Oh , 24 h et 48 h (Karja, 2010).

James et al. (2002) ont stocké I'épididyme d’un étalon a 4°C pour 24, 48, 72 et 96
heures. Chez le taureau, le maintien de I'épididyme réfrigéré permet I'obtention de
spermatozoides viables jusqu'a 72 heures apres la mort (Martins et al., 2009). Selon Belkadi
et al., (2012) un sperme épididymaire recueilli a partir de la queue de 1'épididyme d’un bélier
peut étre conservé a 4°C jusqu'a 72 h (Belkadi et al., 2012) et jusqu’a 12 jours (Kaabi et
al.,2003). Le sperme épididymaire d’un bélier récolté aprés 24h de conservation in-situ (dans
I’épididyme non retiré du testicule) a 5°C préserve ses caractéristiques de fertilité (Ouennes,
2012).
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Introduction générale

L’objectif de notre projet est de contribuer a déterminer les particularités des especes
dans le domaine de récolte, d’analyse et de conservation du sperme épididymaire ; et ce dans
le but de I'utiliser a long terme. En effet, la cryoconservation nous permettra de réaliser la
création d’une banque génétique des especes menacées, ou celles présentant des qualités qu’il
faut préserver. A cet égard, notre travail est divisé en quatre grandes parties.

> Premiére partie : Caractéristiques du sperme aprés abattage chez le coq fermier dans
I’Est algérien. Le présent travail vise a étudier pour la premiére fois, les caractéristiques
et la conservation du sperme post-mortem, obtenu a partir de 18 paires d’épididyme et
de canal déférent de coqs adultes. Ce travail a fait 1’objet d’une publication scientifique
dont les références sont :

Ouennes H, Afri Bouzebda F, Bouzebda Z, Majdoub S, Djaout A and Adnane Smadi M
(2019). The characterization of Post -Mortem Sperm of Local Chicken Cocks inEastern
Algeria. J. World's Poult. Res., 9 (2) : 79-87.

» Deuxieme partie : Effet de la température et du temps de conservation des testicules de
bouc, sur la qualité du sperme épididymaire : Premiere étape vers la cryobanque de
populations locales algériennes. Cette étude permet d’évaluer la qualité en pré-
congélation et en post-congelation du sperme épididymaire du bouc local en fonction de
la température de stockage des testicules et du temps écoulé entre la mort de ’animal et
la récupération du sperme (0, 24, 48, 72 h), pour établir les protocoles optimaux de la
cryoconservation du sperme épididymaire dans cette espéce. Ce travail a fait I’objet
d’une publication scientifique dont les références sont :

Ouennes H, Afri Bouzebda F, Bouzebda Z, Majdoub S, Djaout A and Adnane Smadi M
(2019). Effect of testicle post-mortem storage on goat epididymal sperm quality: the first step
towards cryobank for local Algeria breeds. Revue Méd. Vét., 2019, 170, 7-9, 184-192.

» Troisieme partie : Effets des antioxydants (Acide tannique, Trolox, Quercetin) sur la
qualité du sperme épididymaire cryoconservé chez la population locale bovine. La
présente étude vise a trouver I’antioxydant le mieux adapté a la préservation du sperme
épididymaire, afin de créer une banque génétique de taureaux de population locale.

» Quatriemes partis : Etat des lieux de la cryobanque a base de sperme épididymaire pour
les ressources génétiques animales en Algérie.

La derniére partie est la synthese de la création de la banque de géne a base de sperme
épididymaire en Algérie.

Par ces travaux nous espérons apporter des renseignements fiables pouvant étre
considérés comme des outils permettant la réalisation d’une banque génétique a base de
sperme épididymaire. Nous terminerons notre travail par une discussion générale élaborée de
tous nos résultats, et nous conclurons en apportant des recommandations qui seront
nécessaires pour une contribution de la mise en place d’une cryobanque en vue de la
préservation de la faune locale.
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Caractérisation du sperme post-mortem chez le coq fermier dans I’Est de
I’Algérie.
Introduction

La conservation de la diversité génétique des animaux domestiques est un chalenge pour
la durabilité des ressources destinées a I’alimentation humaine, pour I’aménagement du
territoire et plus largement pour le maintien de la biodiversité. Les ressources mondiales en
volailles, principalement les poulets, constituent I'espéce aviaire la plus idéale et la plus
dominante sur le plan économique, en particulier dans les zones rurales des pays en
développement, car elles sont beaucoup plus faciles a gérer (Malvika et al., 2019). Le poulet
a été domestiqué il y a environ 8000 ans, mais ce n'est qu'a partir des années 1950 et la
recherche de rythmes de croissance trés élevés que les poulets d'élevage ont rapidement formé
une nouvelle espece morphologique (Roziéres, 2018).

Les chercheurs ont ainsi analysé des donnees de poulets domestiques depuis 2000 ans et
les ont comparées au coq doré, I'espéce sauvage. Une autre étude de 2014 avait ainsi montré
I'évolution incroyable entre des poulets de 1957, 1977 et 2005. En 56 jours, un poulet
atteignait en moyenne 900 grammes en 1957, contre 4,2 kg aujourd'hui (figure 5) (Rozieres,
2018).
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Figure 5. L évolution de la poule a gauche en 1957, au milieu en 1978 et a droite en 2005
(Roziéres, 2018)

Les caractéristiques du poulet ont radicalement évolué. En effet, cette espéce était
beaucoup plus mince auparavant. Elle a ensuite été croisée avec des poulets a croissance
rapide, car le blanc de poulet a été de plus en plus apprécié par les populations. Cela est d0 a
I’élevage intensif et 1’industrialisation des poules. On observe souvent dans les élevages
intensifs deux types de poules coexistant : les poules pondeuses et les poulets de chair, chez
cette derniére, cette course a la croissance a des effets sur la santé et le bien-étre des animaux,
des pattes qui fléchissent sous le poids du corps, cela engendre des boiteries
(https://vivredemain.fr /2016/02/02/animaux-avant-domestication/).
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Les animaux souffrent aussi de troubles cardiaques avec des syndromes de mort subite
(Roziéres, 2018). De plus, ’ammoniac engendré par leurs déjections leur provoque de graves
brllures et abcés aux pattes et au bréchet (http://www.gaia.be/fr/actualite/du-couvoir-
labattoir-courte-vie-des-poulets-chair-est-enfe).

Les animaux d'élevage intensif sont élevés dans des densités tres élevées. On recense en
poulet de chair environ 16-21 poulets par métre carré (Dreze, 2018). Alors, en ce qui
concerne les poules pondeuses, la majorité d’entre elles vit dans des élevages en cages de
750cm?, alors que I’espace nécessaire a une poule pour étendre ses ailes est de 1876 cm?
(Dréze, 2018). lIs ne peuvent pas exprimer les comportements normaux de leurs espéces. lls
sont en souffrance physique et psychique.

Et pour notre santé, ce type d'élevage a aussi des conséquences. Les animaux sont
stressés et traités avec des médicaments (anti-inflammatoires, antibiotiques...) et tout cela se
retrouve dans l'assiette des consommateurs. C’est-a-dire que les volailles devraient avoir
acces a ’extérieur, €tre moins nombreuses et que les poules pondeuses ne devraient pas étre
maintenues en cage, mais avoir une grange a leur disposition pour pondre (Dreze, 2018).
Cette densiteé tres élevée, augmente forcément le risque de transmission des maladies parmi
les animaux (Cutler et al., 2010). L’¢élevage intensif de poulets a des effets affirmés sur
I’environnement, le bien etre et la sante des volailles et surtout sur la santé publique, de plus
son importance par le bias du non respet des normes de biosécurité conduit a I’apparition et la
diffusion des épizooties.

Un groupe de travail des Nations Unies a déclare que « les épidémies de grippe aviaire
hautement pathogene (IAHP) sont généralement associées a une production intensive de
volaille, au commerce et systémes de commercialisation ” (Jones et al., 2013). Cela offre des
conditions idéales pour que les agents pathogenes se propagent rapidement, ainsi que
davantage opportunités pour eux de muter en de nouvelles souches plus virulentes (Jones et
al., 2013).

Or, la production de poulets est aussi émettrice de gaz a effet de serre. On estime que
pour produire 1 kg de poulet, 7 kg de CO; sont émis ! C’est certes moins que pour 1’élevage
bovin, mais si I’on multiplie ce chiffre par le nombre d’animaux concernés, le résultat est loin
d’étre négligeable (Puybasset, 2019).

En 2009, la FAO a recensé 52 milliards de poules ou poulets hybrides sur la planéte
(FAO, 2009). Les races de poulets représentent la majorité (63 %) du nombre total de races
aviaires dans le monde (FAO, 2019). Ngou Ngoupayou et al. (1990) et Tchoumboue et al.
(2000) in Bisimwa et al. (2019), indiquent que, les races indigenes représentent plus de 70%
de la population de volailles mondiales ; alors qu’environ 40% des races aviaires ont un statut
de risque inconnu. Actuellement, la population des poulets est de 22,7 Milliards de poulets
domestiques “Gallus Gallus Domesticus » “ contre environ 7,5 Milliards d’humains sur terre.
Cela fait du poulet domestique un ordre de grandeur plus abondant que n’importe quel autre
oiseau sur terre.

Ce phénomeéne est encore non admis par tous les scientifiques, mais il est en train de
bien faire sa route. Le but recherché de tout cela est la sauvegarde de la planéte qui va
disparaitre si on ne change pas de mode d’¢levage surtout chez le poulet dont la population est
la plus importante par I’action de I’homme dont le principal objectif est de produire beaucoup
dans un cycle de plus en plus court (Rozieres, 2018).
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De ce fait, les poulets d’élevage sont un exemple potentiel de I’ Anthropocéne, ¢’est-a-
dire I’¢re géologique que nous vivons et qui se caractérise par notre empreinte sur la nature. I1
faut donc changer notre mode de consommation pour changer le mode de production. Il faut
encourager les élevages responsables et respectueux du bien-étre animal. Beaucoup de pays
reviennent vers 1’¢levage fermier ; familial ou carrément de basse-cour, avec les mentions de
label et de bio. Et c’est a cette fin que la préservation des souches locales, indigénes, non
sélectionnées et non croisées, doivent faire 1’objet d’une sauvegarde urgente, non seulement
pour contribuer a la sauvegarde de la biodiversité chez ces especes, mais aussi dans un souci
de préserver des souches dont les qualités d’adaptabilité a leur environnement sont trés
recherchées.

Dans les pays en développement, le logement, la gestion et I'alimentation des élevages
de volailles indigenes dans les villages ruraux sont la plupart du temps élémentaires. Grace a
la sélection naturelle et a leur capacité de recherche de nourriture, les oiseaux sont capables de
survivre, de grandir et de pondre dans ces environnements, et, ce faisant, d’apporter une
contribution significative a la sécurité alimentaire et a I'apport en protéines des populations
humaines. Cependant, la productivité généralement faible de ces génotypes signifie qu'il n'est
pas rentable de les élever dans les systemes de gestion intensive (FAO, 2021).

A I'heure actuelle, les races indigénes utilisées en élevage avicole familial dans les
régions rurales des pays en developpement apportent une contribution importante a la
conservation mondiale des ressources genétiques de la volaille. Les ressources génétiques
locales sont principalement représentées par la poule locale domestique (Gallus gallus
domesticus). Le remplacement des races indigenes par des souches commerciales de volailles
dans ces régions est préoccupant et pourrait poser une menace réelle pour les ressources
génétiques avicoles (FAO, 2021).

Cette population locale avicole joue un rdle important dans I’économie tant rurale
qu’urbaine, elle contribue significativement a la sécurité alimentaire, la lutte contre la
pauvreté et a la gestion écologique des ressources naturelles (Ngou Ngoupayou et al., 1990 ;
Barua et Yoshimura, 1997 ; Gueye, 2003). Cette population peut offrir d’intéressantes
options pour les produits commerciaux, en approvisionnement de produits de grande qualité et
de grand intérét pour les marchés locaux et régionaux (De Marchi et al., 2005).

La production de volailles, viandes et ceufs, obtenus de la race indigéne, montre un
caractere spécifique (De Marchi et al., 2005 ; Castellini et al., 2006 ; Zanetti et al., 2011 ;
Bisimwa et al., 2019), qui les distinguent d’autres normes. Cependant, elle est aussi un moyen
d’épargne, d’investissement et d’assurance pour les petits fermiers (Moula, 2012 ; Bisimwa
et al., 2019), une population peut étre élevée a I’air libre. De plus ces races possédent une
immunité naturelle contre les maladies courantes et sont d'excellentes butineuses (Dessie et
al.,2011). L'une des caractéristiques les plus importantes des poulets indigenes est leur
robustesse, c'est-a-dire leur capacité a supporter les conditions environnementales difficiles et
les mauvaises pratiques d'élevage (climat, traitement, abreuvement et alimentation) sans perte
importante de production (Dessie et al., 2011 ; Padhi, 2016).

Toutefois elles restent malheureusement peu décrites dans la littérature et figurent parmi
les ressources génétiques animales les plus menacées du monde et avec risque de perdre des
caractéres ignorés aujourd’hui, et potentiellement utiles demain (figure 6) (Fotsa, 2008 ;
Moula et al., 2009 ; Moula, 2012).
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Figure 6. Statut de risque des races locales de poulets, par région (Pym, 2013).

Cependant, malgré son réle important, le poulet local se trouve encore néglige par les
programmes de conservation et d’amélioration d’autres especes. Le maintien de la diversité
génétique du bétail est considérée comme une condition préalable a la durabilité des systemes
de production animale (FAO, 2012 ; Leroy et al., 2019). Les stratégies impliquent a la fois
des techniques in situ et ex situ, ces derniéres étant réparties entre ex situ-in vivo et la
cryoconservation (c'est-a-dire ex situ in vitro), qui est définie comme la collecte et la
congélation de sperme, des ovules, des embryons ou des tissus dans l'azote liquide en vue
d'une éventuelle utilisation future pour la reproduction ou la régénération des animaux (Leroy
et al., 2019).Toutefois, ils se concentrent principalement sur la cryopréservation et les
techniques de reproduction pour la conservation des ressources génétiques. La conservation in
vitro du sperme des poules est une opération récente. Le sperme congelé des races locales est
uniguement stocké dans quelques pays asiatiques et européens (FAO, 2006).

Des estimations fiables et appropriées sont nécessaires pour optimiser la gestion de la
semence congelée. La qualité de cette derniere a I’état frais est mesurée par des parametres
morphologiques, métaboliques et des tests de motilité. Alors pour créer une banque de génes a
partir d’animaux morts, il faut renseigner sur le statut physiologique du donneur utilisé pour la
reproduction (Kumar et Holt, 2014). Pour assurer une meilleure cryoconservation, il est
indispensable d’évaluer la qualité et la quantité du sperme a 1’état frais (Blesbois, 2007).

Cette étude a été menée dans 1’objectif premier de la création d’une banque de matériel
génétique a partir des males de poulets de la population indigene ; les étapes programmées a
cet effet sont :

» Le choix de la méthode de collecte de la semence a partir de I’épidydime et du canal
déferent,

> La caracterisation de la semence collectee,

» L’étude des moyens de sa conservation dans des conditions particulieres de
température et de durée.

22

mm Wondershare
M PDFelement


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

Supprimer filigrane g
Caractérisation du sperme post-mortem chez le coq fermier dam

ol (st de CAlgrie Methodss
I. Matériels et Méthodes
.1 Site expérimental

Cette etude a été menée du mois de Septembre 2017 a Janvier 2019 au niveau du centre
de Recherche en Biotechnologie « CRBt », qui a été créé par le décret exécutif N° 99-256 du
8 CHAABANE 1420 correspondant au 16 novembre 1999, modifié et compléteé par le Décret
executif 07-338 du 19 CHAOUAL 1428 correspondant au 31 octobre 2007 portant création
d'un Centre de Recherche en Biotechnologie.

Le CRBt est le premier centre national de biotechnologie placé sous la tutelle du
Ministére de I’Enseignement supérieur et de la Recherche Scientifique, dont le siége est fixé a
Constantine, chargé de la réalisation des programmes de recherche scientifique et du
développement technologique dans les domaines des biotechnologies. Fonctionnel depuis mai
2010, le Centre a pour objectif principal « Le développement de la recherche notamment
appliquée dans le domaine des biotechnologies en impliquant nos partenaires socio-
économiques et pour la valorisation de nos ressources biologiques dans une démarche de
développement durable » (figure7).
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Figure 7. Site d’expérimentations (https://www.crbt.dz)

1.2 Matériels
1.2.1 Matériels biologiques

La présente étude visait a étudier pour la premiére fois les caractéristiques et la
conservation des spermatozoides post-mortem, obtenues a partir de 1’épididyme et des canaux
déférents de 18 coqgs adultes de la population locale, provenant de I’est de I’ Algérie (EI-Tarf
et Constantine). Le choix des animaux est basé sur des caracteres phénotypiques de chaque
animal déterminé par une observation directe : morphologie, distribution, couleur du
plumage ; couleur de la peau, du tarse et des oreillons ; type et taille de créte ; forme du
squelette. L’age des animaux est entre 12-24 mois, avec un poids corporel 1,50-2,53 kg
(figure 8).
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Figure 8. Variété de la population locale de I’espéce aviaire

1.2.2 Matériels non biologiques
1.2.2.1 Matériels d’euthanasie des coqs

Le matériel utilisé pour l'euthanasie des animaux est composé d'instruments métalliques
faciles a désinfecter :

>
>
>

>
>
>

Couteaux,

Ciseaux fins et forts,

Un sécateur pour I’ablation du bréchet (sectionner au niveau des articulations
intercostales),

Un bistouri composé d’un manche (ou porte-lame) et de lames stériles jetables,
Un plateau en acier inoxydable,

Une table et un appareil photographique numerique.

1.2.2.2 Matériels de prélévement et d’étude du sperme

La récolte du sperme chez 1’espéce avicole, et surtout aprés mortalité (abattage)
nécessite un certain matériel, I’épididyme et le canal déférent ont été attachés avec des pinces

puis isolés a

’aide des lames de bistouri. Le sperme a été récupéré dans des Eppendorf, des

tubes secs de 2 ml ou dans des boites de pétrie, a partir du canal déférent et de I’épididyme
selon la technique de prélévement. L’incubation de 1’échantillon a été effectuée dans une

étuve, réglée

a une température de 37 °C.
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Micropipettes (5 a 50 pl), des pipettes (0,5 @ 5ml) et ’embout (jaune, blanc et
bleu) (figure 9),

Un microscope a platine chauffante « Nikon » E200-LED (figure 10),
Spectrophotométre « AccuRead » (figure 11),

Etuve « Memmert » bactériologique 108 L (figure 12),

Figure 11. Spectrophotometre Figure 12. Etuve

En outre ont été utilisés:

>
>

VVVYVYVVYVY

Des colorants (éosine, nigrosine),

Colorant Blue d’aniline (®BIlu anilina, Methylbleu, C.142780, Biochem,
Chemopharma,

D (+)-Glucose-monohydrate,

Dimethyl sulfoxyde (DMSO),

L’éthanol (95 %,100%),

De I’huile d’immersion,

Du sérum physiologique,

Des lames et des lamelles.
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1.2.2.3 Matériels de conservation

Le matériel de conservation, consiste en: des micros tubes, des portoirs, un
réfrigérateur réglé a 4 °C et des paillettes de 0.25ml.

1.3 Méthodes
I.3.1 Méthode d’extraction du canal déférent et de I’épididyme chez le coq

Le poids des animaux est mesuré a l’aide d’une balance électronique (figure 13),
I’estimation de I’age dépend des données fournies par le propriétaire et 1’aspect de 1’animal.

Figure 13. Détermination du poids chez le coq

I.3.1.1 L’euthanasie de I'animal

La scarification des animaux s’effectue par saignée, en incisant les veines jugulaires,
les arteres carotides et la trachée avec un couteau. Aprés I’euthanasie par dislocation cervicale
des cogs, le prélevement des testicules et les canaux déférents a été opéré dans I’heure qui a
suivi la mise a mort, et ce par une incision réalisée sur la longueur de la ligne médiane de
I’animal en décubitus dorsal (Crespeau, 1992 ; Savoyet ,2018) (figurel4).

I.3.1.2 Ouverture de la cavité thoraco-abdominale

Inciser les muscles abdominaux latéralement au-dessus de ’os pubien et jusqu’a
I’articulation de la portion sternale et vertébrale de la dernicre cote.

> Inciser les muscles pectoraux suivant une ligne qui suit les articulations
costo-costales.

» Sectionner les cbtes au niveau du cartilage articulaire.

» Sectionner les os coracoides puis les clavicules en leur milieu.

» Soulever le plastron abdomino-sternal (Crespeau, 1992 ; Savoyet ,2018).

1.3.1.3 Eviscération

Tous les visceres ont été retirés ensemble avec 1'uretere et le systéme vasculaire rénal
pour éviter d’endommager le canal déférent (figure 15). L’uretére et le systéme vasculaire
rénal ont été soigneusement disséqués afin de minimiser la contamination d’échantillon de
sperme par le sang et I'urine (Crespeau, 1992 ; Savoyet, 2018).
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Figure 14. L ouverture de la carcasse du coq adulte ; A : Incision des muscles abdominaux,
B.C. Extraction des organes génitaux.

Testicules

Figure 15. Appareil génital male d’un coq adulte.

Une fois que I’épididyme et le canal déférent ont été isolés des testicules et des tissus
adjacents, la collecte du sperme a été effectuée par les différentes méthodes de récolté du
sperme apres abattage décrite dans la partie méthodologie. La semence collectée a fait I’objet
d’un examen macroscopique et microscopique en vue de la détermination de la qualité des
spermatozoides récoltes.

1.3.2 Méthodes de récolte du sperme

Plusieurs méthodes de récolte du sperme (post-mortem) peuvent étre utilisées par
exemple, la macération, le flusching (ringage), 1’incision (flot-up) apres la mort des animaux
(Khalil Rezk, 2009) ; ces derni¢res différent selon les espéces animales (Julienne Posiere,
2002 ; Guérin et al., 2003 ; Martinez Pastor et al., 2006 ; Rizal, 2009), et surtout leurs
tailles (Martinez Pastor et al., 2006).
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1.3.2.1 Méthode de Hachage (Mincing)

La technique de Hachage consiste a isoler I’épididyme du testicule, haché a 1’aide de
ciseaux chirurgicaux stériles placés dans des microtubes contenant 1 ml de solution saline
tamponnée au phosphate (PBS), puis on laisse reposer pendant 10-15 minutes. La partie
liquide supérieure a été transférée dans un autre tube de micro-centrifugation pour une
évaluation microscopique (Salting et al., 2016).

1.3.2.2 Méthode de flusching ou ringage

Les échantillons ont été obtenus par I’injection de 1,5 ml de solution saline a 38 °C
dans la partie proximale du canal déférent a I’aide d’une aiguille 27 g fixée a une seringue de
5 ml (figure 16). Le volume total de la solution saline et le sperme collecté ont été places dans
une boite de Pétri en matiere plastique stérile, a partir de laquelle elles ont été transférées dans
un tube en polystyrene (2 ml). Les échantillons ont ensuite été incubés a 38 °C pendant
15 min (Villaverde-Morcillo, 2016). Le surnageant est éliminé et le culot analysé.

AN

© OUENNES H., 2019 © OUENNES H,, 2019

Figure 16. Extraction du sperme de canal déférent apres [’abattage du coq par ringage.

1.3.2.3 Méthode Flot-up

Le canal déférent a été découpe en morceaux de 0,5 cm de long, puis immergés dans
1,5 ml de solution saline a 38 °C dans un tube de 2 ml. Ces échantillons ont ensuite été
incubés a 38 °C pendant 15 min (Villaverde-Morcillo, 2016). La partie liquide a été
transférée dans un microtube pour une appréciation microscopique.

1.3.3 Méthodes d’appréciation de la qualité spermatique
1.3.3.1 Détermination du volume spermatique

Le volume de sperme (ml) a été mesuré a 1’aide d’un tube gradué (microtube de 1,5 ml).
Le volume total récupéré aprés hachage ou flot-up a été considéré comme le volume de
sperme final pour calculer la concentration.
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1.3.3.2 Détermination de la concentration

La concentration en spermatozoides est définie comme le nombre de cellules par ml.
L’objectif de cette mesure est de pouvoir déterminer le nombre des spermatozoides par
millilitre de semence pure en utilisant le minimum de semence possible. Elle doit étre connue
avant I’insémination afin de déterminer le taux de dilution nécessaire.

La concentration de spermatozoides (millions par millilitre) a été déterminée en utilisant
un spectrophotometre calibré, spécifique aux volailles. La longueur d’onde est fixée a
650 nm. L’absorbance convertie en concentration de sperme, est obtenue suite a la lecture au
spectrophotométre, d’une cuve dans laquelle on dépose 15 pl de sperme, additionné avec 3ml
d’une solution de citrate de sodium a 2,9 % (pH 7,0) (Salisbury et al., 1978).

1.3.3.3 Evaluation de la mobilité des spermatozoides

La motilité est une évaluation des mouvements des spermatozoides. Selon Gadea,
(2005) in David (2008), ces mouvements traduisent le fait que la membrane des
spermatozoides est intacte et fonctionnelle ce qui sous-entend que le sperme est fécondant. La
plus utilisée en routine est 1’évaluation subjective de la motilité massale (David, 2008).

C’est une mesure rapide et facile qui nécessite un examen microscopique, une goutte de
sperme (10 pl) a éte placée sur une lame de microscope propre et préchauffée (41 °C) a I’aide
d’une micropipette. Une lamelle de couverture propre a été placée doucement pour éviter 1a
formation de bulles d’air, sous un grossissement X10 (figure 17). La motilité des
spermatozoides a eété déemontrée et appréciée par le mouvement ondulatoire progressif des
spermatozoides sous un microscope a contraste de phase (Beltran, 2011 ; Salting et al.,
2016 ; El-Seadawy et al., 2017). L'observation doit étre faite tres rapidement car la motilité
massale du sperme pur a cette température diminue rapidement au bout de 15 a 20 secondes.

Mettre sous
microscope (% 10)

© OUENNES H.. 2019

Figure 17. Méthode d’appréciation de la motilité Massale

Le systéme de notation a été utilisé pour I’évaluation du mouvement des spermatozoides
afin d’évaluer la motilité des spermatozoides (Mamuad et al., 2004 ; Salting et al., 2016). La
mesure faite en utilisant une échelle de notes subjectives allant de 0 a 5(tableau 5) (Dumasy
etal., 2011).
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Tableau 5. Détermination de la note de motilité massale de la semence (Konfe, 2014)

0 0 Aucun mouvement en surface

1 20 Léger mouvement a la surface

2 40 Mouvement net, mais ne formant pas de vagues
3 60 Début de vagues

4 80 Vagues tres nettes

5 100 Tourbillons nettement visibles

1.3.3.4 Mesure du pourcentage des spermatozoides vivants/morts
(nécrospermie)

Ce test est efficace pour déterminer le pourcentage exact de spermatozoides
vivants/morts et aussi la morphologie, qui utilise un colorant d’éosine-nigrosine. La solution
éosine-nigrosine est preparée selon le protocole décrit par Amadou Souley (2013): * 19
d’¢éosine + 2g de Nigrosine + 3,57 g de tri-citrate de sodium + 100 ml d’cau distillée. Ce
mélange est laissé au repos pendant 24 h a +4 °C, puis filtré par la suite. En fin, le pH de la
solution est ajusté a 6,7 - 6,8 avec la solution d’acide citrique concentrée.

1.3.3.4.1 Coloration de la semence et préparation des lames

On utilise une lame correctement nettoyee, sur la partie gauche de la lame, on dépose
20ul de colorant.

1. On ajoute une goutte de sperme dilué (20 ul) (la dilution de la semence pour une
observation correcte doit étre comprise entre 60x10° et 200x10° spz/ml); et on
mélange avec le colorant pendant 10 secondes (figure 18).

2. On laisse reposer le mélange pendant 50 secondes. Puis, on étale le mélange
« colorant- semence » a I’aide d’une lamelle en un film aussi fin et régulier que
possible (figure 19).

3. On identifie la lame avec le numéro du coq (figure 20), on conserve la préparation a
sec dans une enceinte seche (plaque chauffante réglée a 37 °C) (figure 21) ou dans
une boite a lame en plastique fermée et étanche (elle-méme placée dans un sac en
plastique scellé).

4. Dans ces conditions, la préparation peut étre conservée durant plusieurs mois sans
altération (Baril et al., 1993).

Les spermatozoides, dont la membrane est endommagée (morts) se laissent pénétrer par
le colorant et apparaissent, en totalité ou en partie, en roses ou en rouge (éosine) sur le fond
blanc (nigrosine) alors que les spermatozoides vivants ayant une membrane intacte
apparaissent incolores (Belkhiri, 2019).
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Figure 18. Mélange de la goutte du sperme Figure 19. Etalement du frottis de
avec colorant (éosine nigrosine). semence.

© OUENNES H., 2019

Figure 21. Séchage les lames sur une
plaque chauffante.

Figure 20. Frottis de semence.

1.3.3.4.2 Meéthode de comptage des différentes classes de spermatozoides

Aprés préparation, la lame est mise sous microscope au grossissement X100 immergé
dans une goutte d'huile a immersion. La lame est déplacée de gauche a droite et de haut en bas
pour visualiser ’ensemble des champs de la lame. Au moins 200 spermatozoides sont
comptés avant de déterminer le pourcentage de viabilité (Gaelle et Douet, 2000 ; Benhenia et
al., 2018 ; Belkhiri, 2019).

1.3.3.5 Mesure du pourcentage de spermatozoides anormaux (tératospermie)

L’examen morphologique des spermatozoides, consiste en 1’observation au
microscope optique d’un étalement de semence coloré a 1’éosine-nigrosine. Le frottis est
coloré de la méme maniére que pour I’examen de la vitalité ; SOus microscope a contraste de
phase et sous immersion, les anomalies sont comptées sur au moins 200 spermatozoides
(Belkhiri, 2019). La classification est basée sur la répercussion des formes anormales des
spermatozoides sur la fertilité (Figure 22) (Rege et al., 2000).
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Figure 22. Représentation schématique des anomalies morphologiques de spermatozoides

Les anomalies des spermatozoides présentées sur la figure 22 sont comme suit :

» A, présentant des défauts d'acrosome (a) sans acrosome, (b) acrosome en
forme de crochet, (c) gonflement de I'acrosome et (d) acrosome arrondi ;

> B, présentant des défauts au niveau de la piéce médiane (a) piece mediane
courbée, (b) piéce médiane irréguliere, (c) piece médiane partiellement
détachée, (d) piece médiane gonflée, (e) piece médiane gonflée pres de la
région du cou, (f) piece médiane nouée, (i) sans piéce médiane et (j) piéce
médiane spiralée ;

» C, présentant des défauts de téte (a) téte courbée, (b) téte en forme de crochet,
(c) téte double, (d) téte gonflée, (e) téte nouée, (f) téte courte et (g) téte plus
grosse ;

» D, présentant des défauts de queue (a) queue double, (b) queue enroulée, (c)

gueue nouée, (d) queue courbée, (e) queue enroulée, (f) queue détachée et (g)

queue courte (Baboo et al., 2018).
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1.3.3.6 Evaluation de I’intégrité acrosomiale

L’intégrité de I’acrosome a été évaluée par la coloration Giemsa (colorer I’acrosome en
violet foncé). La technique de coloration était la suivante :

1. Le sperme dilu¢ a été étalé et séché a I’air.

Le frottis a été fixé dans une solution saline neutre a 10 % pendant 15 min.

Le frottis fixé a été lavé a I’eau courante pendant 20 minutes.

Le frottis fixé a été immergé dans la solution Giemsa pendant la nuit.

Le frottis coloré a été rincé deux fois avec 1’eau distillée et séché a I’air. Cent (100)
spermatozoides par échantillon ont été examinés avec une immersion dans 1’huile &
un grossissement de X100 pour vérifier 'intégrité des acrosomes dans chaque
frottis coloré (El-Seadawy et al., 2017).

ok~ own

1.3.3.7 Evaluation de la condensation de la chromatine

La coloration en bleu d’aniline permet de définir le degré de condensation de la
chromatine du noyau spermatique, et par conséquent le niveau de maturité nucléaire
spermatique. En effet, ’ADN spermatique contient des histones qui sont progressivement
remplacees par des protamines au cours de la maturation spermatique, permettant ainsi la
forte compaction de I’ADN (Shanmugam et al., 2016).

6. Une goutte de sperme est étalée sur une lame, séchée a I’air libre.

7. Les lames a analyser sont fixées a I’éthanol 95 % pendant 5 minutes, immergeées
pendant 5 min dans une solution (bleu d’aniline acétifiée a 5 %), préparées
extemporanément (dissolution de 1 g de bleu d’aniline dans 0,8 ml d’acide
acétique, ajustement du volume avec de 1’eau distillée jusqu’a 20 ml et filtration de
la solution obtenue).

8. Les lames sont rincées dans I’cau distillée (3x1minute), déshydratées par
immersion successive dans une solution d’éthanol de densité croissante (éthanol a
95 % 3 minutes ; éthanol 100 % 3 minutes) et enfin séchées a I’air.

9. Au microscope optique, au grossissement x100 (immergée dans 1’huile), 200
spermatozoides ont été examines avec un balayage de la lame (gauche a droite et du
bas au haut) (Boitrelle, 2014).

Les noyaux spermatiques contenant beaucoup d’histones sont colorés en bleu foncé.
Quand toute la téte du spermatozoide est bleu fonce, la chromatine est dite totalement mal
condensée (due a I’exces d’histone). Quand 20 a 50% de la téte est colorée en bleu foncé, la
chromatine est dite partiellement non condensée (figure 24). Les noyaux spermatiques
contenant moins de 15-20% d’histones sont non colorés et apparaissent bleu pale (Sellami et
al., 2013 ; Boitrelle, 2014 ; Al-Ebrahimi et Al-Sultani, 2015 ; Berby, 2017).

1.3.4 Méthode de conservation

Le canal déférent est conservé dans un tube sec de 2 ml (porté dans un portoir)
pendant 2 h, 24 h a 20°C (ambiante) et 24 heures a 4 °C (réfrigération) dés que possible apres
son extraction. La date et I’heure de I’euthanasie, de la collecte des organes génitaux et de
réfrigération sont notés et jointes a I'échantillon correspondant.
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I.3.5 La cryoconservation du sperme chez le coq

Apres la récolte, le sperme subi des traitements relatifs a la dilution et & la congélation
dans le but d’assurer une conservation durable et fécondante.

1.3.5.1 La Dilution

Le r6le de dilueurs est de préserver la mobilité des spermatozoides, de protéger leur
caractére fécondant, de tamponner le milieu, d’apporter les nutriments essentiellement
énergétiques et de les préparer a la congélation. Ainsi, les différents diluants sont caractérisés
par leur systéeme tampon (citrate, phosphate, acétate) et chélatant (glycine, glutamate) et
comprennent généralement un sucre (glucose, fructose). Parmi les composantes de la dilution
on trouve : L’acide citrique, 1’acétate Mg, le citrate K3, le citrate Na-2H20, le glutamate de
sodium, I’acétate Na, le chlorure de magnésium, le glucose, le fructose, le NaOH, blanc
d’ceuf, lait écrémé et I’eau distillée. Suite a la non-disponibilité de la plupart des produits
suscités ; on a choisi de diluer la semence de coq récolté dans notre expérimentation selon la
méthode de Kuzlu et Taski, (2017) et dont la composition est reportée au tableau 6. Le taux
d’osmolarité est de 370 mOsm/l et le pH 7.8 (Kuzlu et Taski, 2017).

Tableau 6. Composition du diluant (Kuzlu et Taski, 2017).

D(+)-Glucose-monohydrate 0.37g
Dimethyl sulfoxyde (DMSO) %5(V/Iv)
L’eau distillée 100ml

1.3.5.2 Le taux de dilution

Une dilution trop forte du sperme provoque une diminution de la mobilité et de la
fecondité des spermatozoides. Pour les différentes especes avicoles, le taux de dilution
optimum de dilution se situe entre 1/3 et 1/2. Le taux de dilution utilisé est de 1 volume de
sperme avec 3 volumes de dilueurs avec une concentration de 100 x10® spz/ml par paillette
(Akcay et al., 2006; Kuzlu et Taski, 2017). La préparation des échantillons de sperme de coq
a la congélation a lieu a une température voisine de 4 °C pendant 90 minutes (étape
d’équilibration) (Kuzlu et Taski, 2017) ; suivie par la congélation proprement dite dans des
vapeurs d’azote aprés une étape de calibration de cinqg minutes (Kuzlu et Taski, 2017). Le
sperme €tant conditionné en paillettes de 0.25 ml.

1.3.6 Etudes statistiques

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel SPSS (version 19). L’appréciation de
la qualité du sperme au niveau de I’épididyme et le canal déférent, la comparaison entre deux
techniques de récolte (flot-up et ringage), I'effet de la durée et de la température de
conservation du canal déférent (2 h, 24 h a 20°C et 24 heures a 4°C) sur la qualité du sperme
ont été comparés par le test ANOVA suivie du test de comparaison multiple de Student
Newman-Keuls. Les valeurs moyennes ont été considérées de maniere significative a p <0,05,
les données sont exprimées en moyenne + écart-type.

34


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

mm Wondershare

Supprimer filigrane  @"  ppFelement

Caractérisation du sperme post-mortem chez le coq fermier dam

Volet I PEst de CAlgérie

1. Résultats

I1.1 Etude de la qualité du sperme post-mortem prélevé au niveau de 1’épididyme et
du canal déeférent

Les résultats de I’analyse descriptive de la qualité du sperme post-mortem prélevé au
niveau de 1’épididyme et du canal déférent (le volume, la motilité massale, la concentration, la
viabilité, le pourcentage des spermatozoides anormaux et la qualité de la chromatine) sont
présentés dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7. Analyse descriptive de la qualité du sperme récolté au niveau de | épididyme et le
canal déférent de cogs fermiers dans I’Est Algérie (X £ SEM).

Vol (ml) 042 032 009 0,10 010 0,80
Conc (*10°) 279167 2937,98 84812 863174242 100,00 7000,00
MM (%) 7333 9,85 284 96,97 60,00 90,00
Viabilité (%) 69,83 1855 535 34307 40,00 90,00
Spz anormal (%) 2092 934 270 87,17 1200 38,00
Qualite de la 7717 559 161 3124 6500 82,00

chromatine (%)
Vol : Volume spermatique, Conc : Concentration, MM : Matilité massale, Spz : Spermatozoides.

Tableau 8. Comparaison de la qualité du sperme récolté au niveau de 1’épididyme et du canal
déférent de coqs fermiers dans I’Est Algérie (X = SEM).

N 12 12
Vol (ml) 0,13+ 0,05 0,72+0,12 falaied
Conc (*10°) 250 + 137,84 5333,33 £ 1861,90 falaied
MM (%) 65,83 £ 4,92 80,83 + 7,36 *x
Viabilité (%) 53,17 £9,13 86,50 + 2,59 falaied
Spz anormaux (%) 21,17 + 3,37 20,67 + 13,43 ns
Quialité de la chromatine (%0) 78,17 £ 4,75 76,17 + 6,62 ns

N : Nombre, Vol : Volume spermatique, Conc : Concentration, MM : Motilité massale, Spz : Spermatozoides,
ns : Aucune différence significative, ** P <0,01 et *** P <0,001

IL.1.1 Le volume spermatique

Le volume spermatique récolté était significativement (p<0,05) influencé par le niveau
de récolte. Le volume spermatique est significativement plus élevé (p <0,001) dans le canal
déférent avec une valeur moyenne de 0,72+0,12 ml (tableau 8) par rapport au canal
épididymaire (0,13£0,05 ml).
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I1.1.2 La concentration de sperme en spermatozoides

La valeur moyenne de la concentration de sperme en spermatozoides récolté au niveau
du canal deférent est significativement plus élevée (p<0,001) que celle collectée du canal
épididymaire, avec des valeurs moyennes de 5333,33+1861,90 x10° spz/ml et
250+137,84x10° spz/ml (tableau 8) respectivement.

I1.1.3 La motilité massale

La motilité massale (MM), rapportée en pourcentage, varie entre 80,83+7,36% et
65,83+4,92% respectivement sur le sperme récolté a partir du canal déférent et de 1’épididyme
(tableau 8). D’aprés ces résultats, nous avons constaté que la motilité massale a subit une
variation significative (p <0,01).

I1.1.4 Le pourcentage des spermatozoides vivants

Le pourcentage des spermatozoides vivants récolté du canal déférent est
significativement (p<0,001) plus élevé que celui de I’épididyme (86,50+£2,59% Vs
53,17+9,13%).

I1.1.5 Le pourcentage des spermatozoides anormaux

Le taux des spermatozoides anormaux ne différe pas (p> 0,05) quel que soit la zone de
récolte (figure 23), nous avons noté un pourcentage de spermatozoides anormaux de
21,17+£3,37% récolté de I’épididyme et un taux de 20,67+13,43% récupéré du canal déférent.

Figure 23. Appréciation des spermatozoides vivants et anormaux

I1.1.6 La condensation de la chromatine

La valeur de la qualité de la chromatine des spermatozoides, récoltés du canal deférent et
de I’épididyme n’a révélé aucune différence significative (p>0,05) (tableau 8), malgré que le
pourcentage des spermatozoides avec une bonne qualité de la chromatine est de 78,17+4,75%
pour les spermatozoides de 1’épididyme. Alors que celui des spermatozoides du canal déférent
est de 76,17+6,62%.
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Figure 24. Coloration des spermatozoides avec bleue d’aniline (la condensation de la
chromatine).

11.2 Etude comparative entre deux méthodes de récolte du sperme post-mortem chez
le coq adulte

Cette étude est une comparaison entre deux techniques de réecolte de sperme post-
mortem : la méthode de ringage (rétrograde) et la méthode de flot-up, au niveau du canal
déférent chez le coq de population locale de I’Est algérien. Les résultats concernant le volume
spermatique, la motilit¢ massale, la viabilité, la concentration et le pourcentage des
spermatozoides anormaux ; et leurs variations sont reportées au tableau 9 et 10.

Tableau 9. Analyse de comparaison entre deux méthodes de récolte du sperme flot-up
(flottaison) et rétrograde (rincage) chez le coq fermier.

-type Erreurstd Variance Min Max

Vol (ml) 044 030 0,09 009 010 0,80
Conc (*10°) 254 147 0,42 216 1,00 5,00
MM (%) 76,67 7,49 2,16 56,06 6500 85,00
Viabilité (%) 74,83 9,80 2,83 9597 60,00 88,00
Spz anormaux (%) 30,33 4,46 1,29 19,88 24,00 37,00

Vol : Volume spermatique, Conc : Concentration, MM : Motilité massale, Spz : Spermatozoides
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Tableau 10. Comparaison de la qualité spermatique post-mortem, selon la technique de
récolte chez le coq fermier (X £ SEM).

N 6 6
Vol (ml) 0,17+0,08 0,72+0,12 oo
Conc (*10°) 1,75+0,76 3,33+1,63 Ns
MM (%) 75,8318,61 77,5046,89 Ns
Viabilité (%) 74,67+10,15 75,00410,39 Ns
Spz anormaux (%) 30,33+4,68 30,33+4,68 Ns

N : Nombre, Vol : Volume spermatique, Conc : Concentration, MM : Motilité massale, Spz : Spermatozoides,
*** n <0,001, ns : pas de différence significative

I1.2.1 Volume spermatique

Une différence hautement significative (p<0,001) a été observée entre la valeur
moyenne du volume spermatique récolté chez le méme coq (tableau 10) par les méthodes
rétrograde et flot-up, avec des valeurs respectives (0,72+0,12 ml vs 0,17£0,08 ml).

I1.2.2 Concentration de sperme

La moyenne de la concentration de sperme recolté par la technique rétrograde montre
une valeur relativement élevée (3,33+1,63x10%pz/ml) (tableau 10) & celle utilisant la
technique par flot-up (1,75+0,76x10° spz/ml). Les différences observées entre les deux
méthodes de récolte ne sont pas statistiquement significatives (p>0,05).

I1.2.3 Motilité massale

La valeur moyenne de la motilité massale des spermatozoides récoltés par la méthode
rétrograde 77,50+ 6,89% est supérieure a celle des spermatozoides récoltés par la méthode
dite flop-up 75,83+ 8,61% (tableau 10), mais sans différence significative (p>0,05).

I1.2.4 Pourcentage de spermatozoides vivants

Le pourcentage de spermatozoides vivants récolté par la méthode flot-up ou rétrograde
(74,67+ 10,15% vs 75,00+ 10,39%), ne présente aucune différence significative (p>0,05).

I1.2.5 Pourcentage de spermatozoides anormaux (tératospermie)

Le tableau 9 fait ressortir les mémes valeurs moyennes du pourcentage des
spermatozoides anormaux (30,33+ 4,68%) quelle que soit la méthode de récolte (flot-up ou
rincage), aucune différence significative (p>0,05) n’a été observée.
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11.3 Effet de la température sur la qualité du sperme post-mortem

Les résultats de 1’effet de la température sur la qualité du sperme durant la conservation
in situ, 2h et 24 h a 20°C, apreés abattage sont visibles aux tableaux 11 et 12. Dans cette étude,
les échantillons de sperme obtenus du canal déférent des coqgs locaux, conservés 24h a 4 °C,
apres abattage sont aussi déterminés. Les moyennes, les écarts-types, les minima, les maxima
et coefficients de variation des valeurs moyennes de la motilité massale, la viabilité, le
pourcentage des spermatozoides anormaux et I’intégrité acrosomiale sont présentés dans le
tableau 11.

Tableau 11. Analyse de la conservation du canal déférent a différents températures et temps
(2h et 24h & 20 °C, et 24h a 4 °C) chez le coq fermier.

M M (%) 75,00 12,74 3,68 162,36 50,00 89,00
Viabilite (%) 70,08 15,66 4,52 245,36 45,00 89,00

Spz anormaux (%) 31,42 3,94 1,14 15,54 27,00 37,00
Intégrité de I’acrosome (%) 77,08 8,38 2,42 70,27 60,00 89,00

MM : Motilité massale, Spz : Spermatozoides

Tableau 12. Effets de la conservation du canal déférent a différentes températures de cogs
autochtones dans I’Est Algérie (X = SEM).

N 6 3 3
M M (%) 81,00+2,19 55,0045,00 83,00+7,21  ***
Viabilite (%0) 75,50+11,11 48,33+3,51 81,00+7,21 **
Spz anormaux (%) 32,00+4,65 32,00+4,36 29,67+2,52 ns
Intégrité de I’acrosome (%) 75,67+10,61 75,33+2,52 81,67+7,51 ns

N : Nombre, MM : Motilité massale, Spz : Spermatozoides, h : heures, ** p <0,01 et ***p<0,001, ns: pas de
différence significative.

I1.3.1 Motilité massale

La motilité massale des spermatozoides recueillis a partir du canal déférent conservé
pendant 24h a deux différentes températures, 4°C et 20°C est de 55+5% et 83+7,21%
respectivement, une différence hautement significative (p <0,001) a été observée entre la
motilité des spermatozoides conservés pendant 24h a 4°C et a 20°C , alors qu'aucune
différence n’a été observée entre la motilité des spermatozoides récoltés 2 h apres abattage et
aprés conservation du canal déférent pendant 24 ha 20°C (81,00£2,19% vs 83,00£7,21%).

I1.3.2 Pourcentage de spermatozoides vivants

Une différence significative (p<0,01) est relevée dans la variabilité du pourcentage des
spermatozoides récoltés du canal déférent conservés a 4 °C et a 20 °C pendant 24h, et dont les
valeurs respectives sont de 48,33+£3,51% et 81+7,21%.
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I1.3.3 Le pourcentage des spermatozoides anormaux et I’intégrité acrosomiale

Aux deux températures testées 4°C et 20°C, ’analyse statistique a révél¢ respectivement
un pourcentage moyen des spermatozoides anormaux de 32+4,36% et 29,67+ 2,52%, et un
pourcentage des spermatozoides avec un acrosome intact de 75,33+2,52%, et 81,67+7,51%.
Toutefois, aucune différence significative n’est observée pour les deux facteurs étudiés (le
taux de tératospermie et I’intégrité de I’acrosome).
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I11. Discussion
I11.1 Etude de la qualité du sperme post-mortem prélevé au niveau de I’épididyme et
du canal déférent

La reproduction chez 1’espéce aviaire représente un processus trés spécifique (Blesbois,
et Brillard, 2007 ; Blesbois, 2018). Ce sont des espéces ovipares avec des gonades internes,
et la gamétogenése se déroule a une température corporelle élevée (40-42°C) (Santiago-
Moreno et Blesbois, 2020).

I1 est important de connaitre et de saisir I’importance des changements morphologiques
des spermatozoides au cours de son passage dans le tractus génital, pour bien comprendre le
mécanisme de fertilisation et de la capacitation des spermatozoides.

Plusieurs travaux ont été rapportés chez différentes races de volaille dans le monde
(Birketf Howarth, 1983 ; Bath et Chaudhari, 2002 ; Gonzélez-Santos et al., 2019).

Par contre, aucun travail n’a été effectué sur la qualité du sperme récolté apres abattage
chez le coq de la population locale algérienne.

Un rappel sur la structure anatomique de I’appareil génital male chez le coq est trés
important, pour une bonne interprétation des variations de différents parametres de la qualité
spermatique.

L’appareil génital male de I’espéce avicole présente quelques particularités anatomiques
et physiologiques comparées a celui des mammiferes. L’appareil reproducteur male chez le
cog (Gallus gallus domesticus) est relativement plus simple que celui des mammiféres
(Nicaise, 2015). Les gonades méles sont représentées par les deux testicules. Chaque testicule
est recouvert par une capsule conjonctive blanche, 1’albuginée, dont la surface est parcourue
par des vaisseaux sanguins.

Les testicules sont liés aux canaux efférents qui gagnent le canal épididymaires (figure
15). Ces derniers se prolongent par les canaux déférents qui débouchent dans 1’urétre lequel
aboutit au cloaque (Kwon et al., 1995; Simdes et al.,2004 ; Razi et al.,2010 ; Abd-
Elmaksoud et al.,2014).

La partie épididymaire est située a la surface dorso-meédiane des testicules et comprend
le rete testis, les canaux efférents, les conduits de liaison et un canal épididymaire court et non
différencié (figure 25), divisé en deux parties proximales et distales, bordée par un épithélium
non cilié, et structurellement similaire dans toute la longueur (Nixon et al., 2014). La plupart
des especes aviaires ne possedent pas de glandes annexes, mais possedent des cellules
sécretoires dans I'épithélium des canaux excréteurs (Abd-Elmaksoud et al., 2014).
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Figure 25. Structure de la partie épididymaire chez le coq (Gallus gallus domesticus) (Nixon
et al., 2014)
Selon Salting et al. (2016), le choix du sperme de bonne qualité est basé sur les normes
suivantes :

1. Lacouleur : doit étre indemne de toute contamination causée par des produits
cloacaux,

2. Le volume supérieur a 0.3 ml,

3. La mobilité des spermatozoides supérieure a 65%,

4. La concentration du sperme supérieure a 1x10° spz/ml.

ITI.1.1 Volume spermatique

Le volume spermatique moyen récolté au niveau de 1’épididyme est de 0,13+0,05 ml
inférieur a celui du volume spermatique récolté du canal déférent 0,72+0,12 ml , il est plus bas
que les normes rapportées dans la littérature (supérieure a 0.3ml) (Salting et al.,2016).Cela est
bien expliqué par la taille et la position du canal épididymaire par rapport au canal déférent
(revoir la structure anatomique de I’appareil reproducteur chez le coq).

Le volume de sperme est généralement faible et la concentration de spermatozoides trés
¢levée chez I’espéce avicole « Gallus gallus domesticus », de sorte que le plasma séminal est
en quantité relativement faible, mais il contribue a des changements tres rapides dans le
métabolisme et les fonctions des spermatozoides (Santiago-Moreno et Blesbois, 2020).

Des études anatomiques ont révelé un large sac qui se compose de deux parties non
discrétes dans la région frontalo-ventriculaire des testicules entre I'épididyme et le canal
déférent, qui était étroitement lié a I'épididyme en partie ventrale et en partie latérale aux
reins. Son role est le stockage du sperme, il est I’équivalent de la queue de I’épididyme chez
les mammifeéres (Razi et al., 2010).

ITI.1.2 Concentration spermatique

La valeur moyenne de la concentration spermatique récupérée du canal épididymaire est
de 250+137,84.10° spz/ml, alors que celle récupérée du canal déférent est de
5333,33+1861,90.10° spz/ml. Une différence hautement significative (p<0,001) a été observée
entre le nombre de spermatozoides récupéré dans les deux compartiments (canal épididymaire
et canal déférent).
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Le nombre de spermatozoides récupéré du canal épididymaire est inférieur de la norme
(supérieure a 1x10° spz/ml) ; alors que le nombre de spermatozoides au niveau du canal
déférent depasse cing fois les normes. Chez la plupart des espéces avicoles, le sperme éjaculé
est caractérisé par une forte concentration de spermatozoides jusqu'a plus de 10 milliards de
spz/ml.

Une particularité de la reproduction chez le coq comparé aux mammiferes, l'intervalle
entre les spermatogonies de type B et les spermatozoides est relativement court (au niveau du
tube séminifére), sachant que la durée de la spermatogenése est environ 13 a 14 jours
(Noirault et al., 2006 ; Santiago-Moreno et Blesbois, 2020). Aprés leurs évacuations vers le
rete testis, les spermatozoides sont rapidement transportés a travers I'épididyme vers les
canaux déférents (Blesbois et Brillard, 2007). Le temps de survie des spermatozoides dans
les canaux déférents est < 7 jours (Santiago-Moreno et Blesbois, 2020).

Selon Santiago-Moreno et Blesbois (2020), lors de la spermatogenese, un nombre
élevé de spermatozoides sera produit dans de trés petits volumes de sperme. Le sperme chez
le coqg, présente g@énéralement une concentration exceptionnellement élevee de
spermatozoides avec relativement peu de plasma séminal. Contrairement aux mammiferes, il
n'existe pas de glandes identifiées, telles que la prostate ou les vésicules séminales.

Les composants du plasma séminal chez le coq proviennent des canaux efférents (partie
distale de I’épididyme), du canal déférent, y compris la dilatation terminale qui pénétre dans
le cloaque par un canal éjaculateur (Jones, 1998 ; Long, 2014). Chez les espéeces aviaires, les
canaux efférents sont composes de plus de 70 % de la partie épididymaire, ce qui suggére que
les canaux efférents représentent un composant plus important que le canal épididymaire et le
réte testis (Ilio et Hess, 1994 ; Janssen et al., 2000).

Les principales fonctions des canaux efférents sont la réabsorption des liquides, le
transport et la concentration des spermatozoides, la phagocytose des spermatozoides et la
sécretion de protéines (Janssen et al., 2000). Ces fonctions sont essentielles pour la
concentration et la maturation des spermatozoides et sont contrélées par plusieurs hormones,
dont les androgénes et la vitamine D3 (Oliveira et al., 2011).

I11.1.3 Motilité massale

La motilité massale (MM) est une caractéristique importante dans la prise de décision
sur I’acceptation ou le rejet d’un €jaculat pour les traitements ultérieurs et son utilisation dans
I’insémination artificielle ou pour la cryoconservation (Briand-amirat et al., 2006 ;
Bharatkumar et Siddiquee, 2013; Hamadou et al., 2015).

Colas (1981), explique cela par le fait que la motilité massale n’est pas liée au pouvoir
fécondant du sperme, et que son évolution ne donne qu’une idée vague sur la proportion des
cellules vivantes dans la semence. En effet, la valeur moyenne de la motilité massale obtenue
dans le cadre de cette étude est variée de facon significative d'un compartiment a l'autre (P <
0,01), elle est de 65,83+4,92% au niveau de 1’épididyme alors qu'au niveau du canal déférent
est de 80,83+7,36%.
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Cette valeur est acceptable pour les deux compartiments (épididyme et canal déférent),
en comparaison avec les normes citées par Salting et al. (2016), a partir de laquelle, ce
parametre est considéré comme une bonne indication de la qualité du sperme, avec une
capacité de fertilisation acceptable et une bonne fertilité (Farrell et al., 1998 ; Salting et
al.,2016),et aussi a partir de laquelle le sperme est accepté pour I’insémination artificielle ou
la cryoconservation (O'Hara et al., 2010 ; Salting et al. (2016). Nixon et al. (2014) ont
déterminé une valeur de la motilité massale des spermatozoides récupérés du testicule de
11,33%, avec une valeur de 78% apprécié du canal déférent.

Alors que Gonzalez-Santos et al. (2019), ont observé une valeur de motilité massale
des spermatozoides testiculaires de 20 %, alors que cette valeur était de 80 % au niveau du
canal déférent. Ce sont des valeurs presque comparables a nos résultats 80,83 + 7,36% (au
niveau du canal déférent) avec 65,83 + 4,92% (épididyme).

Ahammad et al., (2011) ont annoncé dans leurs travaux que chez le coq les
spermatozoides provenant des testicules, de I'épididyme et des canaux déferents avaient une
motilité faible, moyenne et élevée, respectivement. L’augmentation de la motilité des
spermatozoides les rend energiques en raison de leur contenu mitochondrial (une trentaine
chez le coq) (Blesbois ,2011 ; Sasanami et al., 2012).

Les résultats de Munro (1935 et 1938) et Gonzalez-Santos et al. (2019), sont
confirmés par notre éetude, la mobilité des spermatozoides augmente progressivement dans
I’épididyme, mais la mobilit¢é maximale a été observée dans le canal déférent. Le
spermatozoide aviaire n’est pas mobile dans les testicules, bien qu’il ait été prouvé qu’il est
capable de féconder les ceufs lorsqu’il est récolté des testicules. Selon Ashizawa et Sano
(1990), a la sortie du testicule, les spermatozoides posseédent déja 1’essentiel de leur capacité
de motilité et un pouvoir fécondant non negligeable.

L'importance de la motilité massale est prouvée par le fait que les spermatozoides chez
I’espéce avicole, subissent une pression de sélection intense dans la région vaginale de
l'oviducte, et que les spermatozoides peu mobiles sont incapables de traverser le vagin pour
atteindre I'infundibulum (Nixon et al., 2014).

Le plasma séminal chez la volaille est un fluide complexe composé par des lipides, des
protéines, des ions (Na+, K+, Cl—, Ca?*, et Mg?"), I’hormone (testostérone), des acides aminés
et des enzymes. Il convient de noter que la mobilité des spermatozoides chez le cog dépend de
l'activité de la phospholipase A2 dépendante du Ca?*, qui fournit des acides gras a longue
chaine pour la B-oxidation au sein de la matrice mitochondriale (Froman et Kirby, 2005 ;
Santiago-Moreno et Blesbois, 2020).

Chez I’espéce avicole, il a été prouvé depuis longtemps que la présence du plasma
séminale dans le sperme, contribue et stimule la motilité des spermatozoides. Il est impliqué
dans des échanges clés avec les spermatozoides, qui influencent grandement la capacité de la
fécondation des gamétes (Santiago-Moreno et Blesbois, 2020).
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IT1.1.4 Pourcentage moyen de spermatozoides vivants

Le pourcentage moyen de spermatozoides vivants analysé a partir de 1’épididyme et du
canal déférent est de 53,17+9,13% vs 86,50+2,59% respectivement, par consequent le
pourcentage de spermatozoides morts trouvé dans la présente étude est de 46.83% dans
I’épididyme plus élevée par rapport a 13.5% dans le canal déférent. La viabilité des
spermatozoides est I'un des parametres de qualité du sperme les plus importants, afin de
connaitre la capacité de fécondation du spermatozoide.

Gonzélez-Santos et al., (2019) ont évalué le pourcentage de spermatozoides vivants
dans les testicules (91,40 %) et aprés €jaculation (96,46 %). Ces valeurs étaient similaires a
celles de Herrera et al. (2005) et de Santiago-Moreno et al. (2011). La fécondation in vitro
(FIV) nécessite la plus grande quantité de spermatozoides vivants (Mizushima et al., 2014).
La valeur du pourcentage des spermatozoides vivants rapportés par Feyisa et al. (2018)
(éjaculat) pour les spermatozoides vivants chez différentes populations de coq est de 77,1% a
85,1%.

II1.1.5 Pourcentage de spermatozoides anormaux (tératospermie)

La morphologie des spermatozoides a été recommandée comme l'une des
caractéristiques qualitatives la plus essentielle du sperme chez 1’espéce avicole. Dans notre
étude aucune différence significative (p> 0,05) n’a été constatée entre le pourcentage de
spermatozoides anomaux dans les deux compartiments : 1’épididyme 21,17+3,37% et canal
déferent 20,67+13,43%. Adam (1995) qui prétend que le sperme de bonne qualité ne doit pas
contenir plus de (20%) de spermatozoides anormaux. Si I'¢jaculat contient plus de 25% de
pourcentage des spermatozoides anormaux, cela peut entrainer une réduction de la fécondité
(Bearden et al., 2004).

Les parameétres observés dans I’étude de Gonzalez-Santos et al., (2019) concernant la
morphologie des spermatozoides ont montré que 89,2 % des spermatozoides normaux se
trouvaient dans les testicules et 91,40 % dans I'¢jaculat. Ces pourcentages sont en accord avec
ceux obtenus par Tabatabaei et al., (2009) chez la méme espéce.

Selon les proportions les plus élevées des défauts morphologiques observés se situaient
au niveau de la téte et de la queue des spermatozoides dans toutes les races, ce qui suggere
que ces parties des spermatozoides sont plus sensibles aux facteurs environnementaux (Feyisa
et al., 2018). Les défauts au niveau des spermatozoides pourraient affecter la capacité de ces
derniers a atteindre et a pénétrer un ovule.

Habituellement, les anomalies des spermatozoides indiquent des perturbations de la
spermatogenese et cela pourrait étre attribué a I'age, a ’alimentation... (Mamun Tarif et al.,
2013). Néanmoins, la proportion de spermatozoides morphologiquement normaux dans la
présente étude était suffisamment bonne pour une cryoconservation et la création d’une
banque a base de sperme chez le coq (Gallus gallus domesticus) de la population locale
algérienne.
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I11.1.6 Condensation de la chromatine

Durant la spermatogenese, il y a substitution graduelle des histones somatiques (riches
en lysine) par des histones spécifiques du testicule et finalement par des protamines (riches en
arginine et cystéine). Il s’agit d’évaluer la maturité nucléaire des spermatozoides. La
coloration par le bleu d’aniline, en colorant les histones, permet d’évaluer indirectement 1‘état
de condensation de la chromatine. Le bleu d’aniline acétifié marque sélectivement les histones
persistantes et donc les spermatozoides immatures qui sont alors colorés en bleu foncé tandis
que les spermatozoides matures sont incolores (Roux et al., 2004 ; Khassal,2009).

La condensation (compaction) de la chromatine du spermatozoide est nécessaire a la
protection du génome paternel au cours du transit du spermatozoide dans les voies génitales
ainsi que dans les différentes phases de progression au cours de la fécondation. Les
protamines sont les protéines nucléaires les plus abondantes dans les spermatozoides matures
qui remplacent les histones pendant la spermatogenése. La carence en protamine et
l'augmentation des restes d'histones dans les spermatozoides entraine une condensation
prématurée de la chromatine, cause d'échec de la fécondation et du développement des
embryons (Oliva, 2006).

Dans la présente étude, la coloration a base de bleu d’aniline indiquant la présence de
proteines de protamine au niveau des spermatozoides récupérés de 1’épididyme 78,17+4,75%
et de 76,17+6,62% au niveau du canal déferent. Nos resultats sont proches a ceux de
Shanmugam et al. (2016) qui ont travaillait sur deux souches différentes. Les observations
faites dans la présente étude suggerent que la méthode de coloration au bleue d'aniline
pourrait étre utile pour déterminer I'état de condensation de la chromatine des spermatozoides.

Il est & noter que les connaissances actuelles sur la protamine des spermatozoides sont
principalement celles obtenues a partir d'études sur le sperme de mammiferes. Des
informations supplémentaires sont nécessaires en ce qui concerne le processus de
condensation de la chromatine dans le sperme de coq « Gallus gallus domesticus » pour
I'application réguliere du test au bleu d'aniline dans I'étude de la qualité spermatique.

I11.2  Etude comparative entre deux méthodes de récolte du sperme post-mortem
chez le cog adulte

La plupart des recherches effectuées sur la récolte et I'évaluation du sperme non éjaculé
ont porté sur des espéces de mammiféres, chez lesquelles la viabilité du sperme épididymaire
est étonnamment élevée, méme apres cryoconservation (Soler et al., 2005). De nombreuses
techniques de collecte de sperme post-mortem ont été décrites pour les espéces de
mammiféeres, mais leur utilisation chez le coq Gallus gallus domesticus est rare.

Cette étude a été la premiere a comparer deux techniques de prélevement, par flusching
(rétrograde) et flot-up (flottaison), en post-mortem, de sperme de coq de la population locale
de Iest algérien. Au tableau 10 sont présentés les résultats comparatifs des paraméetres évalués
sur le sperme récolté a partir du canal déférent par les deux méthodes.
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I11.2.1 Volume spermatique

Nos résultats indiquent une différence significative (p<0.01) pour le volume
spermatique récolté par les deux méthodes rétrograde et flot-up, avec les valeurs respectives
de 0,72+0,12 ml et 0.17£0,08 ml. Le volume récolté par la méthode flot-up enregistré dans
nos résultats (0.17+0,08 ml), est inférieur a ceux rapportés par Mavi et al., (2017) en race
Assel (0,36+0,08 ml) et Kadaknoth (0,30+0,06 ml). Ce méme résultat (0,30 ml) est obtenu par
Mphaphathi et al., (2016) chez le coq Venda, mais par la méthode du massage abdominal.
Cette différence de volume spermatique entre les deux méthodes de récolte est due au
protocole de prélevement des deux techniques, rétrograde et flot-up (cf partie méthodologie).

IT1.2.2 Concentration spermatique

La concentration du sperme, récupéré par les méthodes flusching (rétrograde) et flot-
up, était respectivement de 3.33+1.36x10° spz/ml et 1.75+0.76 x10° spz/ml, toutefois une
différence non significative est relevée(P>0.05). Les deux méthodes utilisées dans notre étude
donnent des concentrations spermatiques inférieures a celle obtenue (6.8x10° spz/ml) par
massage abdominal sur le coq Venda (Mphaphati et al., 2016).

Siudzinska et Lukasvewicz (2008), ont annoncé une moyenne de concentration du
sperme de 4.7x10° spz /ml, chez le coq polonais (blanc et noir) et 4.2x108spz/ml, chez la race
Black minorcas. Alors que selon Tuncer et al. (2008) et Obidi et al., (2008), les
concentrations de sperme signalées ont été de 2.4x10° Spz /ml, chez le coq Gerse et de
3.6x10%pz /ml, chez le coq Shikabrown, semblables aux présents résultats avec la méthode
rétrograde récupérer du canal déférent. La concentration spermatique varie a la fois au sein
d'un méme individu et entre les individus d'une méme espéce (Hicks, 1992 ; Glover, 2012 ;
Salting et al.,2016).

Les résultats de Salting et al., (2016) impliquent que la concentration des
spermatozoides obtenus du canal déférent était comparable avec les concentrations des
spermatozoides dans les échantillons obtenus via la méthode de massage dorso abdominal.

Selon 1’étude de Villaverde-Morcillo et al. (2016), quel que soit le dilueur utilise, le
nombre de spermatozoides récupérés par la méthode de rincage (rétrograde) est nettement
plus élevé que par la méthode de flot-up (5,9.10°%pz/ml vs 3,4.10%spz/ml de sperme par canal
déférent (p<0.05), en effet, le nombre était proche a celui enregistré par le sperme éjaculé
(6,3.10%spz/ml).

Selon les résultats de Villaverde-Morecillo et al. (2016), le nombre de spermatozoides
récupéré a partir d’un seul canal déférent par la méthode de ringage, était presque le méme
nombre de spermatozoides récolté des éjaculats.

La technique de flot-up est plus facile a réaliser et plus rapide que la méthode
rétrograde, mais les échantillons de sperme étaient généralement contaminés avec des cellules
sanguines. La présence de ces derniers peut augmenter la production de I'oxygéne (ROS), ce
qui affecte négativement la qualité des spermatozoides lors du stockage a long terme (Aitken
et Bennetts 2006).
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I11.2.3 Motilité massale

Aucune différence significative (p>0,05) n’a été observé entre la valeur moyenne de la
motilité massale des spermatozoides récoltés par la méthode rétrograde 77,50+ 6,89% et la
meéthode dite flop-up 75,83+ 8,61%. Par contre, la meilleure valeur de la motilité massale est
celle obtenue a partir de sperme récolté par la technique rétrograde. Les mémes résultats sont
observés par Salting et al. (2016), avec des valeurs plus basses 65.5 + 4.97 vs 65+4.71%. |l
faut prendre en considération la pression et la force exercée sur les spermatozoides lors de la
récolte par ringage (rétrograde) (Bouaziz et al. 1998 ; Fioravanti et al., 2005 ; Santiago-
Moreno et al., 2007).

I11.2.4 Pourcentage de spermatozoides vivants

Le pourcentage des spermatozoides vivants, récupérés par la méthode flot-up, était de
74.00£10.15%, tandis que, celui récupérés par la méthode de rincage, était de 75.00+10.39%.
Les résultats ont indiqué que la méthode de récolte n’a aucun effet sur le pourcentage des
spermatozoides vivants. La viabilité obtenue dans cette étude était inférieure a celle obtenue
par la méthode flot-up (85.65+7.88%) et par la méthode de hachage (84.24+8.79%) (Salting
et al., 2016).

Le pourcentage de spermatozoides vivants dans les canaux excréteurs pourrait étre
pareil a celui des échantillons de 1’éjaculation pour les poulets domestiques, car le
spermatozoide mature devient pleinement fertile dans le canal déferent. C'est également dans
le canal déférent que sont stockés les spermatozoides produits par les testicules jusqu'a
I'accouplement du cog.

Toutefois des différences dans le taux de viabilité des spermatozoides peuvent étre
dépendant de la race, de 1’age, du climat, de la situation géographique, et de la nutrition (Das
et al., 2016 ; Kuzlu et Taskin, 2017. Mavi et al., 2018).

I11.2.5 Pourcentage des spermatozoides anormaux ou tératospermie

Comme exposé au tableau 10, le pourcentage de spermatozoides anormaux dans les
échantillons recueillis par les méthodes de flot-up et de ringage, est respectivement de
30.33+4.68% et de 30.33+4.68%. La méthode de prélévement n’a aucun effet sur le
pourcentage d’anomalie des spermatozoides (tératospermie).

Le taux des anomalies trouvé sur du sperme éjaculé est de 4.52+10% a 23.33+6.67%
chez différentes souches aviaires (Tarif et al., 2013 ; Churchil et al., 2014). Il est
respectivement de 41.04+10.19% a 44.1+0.26 % chez la race Ross-308 et les poulets
indigenes en Iran (Tabatabaei et al., 2009).

Les résultats obtenus sont propres a la souche locale algérienne et plus précisément pour
le sperme récolté en post mortem ; par deux méthodes : le flot —up et la rétrograde, et ne
peuvent étre comparés a ceux d’autres travaux ne présentant pas les mémes conditions.
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111.3 Les effets de conservation du canal déférent a différentes températures sur la
qualité spermatique

Les banques de genes pour 1’espece aviaire sont en cours de création. Malheureusement,
la collecte de sperme chez les oiseaux n'est pas sans difficulté, et nos connaissances sur la
conservation du sperme aviaire a court ou a long terme (cryoconservation), a différentes
températures doit étre améliorées. La température de stockage est lI'un des facteurs les plus
facilement controlables de I'environnement et les influences de la température ont recu une
attention considérable. Les effets de la température sur la qualité du sperme durant la
conservation in situ, 2h et 24h apres abattage a 4°C et 20 °C, sont exposeés dans le tableau 12.

II1.3.1 Motilité massale

Dans la présente étude, la motilité massale des spermatozoides recueillis du canal
déférent, aprés conservation de ce dernier pendant 24h a 4 °C est de 55.00+5%, tandis qu’a
20 °C elle est de 83+£7.21%. Alors que la motilit¢ massale aprés 2h d’abattage est de
81,004+2,19%. Selon I’étude statistique, la durée et la température de conservation agissent
d’une fagon trés hautement significative (p<0.001) sur la motilité massale.

La température de conservation joue un role important dans le maintien de la motilité
des spermatozoides. Le plasma séminal aviaire, qui est produit dans le testicule, I'épididyme
et le canal déférent (aucune glande sexuelle accessoire n'est présente chez le coq) est
fonctionnellement important puisqu'il stimulant la motilité des spermatozoides (Marzoni et
al., 2013).

Les échantillons de sperme conservés a 5 °C révelent une mobilité globale de plus de
50% apres 24h (Mphaphathi et al., 2016). Les échantillons de sperme de la race Venda,
enregistrent une mobilité de 55.0 £ 8.0 aprés 24h a 5°C en conservation in vitro, tandis que les
échantillons de sperme conservés a 25°C causent une réduction drastique de 30.6 £ 6.1 apres
24h (Mphaphathi et al., 2016).

Selon Clacke et al. (1982), le sperme de coq conservé a 41°c diminue drastiquement la
mobilité, comparée a celui conservé a 5.15 et & 25 °C. A basse température (4°C), il a été
rapporté gqu'il avait un effet néfaste lors de la conservation in vitro, associé a l'activation de la
phospholipase et aux modifications du pH pendant le refroidissement (Aitken et Bennetts,
2006 ; Douard et al., 2000 ; Sarkar, 2020).

Chez les espéces aviaires, les spermatozoides €jaculés peuvent étre stockés dans la
lumiere des tubules de stockage des spermatozoides (chez la poule) et peuvent conserver leur
capacité de fécondation jusqu'a 15 semaines a une température corporelle de 41°c (Sasanami
et al., 2013). Le processus par lequel les spermatozoides restent dans I'appareil reproducteur
féminin pendant une période plus longue n'est pas encore totalement compris.

Nous disposons de peu d'informations sur le mécanisme de régulation du stockage a
long terme du sperme dans des conditions in vivo.
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I11.3.2 Pourcentage de spermatozoides vivants

La durée et la température de conservation du canal déférent ont un effet significatif
(p<0,01) sur le pourcentage des spermatozoides vivants, pendant 24h & 4°C (48,33+3,51%) et
a 20°C (81+7,21%). La meilleure valeur de la viabilité est celle appréciée aprés la
conservation in situ pendant 24 h a 20 °C.

Le pourcentage des spermatozoides vivants analysé 2 h apres abattage est meilleur que
celle récolté aprés 24 h de conservation in situ a 4 °C. Dumpala et al., (2006) ont rapporté
que le nombre de spermatozoides morts dans le sperme de coq stocké a 41°C était
significativement plus élevé par rapport a ceux stockés a 4 ou 21°C.

Selon I’analyse de Sarkar (2020), un pourcentage élevé de spermatozoides viables est
généralement trouvé a basse température (environ 4°C).

I11.3.3 Pourcentage de spermatozoides anormaux et I’intégrité acrosomiale

En revanche, aucune différence significative n’a été observée entre le nombre de
spermatozoides anormaux (32+4.36%,29.67+2.52%) et entre les spermatozoides avec un
intact acrosome (75.33+£2.52%, 81.67+7.51%), recupéré apres 24 h de conservation du canal
déferent a 4 °C et 20°C. En plus sont proche a la valeur analysée aprés 2h d’abattage. Alors la
température n’a pas d’effet sur la morphologie des spermatozoides ni sur I’acrosome.

Les effets du stockage in situ sur la forme et I’intégrité acrosomique des spermatozoides
n'ont jamais été étudiés chez les espéces aviaires malgré son importance majeure pour la
gestion de la reproduction.

Les spermatozoides sont des gametes filiformes qui comportent une téte, une piece
intermédiaire et un flagelle. La téte contient I’acrosome et le noyau. L’acrosome est conique
et assez petit (2,5 um de long, 0,5 de large chez le coq) (Santiago-Moreno et al., 2016 ;
Blesbois, 2011).

Il contient la vésicule acrosomique, structure dérivée de I’apparcil de Golgi qui
fonctionne comme un réservoir de calcium et contient plusieurs enzymes protéolytiques utiles
au moment de la fécondation, parmi elles, 1’acrosine (Korn et al., 2000).

D’autres enzymes hydrolytiques sont également présentes comme la hyaluronidase et la
N-acetylbeta-glucosaminidase. Ces enzymes pourraient contribuer a stimuler le
déclenchement de la réaction acrosomique (Lemoine et al., 2011).

L'une des caractéristiques spécifiques de la biologie du sperme de 1’espéce aviaires est
I'absence de capacitation avant la réaction acrosomique (Lemoine et al., 2011).
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La réaction acrosomique est une réaction d’exocytose qui existe chez les
spermatozoides de toutes les especes a fécondation interne et chez certaines especes a
fécondation externe (Blesbois, 2011).

Chez les oiseaux, elle permet de libérer le stock enzymatique facilitant la traversée de la
membrane périvitelline interne (MPV1), la mobilisation de calcium qui pourrait (entre autres)
contribuer a 1’activation de I’ovocyte et, sans doute, I’accessibilité des sites de fusion entre la
membrane plasmique des spermatozoides et de I’ovocyte (Bakst et al., 1977 ; Okamura et
Nishiyama,1978 ; Lemoine et al.,2011).

Au cours de la réaction acrosomique, la membrane plasmique et la membrane externe
de I’acrosome se rompent et fusionnent, ce qui conduit a leur vésiculation et finalement a leur
disparition de la région acrosomique (Okamura et Nishiyama, 1978). La capacité des
spermatozoides de poulet a subir la réaction acrosomique est trés importante pour le succes de
la fécondation.
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Conclusion

Les résultats de cette étude ont prouvé que les échantillons de sperme de bonne qualité
peuvent étre recueillis du canal déférent chez le coq de population locale, avec des paramétres
comparables de sperme éjaculé. Les échantillons collectés du canal déférent sont une
meilleure source en post mortem pour de futures études sur la semence du coq, en ce qui
concerne les méthodes de développement de la cryoconservation du sperme de I’espeéce
avicole, et finalement, dans la cryoconservation pour des ressources génétiques de valeur.
Dont le cas ou des difficultés de récolte par massage abdominal ou dans certain cas de
mortalité subite.

Dans cette étude, I’extraction de sperme a partir du canal déférent, chez le coq indigene
algérien, était rendue possible et la différence entre la qualité du sperme récolté par la
méthode flot-up et la méthode de rincage, étaient aussi etudiées. La méthode de ringcage
permet d’obtenir un nombre ¢levé du sperme. Cette technique peut tre facilement réalisée sur
les oiseaux sauvages et domestiques trouvés morts ou sérieusement blessés, ce qui pourrait
étre intéressant pour le programme de reproduction et de conservation.

Cette étude montre aussi qu’il est possible de préserver le sperme de cogs indigenes
algériens a 4 °C et 20 °C pendant 24 h. Il est conclu que le sperme de haute qualité prélevé du
canal déferent de coq local peut étre destiné a des études plus approfondies sur la
cryoconservation afin de créer une banque de genes de la population aviaire locale algérienne.
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Effet de la température de conservation des testicules de bouc, sur la qualité
du sperme épididymaire : Premiere étape vers la cryobanque de races
locales algériennes.

Introduction

La deuxieme partie de notre projet a fait 1’objet d’une publication sur la population
locale caprine : H. OUENNES, F. AFRI BOUZEBDA, Z. BOUZEBDA, S. MEDJEDOUB,
A. DJAOUT, M. ADNANE SMADI. Effet de la température de conservation des testicules de
bouc, sur la qualité du sperme épididymaire : Premiére étape vers la cryobanque de races
locales algériennes. Revue de Médecine vétérinaire. 2019, 170, 7-9, 184-192

La préservation du sperme épididymaire d’animaux morts ou abattus a été reportée chez
plusieurs especes domestiques et sauvages : cerfs (Guerin et al., 2003, Soler et al., 2003;
Martinez Pastor et al., 2006; Santiago Moreno et al., 2009), bovins (Martins et al., 2007),
renards (Verdier, 2002) ; chevaux (Cary et al., 2004) ; camelins (Abselkhalek et al., 2009) ;
tégu noir et blanc (Young et al., 2013); singes rhésus (Dong et al., 2008); crocodiles
(Johnston et al.,2014), chevres (Blash et al., 2000) ; bouquetins (Santiago Moreno et al.,
2006) et ovins (Ehling et al., 2006 ; Karja et al., 2010; Turri et al., 2013). Cependant,
I’extraction du sperme épididymaire est parfois difficilement réalisable dans les régions
isolées (éloignées), en raison du manque de structure (laboratoire, centre de recherche..) et de
compétence, a proximité des zones d’élevage des races locales.

Plusieurs études ont été menées pour déterminer la cause de la détérioration des
spermatozoides epididymaires récupéres en post-mortem en fonction de certaines conditions
(température et durée post-mortem) chez différentes espéces : bovins (Martins et al., 2009) ;
babouins et chimpanzés (O’brien et al.,2003) ; cerfs rouges (Martinez Pastor et al., 2006 ;
Soler et al., 2003) ; moutons (Kaabi et al.,2003) ; ruminants sauvages (Killian et al., 2000 ;
Bisset et al., 2005 ; Fernandez-Santos et al., 2011).

Blash et al. (2000) ont demontré que, le sperme épididymaire de 1’espece caprine, peut
étre cryoconserve avec succes et utilisé en fécondation in vitro et en insémination artificielle,
s’il est immédiatement traité juste apres la mort de I’animal.

Cette étude permet d’évaluer la qualité avant la congélation et aprés congélation du
sperme épididymaire du bouc local en fonction de la température de stockage des testicules et
du temps écoulé entre la mort de ’animal et la récupération du sperme (0, 24, 48 et 72 h),
pour établir les protocoles optimaux de la cryoconservation du sperme épididymaire dans
cette espéce.
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I. Matériels et Méthodes
1.1 Matériels
I.1.1 Site expérimental

Cette étude a été débutée en mars 2017 jusqu’au juillet 2018 au niveau du centre de
Recherche en Biotechnologie « CRBt ». Le site expérimental est déja décrit dans la premiére
partie de notre thése.

I.1.2 Matériels biologiques

Le matériel est constitué de 40 paires de gonades (figure 27), prélevées en post-
abattage, sur des boucs dont 1’4ge moyen est de 3.5+0.5 ans, de population locale (différents
caracteres phénotypiques), de provenances diverses de I’Est algérien (figure 26).

© OUENNES H., 2019

Figure 27. Testicule de Bouc.
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I.1.3 Materiels non biologiques
I.1.3.1 Matériels de prélevement du sperme

Le matériel de prélevement spermatique, a été deja detaillé dans le premier volet de
notre travail (la caractérisation du sperme post-mortem chez le coq fermier dans I’est de
I’Algérie) sauf :

> Une glaciére pour le transport des échantillons au laboratoire.
> Une pince a clamp, utilisée pour le cathétérisme du canal déférent lors du ringage.

I.1.3.2 Matériels d’appréciation de la qualité spermatique et de congélation

L’étude de la qualité du sperme épididymaire chez le bouc nécessite certains matériels
et réactifs, en dehors du matériel déja cité au premier volet (la caractérisation du sperme post-
mortem chez le coq fermier dans I’est de I’ Algérie) :

> Un spectrophotometre pour petit ruminant (AccuRead, IMV Technologie, France),

» Un analyseur de sperme assisté par ordinateur (CASA) (figure 28) (analyseur de
classe de sperme, SCA Microptic, SL, version 3.2.0, Barcelone, Espagne),

» Bain-marie réglé a 37,5 +1 °C (figure 29).

Centrifugeuse (figure 30),

» Hotte microbiologique : Utiliser pendant toute la procédure de prélevement et
conditionnement du sperme (figure 31).

» Osmometre (pour mesurer la pression osmotique de la fraction de dilution)
(figure32),

» Balance de précision OHAUS (figure 33).

» pH metre (mesure le ph metre de la fraction de dilution) (figure34),

» Lame de marque Leja® a 4chambre (20 microns), Leja Product B.V. uzernestraat
10 (figure 35),

> Paillettes de congélation de 0,25 ml (Cryo Bio System, groupe IMV Technologies,
I’Aigle, France),

» Citerne d’azote liquide pour 10 litres, avec tout un équipement (conistére, visotube,
baguettes) (figure 36,37), et matéricl de sécurité contre les brulures de I’azote
liguide (gants, lunettes, bottes),

> Boite en polystyrene (figure 38),

A\
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© OUENNES H.; 2019

Figure 29. Bain marie (Julabo/SW23) Figure 30. Centrifugeuse

© OUENNES H., 2019

W]
@56, 6
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Figure 31. Hotte (SHINSAENG, CLEAN Figure 32. Osmomeétre (VOGEL OM
BENCH). 815)
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Figure 34. pH métre

Figure 35. Lame Leja®
-

© OUENNES H., 2019

Figure 36. Visotube Figure 37. Canistére Figure 38. Boite en polystyréne (3L)

I.1.3.3 Produits chimiques

Tous les produits chimiques ont été obtenus aupres de Sigma — Aldrich Company
groups (St. Louis, MO) : Acide Citrique (Cat.C2404), Fructose (Cat.F3510), Glycerol
(Cat.G15523), Acide Hydrochloride 37% (Cat.258148), Tris-(hydroxymethylaminomethane)
(Cat. 93352), Acétate d’ammonium, Formaldéhyde, Acide perchlorique, Citrate de sodium,
Gentamycine (antibiotique), Colorant : Eosine Nigrosine, 1’alcool polyvinylique : poudre de
bouchage des paillettes.
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1.2 Méthodes
1.2.1 ldentification de I’Age des boucs

En I’absence de boucle d’identification, la dentition est le seul moyen de 1’estimation de
I’age chez les caprins (Sangaré et al., 2005 ; Vatta et al., 2006). Le nombre (tableau 13) et la
forme des dents (incisives) (figure 39), ont été utilisés pour estimer 1’age des petits ruminants
(Hall, 1991 ; Desta, 2009), en plus des informations données par I’éleveur.

© OUENNES H., 2019
Figure 39. Détermination de [’dge chez le bouc.

Tableau 13. Détermination de /’dge (Desta., 2009).

0 paire Moins de 1 an

1 paire 1%an

2 paires 1% - 2 ans

3 paires 2% - 3 ans

4 paires > trois ans
Bouche brisée Agés

1.2.2 Méthode de récolte du sperme épididymaire chez le bouc

Les testicules ont été recueillis de I'abattoir, 1 h 30 m en moyenne apres 1’abattage et
transportés au laboratoire dans les conditions expérimentales. Les testicules de 40 males
pubéres (80 testicules au total) collectés ont été divisés en deux groupes : la moitié des 40
paires de testicules (40 testicules) ont été transportées au laboratoire a température ambiante
(E), tandis que I’autre moitié¢ (40 testicules) a Itempérature de réfrigération (R) de 4°C. Dans
les deux groupes (E) et (R), un testicule de chaque paire a été traité apres abattage, formant les
groupes de contréle (OE et OR).

Le testicule controlatéral a été traité aprés 24 heures (T24E, n=6; T24R, n=6), 48
heures (T48E, n=6; T48R, n=7) et 72 heures (T72E, n=7; T72R, n=8) de stockage, a la
température correspondante. Le sperme a été recueilli par la méthode de rincage rétrograde tel
que rapporté par Martinez Pastor et al. (2006) et Benhenia et al. (2016).
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Briévement, 1’épididyme et le canal déférent ont été disséqués et séparés du testicule.
Les vaisseaux sanguins superficiels ont été coupés et leur contenu enlevé par un ringage et
essuyage. Le sperme a été recueilli dans un microtube en effectuant une coupe a proximité de
la jonction du corps et de la partie proximale de la queue de 1’épididyme. Ensuite, les canaux
déférents ont été cathétérisés avec une aiguille 22G, clampés a I’aide d’une pince, et rincés
avec 1 ml de sérum physiologique chauffé a 37 °C suivi d'une injection d'air pour récupérer
une quantité maximale de sperme.

Immédiatement aprés I’extraction, le volume, la concentration du sperme, la motilité,
les parametres cinétiques, le pourcentage des spermatozoides anormaux, la viabilité,
I’intégrité¢ acrosomiale, et le testHost ont été évalués avant la congélation et apres la
conservation a court terme au fil du temps (24 h, 48 h et 72 h).

1.2.3 Méthode d’appréciation de la qualité et de la quantité spermatique

Le sperme épididymaire récolté au laboratoire est maintenu immédiatement au bain sec
(figure 40) et examine sur place pour un examen macroscopique.

© OUENNES H., 2019

Figure 40. Bain sec réglé a 37 °C.

I.2.3.1 Le volume spermatique

Le volume spermatique récolté est apprécié avec la méme méthode déja citée dans la
premiére partie de la these.

1.2.3.2 Le nombre de doses

Le nombre de doses de semence pouvant étre produites a été calculé en multipliant la
concentration de spermatozoides du sperme frais par le volume de sperme, puis en divisant le
nombre total de spermatozoides par 200x10° spz/dose. L’examen microscopique nous a
permis de déterminer la motilité massale, mobilité progressive, I’intégrité acrosomiale, le test
de gonflement hypo-osmotique (hypo-osmotic swelling test = HOST), le pourcentage de
spermatozoides vivants, le pourcentage de spermatozoides anormaux.
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1.2.3.3 Evaluation de la mobilité des spermatozoides

La mobilité dans ce volet a été évaluée par le systéme d’analyse de la semence assistée
par ordinateur ou systémes CASA (Computer Assisted Semen Analysis). C'est une méthode
d’analyse de sperme informatisée qui permet d’obtenir des informations objectives et précises
sur la proportion de spermatozoides mobiles et leur mouvement.Le systeme détecte les
mouvements des spermatozoides et suit chaque spermatozoide séparément dans le temps et
I’espace (figure 41). De nombreux paramétres pouvant étre calculés avec cette technique :

»  Le pourcentage de spermatozoides mobiles (MOT : Total Spermatozoal Motility).

> Le pourcentage de mobilité progressive (PMOT : Progressive Spermatozoal
Mobility).

> Le pourcentage de spermatozoides fléchant (dont la trajectoire a des
caractéristiques supérieures a une vitesse et une linéarité de mouvement prédéfinie).

» L’amplitude de mouvements latéraux de la téte des spermatozoides pendant leur
déplacement (ALH : Amplitude of Lateral Head Displacement).

»  Lavitesse moyenne de déplacement linéaire (VSL : Straight-Line Velocity).

» La vitesse curviligne (VCL : Curvilinear Velocity) c’est-a-dire la vitesse mesurée
sur la distance totale parcourue.

» La fréquence des rythmes de croisements des trajectoires (BCF : Beat Cross
requency)

La moyenne des déplacements angulaires (MAD : Mean Angular Displacement)
(Allimant, 2010 ; Marc, 2015).

Trajectoire ligne droite Trajectoire moyenne

Déplacement latéral de la téte Position du centroide

Trajectoire curvilinéaire

Figure 41. Trajectoires analysées par les analyseurs de sperme assistés par ordinateur
(computer assisted semen analyse, CASA) (Ponthier et al., 2014).
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Tableau 14. Définitions des trajectoires et des parameétres étudies par le CASA (Ponthier et

al., 2014)
Paramétre Abréviation Définition
Vitesse de la trajectoire VCL Vitesse de la trajectoire entre centroides dans un
curvilinéaire intervalle de temps défini
Vitesse de la trajectoire VAP Vitesse de la trajectoire lissée entre n positions du
moyenne centroide par intervalle de n temps
Vitesse de la trajectoire en Vitesse de la trajectoire entre 2 positions du
. : VSL N . .
ligne droite centroide pris entre n intervalles de temps
Linéarité LN VSL/VCL
Rectitude STR VSL/VAP
Oscillation WOB VAP/VCL

Pour faciliter la capture d’image, les échantillons ont été dilués (10 a 20 x 10° Spz / ml)
en utilisant un sérum physiologique. Ensuite, 5 pl de chaque échantillon a été placé sur une
lame Leja préchauffée a 37 °C. La lame a été placée sous un microscope a contraste de phase
sur une platine chauffée a 37 °C et les images ont eté capturées en utilisant une caméra video
avec un grossissement x10. Quatre séquences ont été scannées et au moins 200
spermatozoides ont été analyses. Les réglages standards ont été fixés a 25 images/s.

1.2.3.4 Evaluation de I’intégrité acrosomiale

L’intégrité de 1’acrosome a été évaluée a I’aide de la coloration bleue de Coomassie G-
250 comme décrit par Herrick et al. (2005) et modifié par Benhenia et al. (2018). En bref :

» 100 pl de solution de fixation (7,5% de formaldehyde dans une solution saline
tamponnée au phosphate) a été ajouté a 100 pl de sperme,

» Apres 10 min, I’échantillon a été centrifugé pendant 2 min a 10 000 g et le
surnageant a été jeté,

» Apres une deuxiéme centrifugation, le culot de spermatozoides a été lavé deux
fois en utilisant 1 ml d’acétate d’ammonium (pH = 9),

> Le sperme a été ensuite suspendu dans 0,5 ml en utilisant la méme solution
tampon.

» La suspension de spermatozoides (20 ul) a été étalée sur une lame, séchée a I’air
et colorée avec 0,04% (p/v) de bleu de Coomassie G-250 a 3,5% (v/v) d’acide
perchlorique pendant 10 minutes,

» Deux ringages ont été effectués avec de I’eau jusqu’a ce que la couleur bleue
apparaisse,

» Pour calculer le pourcentage de spermatozoides avec un acrosome intact, au
moins 200 spermatozoides ont été évalués. Les acrosomes avec une couleur bleu
foncé sont considérés comme intactes, tandis que les autres sont considérés
comme endommageés.
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1.2.3.5 Le test hypo-osmotique (testHost)

La membrane plasmique, composée de lipides, protéines et carbohydrates, crée une
enveloppe semi-perméable autour du spermatozoide et intervient dans la régulation des
fonctions spermatiques de par la création d’un gradient ionique. De ce fait, I’évaluation de son
intégrité semble étre une composante importante de 1’évaluation de la semence.

Le testHOST, consiste a exposer le spermatozoide a une solution hypo-osmotique pour
tester la fonction d’osmorégulation (Cabannes, 2008 ; Oliveira et al., 2010). Une membrane
intacte doit en effet théoriquement permettre une entrée d’eau excessive dans le cytosol et
résulter en un gonflement cytosolique.

Lorsqu’un spermatozoide fonctionnel est exposé a cette solution hypo-osmotique, son
cytosol va ainsi se gonfler pour rétablir I’équilibre osmotique, principalement au niveau de la
queue (figure 42) (Cabannes, 2008 ; Oliveira et al., 2010). Inversement, le spermatozoide
incompétent dans son osmorégulation ne montre pas de changements visibles au niveau de
son flagelle.

L1 | )
Spermatozoides n’ayant pas

5 &2 5 Spermatozoides ayant réagi au test hypo-osmotique
réagi au test Hypo-osmotique

Figure 42. Représentation schématique des changements morphologiques typiques des
spermatozoides soumis a un stress hypo-osmotique = pas de changement (cellule ayant une
membrane plasmique altérée) b-g = divers types de changements (gonflement et enroulement)
de la queue des spermatozoides (cellules ayant une membrane plasmique intacte). (Cabannes,
2008 ; Allimant, 2010 ; Marc, 2015).

L’intégrité fonctionnelle de la membrane du sperme a été évaluée en utilisant le
testHost. En bref, 20 ul de sperme a été mis en incubation avec 200 pl de solution hypo-
osmotique (pression osmotique~100 mOsM/kg) pendant 60 min. La solution hypo-osmotique
est préparée en mélangeant 9 g de fructose et 4,9 g de citrate de sodium dilués dans 1 litre
d’eau distillée a 37 °C. Aprés I’incubation, 10 ul du mélange (semence, solution) sont mis
entre lame et lamelle puis placés sous microscope optique a grossissement x40.

Au moins, 150 spermatozoides ont été évalués. Les spermatozoides possédant une
queue enroulée gonflée ont été supposés avoir la membrane fonctionnelle (Bucak et al.,
2009 ; Sarsaifi et al ; Vichas et al., 2017).
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1.2.3.6 La viabilité et le pourcentage de spermatozoides anormaux

La viabilité et les anomalies des spermatozoides ont été évaluées par la coloration
éosine-nigrosine. Les proportions de spermatozoides vivants et anormaux ont ensuite été
évaluées sous un grossissement x 100 avec de I'huile & immersion, a l'aide d'un microscope a
contraste de phase, 200 spermatozoides ont été comptés (figure 43) (Evans et Maxwell,
1987 ; Benhania et al., 2018). La lecture des lames est la méme décrite dans la premiére
partie de la thése.

; | Pices  Gouttelettes Anomalies
Tétes  Acrosomes  intermédiaires cyto- de la

Nomal anormales ~ anomaux  anomales  plasmigues  queve

Figure 43. Représentation schématique des anomalies des spermatozoides (Allimant, 2010).

I.2.4 La congélation du sperme épididymaire chez le bouc
I.2.4.1 Ladilution

Les diluants de la semence utilisés pour la cryoconservation permettent la protection des
spermatozoides contre les chocs thermiques et les phénomenes de cristallisation. De plus, les
diluants sont une source d’énergie pour les cellules et permettent le maintien d’un milieu de
survie temporaire pour les spermatozoides (Purdy, 2006).

Pour la préparation du milieu de dilution, il nous faut certains produits chimiques et une
balance de précision. Avant de diluer la semence, il faut tout d’abord mesurer I’osmolarité du
diluant (fraction) avec un Osmomeétre (utilisé des diluants de semence de boucs qui provoque
moins de dommages cellulaires se situant entre 425 et 525 mOsm) et un pH-métre (7.4 — 7.8)
(Marc, 2015).

Aprés la collecte, les échantillons de sperme épididymaire ont été dilués selon
Genevieve (2012) et Benhenia et al. (2016) avec quelques modifications.
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1.2.4.1.1 Composition du milieu de dilution

> Glyceérol : Ce cryoprotecteur se comporte comme un soluté dans I’eau et il traverse
les membranes plasmiques. Le glycerol joue un r6le au niveau des protéines
qu’il protége contre la dénaturation au cours des changements de température.

» Jaune d’ceuf : Le jaune d’ceuf contient des phospholipides tels que la lécithine
protégeant les membranes des spermatozoides contre le choc thermique en
restaurant les phospholipides membranaires altérés.

» Tris (hydroxymethylaminomethane) : Le métabolisme des spermatozoides
entraine une augmentation de la production des ions d’hydrogene a ’origine d’une
acidification du milieu. En I’absence de la solution tampon, la diminution du pH
peut entrainer une diminution de la fertilité et de la longévité des spermatozoides.

» Fructose : C’est un sucre représentant 1’apport énergétique des spermatozoides. Il
possede également un pouvoir osmotique.

» Acide citrique : Substance tampon associée avec le Tris.

» Gentamicine : C’est un antibiotique qui a pour but de lutter contre la prolifération
des bactéries dans le milieu de congélation.

Tableau 15. Composition du diluant (Geneviéve, 2012 ; Benhenia et al., 2016)

Glycérol 10% (v/v)
Jaune d’ceuf 20% (v/v)
Tris (hydroxymethylaminomethane) 3,06 g
Fructose 125¢
Acide citrique 1,70 g
Gentamicine 27,5 mg

100 ml d’eau distillée

1.2.4.1.2 Le taux de dilution ou la concentration finale en spermatozoides

La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoides optimale pour la
congélation. La concentration finale en spermatozoides dans 1’échantillon dépend du choix du
taux de dilution. La concentration finale chez les caprins est de 200 x 10° spz/ ml (la dilution
dépend de la concentration et du volume initial).

1.2.4.2 L’équilibration

L’étape d’équilibration correspond a une réfrigération préalable de la semence a 4°C
avant la congélation proprement dite. Certains auteurs rapportent que cette étape permettrait
aux cryoprotecteurs, notamment le glycérol, de pénétrer dans la cellule.

Silva et al. (2006) et Okano et al. (2004) suggerent que I’étape d’équilibration
permettrait des remaniements membranaires ainsi que le passage membranaire d’ions, a
I’origine d’une meilleure résistance a la congélation. Le temps d’équilibration couramment
utilisé varie entre 1 et 3 heures (Gérard et al. 2008). Dans notre expérimentation, la durée
d’équilibration est de 2 h a 4°C.
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1.2.4.3 Le conditionnement

Quelleque soit I’espéce, la semence est conditionnée juste avant d’étre congelée. Le but
du conditionnement est de fractionner la semence de facon a ce qu’elle soit facilement
identifiable, stockable et utilisable. Le sperme est généralement stocké en paillettes qui sont de
fins tubes en chlorure de polyvinyle, obstrués a une de leurs extrémités par une piéce de coton.
L’autre bout est libre, et servira au remplissage de la paillette dont la contenance est de 0,25
ml (figure 44). Les paillettes sont remplies par aspiration et ’autre extrémité s’obstrue en la
trompant dans de I’alcool polyvinylique. Une fois remplies, une 1égere agitation des paillettes
permettra de ménager une place pour 1’obturation de la bulle d’air nécessaire pour permettre
la dilution du sperme lors de la congélation.

I

P (

e tenes N

Figure 44. Schéma d’une paillette (CASSOU) (Marc, 2015).

Les paillettes sont identifiées a 1’aide du nom de I’espeéce, du code déterminé pour
chaque individu, de la date de récolte et le lieu de récolte (figure 45).

Figure 45. Identification des paillettes avant la congélation

1.2.4.4 La congélation

La congélation consiste a mettre les paillettes conditionnées de 0,25 ml en suspension
horizontale a 4 cm au-dessus de I’azote liquide pendant 12 min (étape de calibration), puis, les
immerger complétement dans de ’azote liquide a -196 °C et les stocker dans les containers.

1.2.5 La décongélation du sperme épididymaire

La semence est décongelée juste avant son utilisation, la décongélation s’effectue de
maniére semblable a I’aide d’un bain-marie (figure 46). Aprés 5 mois de stockage
cryogénique deux paillettes de chaque aliquote ont été décongelées a 37°c pendant 2 min.
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Figure 46. Décongélation des paillettes

I.2.6 Etude statistique de I’effet du temps et de la température sur la qualité du
sperme épididymaire chez le bouc

Les données de la qualité spermatique (sperme épididymaire) chez le bouc ont été
traitées en utilisant les statistiques descriptives, a savoir les valeurs pour les variables
quantitatives (type continu).

Pour ¢étudier I’effet de la température ambiante (21.5 °C), de la réfrigération (4 °C), et de
la décongélation sur la qualité spermatique chez le bouc (le volume, la concentration, nombre
de doses, la motilité massale, la mobilité progressive, les paramétres cinétiques, le testHost,
I’intégrité acrosomiale, la viabilité et le pourcentage de spermatozoides anormaux) en post
mortem selon le temps (24 h, 48 h et 72 h), une analyse de variance a un seul facteur a été
effectuée.

L’analyse descriptive de ces criteres du sperme épididymaire a été présentée. Toutes CeS
données ont été analysées a I’aide du logiciel d’analyse statistique SPSS (version 19).
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1. Résultats

Le sperme épididymaire a été recueilli avec succeés de tous les testicules récoltés. Les
effets du temps post-mortem (PMT) sur les indices variables de la production du sperme sont
présentés dans les tableaux 16 et 17. Les effets de la température de stockage des testicules
(TEMP) et du temps post-mortem (PMT) sur la motilité massale, mobilité progressive, les
parametres cinétiques, la viabilité des spermatozoides, 1’intégrité acrosomiale, le test de
gonflement hypo-osmotique (testHost), et le pourcentage de spermatozoides anormaux, sur la
qualité avant congélation et aprés congélation du sperme épididymaires sont indiqués,
respectivement, dans les tableaux 18 et 19.

1.1 La production de spermatozoides

L’analyse descriptive et de variance de la production de sperme épididymaire chez le
bouc de la population locale au fil du temps (24 h, 48 h et 72 h) du volume, la concentration
spermatique et le nombre de doses produites est présentée dans les tableaux 16,17.

Tableau 16. Analyse descriptive de la production de spermatozoide.

Vol (ml) 2,21 0,66 0,19 0,44 1,25 3,50
Conc (x10%/ml) 3,88 1,18 0,34 1,40 1,75 5,70
Dose (n) 20,16 12,60 3,64 158,80 4,57 45,00

Vol : Volume ; Conc : Concentration ; n = Nombre de paillettes

Tableau 17. Analyse de la variance de la production de sperme épididymaire en fonction du
temps post-mortem.

Vol. (ml) 2,42 £0,52 2,67 +£0,72 2,17+£0,72 1,58 + 0,38 Ns
Conc. (10°/ ml)  4,43a+0,61 4,90a + 0,85 3,93a + 0,40 225b+0,66 **
Dose (n) 21,72ab+7,57 3430b+1434 1710b+6,14 752b+3,94 *

Vol : Volume collecté ; Conc : Concentration ; T : Temps de stockage des testicules,; n = Nombre de
paillettes ; **p<0,01 ; *p<0,05 ; ns=non —signifiant.
11.2 Résultat de D’effet de la température et le temps de conservation des gonades
chez le bouc avant la congélation

I1.2.1 Analyse descriptive de I’effet de la température ambiante (21.5°C) de
stockage des testicules

Les moyennes, les écarts types, les minima, les maxima et coefficients de variation
des valeurs de la qualité spermatique : La motilité massale, la mobilité progressive, les
paramétres cinétiques, la viabilité, le test Host, I’intégrité acrosomiale et le pourcentage
des spermatozoides anormaux sont présentés dans les tableaux 18, 19, 20 et 21.
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Tableau 18. Analyse descriptive de la qualité spermatique de gonades conservées a 21.5 °C
avant congélation.

MM (%) 73,12 24,21 6,99 586,21 34,90 99,00
PM (%) 27,77 3,30 0,95 10,90 21,50 31,00
VCL (um/s) 95,34 28,82 8,32 830,74 65,90 139,20
VSL (um/s) 62,46 10,07 2,91 101,50 46,00 73,00
VAP (um/s) 63,69 20,24 5,84 409,69 3580 91,00
LIN (um/s) 62,33 11,48 3,31 131,72 49,00 79,00
STR (um/s) 78,97 8,01 2,31 64,15 69,00 92,00
WOB (um/s) 75,07 8,13 2,35 66,06 64,00 87,70
ALH (um/s) 1,93 0,64 0,19 0,42 1,00 3,00
BCF (Hz) 3,13 0,92 0,27 0,85 1,30 5,00
% Spz vivants 70,32 19,34 5,58 374,09 39,70 92,70
% HOST 65,88 14,84 4,28 220,26 46,60 87,50
%Int Acr 73,20 16,79 4,85 281,84 51,20 98,40
%Spz anormaux 2,89 0,70 0,20 0,48 1,70 4,00

MM : motilité massale ;% Spz : pourcentage de spermatozoides ; PM : mobilité progressive ; VAP : vitesse de la
trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité ; STR : rectitude ; BCF :
[fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ; Int Acr : Acrosome Intact.

I1.2.2 Analyse de variance des parametres spermatiques des gonades conservées a
21.5 °C et a différents temps
I1.2.2.1 L’analyse de la variance de ’effet du PMT, du TEMP sur la motilité,
mobilité progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides avant
congélation

L’analyse de variance des paramétres spermatiques sur des échantillons de bouc
conservés a 21.5 °C et a différents temps est présenté.Les parametres analysés sont reportés
au tableau 19.
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Tableau 19. L analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la motilité, mobilité
progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides avant congélation

Tes 20 6 6 7

MM (%) 98,33%+0,58 80,55 °+0,75  78,30°+0,85 35,30 9£0,61  ***
PM (%) 29,50%+0,50 29,00%+0,50 30,10°%+0,85  22,47°+127  ***
VCL (um/s) 138,43%+0,80  99,40°+0,53  77,23°+0,87 66,30 9£0,61  ***
VSL (um/s) 69,43%+0,51 71,83°+1,26  61,30+1,18 47,27 941,42 ***
VAP (um/s) 90,63%+0,32 60,57 °+0,81  67,30°+0,98 36,27 9+0,64  ***
LIN (um/s) 49,57 +0,60 66,20 °+1,11  78,27ax0,75  55,30°+0,61 ok
STR (um/s) 76,20°+0,75 78,23°+0,75  91,17%+0,76 70,27 941,42 ***
WOB (um/s) 65,07 %1,01 76,50 °+0,66  86,43%+1,12  72,27%1,42 ke
ALH (um/s) 2,05%+0,33 2,17%+0,29 1,02 °+0,03 2,50%+0,50 ok
BCF (Hz) 2,90 "+0,44 3,07 "+0,12 2,23 "+0,86 4,30%+0,61 ns

PMT : temps post-mortem; Tes : nombre de testicule; MM : motilité massale; PM : mobilité progressive ;
VAP : vitesse de la trajectoire moyenne,; VCL : vitesse curviligne; VSL : vitesse linéaire; LIN : linéarité ;
STR := rectitude ; BCF : fréquence de battement; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;***
p<0,001 **p<0,01, *p<0,05 ; ns=non -signifiant

11.2.2.2. L’analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le
test Host, I’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux des

spermatozoides avant congélation

Le tableau 20 rapporte les valeurs de I’analyse de variance des paramétres comme la
viabilité, le TestHost, ’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux
en fonction du temps de conservation post-mortem des testicules de bouc, et ce, a une
température ambiante (21.5 °C).

Tableau 20. Analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le test Host,
’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux avant congélation

Tes 20 6 6 7
% Spz vivants 90,57%+2,38  76,13°+1,21 74,33 °+1,53 40,23°+0,68  ***
% HOST 86,90°+0,79 67,07 "+0,90 62,33°+1,53 47,20 940,72  ***
% Int Acro 97,13%+1,86 73,50 "+1,20 70,10°+0,85 52,07 9£0,90  ***
%Spz anormaux 2,40+0,53 2,47+0,75 3,33+0,58 3,37+0,47 ns

PMT : temps post-mortem ; Tes : nombre de testicules ; % Spz : pourcentage des spermatozoides, Int Acro :
Intact Acrosome ; *** p<0,001 **p<0,01 ; *p<0,05 ; ns=non —signifiant.
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I1.2.3 Analyse descriptive de D’effet du stockage des testicules a 4 °C avant
congélation

Le tableau suivant présente, les moyennes, les écarts-types, les minima, les maxima et
coefficients de variation des valeurs de la qualité spermatique : La motilit¢ massale, la
mobilité progressive, les parameétres cinétiques, la Viabilité, le TestHost, 1’intégrité
acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux.

Tableau 21. Analyse descriptive de la qualité spermatique de gonades conservées a 4 °C.

MM (%) 85,17 17,32 5,77 300,08 61,50 99,30
PM (%) 31,89 5,59 1,86 31,22 26,70 40,50
VCL (um/s) 89,98 21,37 7,12 456,71 66,60 117,50
VSL ((um/s) 54,20 12,88 4,29 165,92 43,50 72,00
VAP (um/s) 58,17 21,46 7,15 460,56 29,60 78,20
LIN (um/s) 56,62 18,85 6,28 355,23 40,50 82,80
STR (um/s) 74,67 13,33 4,44 177,69 63,00 93,40
WOB (um/s) 71,24 13,20 4,40 174,34 58,50 89,80
ALH (um/s) 1,76 0,61 0,20 0,37 1,00 3,00
BCF (Hz) 3,46 0,78 0,26 0,62 2,50 5,00
% Spz vivants 69,60 19,79 6,60 391,61 42,70 84,00
%HOST 65,86 8,42 2,81 70,94 54,70 75,00
%Int Acr 82,84 11,31 3,77 127,83 68,60 96,00
%Spz anormaux 2,66 0,74 0,25 0,55 1,50 4,00

MM : motilité massale ; PM : mobilité progressive;%Spz : pourcentage des spermatozoides ; VAP : vitesse de la
trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne ; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité ; STR : rectitude ; BCF :
fréquence de battement; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;%Spz pourcentage des
spermatozoides; Int Acr : Intacte acrososme.

I1.2.4 Analyse de variance des parametres spermatiques des gonades conservées
a 4 °C et a différents temps

I1.2.4.1 L’analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la motilité,
mobilité progressive et les parameétres cinétiques des spermatozoides avant
congélation

Les résultats de I’analyse de variance de la motilité massale, de la mobilité progressive
et de tous les paramétres cinétiques du sperme épididymaire, selon le temps de stockage post-
mortem (Oh, 24h, 48 h, 72 h) des gonades de bouc de la population locale récoltées, de I’est de
I’ Algérie sont démontrées dans les tableaux 22 et 23.
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Tableau 22. Analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la motilité, mobilité
progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides épididymaires avant congélation

Tes 20 6 7 8

MM (%) 98,73a+ 0,98 98,23a+0,97 95,10 b+1,05  62,17c+0,76  ***
PM (%) 29,80a+ 0,70 29,27 b+0,75 39,17a+1,26 27,23c+0,68  ***
VCL (um/s)  139,43a+0,90 116,17a+1,26 86,57 b+0,51  67,20c+0,72  ***
VSL (um/s) 69,73a+ 0,62 47,17 b+0,76  71,27a+0,64  44,17c+0,76  ***
VAP (um/s) 90,43a+ 0,32 67,07 b+1,90 77,23a+0,87 30,20c+0,72  ***
LIN (um/s) 49,59 d + 0,63 41,27¢+0,93 81,50a+1,14 47,10 b+0,85  ***
STR (um/s) 76,50c + 0,75 68,27 b+0,87 92,20a+1,11 63,53c+0,50  ***
WOB (um/s)  65,15d+1,01 59,17¢+0,76 88,33a+1,33 66,23 b+0,68  ***
ALH (um/s) 2,152+ 0,23 1,90+0,17 1,17+0,29 2,20+0,72 ns
BCF (Hz) 290b+0,43 3,00+0,50 3,1740,65 4,20+0,72 ns

PMT : temps post-mortem ; Tes :

nombre de testicules ; MM : motilité massale; PM : mobilité progressive ;

VAP : vitesse de la trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne ; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité,; STR :
rectitude ; BCF : fréquence de battement; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;*** p<0,001
**p<0,01 ; *p<0,05 ; ns=non —signifiant.
I1.2.4.2 L’analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilite, le
test Host, Dl’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides
anormaux avant congélation

Tableau 23. Analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le test Host,
I’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux avant congélation

Tes 20 6 7 8

% Spz vivants 91.6at2.4 83,17a+0,76  82,40a+0,87 43,23 b+0,68  ***
% HOST 87.00a+0.8 74,23a+0,68 68,10 b+0,85  55,23c+0,68 falaled
%Int Acr 97.20+al.8 95,17a+0,76 84,17 b+0,76  69,20c+0,72 falaled
%Spz anormaux ~ 2.4+0.5 2,17+0,76 2,58+0,52 3,23+0,68 ns

PMT : temps post-mortem ; Tes : nombre de testicules ; Spz : Spermatozoides ; Int Acr : Intact Acrosome ***
p<0,001 **p<0,01, *p<0,05 ; ns=non —signifiant.
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I1.2.5 Analyse de la variance des paramétres spermatique selon le temps (PMT) et
la température de conservation des gonades avant congélation

Le tableau 24 présente les valeurs de 1’analyse de variance de la motilité massale, la
mobilité progressive, les paramétres cinétiques (VSL, VCL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH,
BCF), le pourcentage des spermatozoides vivants, le test HOST, le pourcentage des
spermatozoides avec un acrosome intact et le pourcentage des spermatozoides avec
anomalies, du sperme épididymaire récolté des testicules de bouc local et conservés a une
température ambiante (21.5°C) et a une température de réfrigération (4°C) pendant 0 h, 24
h,48 h et 72 h avant congélation.

Tableau 24. Analyse de variance des parametres spermatique selon PMT et TEMP avant

congélation.
24h 80,55+0,75 98,23+0,97 <0.001
MM (%) 48 h 78,30+0,85 95,10+1,05 <0.001
72 h 35,30+0,61 62,17+0,76 <0.001
24h 29,00+0,50 29,2740,75 ns
PM (%) 48 h 30,10+0,85 39,17+1,26 <0.001
72 h 22,47+1,27 27,23+0,68 <0.01
24h 99,40+0,53 116,17+1,26 <0.001
VCL (um/s) 48 h 77,23+0,87 86,57+0,51 <0.001
72 h 66,30+0,61 67,20+0,72 Ns
24h 71,83+1,26 47,17+0,76 <0.001
VSL (um/s) 48 h 61,30+1,18 71,27+0,64 <0.001
72 h 47,27+1,42 44,17+0,76 <0.05
24h 60,57+0,81 67,07+1,90 <0.01
VAP (um/s) 48 h 67,30+0,98 77,23+0,87 <0.001
72 h 36,27+0,64 30,20+0,72 <0.001
24h 66,20+1,11 41,27+0,93 <0.001
LIN (um/s) 48h 78,27+0,75 81,50+1,14 <0.05
72h 55,30+0,61 47,10+0,85 <0.001
Oh 76,20c+0,75
STR (us) 24h 78,23+0,75 68,27+0,87 <0.001
48h 91,17+0,76 92,20+1,11 Ns
72h 70,27+1,42 63,53+0,50 <0.01
24h 76,50+0,66 59,17+0,76 <0.001
WOB (um/s)
48h 86,43+1,12 88,33+1,33 Ns
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72h 72,27+1,42 66,23+0,68 <0.01
24h 2,17+0,29 1,90£0,17 Ns
ALH (um/s) 48h 1,02+0,03 1,17+0,29 Ns
72h 2,50+0,50 2,20+0,72 Ns
24h 3,07+0,12 3, 000,50 Ns
BCF (um/s) 48h 2,23+0,86 3,17+0,65 Ns
72h 4,3040,61 4,20+0,72 Ns
24h 76,13+1,21 83,17+0,76 <0.01
% Viab 48 h 74,33+1,53 82,40+0,87 <0.01
72h 40,23+0,68 43,23+0,68 <0.01
24h 67,07+0,90 74,23+0,68 <0.001
% HOST 48 h 62,33+1,53 68,10+0,85 <0.01
72h 47,20+0,72 55,23+0,68 <0.001
24h 73,50+1,20 95,17+0,76 <0.001
% In Acro 48 h 70,10£0,85 84,17+0,76 <0.001
72h 52,07+0,90 69,20+0,72 <0.001
24h 2,47+0,75 2,17+0,76 ns
% Spz anormaux 48 h 3,331£0,58 2,58+0,52 ns
72h 3,37+0,47 3,23+0,68 ns

MM : motilité massale ;%Spz : pourcentage des spermatozoides ; PM : mobilité progressive; VAP : vitesse de la
trajectoire moyenne; VCL : vitesse curviligne; VSL : vitesse linéaire; LIN : linéarité; STR : rectitude; BCF :
fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;% Viab : pourcentage des spermatozoides
vivants, Int Acr : Intact Acrosome
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11.3 Résultats de DP’effet du temps et de la température post mortem sur les
parameétres spermatiques apres congélation.
I1.3.1 Analyse descriptive de I’effet de stockage des testicules a 21.5 °C sur les
parameétres spermatiques apres congélation

Tableau 25. Analyse descriptive de la qualité spermatique des gonades conservées a 21.5 °C
apres congélation.

MM (%) 43,23 5,82 1,68 33,85 33,80 51,20
PM (%) 22,18 1,64 0,47 2,70 19,70 25,00
VCL (pumis) 81,51 13,31 3,84 177,27 65,70 100,00
VSL ((pum/s) 60,52 9,29 2,68 86,30 46,60 73,00
VAP (um/s) 54,74 11,38 3,29 129,59 35,70 65,00
LIN (um/s) 65,01 6,07 1,75 36,81 54,80 71,10
STR (um/s) 77,73 4,75 1,37 22,61 69,50 83,10
WOB (um/s) 75,51 3,03 0,88 9,20 71,83 80,00
ALH (um/s) 1,97 0,76 0,22 0,58 1,00 3,20
BCF (Hz) 3,55 1,13 0,33 1,29 1,30 5,20
% Spz vivants 42,98 3,41 0,98 11,62 38,40 49,00
% HOST 49,79 6,02 1,74 36,29 39,83 55,80
%Int Acr 63,79 11,13 3,21 123,84 47,83 79,00
%Spz anormaux 2,74 0,82 0,24 0,67 1,70 4,23

MM : motilité massale ;%Spz : pourcentage des spermatozoides ; PM : mobilité progressive ; VAP  vitesse de la
trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité; STR : rectitude ; BCF :
fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ; Int Acr :Intact Acrosome.

I1.3.2 Analyse de la variance de I’effet de PMT et TEMP sur la qualité spermatique
apres congélation

Nos résultats d’analyse de la variance de I’effet de stockage post-mortem (0 h, 24 h,
48 h, 72 h) des testicules a une température ambiante (21.5°C) sur la qualité du sperme
épididymaire aprés congélation sont présentés dans le tableau 26 et 27.
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I1.3.2.1 L’analyse de la variance de ’effet du PMT, du TEMP sur la motilité,
mobilité progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides apres
congélation

Tableau 26. L analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la motilité, mobilité

progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides apres congélation

Tes 20 6 6 7

MM (%) 45,23 b+0,68 42,27¢+0,64 50,33a+0,76 ~ 35,07 d+1,30  ***
PM (%) 22,23 b+0,68 20,23c+0,68 24,17a+0,76 22,07 b+1,30 el
VCL (um/s) 99,27a+0,64 87,23 b+0,68 73,31c+0,78 66,23 d+0,68  ***
VSL (um/s) 72,23a+0,68 62,23 b+0,68 60,31c+0,69  47,30d+0,89  ***
VAP (um/s) 60,23 b+0,68 58,23¢+0,68 64,24a+0,67 36,27 d+0,74  ***
LIN (um/s) 66,27c+0,64 68,17 b+0,76 70,30a+0,70 55,31 d+0,72 kk
STR (um/s) 79,23 b+0,68 79,17 b+0,76 82,30a+0,70  70,24c+0,88 kk
WOB (um/s) 77,23 b+0,68 73,27c+0,64 79,27a+0,64  72,28c+0,63 kk
ALH (um/s)  2,30+0,61 2,23+0,68 1,07+0,12 2,27+0,83 Ns
BCF (Hz) 4,27a+0,64 3,50a+0,50 2,10 bx0,85 4,34a+0,90 *

Wondershare
PDFelement

PMT : temps post-mortem ; Tes : nombre de testicules; MM : motilit¢ massale ; PM : mobilité progressive ;
VAP : vitesse de la trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne ; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité,; STR :
rectitude ; BCF : fréquence de battement; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;*** p<0,001
**p<0,01 ; *p<0,05 ; ns=non —signifiant.

I1.3.2.2 L’analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilite, le
test Host, Dlintégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides
anormaux apres congelation

Tableau 27. L analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le test Host,
l'intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux apres congélation

Tes 20 6 6 7
% Spz vivants 48,27a+0,64  41,23bc+0,68 42,30 b+0,70  40,12c+1,75  ***
% HOST 54,30a+0,61 50,20 b+0,72 54,33a+1,33 40,31c+0,61  ***
%lntat Acr 78,27a+0,64 63,27c+0,64 65,33 b+0,76 48,28 d+0,63  ***
%Spz anormaux 2,27+0,64 2,23%0,68 3,36+0,76 3,11+0,86 ns

PMT : temps post-mortem ; Tes : nombre de testicule; Spz : Spermatozoides ; Int Acr : Intact Acrosome ;***
p<0,001 **p<0,01, *p<0,05 ; ns=non —signifiant.

75


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

Supprimer filigrane .- Wondershare

PDFelement

Volet 1T Caractérisation du sperme post-mortem chez le Bouc

I1.3.3 Analyse descriptive de I’effet de stockage des testicules a 4 °C sur la qualité
spermatique apres congélation

Les moyennes, les écarts types, les minima, les maxima et les coefficients de variation
des valeurs de la motilité massale, la mobilité progressive, les paramétres cinétiques, la
viabilité, le test HOST, le pourcentage des spermatozoides anormaux et le pourcentage des
spermatozoides avec un acrosome intact, du sperme épididymaire récolté des gonades
conservées pendant Oh, 24h, 48 h, 72 h a 4 °C sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau 28. Analyse descriptive de la qualité spermatique aprés congélation de gonades a

4 °C.
MM (%) 45,32 6,34 2,11 40,23 36,97 53,00
PM (%) 23,58 3,23 1,08 10,44 19,46 28,60
VCL (um/s) 84,29 13,57 4,52 184,27 66,28 99,00
VSL ((um/s) 57,88 11,75 3,92 138,06 43,60 72,30
VAP (um/s) 55,61 21,08 7,03 44430 28,85 78,00
LIN (um/s) 56,51 18,66 6,22 348,29 40,82 82,00
STR (um/s) 74,52 13,22 4,41 17485 63,82 94,00
WOB (um/s) 72,87 11,44 3,81 130,77 63,82 90,00
ALH (um/s) 1,96 0,88 0,29 0,77 1,00 3,65
BCF (Hz) 3,20 0,73 0,24 0,53 2,20 4,00
% Spz vivants 43,93 1,12 0,37 1,26 42,80 46,00
% HOST 52,16 5,51 1,84 30,39 44,00 58,00
%Int Acr 60,68 7,76 2,59 60,24 49,83 67,10
%Spz anormaux 2,43 1,09 0,36 1,19 1,00 4,80

MM : motilité massale ;%Spz pourcentage des spermatozoides; PM . mobilité progressive; VAP : vitesse de la
trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité ; STR : rectitude ; BCF :
fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ; Ant Acr : Acrosome Intact.
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11.3.3.1. L’analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la motilité,
mobilité progressive et les parametres cinétiques des spermatozoides apreés congélation

Tableau 29. L analyse de la variance de [’effet du PMT, du TEMP sur la motilité, mobilité
progressive et les paramétres cinétiques des spermatozoides aprés congélation

Tes 20 6 7 8
MM (%) 4550b +0.28 46,28 b+0,63 52,07a+1,01 37,60c+0,55  ***
PM (%) 23,23 b+ 0,60 20,15¢+0,78 27,20a+1,31 23,37 b+1,45 kel

VCL (um/s)  10,07a+0,64  98,24a+0,67 87,27 b+0,64  67,37c+1,32  ***
VSL (um/s)  73,20a+0,69  57,93b0,12  71,40a0,78  44,30ct0,89  ***
VAP (um/s) 60,50 b+0,66 60,27 b+0,64  77,28a+0,63  29,29c+0,64  ***
LIN (um/s)  66,87c+0,67  41,27c+0,64  81,12a+0,82  47,13b1,80 ***
STR (um/s) 80,200 +0,64 67,27 bt0,64  92,00a+2,00  64,27c+0,64  ***
WOB (um/s)  78,23b+0,78  64,27c+0,64  88,00a£2,00 66,34 b+0,75  ***
ALH (umis) 2,40+ 0,71 2,27+0,64 1,27+0,46 2,35¢1,17  Ns

BCF (Hz) 4,25a + 0,44 3,07+0,90 3,20+0,72 3,35+0,86 Ns
PMT : temps post-mortem,; Tes : nombre des testicules; PM : mobilité progressive, VAP : vitesse de la
trajectoire moyenne ; VCL : vitesse curviligne ; VSL : vitesse linéaire ; LIN : linéarité ; STR : rectitude ; BCF :
fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;*** p<0,001 **p<0,01 ; *p<0,05 ;
ns=non -signifiant.

11.3.3.2. L analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le
test Host, I’intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux apres

congélation

Tableau 30. L analyse de la variance de I’effet du PMT, du TEMP sur la viabilité, le test Host,
'intégrité acrosomiale et le pourcentage des spermatozoides anormaux aprées congélation

Tes 20 6 7 8
% Spz vivants 49.2a+0.6 43,33 b+0,69  45,20a+0,72 43,27 b+0,64 *
% HOST 54.3a+0.6 54,28 b+0,63  57,13a+0,81 45,07c+1,10  ***
%Int Acr 79.06a+0.6 65,35a+0,68 66,30a+0,70 50,38 b+0,80  ***
%Spz anormaux 2.5+0.6 2,30+0,66 1,60+0,53 3,40+1,25 Ns

PMT : temps post-mortem ; Tes : nombre des testicules ; Spz : Spermatozoides ; Int Acr : Intact Acrosome ;***
p<0,001 **p<0,01, *p<0,05 ; ns=non —signifiant.
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11.3.6. Analyse de la variance des parametres spermatiques selon le temps (PMT)

et la température de conservation des gonades aprés congélation.

Tableau 31. Analyse de variance des parametres spermatique selon PMT et TEMP apres

MM (%)

PM(%)

VCL (um/s)

VSL (um/s)

VAP (um/s)

LIN (um/s)

STR (um/s)

WOB (um/s)

ALH (um/s)

BCF (um/s)

24h
48 h
72h
24h
48 h
72h
24h
48 h
72h
24h
48 h
72h
24h
48 h
72h
24h
48h
72h
24h
48h
72h
24h
48h
72h
24h
48h
72h
24h
48h
72h

congélation.

42,27+0,64
50,33+0,76
35,07+1,30
20,23+0,68
24,17+0,76
22,07+1,30
87,23+0,68
73,31+0,78
66,23+0,68
62,23+0,68
60,31+0,69
47,30+0,89
58,23+0,68
64,24+0,67
36,27+0,74
68,17+0,76
70,30+0,70
55,31+0,72
79,17+0,76
82,30+0,70
70,24+0,88
73,27+0,64
79,27+0,64
72,28+0,63
2,23+0,68
1,07+0,12
2,27+0,83
3,50+0,50
2,10+0,85
4,34+0,90

78

46,28+0,63
52,07+1,01
37,60+0,55
20,15+0,78
27,20+1,31
23,37+1,45
98,24+0,67
87,27+0,64
67,37+1,32
57,93+0,12
71,40+0,78
44,30+0,89
60,27+0,64
77,28+0,63
29,29+0,64
41,27+0,64
81,12+0,82
47,13+1,80
67,27+0,64
92,00+2,00
64,27+0,64
64,27+0,64
88,00+2,00
66,34+0,75
2,27+0,64
1,27+0,46
2,35%1,17
3,07+0,90
3,20+0,72
3,35+0,86

<0.01
Ns
<0.05
Ns
<0.05
Ns
<0.001
<0.001
Ns
<0.001
<0.001
<0.05
<0.05
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.01
<0.001
<0.01
<0.01
<0.001
<0.01
<0.001
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
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24h 41,23+0,68 43,33+0,69 <0.05
% Viab 48 h 42,30+0,70 45,20+0,72 <0.01
72 h 40,12+1,75 43,27+0,64 <0.05
24h 50,20+0,72 54,28+0,63 <0.01
% HOST 48 h 54,33+1,33 57,13+0,81 <0.05
72 h 40,31+0,61 45,07+1,10 <0.01
24h 63,27+0,64 65,35+0,68 <0.05

% In Acro 48 h 65,33+0,76 66,30+0,70 Ns
72 h 48,28+0,63 50,38+0,80 <0.05

24h 2,23+0,68 2,30+0,66 ns
Spz 48h 3,360,76 1,600,53 <0.05

72 h 3,11+0,86 3,40+1,25 ns

MM : motilité massale ;%Spz : pourcentage des spermatozoides ; PM : mobilité progressive,; VAP :
vitesse de la trajectoire moyenne; VCL : vitesse curviligne,; VSL : vitesse linéaire; LIN : linéarité ;
STR : rectitude ; BCF : fréquence de battement ; ALH : amplitude du déplacement latéral de la téte ;%
Viab : pourcentage des spermatozoides vivants, Int Acr : Acrosome Intact
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I11.Discussion

La récolte et la cryoconservation des spermatozoides viables de I’épididyme peuvent
étre un outil alternatif pour collecter les gamétes males, en particulier chez les especes
sauvages ou une collecte avec vagin artificiel ou par électroéjaculation est difficile en raison
du manqgue de centre de collecte et des experts, comme les populations locales élevées dans
des zones rurales, car aucune information n’est disponible dans la littérature sur la
dégradation de la qualité du sperme épididymaire de bouc de population locale algérienne.

Pour les populations animales de rente locales ou autochtones qui sont en voie de déclin
en raison de I’introduction incessante de races exotiques performantes, et en présence des
croisements utilisés anarchiquement dans 1’espoir d’améliorer les performances de nos
populations, il est important de trouver comment conserver ces derniéres. En effet, les qualités
d’adaptabilité de nos races aux conditions locales (résistances aux pathologies présentes au
manque d’eau, aux périodes de disette et aux difficultés li€es au climat) et malgré leur faible
productivité, nous incitent a préserver ce patrimoine génétique de grande valeur qui s’avere
étre tres utile.

En effet, ’histoire nous a enseigné que dans les pays développés qui ont utilisé
excessivement les races selectionnées et trés performantes, au détriment des populations
moins productives, se sont vus confrontés a des problemes sanitaires et économiques graves.
A cet effet, la conservation du potentiel animal local adapté aux conditions difficiles s’avére
urgente, ce qui justifie I’objectif de notre travail visant a la conservation a long terme du
matériel génétique de ces especes. Pour les espéces qui n’ont pas 1’habitude d’étre récoltées
par les moyens de récolte de la semence, une autre alternative peut étre employée, celle de
I’utilisation du sperme épididymaire qui offre d’autres avantages.

L’objectif de ce travail était d’évaluer les effets du stockage post-mortem des testicules,
en fonction du temps écoulé entre la mort de I’animal et la récupération des spermatozoides et
de la température de stockage des testicules, pour des échantillons pré congelés et post-
congelés, afin de comprendre comment maintenir la qualité du sperme épididymaire dans les
conditions de terrain avant son arrivée aux laboratoires.

I11.1 Production du sperme épididymaire selon le temps post-mortem

Le temps de conservation post mortem a 0 h, 24 h, 48 h et 72 h n’a pas eu d’effet
significatif sur le volume du sperme épididymaire récolté, dont les valeurs respectives aux
temps pré—cités sont de : 2,42 £ 0,52 ml ; 2,67 £ 0,72 ml ; 2,17+0,72 ml et 1,58 + 0,38 ml.

En ce qui concerne la concentration des spermatozoides, une différence significative
(p<0,01) aux temps de conservation suscités est relevée avec les valeurs respectives de : 4,43
+ 0,61x10° spz/ml ; 4,90+0,85 x10°® spz/ml ; 3,93+ 0,40 x10°spz/ml et 2,25 + 0,66 x10° spz/ml

De méme, le nombre de doses produites aux différents temps étudiés présente une
différence significative (p<0,05), avec les valeurs respectives de 21,72 £ 7,57; 34,30 +
14,34 ;17,10 £ 6,14 ; 7,52 + 3,94. Notons que la concentration la plus faible a été observée a
72 h de stockage des testicules, et par conséquent, un nombre plus faible de doses a été
produit pour chaque épididyme. Pour le volume, les mémes constatations ont été relevées
aprés 48 h de stockage des testicules.
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I1 en ressort qu’aprés 24 h et 48 h de conservation des testicules en post mortem, des
difficultés d’extraction des spermatozoides de la queue de 1’épididyme sont constatées et par
conséquent, le nombre de doses de sperme pour chaque épididyme s’amenuise de 21 doses a
TO, jusqu’a 7 doses a T72.

Cela peut s’expliquer par le fait qu’apres la mort de ’animal, le tissu du canal déférent
et de la queue de I’épididyme subit progressivement un processus de détérioration, de
décomposition et de déshydratation. Ce processus est plus marqué dans les échantillons
stockés a une température ambiante qui compromet les conditions de manipulation de
I’épididyme lors de I’extraction du sperme (Turri et al., 2014).

111.2 Les effets de la température de stockage des testicules (TEMP) et du temps post-
mortem (PMT) avant congélation
III.2.1 La motilité massale

Concernant les effets du temps post-mortem (PMT) et de la température de stockage des
testicules (TEMP) sur I’évaluation de la motilit¢é massale des échantillons avant congélation,
présentés dans le tableau 18. Le PMT et la TEMP ont induit une réduction hautement
significative (P < 0,001) de la motilité massale a 72 heures de conservation des testicules :
98,33+0,58 ; 80,55 + 0,75 %; 78,30 + 0,85 %; 35,30 £+ 0,61 % (de O h & 72 h & température
ambiante) ; et de 98,73 £ 0,98 %; 98,23 £ 0,97% ; 95,10 £1,05; 62,17 £ 0,76 % (0Oh a 72h
a température de réfrigération respectivement).

Le pourcentage de spermatozoides mobiles a diminué d’environ 10-12 % au cours des
trois jours de stockage pour les deux températures (température ambiante E, température de
réfrigération R). Selon notre étude, les valeurs de la motilité massale obtenue apres
conservation des gonades a température de réfrigération sont meilleures que celle récupére
aprés conservation a température ambiante. Les valeurs de la motilité massale du sperme
épididymaire récoltée des gonades de bouc conservées a la température ambiante ou a la
température de réfrigération sont excellentes pour une utilisation ultérieure
(cryoconservation), jusqu’aux 48 ha 21.5 °C et jusqu’aux 72 ha 4 °C.

Nos résultats sont ont accord avec celle de Turri et al.(2014), d'ou une différence
hautement significative a été déterminé entre les différentes valeurs de la motilité massale,
selon la température et le temps de conservation des gonades chez le bouc avec des valeurs
plus basses que nos résultats. De O h a 72 h a température ambiant sont respectivement :
71.3 % ; 67.6 % ; 60.8% ; 25.2% ; alors que de 0 h a 72 h & température de réfrigération sont
de 78.3% ; 79.7% ; 73.6% ; 51.8% respectivement.

L'environnement des spermatozoides épididymaires était étonnamment trés protecteur,
si on considere que la concentration de spermatozoides dans la queue de 1’épididyme atteint
prés de 10%° spz/ml et qu'une telle concentration de spermatozoides devrait étre fortement
nuisible aux spermatozoides dans les diluants de sperme courants (Fernandez Abella et al.,
2015). La queue de I’épididyme induit la motilité par les sécrétions de 1’épithélium due a la
sécrétion de la carnitine et des protéines qui régulent la mobilité des spermatozoides. Au fil du
temps et du stockage des spermatozoides, la teneur en carnitine a diminué, ce qui a réduit la
mobilité des spermatozoides (Ghosh et al., 1993).
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Abu AH et al. (2016) ont déterminé chez le bouc (red Sokoto) que la conservation des
testicules et de I’épididyme a 5 °C pendant 48 h une diminution significative du pourcentage
de spermatozoides motile (p <0,05) aprés 24 h de 69,00 + 0,46% a 50,60 + 0,48% a 48 h,
respectivement, ces résultats sont ont accord avec les notres, mais avec des valeurs plus
basses.

Selon les travaux de Fernandez Abella et al. (2015) sur I’espéce ovine, la récolte du
sperme aprés conservation de I’épididyme a 4°C pendant 24 h, (aprés castration), et stockage
sans dilution de ce dernier a 4 °C, ils ont pu déterminer une diminution du pourcentage de
spermatozoides mobiles a 48 h qui était aux environs de 18-20% par jour. Seuls 25% des
spermatozoides mobiles ont été observés a 72 h. Cette valeur était significativement inférieure
que celles observées pour les spermatozoides prélevés immédiatement de I'épididyme et
conservés pendant 72 h (45 £ 6,0% contre 25,7 £ 5,1, p <0,05).

Selon Wachida et al. (2019), leséchantillons de 1’épididyme du bélier, traité
immédiatement ou conserveés au réfrigérateur a 5°C pendant 6, 12, 24 et 48 h ; ont indiqué que
la motilité des spermatozoides a diminué d’une fagon significative (P <0,05) par rapport au
témoin [87,5 + 2,1% (0 h), 2 85,0 £ 1,8% (6 h), 73,3 £ 3,6% (12 h), 53,3 £ 2,5% (24 h) et 50,0
+2,9% (48 h)].

La température de réfrigération semble empécher la dégradation de la qualité du sperme
épididymaire avec le temps, en particulier de la motilité des spermatozoides, induisant une
réduction du métabolisme des spermatozoides en termes de phosphorylation oxydative
mitochondriale et d’activités glycolytiques (Salamon et al., 2000 ; Bergstein-Galan et
al.,2017). Dans ces conditions, la motilité massale diminue jusqu’a 24 h post-mortem. Apres
48 h de conservation des testicules, la réfrigération était essentielle pour prévenir la
dégradation de la qualité du sperme épididymaire au fil du temps. Au regard de nos résultats,
méme pour une courte période, I’épididyme de bouc devrait étre transporté a +4°C.

I11.2.2 La Mobilité progressive

Selon I’étude statistique de I’effet de la température (ambiante, réfrigération) et du
temps de stockage post mortem (0 h, 24 h, 48 h et 72 h) des gonades de bouc sur la mobilité
progressive avant la congelation(tableau 18), une différence hautement significative a été
observée entre les différentes valeurs analysées. A température ambiante les données de la
mobilité progressive sont : 29,50+0,50% ; 29,00+0,50% ; 30,10+0,85% ; 22,47 +1,27%. Alors
qu’a la température de réfrigération elles sont de: 29,80 + 0,70% ; 29,27 £0,75% ;
39,17+1,26% ; 27,23+0,68% pendant une durée de conservation comme suit : 0 h, 24 h ,48 h
et 72 h respectivement.

Aucune différence significative n’a été observée entre la mobilité progressive (p>0,05),
des spermatozoides récoltés apres conservation des gonades a la température ambiante (E) et a
la température de réfrigération (R), pendant O h et 24 h. Toutefois, quelle que soit la
température de conservation, une réduction significative a été observée a 48 h et 72 h. Par
contre, les valeurs de la mobilité progressive reste acceptable jusqu’aux 72 h quelle que soit la
température de conservation des gonades.
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Selon les travaux de Barbas et al. (2018), le seuil de la motilité progressive pour les
spermatozoides chez le bouc était de 30 pm/s (population de spermatozoides se déplagant vers
l'avant avec une vitesse de trajectoire > 30 pm/s).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Turri et al. (2014), une réduction
significative a été observee a 48 h et 72 h a une température ambiante (E). Contrairement a la
température de réfrigération (R) qui a induit une augmentation de la motilité massale dans le
groupe 48R par rapport au groupe 48E. Le méme résultat a été observé par d’autres auteurs
chez le bélier a 24 h (Kaabi et al., 2003) et le taureau a 48 h du temps post-mortem
(Martinez Pastor et al., 2009) dans les mémes conditions d’expérimentation.

Cela signifie que la température et le temps de conservation des gonades chez le bouc
influencent la mobilité des spermatozoides. D'aprés nos résultats et méme ceux de Turri et
al.(2014), la température de réfrigération a un effet positif sur la mobilité des spermatozoides.
Ces résultats ont été signalés aussi par Kikuchi et al. (1998) chez le porc, Martins et al.
(2009) chez le taureau, et Muradas et al.(2006) chez les étalons.

I11.2.3 Les parameétres cinétiques

La diminution des parametres cinétiques est hautement significative (p < 0,001) avec le
temps post-mortem, mais il n’y avait pas de différence pour certains parametres comme ALH
et BCF (p>0,05). La température de stockage des testicules (TEMP) a un effet hautement
significatif (P < 0,001), sur presque tous les parametres sauf : VCL a 72 h (72E vs 72R;
p>0,05), STR et WOB & 48 h (48E vs 48R ; P>0,005), ALH et BCF (OE vs 72E ; OR vs 72R ;
p> 0,005). Avec des valeurs meilleures que celle de Turri et al. (2014) dans les mémes
conditions expérimentales.

Selon Barbas et al. (2018) :

> Le seuil de la vitesse pour les cellules statiques était de 20um/s (population de
spermatozoides immobile qui présente un mouvement avec une VAP < 20um/s),

> Le seuil de vitesse maximale était de 80um/s (les spermatozoides étaient considérés
comme rapides lorsque la VAP>80um/s),

Alors que Tuli et al. (1992) ; Farrell et al. (1996) et Marco-Jiménez et al. (2005) ont
démontré que les spermatozoides sont considérés comme motiles, quand la vitesse curviligne
(VCL) est superieure ou égale a 20um/s.Tandis que Bravo et al. (2011) considerent les
spermatozoides d’une motilité rapide quand la VCL>75 pm/s. D’apres ces constatations, on
peut dire que nos valeurs des parametres cinétiques sont acceptables jusqu’a 48h, quelle que
soit la température de conservation (ambiante et réfrigération).

Selon Soler et al. (2003) et Chatizaa et al. (2012), les principaux parametres cinétiques
du sperme : ALH (%), VAP (um/s), VCL (um/s), VSL (um/s), LsIN (%), STR (%) et BCF
(Hz) ont diminué de maniére significative par rapport a la motilité massale, apres 48 heures de
conservation aux deux températures (ambiante, réfrigération).
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Selon I’expérimentation de Bergstein-Galan et al. (2017), la conservation post mortem
des gonades de bélier (testicule et canal épididymaire) a une température ambiante (18-20°C)
pendant: Oh, 6h, 12h, 24h et 48h n’a présenté aucune différence significative pour
I’ensemble des paramétres spermatiques.

Nichi et al. (2016), ont supposé que l'exposition de 1’épididyme a la température
ambiante modifie le schéma de déplacement des spermatozoides, ce qui signifie que les
spermatozoides migrent plus lentement dans le tractus génital féminin.

Cox et al. (2006) ont étudié la cinétique des spermatozoides dans le sperme de bouc et
ont montré que les éjaculats présentent des valeurs plus élevées de VCL, VAP et VSL étaient
plus efficaces dans le test de migration du mucus cervical. Cependant, des études menées chez
I'hnomme (Fréour et al., 2009), le bélier (O 'meara et al.,2007), les étalons et les taureaux
(Mocé et Graham,2009) n'ont pas trouvé de corrélation entre les parametres cinétiques
évalués par le CASA et la fertilité.

I11.2.4 La viabilité des spermatozoides

La moyenne du pourcentage des spermatozoides vivants récolté aprés 0 h, 24 h ,48 h et
72h de conservation a 21.5°C est de 90,57+2,38% ; 76,13 +1,21%; 74,33%£1,53% ;
40,23+0,68%. Alors que ces parametres sont de 91.6+£2.4% ; 83,17+0,76% ; 82,40+0,87% ;
43,234+0,68% apres une conservation in situ a 4°C (tableau 21). Les résultats de 1’étude
statistique de leffet du temps post-mortem et la température de conservation sont
déterminants a 72 h de stockage des testicules, une diminution significative (p < 0,01) du
pourcentage des spermatozoides viables, s’est produite aux deux températures de stockage des
testicules (OE vs 72E ; OR vs 72R ; p < 0,001 respectivement) par rapport au groupe respectif
de temps O (E, R).

D'aprées nos résultats, la viabilité des spermatozoides de bouc peut étre conserveée in situ
a température ambiante et a température de réfrigération pendant 48h. Les travaux de Turri et
al. (2014), ont démontré aussi une différence significative entre les valeurs de la viabilité des
spermatozoides au fils du temps de conservation (Oh, 24h, 48h, 72h) a température ambiante
et de réfrigération ; mais avec des valeurs plus basses que nos résultats.

La viabilité des spermatozoides n’est pas affectée par la température de stockage ou la
durée post-mortem probablement en raison de 1’effet protecteur contre le choc thermique, tel
que la lécithine contenue dans le liquide épididymaire (Robaire et Hermo, 1994 ; Martins et
al., 2009 ; Bertol et al.,2013). Les facteurs de protection sont efficaces dans les 48 heures
suivant la mort (Santiago et al., 2009).

La préservation prolongée de 1’épididyme a entrainé une diminution séveére du pH de
I’épididyme, sachant qu’il existe une corrélation entre la mobilité et le pH de la lumiere de
I’épididyme (Martinez-Pastor et al., 2005 ; Barati et al., 2009), et aussi une pycnose des
cellules épithéliales de I’épididyme influence sur la qualité de la semence apres le stockage
de ce dernier (Barati et al.,2009.
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Des échantillons de sperme épididymaire de bélier ont montré des spermatozoides
viables jusqu’a 48 h aprés la mort de l'animal, méme si leur qualité diminue de fagon
significative avec I’augmentation du temps post-mortem (Karja et al ., 2011).

Chez le cerf (Cervus élaphus) et mouflons (Ovis musimon), Garde et al (1998) et
Karja et al. (2011) ; ont conclu que la viabilité et la fécondation in vitro diminue lorsque le
temps entre la mort de ’animal et le moment de collecte de sperme augmente (jusqu'a 40 h a
température ambiante).

Selon I’étude de Karja et al. (2010) sur I’espéce ovine, la motilité et la viabilité des
spermatozoides conservés pendant une longue durée pourraient étre encore acceptables, ce qui
permet de procéder a une insémination artificielle (1A), a une fécondation in vitro (FIV) ou
I'injection intra cytoplasmique (ICSI). Cela pourrait étre utilisé dans le cas d'individus de
valeur ou d'especes menacées.

ITI1.2.5 L’intégrité acrosomiale

L’acrosome est une vacuole spécialisée, composée d’une double membrane, située a
I’avant du noyau et formée lors de la spermiogénése pendant la phase de Golgi. L’acrosome
couvre les deux tiers de la téte chez 1’étalon, la moitié seulement chez le taureau et il est tres
réduit chez les carnivores. Les enzymes hydrolytiques présentes dans l’acrosome sont
responsables de la lyse de la zone pellucide ovocytaire essentielle a la pénétration du
spermatozoide dans I’ovocyte lors de la fécondation (Ponthier et al., 2014). L’effet de temps
post mortem et la température de conservation des gonades de 1’espéce caprine locale est bien
démontré dans le tableau 19. Une différence hautement significative (p<0,001) a été observée
quel que soit le temps et la température de conservation.

Le pourcentage moyen des spermatozoides avec un acrosome intact a une température
ambiante (20.5 °C) est de : 97,13 £ 1,86 % ; 73,50 £ 1,20 % ; 70,10 + 0,85 % ; 52,07 + 0,90 %
respectivement, selon le temps de conservation (Oh ,24h ,48h ,72h). Tandis qu’a une
température de réfrigération (4 °C), il est de : 97.20+1.8% ; 95,17+0,76% ; 84,17+0,76% ;
69,20+0,72%. Malgré I’influence du temps et de la température de conservation sur la qualité
de I’acrosome d’un point de vue statistique, les valeurs des spermatozoides avec un acrosome
intact restent d’excellente qualité jusqu’a 72 h.

L’acrosome est le régulateur central de la fertilisation, il intervient dans la fusion des
spermatozoides et des ovocytes ainsi que dans 1’exocytose de ses constituants pour faire
connaitre le mécanisme de la fertilisation. L’intégrité de I’acrosome empéchant la dégradation
de la zone pellucide et donc I’acces a I’ovocyte.

Les résultats de notre étude sont en accord avec Swain et al. (2011), qui ont enregistré
88+0,4% de spermatozoides avec un acrosome intacts, collectés aprés conservation
I’épididyme de bouc jusqu’a 48 h a 4 °C. Selon Bergstein-Galan et al. (2017), I’acrosome
résiste mieux a la condition post mortem que la mobilité et la viabilité des spermatozoides.
Par contre, Kaabi et al. (2003) ont montré que 1’acrosome des spermatozoides épididymaires
de bélier pourrait étre sensible a de longues périodes de stockage (48 h).
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Dans I’étude d’Abu et al. (2016) chez le bouc, le pourcentage de spermatozoides avec
un acrosome intact diminue significativement (p <0,05) de 0 a 24 h. Les résultats de notre
étude étaient en accord avec celle de Mir et al. (2012), qui ont enregistré 89,92% de
spermatozoides avec un acrosome intact recueillis de la queue de I’épididyme de bélier
stockés jusqu'a 48 h a 4°C. Les spermatozoides récupérés a partir de cadavres stockés pendant
plus de 10 jours a 4°C étaient encore capables de féconder 3% des ovocytes in vitro
(Fernandez Abella et al., 2015).

James (2004) a démontré que les spermatozoides préleves de la queue de I’épididyme
des rats, des caprins, des équins et bovins ont tous conservé un certain niveau d'intégrité de la
membrane acrosomiale jusqu'a 96 heures aprées l'autopsie.

Il est suggéré que l'effet protecteur du plasma épididymaire est lié a la présence de
plusieurs systemes antioxydants (par exemple GPX5, thiorédoxine peroxydase, glutathion S-
transférase P, thiorédoxine peroxydase et superoxyde dismutase), a la présence de puissants
inhibiteurs de protéases (par exemple macroglobuline, a-1-antitrypsine, eppine, cystatine ;
(Dacheux et al., 2009) et également a la présence de plusieurs composés a activité
antimicrobienne, comme la lactoferrine (Hall et al., 2007; Fernandez Abella et al., 2015).

I11.2.6 Le test de gonflement hypo-osmotique

La membrane plasmique, composé de lipides, protéines et carbohydrates, créée une
enveloppe semi-perméable autour du spermatozoide et intervient dans la régulation des
fonctions spermatiques de par la création d’un gradient ionique. La membrane plasmique
constitue la barriére avec le milieu extérieur (Allimant, 2010).

Contrairement aux membranes cytoplasmiques des cellules somatiques, cette membrane
est hautement spécialisée. Elle est divisée en micro-domaines ou des protéines et des lipides
spécifiques y sont fixés et dont le réle est de réguler la physiologie et les fonctions du
spermatozoide. Au niveau de la piece intermédiaire du flagelle, la membrane plasmique
contient des protéines nécessaires a la production de I’ATP mitochondriale et nécessaire a la
modulation du glissement des microtubules (Marc, 2015). De ce fait, I’évaluation de son
intégrité semble étre une composante importante de 1’évaluation de la semence.

L’analyse des résultats du test de gonflement hypo-osmotique (testHost) dans notre
étude, fait ressortir une diminution significative (p<0.001) au cours des 3 jours de
conservation, quel que soit la température de conservation des testicules (21.5 °C et 4 °C). A
température ambiante, il est de : 86,90+0,79% ; 67,07+£0,90% ; 62,33+1,53% ; 47,20+0,72%
respectivement, et de 87.00+0.8% ; 74,23+0,68% ; 68,10 + 0,85%; 55,23+0,68 % a
température de réfrigération (4 °C). La membrane plasmique des spermatozoides reste
fonctionnelle au cours de toute la période de conservation, suite au maintien de bonnes
valeurs.

En ce qui concerne la température de conservation des testicules, les échantillons
conservés dans une température de réfrigérateur en général ont montré une meilleure qualité
de sperme que ceux conservés dans une température d’environnement, chose confirmée chez
le bélier par Kaabi et al. (2003) et Bergstein-Galan et al. (2017).
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Selon Oliveira et al. (2013), aucune corrélation n’a été trouvée entre les spermatozoides
réagissant au test hypo osmotique et les autres caractéristiques du sperme chez les caprins.

II1.2.7 Anomalies des spermatozoides (tératospermie)

Compte tenu des anomalies des spermatozoides, aucune différence significative
(p>0,05) n’a été observée entre Oh, 24h, 48 h et 72 h de conservation post mortem a la
température ambiante (21.5 °C) (2,40+0,53% ; 2,47+0,75% ; 3,33+0,58% ; 3,37+0,47) de
méme pour les échantillons conservés 4°C (2.4+0.5% ; 2,17+0,76% ; 2,58+0,52% ;
3,23+0,68%) pendant 72 h. Les données obtenues dans la présente étude font partie de la
gamme normale de sperme de bouc de bonne qualité. Ces valeurs sont en accord avec les
résultats de Chemineau et Cognié (1991) et Adam (1995) qui prétendent que le sperme de
bonne qualité ne doit pas contenir plus de (20%) de spermatozoides anormaux.

Selon Turri et al., (2014), le temps post mortem et la température n'a pas influencé le
pourcentage de spermatozoides anormaux chez le bouc dans les 48 heures suivant la
conservation des testicules. Cependant, apres cette periode, une augmentation des
spermatozoides anormaux s'est manifestée, comme cela a été observé chez le cerf (Soler et
al., 2003 ; Bisset et Bernard, 2005).

La raison de survie des spermatozoides dans I’épididyme a 4°C n'est pas claire. Par
ailleurs, en gardant les testicules et 1’épididyme a l'intérieur du scrotum, cela devrait étre
suffisant pour protéger la queue de I'épididyme de la dessiccation (Karja et al., 2011).
Sachant que les tissus sont le siege de nombreux changements et que 'autolyse a lieu
rapidement, les organes reproducteurs ont besoin d’étre réfrigérés a 5°C rapidement apres la
mort de I’animal (Arnold ,2004), Selon Belkadi et al., (2012), un sperme épididymaire de
bélier recueilli a partir de la queue de I'épididyme peut étre conservé a 4°C jusqu’a 72h , et
jusqu'a 12 jours (Kaabi et al., 2003).

Chez les animaux vivants, la queue de 1’épididyme fournit un environnement approprié
pour que les spermatozoides immatures deviennent matures et acquiérent leur motilité
(Amann et al., 2000 ; Lima et al., 2013) et restent fonctionnels méme plusieurs heures apres
la mort de I’animal (Dong et al., 2008 ; Chaveiro et al., 2015).

Les effets bénéfiques de la température de réfrigération de réduire I’effet métabolique
des spermatozoides (24, 48, 72 h de conservation ), nous ont permis d’obtenir une qualité de
sperme épididymaire nettement meilleure compte tenu du pourcentage de motilité, de la
mobilité progressive, des parametres cinétiques du sperme, du pourcentage de spermatozoides
vivants, de I’intégrité de I’acrosome, TestHost et de la morphologie des spermatozoides.
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111.3 Les effets de la température de stockage des testicules (TEMP) et du temps post-
mortem (PMT) en post-congélation surla qualité du sperme épididymaire

chez le bouc de la population locale.

L’étude de I’effet de la cryoconservation du sperme épididymaire récolté aprées Oh, 24h,
48h et 72h de conservation des gonades de bouc de la population locale, a deux différentes
températures (ambiante et réfrigération) sur la motilité, la mobilité progressive, les parametres
cinétiques, la viabilité, I’intégrité acrosomiale, I’intégrité de la membrane plasmique et le
pourcentage des spermatozoides anormaux sont bien démontrés dans les tableaux 29,30, et
31

I11.3.1 La Motilité massale

La motilité massale (MM) des spermatozoides diminue de maniére significative
(p<0,001) a mesure que le temps de stockage des testicules augmente de Oh a 72h. La motilité
massale des spermatozoides aprés décongélation du sperme récolté a Oh, 24h, 48h et 72h de
conservation des testicules a température ambiante est de : 45,23+0,68% ; 42,27+0,64% ;
50,33+0,76% ; 35,07+1,30% respectivement. A température de réfrigération, il est de : 45,50
+0.28% ; 46,28 +0,63%; 52,07+1,01% ; 37,60+0,55%). En ce qui concerne la température de
stockage, les spermatozoides stockés a 4°C puis congelés ont révelé une motilité massale plus
élevée que les spermatozoides stockes a 21.5°C. La valeur de la motilité massale la plus
acceptable des spermatozoides congelés, a été observée a 48h de conservation des gonades
pour les deux températures (ambiante et réfrigération). Kambulu Lukusa et al. (2020) ont
définit la motilité massale des spermatozoides de bouc comme : lente (>40um/s), moyenne
(>70unvs) et rapide (>100um/s).

Nos résultats concordent avec ceux de Martins et al. (2007), contrairement Turri et al.
(2014), n’ont observé aucune réduction de la motilité aprés congélation, bien qu’ils aient
trouvé des valeurs meilleures que les notres.

Chez les especes domestiques, la motilité des spermatozoides congelés-décongelés
diminue généralement de 40 a 50% par rapport au sperme frais ; cependant, en utilisant des
doses d'insémination contenant de plus grandes quantités de sperme peuvent parfois
compenser pour la perte de motilité due a la cryoconservation (Bezjian et al., 2013). La
cryoconservation de la semence chez I’espece caprine est un processus complexe qui consiste
a équilibrer de nombreux facteurs pour obtenir des résultats optimaux. Le sperme de bouc
nécessite une attention particuliere pour maximiser la viabilité et la fertilité apres
décongélation.

Lors de la cryoconservation, les spermatozoides sont soumis a des contraintes
biochimiques, osmotiques, thermiques et mécaniques, qui sont visibles aux stades de dilution,
refroidissement, équilibrage, congélation et décongélation. Alors dans notre expérimentation,
la cryoconservation du sperme épididymaire de bouc récolté apres un stockage, in situ
pendant 24h, 48h et 72h sous une température ambiante (21.5°C) ou de réfrigération (4°C) ; a
démontré un pourcentage moyen de spermatozoides motiles apres décongélation de 50%
aprés 48h de conservation in situ.
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C’est une valeur acceptable pour une éventuelle technique de procréation assistée
(insémination artificielle...). L'une des principales conditions pour une cryoconservation
réussie du sperme est la qualité initiale de I'éjaculat (Tibary et Manar, 2018).

I11.3.2 La Mobilité progressive

La congélation a influencé d’une fagon significative (p<0,01), la mobilité progressive
des spermatozoides récoltés apres 24h ,48h et 72h de conservation in situ. Les données de la
mobilité progressive des spermatozoides décongelés dans notre expérimentation sont : 22,23
+0,68% ; 20,23+0,68% ; 24,17+0,76% ; 22,07 +1,30% respectivement (21.5°C), et de 23,23 £
0,60% ; 20,15+0,78% ; 27,20+1,31% ; 23,37 £1,45%(4°C). La meilleure valeur de la mobilité
progressive des spermatozoides congelés est observée apres 48 h de conservation in situ.

Les données de Turri et al. (2014) ont montré que les échantillons obtenus a partir des
testicules stockés sous température ambiante diminuent d’une maniére significative la qualité
de leur sperme congelé. Résultat en accord avec notre étude, mais avec des valeurs plus
basses.

La mobilité progressive est souvent utilisée comme critére principal d’appréciation de la
fertilité. Une proportion importante (20 a 30%) des spermatozoides cryoconservés perdent
leur capacité fertilisante aprés décongelation (Tibary et Manar, 2018). En revanche, le
succes de l'insémination artificielle chez les caprins dépend de la capacité de collecter et de
cryoconserver correctement les spermatozoides. Alors que la cryoconservation des
spermatozoides de mammiferes est un processus complexe qui consiste a equilibrer de
nombreux facteurs afin d'obtenir des résultats satisfaisants.

Bien que, pour assurer un succes méme minimal, non seulement un diluant, un taux de
dilution du sperme, un taux de refroidissement et un taux de décongélation appropriés sont
nécessaires, mais également une connaissance approfondie de la physiologie du sperme de
I'espéce est essentielle pour maximiser la récupération post-décongélation du sperme et, par
conséquent une bonne fertilité (Sharma et Sood, 2020).

IT1.3.3 Les paramétres cinétiques

Les parameétres cinétiqgues comme : VCL (um/s), VSL (um/s), VAP (um/s), LIN (um/s),
STR (um/s), WOB (um/s) du sperme épididymaire sont diminués d’une fagon hautement
significative (p<0,001) lors de la congélation, par contre aucune différence significative n’a
été observeé pour ALH (um/s) et BCF (um/s). La congélation du sperme épididymaire récolté
aprés stockage des gonades a deux différentes températures (21.5°C et 4°C) et au fils du
temps (24h, 48h et 72h) a démontré un effet négatif sur la plupart des parametres cinétiques
dans notre étude. Ce qui s’accorde avec les résultats rapportés par Turri et al. (2014).

Les résultats des paramétres cinétiques obtenus dans la présente étude fait partie de la
gamme normale de sperme de caprin de bonne qualité. Cette valeur est en accord avec les
résultats de Lukusa et Kabuba (2020) qui prétendent que le sperme de bonne qualité doit
avoir : VCL (> 80 um/ s), VSL (> 50 um/ s) et VAP (> 25 pum/ s).
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IT1.3.4 La viabilité des spermatozoides

Le pourcentage moyen de spermatozoides vivants aprés congélation de sperme
épididymaire conservé a 21.5°C et 4°C est de : 48,27+0,64% ; 41,23+0,68% ; 42,30+0,70% ;
40,12+1,75% vs 49.2+0.6% ;43,33+0,69% ; 45,20 +0,72% ; 43,27 +0,64% (Oh, 24h,48h et
72h) respectivement. Concernant 1’effet du temps post mortem sur la viabilité des
spermatozoides apres congélation du sperme, les résultats montrent que cette derniere differe
d’une maniére hautement significative (p<0,001), et d’une fagon significative (p<0,05) par
rapport a la température.

Les mémes constatations ont été rapportées par Turri et al. (2013) et Kaabi et al.
(2003) chez le bélier, et par Martins et al. (2009) chez le taureau. Il est généralement admis
que le procédé de cryoconservation lui-méme réduit de plus de 50% la viabilité du sperme
(Chetna Gangwar et al.,2016). La motilité massale est généralement considérée comme une
indication superficielle de la viabilité du sperme (O'Hara et al., 2010). Parallelement Kafi et
al. (2004) et Moghaddam et al. (2012) ont conclu que, suite a l'augmentation de mouvement
des vagues, la quantit¢ de spermatozoides vivants sera augmentée. Le faible taux de
spermatozoides vivants pourrait donc s’expliquer par la faiblesse de la motilité massale
enregistrée durant cette étude.

Comme observé chez d'autres animaux domestiques, le processus de congélation du
sperme reduit également la viabilité du sperme chez le bouc, dans ce cas, le sperme chez
I’espéce caprine nécessite une attention particuliere pour maximiser la viabilité et la fertilité
apres décongélation. Revoir le protocole de la cryoconservation, le diluant utilisé et le nombre
de spermatozoides par paillette est une exigence.

Le taux de gestation est de 7 a 79% apres insemination artificielle (1A) avec du sperme
de bouc décongelé (Bispo et al., 2012). Différents chercheurs ont rapporté des taux de fertilité
différents avec du sperme de bouc cryoconservé (Chetna Gangwar et al., 2015).

II1.3.5 L’intégrité acrosomiale

Le pourcentage de spermatozoides avec un acrosome intacte sur la période
d’observation, présente une différence hautement significative (p<0,001) (tableau 29). Nous
avons aussi remarqué que toutes les valeurs obtenues durant cette étude sont supérieures a
50%, pour I’ensemble des échantillons cryoconservés apres un stockage in situ pendant 48h
sous 21.5°C et 4°C. Selon nos résultats, la cryoconservation peut avoir augmenté la résistance
de I’acrosome des spermatozoides au refroidissement et aux cryodommages.

En revanche d’autres auteurs (Rasul et al., 2001, Mondal et al., 2010), rapportent que
la cryoconservation des spermatozoides réduit I’intégrité acrosomiale chez différentes espéces
d’animaux.

Alors, la préservation de la fertilit¢ des spermatozoides épididymaires peut étre
influencée par de nombreux facteurs tels que les conditions dans lesquelles 1’épididyme est
manipulé, la période de stockage post-mortem de I'épididyme avant la collecte du sperme
épididymaire.
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IT1.3.6 Le test de gonflement hypo-osmotique

L’analyse des résultats du test de gonflement hypo-osmotique (testHost) des
spermatozoides aprés décongélation, fait ressortir une diminution significative (p<0.001) au
cours des 4 jours de conservation, quel que soit la température de conservation post mortem
des testicules (21.5 °C et 4 °C), avec des valeurs comprises entre 40 a 57%.

Le phénoméne de choc osmotique provoqué par l'exposition des spermatozoides a
différentes conditions hypertoniques, se caractérise par une augmentation de I'enroulement de
la queue de spermatozoide, qui se traduit par une perte de mobilité progressive (Zavos, 1983 ;
Mehrez, 2001). Pour cette raison, les spermatozoides doivent étre dilués lentement pour
permettre un ajustement osmotique progressif entre les compartiments extracellulaires,
empéchant ou minimisant ainsi le phénomene de choc osmotique (Zavos, 1992).

Ces changements se produisent principalement au niveau de la membrane (figure 47) et
sont dus a la formation de cristaux de glace et a des changements dans la perméabilité de la
membrane.

~ © OUENNES H., 2019

Figure 47. Résultat du test de gonflement hypo-osmotique (testHOST), (1) Spz gonflé (vivant), (2) Spz
non gonflé (mort).

I11.3.7 Anomalies des spermatozoides (tératospermie)

Notre étude sur I’effet de la cryoconservation du sperme épididymaire de bouc récolté
aprés une conservation des testicules a deux température (21.5 et 5°C) pendant 24h, 48h et
72h, n’a présenté aucune différence significative (p>0,05). Le temps et la température post
mortem n’a pas d’effet sur la morphologie des spermatozoides. Le taux de spermatozoides
anormaux selon notre expérimentation est entre 1 et 3%, ce qui correspond a un pourcentage
de spermatozoides normaux qui dépasse 95%. Un résultat comparable a été rapporté par
Hoseinzadeh-Sani et al (2013).

Contrairement aux travaux de Swain et al. (2012) et ceux de Turri et al. (2014), ils ont
démontré une régression du nombre de spermatozoides normaux avec la progression du temps
de collecte post mortem. Tarai et al. (2010) ont signalé une augmentation du nombre de
spermatozoides anormaux a 25°C en fonction du temps de conservation in situ.
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Le calcul de ce pourcentage est important pour apprécier la fertilité des animaux. Une
semence est considérée de bonne qualité, si elle contient plus de 70 % de spermatozoides
normaux, avec moins de 10 % d’anomalies primaires et moins de 20 % d’anomalies
secondaires (Fuertes, 2008). Pour un taux de spermatozoides anormaux entre 10 et 20%, Les
taux de fertilité sont de 50 a 60%, et il est a 50% lorsque le pourcentage des spermatozoides
anormaux entre 40 et 50% (Baril et al., 1993 ; Issa et al., 2001).
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Conclusion

La récupération post-mortem du sperme épididymaire peut étre la seule possibilité de
préserver les gamétes males d’animaux de grande valeur ou d’espéces menacées. Pour chaque
espece, des protocoles standards de récolte et de cryoconservation du sperme épididymaire
sont nécessaires. Cette étude a été menée pour comprendre comment la qualité du sperme
épididymaire de la population caprine locale dans les conditions de conservation a été
préservée, en particulier, en tenant compte du temps et de la température, et surtout lorsque
les spermatozoides épididymaires ne peuvent pas étre collectés et cryo-préserves
immediatement.

En conclusion, malgré la réduction des caractéristiques des spermatozoides pendant le
stockage, les spermatozoides épididymaires de I’espéce caprine (Capra hircus), récupérés en
post-mortem et stockés a la température de refrigération ont montré une tres bonne motilité,
viabilité, testHOST, acrosome intact et spermatozoides normaux ; méme apres 24-48 h post-
mortem. En utilisant ce protocole, une bonne qualité de sperme épididymaire, peut étre
facilement obtenue a des colts réduits, améliorant I’utilisation de cette source de sperme dans
les banques de génes.

93


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

Troisieme volet

Eﬁ(ets des antioxydants (Acide

tannique, Trolox, Quercétine) sur le
sperme épididymaire cryoconservé
chez la population bovine locale


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

mm Wondershare

Supprimer filigrane  @"  ppFelement

Effets des antioxydants (Acide tannique, Trolox, Quercétine

Volet 111 sperme épididymaire cryoconservé chez la population bovine locale Méthodes

Effets des antioxydants (Acide tannique, Trolox, Quercétine) sur le sperme
épididymaire cryoconserve chez la population bovine locale

Introduction

Au début des années soixante, les bovins étaient classés en 3 types : races importées
dénommeées « bovins laitiers modernes (BLM) », populations autochtones dénommées
« bovins locaux (BL) » et, les produits de croisements dits « bovins locaux améliorés
(BLA) », mais depuis les années soixante- dix et sans justification plausible, il ne subsiste que
la dénomination du bovin laitier moderne et bovin local amélioré (Ben Jemaa et al., 2018).
La population bovine locale de la région du Maghreb (le Maroc, I'Algérie, la Tunisie et la
Libye) est communément appelée "Brune de I'Atlas", son principal ancétre serait le « Bos
Taurus Primigineus Mauritanicus », découvert par Thomas dans le quaternaire de 1’ Afrique
du Nord (Ben Jemaa et al., 2018).

D'autres noms sont attribués aux bovins autochtones du Maghreb en fonction de leur
origine geographique et de leurs caractéristigues morphologiques, par exemple, les
populations Guelmoise, la Cheurfa, la Setifienne et la Chelifienne, originaires d'Algeérie. Les
populations qui composent la Brune de I’Atlas se différencient nettement du point de vue
phénotypique (Feliachi, 2003 ; Bouzebda Afri, 2007).

Cependant, l'origine des bovins actuels de 1’Afrique du nord est encore controversee,
avec deux hypothéses qui font toujours debat. Certaines études ont rapporté que ces bovins
domestiqués pourraient étre issus d'une domestication indigene africaine de l'aurochs sauvage
« Bos primigenius » (Bradley et al., 1996 ; Wendorf et Schild, 1998) et ont subi, une
influence génétique de taurins d'Europe et /ou du Proche-Orient (Hanotte et al., 2002).
D'autres études ont conclu qu’ils pourraient avoir ¢t¢ introduits en Afrique a partir du premier
centre de domestication (Epstein et Mason, 1972).

L’¢levage bovin en Algérie est a 80% localisé au niveau des zones périurbaines
telliennes, Il occupe les régions du Nord du pays, avec une prédominance a 1’Est (53 % a
I’Est, 24% a I’Ouest et 23% au centre) (Bouzebda Afri, 2007). Ce cheptel occupe les zones
difficiles, particulierement les régions montagneuses et les parcours. La population bovine
autochtone constituée par des bovins de type local qui sont conservés par des croisements
internes, ou par une catégorie de bovins ayant été croisée avec les races importées.

Ce systeme est orienté vers la production de viande et couvre 80 % de la production
bovine nationale, et contribue a 40% dans la production laitiere (Bouzebda Afri, 2007). Cette
population concerne 1’élevage extensif traditionnel détenu par les agro-pasteurs qui utilisent
les parcours d’altitude et de plaine. Ce systéme est orienté vers la production de viande et
couvre 80 % de la production bovine nationale, il contribue aussi a 40% dans la production
laitiere (Bouzebda Afri, 2007).
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L’évolution des effectifs de la population bovine en Algérie est évaluée a 50,77%, et
ce de 1910 (1.127.527 tétes) a 2001-2005 (1.464.663 a 1 700.000 tétes) (Bouzebda Afri,
2007). Selon le MADR (2019), le cheptel bovin a connu une évolution progressive qui a
passé de 1633810 tétes en 2007 a 2149 549 tétes en 2015, le nombre des vaches a diminué
tout au long des années pour atteindre moins d'un million en 2017. La population locale
représente environ 78% du cheptel total, alors que le cheptel importé et les produits de
croisement avec le bovin autochtone sont évalués a environ 22% (59% sont localisés au Nord-
est, 22% au centre, 14% au Nord-ouest et seulement 5% au sud du pays) (Feliachi, 2003 ;
Bousbia et al., 2010).

La population bovine locale en Algérie occupe une place importante dans I'économie
familiale et les productions sont destinées pour une auto consommation, en raison de ses
caractéristiques de production, de son adaptation et de sa résistance aux conditions
climatiques difficiles (chaleur, froid, sécheresse, etc....). C’est une population qui a la
capacitée de consommer en abondance et de transformer du fourrage de mauvaise qualité, de
parcourir des terrains difficiles, de résister aux parasites et aux maladies (en particulier aux
vecteurs de maladies) (Feliachi, 2003). Toutes ces qualités font que la conservation de cette
population s’avére urgente, avant qu’elle ne soit compléetement infusée de sang de races
modernes.

Le recours a la conservation ex situ de la diversité génétique des especes de mammiferes
par congelation de la semence (cryoconservation) est une étape cruciale pour la diffusion et la
conservation des ressources génétiques animales. Cependant, les procédures de
refroidissement lors de la congélation et de réchauffement lors de la décongélation, sont
responsables de séveres dommages sur les gametes males, ce qui diminue leur capacité de
fecondation.

Ces dommages induits par le froid représentent un facteur limitant de la conservation de
la semence (Marc, 2015). La peroxydation des lipides membranaires semble étre un facteur
majeur impliqué dans la qualité de la semence. La sensibilité de la membrane vis-a-vis des
dommages oxydatifs est due a son contenu élevé en acides gras polyinsaturés et a une
déficience en enzymes protectrices. Ces acides gras donnent a la membrane la fluidité dont
elle a besoin pour réaliser la fusion lors de la fécondation (BuyuUkleblebici et al., 2014 ;
Varo-Ghiuru et al., 2015 ; Aitken et al., 2016).

Le stress oxydatif est un état associé a un taux accru de dommages cellulaires induits
par l'oxygeéne et les oxydants dérivés de lI'oxygene, communément appelés ROS (Sikka et al.,
1995; Pena et al, 2011), qui endommagent systématiquement la motilité des
spermatozoides, I'intégrité des membranes plasmatiques, I'intégrité de I'ADN et la capacité de
fécondation (Alvarez et Storey, 1992 ; Bilodeau et al., 2000 ; Kasimanickam et al., 2007 ;
Kao et al., 2008 ; Kadirvel et al., 2009 ; Pena et al., 2011).

Le sperme des mammiféres est doté d'un systeme antioxydant qui protege les
spermatozoides contre les effets nocifs du stress oxydatif, mais ce mécanisme de défense
endogene des spermatozoides contre le stress oxydatif semble peu fiable (Nichi et al., 2006 ;
Lone et al., 2017).
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L’ajout d’un antioxydant au dilueur de congélation pourrait réduire 1’impact du stress
oxydatif et ainsi améliorer la qualité de la semence apres décongélation, car le succes de la
cryoconservation dépend non seulement de la préservation de la motilité des spermatozoides,
mais aussi du maintien de leur fonction métabolique. Pour cette raison, l'ajout d’un
antioxydant synthétique peut réduire I'impact de ce phénoméne et améliorer la qualité des
spermatozoides pendant le processus de stockage des spermatozoides a long terme, et a
assurer dans ce cas le succes des techniques de la procréation assistée comme l'insémination
artificielle. Trois antioxydants ont été proposés dans notre these :

1. La quercétine (Q), un flavonoide bien connu, & de nombreuses activités
biologiques, notamment ses propriétés antioxydantes (Hamalainen et al., 2007 ;
Gibb et al., 2013), anti-inflammatoire (Guardia et al., 2001 ; Hamalainen et al.,
2007) et antimicrobienne (Nitiema et al., 2012). La supplémentation en
Quercétine (figure 48) au dilueur de sperme a été signalée comme ayant des
propriétés antioxydantes bénéfiques sur les caractéristiques post-décongélation
des spermatozoides de taureaux (Tvrda et al., 2016), chevaux (Seifi- Jamadi et
al., 2016), sangliers (Kim et al., 2014), béliers (Silva et al., 2012) et de cerfs
(Silva et al., 2016).

OH Quercetin

OH

Figure 48. Structure moléculaire de la Quercétine (https://fr.dreamstime.com/mol%C3%
A9cule- flavono%C3%AFde-querc%C3%A9tine-formule-chimique-structurelle-image

121671580).

2. Le Trolox (TR) est un flavonoide (analogue de la vitamine E) (figure 49) a la
capacité de pénétrer dans les cellules et de protéger la membrane cellulaire grace a
ses propriétés liposolubles et hydrosolubles. Les effets bénéfiques des flavonoides
ont été liés a diverses propriétés telles que le piégeage des espéces réactives de
l'oxygéne (ROS), l'inhibition de l'oxydase, et la protection contre les Iésions de
I'ADN (Almeida et al., 2018).
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HO
OH

NN

Figure 49. Structure moléculaire du Trolox (https://www.molinstincts.com/image/R-
TROLOX-img-CT1001017787)

3. L’acide tannique (TA), est un polyphénol hydrolysable, un dérivé de l'acide
gallique, plus precisément un polyester de glucose (figure 50), formé a partir du
métabolisme des plantes. On le trouve le plus souvent dans I'écorce et les fruits de
nombreuses plantes et a une structure composée d'un carbohydrate central
(glucose) et de 10 groupes galloides (Haslam, 1989 ; King et al., 1999),
caractérisés par leur réaction de précipitation avec les protéines (Metche et

Gérardin, 1980).
S B
@@»@

@«db

HO

HO OH

Figure 50. Structure chimique de I’acide tannique https://www.arcane-industries.fr/details-

acide+tannigue+et+tanin-120.html

L'objectif de la présente étude était donc de trouver l'antioxydant le mieux adapté a la
cryoconservation du sperme épididymaire, tel que la quercétine, le trolox et ’acide tannique,
afin de créer une banque génétique de la population bovine locale algérienne.
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I. Matériels et Méthodes
1.1 Matériels
I.1.1 Site expérimental

Cette étude a été menée de mars 2017 a juin 2019 au niveau du centre de Recherche en
Biotechnologie « CRBt ». Le site expérimental est déja décrit dans la premiére et la deuxiéme
partie de notre thése.

I.1.2 Matériels biologiques

Pour la présente étude, 24 testicules ont été recueillis a partir de 12 taureaux de
population locale (différents caractéres phénotypiques), de 4 a 7 ans d’age et de 400 a 550 kg
de poids vif, provenant de quatre régions (El-Tarf, Constantine, Souk Ahras et Batna).

I.1.3 Matériels non biologiques

Le matériel de prélévement et d’appréciation de la qualit¢ du sperme épididymaire
chez le taureau et de la cryoconservation, ont été déja bien détaillé dans le deuxiéme volet de
notre travail sauf :

» Spectrophotometre pour mesurer la concentration spermatique chez les
bovins (AccuRead, IMV Technologie, France) (figure 51),

> Appareil de sonication (VCX-750 Sonics Vibra Cell, a 20 kHz) (figure 52).

» Spectrophotometre pour mesurer le MDA (Thermo Scientific, Helio
Epsilon) (figure 53).

» Centrifugeuse (figure 54).

| _<©OUENNES H.,2019 |

. ‘ ¥ ©Xe, ”
, \ P i
Figure 51. Spectrophotometre Accu Read bovine Figure 52. Appareil de sonication
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I.1.4 Produits chimiques

Certains produits chimiques ont €té cités dans la deuxieme partie de la thése, et on a
utilisé en plus :

» L’Acide Tannique (TA) (gallotannin, Tannin ; Sigma—Aldrich Company groups;St.
Louis;MO).

» Le Trolox (TR) (analogue vitamin E ; Sigma—Aldrich Company groups ; St. Louis
; MO).

» La Quercétine (Q) (2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3, 5, 7-trihydroxy-4H-1-
benzopyran-4-one, 3,3'.4', 5,6-Pentahydroxyflavone ; Sigma—Aldrich Company
groups ; St. Louis ; MO).

> Pénicilline G sodium.

» L’acide thiobarbiturique (4,6-dihydroxy-2-mercaptopyrimidine, le 4,6-dihydroxy-
pyrimidine-2-thiol, TBA ; Sigma-Aldrich groupes Société ; St. Louis ; MO).

» TH (trichloracetigue acide 15%), Thiobarbiturique acide 0.375%, et
Hydrochlorique acide 0.25N.

1.2 Méthodes
I.2.1 Identification de I’age et prise du poids des taureaux

La dentition est le seul moyen de détermination de 1’dge chez 1’espece bovine on se
basant sur le nombre et la forme des dents (incisives) (Poivey et al., 1981). L’utilisation de la
formule de Crevat : P = x (TP) ® (Bouzebda Afri et al., 2007), est la méthode de choix dans
notre étude pour I’estimation de poids vif des taureaux.

1.2.2 Méthode de récolte du sperme

Immediatement apres l'abattage, les testicules récoltés ont été transportes au laboratoire
a une température ambiante (18°C). Immédiatement apres la collecte, immergée dans un bain-
marie réglé a 37°C jusqu'a leur évaluation. Les spermatozoides ont été recueillis par la méme
technique de récolte deja decrite (volet 2). Selon Biswas (2016), I’échantillon collecté doit
présenter les caractéristiques suivantes : Volume > 0,8 ml, Concentration > 500 x 10%spz/ml,
Motilité > 70%, Viabilité > 80%

1.2.3 Ladilution

Le dilueur doit posséder plusieurs propriétés afin d’améliorer la survie des
spermatozoides. Il doit étre isotonique a la semence afin d’éviter les chocs osmotiques, avoir
un pH compatible a la survie des spermatozoides, posséder un pouvoir tampon, une
osmolarité appropriée, avoir une action stabilisatrice et protectrice des membranes, contenir
des substances nutritives telles que des sucres et posséder un pouvoir antioxydant et
antibactérien. Il doit également étre facile a préparer, a conserver et a étre utiliser (Barbas et
Mascarenhas, 2009; Hanzen, 2014).
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1.2.3.1 La composition du dilueur

Il n’existe aucun consensus quant a I’existence d’une composition de dilueur idéal pour
le sperme épididymaire. En régle générale, les dilueurs contiennent des agents cryoprotecteurs
dont le role est d’augmenter la survie des spermatozoides (Ponthier et al., 2014). Dans la
plupart des protocoles de cryoconservation, la semence est diluée en une seule étape (Marec,
2015). Le dilueur utilisé dans cette partie est composé selon Anzar et al. (2019).

Tableau 32. Composition de la fraction (Anzar et al., 2019).

‘ Composition Quantité

Glycérol 10% (v/v)
Jaune d’ceuf 20% (Vv/iv)
Tris (hydroxymethylaminomethane) 3,03¢g
Fructose 1,259
Acide citrique 1,709
Pénicilline G sodium 800 ui / ml
Sulfate de streptomycine 1mg/ mi
100 ml d’eau distillé a pH 7,33 et 350 mOsm)

1.2.3.2 Le taux de dilution ou la concentration finale en spermatozoides

La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoides optimale pour la
congélation. La concentration finale en spermatozoides dans 1’échantillon dépend du choix du
taux de dilution. Les échantillons de sperme prélevés sur chaque taureau (2 testicules) ont eté
regroupés et divisés en 4 parties égales (0,1 ml/ aliquote contenant environ 60 x 108 spz/ml).
On rajoute la méme quantité des antioxydants a la fraction déja préparée : 5 pg /ml d'acide
tannique (TA), Trolox (TR), Quercetine(Q) le quatrieme aliquote représente le contrble
(temoin) sans antioxydant.

Selon Marc (2015) et Hanzen (2014) pour le taureau, la concentration en
spermatozoides zootechniquement acceptable est de 10 a 12 millions de spermatozoides par
paillette. Estimant a 40% les pertes imputables aux processus de congelation-décongelation, il
faut donc obtenir au terme de la dilution une concentration moyenne de 20 millions de
spermatozoides par paillette de 0,25 ml. Cette valeur peut étre revue a la baisse ou a la hausse
en fonction de la qualité du sperme récolté. Dans notre expérimentation, la concentration est
de 15 x 10° spz/ml pour chaque paillette de 0,25 ml.

I.2.4 Méthode de conservation et de décongélation du sperme épididymaire chez le
Taureau

Le protocole de conservation et de décongélation du sperme épididymaire est le méme
que celui appliqué dans le deuxiéme volet (Effet de la température des testicules, sur la qualité
du sperme épididymaire : Premiére étape vers la cryo-banque de races locales algériennes).
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1.2.5 Méthode d’appréciation de la qualité spermatique apreés congélation

L’examen microscopique comprend 1’étude de la motilité massale, des paramétres
cinétiques, du pourcentage de spermatozoides vivants, testHOST, de I’intégrité acrosomiale et
le pourcentage de spermatozoides anormaux, réalisé selon les méthodes décrites dans la partie
Il (sauf la peroxydation lipidique).

1.2.5.1 Peroxydation lipidique
A. Préparation de I’échantillon

La méthode la plus ancienne pour mesurer la peroxydation lipidique est la détection
spectrophotométrique de la malonedialdéhyde (MDA) par le test a I’acide thiobarbiturique
(TBA) (Fukunaga et al., 1998). Le MDA, un produit final de la peroxydation des lipides, a
été quantifiée en utilisant l'acide thiobarbiturique (4,6-dihydroxy-2-mercaptopyrimidine, le
4,6-dihydroxypyrimidine-2-thiol, TBA; Sigma-Aldrich groupes Société; St. Louis ; MO),
selon la méthode décrite par Buege et Aust (1978), Suleiman et al. (1996) et modifié par
Benhenia et al. (2018).

» Quatre paillettes pour chacun des trois traitements, plus le contrdle, sont
décongelées dans un bain marie réglé a 37°C pendant 30s,

> Les 4 paillettes de chaque échantillon sont mises dans un Eppendorf étiqueté.

> Le culot de spermatozoides a été lavé trois fois par remise en suspension dans
1ml de PBS et re-centrifugation (15,000 g pendant 10 min) (figure 38),

Figure 53. Centrifugation (Sigma*3_30KS) réglé a 15,000g/10min

> Le sperme a été ensuite mis en suspension dans 500 ul de PBS et soumis a une
sonication avec une sonde en utilisant VCX-750 Sonics Vibra Cell, & 20 kHz
pendant 15s sur la glace. La procédure a été répétée six fois a des intervalles de
30s.

» 1 ml de la solution TTH (trichloracetic acid 15%, wi/v, thiobarbituric acid
0.375%, w/v in hydrochloric acid 0.25N), préparé au paravent, est rajouté pour
chaque échantillon.

» L’incubation est faite dans un bain marie régler a 95°C pendant 1h.

Les échantillons sont mis dans un bain de glace pour arréter la réaction,

» Une centrifugation a 18,000 g pendant 15 min est appliquée.

Y
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B. Lecture de ’échantillon

» La peroxydation des lipides a été mesurée sur la base du malondialdéhyde
(MDA) concentration. Le surnageant a eté séparé et I'absorbance a été mesurée a
535 nm dans un spectrophotométre UV.

» La concentration MDA a été déterminée par le coefficient d'absorption
spécifique (1,56 x 10°/ M™cm).

> Les résultats ont été exprimés en nmoles MDA/1.2 x108 Spz.

Figure 54. Spectrophotométre (Thermo Scientific, Helio Epsilon)

1.2.5.2 Etude statistique

Toutes les données ont été analysées par le logiciel SPSS (version 19). L’effet des
antioxydants : L’acide tannique (TA), Le trolox (TR) et la quercétine (TQ) sur le sperme
épididymaire congelé ont été évaluées par analyse unilatérale de la variance (ANOVA) avec
le test Newman-Keuls, post-hoc test a comparaison multiple. Le niveau de signification a été
fixé a *** (p <0,001); ** (p <0,01); * (p <0,05).
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Il. Résultats
11.1 Effets des antioxydants sur la motilité massale et mobilité progressive (X = SEM).

Les résultats concernant l'effet des antioxydants : la quercétine, le trolox et I’acide
tannique sur la motilité massale et la mobilité progressive, aprés la décongélation sont
présentés dans le tableau 33. Une différence hautement significative (p<0,001) a été observée
entre les quatre milieux de dilution (TO, TQ, TA, TR).

L'inclusion de 5 pg /ml d’antioxydant améliore les variables de la motilité massale et de
la mobilité progressive par rapport au contrdle (TO), la valeur la plus grande a été déterminée
dans le milieu de I’acide tannique (TA) avec 58,63+4,75% et 25,93£0,23% respectivement
pour les deux parametres mesures.

Tableau 33. Analyse de la variance de la motilité massale et mobilité progressive (X + SEM).

TO 6 31,93 6,26 361 2550 38,00
TQ 6 51,13 3,43 198 47,20 53,50

MM (%) TR 6 5067 2,08 1,20 4900 5300 .,
TA 6 5863 4,75 2,74 5330 62,40
Total 24 48,09 10,95 316 2550 62,40
TO 6 1034 2,20 127 820 12,60
TQ 6 21,80 3,74 216 17,80 2520

Mg TR 6 2147 2,53 146 1860 2340 .,
TA 6 2593 0,23 013 2580 26,20
Total 24 19,89 6,41 185 820 26,20

MM : motilit¢ massale ; PM : mobilité progressive ; TO : témoin, TQ : quercétine ; TR : trolox ; TA : acide
tannique ; N : nombre d’échantillon ; *** significatif a p<0,001 ; ** significatif a p<0,01 ; ns : non significatif

11.2 Effet des antioxydants quercétine, trolox et I’acide tannique sur les parametres
cinétiques (X + SEM).

Les moyennes, les écarts-types, les minima, les maxima et les coefficients de variation
des parametres cinétiques du sperme épididymaire apres décongélation sont rapportés dans le
tableau 34.
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Tableau 34. Analyse de la variance des paramétres cinétique (X £ SEM).
TO 6 79,20 10,74 6,20 66,80 85,70
TQ 6 87,72 2,53 1,46 85,10 90,16
VL 1R 6 7828 4,31 249 7410 8270 Ns
(HmVs)
TA 6 82,53 0,29 0,17 82,20 82,70
Total 24 81,93 6,36 1,84 66,80 90,16
TO 6 42,10 11,72 6,77 32,60 55,20
TQ 6 58,10 8,24 4,76 51,70 67,40
VSL o tR 6 48,03 155 090 4663 4970 Ns
(HmV/s)
TA 6 55,88 1,38 0,80 54,45 57,20
Total 24 51,03 9,08 2,62 32,60 67,40
TO 6 52,50 10,45 6,03 42,10 63,00
TQ 6 60,13 2,80 1,62 57,40 63,00
VAP TR 6 5267 1,52 088 5160 5441 Ns
(HmV/s)
TA 6 47,00 0,69 0,40 46,60 47,80
Total 24 53,08 6,75 1,95 42,10 63,00
TO 6 52,87 10,60 6,12 44,90 64,90
TQ 6 59,30 4,76 2,75 55,70 64,70
LIN TR 6 47,33 0,95 055 46,60 4840 Ns
(HmV/s)
TA 6 53,73 4,83 2,79 48,40 57,80
Total 24 53,31 6,97 2,01 44,90 64,90
TO 6 2,83 0,55 0,32 2,30 3,40
TQ 6 2,22 1,28 0,74 1,46 3,70
ALH TR 6 2,83 0,57 0,33 2,20 3,30 Ns
(HmVs)
TA 6 3,13 0,29 0,17 2,80 3,30
Total 24 2,75 0,74 0,21 1,46 3,70
TO 6 6,77 1,59 0,92 534 8,48
TQ 6 8,00 1,00 0,58 7,00 9,00
I(BFCIIZI; TR 6 8,87 2,60 1,50 6,20 11,40 Ns
TA 6 6,57 0,64 0,37 6,20 7,30
Total 24 7,55 1,70 0,49 534 11,40

TO : temoin, TQ : quercetine ; TR : trolox ; TA : acide tannique ; N . nombre d’échantillion ; *** significatif a
p<0,001 ; ** significatif a p<0,01 ; ns : non significatif.
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Supprimer filigrane

Selon I’étude de variance des paramétres cinétiques : VCL (um/s), VSL (um/s), VAP
(um/s), LIN (um/s), ALH (um/s), BCF(Hz), quelque soit le milieu de dilution aucune
différence significative (P>0.05) n’a été observée entre les différentes valeurs, avec une

superiorité dans le milieu additionné avec la quercétine (VCL, VSL, VAP, LIN).

11.3 Effet de la quercétine, le trolox et I’acide tannique sur la viabilité, LE test HOST,
I’intégrité acrosomique et le pourcentage des spermatozoides anormaux (X *

SEM).

Tableau 35. Analyse de la variance de la viabilité, testHOST, I'intégrité acrosomique et le
pourcentage des spermatozoides anormaux (X + SEM).

TO
TQ
TR
TA
Total
TO
TQ
TR
TA
Total
TO
TQ
TR
TA
Total
TO
TQ
TR
TA
Total

Viabilité
(%0)

HOST
(%0)

Int Acro
(%)

Spz anormaux
(%)

(o2 N> IR >IN o))

24

(o2 N> IR RN o))

24

o OO O

24

6
6
6
6

24

38,23
51,27
52,63
49,60
47,93
41,53
61,33
45,17
55,70
50,93
47,57
58,90
58,93
52,33
54,43
2,97
2,67
3,37
2,83
2,96

4,02
2,00
1,60
0,87
6,30
8,30
4,62
1,89
5,73
9,59
2,05
1,65
3,72
2,52
5,47
0,32
0,49
1,35
1,19
0,85

2,32
1,16
0,92
0,50
1,82
4,79
2,67
1,09
3,31
2,77
1,18
0,95
2,15
1,45
1,58
0,19
0,28
0,78
0,69
0,25

34,00
49,00
51,00
48,60
34,00
32,60
56,00
43,70
52,00
32,60
45,50
57,00
55,00
50,00
45,50
2,60
2,10
2,00
2,00
2,00

42,00
52,80
54,20
50,20
54,20
49,00
64,00
47,30
62,30
64,00
49,60
60,00
62,40
55,00
62,40
3,20
3,00
4,70
4,20
4,70

*k*k

**

**

Ns

TO: temoin, TQ: quercetine; TR: trolox; TA: acide tannique ; N: nombre d’échantillion ; test HOST :
gonflement hypo-osmotique ; Int Acro: intact acrosome; Spz: spermatozoide ; *** significatif a p<0,001 ; **

significatif a p<0,01 ; ns : non significatif.
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Le rajout des antioxydants dans le dilueur de cryoconservation a entrainé une différence
hautement significative (p<0,001) au pourcentage des spermatozoides vivants par rapport au
controle, avec une meilleure valeur observée dans le milieu additionné avec du trolox (TR)
(52,63£1,60%).

Les spermatozoides conservés dans un dilueur traité avec 5 pg/ml de quercétine (TQ)
avait un pourcentage de 61,33+4,62% de spermatozoides avec membrane intact (TestHost) et
58,90+1,65% d’acrosome intact, plus grand (p<0,01) que le témoin (41,53+8,30% et
47,57+2,05% respectivement) et les autres antioxydants. Un effet significatif a été observé
entre le témoin (TO0), la quercétine (TQ) et I’acide tannique (TA), et aucune différence entre la
quercétine (TQ) et le trolox (TR).

Nous n'avons constaté aucun effet significatif des antioxydants sur le taux de
spermatozoides anormaux (p>0,05) au cours du processus de congélation du sperme
épididymaire de taureau de la population locale.

11.4 Effet des antioxydants sur la peroxydation lipidique (X = SEM).

L’¢tude de la variance des trois antioxydants ajoutés au milieu de dilution sur la
peroxydation lipidique a été bien présentée au tableau 36.

Tableau 36. Analyse de la variance de la peroxydation lipidique (MDA) dans les quatre
milieux de cryoconservation (X + SEM).

TO 6 277 0,07 0,04 270 2,84

TQ 6 117 0,02 0,01 115 118

(r':fn[())lAe) TR 6 064 0,02 0,01 062 065
* Xk

TA 6 285 0,01 0,01 284 2.86

Total 24 1.86 1,01 0,29 062 286

TO : témoin, TQ: quercétine; TR: trolox; TA: tanique acide; N: nombre d’échantillon; MDA :
malondialdehyd; *** significatif a p<0,001 ; ** significatif & p<0,01 ; ns : non significatif.

La détermination du taux de MDA produit de la peroxydation lipidique a montré une
différence hautement significative (p<0,001) entre le témoin (2,77+0,07 nmole) et les trois
dilueurs (quercétine, trolox, acide tannique) (1,17+0,02 nmole ; 0,64+0,02 nmole ; 2,85+0,01
nmole), le meilleur milieu est celui avec un taux de MDA plus faible (trolox, 0,64+0,02
nmole.

11.5 Comparaison entre les quatre milieux de cryoconservation

Le tableau 37 montre 1’analyse de variance de milieu de dilution additionné par la
querceétine, le trolox et ’acide tannique sur les paramétres spermatiques.
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Tableau 37. Analyse de la variance entre les quatre milieux.

TO TQ TR TA
TQ TR TA T0 TR TA T0O TQ TA TO TQ TR
MM (%) Fxk dckk kkk kokk Fedede ek
PM(%) Fxk dekk kkk kokk Fedede *x
Viabilité (%)  *** *¥k wkk kkx *kk *xx
HOST (%) *x TR Rk kK *x *x
Int Acr (%) ** ** bl *h ok ok xh ok
MDA AREL R ek ek ek el e ek e e el ek

TO : temoin,TQ :quercétine ;TR :trolox ;TA : acide tannique ;N :nombre d’échantillion ; HOST : gonflement
hypo-osmotique ;Int Acro :intact acrosome ;Spz :spermatozoide ;MDA : malondialdehyde; *** significatif a

p<0,001 ; ** significatif a p<0,01.
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I11. Discussion

La membrane plasmique des spermatozoides est essentiellement composée d'acides gras
polyinsaturés (AGPI), qui jouent un réle essentiel dans la fertilisation (Mandal et al., 2014),
d’acide docosahexaénoique (DHA) ; un acide gras essentiel pour la membrane plasmique qui
donne la fluidité et donc l'acquisition de la motilité et la réaction acrosomique (Rooke et al.,
2001). Le processus de cryoconservation du sperme, qui conduit a la diminution de la
température, provoque un stress oxydatif sur les membranes des spermatozoides, il en résulte
des dommages irréversibles aux organites, et des modifications de l'activité enzymatique,
associés a une réduction de la mobilité, de l'intégrité fonctionnelle des membranes et de la
capacité de fécondation (Bucak et al., 2009 ; Guthrie et Welch, 2012).

Le sperme de taureau congelé et décongelé est plus peroxydé que le sperme frais. De
plus, la capacité antioxydante intracellulaire du sperme diminue aprés le processus de
congélation-décongelation (Tuncer et al., 2010). L'objectif de la présente étude était
d'explorer une nouvelle alternative dans la préservation du sperme épididymaire chez le
taureau de la population locale algérienne. Cette approche expérimentale consistait en une
protection simultanée contre le choc thermique et le stress oxydatif a I'aide des antioxydants
comme la quercétine (TQ), le trolox (TR) et I’acide tannique (TA).

1.1 Effet des antioxydants (Q, TA, TR) sur la motilité massale, la mobilité
progressive et les parametres cinetiques

Dans la présente étude, ’addition de Spug/ml des antioxydants comme la quercétine (Q),
’acide tannique (TA) et le trolox (TR), ont produit une grande activité cryoprotectrice comme
I'indiquent les variables relatives aux spermatozoides, telles que la motilité massale, la
mobilité progressive et les paramétres cinétiques.

ITI.1.1 Effet de la Quercétine
I11.1.1.1 La Motilité massale

La motilité massale du sperme est un parametre essentiel et frequemment utilisé pour
I'évaluation du potentiel de fécondation des spermatozoides (Yaniz et al., 2015). Nos résultats
montrent que la motilité massale du sperme épididymaire dilué avec 5ug/ml de quercétine est
de 51.13+3.43%, cette valeur est inférieure a celle enregistrée par Avdatek et al. (2017) chez
le taureau (sperme €jaculé) (83.26 £1.10% ; 59.02 + 4.94% ; 69.42+3.72%) et par Tironi et
al. (2019) a 15 pg/ml de quercetin (64.43%).

Cependant, ces résultats sont meilleurs que ceux cités par Avdatek et al. (2017) a
200ug/ml de quercétine (25,56+4,30 %) et a 20 pug/ml de quercétine (48,86%) et que ceux de
Seifi Jamadi et al. (2016) chez I’étalon & 0.1, Q 0.2 et Q 0.3 Mm de quercétine,
respectivement (48.83 £ 0.47%, 40.5 + 1.14%, et 41.16 + 2.08%), ainsi que ceux rapportés
par Ardeshirnia et al., (2017), chez le bélier (sperme épididymaire) a 5 pug/ml de quercétine
(42%).

Khanduja et al. (2001) ont déclaré que la quercétine ne protege pas les spermatozoides
des dommages causés par les ROS et n'affecte pas positivement la motilité des
spermatozoides (5-200 mm) chez I'nomme.
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IT1.1.1.2 Mobilité progressive

La moyenne générale de la mobilité progressive du sperme épididymaire de taureau de
la population locale dilué avec 5ug/ml de quercétine (21.80+3.74%) constatée dans notre
¢tude est supérieure a celle du témoin, alors qu’une influence hautement significative
(p<0.001) a été observée. Cela est en accord avec les observations d’Ahmed et al. (2019)
avec 50 mM, 100 mM, 150 mM et 200 mM de quercétine mais avec des résultats meilleurs
(31.11£1.11;30.56 + 1.55; 37.22 £ 1.47 ; 40.56 = 1.55%).

Ardeshirnia et al. (2017) ont prouvé que la mobilité progressive des spermatozoides
congelés-décongelés chez le bélier avec l'ajout de 5 et 10 pg/ml de quercétine n'a pas été
affectée par rapport a 0 pg/ml, bien qu'elle ait diminué de maniere significative avec 20 et
50ug/ml de quercétine. Tvrda et al. (2014) ont suggéré un effet protecteur de la quercétine
sur la mobilité du sperme chez les bovins. Gibb et al. (2013) ont rapporté que la
supplémentation de la quercétine a une dose de 0,15 mM a augmenté la mobilité progressive
des spermatozoides d'étalons par rapport au témoin (absence d'antioxydant).

Les antioxydants pourraient avoir des effets negatifs en raison d'un piégeage excessif
des radicaux libres, éventuellement en modifiant leurs niveaux physiologiques (Najafi et al.,
2014). Comme le montre I'étude de sperme épididymaire chez le bélier par Ardeshirnia et al.
(2017), la viabilité, la motilité et la fertilité des spermatozoides ont diminué de maniére
significative lorsque des concentrations plus élevées de polyphénol quercétine (>20 pg/ml)
ont été utilisees.

Alors, la quercétine peut agir en fonction de la dose, soit comme un stimulant a faible
dose, ou un inhibiteur a fortes doses (Taepongsorat et al., 2008). Cette controverse s'est
dailleurs révélée in vivo puisque Aravindakshan et al. (1985) ont note que le traitement avec
des doses de quercétine plus élevées (300 mg/kg de poids corporel) réduisait le taux de
fertilité des rats méales pendant les deux premiers accouplements.

Inversement, Taepongsorat et al. (2008) ont montré que l'injection de 270 mg de
quercétine/kg de poids corporel/jour entrainait une augmentation du poids des testicules, de
I'épididyme et du canal déférent. En outre, I'administration de 90 et 270 mg quercétine/kg de
poids corporel/jour a permis d'améliorer significativement la concentration, la motilité et la
viabilité des spermatozoides.

La fertilité des spermatozoides congelés-décongelés du sperme épididymaire d’un bélier
a été évaluée par la technique de la fécondation in vitro. Le nombre moyen d'embryons aux
stades de zygote, de morula et de blastocyste a augmenté de maniére significative avec
l'utilisation de 5 et 10 pg/ml de quercétine par rapport aux autres traitements (p < 0,05)
(Ardeshirnia et al., 2017).

Ces résultats contrastés peuvent étre dus a des différences de dose de la quercétine, de la
méthode d'évaluation du sperme, a la procédure de congélation et aussi a I'espéce (Silva et al.,
2012).
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III.1.1.3 Les paramétres cinétiques

L’analyse statistique de ’effet de la quercétine additionné ou dilueur de congélation sur
les parametres cinétiques (VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, BCF), n’a révélé aucune différence
significative (p>0.05). Ce qui contredit les résultats de Tironi et al. (2019), ou les paramétres
VCL, VSL, VAP, WOB et LIN ont augmenté (p < 0,05) en fonction de la concentration de la
quercétine, toutefois a la concentration de 20 pg/ml aucun changement des valeurs des
parameétres cinétiques n’était statistiquement significatif.

Contrairement aux résultats démontrés chez 1’étalon par Seifi-Jamadi et al., (2016),
aucune différence significative n'a été constatée entre les paramétres cinétiques du sperme
(VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, BCF) conservé par un dilueur préparé avec 0.2 pg/ml et
0.3ug/ml de quercétine.

En ce qui concerne la qualité spermatique, selon la littérature, certain parametres
cinétiques fournissent une estimation fiable de la capacité de fécondation des spermatozoides,
parmi lesquels la VCL. Cette valeur pourrait étre importante dans les capacités de fécondation
des spermatozoides, et abouti a des taux de fecondation in vitro plus elevés (Hirano et al.,
2001).

II1.1.2 Effet du Trolox
I11.1.2.1 Motilité massale

Le pourcentage moyen de la motilité massale du sperme épididymaire dans notre étude,
additionné par 5ul/ml de Trolox est de 50,67+2,08%, qui est supérieur au témoin
(31.9346.26%). Dés lors, une différence hautement significative (p<0,001) a été constaté avec
ce produit (Trolox), et contrairement aucune différence significative (p>0,05) n’a été
observée avec les autres antioxydants (Quercétine et Acide Tannique).

Les travaux de Thuwanut et al. (2008) sur le sperme épididymaire de chat, ont aussi
prouvé I’effet positive du trolox (5.0 mM) sur la motilité massale des spermatozoides apres la
décongélation avec une différence significative (p<0,05). Selon Anel-Lépez et al. (2012), la
motilité massale de sperme épididymaire chez le cerf, n’a pas montré beaucoup de différence
entre le milieu témoin et les dilueurs a base de Trolox. Une bonne motilité massale obtenue
aprés décongélation (60,2 £ 3,2%), est supérieure a nos résultats (Anel-Lopez et al., 2012).

La supplémentation de dilueur avec le Trolox a amélioré la qualité des spermatozoides
de sanglier pendant la réfrigération (Pena et al., 2003) et la cryoconservation (Pena et al.,
2004), et la qualité du sperme d'étalon pendant la réfrigération (Ball et al., 2001).

Chen et al. (2003) expliquent que la différence des résultats peut étre attribuée au fait
que les spermatozoides récoltés de I'épididyme, n‘ont jamais été en contact avec les sécrétions
des glandes (plasma séminal), ou se trouve la plus grande défense antioxydante. Il existe donc
des différences entre les spermatozoides éjaculés et ceux de 1’épididyme congélés (Gilmore
et al., 1998) dues a la sensibilité au refroidissement (Schmehl et al., 1986).

En ce sens, le Trolox aurait pu agir directement et sans compétition dans le sperme
épididymaire, comme l'ont observé Dominguez-Rebolledo et al., (2007), sur le sperme
décongelé du bélier redilué avec du plasma séminal.
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Silva et al. (2013) ont évalue l'effet de différentes concentrations de Trolox (30, 60 et
120 pM) sur les parametres cinétiques et sur lultra-structure mitochondriale des
spermatozoides du bélier aprés cryoconservation. lls ont déterminé que le Trolox (60 et 120
M) améliorait la motilité massale et l'ultra-structure mitochondriale.

En outre, Mata-Campuzano et al. (2014) ont étudié les effets des antioxydants a base
de Trolox (0,2, 1 et 5 mM) et de glutathion (GSH) sur les spermatozoides du bélier a
différentes températures (5 et 15°C) et pendant différentes durées (48 et 96 h) et ont constaté
que le Trolox avait un impact négatif sur la qualité du sperme.

Taylor et al. (2009) et Minaei et al. (2012) ont montré 1’amélioration significative de
I’ajout du Trolox au dilueur du sperme humain dans des échantillons cryopréservés par 0, 20
et 80 umol de Trolox, le pourcentage de la motilité massale était significativement plus faible
dans les échantillons post-décongelés que dans les échantillons traités avec 40 umol de trolox
avant congélation (motilité pré-congélation : 52,2+8,5% ; motilité post-décongélation :
19,6+4,3% ; p<0,01).

Rodriguez-Gutiérrez et al. (2020) ont rapporté de meilleures valeurs de motilité
massale (57.5+5.3%) et de mobilité progressive (17.1£1.6%), lors de 1’étude de I’effet de 1
mM de Trolox sur la qualite spermatique chez le bélier sur sperme éjaculé et incubé a 37 °C
pendant Oh et 6h. Des différences significatives ont été constatées dans les traitements (p>
0,05). Nos resultats sont similaires a ceux rapportés par Dominguez-Rebolledo et al. (2010)
dans des échantillons decongelés de sperme épididymaire provenant de cerfs ibériques, ou la
motilité massale a été maintenue pendant I'incubation a 37 °C. L'effet de Trolox sur la motilité
des spermatozoides dépend de sa concentration (Almeida et al., 2018).

Les observations de Zhu et al. (2015) ont suggeré que l'ajout de Trolox au dilueur de
congélation chez le lapin (sperme éjaculé), pourrait améliorer la motilit¢ massale des
spermatozoides congelés-décongelés. Le traitement a la base de Trolox était significativement
plus élevé que celui du groupe témoin (p<0,05). Surtout, la motilité massale des
spermatozoides dans le traitement complété par 200 uM de Trolox était le plus éleve
nettement supérieur a celui de 100 uM et de 250 uM.

Coleto (2006) a observé 70 + 10% de cellules mobiles (spermatozoides) chez des chiens
Cocker américains, en utilisant un dilueur complété par 200 M de Trolox. De méme, chez les
sangliers, Grossfeld et al. (2008) ont constaté que l'ajout de substances antioxydantes au
diluant du sperme améliore sensiblement la motilité des spermatozoides apres la
décongélation.
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I11.1.2.2 La Mobilité progressive

Les résultats rapportés dans ce travail montrent qu’une différence hautement
significative (p<0,001) a été constatée entre le témoin et I’échantillon de sperme avec 5 pg/mi
de Trolox, d’ou une mobilité progressive de 21,47+2,53%. Des résultats contradictoires ont
éte observés pour le sperme épididymaire du cerf, dilué avec 1 mM de trolox, ou la mobilité
progressive des échantillons était trés faible, avec seulement 4,4 + 0,3% des spermatozoides
identifiés comme étant progressifs (moyenne générale aprés décongélation) (Anel-Lépez et
al., 2012). L’étude de I’effet de Trolox sur la qualité spermatique (sperme épididymaire) chez
le chat a différents temps d’incubation (Oh-6h) a montré que la mobilité progressive était la
plus élevée dans les échantillons pendant I'incubation post-décongélation a 6 h, (Thuwanut et
al., 2008).

Selon Minaei et al., (2012), l'utilisation d'un analogue hydrosoluble du tocophérol
(Trolox) dans la solution de congélation comme antioxydant a augmenté la mobilité en
fonction de la concentration de ce dernier. Ainsi, Silva et al. (2009) ont pu conclure que
I'ajout de 120 uM/ml de trolox au diluant utilisé aprés la décongélation du sperme des équidés
(sperme éjaculé) préserve la motilité massale et la mobilité progressive des spermatozoides
incubés a 37°C pendant 120 minutes. Pendant le processus de maturation, le sperme perd la
majeure partie de son cytoplasme, limitant la défense contre le stress oxydatif et devenant
dépendant des antioxydants présents dans le plasma séminal (Baumber et al., 2005), ce qui
met en évidence l'importance de l'utilisation de substances antioxydantes pour le milieu de
dilution surtout pour le sperme épididymaire.

I11.1.2.3 Les parameétres cinétiques

L’analyse de I’effet du milieu de dilution avec le trolox sur les parameétres cinétiques
(VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, BCF) dans notre expérimentation n’a présenté aucune
différence significative (p>0.05). Selon Anel-Lépez et al. (2012), le sperme épididymaire
chez le cerf a été influencé par le Trolox d’ou une vitesse plus faible en WOB et ALH. Les
travaux effectués par Minaei et al. (2012) chez I’étre humain en ajoutant différentes doses de
Trolox dans le milieu de dilution (0, 20, 40, et 80 umol), ont prouvé qu’il y avait des
différences significatives dans les parameétres cinétiques. De plus, l'ajout de 40 pumol de
Trolox a permis d'obtenir une vitesse curviligne (VCL), une vitesse en ligne droite (VSL) et
une vitesse de parcours moyenne (VAP) significativement plus élevée apres décongélation.

La vitesse en ligne droite (VSL) est une valeur principale pour I'évaluation de I'effet de
la congélation. Si les spermatozoides humains sont exposés a un stress di a un choc
thermique (froid), leur mouvement passera de progressif a curviligne et non progressif. Le
traitement par le Trolox pourrait améliorer les caractéristiques de mouvement et de motilité
massale, il pourrait également interagir avec la partie hydrosoluble de la membrane plasmique
et pourrait étre plus efficace que d'autres antioxydants (Minaei et al., 2012).
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I11.1.3 Effet de I’Acide Tannique (TA)
I11.1.3.1 La motilité massale

Les résultats de I’effet de I’addition de Spug/ml de I’acide tannique (TA), ont montré une
meilleure motilité massale (58.63+4.75%) par rapport aux autres antioxydants (quercétine,
trolox), ce qui est justifiée par une différence hautement significative (p<0,001) entre les
quatre milieux de dilution. Nijs et al. (2009) ont indiqué que le pourcentage de
spermatozoides mobiles a diminué de 50,6% a 30,3% apreés la cryoconservation de sperme par
un dilueur additionné avec 1’acide tannique (TA). Cependant, le mécanisme dont la motilité
diminue n'a pas encore été élucidée de maniére approfondie.

Les travaux de Taitzoglou et al. (2001) sur le sperme humain et de bélier, ont démontré
que la motilité¢ des spermatozoides examinés a intervalles de 1 a 3 h d’incubation avec 0,1
mmol d’acide tannique, n'affectait pas la motilité des spermatozoides chez homme, tandis
qu’une forte dose d’acide tannique de 1000 nmol a inhibé significativement la motilité des
spermatozoides de beélier apres 2 et 3 h d'incubation. La motilité et la vitesse élevées des
spermatozoides sont importantes pour que les spermatozoides se lient a la zone pellucide et y
pénétrent ; les spermatozoides immotiles ne peuvent pas se lier a la zone pellucide ni y
pénétrer (Liu et Baker, 1993 ; Yanagimachi, 1994).

De nombreux composés polyphénoliques courants (comme 1’acide tannique) qui sont
naturellement présents en abondance dans les extraits de plantes, exercent des effets
inhibiteurs sur la motilité des spermatozoides de mammiféres in vitro. Ces composes
polyphénoliques pourraient étre une autre cause d’infertilit¢ ; il est possible que
l'augmentation de la génération de radicaux superoxydes par les polyphénols puisse inhiber la
motilité des spermatozoides in vitro (Kumar et al., 1989).

I11.1.3.2 La mobilité progressive

Nos resultats montrent une mobilité progressive égale a 25,93 + 0,23 % chez les
spermatozoides dilués et conservés dans un milieu avec 5 pg/ml d’acide tannique, c’est la
meilleure valeur observée par rapport a la Quercétine et au Trolox.

I11.1.3.3 Les parameétres cinétiques

Dans notre expérimentation aucune différence significative (p> 0.05) n’a été observée
entre les parametres cinétiques (VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, BCF) des spermatozoides
conservés dans le dilueur a base d’Acide Tannique. Selon Li et al. (1997), I’incubation des
spermatozoides contenant de I’acide tannique chez le singe, a inhibé de maniere significative
le pourcentage de spermatozoides motiles.
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111.2 Effet des antioxydants (Q, TA, TR) sur la viabilité, le pourcentage des
spermatozoides vivants, test HOST, intégrité acrosomique et les anomalies des

spermatozoides.
II1.2.1 Effet de la Quercétine
II1.2.1.1 La viabilité

Le pourcentage moyen de spermatozoides vivants est de 51.27+2.00%, la quercétine
(5 pg/ml) a influencé positivement la qualité spermatique, d’ou une augmentation du
pourcentage de la viabilité des spermatozoides, par rapport au témoin (38.23+4.2%). Chez le
bélier (sperme épididymaire), la viabilité des spermatozoides congelés-décongelés a augmenté
de maniére significative en utilisant 5 et 10 pg/ml de quercétine dans le dilueur de congélation
avec une valeur supérieure (70-78%) a nos résultats (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2020).

Selon Seifi-Jamadi et al. (2016), une diminution significative a été démontrée chez
I’étalon (sperme €jaculé) a chaque fois qu’ils augmentent les doses de la quercétine dans le
dilueur 0.1 0.2 et 0.3 mM (52.19 £ 0.16 % ; 43.19 + 1.64% 43.44 + 0.90%) respectivement.
Des valeurs légérement supérieures a nos résultats a 0.1mM de quercétine (52.19 + 0.16%), et
inférieures a 0.2 et 0.3mM de quercétine (43.19 + 1.64 % ; 43.44 + 0.90%) sont observees.

Il est déja bien connu que l'ajout d'agents antioxydants au diluant du sperme peut avoir
un effet bénéfique sur les paramétres séminaux. Dans d'autres travaux, l'extrait lyophilisé
d'Albizia harveyi, qui contenait 35 composés phénoliques, dont la quercétine et des dérivés de
la quercétine, a été complété par le diluant de fructose tris-jaune d’ceuf et ajouté au sperme du
taureau (Sobeh et al., 2017), en conséquence, l'extrait a augmenté le pourcentage de
spermatozoides viables dans la méme proportion que celle que nous avons trouve et aussi a
celle de Tironi et al. (2019).

Des études menées sur I’effet du quercétine concernant les dommages oxydatifs sur les
spermatogonies de poulet ont montré qu'a 1ug/ml, il augmentait la concentration cellulaire et
réduisait les dommages oxydatifs testiculaires (Mi et Zhang ,2005).

I11.2.1.2 Test HOST (gonflement hypo-osmotique)

Dans notre travail, au cours du processus de congelation et décongélation, une
différence significative (p<0,05) a été remarquée entre le témoin (41.53+£8.30%) et le dilueur
avec quercétine (61.33+£4.62%). Ce résultat s’accorde avec ceux rapportés par Ahmed et al.
(2019) chez le taureau (sperme éjaculé), avec différentes concentrations de quercétine (Q50
mM, Q100 Mm, Q150 mM, Q200 mM), et avec des valeurs inférieures a nos résultats (38.11
+0.81% ; 38.78 £ 1.98% ; 41.11 + 1.24 % ; 42.89 + 0.89%) respectivement.

Selon Avdatek et al. (2017), une différence significative a été observée chez le taureau
(sperme éjaculé), avec des valeurs inférieures a nos résultats avec différentes doses de
quercétine (25, 50, 100 et 200 pg/ml), 34.37+1.71% ; 32.62+1.01% ; 29.87 + 1.28% ;
27.00 = 1.70 % respectivement. Le méme résultat des travaux effectués par Seifi-Jamadi et
al. (2016) chez I’étalon ou l'intégrité de la membrane a été affectée par des concentrations
plus élevées de quercétine (Q 0,2 et Q 0,3 mM), leurs valeurs sont inférieures a celles de notre
expérimentation (42.92 + 2.39% ; 38.78 + 1.52% ; 35.89 + 1.52%)).
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Le test hypo-osmotique ou testHOST permet d’évaluer I’intégrité membranaire des
cellules. L'intégrité structurelle et fonctionnelle de la membrane plasmique des
spermatozoides est d'une importance fondamentale pour évaluer la capacité de fécondation
(Gibb et al., 2013 ; Ahmed et al., 2016). Selon Sieme et al. (2015), la cryoconservation
expose les spermatozoides a un stress osmotique seévere. Une vitesse de refroidissement
optimale est liée a la perméabilité de la membrane, qui est en terme influencée par les
propriétés de l'agent cryoprotecteur utilisé et le contenu et I'état de la membrane (Akhoondi et
al., 2011).

Selon Pena et al. (2004), la protection de la membrane des spermatozoides par la
Quercétine est expliquée par la capacité pro-oxydante de la quercétine. 1l convient de noter
que la quercétine doit étre convertie en ortho-semiquinone avant d'exercer ses effets
d'élimination des ROS tels que le superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne (H20.). Il a été
démontré que I'H.O2 oxyde la quercétine en ses intermédiaires réactifs, les ortho-
quinone/quinone méthides, dans plusieurs études in vitro (Awad et al., 2002 ; Kaldas et al.,
2005).

IT1.2.1.3 Intégrité de I’acrosome

Notre étude a révélé une différence significative (p<0,05) de I’intégrité acrosomiale
entre le témoin (47.57+£2.05%) et ceux ayant recu des milieux de dilution additionné de
quercétine (5pg/ml) (58.90+1.65%), nos données sont meilleures que celles observées par
Ahmed et al. (2019) chez le buffle (sperme éjaculé) (46.33 + 1.01; 46.78 £ 1.22 ; 51.78 £
0.88 ; 53.44 + 1.18), quel que soit la dose de querceétine utilisée. L'intégrité de 1’acrosome des
spermatozoides est vitale pour que la réaction acrosomiale menant a la fécondation, et il a été
démontré quelle est I'un des paramétres utiles pour prédire le potentiel de fécondation des
spermatozoides chez le taureau (Kumar et al., 2012). La quercétine était particulierement
active dans la préservation des membranes des spermatozoides, de la texture de la chromatine
et des acrosomes (Tvrda et al., 2016).

I11.2.1.4 Pourcentage de spermatozoides anormaux (tératospermie)

La moyenne globale des spermatozoides anormaux (2,97+0,32%) obtenue dans la
présente étude fait partie de la gamme normale de sperme de bonne qualité. Le sperme de
bonne qualité ne doit pas contenir plus de (20%) de spermatozoides anormaux. La quercétine
n’a aucun effet sur la morphologie des spermatozoides d’aprés nos expériences sur la
congélation du sperme épididymaire de taureau de la population locale.

Les données d’Ahmed et al. (2019) sont en accord avec ces résultats, ce qui suggere le
réle important de la quercétine dans I'amélioration de la qualité des spermatozoides des
taureaux. Contrairement aux résultats d’Avdatek et al. (2017), ou le taux des anomalies est
supérieur a des doses croissantes de quercétine (25, 50, 100,200ng/ml). Ainsi, chez 1’étalon,
le pourcentage des spermatozoides anormaux (15.78 + 1.34% ; 14.33 + 1.10% ; 13.67 *
1.19%) a 0.1, 0.2 et 0.3 mM de quercétine est supérieur a nos résultats (Seifi-Jamadi et al.,
2016).
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Il a été constaté que les spermatozoides présentant des anomalies sont négativement
corrélés a la fertilité chez les bovins (Chandler et al., 1985), et ne sont pas en mesure de
féconder les ovocytes (Dowsett et al., 1996).

I11.2.2 Effet de Trolox
I11.2.2.1 La Viabilité

Dans cette étude, le pourcentage moyen de spermatozoides viables est de 52.63+1.60%
dans la fraction additionnée par 5ug/ml de Trolox, avec 38.23+4.2% pour le témoin, ce qui
explique la différence hautement significative (p < 0.001) obtenue. Ceci est en désaccord avec
les différentes observations rapportées par Pranay Kumar et al. (2019) chez le coq, le
pourcentage des spermatozoides vivants était significativement (p< 0,05) plus faible dans le
sperme congelé-décongelé, l'inclusion du Trolox (0.2 mM, 0.4 mM et 0.8 mM) n'avait pas
d’effets sur ces paramétres. L’incubation a 37°C du sperme décongelé (éjaculé) de bélier entre
Oh et 6 h entraine une diminution au fil du temps de la viabilité des spermatozoides avec du
Trolox (51mM) (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2020).

Chez le singe, il est possible de maintenir la viabilité des spermatozoides aprés 270
minutes d'incubation de sperme décongelé, lorsque le dilueur de congélation est complété par
100 pM de Trolox (Almeida et al., 2018). Une fois la mortalité, les spermatozoides libérent
des enzymes qui ont des effets toxiques sur les spermatozoides vivants, provoquant des
modifications des parametres cinétiques tels que la diminution de la motilité (Shannon et
Curson, 1972).

I11.2.2.2 Test HOST (gonflement hypo-osmotique)

Le test hypo-osmotique a été utilisé pour évaluer I’intégrité de la membrane plasmique
(MP). Le principe de ce test est simple, en effet, les spermatozoides présentant une queue
(flagelle) gonflée apres incubation dans une solution hypo-osmotique sont considérés comme
ayant une membrane plasmique intacte : I’eau se déplagant du milieu hypotonique vers la
cellule pour équilibrer 'osmolarité entre le milieu extracellulaire et les compartiments
intracellulaires, le volume de la cellule se trouve alors augmenté entrainant une courbure du
flagelle (Hossain et al., 1998).

Les résultats reportés dans ce travail sur I’effet de Trolox rajouté dans le dilueur de
congélation chez le taureau de population locale, montre une valeur moyenne de 45.17+1.8%
des spermatozoides avec une membrane plasmique intacte (test HOST), aucune différence n’a
été observé avec le témoin, et avec celui du dilueur complété par ’acide tannique juste une
Iégére augmentation, par contre une différence significative (p<0,01) avec le milieu complété
par la quercétine est relevee.

Thuwanut et al. (2008) ont constaté lors de la décongélation du sperme épididymaire
de chat (5 mM Trolox) et incubation de Oh a 6h, des valeurs bien meilleures que les notres,
(59.7+10.6% ; 43.3% 9.6%). Par contre, Avdatek et al. (2019) ont observé une augmentation
du pourcentage des spermatozoides avec membrane intacte de bélier en dehors de la saison de
reproduction.
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L’intégrité de la membrane et de 1’acrosome des spermatozoides qui sont considérés
comme le principal site de ces modifications dues a un stress thermique, mécanique, chimique
et osmotique est essentiel a la survie des spermatozoides (Marcus-Braun et al., 2004). La
survie des spermatozoides apres congélation et décongélation semble dépendre des propriétés
de base de la membrane plasmique, telle que la composition biochimique, la résistance
physique, le comportement thermique et osmotique (Silva et Guerra, 2011).

I11.2.2.3 L’intégrité acrosomiale

La fixation a la zone pellucide stimule le déclenchement de la réaction acrosomique
(RA). Cette derniere, du point de vue morphologique est caractérisée par la fusion progressive
de la membrane plasmique avec la membrane acrosomique externe du spermatozoide. Cela
donne lieu a la formation d’une part, de vésicules membranaires mixtes et d’autre part de
fenestrations au travers desquelles, le contenu de I’acrosome, des enzymes hydrolytiques
indispensables pour la fécondation, est libéré.

Les spermatozoides ayant subi une réaction acrosomique spontanée apres 1’éjaculation
ou suite au procédeé de congélation sont incapables de se fixer a la zone pellucide et par
conséquent incapables de féconder I’ovocyte. L’évaluation de 1’intégrité de I’acrosome apres
le processus de congelation-décongélation est donc un parametre important a étudier.
L’intégrit¢é de I’acrosome est un marqueur de I’aptitude fonctionnelle du spermatozoide a
feconder. Nos résultats montrent, une difference significative avec le témoin, et le dilueur
additionné¢ avec I’acide tannique, une valeur comparable a celle de la quercétine
(58.93+2.52%).

Cette valeur est aussi comparable a celle rapportée chez le chat (sperme épididymaire),
incubé au fil du temps (65.1£8.1% ; 58.3+£7.3% ; 53.6+ 8.5% ; 50.1+7.8%) (Thuwanut et al.,
2008). Ces résultats sont en contradiction avec ceux d’Anel-Lopeza et al. (2012) chez le cerf
(sperme épididymaire), ou un effet négatif de Trolox (5 mM) a été observé dans la proportion
de spermatozoides dont les acrosomes sont endommageés.

Les dommages acrosomiques ont augmenté de (11,1 £ 1,1%) aprés lincubation
(échantillons de contréle ; p< 0,001), cette augmentation étant significativement plus
importante dans les échantillons traités avec Trolox 5 mM (14,7 = 1,1 %, p < 0,001). Une
réduction significative du pourcentage de cellules ayant un acrosome intact en raison du
temps d'incubation (p<0,01) a été observée chez le cheval (Silva et al., 2009).

L'étude de l'intégrité de I’acrosome a montré un pourcentage ¢élevé de cellules intactes
pendant les intervalles étudiés, démontrant que dans cette expérience, tous les traitements ont
fourni un environnement adéquat pour lintégrité des membranes plasmatiques et de
I’acrosome, évitant les dommages cellulaires et préservant les spermatozoides de la formation
et de la réaction précoce de ’acrosome communément observés pendant le processus de
congélation (Neild et al., 2003).
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En ce qui concerne le pourcentage de spermatozoides dont 1’acrosome est intact chez le
chien, il n'y avait pas de différence entre les moyennes obtenues aprés décongélation
(p>0,9320), 22,95% pour les échantillons de contréle ; 24,95% pour les échantillons
cryoconservés avec 200 UM Trolox et 23,74% pour les échantillons cryoconserves avec 300
MM Trolox (Peixoto et al., 2013).

I11.2.2.4 Pourcentage des spermatozoides anormaux

L’étude statistique de I’effet du Trolox sur la qualité spermatique post- décongelée, du
sperme épididymaire de taureau de la population locale, n’a montré aucune différence
significative entre le témoin (2.97+£0.32%) et les autres antioxydants; I’acide tannique
(2.83+£1.19%) et la quercétine (2.67+£0.49%). Cette derniére valeur est trés proche de celle
rapportée chez le cogq (Pranay Kumar et al., 2019). Selon Pranay Kumar et al. (2019), la
fertilité a été significativement augmentée par I'ajout de trolox a 0,2 mM seulement.

I11.2.3 Effet de I’acide tannique (TA)
I11.2.3.1 La viabilité et le testHOST

Le pourcentage moyen de spermatozoides vivants est de 49.60+0.87%, I’intégrité de la
membrane est de 55.70+5.73%. Les flavonoides sont un groupe de composés naturels de
faible poids moléculaire qui sont omniprésents dans les plantes (Havsteen, 1983). Bien que
leur mecanisme d'action ne soit pas tout a fait clair, les flavonoides agissent comme des
inhibiteurs d'enzymes (Kuppusamy et al., 1990).

IT1.2.3.2 L’intégrité de I’acrosome et la tératospermie

L’intégrité de I’acrosome selon notre expérimentation est de 52.33 + 2.52%. C’est une
bonne valeur par rapport aux autres antioxydants (quercétine, trolox) avec une différence
significative, alors que le pourcentage des anomalies est de 2.83+£1.19%, aucune différence
significative n’a été détermince.

Les travaux de Taitzoglou et al. (2001) ont bien montré que l'acide tannique a de
puissants effets inhibiteurs sur l'activité de l'acrosine et du plasminogéne chez I’homme et
I’espece ovine. Il est généralement admis que l'activité de l'acrosine, une sérine protéinase
unique associée a l'acrosome de spermatozoides de mammiferes, est indispensable a la
fécondation (Meizel, 1984 ; Katz et al., 1987 ; De Jonge et al., 1989 ; Schill, 1991).

Le role essentiel de I'acrosine dans la fertilisation est indiqué par la capacité de divers
inhibiteurs de protéinase a bloquer la fécondation ou a altérer les fonctions des
spermatozoides impliquées dans la fertilisation (Saling, 1981 ; Dravland et Meizel, 1982 ;
Van der Ven et al., 1985 ; De Jonge et al., 1989).
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Li et al. (1997) ont démontré que I’acide Tannique a inhibé l'activité de la
hyaluronidase des spermatozoides de singe & une concentration entre 50-200 mmol. Aussi,
selon Tatemoto et al. (2006), I'ajout de 5pg/ml d'acide tannique aux milieux de décongélation
et de fécondation des spermatozoides, diminue la polyspermie chez I’espéce porcine. Alors
qu’il est intéressant de noter qu'une enquéte a montré que certains polyphénols sont de
puissants inhibiteurs de hyaluronidase de spermatozoides chez le taureau (Kuppusamy et al.,
1990 ; Rachel et al., 2018), le cobaye PH-20 (Hunnicutt et al., 1996), et le singe cynomolgus
PH-20 (Li et al., 1997 ; Meyers et al., 1997).

L'effet antioxydant de I’acide tannique, a été attribué a sa capacité de former un
complexe avec le cuivre qui inhibe I'oxydation des ascorbates et la formation ultérieure de
OH, ainsi que le piégeage des OH du complexe TA avec du cuivre (Andrade et al., 2005).
Compte tenu des nombreux cycles benzéniques et de I'nydroxyle présent dans la structure de
l'acide tannique, il est possible que les effets inhibiteurs de l'acide tannique résultent de
modifications de la conformation ou de la dénaturation des enzymes causées par la liaison
hydrogene ou les interactions hydrophobes entre les enzymes et I'acide tannique.

L'acrosine joue un role dans de multiples phases de la fertilisation des mammifeéres et
les activateurs du plasminogéne, et le systéeme de la plasmine intervient a plusieurs stades de
la fécondation, les flavonoides seront des outils utiles pour évaluer I'implication des enzymes
acrosomiale dans ces fonctions de gametes (Taitzoglou et al., 2001).

1.3  Effet des antioxydants (Q, TA, TR) sur la peroxydation lipidique
I11.3.1 Effet de la Quercétine (Q)

La peroxydation des lipides est une réaction en chaine qui est un exemple d’oxydation
trés dangereux pour les cellules provoquées par les dérivés de 1’oxygéne, en particulier les
radicaux hydroxyles (OH) ou peroxyles (ROOQ), le répercusseur de la peroxydation lipidique
et le MDA (malondialdehyde), le meilleur antioxydant, c’est bien qu’il donne une valeur tres
faible du MDA.

L’¢tude de I’addition du Quercétine au dilueur du sperme épididymaire de taureau est
hautement significative, avec une valeur de 1.17+0.02 nmole/ml contre une valeur appréciée
chez le témoin de 2.77+0.07nmole/ml. Nos résultats sont meilleurs que ceux rapportés par
Avdatek et al. (2017), pour le sperme éjaculé d’un taureau (2,92+0,38 nM ; 5.30£0.64
nM/ml ; 8.21 = 0.40 nM/ml ; 10.03+0.93 nM/ml) avec des doses de 25, 50, 100 et 200 ug/m!
respectivement.

Chez le cheval, et selon Seifi-Jamadi et al. (2016), le MDA a été affecté uniquement a
une concentration élevée de quercétine (Quer 0.2 et Quer 0.3 mM), ses données sont
supérieures a nos résultats (2.217 + 0.18 nmole/ml ; 2.476 + 0.06 nmole/ml) respectivement.
En revanche, Ben Abdallah et al. (2011) ont rapporté un effet bénéfique de la quercétine sur
la peroxydation des lipides. Dans leur étude, la quercétine a réussi a réduire la concentration
de MDA.
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Les résultats divergents obtenus avec la quercétine peuvent étre attribués a plusieurs
facteurs, notamment I'espéce (Evans et al., 1987. Khanduja et al., 2001 ; Hamalainen et al.,
2007 ; Gibb et al., 2013), le dilueur et le dosage d’antioxydant (McNiven et al., 2006), et la
méthode d'administration (Taepongsorat et al.,2008).

Ardeshirnia et al. (2017) ont rapporté un taux de clivage, une formation de morula et
de blastocyste plus élevés a partir du sperme épididymaire des rats, supplémentés avec 5 et 10
pg/ml de quercétine. Khaki et al. (2010) ont suggéré que la quercétine, améliorait
significativement la production de sperme et pourrait étre efficace pour améliorer la qualité du
sperme chez les rats, par conséquent une amélioration significative de la fertilité in vivo. En
conséquence, la supplémentation en quercétine peut étre une stratégie appropriée pour
protéger et préserver les structures et/ou fonctions vitales des gamétes males pendant le
traitement et le stockage in vitro de spermatozoides (cryoconservation, vitrification, etc.)
exposés a des environnements cliniques de pression oxydative accrue.

II1.3.2 Effet de Trolox (TR)

Le taux de MDA est de 0.64+0.02 nmol/ml, considéré comme meilleure valeur par
rapport aux autres antioxydants (quercétine, acide tannique) selon notre étude. Résultat qui
concorde avec celui rapporté par Anel-Lopeza et al. (2012) chez le cerf. Le Trolox a empéché
la peroxydation des lipides selon la dose rajoutée. Aucune différence n'a été détectée entre les
analyses post-décongélation et post-incubation concernant la production de MDA.

Il est possible qu'il y ait des différences dans la sensibilité des spermatozoides a la
peroxydation des lipides, I'ensemble des systemes antioxydants intra et extracellulaires qui se
présentent dans le sperme different selon les especes (Almeida et al., 2018). La peroxydation
lipidique (LPO) etait significativement plus élevee (p < 0,05) dans le sperme cryopréserve
chez le coq ; qui a été réduit par la supplémentation en trolox (0.2 mM, 0.4 mM et 0.8 mM)
(Pranay Kumar et al., 2019). Chez le bélier, et en contre saison les résultats de I’effet de
5mM de trolox sur le sperme éjaculé (4.2 = 0.47 nmol/ml) sont meilleurs que ceux du témoin
(6.3 £ 0.61 nmol/ml), et aussi meilleurs a nos résultats (Avdatek et al., 2019).

La peroxydation des lipides est initiée par le radical hydroxyle qui réagit avec l'acide
gras polyinsaturé, genérant des radicaux organiques libres qui, a leur tour, réagissent
rapidement avec l'oxygene pour former du peroxyde d'hydrogéne. Ces peroxydes lipidiques,
qui agissent comme des radicaux libres, déclenchent une réaction en chaine autocatalytique
entrainant des dommages de la membrane cellulaire (Cotran et al., 1989). Peroxydation des
lipides et détérioration ultérieure de la membrane se produisent principalement pendant le
processus de décongélation (Sinha et al., 1996).

Les spermatozoides eux-mémes produisent des ROS intracellulaires par l'activité
mitochondriale (Amaral et al., 2013). Brouwers et Gadella (2003) ont montré que la
peroxydation des lipides (LPO) dans les spermatozoides de taureau se produit dans la région
médiane de la queue, ce qui suggére une source endogéne de ROS identifiée dans les
mitochondries.
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Le processus d'oxydation des lipides entraine une perte d'intégrité de la membrane et
une augmentation de sa perméabilité qui entraine une inactivation des enzymes cellulaires,
des dommages structurels de I'ADN, une diminution de la motilité des spermatozoides, due a
I'épuisement de I'ATP en raison de dysfonctionnements mitochondriaux, une diminution de la
viabilité des spermatozoides et de l'apoptose cellulaire (Kodama et al., 1996 ; Nichi et al.,
2007 ; Kadirvel et al., 2009).

I11.3.3 Effet de I’acide tannique

La mesure de MDA, repercusseur de la peroxydation lipidique a démontré une valeur de
2.85+0.01mmol dans le sperme aprés congélation avec ’acide tannique ; ce résultat est proche
de celui du témoin et la plus élevée par rapport a la quercétine et au trolox, ce qui explique la
différence significative qui existe entre les 3 antioxydants utilisés dans notre expérimentation.

La sensibilité des spermatozoides chez les ruminants au stress oxydatif est une
conséquence de l'abondance des AGPI (acides gras polyinsaturés) dans la membrane
plasmique des spermatozoides, leur présence donne aux membranes une fluidité et une
flexibilité qui les aide a engager des événements de fusion des membranes associé a la
fertilisation (Bansal et Bilaspuri, 2011 ; Collodel et al., 2020 ; Galeati et al., 2020).

Pendant la maturation épididymaire, la composition lipidiqgue de la membrane des
spermatozoides est modifiée. La membrane des spermatozoides est remodelée, ou le niveau
de saturation en acide gras augmente de la téte a la queue de I'épididyme, tandis que la

proportion d’acides gras polyinsaturés reste similaire le long de 1'épididyme (Collodel et al.,
2020).

Une augmentation de la peroxydation des acides gras polyinsaturés entraine une
augmentation des concentrations de MDA. Par conséquent, des concentrations plus élevées de
MDA sont généralement considerées comme un indicateur de stress oxydatif (Seifi-Jamadi et
al., 2016 ; Aksu et al.,2017).

La fluidité et l'intégrité de la membrane sont toutes deux importantes pour qu'un
spermatozoide puisse fusionner avec un ovocyte. Des concentrations élevées de peroxydes
lipidiques dans les spermatozoides ont été corrélées négativement avec leur capacité a
fusionner avec l'ovocyte (Aitken et al., 2017). En outre, la peroxydation des lipides est
également connue pour réduire la motilité des spermatozoides (Bollwein et Bittner, 2018).

Les polyphénols (y compris les flavonoides) ont la capacité d’empécher la peroxydation
des lipides et l'oxydation de I'ADN et éliminer le radical hydroxyle (OH) (Chimi et al.,
1991 ; Lodovici et al., 2001). Cependant, les polyphénols peuvent également étre toxiques,
avec des effets prooxydants (Zaidi et al., 1992 ; Malik et al., 2003).

Rahman et al. (2012) ont étudié I'influence de la qualité des ovocytes sur la production
d'embryons issus de spermatozoides endommagés chez les bovins, et ont rapporté que les
ovocytes bovins de plus grand diameétre étaient capables de mieux soutenir le développement
des embryons apres la fécondation avec des spermatozoides incubés dans des milieux
contenant du peroxyde d'hydrogéne (leurs homologues plus petits).
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Il est bien établi que les antioxydants exogenes peuvent réduire les effets négatifs du
stress oxydatif sur la fonction des spermatozoides et le développement de I'embryon.
Cependant, il existe encore un manque de connaissances sur la fagcon dont le stress oxydatif
peut étre évité sans inhiber les effets physiologiques essentiels des especes réactives sur la
fécondation (Bollwein et Bittner, 2018).
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Conclusion

La cryoconservation du sperme épididymaire des bovins de la population locale est une
importante technique qui a pour but de préserver le patrimoine génétique ; mais les dommages
causés par la cryogénie aux composants cellulaires ont des effets néfastes sur la fonction des
spermatozoides. La présente étude a été menée pour évaluer I'influence de trois antioxydants :
I’acide tannique (TA), la quercétine (Q) et le trolox (TR) sur la qualité des spermatozoides
congelés.

En conclusion, la supplémentation de dilueur avec 5ug/ml d’acide tannique, Quercétine
et Trolox peut améliorer la motilité massale et la mobilité progressive, la viabilité, la
fonctionnalit¢ de la membrane, I'intégrité de I’acrosome et la peroxydation lipidique, en
minimisant le stress oxydatif pendant la congélation et la décongélation.

Suite a nos résultats et aux travaux déja effectués chez les ovins, équins, volailles,
humain et lapins, la quercétine et le Trolox ont montré une supériorité de la cryoprotection
contre le stress oxydatif, soit en ajoutant chacun indépendamment ou en combinaison. Alors
que pour I’Acide Tannique, le manque de travaux réalisés concernant son effet sur les
parametres spermatiques, nous ont empéchés de bien juger son action, ce qui nécessite plus
d’expérimentation.

Alors, il est bien établi que les antioxydants exogenes peuvent reduire les effets
néfastes du stress oxydatif sur la fonction du sperme.

Cependant, il existe encore un manque de connaissances sur la facon dont le stress
oxydatif peut étre évité sans inhiber les effets physiologiques essentiels des espéces réactives
sur la féecondation.
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Etat des lieux de la cryobanque a base de sperme épididymaire pour les
ressources génétiques animales en Algérie

En raison du manque du matériel de cryoconservation au niveau de I’'université de Souk
Ahras , et au sein de notre laboratoire , qui a enregistré un retard dans la réception du matériel
de recherche , nous avons fait appel pour la cryoconservation de la semence en décembre
2016, au laboratoire privé de cytogénétique de la clinique El Farabi, service PMA dans la
wilaya d’Annaba et qui a bien voulu nous recevoir dans ses services .

A partir du mois d’octobre 2017 et pour des raisons de biosécurité, nous nous sommes
orientés vers le centre de Recherche en Biotechnologie « CRBt », mandaté par le MESRS
pour aider les doctorants a réaliser leurs travaux.

Le matériel de prélévement et d’appréciation de la qualité du sperme épididymaire avant
et apres la cryoconservation et la méthodologie de la cryoconservation a été bien démontré
dans les parties précédentes :

1. Volaille (Coq fermier) : La caractérisation du sperme post-mortem chez le coq
fermier dans I'est de I'Algérie.

2. Caprin: Effet de la température de conservation des testicules de bouc, sur la qualité
du sperme épididymaire : Premiére étape vers la cryobanque de populations locales
algériennes.

3. Bovin : Effets des antioxydants (Acide tannique, Trolox, Quercétine) sur le sperme
épididymaire cryoconsérvé chez la population bovine locale.

Le matériel de cryoconservation a été cité en detail dans le deuxiéme et le troisieme
volet de la these.

bleau 38. Matériels biologiques conserves.
A El-tarf
. .. Souk-ahras
Bovins Locale Octobre 2017-Février 2020 3-6 ans Guelma
Constantine
Ouled djellal 2017-2020 Enmoyenne  Batna
1an Constantine
Ovins Souk-Ahras
Berbére Octobre 2017-Mars 2018 1-2 ans Annaba
Constantine
Arbia Mars 2018 Plus 2ans El-tarf
. Septembre 2016-Mars 2016
Caprins Locale Novembre 2017 Plus El-tarf
. 2 ans Souk ahras
Janvier 2018
. . : El-tarf
Volaille  Locale (fermier)  Novembre 2017-Janvier 2018 Plus 1an

Constantine

124

mm Wondershare
PDFelement



http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5242&m=db

Supprimer filigrane
Volet VI Etat des lieux de la cryobanque a base de sperme épididymd
génétiques animales en Algérie

Tableau 39. Nombre de donneur et paillettes conservés de [ ’espéce bovine

Espéce  Race Nombre des Donneurs Nombre de paillettes

Locale 1 02 110
Locale 2 02 120
L Locale3 02 104
S Locale 4 03 168
@  Locales 04 220
Locale 6 06 307
TOTAL 19 1029

Tableau 40. Nombre de donneur et de paillettes conservés de [’espéce ovine

Espéce Race Nombre des donneurs  Nombre de paillettes
Ouled Dijellel 1 01 70
LéJ Ouled Dijellel 2 01 50
S Ouled Dijellel 3 01 40
O Berbére 1 01 58
Berbére 2 01 50
Berbére 3 01 80
Berbére 4 01 72
TOTAL 07 420

Tableau 41. Nombre de donneur et de paillettes conservés.de I’espéce caprine

Espéce  Race - Nombre des donneurs Nombre de paillettes

Arabia 01 50
Arabia 01 70
L Locale 1 02 75
E Locale 2 01 60
% Locale 3 02 52
O Locale 4 02 73
TOTAL 09 380
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Tableau 42. Nombre de donneur et paillettes conservés de ’espéce avicole (coq fermier)

Espéce Race  Nombre des donneurs Nombre de paillettes

Locale 1 01 08
Locale 2 01 07
L_IIJ Locale 3 01 09
8 Locale 4 01 10
> Locale 5 01 08
< Locale 6 01 08
TOTAL 06 50

Tableau 43 .Nombre total de paillette et d’individus conservé dans la cryobangue

Espece Nombre des donneurs Nombre de paillettes

BOVIN 19 1029
OVIN 07 420

CAPRIN 09 380
COQ 06 50

TOTAL 41 1879
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Les animaux domestiques, notamment le bétail et la volaille, constituent une source
importante de protéines dans les pays en développement. L'augmentation de cette ressource
protéique nécessite la conservation de la diversité parmi le bétail indigéne. Pour faire face a
un avenir imprévisible, il faut maintenir des réserves génétiques locales, résistantes aux
conditions environnementales locales difficiles, et capables de réagir rapidement aux
contraintes imposees par un large éventail d'environnements. Le maintien de la diversité
génétique des animaux domestiques et sauvages, ainsi que les animaux de loisirs comme le
cheval, le chien, le chat.., est une assurance contre les conditions défavorables futures (Paiva
et al., 2016).

Au cours des vingt derniéres années, des progrés substantiels ont été réalisés dans la
conservation des ressources zoo genétiques pour l'alimentation et l'agriculture (AnGR). Au
niveau mondial, des programmes nationaux, des organisations non gouvernementales (ONG),
et des activités des producteurs ceuvrent pour la conservation in vivo et in vitro (banque de
génes) (FAO, 2007, 2015).

Dans toutes les régions du monde, des banques nationales de genes bien établies ou
nouvellement creées fonctionnent et assurent la sécurité génétique des ressources animales.
Selon le systéeme d'information sur la diversite des animaux domestiques (DAD-IS), de
I'Organisation des nations unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAQO), 15060 races de
populations nationales (NBP) sont actuellement signalées par 182 pays, représentant 8803
races et 38 especes (FAO, 2018, 2019 ; Leroy et Verrier, 2021).

La biodiversité algérienne dans le domaine animal est suffisamment cernee. Certains
résultats de la recherche scientifique, acquis depuis I’année 2000, sont trés prometteurs,
comme I’atteste la découverte de nouveaux taxons, y compris dans les régions arides
(Mediouni, 2000). En Algérie existe un potentiel faunistique important pour 1’utilisation des
ressources génétiques en faveur du développement durable (Djaout, 2018).

La caractérisation des ressources génétiques animales révele un intérét considérable ces
derniéres années. De maniére globale, les ressources génétiques disponibles sont d'autant
plus et mieux utilisées gqu'elles sont bien connues et donc caractérisées. L'objectif de la
caractérisation phénotypique, génotypique et des performances est d'obtenir une meilleure
connaissance des ressources génétiques animales. Cette connaissance est essentielle pour
mettre en place des systeémes de gestion, de conservation et d’amélioration.

Le cheptel algérien, a la fois par son origine et du fait des influences tres diverses subies
au cours de son histoire, fait preuve d’une diversité importante mais variable selon les espéces
(Yakhlef et al., 2003 ; Djaout, 2018). L’Algérie a adopté 1'ordonnance présidentielle n°06-05
du 15 juillet 2006 relative a la protection et a la préservation de certaines espéeces animales
menacées de disparition. Ce texte, établit une liste de 23 espéces (FAO, 2019).

Un autre statut de protection a été élaboré par le 1égislateur algérien qui est inscrit dans
I’annexe du décret n° 12-235 du 24 mai 2012, fixant également la liste des espéces animales
non domestiques protégées. Mais le probléme réside dans I’application de ces textes.
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La liste rouge dénombre aujourd’hui 2.786 espéces animales menacées. Il existe 47
especes d’oiseaux, 9 mammiferes, 457 poissons (sachant qu’aucune espéce de poissons n’est
protégée par la législation algérienne), et 2 reptiles (FAO, 2019).

La Liste rouge de I’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) pour
I’ Algérie contient 185 espéces, dont 21 especes gravement menacees, 22 especes menacées,
58 espeéces vulnérables, 70 espéces quasi menacées et une espéce de préoccupation
mineure/quasi menacée (FAO, 2019).

L’ Algérie, connue pour I'immensité de son territoire et la richesse de ses milieux, recele
des ressources animales extrémement importantes, tant sur le plan qualitatif que quantitatif, et
dont P'importance lui assurerait un développement agricole et rural d’une durabilité
incontestable si elles étaient considérées a leur juste valeur (Abdelguerfi, 2003). Les
ressources animales constituent la base biologique de la sécurité alimentaire. Les diverses
especes locales et la diversité génétique qu’elles renferment jouent un role primordial dans le
développement économique, social et culturel.

Les ressources animales locales représentent un patrimoine original et unique, en
relation avec I’histoire de la région. Elles sont profondément inscrites dans les systémes de
production locaux, a travers leurs modes d’¢élevage et leurs usages. Elles ont ainsi développé
des aptitudes zootechniques particulierement utiles, en termes de performances de production
et de qualité d’adaptation. Ces especes locales constituent ainsi un modele d’étude d’intérét

pour la connaissance des caractéristiques d’adaptation des animaux aux conditions d’¢élevage
(Sahi et al., 2018).

Les animaux d’¢levage ont représenté un ¢lément essentiel des systémes de production
agricole, particulierement important dans des environnements défavorables ou les cultures
sont difficiles sinon impossibles. Pour les éleveurs, la diversité zoo génétique représente une
ressource ou puiser pour sélectionner les animaux et développer de nouvelles races. De fagon
plus ample, les populations d’animaux d’élevage génétiquement différents permettent a la
société d’avoir une plus vaste gamme d’options pour satisfaire les défis des années futures
(Djaout, 2018). A cet effet plusieurs travaux ont vu le jour sur la caractérisation phénotypique
et génotypique en Algérie ; de plus des travaux plus rares sur la résistance des especes locales
en Algérie quoique minimes ont été publiées.

L’objectif de notre étude fait partie d’'un grand projet initié par le laboratoire de
recherche « production animales, biotechnologie et santé PABIOS » pour la caractérisation
d’élevage, phénotypique, génotypique, des performances en vue de la sauvegarde des
populations animales autochtones et les moyens de leur conservation a long terme.

Dans ce contexte, plusieurs travaux en forme de publication ou de communication
nationales et internationales ont été réalises par certains auteurs algériens et aussi par 1’équipe
du laboratoire PABIOS sur la caractérisation phénotypique et génotypique, ainsi que des
études sur I’évaluation des performances des espéces animales domestiques.
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Ainsi que des études sur la fonction sexuelle et la saisonnalité ont été menées chez les
ovins de type local, chez les caprins, chez les dromadaires d’ Algérie, chez les anes et chez les
chevaux de race Arabe et Barbe, et sont sanctionnées par des dizaines de publications entre
2015 et 2020 sur les caractérisations phénotypiques, genotypiques et reproductions :

A. Chez I’espéce ovine : Afri-Bouzebda et al. (2018) ; Djaout et al. (2018) ; Lamraoui
et al. (2017); Belkhiri et al. (2017); Djaout et al. (2017) ; Djaout et al. (2015);
Lamraoui et al. (2016) ; Gaouar, 2016 ; Afri-Bouzebda et al. (2015) ; Gaouar et al.
(2015) ; Lamraoui et al. (2014) ; Gaouar et al. (2011) ; Chellig (1992).

B. Chez I’espéce caprine : Sahi et al. (2019) ; Sahi et al. (2018) ; Ouchene-Khelifi et
al. (2018).

C. Chez la volaille : Mahammi et al. (2015) ; Mahammi et al. (2014) ; Mahammi et al.
(2011).

D. Chez les Bovins ; Bouzebda-Afri et al. (2007) ; Bouzebda-Afri et al. (2003).

Depuis quelques années, dans le monde entier lI'importance des ressources génétiques
s'est accompagnée d'un nombre croissant d'actions visant a les preserver et a les valoriser. Des
forums consultatifs internationaux ont éte créés au sein de I'Union européenne et de la FAO
pour discuter de ce sujet important et déclencher des actions spécifiques pour préserver les
ressources genétiques dans le monde entier (Daunchin-Burge et al., 2002). La tendance
actuelle en matiére de conservation ex-situ est d'établir des banques de génes nationales.

Tableau 44. Exemple de banque de géne a travers le monde (Pizzi et al., 2013)

Austrian Gene Bank for Endangered Farm Animal

www. raumberg-gumpenstein.at
Races g-gimp

Banco Portugués de Germoplasma Animal (BPGA)-

Instituto Nacional de Recursos Bioldgicos http://horta.Ocatch.com/bpga/bpga. html

Centre for genetic resources the Netherlands WwWw.wageningenur.nl

CRIONET-IT network-Italy WWW.genrescryonet.unimi.it

Conservation Genome Resource Bank for Korean

wildlife www.cgrb.org/index e.htm

Cryobank Nationale-France WWW.Cryobangue.org

European Regional Focal Point for Animal Genetic
www. rfp-europe.org

Resources (ERFP)

FABISnet database (cooperation with 17 partners) http://efabis.tzv.fal.de
Italian Network of Genetic Resources-Italy Www.biogenres.cnr.it
NordGen Farm Animals-Norway Www.nordgen.org
ViaGen-Texas WWW.viagen.com
Viking Genetics-Sweden, Denmark, Finland www.vikinggenetics.com
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Dans I'Union européenne, afin de rationaliser le stockage cryogénique des ressources
génétiques animales (AnGR), certains pays ont commencé a créer des banques de géne ou des
opérations centralisées analogues (tableau 45).

Tableau 45. Exemplaires de conservation in vitro dans certains pays (Paiva et al., 2016)

L'Autriche 5 29 491 12,095
Brésil 12 25 2,508 93,803
Canada 9 31 3,077 261,083
Colombie 3 16 721 48,220
Finlande 2 6 268 399,600
France 9 181 6,704 334,941
Inde 8 38 276 123,483
Italie 4 30 1,230 296,945
Japon 8 97 5,553 123,182
Pays-Bas 7 59 7,252 311,182
Norvege 2 18 1,071 283,850
Philippines 3 11 118 208,754
Pologne 2 9 214 53,382
le Portugal 3 36 399 195,046
Corée du Sud 4 18 2,123 159,047
Suéde 1 7 256 75,744
Ukraine 4 30 209 130,805
Etats Unis 38 149 35,554 779,720
Totale p _ 67,906 3,982,714

Tentatives de création de banque de géne d’animaux en Algérie :

» La premiére en 2010, ou I’Algérie a voulu bénéficier de I’expérience
égyptienne en matiere de banque de genes végétaux et animaux (https://www.algerie-
dz.com/L-Algerie-veut-creer-une-bangue-de-genes-vegetaux-et-animaux.html).

» La deuxiéme en 2013, un comité sectoriel de valorisation des ressources
génétiques, végétales et animales a été mis en place, par le ministre de 1’agriculture et de
développement rural, pour la création d’une banque algérienne de génes d’animaux qui sera
opérationnel en 2014  (https://www.algerie360.com/securite-alimentaire-une-banque-
algerienne-de-genes-danimaux-et-de-vegetaux-en-2014/).

Mais malheureusement les deux projets sont a 1’état stationnaire jusqu’a ce jour.
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Le maintien de la diversité génétique du bétail est considéré comme une condition
préalable a la durabilité des systemes de production animale. Les projets de la gestion des
ressources geénetiques animales doivent faire partie des requétes et notamment des
opportunités de chaque pays pour leur utilisation (Paiva et al., 2016, Afri-Bouzebda et al.,
2018). Dans le cadre de la conservation et de l'utilisation durable des ressources génétiques
animales (AnGR), les stratégies de conservation sont classées en deux catégories : in situ,
c'est-a-dire le maintien des animaux dans les systemes de production dans lesquels ils ont été
développés, et ex-situ référé principalement a la cryoconservation du sperme, des ovules, des
embryons ou des tissus (FAO, 2018).

La facilité relative de collecte du sperme a été a I’origine de I’intéressement précoce des
scientifiques a la cellule spermatique. De méme, le nombre important de gamétes que peut
contenir un millilitre de semence, lequel peut se compter en milliards pour certaines espéeces,
a rapidement mis en évidence le rdle du spermatozoide dans I’amélioration des performances
de production (Belkhiri et al., 2018). Alors les spermatozoides sont les cellules sexuelles les
plus accessibles et sont actuellement le principal type conservé dans la majorité des banques
de ressources genétiques.

La situation actuelle en Algérie des biotechnologies de la reproduction, notamment
spermatiques, nous impose une réflexion stratégique pour déterminer les approches et les
opportunités les plus appropriées pour un usage raisonné et efficace dans la protection du
patrimoine génétique et dans I’amélioration des productions animales par la création de
banque de géne.

Le volet sur lequel nous nous sommes orientées, concerne la création d’une banque
génétique a base de sperme épididymaire dans le cadre de la préservation du patrimoine
génétiqgue en Algérie. Débuté dés le projet de notre these de magistere avec une
caractérisation des béliers que nous avons récoltés et qui répondent a une description
phénotypique de « la race ». Le principal objectif de ce travail est de :

e Présenter une technique de prélevement épididymaire a partir des meilleurs
géniteurs de bélier abattus apres engraissement,

e FEtudier les variations saisonniéres des caractéristiques du sperme épididymaire,

e Analyser les effets de la conservation « in situ » ; a des températures et temps
différents, sur les caractéristiques du sperme épididymaire (Ouennes, 2012).

La documentation sur la diversité des races ovines en Algérie est minime voire absente,
ainsi plusieurs races nécessitent une description phénotypique et zootechnique pour connaitre
leurs performance. D’ou l’intérét de faire des travaux de caractérisation de toutes les
« races » chez les espéces locales ainsi que pour les espéces en captivité ou sauvages.

En effet, la notion de race ovine impose 1’existence de structures de gestion de
population de race pure et leur déerivés (exemples les livres généalogiques, les UPRA= unités
de promotion de races) (Bouzebda Afri, 2007). De plus, la conduite extensive de la majorité
du cheptel national et la faible organisation de la profession ont réduit les impacts par rapport
a la productivité ou trés peu d’actions sont concrétisées en maticre d’amélioration des
performances.
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En effet, les quelques associations d’élevage et de protection des races qui existent sont
faiblement actives et peu informées en la matiére. Pour remédier a cette situation, I’Institut
Technique des Elevages a établi une stratégie pour la gestion et I’amélioration des races
(particuliérement les races locales), ’appui a 1’organisation de la profession et 1’information
et la formation de cette derniere.

Dans cette perspective, il a été mis en place en 2004, une stratégie pour faire face a ces
problémes par la création de centres de géniteurs ovins (CGO) aptes a produire des géniteurs
améliorés, qui diffuseront le progrés améliorateur a travers les zones ou ils sont implantés.
Cette démarche se veut participative s’appuyant sur la sensibilisation et la responsabilisation
de ’ensemble des acteurs de la filiere ovine : éleveurs, fermes pilotes, associations de races et
d’élevage ainsi que les autorités locales concernées (CAW, DSA).

L’importance du cheptel ovin réside dans sa richesse en ressources génétiques ; la
population locale représentée par des variétés au nombre de douze (Ouled Djellal, Rembi,
Hamra, Berbére, Barbarine, D’man, Sidaou, Taddmit, Tazegzawt, Srandi et Daraa), certaines
sont méconnues (Ifiléne et Tazegzawt), d’autres sont en danger (D’man), ou sont en voie de
disparition (Berbere, Barbarine, Taadmit et Rembi).

Le choix de la race Ouled Djellal et la race Berbere pour la conservation in vitro dans
notre projet est suite aux travaux de Djaout et al. (2015, 2018) ; Belkhiri et al. (2017), Afri-
Bouzebda et al. (2018). Lors du choix de reproducteurs et reproductrices, dans le but de
I’amélioration génétique des troupeaux par [l’utilisation des différentes méthodes des
biotechnologies : cas d’insémination artificielle (Belkhiri et al., 2017), de transfert
embryonnaire chez les ovins (Afri-Bouzebda, 1985) et la capacité de la réponse a la
stimulation ovarienne a base de de GnRH et d’Hcg chez la race Ouled Djellal dans le cadre
d’un programme de transfert d’embryons (Afri-Bouzebda et al., 2015; Lamraoui et
al.,2014, 2017). De plus, l'utilisation des brebis de race Ouled Dijellal en post partum
(Lamraoui et al., 2016) et génotypage de la population ovine Algérienne (Gaouar et al.,
2016 ; Djaout et al., 2017 ; Djaout, 2018).

Des projets de masters réalisés dans la spécialisation (récolte, analyse et conservation du
sperme chez 1’espéce apicole et les crevettes) : ainsi que des projets de recherche PRFU
validés en 2015, et un deuxieme validé début 2021 sur la caractérisation phénotypique et des
performances, en vue de I’amélioration génétique des espéces animales locales.

Une grande contribution dans des séminaires, congres, forum et des journées
scientifiques nationales et internationales : s’est soldée par les communications sur :

e La Hyene Rayée (Ouennes et al., 2016 , 2017),

e Le Bélier : La conservation des especes animales, utilisation, contrble du sperme
épididymaire (Ouennes et al., 2013, 2014, 2015, 2016),

e Les Bovins: Transfert embryonnaire, transmission de zoonoses par le sperme
(Smadi et al., 2018).
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Les principaux objectifs de la création d’une banque pour nous, sont :

» Etant donné qu’il n’existe pas de livres généalogiques de races et que ces dernicres
ne sont identifiées que par une description phénotypique et par quelques informations
concernant leurs performances,

> |l est important de choisir les animaux qui ont le profil a partir des populations qui
proviennent des berceaux de la population visée et/ou d’effectuer une caractérisation
phénotypique, et méme génotypique en cas de disponibilité des tests,

» De plus le statut sanitaire de I’animal a récolter est a définir avant toute récolte,

» Dans I'urgence de la sauvegarde des espéces ou races en voie de disparition toutes
les précautions prises dans le premier cas s’averent d’un intérét secondaire,

» La reconstruction d’une race, en cas d'extinction ou de perte d'une grande partie de sa
diversité,

> La création de nouvelles lignées/races,

> Le soutien a la modification ou a la réorientation rapide du processus d'évolution de
la race,

» Le soutien aux programmes de gestion cryogénique de petites populations,

» La mise a disposition de ressources pour la recherche,

> Le recours a ce potentiel genétique resistant en cas de modifications
environnementales, climatiques ou pathologiques.

1) Nombre de doses a stocker

Une fois que la décision a été prise sur les especes, races et le type de materiel génétique
a collecter, I'étape suivante consiste a déterminer la quantité a conserver. Ces quantites
varieront en fonction de I'objectif de la conservation de I'espece. En général, la reconstitution
d’une population nécessitera généralement la plus grande quantité de géne possible (Mara et
al., 2013).

Les doses de sperme qui doivent étre stockées sont fonction des doses requises par
parturition ou par éclosion, de la production totale espérée des femelles refondatrices fertiles
et du nombre de méles et de femelles souhaités dans la population reconstituée. Si le sperme
est utilisé pour reconstituer les races par rétro croisement, un certain pourcentage des génes de
la population de femelles utilisées dans le rétro croisement sera retrouveé dans la race
reconstituée.

Par exemple, chez les bovins, il faut cinq générations de rétro croisements pour obtenir
des animaux qui ont plus de 95 % du génotype de la race restaurée a partir du sperme congelé.
Il faut stocker du sperme en quantité suffisante pour produire le nombre de générations rétro
croisées requises (Blackburn, 2004 ; Mansbridge, 2004). D’une fagon générale le nombre de
dose dépend de I’espece, de sa prolificité et de la durée de la longévité de I’animal.

On peut dire que, le nombre d’échantillons par race dépend de I’espece. 1l est fixé selon
le nombre d’échantillons nécessaires pour étre capable dans le pire des cas de récréer
intégralement une race apres 5 ou 6 générations de croisement retours, tout en limitant le
niveau de consanguinité.
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2) Réglementation et loi de création de la banque de géne en Algérie

Avant toute installation officielle d’une banque génétique pour la conservation des
ressources animales un écrit au ministére de I’ Agriculture, au ministére de I’Environnement et
au ministére de ’Enseignement supérieur et de la recherche scientifique sera envoyé. Le
passage par I’identification du cadre politique, 1égale (loi et réglementation) et zoo sanitaire,
permettra le stockage et favorise I’accés aux ressources zoo génétiques détenues dans les
banques de genes nationales et multinationales.

Les textes officiels algériens régissant ce volet sont cités dans les références suivantes
Journal Officiel de la République Algérienne n® 48 :

» Loi n° 14-07 du 13 Chaoual 1435 correspondant au 9 aout 2014 relative
aux ressources biologiques.

» Vu la Constitution, notamment ses articles 12, 17, 119, 120, 122, 125
(alinea 2) et 126, Loin°14-07 du 13 Chaoual 1435 correspondant au 9 ao(t
2014 relative aux ressources biologiques (revoir annexe).

» Un arrété ministériel sera délivré pour la création d’une banque de géne
aprés une révision de la réglementation.

3) Sécurité des banques de géenes

Les matériels d’origine animale, y compris les liquides biologiques, les gameétes et les
embryons peuvent renfermer des pathogenes capables de survivre a la cryoconservation.
Les germes susceptibles d’étre transmis par le sperme et donc indirectement par
I’insémination artificielle sont répartis en trois catégories (Tableau 46) :

» La premiére rassemble ceux dont le risque est majeur et largement reconnu.

» La seconde ceux pour lesquels dans 1’état actuel des connaissances on peut
dire que le risque est faible.

» La troisieme comprend les germes pour lesquels on ne dispose que
d’informations parcellaires, non unanimement rapportées en ce qui concerne
la possibilit¢ d’un risque et I'autre pour lesquels on ne dispose d’aucune
information circonstanciée.

Nous nous limiterons a développer 6 facteurs infectieux parmi les principaux :
I’IBR/IPV, le BVD, la brucellose, la leptospirose, la campylobactériose et la trichomoniase
(Rodriguez-Morales et al., 2014 ; Hanzen, 2016 ; Givens, 2018).
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Tableau 46. Risque de transmission de facteurs infectieux par le sperme chez les bovins et les
petits ruminants (Hanzen, 2016).

- Brucellose Blue tongue - Paratuberculose

-BVD Leucose - Pleuropneumonie contagieuse
- Campylobactériose enzootique - Fievre Q

- Fiévre aphteuse Haemophilose Leptospirose - Rage

- IBR - Listériose

- Mycoplasmose Pseudomoans - Anaplasmose

- E.Coli - Babesiose

-Stomatite vésiculeuse Trichomonase - Chalamydiose

- Tuberculose - Champignons

Une recherche plus approfondie sera nécessaire pour évaluer les risques de transmission
par stockage dans les banques de donnees (FAO, 2008 ; 2019 ; Domostawska et ZdunczyKk,
2020). Les banques de geénes pour conserver le matériel génétique des ressources zoo
génétiques doivent proposer un stockage techniquement securise et satisfaire des prescriptions
z00 sanitaires rigoureuses. Alors il faut revoir la qualité sanitaire des animaux dont le sperme
doit étre conservé. La contamination peut étre aussi possible lors de la manipulation du
matériel au laboratoire (Stérilisation du matériel est préconisee).

» Seécurité technique

La perte d’azote liquide peut a tout instant (soit en quelques minutes) avoir pour résultat
la perte compléte du matériel cryoconservé. Le stockage des matériels cryoconservés dans
deux récipients et, si possible, dans deux emplacements différents limite les risques de pertes
résultant d’un défaut accidentel de fourniture en 1’azote liquide. Une autorisation de
remplissage et de déplacement de 1’azote liquide auprés de la gendarmerie est obligatoire,
pour des raisons de sécurité ; I’installation d’une station de transformation de I’azote liquide
reste la meilleure solution.

On peut dire que la réalisation compléte de notre projet qui est la création d’une banque
génétiqgue a base de sperme épididymaire pour la conservation et la préservation du
patrimoine génétique comme premiere en Algérie préconise :

= La mise en place d’une réglementation rigoureuse concernant la préparation, la
conservation et I'utilisation du matériel génétique.

= Aussi une réglementation concernant la propriété et la protection de ce matériel.

L’inclusion de plusieurs partenaires comme : L’INRA, L’ITELV, les associations des

vétérinaires prives, des fermes pilote, des abattoirs privés et étatiques, centre de recherche,

CNIAAG pour la mise en place du projet du laboratoire de recherche *production animales,

biotechnologie et santé (pabios)*aftili¢ a 'université de Souk Ahras et proprié¢té du secteur
public par le biais du MESRS.
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4) Effet de la cryoconservation chez les especes conservées

La conservation a basse température et la congélation des spermatozoides sont des
méthodes privilégiées pour la diffusion du progrés génétique. La cryoconservation du sperme
aviaire est une biotechnologie tres ancienne, nombreuse sont les scientifiques qui se sont
intéressé a la problématique de la congélation du sperme aviaire depuis déja plus d’un siécle.
Les premiers ceufs fertiles issus de 1’insémination artificielle a partir de la semence réfrigérée
ont éteé rapportés par Shaffner et al. (1940), sans I’obtention toutefois de poussins viables.

C’est qu’a partir de 1949 avec la description de I’effet protecteur du glycérol sur les
spermatozoides, que des recherches se sont intéressés a la cryoconservation du sperme du coq
(Bellagamba et al., 1993 ; Fulton, 2006 ; Long, 2006 ; Blesbois, 2007 ; Madeddu et al.,
2015).

Au cours des années, de nombreuses méthodes de congélation du sperme de coq ont été
étudiées, avec différents cryoprotecteurs, tels que : Le glycérol, le diméthyl acétamide
(DMA), le DMSO et récemment N-méthylacétamide (Tselutin et al., 1999 ; Sasaki et al.,
2010 ; Madeddu et al.,2015). Différents moyens de conditionnements des spermatozoides
tels que les flacons et les paillettes et avec des procédures de congélation lente et rapide
(Seigneurin et Blesbois., 1995 ; Tselutin et al., 1999 ; Blesbois et al., 2007 ; Blanco et al.,
2012).

Malgré les avancées réalisées dans le domaine de la cryoconservation, le sperme aviaire
présente toujours des difficultés a la congélation qui est due aux -caractéristiques
physiologiques des spermatozoides du cog qui pourraient influencer sur leur conservation.
Les spermatozoides aviaires sont généralement reconnus comme étant plus sensibles a la
cryoconservation que ceux des mammiferes et les taux de fertilité du sperme de volaille
cryopréservé sont nettement inférieurs a ceux de n'importe quelles autres de mammiferes
domestiques (Long, 2006 ; Zaniboni et al., 2014).

En outre, la biologie de la reproduction des oiseaux influe sur le pouvoir fécondant des
spermatozoides cryopreservés (Nguyen, 2014 ; Rakha et al., 2020). Cependant, la qualité du
sperme congelé/décongelé, ainsi que les taux de fécondité obtenus aprés insémination
artificielle a l'aide du sperme cryopreservé sont relativement faibles. Cela est en partie di a
certaines caractéristiques biologiques et physiologiques uniques des spermatozoides d'oiseaux
qui les rendent potentiellement plus sensibles aux dommages causes par le gel (Donoghue et
Wishart, 2000 ; Blesbois, 2007 ; Blanco et al,. 2008 ; Partyka et al., 2016 ; Rakha et al.,
2020).

Alors la cryoconservation est un processus dangereux qui induit de nombreux
changements défavorables dans les spermatozoides. La congélation et la décongélation
causent des dégats qui se produisent principalement au niveau des membranes de la cellule.
La conséquence directe des importantes variations de température et de pression osmotique,
se traduisent notamment par la formation de cristaux de glace a l'intérieur et autour de la
cellule (Hammerstedt et al., 1990 ; Watson, 2000 ; Nguyen,2014 ; Santiago-Moreno et
Galarza Lucero,2019).
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Les membranes de spermatozoides aviaires sont riches en acides gras polyinsaturés et
peuvent de plus facilement subir une peroxydation lipidique (LPO) en présence de dérivés
réactifs de I'oxygene (ROS) lors du processus de congélation (Cerolini et al., 2006).

Bien que la réduction de la viabilité ne soit pas entierement due aux lésions de la
membrane plasmique durant la congélation, nous savons que les espéces a faible viabilité
post-décongélation ont un ratio plus élevé d'acides gras insaturés/saturés, et des niveaux de
cholestérol dans la membrane moins élevés (Waterhouse et al., 2006 ; Partyka et al., 2016).

Durant la cryoconservation du sperme, les procédures de refroidissement lors de la
congélation et de réchauffement lors de la décongélation, sont responsables de séveres
dommages aupres des gametes males, ce qui diminue leur capacité de fécondation. Ces
dommages induits par le froid représentent un facteur limitant de la conservation de la
semence. Le processus de cryoconservation comprend plusieurs étapes, depuis la préparation
de la semence et sa dilution jusqu’a la décongélation : a chaque étape, les spermatozoides
peuvent perdre leur capacité a fonctionner normalement (Mara et al., 2013).

Lors de la décongélation, les spermatozoides subissent un stress hypotonique,
visiblement plus préjudiciable que le stress hypertonique induit lors de la congélation. Une
décongélation rapide est préconisee (Mara et al., 2013 ; Marc, 2015). Selon Ouennes
(2012), I’étude de I’effet de la conservation du sperme chez le bélier (Ouled Djellal et
Berbeére), récolté apres 2 h d’abattage avec ceux récoltés apreés une conservation in situ a 5°C
pendant 24 h, avant la congélation du sperme a démontreés les résultats suivants :

» La motilité et la viabilité des spermatozoides sont considérées comme des
facteurs importants pour la determination de la qualité de sperme et par
conséquent de la fertilité potentielle d’un bélier (Marti et al., 2011 ; Marti et
al., 2012 ; David et al., 2015).

» La motilité massale, utilisee comme index de survie a été mesurée a 2h apres
abattage et 24 h aprés une conservation des gonades a 5 °c. Aucune différence
significative (p> 0.05) n’a été observée dans I’évolution de la survie des
gametes conservée in situ dans 1’organe (testicule entier).

A 24h de conservation a 5°C, les spermatozoides sont encore mobiles (2,87+ 1,4) (60-
70%). Sachant que la motilit¢ massale est la plus touchée, la membrane et lintégrité
acrosomique semblait mieux supporter les conditions post-mortem (Martinez-Pastor et al.,
2005). Ces resultats sont comparables a ceux de Guérin et al., (2003), qui ont conservé des
spermatozoides dans 1’épididyme intact ou in vitro a 4°C pendant 24, 48 et 72h.Une
conservation des testicules a 4.9-6°C, jusqu’a 72 h, a donné d’excellents résultats pour les
différents parametres spermatiques (motilité, concentration, spz anormaux ...) (Lone et al.,
2011).

Le pourcentage des spermatozoides vivants et morts récoltés aprés 2h d’abattage et
apreés 24h de conservation a 5°c ne présentent pas de différence significative (p>0.05). Des
échantillons de sperme ont montré des spermatozoides viables jusqu’a 48 h apres la mort de
l'animal, méme si leur qualité diminue de fagon significative avec I’augmentation du temps
post-mortem (Karja et al., 2011).
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La difféerence entre le pourcentage des spermatozoides anormaux récolté aprés 2h
d’abattage et celui conservé aprés 24h a 5°c n’est pas significative, la durée de conservation
n’a pas d’effet sur le pourcentage des spermatozoides anormaux. Le sperme épididymaire
récolté apres stockage a 5°c, a montré une meilleure mobilité et un plus faible pourcentage de
formes anormales que la conservation de I’épididyme a température ambiante aprés 24 h et 48
h (Karja et al., 2011). Alors on peut dire que le sperme épididymaire récolté aprés 24h de
conservation in-situ (dans I’épididyme non retiré du testicule) a 5°c, préserve ses
caracteristiques de fertilité, et dans ce cas on peut effectuer une cryoconservation.

La congélation des spermatozoides chez I'espéce ovine est actuellement dans une
situation stable en raison de la faible diffusion de ce procédé en raison du degré trés réduit de
la fertilit¢ obtenue lorsque le sperme congelé-décongelé est utilisé pour l'insémination
(cervicale), surtout en cas d'cestrus induit (Curry, 2000). Le succeés de la cryoconservation de
la semence réside dans le maintien de I’intégrité des membranes spermatiques apres
décongélation. Or, la congélation induit des dommages aux spermatozoides entrainant une
diminution considérable de leur capacite fécondante.

Ces techniques de congélation détériorent la qualité de la semence (Batista et al., 2009)
par le billet du stress oxydatif responsable des dommages provoques par le choc thermique.
Ce phénoméne provoque un appauvrissement significatif en cholestérol qui affecte l'intégrité
de la membrane cellulaire, la motilité des gametes et par conséquent la fertilit¢ (Ahmed et
al.,2016). La sensibilité des spermatozoides de mammiféres au choc dd au froid dépend de la
proportion du ratio cholestérol/phospholipides dans la membrane cellulaire. Chez le bélier, ce
rapport est plus faible que chez le taureau, bouc et le sperme humain, ce qui explique la plus
grande susceptibilité de la membrane du sperme de bélier au choc froid (Muino-Blanco et al.,
2008 ; Benhenia et al.,2016).

Les processus de congélation du sperme visent a minimiser la perte de motilité et de
viabilité des spermatozoides (Dorado et al., 2010 ; Agarwal et al., 2014).

Des agents cryoprotecteurs et des antioxydants (vitamine E, cholestérol, vitamine C ...)
(Benhenia et al.,, 2016; 2018) sont ajoutés dans les dilueurs afin de protéger les
spermatozoides durant la congélation. L’agent cryoprotecteur le plus efficace et le plus utilisé
est le glycérol ; agent perméable, il peut donc pénétrer et diffuser a I’intérieur des cellules
(Holt, 2000). 11 abaisse la température de nucléation de I’cau a I’intérieur de la cellule, ce qui
diminue les risques de formation de glace intracellulaire qui est létale pour les cellules.

De plus, le glycérol diminue la température a laquelle les membranes subissent un
changement de phase (phase liquide-cristalline a phase gel) pendant le refroidissement. Le
glycérol permet donc de conserver les membranes plus fluides jusqu’a des températures plus
basses, diminuant ainsi le risque de cassure des membranes des spermatozoides causée par le
choc di au froid (Ahmed et al., 2016).

Chez I’espéce caprine, le taux de fertilité avec du sperme congelé varie entre 50 et 60%,
en raison de la particularité anatomique de I’appareil génitale, ou le sperme atteint facilement
l'utérus. La congélation du sperme de bélier et de bouc est similaire, en ce qui concerne le
type de dilueur, les cryoprotecteurs, taux de dilution et les protocoles congélation (Salamon
et Maxwell, 1995 ; Salamon et Maxwell, 2000 ; Ahmed et al., 2016).
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Les concentrations de sperme utilisées pour la cryoconservation chez les deux especes
varie entre 80 et 500x 10° spz/ml (Ritar et al, 1990). En outre, chez les petits ruminants, des
variations individuelles de la qualité du sperme congelé ont été observées, suggérant des

différences spécifiques dans la sensibilité du sperme aux méthodes de congélation (Barbas et
Mascarenhas, 2009).
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Conclusion générale et Recommandations

Notre projet de these est de contribuer & déterminer les particularités des especes dans
le domaine de récolte, d’analyse et de conservation du sperme épididymaire ; et ce dans un
souci de son utilisation & long terme.

En premier lieu notre étude nous a permis d’évaluer des méthodes de récolte et de
conservation in situ et ex situ (cryoconservation) de sperme épididymaire qui pourrait étre
utilisé comme technique terminale, pour préserver au moins les animaux qui sont menacés de
disparition, dans un but d’obtenir directement des spermatozoides fécondants pour la
réalisation des différentes techniques de reproduction assistée comme 1’insémination
artificielle (IA), la fécondation in vitro (IVF), et I'injection intracytoplasmique (ICSI) pour la
production des progeéniteurs.

Il est tres important de savoir qu'il est possible d'utiliser la réserve génétique d'un animal
méme aprés sa mort. Cela permet d'éviter les pertes de gameéte suivi par la disparition précoce
du potentiel reproductif d'un méle d'une valeur génétique importante. L'application de cette
biotechnologie doit étre proposée par le vétérinaire au moment du décés d'un animal de
grande valeur. Le propriétaire de I'animal doit savoir qu'il est encore possible d'obtenir les
derniers descendants.

Cette étude nous a permis de faire ressortir les points suivants :

» Chez le coq fermier, il a été conclu que la bonne qualité des spermatozoides
pourrait étre recueillie a partir du canal deférent contrairement aux mammiferes
au niveau du canal épididymaire.

» La meilleure méthode de récolte du sperme apres abattage chez le coq est la
rétrograde (rincage), les resultats de cette méthode sont presque deux fois plus
supérieurs que la méthode flot-up et la macération. Méthode simple, fiable,
moins traumatisante et moins toxique a utiliser pour la récolte du sperme destiné
a la cryoconservation du sperme.

> 1l est possible de réaliser une conservation in situ du sperme de cogs de
population locale algérienne a 4 °c et 20 °c pendant 24 heures afin de récupérer la
semence lorsque les conditions et les moyens sont disponibles.

» Pour I’espéce caprine la température ambiante et de réfrigération n’a pas
influencé la qualité du sperme de bouc de la population locale aprés une
conservation in situ et pendant 48h.

» Les spermatozoides récoltés des gonades conservées jusqu’a 48 h a la
température de réfrigération, et pendant 24 h a température ambiante n’ont pas eu
des effets néfastes lors de la cryoconservation, d’ou la possibilité de ne pas
récolter la semence directement aprés la mort de 1’animal.

» Afin d’améliorer la motilit¢é massale, la mobilité progressive, la viabilité, la
fonctionnalit¢ de la membrane, I’intégrité de l’acrosome et la peroxydation
lipidique, en minimisant le stress oxydatif pendant la congélation du sperme
épididymaire chez la population bovine autochtone, le recours a la
supplémentation des antioxydants comme la quercétine, le trolox, et I’acide
tannique au diluant lors de la cryoconservation a donné des résultats satisfaisants
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pour I’ensemble des antioxydants. Mais les meilleurs résultats sont observés avec
la quercétine et le trolox.

» Comme premiere démarche pour la mise en place d’une banque génétique de
sperme épididymaire, 1879 doses de sperme, ont été conservées aupres d'un total
de 41 donneurs de races locales (bovins, caprins, ovins, cogs).

L'étape la plus importante pour la création d’'une banque génétique a base de sperme
consiste a établir ou a renforcer le programme de conservation ex situ représenté
principalement par la cryoconservation. Les mesures de conservation ex situ constituent une
assurance de secours contre les pertes de ressources génétiques animales sur terrain, que ce
soit par I'érosion, soit a la suite de situations d'urgence.

La congélation du sperme est une méthode rentable pour préserver les animaux ; le
choix du matériel a stocker doit étre précédé d'une planification minutieuse et d'une
optimisation des contributions génétiques, le stockage du sperme pourrait étre une stratégie
(rentable) pour rétablir une race.

La cryoconservation du sperme épididymaire a beaucoup a gagner a étre développée
dans le cadre d'un programme national pour la conservation des ressources génétiques. Il y a
toujours un besoin de financement national ou public ou conjoint pour des objectifs a long
terme.

Les cryobanques exigent une documentation complete sur leur contenu, les donneurs et
les procédures de congélation. Un systeme de base de données pour la gestion de toutes ces
informations doit étre mis en place dans le cadre réglementaire d'un programme de
cryoconservation.

Sauvegarder le matériel génétique important pour la recherche scientifique, pour
I'avancement des connaissances et pour le bénéfice de I'hnumanité ; diffuser des informations
sur la crise d'extinction actuelle, ses conséquences pour la biodiversité génétique de la planéte
et sur la maniére dont la gestion génétique des especes menacées peut contribuer a leur lutte
pour la survie. Comme dans le monde entier, le projet de cryobanque a base de sperme
épididymaire est promu, mais la démarche pour sa concrétisation impose certaines
recommandations :

e Revoir la réglementation nationale avant toute démarche de création d’une
banque génétique.

e L’installation de tout le matériel nécessaire a la récolte, I’analyse et la
conservation.

e Un contr6le sanitaire obligatoire du matériel génétique avant la conservation.

e Plus de tentative de cryoconservation pour d’autres especes comme le
dromadaire, 1’abeille, les espéces sauvages menacées de disparition (cerf de
barbarie, ’hyene rayée, mangouste, genette...)

Différentes facons d'organiser la cryoconservation, en fonction du rble et des
responsabilités des parties prenantes.
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L'implication étroite des eéleveurs, des associations d'éleveurs et des centres
d'insemination artificielle (IA) dans [I'établissement de liens entre les programmes de
cryoconservation et les opérations d'insemination artificielle de routine constitue le facteur le
plus important pour I'efficacité des programmes. La collaboration entre les parties prenantes
et qui doit étre confirmée par des contrats.

Le stockage et l'utilisation a long terme du matériel cryopréservé nécessitent des
mesures de sécurité et d'hygiéne. La sécurité du stockage doit étre garantie par la duplication
des sites de stockage et la surveillance continue des conditions de stockage.

Un cadre réglementaire national doit étre mis, visant a contréler les risques sanitaires
(avec des moyens faciles d’utilisation) tout en facilitant la collecte flexible (en particulier au
niveau des abattoirs et aussi auprés des éleveurs possédant des individus a effectif national
réduit et fournir un portail ou I'on peut accéder a des informations sur les échantillons déja
stockés et disponibles et ou des conseils sur les bio banques pour les espéces menacées sont
fournis. Pour cela la création d’un réseau national doit voir le jour.

Les cryobanques exigent une documentation compléete sur leur contenu, les donneurs et
les procedures de congélation. Un systéeme de base de données pour la gestion de toutes ces
informations doit étre mis en place dans le cadre reglementaire d'un programme de
cryoconservation.

Dans les centres d’examen de la semence, les méthodes utilisées ne sont pas
complétement standardisées malgré les recommandations de 1’Organisation Mondiale de la
santé. En effet, le guide de ’OMS recommande plusieurs techniques pour certaines étapes
d’examen du sperme (par exemple plusieurs colorations sont possibles pour I’examen
morphologique, car aucune des techniques proposées n’a montré de supériorité par rapport a
une autre).

Afin d’améliorer la méthode de cryoconservation du sperme épididymaire en prenant
en considération les particularités anatomiques et physiologiques des especes conservées :

¢ Revoir la composition des dilueurs de congélation ;

e Revoir la concentration de glycérol et son mode d’adjonction ;

e Revoir la durée du temps d'équilibration avant congélation ;

e Revoir les conditions de refroidissement de la semence selon I’espéce.

Actuellement les recherches scientifiques sont focalisées sur la recherche du meilleur
antioxydant avec différente dose et selon I’espece.

Le recours a d’autres méthodes de conservation a long terme comme la
«VITRIFICATION » ou la surgélation éclair, qui est la transformation de I'état liquide a I'état
solide sans formation de cristaux. Le processus et la mécanique de la vitrification sont
similaires a la congélation lente, la différence résidant dans la concentration du milieu. La
méthode de vitrification applique un milieu sélectionné qui a une concentration plus élevée de
soluté de sorte que I'eau quitte les cellules par osmose.

La cryobanque c’est aussi la cryoconservation du sperme €jaculé, des ovocytes et des
embryons.
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Résumé |

L'objectif de notre projet est de contribuer au domaine de la cryoconservation du sperme
¢pididymaire et de définir les particularités d’espéces pour faciliter 1’aboutissement de la
cryoconservation et la mise en place d’une banque cryogénique des populations animales locales
menacées de disparition par l’infusion croissante de races exotiques plus performantes ou celles
menacées par les facteurs environnementaux. Trois volets ont été abordés avant de contribuer a la
création d’une banque nationale de sperme épididymaire :

La premiere expérimentation était d'examiner pour la premiére fois les caractéristiques et la
conservation des spermatozoides post-mortem, obtenus a partir de I'épididyme et du canal déférent de
cogs adultes de population locale. Comparer la qualité du sperme au niveau de I'épididyme et du canal
déférent. Déterminer I'efficacité de deux techniques de prélévement de sperme post-mortem et 1’effet de
la conservation in situ a différentes températures (2h et 24h a 20°C et apres réfrigération a 4°C pendant
24h).

La deuxieme expérience a permis d'évaluer la qualité en pré congélation et en post congélation du
sperme épididymaire du bouc local en fonction de la température de stockage des testicules et du temps
écoulé entre la mort de I’animal et la récupération du sperme (0, 24, 48,72 h), pour établir les protocoles
optimaux de la cryoconservation du sperme épididymaire dans cette espece. Un troisiéme volet, une
comparaison de I’effet de l'inclusion de 5 g /ml de trois antioxydants dans le dilueur de congélation de
sperme ¢épididymaire de taureau locale : La quercétine, le trolox et 1’acide tannique.

Selon les résultats obtenus, on peut conclure que des échantillons de sperme de bonne qualité
peuvent étre collectés a partir du canal déférent avec la methode de ringage, et que le sperme chez le coq
local peut étre conserveé in situ a 20°C pendant 24h sans altération de la qualité spermatique. Chez le
bouc local, la température ambiante (21.5°C) et de réfrigération (4°C) des spermatozoides, permettent de
maintenir jusqu’a 48 heures apres la mort, une trés bonne qualité de sperme €pididymaire de bouc avant
sa congélation. La cryoconservation du sperme épididymaire de bouc, conserveé in situ pendant 48h a 4°C
n’a pas influencé d’une fagon significative les parametres spermatiques: la motilité, la mobilité
progressive, la viabilité, I'intégrité acrosomique, I’intégrit¢ de la membrane et le taux d’anomalies.
L’ajout des antioxydants aux dilueurs a démontré qu’il existe une grande différence significative
(p<0.001) entre le témoin et les autres antioxydants alors qu’il n'y a pas de différences entre les trois
antioxydants. Avec des valeurs meilleures dans les deux milieux de dilution avec le trolox et la
quercétine pour I’ensemble des valeurs chez 1’espéce bovine.

Finalement un total de 1879 doses de sperme, a été cryoconservé aupres d'un total de 41 donneurs
de races locales (bovins, caprins, ovins, coqs) comme premiere démarche pour la mise en place d’une
banque genétique de sperme épididymaire. Les difficultés rencontrées et les recommandations pour faire
aboutir notre projet de mettre sur pied une cryobanque pour les populations animales locales sont
présentées.

Mots clés. Algeérie, banque génétique, conservation, cryoconservation, population locale, sperme
épididymaire.
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