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Introduction

Introduction

Gréce a la reproduction, les espéces animales et végétales se maintiennent sur notre
planéte. Les poissons constituent une source de protéines importante (actuellement avec 20%
de I'apport protéique), riche en oligo-ééments, vitamines et en acides gras longs
polyinsaturés (AGLPI) (Kaushik, 2004). sur les 30 dernieres années, la consommation des
protéines animales d'origine aquatique a doublé dans les pays en développement, elle est
passée de 6.3 a 13.8 kg par personne et par an (Chevassus-au-L ouis et Lazard, 2009), et les
poissons représentent une source réguliere pour plus de 200 millions de personnes (FAO,
2006).

Le milieu aguatique constitue le réceptacle final de tous les déchets de notre planéte
(Kime et al., 2001) et plusieurs especes sont menacées de disparition a cause de la
dégradation de I'environnement (UICN, 2006). La sonnette d'darme de I'éat de
I’environnement en général et le milieu aguatique en particulier causées par la pollution et
I" apparition des nouvelles anomalies tels que I” hermaphrodisme chez I’ espece barbus barbus
callensis (valenciennes, 1842) de la Soummam nos renseigne sur |'état de la biodiversité
aquatique (Djoudad-K adji et al., 2012).

Le caractére extensif et saisonnier de la reproduction des poissons est parmi les
grandes particularités qui entravent |’approvisionnement du marché international, et la
maitrise de la reproduction artificielle est devenue ainsi un passage obligatoire dans
I’ optimisation des productions en aguaculture (L egendre et Billard, 1980).

Larecherche dans |e domaine de la conservation de sperme des poissons a une grandes
avanceées, réalisées depuis le premier réuss il y a 50 ans par I'utilisation des différents
protocoles expérimentales (Qinghua et al., 2006), soit par la réfrigération pour des courte
durée a des températures entre 0 et 10°ou par la congélation a des trés basses températures a
long terme (-196°c) (Lahnsteiner et al.,2000 ; Harvey et Hoar ,1980 ; Francois, 1946 ;
Bakhach et al., 2007).

Les protocoles de la conservation de sperme des poissons soit par réfrigération ou par
congélation, sont développés pour quelques espéces; bien que plusieurs études existent sur la

conservation de sperme des cyprinidés, mais la connaissance est toujours tres fragmentaire,

Y



Introduction

car I'investigation détaillée sur les parametres cryobiologique manquent toujours, et les

protocoles de cryopreservation dérivent principalement des données empiriques (Lahnsteiner
et al.,2000).

Nous avons fixé deux objectifs dans cette étude, la recherche d’un milieu adéquat de
réfrigération et de congélation du sperme du barbeau le plus temps possible, et |a comparaison

des paramétres spermatiques des poissons des deux sites d'étude (oued Aguerioun et oued
Soummam).
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|. Description générale de Barbeau
Le barbeau Barbus barbus callensis (Vaenciennes, 1842), est une espece
caractéristique de I’ Afrique du Nord (Djemali, 2005). Les noms communs de cette espéce

sont Boulbis (arabe), Barbeau (francais) et Barbel (anglais).

|.1. Morphologie

Selon Bouhbouh (2002), |e corps de poisson du genre Barbus est caractérisé par:
La couleur du corps est brun jaunétre,

Un corps fusiforme, recouvert d’ écailles cycloides,

Une ligne latérale habituellement présente et compl éte,

Une nageoire dorsale a dernier rayon simple osseux denticul€ ou non,

Des os pharyngiens bien développés et pourvus des dents,

YV V V V V V

Un ceil petit, une bouche bordée d’ épaisses |évres mobiles et, munies de deux paires
de barbillons ; d'aprés Bongiovanni et al.,(2005), les barbillons jouent un réle dans

larecherche de lanourriture (figure 01).

Figure 01 : Morphologie du Barbus barbus callensis

|.2. Anatomie
L es poissons du genre Barbus ont :
» Un squelette qui porte leurs nageoires,
» Lapartie inférieure du corps est composeés d’ organes internes : ceeur, foie, estomac,

ovaires et/ou testicules, vessie natatoire (Arrignon, 1998).

-
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|.3. Classification de genre Barbus
Les différenciations génotypiques et phénotypiques révélées au sein des espéces

appartenant au genre Barbus, ont posé plusieurs classifications.
|.3. Position systématique d’ espéce Barbus barbus callensis

D’ apres Nelson (1994), la position systématique d’ espéce Barbus barbus callensis_est

représentée dansle (tableau 01)

Tableau 01 : Classification du Barbus barbus callensis (Nelson, 1994).

Phylum Cordes

Classe Osteichtyens

Sous-classe Actinopterygiens

Super classe Teleosteens

Ordre Cypriniformes

Sous-ordre Cyprinoides

Famille Cyprinides

Genre Barbus

Espece Barbus barbus callensis (vallencienne, 1842)

&
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|.4. Ecologie de Barbeau

Environ 10,000 espéces de poissons strictement d’ eau douce sont reconnues dans le
monde (Bruclé et Quignard, 2004). Le barbeau, répartis en mgjorité en Asie, en Europe et
en Afrique. L’ espéce Barbus barbus callensis est endémique a la partie nord-africaine, dont la
faune des eaux douces est dominée par les Cyprinidés. Il peuple les cours d eau tunisiens,

algériens et marocains (Chaouchi et Ben Hassine, 1998).
1.4.1. L habitat

L’ habitat du poisson réunit : les frayeres, les aires de croissance, d' aimentation et de
migration, ou le poisson accomplit ses processus vitaux (Robert et al. 1986). selon
Bongiovanni et al., (2005) I'habitat de Barbeau est caractérisé par: rivieres assez larges,
courants rapides, eaux vives fraiches bien oxygénées, fonds rocheux caillouteux graveleux ou
sableux, les individus les plus jeunes sont localisés dans les zones peu profondes et peu
courantes, aors que les plus vieux fréguentent des eaux plus profondes a des températures

varie entre 20 a23°C en éé.
|.4.2. Régime alimentaire

D’aprés Cherghou et al.,(2002), le régime aimentaire de Barbus callensis suit un
rythme saisonnier ; ce poisson a une activité aimentaire intense en été et en printemps,
cependant durant |’automne et I'hiver son intensité alimentaire diminue. Le spectre
alimentaire du barbeau est composé essentiellement de larves des dipteres, d’ éphéméropteres,

de gammaridés et de matiere végétale.

|.5. Reproduction de Barbeau

Les étapes de la reproduction chez le Barbeau est comme les autres vertébrés ; sont
coordonnées par le systéme nerveux et endocrinien ; la maturation des gonades ainsi que le
comportement reproducteur sont des réponses a des stimuli  de I'environnement (Harvey et
Hoar, 1980) (figure 02).

Chez le barbeau la maturité sexuelle est tardive, les femelles sont puberes entre 5 et 6
ans, les méles entre 2 et 3 ans. La ponte se déroule en mai - juin des que la température de
I'eau atteint 13,5°C (Chaouchi et Ben Hassine, 1998) dans des zones peu profondes
(<30cm), a courant relativement rapide (25-75cm/se), ou le substrat est constitué d’ un mélange

de graviersfins et grossiers (2 a 5cm) de diamétre (Poncin, 1993).

o
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Stimuli environnementaux

— e —

Connexions neurales

s [ s
Glande pinéale

milatonine

s [ —
Hypothalamus

Hormone liberante (GnRH)

—
Hypophyse

Hormone(s) gonadotrope(s) (FSH, LH)

i ——

Gonade
Hormone sexuelle (Testostérone,cestrogene, Progestérone)

i_;

Maturation et libération des gameétes (éclaircissement)

Figure 02 : Schéma de la chaine physiologique de la reproduction chez |le Barbeau
(Cherghou et al., 2002).

Le suivi mensuel de I'indice gonadosomatique (IGS) et du facteur de condition (K)
révéle que I'’espece Barbus barbus callensis est adaptée aux eaux bien oxygénées ou

apparaissent les alevins en période seche. (Ould Rouiset al., 2012).

1.6. L"hermaphrodisme chez I’ espéce Barbus barbus callensis

Dans le cadre d'une étude portant sur le cycle sexuel de Barbus barbus callensis
d’'oued Soummam, il a éé constaté, chez certains individus, des cas d hermaphrodisme
synchrone (Djoudad-Kadji et al., 2012). L" hermaphrodisme ou le changement de sexes di
aux plusieurs facteurs parmi lesquelles la pollution.

2|
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1. Lesperme
D’aprés Bernard et al., (2011) le mot sperme provient de grec sperma, Spermatos,
qui signifie semence ou laitance.

I1.1. Définition

Selon Dussault (2009), le sperme est un liquide biologique animal, qui est expulsé du
corps lors de I'§aculation, contenant les spermatozoides, sécrétés par les organes sexuels
males apres leurs maturation ; ou est une combinaison de plusieurs fluides, dans lequel les

spermatozoides sont maintenus en vie.

I1.2. Physiologie du sperme des cyprinidés
D’apres Maisse (1990),
» Lesperme est un liquide blanc laiteux,
» Levolume d' un §aculat, obtenu par pression des flancs d'un méale mature, varie
avec latalledel’individu et avec I’ avancement de la période de spermiation,
> Lenombre des spermatozoides par millilitre o' §aculat varie de 10° & 30 x10%spz,
> Lefluide séminal, danslequel baignent les spermatozoides, représente plusde 80 %
du volume du sperme,
» LepH varieentre7,3a8,3,
» L’osmolarité est variable d’'un §aculat a I’autre pour le méme animal (de moins de
100 a plus de 300 mOsmoles,
» Lesprincipaux ionssont : Na, K, Ca, Mget CI..

11.3. Caractéristiques générales des sper matozoides des cyprinidés
Selon Sonjaet al., (2009) et Maisse (1990), le spermatozoide des cyprinidés déférant de
celle des vertébrés de point de vue morphologique et anatomique est caractérisé par :
> Latéte qui est sans acrosome et ovoide,
> La piece intermédiaire est denviron de forme cylindrique, imprégné par la voie
cytoplasmique, qui est une invagination de plasmalemme, comme elle contient des
mitochondries, qui sont sphériques, ovoides, ou en forme de «C» contient auss des
vacuoles,
» Uni-flagellé et asymétrique, comme ils se composent de neuf périphérique et une paire
centrale de microtubules, latéralement inséré au noyau,

» Noyau de forme ovoide,

7y
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» Une double membrane qui manque de pores nucléaires,

> L’immobilité dans le liquide séminal liée &la présence de certain ions (K*, C&*...etc.)
est la premiére condition de |’ activation,

» Faible durée de la motilité qui est due a I’incapacité de la mitochondrie a compenser
rapidement les pertesen ATP,

» Les spermatozoides des poissons d’ eau douce sont immobiles dans le tractus génital et

le liquide séminal, ne deviennent mobiles qu’ apres leurs libération dans le milieu
externe (Poupard et al., 1998 ; Billard, 1986)(figur e 03).

Figure 03 : Spermatozoide des cyprinidés h : téte, f : flagelle, mi : piece intermédiaire, m:
mitochondrie, cc : cana cytoplasmique (Sonja et al.., 2009)

[1.4. La mobilité spermatique

Chez les poissons marins, c'est le passage dans un milieu hyperosmotique (> 300
mOs-moles) qui provoque la mise en mouvement des spermatozoides ; par contre le
passage dans un milieu hypoosmotique qui provoque |’ activation des spermatozoides des

poissons d’ eau douce comme la carpe, le barbeau...etc. ( Maisse, 1990).

Ces caractéristiques entrainent un certain nombre de recommandations au niveau de
la pratique piscicole, et lamise au point des dilueurs de fécondation, de conservation a court

terme et de congéation.

e
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[11. Lapollution de !’ eau

D’apres Ursula (2003), la pollution est devenue la grande menace qui détruit
I”environnement. Particuliérement, la pollution aguatique est la cause majore de I'infertilité
chez les poissons. il Sest ainsi avéré que des toxines avaient un impact direct sur le flagelle
des spermatozoides. Selon Kime et al.(1996), les Polluants ont une influence sur la
reproduction des poissons ou ils modifient lamotilité et la qualité des spermatozoides durant
leurs maturations, stockage, et I'gaculation, ans Kime (2000), a éprouvé qu'en
biotechnologie la présence des polluants dans le milieu de conservation réduire les

performances des spermatozoides.

[11.1. Effets de quelquestypes des polluants sur le sper me des poissons

Plusieurs types des polluants qui affectent I’ environnement aguatique et I'exposition
directe du sperme aux contaminants, par |'activation du sperme dans I'eau polluée a montré
des ruptures qui sont en grande partie inconnus mais peuvent provoguer des dommages au
plasma membranaire, et a I'axoneme de sperme, et la consommation rapide d’ ATP. (Ethan
2014).

a. LesMéaux lourds
D’apres Kayalto (2009), le plomb, cadmium, zinc, et le mercure sont les métaux
lourds considérer des produits toxiques les plus dangereux qui atérent la cellule spermatique.
> leplomb
D’apres Ebrahimi et al., (2009), le plomb peut causer quelques effets nuisibles sur la
santé, la reproduction et la fécondité des populations de poissons, indirectement par
I'intermédiaire de I'accumulation des organes reproducteurs induire des changements
histologiques et pathologiques ou directement par |'action sur le sperme diminuant leur
qualité par exemple:
e Labaisse des hormones sexuelles,
e Labaisse des parametres spermatiques,
e Uneaugmentation du délai a concevoir,
e Une baisse du taux de fécondité; un taux plasmatique du plomb > 45 g/l implique

une atération du sperme et de lafertilité.

9
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» Lecadmium

Un taux élevé de cadmium était corrélé ala baisse de la mobilité, de la concentration,
et une modification de lamorphologie des spermatozoides (K ayalto, 2009).

Dans les poissons traités avec Cadmium, il y avait une réduction significative de la
taille du locus spermatique une fois comparé a la commande, ces changements sont
plus cruciaux dans des concentrations plus élevées (Yathiender et al., 2013).

Le cadmium peut mener quelques dommages pathophysiologies des gonades qu’ ont
une influence sur la spermatogenése (Annabi et al., 2013).

Lemercure
D’aprées Abascal, et al., (2007), son attachement aux enzymes sulfhydrilique-

dépendantes impliquées dans la motilité de sperme pourrait causer la rupture ou le vrillage

du flagelle, ou pourrait interférer le glissement de microtubule et I'affaiblissement de la

production énergétique mitochondrigque et une diminution des parametres de motilité a des

concentrations tres petites. L'autre cible de mercure pourrait étre la protéine de cana de

I'eau, ces protéines de transmembranaires pourraient étre directement responsables du

rajustement osmotique qui a lieu quand des spermatozoides sont livrés dans le milieu

environnant ceci meénerait au rétrécissement de la membrane de flagelle.

> Leznc

Ce métal lourd était moins nocif sur les vitesses spermatiques et peut éliminer lesions
de calcium des accepteurs spécifiques dans e sperme, d'ailleurs, I'analyse assistée par
ordinateur a démontré que le zinc a eu l'influence inhibitrice plus forte sur VSL
(velocity straight line), suggérant la possibilité de son impact négatif sur le taux de
fertilisation. ( Jar ostaw, 2000).

b. Sels et éléments organique

Schoenfuss et al. (2008), ont trouvé un déclin marqué dans I'activation et a la motilité

de sperme suspendu dans divers solutions isotoniques composées de NaCl et de KCl,

indiquant que les concentrations accrues en potassium augmentent réellement la motilité de

sperme. d’' aprés Cosson(2004), I"hypermotilité des spermatozoides des poissons déclenchés

dans un environnement a des concentrations ioniques élevées est exprimée par une breve
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fréguence élevée de battement, une vitesse élevée et par conséguent une consommation
d'énergie rapide, il existe aussi des composants organiques xenobiotiques expérimentés par
Monia et al., (2014), qui sont composé des produits chimiques tel qu'une drogue ou un
pesticide qui affectent la fertilisation, le développement embryonnaire, la différentiation
sexuel, la spermatogenese, la maturation finale, ovulation ou spermiation, et pour cela
Abascal et al,. (2007), ont déclaré qu'il est de plus grande importance de définir avec

précision les conditions en lesquelles le sperme est activé.

V. Technologie de la conservation du sperme de poisson

IV.1. Conservation a court terme (Réfrigération)

La conservation a court terme est une opération relativement simple, comportant le
maintien de la laitance sur la glace ou dans un réfrigérateur, a des températures entre O et
10°C (Harvey et Hoar, 1980). Les spermatozoides peuvent supporter un refroidissement de
courte durée, a quelques degrés au-dessous de zéro. La meilleure température pour la
conservation du sperme parait étre (3-5°C) au-dessus de (0°C) (Francois, 1946), prenant en
considération que la qualité de sperme jauger par leur durée de motilité et | aptitude a se

mettre en mouvement apres stockage a4°C (Billard et al., 1977).

V.2. Conservation along ter me (congélation)

D’apres Legendre et Billard (1980) et Bakhach et al., (2007), la conservation a des
tres basses températures, souvent dans I’ azote liquide a (-196°C) ou carboglace a (-79°C),
dans laguelle toutes les réactions chimiques, les processus hiologiques et les interactions

physiques intra et extracellulaires sont figés (figure 04).

-2°C
Lent
=
I/_g (.?1 - Rapide
Wk 3
Trésrapide

Figure04 : Evénement physique produit pendant la conservation d' une cellule (Bakhach et
al., (2007).
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I'V.3. Protocole de conservation du sperme des Cyprinidés:

D’aprés Brizard et al,. (2004) et Rimet (2012), la technique de conservation du sperme
suppose sur la maitrise des différentes étapes suivantes :

1) Préparation des reproducteurs,

2) Collecte delalaitance,

3) Evaluation de laqualité de la semence prélevée,

4) Dilution de la semence dans un diluant,

5) Conservation du sperme soit : par laréfrigération ou par la congélation.

1V.3.1. Préparation des reproducteurs

Les géniteurs en provenance des piscicultures, ou par la péche au niveau des rivieres,
sont stockés au laboratoire, dans un circuit fermé d'eau recyclée et certaines variables
doivent ére mesurées sur le terrain, de méme qu'en laboratoire, la température, la

concentration d’ oxygene dissous, le pH, la conductivité spécifique...etc. (CCME, 2011).

IVV.3.2. Collecte delalaitance
L egendre et Billard(1980) ont proposé une méthode pour la collecte de la laitance
ou la papille génitale de poisson vivant est séchée, pour éviter la contamination de la semence
par |I’urine ou par I’ eau, et lalaitance émis par pression abdominale est recueilli dans le tube a
(figure05).
> Lepréévement dela semence sur le poisson vivant (Robeck et al., 1994),
» Les semences récoltées sont soit mélangées par groupes, soit individuel et maintenues

aune température ambiante jusgu’ a le traitement (Sanchez et Billaard. 1977).

Figure 05: Technique d’ extraction manuelle de lalaitance de poisson (FAO, 1981)
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IV.3.3. Evaluation dela qualité de la semence prélevée

D’aprés Robeck et O’brien (2004), I'évaluation qualitative de la semence doit
étre effectuée dans les 30 minutes suivant la collecte. les méthodes sont standardisées,
pour évaluer le volume et le pH de I'§aculat, saconcentration, la morphologie et la
motilité des spermatozoides, ainsi que leurs viabilités. Selon Kalbass et al., (2012), la
caractéristique qualitative la plus importante des spermatozoides est la motilité, c est
pourquoi depuis 1990, les chercheurs ont employé la méthode d'analyse de qualité de sperme
et d'évaluation par I'ordinateur (CASA) pour évaluer différents parametres de mouvement des

spermatozoides (figur e 06).

VCL

=

VAP

ALH

VSL

Figure 06 : Arrangement de mouvement des spermatozoides (Kalbassi et al., (2012).

VSL (Veocity Straight Line) : C est la vitesse progressive en pum/s qui correspond a
la distance parcourue par le spermatozoide du point de départ au point d arrivé (en tragant une
lignerectiligne) pendant un temps donné et qui est le méme que celui considéré pour le VCL.

VCL (Veocity Curvilinear): Cest la vitesse curvilinéaire calculée en pm/s
considérant |a distance totale parcourue par |a téte spermatique pendant un temps déterminé.

VAP (Veocity Averag Path): C'est la vitesse selon la trgjectoire moyenne calculée a
partiedu trget delaVCL.

BCF (Beat Cross Frequency): C'est la fréguence de rotation de la téte du
spermatozoide (fréquence de battement). Moyenne de la fréquence (dans le temps) a laquelle
latrajectoire curviligne croise la trgjectoire moyenne en Hz.

ALH (Averag Lateral Head): Amplitude moyenne du mouvement latéral de la téte
(um). C'est I'impotence du déplacement latéral de latéte par rapport a sa trajectoire moyenne,

il S exprime comme déplacement moyenne.
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Selon Brizard et al.,(2004), la lecture de motilité est variable selon les auteurs et
I'échelle de Legendre et Billard 1980 (tableau 02) est le plus utilisée.

Tableau 02 : Echelle arbitraire pour exprimer la motilité des spermatozoides (Brizard et

al., 2004).
Valeur |Observations
5 Tous les spermatozoides se déplacent vigoureusement: impossible de
fixer la vue sur aucun d'entre eux.
4 La magorité des spermatozoides se déplace encore rapidement : seuls
quel ques-uns sont visibles du fait de leur déplacement plus lent
3 Les spermatozoides presentent trois comportements(en nombre egal)
- soitils se déplacent vigoureusement,
- soit ilsse déplacent lentement.
- soit ils sont immobiles.
Peu de spermatozoides se déplacent rapidement : quelques-uns se déplacent
2 lentement. Lamajorité des spermatozoides sont immobile.
Seuls quelques spermatozoides ont une |égére agitation.
0 Tous les spermatozoides sont immobiles.

IVV.3.4. Dilution de la semence

Différents dilueurs de la laitance de poisson d' eau douce ont été proposés pour les
utiliser dans la conservation qui permet la protection des spermatozoides contre les chocs
thermiques et les phénoménes 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).

» Dilueursproposé pour la conservation du sper me des poissons d’ eau douce

Selon Legendre et Billard, (1980) ; Sanchez et Billard, (1977), différents dilueurs

du sperme de poisson d’ eau douce ont été proposés (T ableau 03 et 04).
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Tableau 03 : Milieu de MOUNIB, 1980 en (mM/I)
Saccharose 125 mM/I
Glutathion réduit 6.5 mM/I
Bicarbonate de potassium 100 mM/I
pH 7,57 mM/I

Tableau 04 : Milieu de Billard et al.,(1974) ; Trus-cottet et al., (1968) ; Billard(1975)

Dilueurs (Billard et d., | (Truscottet et 4., | (Billard, 1975)
1974) 1968)

NaCl 57759/l 1,88 g/l 5,55¢/I

CaCl2.H20 0,237 g/l 0,23 g/l 0,06 g/l

KCI 1,886 g/l 7,20 g/l 2,236 ¢/l

NaH2 P04.H20 0,41 g/l

NaHCO03 1,00 g/l

MgS04.7H20 0,243g/l 0,23 g/l 0,06 g/l

Glucose 1,00 g/l

Tampon (nature et volume) | glycocolle0,02M | Glycolle 0,02 M Hepés-NaOH
Tris0,02M 10% | Tris0,02 M 10 % 0,04 M5 %

Pression osmotique finale 255 mOsmole 261 mOsmole 250 mOsmole

pH 9,0 9,0 9,0
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Des essayes de développer une méthode uniforme de la cryoconservation du sperme
pour quatre especes de poissons cyprinidés (le gardon, la bréme, la breme argent, et le
barbeau), le sperme a été congelé dans la vapeur d’ azote liquide, en présence de cing agents
dans le diluants : 1) fructose ; 2) glucose ; 3) saccharose ; 4) KCL, plusle Tris pour chagu’ un
decesdiluants a PH 8,0; 5) I’agent d’ allongement de modification Kurokura.

Avec deux cryoprotecteurs: 10% de méthanol (MeOH) et 10% de diméthyi-sulfoxyde
(DM SO), Lamaximale motilité aprés décongélation est |le gardon (77 + 6%), la bréme (77
+ 6%), labreme argent (67 = 5%), et le barbeau (75 + 6%) (Horvath et al, 2006).

D’aprés Lahnsteiner et al. (2000), les spermatozoides de |'ablette, Chalcoides
Chalcalburnus, ont été utilisés comme modéle de base pour décrire: la toxicité et les effets
cryoprotectrices des cryoprotectants internes et externes, de leurs efficacités, et des
combinaisons de concentration, les conditions de congéation et de décongélation, ainsi que

les effets d’ équilibration, pour élaborer un protocole de conservation de sperme de barbeau.

Pour toutes |es espéces étudiées, la composition optimale d'extension était:
Un tampon,

Solution saline de la motilité des spermatozoides,

L’ 'inhibition physiologique contenant 10% de DM SO et 0,5 % glycine,

Y V VYV V

La période d'équilibrage optimal de spermatozoide dans I'agent d'allongement était de

55 min,

» LaCongdation éait effectuée dans un boitier isolé dans la vapeur de I'azote liquide et
il est optimal de 4 a5 cm au-dessus de la surface du I’ azote liquide,

> Ledége était optimal a25 °C,

> Letemps de décongélation de 15 a 45 seconds,

» Letempsde congéation et décongélation lié al’ espéce utilisé.

Généradement, les diluants de conservation de la semence sont composes des
cryoprotectants non pénétrants et pénétrants, d’ un tampon, d' un ou plusieurs sucres, de sels et

d’ antibiotiques.
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a) Cryoprotectants

Les diluants de conservation de la semence sont composés des cryoprotectants
pénétrants et non pénétrants tels que, Polyéthylene glycol (PEG), Cholestéral,
diméthylsulfoxyde, éhyléne-glycol ou glycerolméthanol (MeOH), propyléne glycol, jaune
d ceuf, lait...etc. (Evans et Maxwell, 1987). Il faut prendre en considération le choix de type
et la concentration optimale de cryoprotecteur utilisé, car ils sont souvent toxiques pour les
cellules (Chiang et AbdRashid, 2012).

a.1) Cryoprotectants pénétrants

D’ aprés Tselutin et al., (1999), I’ une des étapes les plus critiques dans la conservation
du sperme, est le choix du cryoprotectant pénétrant et de son utilisation pendant le
processus. le polyéthylene glycol (PEG), Choléstérol, diméthylsulfoxyde (DMSO), glycéral,
et dimethylacetamide (DMA), ont été employées comme cryoprotectant pour obtenir des

niveaux acceptables de fertilité.

» Diméthylsulfoxyde ou DMSO : le DMSO est un liquide organique peu volétil,
incolore et inodore, au goQt doux-amer,

e LeDMSO est un agent de conservation a basse température des composés biologiques
sensibles ala congélation, qui sont altérés par la formation des cristaux de glace,

e |l permet, en pénétrant et en désorganisant ces cristaux de conserver ces matériaux
sous 0° C sans les dégrader (Denis et al., 2002),

e |l produit les meilleurs résultats, avec des concentrations optimum del'ordrede 8 a
10 % (Zell et al., 1979 ; Iwata €l al., 1989 ; Bougrier et Rabenomanana, 1986 ;
Kurokurad al., 1990 ; Yankson et Moyse, 1991 ; Chao et Liao, 200 1),

e Le DMSO aété plus efficace, et sa pénétration rapide dans les cellules, limite la
durée déquilibration immédiatement aprés dilution du sperme (Legendre et
Billard, 1980).

> Polyéthylene glycol ou PEG : Sont des polyéthers linéaires de faible masse molaire
fabriqués a partir de monomeres d'éthyléne glycol, et soluble dans I'eau, le toluene, le
dichlorométhane, I’acool et I’acétone mais n'est pas soluble dans les hydrocarbures
aliphatiques comme I’ hexane, le cyclohexane ou le diéthyl éher,

e Leurs propriétés hydrosolubles en font des produits utilisés dans un grand nombre

d'industries (médical, cosmétique...€etc.),
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e |l n'est pas biodégradable mais bioéliminable par filtration rénale, c’est un produit
dont les effets de toxicités a des concentrations trés €l eveées.

» Cholestérol : est un lipide de la famille des stérols qui joue un réle central dans de
nombreux processus. Une relation existait entre le cholestérol et le phospholipide du
spermatozoide (CHO/PL) :

e C'est un composant majeur des membranes cellulaires animales qui contribue a leur
stabilité et au maintien de leurs structures en sintercalant entre les phospholipides
(formant la bicouche de la membrane).

e |l rigidifie la membrane car il empéche sa gélification en évitant la cristallisation des
acides gras, et diminue la perméabilité membranaire aux mol écules hydrosolubles.

e Il a un role de «tampon thermique»: a 37°, il limite le mouvement des
phospholipides, donc la fluidité membranaire diminue; a des températures plus

basses, il empéche |'entassement des phospholipides...,
a.2) Cryoprotectants non pénétrants

Les cryoprotectants non pénétrants tel que lejaune d’'ceuf et le lait, ne traversent pas
la membrane plasmique du spermatozoide. Ils enrobent les cristaux de glace formés par la
congélation a I’extérieur de la cellule, et protege les spermatozoides des déformations et
lésions cellulaires. La présence des cryoprotectants non pénétrants augmente la concentration
ioniqgue du milieu extracellulaire et crée un gradient de concentration qui favorise la
déshydratation du spermatozoide ce qui retarde la formation de glace intracellulaire (Purdy,
2006).

b) les Sucres

Le glucose et le fructose sont des sucres simples, monosaccharides, qui peuvent
traverser la membrane plasmique du spermatozoide (Purdy, 2006). Le type de sucres et sa
concentration dans le diluant vont faire grandement varier I’osmolarité du milieu (de 6
a 375 mM) (Salamon et Ritar, 1982).

c) lesSdls

Le choix des solutions minérales (NaCl, CaCl, H,O, KCI, MgS0O47H20,
NaH,PO4H,0...etc.) a la base des sels les plus adapté avec la composition minérale du
fluide séminal de I’ espéece étudie (Stein et Bayrle, 1978), les sels contribuent au maintien

d'un milieu osmotique favorable pour les cellules et pour éviter la déshydratation.
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d) Leslipoproteines
Elles se lient ala membrane plasmique et en assurent une meilleure stabilité pendent la
congél ation-décongélation du sperme (Har vey, 1983), comme le cas de jaune d’ ceuf.

€) Lestampons

L’gjout de composés tamponnés dans les diluants a un impact sur la quaité de la
semence. La solution prolongateur est un tampon de sel équilibrée de pH spécifique et de la
force osmotique dont la nature de leur effet est de contréler le pH, la concentration des sels et
lafourniture d énergie (Chiang et AbdRashid, 2012).

f) Lesantibiotiques

L es cryoprotectants permettent non seulement la conservation des Cellules, mais aussi
de les protéger des bactéries. il est donc nécessaire d’ gjouter des antibiotiques au diluant de la
semence pour freiner la propagation des bactéries (Geneviéve, 2012). Nous distinguons
plusieurs types d’ antibiotiques, pénicilline, gentamicine, ciprofloxaci ,.. (Mohammedi, 2012).

g) Lesantioxydants

Plusieurs types d’ antioxydants sont gjoutés aux milieux de conservation pour tenter de
limiter les dommages de stress oxydants lié a la conservation de sperme (Grignard, 2005).
parmi ces derniéres, Catalase, Glutathion peroxydase, Superoxyde dismutase, Taurine,
I’ ergothionéine, vitamine E. (Catherineet al ., 2003).

» Vitamine E est un antioxydant qui favorise la diminution de peroxydation des lipides
membranaires insaturés des spermatozoides lors de la conservation (Labbé et al.,
2003).

h) Lecyclodextrines

Sont des oligosaccharides cycliques composés d’unités de glucose; il se comporte
comme un cryoprotecteurs dans le milieu de conservation. les cyclodextrines (CD) peuvent
former des complexes d'inclusion hydrosolubles avec les lipophiles insolubles dans I’ eau

comme lavitamine E (Sergey et al., 2011).
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IV.3.5. Conservation du sperme

IV.3.5.1. Conservation du sperme par laréfrigération

La différence dans cette méthode par rapport ala méthode de congélation c’est qu’ elle
présente un double avantage d’ étre aisement accessible et réalisable et qu’ elle ne nécessite par
les méthodes complexes et reste peu couteuse. Le principal inconvénient de cette technique
c'est guelle ne permet quune conservation de la semence a court ou moyen terme,
contrairement a la congélation qui permet de conserver indéfiniment la semence (Levillan,
2005).

Selon Sanchez et Billard (1977) ; Paméa et Virginie (2008) la réfrigération se

déroule en ces étapes :

> Le sperme prélevé est transporté en chambre froide (+2°C) pour I'équilibrage de
température,

> Aprés équilibration de la température on effectue les dilutions avec les différents
milieux tamponnés par exemple a pH 9.0 et 5 % de cryoprotecteur, soit : 2,5 ml de
sperme + 0,25 ml de cryoprotecteur,

» Lemélange est laissé une heurea 2°C puisil est placées dans un réfrigérateur au
-4°C.

IV.3.5.2.Conservation du sperme par la congélation

Généralement la congélation de sperme se déroule en trois phases :

a) phase derefroidissement
D’ apres Réviers et Sauveur (1988) :
e Lespermeains dilué et placé al'obscurité a-4° C al'état non congelé,
e pendant cette phase la pénétration des cryoprotecteurs dans les spermatozoides permet
d évacuer I’eau de I’intérieur des cellules vers |’ extérieur, ce qui empéche la formation

des cristaux volumineux pendant la congélation,
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Taux de refroidissement : d’ apres Robeck et al.,(2011), trois taux de refroidissements
sont proposés :

Refroidissement lent : -10,70°C. min™®. Les paillettes sont maintenues pendant 10
minutes a une hauteur de 13,5 cm au-dessus de la cuve dazote liquide puis
immergées.

Refroidissement moyen : -14,62° C. min™. Les paillettes sont maintenues pendant 5
minutes a une hauteur de 13,5 cm au-dessus de la cuve d’ azote liquide, puis 5 minutes
aune hauteur de 4,5 cm avant d’ étre immergeées.

Refroidissement rapide : -15,20°C. min™. Les paillettes sont maintenues pendant 10

minutes a une hauteur de 4,5 cm au-dessus de la cuve d’ azote liquide puis immergées.

b) La phase de conditionnement

Le but de conditionnement est de fractionner la semence de fagcon a ce gqu' elle soit
facilement identifiable, stockable et utilisable.

La méthode de congélation avec les paillettes dans |’ azote liquide peut s effectuer de
facon manuelle sur les vapeurs d azote liquide ou avec une machine qui contréle le
taux de refroidissement,

Apres avoir rempli les paillettes avec la semence, il faut former une bulle d'air a
I’intérieur des paillettes pour éviter leur éclatement lors de la décongéation

Les paillettes sont placées sur un support a 5-7 cm au-dessus de la vapeur d’ azote
liquide,

Lorsque la température, qui ains mesurée reste proche de celle du sperme,
atteint -30°C. le plateau supportant les paillettes est immergé dans |'azote
liquide (- 196° C),

Le taux de diminution de la température devrait étre assez lent pour permettre a
I'eau de quitter la cellule, mais assez rapide pour empécher laformation des

cristaux intracellulaires (Legendre et Billard , 1980).

¢) La phase de congélation

Les paillettes sont placées dans un congélateur conditionné pour les congeler de 5 a -

35°C (Tselutin et al., 1999).
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d) L e stockage du sperme congelé

e Une fois congéle, les paillettes sont rapidement groupées par des lots expérimentaux
dans des tubes a hémolyse préalablement refroidis par contact avec la
carboglace, placés en canister puis immédiatement immergées dans |'azote liquide.

e Les pallettes sont également placées en canister et transférées dans une
bonbonne de stockage, le niveau d'azote liquide dans la bonbonne est

régulierement compléte (tous les 15 jours) (Legendreet Billard, 1980).

€) La décongélation de la semence

Le processus de décongéation de la semence en paillettes s effectue dans le
Bain-marie. Cependant, la température et la durée de décongélation different selon les
chercheurs, ainsi, la décongéation de la semence en paillettes a 37°C pendant 12 a 30
secondes permettrait une meilleure motilité qu’une décongélation a 5°C pendant 2 minutes,
dans le méme ordre. Une décongdation a 70°C pendant 7 secondes donnerait de meilleurs
résultats de motilité et dintégrité membranaire qu’une décongélation a 37° C pendant 2
minutes, ou 40° C pendant 20 secondes (Tuli et al., 1991).
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V. Facteurs influencent sur la conservation du sperme

1. Stress osmotique

Au cours de la congélation des spermatozoides, la formation de cristaux
extracellulaires augmente |'osmolarité de I'eau intracellulaire et provoque sa sortie et la
déshydratation de la cellule. Lescryoprotectants sont tres importants pour empécher la
formation de cristaux intraet extracellulaires (Medeiros et al., 2002).

2. Chocs thermiques

On appelle chocs thermiques | es changements rapi des de température allant
essentiellement de 35415° C et de 0 a-80° C (Bakhach et al., 2007). Ces variations
de température créent des changements de I’arrangement des constituants lipidiques
membranaires et menent a I'atération des fonctions métaboliques du spermatozoide, il
Sensuit d'une perte de motilité et de perméabilité sélective de la membrane au
cacium (Medeiros et al., 2002 ; Bakhach et al., 2007).

3. Stress oxydant :

La cryoconservation induit un stress oxydant qui entraine une altéation de la
membrane plasmique par lipoperoxydation ains que la fragmentation d’ ADN (Grignard,
2005).

4. Effet dechoix et dela concentration desdilueurs

Le sperme représente une sensibilité envers les types des dilueurs utilisés ces derniers
peuvent jouer un réle négatif sur la viabilité des spermatozoides, |'incubation du sperme dans
différents diluants montre qu'ont un effet significatif sur la motilité et la vélocité des

spermatozoides (lan et al., 2013).

V1. Avantages de conservation du sperme de poisson

Le développement des programmes de sélection génétique en pisciculture et la
protection de la biodiversité de I’ ichtyofaune sauvage justifient la création de cryobanques de
sperme et d embryons de poissons (Maisse et al., 2011). La conservation de sperme de
poisson offre de nombreux avantages tant du point de vue de I'expérimentation que de la
pratique piscicole : transport du sperme, croisement et hybridation, simplification du travail
des opérations d'insémination...etc. (Sanchez et Billard, 1977).

.
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Matériel et méthodes

Dans ce chapitre nous allons présenter notre approche expérimentale et le matérid utilisé,

notre travail a été effectué dans deux sites différents (Oued Aguerioun et Oued Soummam) sur un

poisson d'eau douce; le barbeau (Barbus barbus callensis). Nous avons partagé notre travail a

deux parties, travail deterrain et de laboratoire.

|. Travail deterrain
|.1. Présentation des deux sitesd’ é&tudes
.1.1. Oued Soummam

Le bassin de la Soummam se trouve au nord de I’ Algérie. Caractérise par la présence de

deux plateaux (Bouira et Seétif), limité au nord par les montagnes de la grande Kabylie (massif du

djurdjura), par lamer méditerranée et les chaines cotieres de la petite Kabylie. Au Sud, il est limité

par les monts de Hodna, il fait partie des bassins versants tributaires de la méditerranée (figure

07), compose de 10 sous bassins versant, et s éend dans la direction est-ouest, descendant dans la

région du Sétif un peu versle Sud. (Zouggaghe et al., 2014).

Z—>

O. Roumila
Lo oL

ey, N

~O "_‘ : EK

Oued Bousselam

Skm

0. El-Kseur

Bejaia .

Golfe d
Bejaia

Qued Ghir

el
O. Amizour

w—  Cours d’eau permanent
meeee Cours d’eau temporaire

* .. ;
Méditerranée
Alger,

Algérie
500 km

cybium2007,31(3)

Figure 07:Schémareprésente le réseau principal et affluent de la Soummam (cybium2007).
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1.1.2. Oued Aguerioun

L’ oued Aguerioun traverse le tell Algérien selon les méridiens de kherrata. il est formeé par
laréunion detrois affluents : I’ oued El Berain, I’oued Atteba, I’ oued Embarak. il franchit lachaine
des Babors dans les gorges dites Chaabat 1akhra, par un trajet sud-nord perdant en 10 Km pres de

400 m d' dtitude afin de gagner le golfe de Bougie au niveau de la commune de Souk € tenine.
1.1.3. Echantillonnage

Une sortie par semaine a été effectuée pour chague site d éude. la péche a été effectuée
pendant |a période de reproduction de Barbus barbus callensis deés le 23/04/2014 au niveau des
deux rivieres, Oued Aguerioun et Oued Soummam.

Pour la péche, nous avons utilisé un filet transparent d’ une maille de 2 cm? et comme appét
nous avons utilisé une pate de semoule positionnée a I'extrémité fermée du filet puis nous
effectuons des lancements. Nous avons constaté que le premier lancement est toujours fructueux
avec un ou plusieurs individus péchés et cela des le contact du filet avec I’ eau, cependant a partir
de ce premier lancement la péche devient de plus en plus difficile. Les individus péchés sont mis
dans un bidon en plastique rempli d’ eau de |’ oued avec des renouvellements de cette eau toutes

les heures pour maintenir lesindividus vivants jusqu’ al’ arrivée au laboratoire.

Tableau 05 : Nombre des sorties et des poissons péchés au hiveau d’ oued Aguerioun et oued

Soummam en 2014.

Sortie Dat Riviere N.de males péchés
1 23/04/2014 Aguerioun 01
2 24/04/2014 Soummam 01
3 30/04/2014 Soummam 02
4 01/05/2014 Aguerioun 01
5 06/05/2014 Soummam 02
6 12/05/2014 Soummam 01
7 19/05/2014 Aguerioun 01
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.1.4. Matériesutilisé

e Unfilet transparent d’ une maille de 2 cm?.
e Unepéte delasemoule.

e Un bidon en plastique pour ramener le poisson vivant au laboratoire.

Il1. Travail delaboratoire

Dans cette partie nous avons analysé la semence récupéré par un analyseur informatique
(CASA, Computer assisted sperm analysis).

Aujourd hui, plusieurs anayseurs informatique sont disponible dans le marché, chague
analyseurs (CASA) différent d’'un autre, soit par le mode de fonctionnement ou bien par la
capacité a détecter et a mesurer la motilité des spermatozoides de différentes espéces (Tijerina,et
al, 2009; Wilson-Leedy et Ingermann, 2009). Les systemes CASA sont en mesure de
déterminer une série de variables avec une évaluation objective de la qualité du sperme (quinze
parametres) (Verstegen et al, 2002 ; Tijerina, et al, 2009). Dans cette étude, nous S intéressons
seulement alaVSL, VAP, VCL, BCF et ALH.

LaVSL (Veocity Straight Line) : C'est la vitesse progressive en um/s qui correspond a
la distance parcourue par le spermatozoide du point de départ au point d’ arrivé (en tracant une

ligne rectiligne) pendant un temps donné et qui est le méme que celui considéré pour le VCL.

La VCL (Veocity Curvilinear) : C'est la vitesse curvilinéaire en pm/s est calculée en

considérant |a distance totale parcourue par |a téte spermatique pendant un temps déterminé.

La VAP (Velocity Averag Path): C est la vitesse selon la trgjectoire moyenne calculée a
partiedu trget delaVCL (en um/s).

La BCF (Beat Cross Frequency): Cest la frequence de rotation de la téte du
spermatozoide (fréguence de battement) en (Hz). Moyenne de la fréquence (dans le temps) a

laquelle latrgjectoire curviligne croise la tragjectoire moyenne.

L’ALH (Averag Lateral Head): Amplitude moyenne du mouvement latéral de la téte
(um). C'est I'impotence du déplacement latéral de la téte par rapport a sa tragjectoire moyenne. il

S exprime comme déplacement moyenne.
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[1.1. La semence

Nous avons utilisé durant notre étude. Le sperme de poisson d’ espece Barbus callensis
péché des deux riviéres, Aguerioun et Soummam. Dans notre cas le poisson est mis dans un
circuit fermé d' eau douce recyclée au laboratoire de biologie animale (figure 08, 09). La semence

a été récupérer par des massages abdominaux doux (Gallego et al., 2013).

Figure 08 : L’espece Barbus barbus callensis Figure 09 : Echantillon de sperme
I1.2. Lematériel utilise

Circuit fermé d' eau douce
Tubesa

Cédlulede MAKLER
Micropipette

Microscope optique

Chronometre pour (ladurée de lamobilité)

vV V V V V V V

Analyseur informatique du sperme (CASA)

Figure 10 : Anayseur informatique du sperme (CASA).
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11.3. Analyse du sperme

La papille génitale de poisson vivant est séchée, les prélevements ne doivent pas
contaminer par I’urine ou par |’eau, et la laitance émis par pression abdominale est recueilli dans

un tube a essai,

Nous avons préparé trois tubes, le premiére pour le sperme de barbus, |e deuxieme pour I’ eau

d’oued Aguerioun et le troisieme pour |’ eau d’ oued Soummam,

» Puis nous avonsdisposé une goutte du sperme sur la cellule de MAKLER par la
Micropipette puis, nous avons gouté une goutte d’eau douce d’ oued Aguerioun sur le
sperme disposeée sur lalamelle de MAKLER,

» Ensuite nous avons analysés e sperme dilué sous un microscope optique par le systéme
de CASA (Computer assisted sperm analysis),

> Lesmémes étapes sont répétées avec I’ eau d’ oued Soummam,

> Aprés nous avons calculé la moyen de la durée de motilité des spermatozoides du sperme
de poisson des deux riviéres, Aguerioun et Soummam,

» En fin nous avons comparé la concentration, la vitesse et la durée de motilité des
spermatozoides pour les poissons des deux rivieres Aguerioun et Soummam a des périodes
déférentes pendant 10 s, 30 s, et 50 s.

[11. La conservation du sperme de Barbus barbus callensis par réfrigération

Au but d optimisation de la conservation de sperme de barbeau, nous avons utilisé cing
milieux qui sont proposés pour la conservation de sperme bovin, mais nous avons utilisé la

solution de NaCl (0.9%) comme dilluant.
[11.1. Lematériel utilisé

L’ équipement utilisé pour la conservation de la semence de Barbus est composg, d’ une

centrifugeuse, un réfrigérateur.
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[11.2. La méthode de conservation

Nous avons préparé cing milieux que nous avons comparés ces dernier a un témoin qu’ est

lavitamine E dilué dans 50 ml de solution NaCl,

Pour la préparation de ces mesures (1,2 mg vitamine E, 20 mg Cholestérol, 12 mg PEG/
vitamine E, 200 mg PEG/Cholestérol, 180 mg PEG), nous avons utilisé une balance, puis nous

avons dilué ces quantités dans la solution NaCl (0.9%).

Matériel et méthodes

Les composants des différents milieux sont présentés dans le (T ableau06) :

Tableau 06 : Milieux de conservation utilisé

Milieu Contenus NaCl (ml)

1" milieu (controle) 1,2 mg vitamine E 50 ml NaCl
2" milieu 20mg Cholestérol 5ml NaCl
3*milieu 12mg PEG/vitamineE |10ml NaCl
4% milieu 200mg PEG/Cholestérol |5ml  NaCl
5 milieu 180mg PEG 5m NaCl

Ensuite nous avons gjouté un barreau magnétigue a chague une de ces milieux, et mettant

ces derniers sur un mélangeur (pour mélanger les composants des déférents milieux) qu’est réglé a

une vitesse entre 3 et 4 tours/seconde.

Apres|’ agitation pendant 90 heures, nous avons analysé la semence par I’ analyseur de

CASA aprés que nous avons:

» récolté lasemence de |’ espece barbus callensis,

> testé la motilité des spermatozoides avec |’ eau des deux rivieres, activé 0.5ul de sperme

par 500 ul d’eau, ou nous avons observé les spermatozoides mobile,

> dilué 1pl du sperme dans 1 ml

de chague milieu,

> agitélestubes manuellement pour mélanger le sperme avec le milieu,
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> pose 0.5ul de sperme dilué sur lalamelle de Makler et nous goutons 500 pl d’ eau douce,
ou nous avons observé que les spermatozoides sont immobile dans les différents milieux,

> le sperme est centrifugé pendant 15 min (X 700g), pour séparer les spermatozoides, plus
denses du plasma séminal.

» nous avons auss augmenté la concentration spermatique dans les milieux de la
conservation

> le sperme est analysé par le systeme CASA.

> aprés 24 heuresa4°C, malgré |’ échec, nous avons répété |’ analyse.

> Analyse de sperme par I’ analyseur CASA.

V. Analyse statistique du sperme

Les résultats obtenus par I’analyseur CASA sont analysé par un logiciel de statistique
STATVIEW version 4.55 pour le traitement des données brutes. L’analyse de la variance est
utilisée pour comparer les valeurs des déférents paramétres spermatiques pour les poissons des

deux rivieres Aguerioun et Soummam.
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|. Evaluation des parameétres sper matiques

Pour I’ optimisation de la conservation du sperme de poisson Barbus barbus callensis,
nous avons commencé par I'analyse des paramétres spermatiques a I’ état frais al’aide d'un
analyseur CASA gu’ est en mesure de déterminer une série de variables avec une évaluation
objective de la qualité du sperme. Cette étape est trés importante car elle nous indique sur la
qualité de sperme que nous voulons le conserver. Les paramétres que nous avons considérées
sont la durée de moitilité, la concentration spermatique et les différentes vitesses de la mobilité
des spermatozoides.

I.1. Laduréedemotilité

Sur les figures 11l.a et 11.b, nous avons présenté les durées de motilité des
spermatozoides de barbeau activées dans I’ eau des deux riviéres (Aguerioun et Soummam).

Nous pouvons observer que la durée de motilité des spermatozoides de barbeau de la
Soummam est plus importante que celle d’ Aguerioun (52 et 40 seconds, respectivement).

D’autre part, nous pouvons observer que la durée de la mobilité de poisson
d’ Aguerioun diminue dans I’ eau de la Soummam (42 & 38s). Par contre la durée de la mobilité
des spermatozoides de poisson de la Soummam est plus importante dans |’ eau de la Soummam
gu’ Aguerioun (Figure 11.b). Cette différence pourrait étre due a la composition ionique dans

les deux sites.

Chez les poissons téléostéens, le sperme est immobiles dans les gonades, la motilité
spermatique est induite par le contact de I’ eau, cette derniere varie de quelques secondesa 1l h
(Billard et Cosson, 1989). Chez les poissons d'eau douce la durée de la motilité est tres courte
(30-40s) selon les especes (Billard et al., 1995). La mobilité progressiste et la durée de la
mobilité sont les deux parameétres les plus important dans |’ évaluation de la qualité du sperme

chez les poissons (Kime et al., 2001).

Nos résultats sont proche aux résultats obtenu par Abascal et al., (2007) ; Alavi et al.,
(2010), sur le loup de mer (anarhichas lupus); la carpe commune (Cyprinus carpio)et la
perche fluviatile (Perca fluviatilis) (50s et 60s, respectivement). Supérieur a la truite arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss) (20-25s) (Billard et Cosson, 1989); tres faible par rapport a
I” esturgeon (plusieurs heures) (Toth et al., 1997). Pour d autre especes la durée de la mobilité
peut atteindre plusieurs minutes; chez le turbot (Scophthalmus maximus) elle variede 1 a 17

min (Sequet et al., 1994), pour le tilapia (Oreochromis mossambicus) elle dépasse 30min
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(Morita et al., 2003) et chez le maskinongé (Esox masquinongy) €elle peut atteindre 120 min
(Lin et Dabrowski, 1996).
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Figure 11.a: Histogramme de variation de la durée de lamotilité spermatique (DM en
secondes) en fonction de poisson de deux riviéres (Aguerioun et Soummam): Ag (barbeau
Aguerioun), Sm (barbeau Soummam).
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Figure 11.b : Histogramme de variation de la durée de la mobilité spermatique (DM en
secondes) en fonction de poissons et de |’ eau des deux rivieres (Aguerioun et Soummam):
Ag (barbeau Aguerioun), Sm (barbeau Soummam), A (I’eau Aguerioun), S (I'eau

Soummam)
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I. 2. Laconcentration sper matique

Sur les figures 12.a et 12.b, nous avons présenté les différentes concentrations
spermatiques de barbeau (Barbus barbus callensis) des deux rivieres (Aguerioun et
Soummam). A partir des deux figures nous pouvons observer que la moyenne de la
concentration spermatique des poissons d’ Aguerioun est plus importante que les poissons de
la Soummam (37 et 25 x10° spz.ml™). Notre résultat est supérieur au résultat rapportées par
Alavi et al., (2008b) pour le barbeau fluviatile (Barbus barbus) ou les concentrations varient
entre 12,45x10° & 18,81x10° spz.ml™. chez d’ autre cyprinidae la perche (perca fluviatilis), la
truite arc-en-ciel  (Oncorhynchus mykiss), tilapaia sp, la tanche et le barbot |a concentration
varie entre 3,3 443,9 x10° spz.ml™; 10-25 x10° spz.ml™?, 0,8-27,4 x10° spzml™ ; 4,2-34,6x10°
spz.ml™t et 23,3-59,3 x10° spzml™ (Alavi et al., 2010; Billard et al., 1971 ; Chao et al.,
1987 ; Linhart et Krasnicka, 1992 ; Piironen et Hyvarinen, 1983), respectivement.

Notre résultats sont proche a certain poisson d’ eau de mer tels que le flétan atlantique
(hippoglossus hippoglossus) et le croaker de I’ atlantique (micropogonias undulatus) (11,9-
37,2 et 23,4-36,4 x10° spzml™) (Gwoet al., 1991). la concentration spermatique chez notre
espece est élevée par rapport a certain salmonidae, tels que le saumon Atlantique (Salmo
salar.) (13,8-16, 5 x10° spz.ml™) et I’ esturgeon (0,05-0,5 x10° spz.ml™) (Fauvel et al., 1993 ),
respectivement.
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Figure 12.a : Histogramme des variations de la concentration spermatique (en milliard /ml) en

fonction de poisson des deux riviéres Aguerioun et Soummam : Ag (barbeau Aguerioun), Sm

(barbeau Soummam).

N w w B
al o a o
1) 1

milliard/mililitre
N
o
1

=
a1
" 1

10 1

Concentration (milliard)

Figure 12.b : Histogramme des variations de la concentration spermatique (en milliards /ml) en

Ag, A
Ag, S
Sm, A
Sm, S

fonction de poisson et del’eau des deux riviéres Aguerioun et Soummam : Ag (barbeau

Aguerioun), Sm (barbeau Soummam), A (I’eau Aguerioun), S (I’ eau Soummam).
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[.3. Les vitesses spermatiques: la vitesse progressive (VSL), la vitesse moyenne (VAP)

et lavitesse curviligne (VCL)

Nous pouvons observer sur la figure 13.a qui représente la variation des vitesses
spermatiques (VSL, VAP et VCL) en fonction des poissons des deux rivieres (Aguerioun et
Soummam) pendant trois temps différent T, (aprés 10s), T, (aprés 30s) et a T3 (aprés 509)
que les différentes vitesses pendant les trois temps sont plus importante dans le poisson de la
Soummam que Aguerioun. nous pouvons voir que les différentes vitesses égales a 25um/s et
28um/s pour laVSL, 42um/s et 45um/s pour la VAP et 60um/s et 65um/s pour laVCL dans
le poisson d’ Aguerioun et Soummam, respectivement. Méme conclusion a retenir pendant les
différent temps, a 10s, les différentes vitesses sont plus importantes, puis diminue
progressivement avec le temps (T2 et T3), sachant que méme a 30s et 50s les vitesses de
poisson de la Soummam sont toujours plus élevées qu’ Aguerioun. Cette différence de vitesse
de la méme espece dans les deux sites pourrait étre due a la présence de certain éément
(substance chimique) dans la Soummam et a I'ceil nu nous pouvons observer une grande

différence entre les deux sites. la région d Aguerioun est tres propre par rapport a la

Soummam.
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50s apres 50s)
Figure 13.a: Histogramme de variation des vitesses spermatique (en micromeétre/seconde) en
fonction des poissons des deux rivieres (Aguerioun et Soummam) pendant trois périodes
différentes: T (Aprés 10s), T, (Apres 30s), T3 (Apres 50s), Ag (barbeau Aguerioun), Sm

(barbeau Soummam).
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Les vitesses spermatiques de notre espece est faible par rapport a la carpe commune
(Cyprinus carpio), la VSL et la VCL égale a 130 um/s et a 210 um/s (Toth et al., 1997). Chez
les saimonidé, esturgeon de Sibérie ((Acipenser baeri), Sieczynski et al., (2012) a démontré
que la VSL=82,5, VAP=97,6, et VCL=121.9um/s. cependant, chez les poissons marins, nos
résultats sont proche a I'anguille européenne (Anguilla anguilla) de VSL=12, VAP=16 et
VCL=40 pum/s (Asturiano et al. , 2004).

La figure 13.b, représente les variations des vitesses spermatiques en fonction de
poisson et de I'eau des deux rivieres (Aguerioun e Soummam) pendant trois périodes
différentes T1 (aprés 10s), T2 (apres 30s), T3 (aprés 50s).

Méme conclusion a retenir pour les différentes vitesses spermatiques, toujours les
vitesses spermatiques de la Soummam sont plus importante gu’ Aguerioun, sur cette figure
nous pouvons observer gu’il y a une augmentation de la vitesse spermatique de poisson
d’Aguerioun activée dans I’eau de la Soummam. Mais il y a une diminution de la vitesse
spermatique de poisson de la Soummam activée dans |’ eau d’ Aguerioun. Cette figure nous

confirme le résultat obtenu ci-dessus.
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Figure13.b : Variation delaVSL, VAP et VCL en fonction du poisson et de |’ eau des
deux rivieres (Aguerioun et Soummam) : Ag (barbeau Aguerioun), Sm (barbeau Soummam),

A (I"eau Aguerioun), S (I’ eau Soummam).
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1.3.2. Lafréguence de battement dela téte de sper matozoide (BCF)

La figure 14 représente la variation de BCF (Hz) en fonction de poisson et de I’ eau,
nous pouvons voir gque les valeurs maximales de la BCF sont enregistrées dans |es poissons de
la Soummam qui varie entre 4-4,5Hz. par contre les valeurs minimales de la BCF sont

enregistrées dans les poissons d’ Aguerioun qui varie entre 2,5 a 3,5Hz.

Les valeurs de BCF obtenus varient entre 3,4 et 4,2 Hz sont plus proche a 6,2 Hz
reconnus chez |’ espéce lavaret (Coregonus lavaretus) par nynca et al. (2012), et 7.7 Hz chez
I’ espéce bonite a dos rayé (sarda sarda) déclaré par sara et al., (2011), par contre les valeurs
11,4 Hz tenus par Beata et al . (2013), chez la carpe commune (Cyprinus carpio), et 25 Hz
obtenus par Elizabeth et al. (2011), chez I'espéce poisson-chat (Phractocephalus
hemiliopterus), sont plus loin.
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Poisson (Ag: aguerioun, Sm:soummam), (A: eau aguerioun, S: eau
Soummam) et (T1: aprés 10s, T2: apres 30s et 50s apres 50s)

Figure 14 : Histogramme de variation de BCF (en Hz) en fonction de poisson et de |’ eau des
deux rivieres (Aguerioun et Soummam) pendant trois périodes différentes: T1 (Aprés 10s),
T, (Apres 30s), T3 (Aprés50s) , Ag (barbeau Aguerioun), Sm (barbeau Soummam), A (I’eau
Aguerioun), S (I’ eau Soummam).
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[.3.3. Variation de I'amplitude moyenne de mouvement latéral de la téte d'un

sper matozoide (ALH)

Lafigure 15 représente la variation d’ ALH spermatique en fonction de poisson et de
I” eau, nous avons obtenus les valeurs d’ ALH suivantes : pour les spermatozoides de barbeau
d’oued Soummam activé par I’eau de leur riviere est 2.5 um, et 1.9 um pour le sperme de
barbeau d’oued Soummam activé par I’eau d’oued Aguerioun, 1.8um pour le sperme de
barbeau d’oued Aguerioun activé par |’eau de ce dernier, et les spermatozoides de barbeau

d’oued Aguerioun activé par I’eau de la Soummam ont 2.3 um.

En conclusion I'ALH des spermatozoides de barbeau activé par I'eau d oued
Soummam est plus élevé que celle des spermatozoides de barbeau activé par I'eau d oued

Aguerioun, ou nous remarquons que I’ eau a une influence sur I’ ALH des spermatozoides.

Les valeurs d’ALH de notre poisson varient entre 1,8 et 2,5 um, sont légérement
proche a 1,5 um rapporté par Beata et al. (2013) chez I’ espéce carpe commune (Cyprinus
carpio), et 3.6 um rapporté par sara et al., (2011) chez la bonite a dos rayé (sarda sarda), et
trés éloigné par rapport a la valeur 20,1 um rapportée par nynca et al. (2012), chez I’ espece

lavaret (Coregonus lavar etus).
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Figure 15 : Histogramme de variation d’ ALH spermatique (en micrométre) en fonction de
poisson et de |’ eau des deux rivieres (Aguerioun et Soummam) pendant trois périodes
différentes: T, (Apres 10s), T, (Apres 30s), T3 (Aprés 50s), Ag (barbeau Aguerioun), Sm
(barbeau Soummam), A (eau Aguerioun), S (eau Soummam).
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Conclusion

Le présent travail est une éude comparative mené sur la variation des paramétres
spermatiques de |’ espéce barbus barbus callensis dans deux sites différents, I’ oued Aguerioun

et I’ oued Soummam.

Les parameétres spermatiques qui nous avons considérés dans cette éude sont la durée
de la mobilité, la concentration spermatiques et les différentes vitesses (VSL, VAP, VCL,
BCF et ALH).

Sur la base des résultats obtenus, la concentration spermatique du barbeau d’ oued
Aguerioun est plus importante que celle de barbeau d’ oued Soummam (37 milliard/millilitre
et 26 milliard/millilitre). Par contre tous les autres parametres (la durée de mobilité, laVSL, la
VAP, la VCL, la BCF et I’ALH) sont plus important chez les poissons de la Soummam
gu’ Aguerioun.

L’ activation de la cellule spermatique de poisson d Aguerioun dans I'eau de la
Soummam augmente les différentes vitesses spermatiques par contre I’ activation de la cellule
spermatique de poissons d'oued Soummam dans I’eau d oued Aguerioun diminue leur

vitesses spermatiques.

La durée de motilité (DM) des spermatozoides de barbeau d’ oued Soummam est plus
élevée que celle de barbeau d' oued Aguerioun (55 et 42 secondes), ainsi |’activation de
sperme de poisson de la Soummam provogue la diminution de la durée de mobilité (44 a 38
secondes). A partir de ses résultats nous pouvons conclure que la qualité de I'eau a une

influence directe sur les paramétres spermatiques.

En perspective, il serait trés intéressant de s orienter vers |’ analyse physico-chimique
de I'eau, I'histologie des gonades pour bien comprendre |'effet de la pollution sur la
spermiogénese et |’ ovogenese, le statut oxydatif pour la comparaison entre les deux cellules et
I’utilisation de la cellule spermatiqgue comme bio indicatrice de I’ état de I’ environnement

(pollution aquatique).




Conclusion

Enfin, il est important la maitrise des techniques de |a biotechnologie dans e domaine
de lareproduction assisté comme la technique de la conservation de sperme par la congélation
et laréfrigération, et I’insémination artificielle pourrait étre une des voies a explorer pour bien
protéger et restaurer la biodiversité, et apporter un appoint a la production de poissons a

intérét économique.
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Résumé: L’objectif principal du présent travail est I’optimisation de la conservation du
sperme de poisson Barbus barbus callensis et |’ analyse des paramétres spermatique de cette
espéce au niveau des deux sites d' éude. pour cela nous avons utilisé des nouveaux milieux de
conservation qui sont : lavitamine E, le Cholestérol, le PEG (polyéthyléne glycol) seule ou en
association soit avec la vitamine E ou avec le Cholestérol. les résultats obtenus sont négatif
pou tous les milieux utilisés. d'autre part I’analyse de sperme a |’ état frais a montré des
différentes variations des paramétres spermatiques en fonction de poisson et de I'eau. la
durée de motilité plus long et des vitesses spermatiques élevées pour le barbeau d' oued
Soummam en comparaison avec celles de barbeau d’ oued Aguerioun qu’a une concentration
spermatique plus élevé.

Mots clé Barbeau (barbus barbus callensis), paramétres spermatiques, Oued Soummam,

Oued Aguerioun.

Summary: The main objective of this work is to optimize the conservation of fish sperm
(Barbus barbus callensis) and analysis of sperm parameters of this species at both study sites.
for this we used new storage media which are: Vitamin E, Cholesterol, PEG (polyethylene
glycol) alone or in combination with either vitamin E or Cholesterol. the results are negative
power all the media used. on the other hand the analysis of fresh semen state showed different
changes in sperm parameters based on fish and water. the duration of motility and velocity of
spermatozoa were longer and fast for barbel Soummam river compared with those of barbel
Aguerioun’sriver what a sperm concentration higher.

Key words. Barbel (Barbus barbus callensis), sperm parameters, Soummam river, Aguerioun

river.
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