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Introduction

Introduction

L’Insémination Artificielle (IA) est une technique de fécondation sans accouplement
naturel, elle demeure la plus ancienne et la plus utilisée des biotechnologies de la
reproduction. Elle est utilisée pour la premiere fois par les arabes en 1322. Cette technique a
permis la mise en place d'un nouveau systeme de production "la conduite en bande™ et une
meilleure organisation des élevages. La généralisation de cette technique dans les élevages
cunnicoles a été débutée dans les années 1990, a la suite des probléemes cruciaux de sous

alimentation et de I’insuffisance en protéines animales [THEAU, 2005].

Les récentes avancées réalisées en domaine de la reproduction de la lapine dont
I’ovulation est provoquée par 1’accouplement Iui ouvrent de grandes perspectives d’utilisation
dans le domaine de la recherche scientifique [JOLY et THEAU, 2000]. La stimulation naturelle
de I’ovulation chez cette espeéce est remplacée en IA par I’administration des hormones
exogenes qui permettent d’aboutir au pic de LH telles que la GnRH ou ses analogues
synthétiques. Mais afin de répondre a la demande des consommateurs qui exigent une viande
du lapin, naturelle et saine, des méthodes alternatives comme la simulation mécanique du

vagin sont recherchées pour remplacer ces méthodes hormonales.

Le développement de I’insémination artificielle et de la conduite en bandes dans les
élevages cunicoles permet de réduire les risques sanitaires liés aux saillies naturelles, de
diminuer le nombre de males utilisés en reproduction et de les valoriser en production des
protéines de haute qualité. En effet le lapin est considéré comme la seule espece animale qui
donne le plus de viande en peu de temps (1,3 kg de carcasse en 4 mois seulement) et a
moindre colt, on utilisant que le fourrage fourni et les résidus alimentaires n’ayant aucune
valeur immédiate pour ’homme [DJAGO et KPODEKON, 2007]. En Algérie, la production en
viande du lapin reste toutefois modeste comparée a d’autres; elle produit annuellement 5000 a

19000 tonnes [LEBAS et al, 1996].

C’est dans ce contexte que s’inscris notre travail que nous avons réalisé au niveau de
I’INRAA de Oued-Ghir (Béjaia). Notre étude comporte deux parties :
- Une partie bibliographique en 3 chapitres: le 1% sur la physiologie de la reproduction chez
les lapins, le 2°™ présente les facteurs de réussite de I'IA et méthodes d’induction de la
gieme

réceptivité chez la lapine et dans le chapitre nous avons développé la technique de

I’insémination artificielle chez cette espece.




Introduction

- Une partie expérimentale dans laquelle nous nous sommes intéressé a la récolte du sperme
de lapins et son analyse afin de choisir les meilleurs reproducteurs, ainsi qu’a I’application de

I’insémination artificielle chez des lapine tout en induisant 1’ovulation par la GnRH et par une
stimulation mécanique du vagin.






1" partie : étude bibliographique La physiologie de la reproduction chez les lapins

I. La physiologie de la reproduction chez les lapins

Le lapin est un mammifére herbivore monogastrique, appartenant a l'ordre des
Lagomorphes (famille des Léporidés) [GIDENNE et LEBAS, 2005]. Il est décris comme un
animal anxieux, timide, doté de particularités au niveau de la digestion (la ceecotrophie) et de

la reproduction [MORISSE, 1994].

I.1. La reproduction chez le male

Le cycle de vie du méle est assez simple. L'age propice pour le premier accouplement
dépend de la race et du développement corporel: 4 a 5 mois pour les races moyennes qui ont
un poids de 3 a 5 kg (exemples : le Néo-Zélandais blanc et le Californien), 9 a 12 mois pour
les races lourdes qui ont un poids de 5 a 9 kg (exemples : le Bélier Francgais et le Géant des
Flandres). Une bonne reproduction dépend de la chaleur, du stress, de I'age du male et de la

nourriture [SCHIERE, 2004].

1.1.1. Appareil génital (figure 1)

L’appareil reproducteur du méle est trés similaire a celui des autres mammiféres [VAN,
2003-2012]. Il se compose essentiellement des testicules qui peuvent étre rétracté dans
I’abdomen, du pénis, des glandes et des conduits qui s’y rattachent [SOPHIE, 2008] :

-Les testicules : lls assurent une double fonction, une fonction exocrine qui est la
production des spermatozoides dans les tubes séminiféres et une fonction endocrine qui est la
production de la testostérone par les cellules de leydig [PERRET, 2004].

Les testicules du lapin sont des organes pairs, de forme ovoide dont les dimensions moyennes
sont environ 35 x 15 mm, contenus dans des sacs scrotaux en communication avec la cavité

abdominale par un large canal inguinale, ils descendent avec la maturité sexuelle du male
[LEBAS et al, 1996].
-Le pénis : C’est I’organe male de la copulation [PAREZ et al ,1987], il est court, en

forme de tube légerement en pointe terminé par un petit orifice rond [SOPHIE, 2008].
Le prépuce s'ouvre juste ventralement a l'anus et il ne s'extériorise de l'organisme qu'en cas
d'érection [SABBAGH, 1983].

-Les glandes annexes : Elles sont nombreuses, on peut distinguer :
- Une vésicule séminale impaire bilobée a son extrémité antérieure. Sa partie caudale fusionne
avec les canaux deférents pour former un canal éjaculateur impair qui s'ouvre dorsalement

dans l'uretre au niveau du colliculus séminalis.

10



1" partie : étude bibliographique La physiologie de la reproduction chez les lapins

- Une glande vésiculaire située dorsalement a la vésicule séminale et a la portion antérieure de

I'urétre. Elle posséde 2 canaux excréteurs qui s'ouvrent latéralement au colliculus seminalis.

- Une glande prostatique avec 2 lobes distincts: un lobe antérieur et un lobe postérieur, en
position dorsale de l'urétre. Elle possede 4 a 6 canaux qui s'ouvrent sur les parois du colliculus

séminalis.

- Une glande de cowper bilobée, postérieure a la prostate et dorsalement a I'urétre dans lequel

elle s'ouvre par au moins 4 canaux [SABBAGH, 1983].

Poche scrotale
(retoumée)

| Ligament
| rétracteur

Poche scrotale inférieur {  Ligament
i i ; — rétracteur

| supérieur
Testicule ?{
T ( \ "
L4{- Y |
Rt 1 i
Téte Corps . Queue b “{. Spermiducts

Epididyme

Ampoules déférentes (2)

Canal éjaculateur
Z=" ____ Prostate

—— ——— Glande de Cowper

- Racines du corps caverneux (2)

Vésicule séminale
(retournée)

———— - Urétre

Glandes prépuciales
- Peénis sans gland

Figurel : Appareil génital male [LEBAS et al, 1996].

1.1.2. Le développement des gonades et la puberté

La différenciation des gonades commence le 16°™ jour qui suit la fécondation. A la
naissance les testicules sont dans la cavité abdominale, ils se développent moins vite que le
reste du corps, puis connaissent une croissance extrémement rapide apres l'dage de cing
semaines .Ce n'est que lors de I'établissement de la puberté qu'ils migrent en direction des sacs
scrotaux desquels ils peuvent remonter en position abdominale lors de combats avec d’autres

males ou sous ’effet de la frayeur [LEBAS et al, 1996].
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1" partie : étude bibliographique La physiologie de la reproduction chez les lapins

La puberté chez le male est définie comme le stade dans lequel I'éjaculat possede les
mémes caractéristiques physiques et chimiques que chez I'adulte, elle apparait chez les lapins
de races légeres le plus souvent vers 1’age de 3 a 5 mois et chez les races de grande taille plus

tardivement, vers 5 a 8 mois [SABBAGH, 1983].

1.1.3. La spermatogenese

La spermatogenese est le processus de division et de différenciation cellulaire par
laquelle les spermatozoides sont produits a partir des spermatogonies situées dans les tubes
séminiféres des testicules [SOLTNER, 1989]. Chez le lapin la spermatogenése commence a
I’age d’un mois a deux mois, elle dure environ 7 & 8 semaines et les premiers spermatozoides

sont présents dans I'éjaculat vers 1’age de 3 mois [LEBAS et al, 1996].

I.2. Lareproduction chez la femelle

La lapine est une espece polytogue dont 1’ovulation est provoquée par I’accouplement,
sa fonction de la reproduction englobe différents processus: du développement folliculaire a
I'ovulation, de la fécondation a l'embryogenése, de I'implantation a la mise bas et la lactation.
[THEAU, 2005].

1.2.1. Appareil génital (Figure 2)
L’appareil reproducteur de la lapine est constitué de deux ovaires, deux oviductes, deux

utéri, deux conduits cervicaux, un vagin et une vulve [MACHET, 2006]:

- Les ovaires : Sont de formes ovoides (1 a 1,5 cm de longueur), localisés dans la partie
dorsale et postérieure de I’abdomen [SABBAGH, 1983]. lls produisent des cellules germinales
(ovocytes) ainsi que les hormones sexuelles femelles (exemple : les cestrogénes) [MACHET,
2006].

- Oviductes : Chaque oviducte est constitué d’un pavillon, d’une ampoule et d’un isthme, il

permet la connexion entre I’ovaire et 1’utérus [MACHET, 2006].

- Utérus : Contrairement a beaucoup d’autres espéces de mammiferes, la lapine possede un
double utérus indépendants de 6 a 12 cm de long et de 2 a 7 mm de large, s’ouvrant

séparément par deux conduits cervicaux dans le vagin [VAN, 2005; LEBAS et al, 1996].

- Le vagin : C’est un canal musculaire droit formé d’un épithélium squameux stratifié et
contenant un grand nombre de glandes muqueuses. La partie terminale du vagin constitue le

vestibule vaginal, lieu ou s’ouvre 1’urétre [MACHET, 2006].
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Figure 2 : Appareil génital de la lapine [LEBAS et al, 1996].

1.2.2. La folliculogenese (Figure 3)

La folliculogenése est un processus continu, initié a partir de la réserve de follicules

primordiaux jusqu’a I’ovulation ou I’atrésie des follicules en croissance. Elle se déroule en

deux phases : Premiere phase ou le développement des follicules est lent, dont les follicules

passent de 100 a 200 um en 76 jours et une deuxieme phase au cours de laquelle la croissance

s’accélere lorsque les follicules se creusent d’une cavité antrale pour arriver au stade pré-

ovulatoire (durée de 21 jours).

En absence de stimuli (coit ou stimulation hormonale), les follicules pré-ovulatoires se

maintiennent de 3 a 6 jours entrainant I’atrésie de tout follicule en croissance atteignant un

diamétre de 700 pm.

Concernant la reprise des cycles folliculaires aprés la mise bas, le 1% cycle folliculaire

débuterait pendant la phase finale de la gestation, parallelement a la chute des taux de

progestérone [SALVETT]I, 2008].
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Figure 3: Schématisation du déroulement de la folliculogenése chez la lapine
[SALVETTI, 2008].

.2.3. La puberté

La puberté correspond au moment ou la lapine est capable d'ovuler et de conduire une
gestation. Elle survient généralement quand la lapine atteint les deux tiers de son poids adulte.
[GOUDJO, 2010].

1.2.4. Le cycle sexuel de la lapine

La lapine ne présente pas un cycle cestral, On parle plutét de période de réceptivité ou
de non receptivité [GOUDJO, 2010]. Elle est dite réceptive ou en période d’cestrus lorsqu’elle
manifeste un comportement d’acceptation de I’accouplement. Au contraire, si la lapine refuse
I’accouplement elle est dite non réceptive ou en période de dicestrus [SALVETTI, 2008].
La réceptivité chez la lapine est caractérisee par la coloration rouge de la vulve [MACHET,
2006] et par un comportement non habituel (elle remue plus que d'habitude, gratte au grillage

de sa cage, frotte le nez contre le ratelier) [SCHIERE, 2004].
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I.2.5. La régulation hormonale de I’ovulation (figure 4)

Dans les conditions naturelles, I’ovulation chez la lapine est provoquée par le coit
[SABBAGH, 1983] qui agit comme un stimulus entrainant une cascade neuroendocrine
aboutissant a la stimulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique [SALVETTI, 2008].
Ce réflexe ovulatoire fait intervenir deux voies, une voie nerveuse qui transmet au systéeme
nerveux central les stimuli associés au coit (lumiére, la vue, 1’odorat) et une voie hormonale

qui permet ’achévement de la maturation ovocytaire et I’ovulation [MACHET, 2006].

La sécrétion pulsatile de la Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) dans le systéme
sanguin stimule la sécrétion de Luteinising Hormone (LH) et de Follicle Stimulating
Hormone (FSH) par I’hypophyse antérieure. Ces deux hormones ont un role dans la
maturation folliculaire (FSH) et dans I’ovulation (LH) [MACHET, 2006]. La LH stimule
également le tissu ovarien qui sécrete alors de la progestérone [GOUDJO, 2010].
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Figure 4: La régulation hormonale de 1’ovulation chez la lapine
[MACHET, 2006].
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Le taux de LH circulant augmente dans les10 minutes suivant la stimulation, il atteint
son pic 90 minutes a 2 heures plus tard, puis retrouve son niveau basal 5 a 6 heures apres le

coit. L’ovulation est induite10 heures apres le pic du LH [MACHET, 2006] (Figure 5).

350 - 35
‘e A W ey
=
250 3 —L. 6
E ACC. Fa ‘1.‘ FSH E
B 200 N -20 @
.
150 - = 16 =X
L / \‘\n [T
100 J “-\\ - 10
&0 ¥ —= = - o - &
o = ——— 0
<Gl LE] B0 120 80 240 F00 360
Minutes aprés I'accouplemeant

Figure 5: Evolution des sécrétions de FSH et LH suite a I’accouplement
[LEBAS, 2011].

Hors accouplement, le niveau de sécretion des hormones folliculo-stimulantes est
relativement stable au cours du temps malgré la présence de follicules pré-ovulatoires
sécrétant de 1’cestradiol. Cette particularité physiologique de la lapine est totalement différente
des processus existants chez les autres mammiféres domestiques ou la sécrétion d’cestrogénes
par les follicules dominants entraine, a partir d’un certain seuil, un feed back positif sur la
sécrétion de LH, entrainant le pic pré-ovulatoire et I’ovulation.

L’absence d’ovulation spontanée chez la lapine serait ainsi principalement due a la déficience

du rétrocontrole positif des cestrogenes et donc a une difficulté a provoquer le pic de LH
[SALVETTI, 2008].

1.2.6. La gestation et la mise bas

Deux semaines environ apres la saillie, la lapine présente des comportements
particuliers (elle devient calme, mange moins et s'installe de facon que son abdomen repose
confortablement sur le sol) [SCHIERE, 2004] et dans les derniers jours qui précédent la mise
bas elle commence a préparer un nid a 1’aide de litiere de paille, de foin, ainsi que de poils
qu’elle s’arrache du ventre. Il semblerait que ce comportement permettrait également de
dégager les mamelles pour faciliter leurs acces aux jeunes [MACHET, 2006]. Aprés une durée
de gestation de 29 a 35 jours, la lapine mis bas. Cet événement dure 10a 20 minutes

indépendamment de la taille de la portée qui peut varier de 1a 15 lapereaux [DJAGO et
KPODEKON, 2007].
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II. Facteurs de réussite de I'insémination artificielle et méthodes
d’'induction de la réceptivité chez la lapine

I1.1. Facteurs de réussite de I'lA chez la lapine

Puisque les deux sexes interviennent dans les différentes étapes de la reproduction, la

réussite de l'insémination artificielle est dépendante de plusieurs facteurs [INGRID, 2008].

I1.1.1. Facteurs influencant la production et la qualité du sperme

Dans le cadre de I'lA, un éjaculat d’un seul lapin peut inseminer 20 a 25 lapines
[LAVARA et al, 2005], C’est pour cela que la fécondance des méles constitue un point critique
dans la réussite de cette technique [INGRID, 2008]. Différents facteurs tels que la fréquence de
collecte, les programmes d'éclairages, I'age, la santé ainsi que les stratégies d'alimentation

peuvent influencer la production et la qualité de la semence [BOITI, 2005].

I1.1.1.1. L age

L’age des males influence significativement la concentration et le nombre des
spermatozoides motiles obtenus par éjaculat. En effet les males adultes de 9 a 12 mois ont une
semence de concentration et un nombre de spermatozoides motiles plus élevé que celle des

males jeunes de 4 a 5 mois [THEAU et al, 2009].

11.1.1.2. La fréquence des collectes

Les caractéristiques biologiques de la semence, le nombre des femelles inséminées par
éjaculat et les performances de reproduction du lapin sont influencées par la fréquence des
collectes. En principe deux €jaculats de collecte une fois par semaine avec un intervalle d’au
moins 15 minutes permettent la meilleure production du sperme [CASTELLINI, 2008]. Un
rythme de collecte trop intense augmente le nombre des spermatozoides immatures et diminue

les résultats de fertilité [JOLY et THEAU, 2000].

11.1.1.3. L’alimentation
Le systeme alimentaire des males affecte les caractéristiques de la semence lorsque le

niveau des apports nutritionnels est insuffisant [JOLY et THEAU, 2000].
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11.1.1.4. La température

La température a un grand effet sur le déroulement de la spermatogenese, une
température élevée (> 30°C) affecte la qualité du sperme, la concentration et le volume des
éjaculats [JOLY et THEAU, 2000]. Les éleveurs doivent prendre la précaution de protéger leurs
lapins des fortes chaleurs: éviter I'insolation directe, abriter les cages par un toit isolant et non

par une simple tdle ondulée en métal qui transmet trop la chaleur [LEBAS et al, 1996].

11.1.1.5. La photopériode

La spermatogenése du lapin est affectée par la photopériode, en effet la quantité des
spermatozoides présents dans les gonades des males soumis a un éclairement artificiel 8
heures sur 24 heures est significativement plus importante que celle des males soumis a un

éclairement de 16 heures sur 24 heures [LEBAS et al ,1996].

II.1.1.6. L’état sanitaire
Il a été largement vérifié que linflammation de I'appareil reproducteur masculin
altere les fonctions testiculaires et séminales [BOITI, 2005]. Une forte concentration de

leucocytes provoquée par une inflammation ou une infection peut altérer la spermatogenese
[CASTELLINI, 2008].

II.1.2. Facteurs de réussite de I'IA liés a la femelle

11.L1.2.1. La pariteé

La parité est un facteur trés important dans la réussite de 1’insémination artificielle,
généralement les lapines multipares ont des niveaux élevés de fertilité et de taille de portée
(78,6% et 11,2 nés vivants). Par contre les femelles nullipares se caractérisent par une fertilité
supérieure a 85% et une prolificité plus modeste (8,8 nés vivants) que les femelles primipares
inséminées pendant leurs premieres lactation dont la fertilité est inférieur a 70% mais la taille

de portée est supérieure [THEAU, 2008].

11.1.2.2. La réceptivité sexuelle

L’¢état de la réceptivité de la lapine est déterminé par I’observation de son comportement
en présence d’un male (I’adoption d’une position de lordose) ou par l'observation de la
couleur et de la turgescence de la vulve [SALVETTI, 2008]. Une lapine réceptive se caractérise
par la presence dun grand nombre de follicules pré-ovulatoires sur l'ovaire, d'une
concentration plus élevée d'cestrogénes plasmatiques et d’une prolificité plus élevée a la

naissance qu’une lapine non réceptive [THEAU, 2005].
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11.1.2.3. L'état d'allaitement au moment de I’insémination artificielle
L'état d'allaitement de la lapine est un facteur important a vérifier au moment de I’'TA
car la lactation déprime la réceptivité et les performances de reproduction des lapines

[THEAU, 2007].
Dans les heures qui suivent la mise bas la réceptivité est maximal (100%), ceci peut

étre expliqué par I’inversion du rapport cestrogéne / progestérone. Le gieme jour aprés la mise
bas le taux de la réceptivité atteint son minimum (40-65 %), puis augmente progressivement
jusqu’au 12"™ -14"™ jour de lactation pour retourner a son niveau initial aprés le sevrage

[FORTUN et BOLET, 1995] (figure6).
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Figure 6: Evolution du taux de la réceptivité pendant la lactation
[FORTUN et BOLET, 1995].

I1.2. Méthodes d’induction de la réceptivité chez la lapine

La réceptivité d’une lapine est évaluée par lI'observation de la couleur de sa vulve et de
son comportement en présence du male. Ces derniéres années plusieurs méthodes sont
utilisées pour induire et synchroniser le comportement d’cestrus chez la lapine de maniere a

augmenter et homogénéiser les performances de reproduction dans les élevages cunicoles
[THEAU, 2005 ; SALVETT], 2008].

11.2.1. Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG)

PMSG est une hormone utilisée depuis une quinzaine d'année par des éleveurs de
lapin; qui ont fait le choix de conduire leurs troupeaux en A avec un systeme de conduite en
bande [THEAU et al, 1998]. Cette hormone est une glycoprotéine dimérique a double activité
FSH et LH, extraite du sérum de jument gravide de poids moléculaire estimé entre 45 a 64 Kd

[CASTELLINI, 1996]. Une administration sous-cutanée ou intramusculaire (i.m) de PMSG 48
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heures avant I’'TA (de 10 a 40 Ul) a des lapines permet d'améliorer leurs réceptivités [PIOTR,
2009] en stimulant la croissance folliculaires, et donc la production des cestrogénes [FORTUN et

BOLET, 1995].

11.2.2. Séparation de la mére et sa portée
Une séparation courte de 36 a 48 heures entre la mére et ses lapereaux pourrait étre une
alternative intéressante aux traitements hormonaux pour induire la réceptivité sexuelle des
lapines [THEAU, 2005].
Au niveau physiologique, l'absence d'allaitement diminue la sécrétion de la prolactine
[KOUTINHOUIN et al, 2009], qui est suivit par la stimulation de la croissance folliculaire (la

stéroidogenése) et de I'amélioration de la réceptivité sexuelle et de la fertilité [THEAU, 2005].

11.2.3. La proximité des males

Dans différentes situations physiologiques, I’équilibre hormonal et le comportement
est influencé par la présence du male [JOLY et THEAU, 2000]. Chez la lapine, la présence de
méles contribue a 1’augmentation du taux d'acceptation de l'accouplement et de

I’amélioration de la fertilité [THEAU, 2007].

11.2.4. La photopériode

L’activité sexuelle de la lapine est liée a la durée de la lumiére du jour. La valeur
critique de la photopériode est de 12 heures. Lorsque le cycle lumiére /obscurité passe de 12h/
12h a 11h /13h, P’activité génitale décline. Ce phénomeéne est expliqué par I’intervention de
I’épiphyse qui permet de convertir le signal photopériodique en signal endocrinien. Lorsque la
durée de lumiere régresse, les decharges de mélatonine par 1’épiphyse augmentent, entrainant
une diminution de la synthése de la GhnRH [MACHET, 2006]. La modification du programme
d’éclairement est une voie potentielle pour créer un stress favorable a I’activité sexuelle des
lapines, cette méthode consiste a réduire la durée de I’éclairement, puis a ’augmenter

brusquement (passage de 8 a 16 heures par jour) quelques jours avant I’IA [JOLY et THEAU,
2000].

20



1" partie : étude bibliographique Insémination artificielle chez la lapine

III. Insémination artificielle chez la lapine

L’insémination artificielle est une technique qui conduit a induire une gestation chez
certaines femelles qui en saillie naturelle auraient refusé 1’accouplement. Cette technique a
connu un développement rapide et universel depuis le début des années 50, ce qui en fait la
technique de reproduction la plus répandue dans le monde [INGRID, 2008].

L’TA est largement utilisée dans des élevages de lapins en Europe. Elle est réalisée soit avec

de la semence fraiche, soit avec de la semence congelée [BENCHEIKH, 1995].

II1.1. Définition et principe

L’insémination artificielle (IA) est une technique qui consiste a récolter du sperme par
des moyens appropriés et a déposer une fraction de 1’éjaculat apres examen au moyen d’un
instrument, au moment le plus opportun et a 1’endroit le plus approprié¢ du tractus génital

femelle [BOUZEBDA, 2007; HANZEN, 2011-2012].

II1.2. Historique

Si on attribue aux arabes I’initiative, peut étre legendaire de la premiere 1A appliquée
aux chevaux (1322) [LECLERC, 1991]. L’insémination ne fut appliquée qu’en 1907 chez les
lapins par le physiologiste Italien Ivanov [FOOTE, 2002].

L’TA s’est surtout développée apres la seconde guére mondiale (1947), pour devenir
une pratique courante [HASKOURI, 2001]. Cette technique pris un essor considérable avec la
découverte des caractéristiques cryoprotectantes du glycérol par Poldge et Rowson en 1952,
Cette découverte a rendu possible la congélation des spermatozoides et a permis de différer
parfois plusieurs années, la récolte et I’insémination du sperme [HANZEN, 2011-2012].

Dans les années 1980, la technique de I’TA a connu un développement rapide chez les
lapins, a la suite des premiers travaux allemands prouvant la possibilité d’utilisation de la
GnRH dans I’induction de la réceptivité chez cette espéce [DAL et al, 2011]. L’usage de cette
technique est généralisé au cour des années 1990 dans les élevages européens avec création
des centres d'insémination artificielle, en particulier en France et en Espagne et utilisation de

plus en plus fréquente de la reproduction en bande unique [LEBAS, 1996].
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II1.3. Les étapes de I'insémination artificielle

I11.3.1. Récolte du sperme
La récolte du sperme constitue la premicre opération de 1’insémination artificielle, elle

se fait avec un vagin artificiel.

1. Le vagin artificiel (VA) (figure 7)

C’est un appareil simple et pratique, comporte deux parties : Un cylindre extérieur en
caoutchouc dur et épais (isolation thermique) ou en plastique muni d’une ouverture fermée
par un bouchon [HANZEN, 2011-2012]. Sa longueur est d’environ 3 & 5 cm et son diamétre
externe compris entre 2 et 7 cm. Une chemise intérieure en latex ou en caoutchouc est
introduite dans le cylindre et ses extrémités rabattues et maintenues par un élastique
[BREDDERMAN et al, 1964]. La cavité formée par le cylindre externe et la chemise interne est
remplie d’eau de 40 & 45°C avant usage, de maniére a étre & 39°C au moment de son emploi
[LEBAS et al, 1996]. La grande extrémité du vagin artificiel est lubrifiée, elle servira a
introduire le pénis. Sur I’autre extrémité un tube en verre ou en plastic gradué de 1,5a 2 cm

de diamétre et de 11 cm de long est fixé pour recueillir le sperme [HANZEN, 2011-2012].

Elastique __ Cylindre externe

Bouchon —

— Tube gradué

Chemise

Figure 7: Les éléments du vagin artificiel [LEBAS, 2010].

2. Technique de récolte (Figure 8)
La récolte de la semence du lapin se fait apres avoir préparé le VA et introduit une
lapine dans la cage du male. L’opérateur insére le VA entre les pattes de la lapine (Figure 8
«a») de facon que le pénis rentre dans I’extrémité lubrifiée du VA (Figure 8 «b»)
[FRANCISCO et LUIS, 2003]. Apres I'éjaculation le male se laisse glisser a coté de la lapine avec

un soupir (cris) et y reste quelques secondes allongé [THEAU, 2005].
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Figure 8: Images des techniques de récolte du sperme chez le lapin [LEBAS, 2010].

I11.3.2. Analyse de la semence
Apreés la récolte, un contrdle minimal de la semence est effectué de maniere a ne retenir

que les meilleurs éjaculats: absence d'urine, du sang, concentration et motilité suffisantes, etc.

II1.3.2.1. Examen macroscopique

Immédiatement aprés la récolte, un examen visuel du sperme est effectué dans le tube
de récolte. Cette observation permet d’apprécier le volume, la couleur et la consistance de
I’¢jaculat.

a. Volume
La quantité du sperme varie au sein de I’espéce cunicole selon I'état physiologique de

I'individu, la saison, la race ou encore les conditions sanitaires et alimentaires [HANZEN, 2011-
2012].

Le volume de I’¢jaculat recueilli est mesuré apres élimination du géle au moyen d’une pipette
en verre, par une lecture directe sur le tube gradué [BENCHEIKH, 1995]. Le volume du sperme

lapin varie entre les valeurs extrémes de 0,25 a 1 ml avec une moyenne de 0,6 ml par éjaculat
[FRANCISCO et LUIS, 2003].

b. Couleur
Un échantillon du sperme normal a une apparence homogéne blanc opalescent [BOITI, 2005].

c. Viscosité ou consistance

La viscosité dépend de la concentration en spermatozoides, Comparée a I'eau distillée.

d PH
La mesure du pH doit étre immédiate apres la récolte, il se fait a ’aide d’un PH metre ou d’un

papier indicateur. Dans un sperme de lapin normal la valeur du PH varie entre 6,8 a 7,3
[FRANCISCO et LUIS, 2003].
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I11.4.2.2. Examen microscopique
L’analyse microscopique permet une estimation de la concentration, la motilité, la
morphologie et la présence d'¢léments autres que les spermatozoides (autres cellules ou

particules) [BOITI, 2005].

a. La motilité massale

L’emploi du terme motilit¢ et non mobilité signifie que les spermatozoides meuvent
par eux-mémes. L'examen de la motilité doit se faire le plus rapidement possible apres la
récolte du sperme en le gardant a une température voisine de 38°C [HANZEN, 2011-2012]. Elle
s’évalue par observation microscopique a faible grossissement (10 x10) d’une goutte de
sperme brute déposée sur une lame. L’intensité des vagues provoquées par le mouvement des
spermatozoides est évaluée et une note de 0 a 9 (échelle de PEITJEAN, 1965) est attribuée a
I’échantillon observé [BRUN et al, 2002]. La motilité massale dépend essentiellement de trois
facteurs : la concentration, le pourcentage de spermatozoides motiles et leurs vitesses de
déplacement [HANZEN, 2011-2012].

b. La motilité individuelle

L’¢évaluation de la motilit¢ individuelle des spermatozoides est complémentaire de la
note de la motilité massale. Cet examen vise a évaluer le pourcentage de spermatozoides
motiles. L'examen de la motilité individuelle se fait apres une dilution (10 a 40 fois) du
sperme dans un sérum physiologique [HANZEN, 2011-2012]. La motilité sera déterminée au
moyen d'un microscope optique au grossissement 10 x 40 en placant une goutte de sperme
dilué entre lame et lamelle [CABANNES, 2008] et une note de 0 a 4 est attribuée d’aprés
ADRIEU, 1974.

c. La concentration

La concentration exprime le nombre de spermatozoides par mm?. Elle peut étre
déterminée directement aprés une dilution du sperme de 1/100®™ ou 1/200®™ dans une
solution de chlorure de sodium hypertonique a 3% qui engendre la mort des spermatozoides
sans provoquer leurs lysent. Le comptage des spermatozoides se fait au moyen d’une cellule
hématimétrique (lame de mallassez) au grossissement 10 x 40 apres dép6t d'une goutte de
sperme entre lame et lamelle [FRANCISCO et LUIS, 2003].

C =N x 100 x D x 10°spz / ml

-N : ¢’est le nombre moyen des spzs comptés dans les 5 grands carreaux diagonaux.
-D : c’est le degré de dilution.
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d. La morphologie

Le spermatozoide est une cellule tres différenciée qui posséde une structure effilée,
divisée en trois régions distinctes : la téte, la piece intermédiaire et le flagelle [LE ROUX, 2002].
Chez le lapin, (figure 9) un spermatozoide fait environ 59 um de longueur; la téte fait 14 um,

la piece de connexion et le flagelle font 45 um [LEBAS, 2010].

Figure 9 : Spermatozoide du lapin [LEBAS, 2010].

L'analyse morphologique des spermatozoides de lapin est réalisée par microscope
optique en utilisant des techniques de coloration différentes [BIOTI, 2005]. La coloration
éosine-négrosine est classiqguement utilisée. Une goutte de semence est mélangée a deux
gouttes d’éosine-négrosine, en suite I’étalement est effectué au moyen d’une lame inclinée a
45° et la lame est séchée a I’air libre. L’observation du frottis se fait au grossissement 10 x
100 & immersion. Cette coloration permet d’apprécier les anomalies morphologiques qui sont

classées en deux catégories : majeures et mineures (figure 10).
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Figure 10: Anomalies majeurs et mineurs des spermatozoides [CABANNES, 2008].
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En dernier lieu, le nombre total de spermatozoides par €jaculat est multiplié par le
pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux afin d’obtenir le nombre de

spermatozoides normaux présents dans 1’¢jaculat considéré [CABANNES, 2008].

e. Lavitalité

La coloration a 1’éosine-négrosine est la méthode de référence utilisée depuis les
années 50 pour estimer la viabilité des spermatozoides [LE ROUX, 2002]. Elle s’agit d’une
coloration d’exclusion, car les membranes des spermatozoides vivants ne laissent pas pénétrer
le colorant (restent blancs) alors que celles des spermatozoides morts laissent entrer le
colorant (deviennent roses). C’est un test simple, facile a réaliser puisqu’il suffit de mélanger
une goutte de semence pure ou diluée avec deux gouttes d’¢osine-négrosine, le tout a 37°C,
puis de réaliser un frottis a partir du mélange obtenu. Une fois la lame est séchée, le
pourcentage des spermatozoides vivants est apprécié au microscope optique 10 x 100 a

immersion [CABANNES, 2008].

I11.3.3. Induction de I'ovulation
L’ovulation chez la lapine est déclenchée par 1I’accouplement. Cette stimulation naturelle
peut étre remplacée en insémination artificielle en intervenant a différents niveaux de 1’axe

hypothalamo-hypophysaire par différentes méthodes qui permettent d’aboutir au pic de LH

pré-ovulatoire [JOLY et THEAU, 2000; SALVETT], 2008].

I11.3.3.1. Méthodes hormonales
111.3.3.1.1. Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH)

Parmi les méthodes hormonales d'induction d'ovulation les plus fréquemment utilisées
chez la lapine est I’injection i.m. de la GnRH ou de ses analogues synthétiques [GOUDJO,
2010]. La GnRH est un décapeptide connu successivement sous les noms de LRF (lutéinizing
Releasing Factor), LHRH (lutéinizing Hormone Releasing Hormone), et GnRH
(Gonadotropin Releasing Hormone) [KNOUF, 2002]. Une IA avec une dose de 0,5 ml de la
semence nécessite I’injection de 0,2 ml de la GnRH par voie i.m [DIMITROVA et al, 2009].
Differents analogues de la GnRH (gonadoréline, buséréline, triptoréline et leuprolérine) ont
été utilises a des doses différentes en fonction de la force de la GnRH analogique pour induire

I'ovulation chez la lapine [DAL et al ,2011].
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1. buséréline

La buséréline est un nonapeptide, utilisé pour induire 1’ovulation des lapines.
Une addition de 16 pg de buséréline dans la semence induit I’ovulation plus précocement (60-
90 minutes apres I’TA) que la GnRH [SALVETTI, 2008; DAL et al ,2011].

2. Gonadoréline

C’est un décapeptide synthétique identique a I’hormone naturelle (GnRH) qui stimule la
synthese et la libération des gonadotrophines (LH et FSH). Une injection i.m. de 0,2 ml au
moment de I’IA induit I’ovulation chez la lapine [QUINTELA et al, 2004 ; 2008].111.3.3.1.2.
Human Chorionic Gonadotropin (hCG)

L’hCG est une hormone placentaire de la famille des glycoprotéines encor appelée
Pregnant Urine gonadotropin (PU) qui a une activité de type LH. Cette hormone se compose
de deux sous unités a (92 acides aminés) et f (145 acides aminés) et son poids moléculaire est
de 25 a 60 Daltons [DRION et al, 1998]. L’injection intraveineuse (i.v) apres I’TA de 50 UI

d’hCG provoque I'ovulation chez une lapine [LOPEZ et al 1993; LEBAS, 2011].

I11.3.3.2. Méle vasectomisé

La limitation progressive de I’utilisation d’hormones dans les élevages a conduit la
communaute scientifique a mener des recherches pour s’affranchir de ces traitements,
plusieurs essais ont montrés que 1’ovulation chez la lapine pouvait étre déclenchés par un

male vasectomisé (saillie non fécondante) [SALVITI, 2008].

I11.3.3.3. Stimulation mécanique

Une autre technique peut étre utilisée pour provoquer 1’ovulation de la lapine, elle s’agit
du stimuler mécaniquement le vagin par un coton-tige ou le col-utérin par un écouvillon ou
par une tige de verre rodée, mais les résultats sont tres aléatoires [LEBAS, 2011]. Cette
opération est realisée on introduisant un coton-tige dans le vagin jusqu’a ce que la lapine

réagit et essaye de s’échapper [VANNIER, 2008].
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I11.3.4. Insémination Artificielle au sens strict

II existe deux techniques d’insémination
artificielle de la lapine dont la premiére consiste
a maintenir la lapine en position verticale par un
seul opérateur et I’inséminer a I’aide d’un

pistolet recouvert d’'une gaine a usage unique et

€quipé d’une paillette (figure 11).

Figure 11: Le déroulement de I’lA de la lapine
par un seul opérateur [DAVAOUST, 2010].

La deuxiéme technique est réalisée par deux
opérateurs, un qui tien la lapine sur le dos et
présente la vulve a I’inséminateur qui dépose a
la fin du vagin la semence a 1’aide d’une canule

coudée (figure 12) [FROMANT et TANGUY, 2001].

Figure 12: Le déroulement de I’TA de la lapine
par deux opérateurs [DAVAOUST, 2010].
Dans le méme temps 1’inséminateur pratique 1’injection intramusculaire de la GnRH

ou de son analogue pour provoquer 1’ovulation [FROMANT et TANGUY, 2001],

I11.3.4.1. Caractéristiques de la semence du lapin

La semence du lapin se compose de deux parties principales, une partie gélatineuse qui
empéche la semence de s’écouler hors du vagin apres 1’éjaculation [MUKHERJEE et al, 1951],
une partie fluide qui se caracterise par une faible concentration en spermatozoides (500
millions spz/ml) et par la présence de petites granules de 0,5 a 6um de diameétre produites par
la prostate. Ces particules séminales contribuent a retarder la capacitation prématurée et la

réaction acrosomique des spermatozoides par la libération du cholestérol [CASTELLINI, 2008].

111.3.4.2. La fécondation (figure 13)

La durée de remontée des spermatozoides jusqu’a la partie distale de I’ampoule est de
30 minutes a 8 heures apres le coit [LEBAS et al, 1996]. Les ovocytes libérer par les ovaires
sont aspirés par le pavillon, leurs fécondation a lieu 12 a15 heures aprés le coit et & partir de

19 heures elles commencent a se dégénérer [SALVETTI, 2008].
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Sur les 150 a 200 millions de spermatozoides €jacules, 2 millions (1 %) seront preésents dans

l'utérus mais seulement un seul capable de traverser la membrane ovocytaire pour assurer la
fécondation [LEBAS et al ,1996]. Aprés fécondation, les ceufs présentent dans 1’isthme 24 h
apres le coit. lls terminent leurs premier cycle cellulaire 26 heures p.c, puis poursuivent leurs
divisions jusqu’a atteindre le stade blastocyste [SALVETTI, 2008]. Parallelement a leurs
développements, les embryons migrent le long de I’oviducte pour atteindre la corne utérine
[MACHET, 2006].

Ji JO=11h JO+12h JO+ 48h-50h (J2) J3als J6+12h
T T T T T &::::}
[
1 1 l i i l
coit OVULATION  FECONDATION passage blastula® implantation
ovocyte® dans I"isthme dans ['utérus dentelle utérine
1 cellule* morula®
*stade

Figure 13 : Du coit a I’implantation du blastocyte [MACHET, 2006].

111.4.3.3. Diagnostic de réussite de I'insémination artificielle

111.4.3.3.1. Palpation abdominale

Le diagnostic de gestation se fait par palpation abdominalel0 a 14 jours apres la saillie
fécondante. L opérateur sent rouler les feetus sous ces doigts et les embryons se trouvent
comme une grappe de raisins [FROMANT et al, 2001].

111.4.3.3.2. Dosage de la progestérone (Figure 14)
Le diagnostique de gestation peut se faire par un dosage de progestérone a partir du
3éme

jour suivant le coit ou le taux de cette hormone augmente de 5ng/ml pour atteindre le

12" jour 17ng/ml, puis diminue progressivement jusqu’a la mise bas [LOPEZ et al, 1993].
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Figurel4: Evolution du taux de progestérone au cours de la gestation chez la lapine
[LEBAS, 2011].
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111.4.3.3.3. L’échographie

L’échographie chez la lapine permet de détecter la gestation dés le 7'eme jour [THEAU,
2005]. Au 13*™m jour, ’embryon est visible et mesure en moyenne 7,3 a 8,9 mm de longueur et
5iéme

a partir dul jour, la téte, le corps et le cceur sont visibles et mesurables [MACHET, 2006].

II1.4. Intéréts de I'insémination artificielle

II1.4.1. Avantage économique

Le recours a I’[A permet de diminuer le nombre de lapin méle nécessaires a la
conduite de la reproduction dans un élevage [LOPEZ et al, 1998]. Cette diminution du nombre
de lapin permet de réaliser des économies en matiére d’achat, de colt de logement et de cofit
alimentaire [LE ROUX, 2002]. L’IA de la lapine permet d'obtenir un nombre de lapereaux
important. Par exemple, dans de bonnes conditions d'élevage, une bonne lapine peut donner
environ 40 lapereaux par an, soit 50 a 60 kg de viande par an a commercialiser [DJAGO et
KPODEKON, 2007]. Cette technique permet également d'inséminer plusieurs femelles a partir

d'un méme éjaculat [INGRID, 2008].

I11.4.2. Avantage génétique
L'IA est un outil puissant pour I'amélioration génétique des animaux, elle permet de
multiplier la capacité de reproduction des méles. Une semence de méles de haute qualité

génétique permet d’améliorer le résultat, sans le risque d’introduire des maladies [THEWIS,
2002].

I11.4.3. Avantage sanitaire

Les avantages sanitaires du prélevement de semence a la ferme sont liés a la
diminution du nombre de lapins dans les élevages, ce qui réduit d’autant le risque
d’introduction des maladies Vvénériennes [HASKOURI, 2001]. De plus la suppression des
contacts rapprochés entre les lapins et les lapines, la possibilité de contrbles de la semence,
I’utilisation de matériel a usage unique, le nettoyage désinfectons des vulves des lapines avant

I’TA et I’addition d’antibiotiques permettent de limiter la diffusion des pathologies [LE ROUX,
2002].
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partie : étude expérimentale

Le lapin est un animale tres utilisé dans le domaine de la biotechnologie de la
reproduction. L'utilisation de I'insémination artificielle (IA) dans les élevages cunicoles est
devenue une pratique courante dans plusieurs pays du monde comme la France et I’Espagne.
Alors qu’elle est en voie de développement en Algérie [LEBAS et al, 1996].

Dans notre travail, nous avons réalisé une expérimentation compléte des déférentes
étapes de la mise en pratique de I'lA chez la lapine, a partir de la collecte du sperme, de son
analyse, des choix des reproducteurs, d’induction de I’ovulation par une méthode hormonale

et une méthode mécanique et jusqu’a la pratique de I’TA proprement dite.

L. Objectif de I'étude

Notre étude a pour but :

- L’analyse du sperme des lapins de race Californienne et Néo-Zélandaise et comparer
ses caractéristiques notés avec ceux rapportés par la bibliographie.

- Inséminer des lapines apres avoir induit leurs ovulations par deux méthodes, une
méthode hormonale qui consiste a 1’utilisation de la GnRH pour les femelles non réceptives et
une méthode mécanique qui consiste a stimuler le vagin des lapines réceptives par un coton-

tige.

L’objectif que nous voulons atteindre a la fin de notre étude est de maitriser la technique

d’analyse du sperme et celle de I’insémination artificielle chez la lapine.

II. Descriptionde lazone d’étude
Notre étude expérimentale c’est déroulée au niveau de I’Institut Nationale de la
Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA), qui se situe & Oued Ghir a 20 Km du centre de
la wilaya de Béjaia. Le centre s’étend sur une Surface Agricole Totale (SAT) de 22,06 ha
dont : 15,5 ha de Surface Agricole Utile (SAU), 5,5 de terres incultes et 1,5 ha de surface
batie. Parmi les élevages du centre, on peut trouver 1’¢levage des ovins, des caprins, des

abeilles (apicultures) et ainsi que 1’¢levage des lapins (cuniculture).
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III. Matériel et méthodes

II1.1. Collecte de la semence de lapin

II1.1.1. Matériel de la collecte : Le matériel nécessaire a la récolte de la semence est
simple :

a. Matériel biologique

Notre travail est réalisé sur 4 lapins adultes domestiques, appartenant au centre
d’INRAA de Oued-Ghir. Ces animaux issus d’une population consanguine, sont de races
déférentes, d’un poids qui varie de 2,5 kg a 3,5 kg et qui présentent un bon état sanitaire
(tableau I).
Les animaux étudiés sont élevés sur grillage, en cage individuelle (Figure 15), dans un
batiment conventionnel clos (clapier), avec fenétres (Figure 16). Ils se nourries avec un

aliment granulé complet du commerce et ils avaient toujours de 1’eau fraiche a volonté.

Tableau I : Les caractéristiques des males reproducteurs étudiés.

Male (M) Age Race Poids
M1 18 mois Californienne (Cal) 3,335 kg
M2 5 mois Californienne (Cal) 2,595 kg
M3 6 mois Néo-Zélandaise (N2) 2,6 kg
M4 24 mois Néo-Zélandaise (NZ) 3,55 kg

R ‘ .
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Figure 15: Image de I’intérieur du clapier, Figure 16: Image de I’extérieur du clapier du
les cages rouges sont des méles et Centre d’INRA de Oued-Ghir.

les cages marante sont des femelles
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b. Materiel non biologique

- Une seringne
- Eau chaude Elastique et Bouchon

- Vagin artificiel (figurel7): qui est constitué du
*Cylindre externe
* Tube de récolte
* Bouchon
*Gant en plastique
*Les élastiques

Tube de récolte Aiguille

Seringn
Gant

Cylindre externe
Figure 17:Les différents constituents du vagin artificielle.

I11.1.2. Méthode de la collecte
I11.1.2.1. Préparation du vagin artificiel (VA) (Figure 18)

Apreés retournement du gant nous 1’introduisons dans le vagin (a), la petite extrémité
est retournée sur le vagin du coté de la petite ouverture et attaché avec un élastique (b). La
grande extrémité est repliée et attaché avec des élastiques, du coté de la grande ouverture,
aprés avoir fait un % de tour pour retenir le gel lors de la récolte (c et d). A I’aide d’une
seringue nous injectons de I’eau chaude dans la cavité formée entre le vagin et le gant (e) et a

la fin nous placons le tube de récolte sur le vagin dans sa petite ouverture (f).

Figurel8: Les différentes procédures de la préparation du vagin artificielle.
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I11.1.2.2. Technique de la récolte

Apres avoir préparé le VA est maintenu a une température de 39°C, nous introduisons
une lapine de la race Néo-Zélandaise dans la cage du male. Au moment ou le méale essaye
d’accoupler la femelle, nous insérons rapidement le VA entre les animaux de fagon que le
pénis entre dans la grande extrémité du VA (Figure 19 a). Une fois que le pénis est entré dans
la grande extrémité, 1’¢jaculation se produit (Figure 19 b). Par la suite le méle se laisse glisser

a coté de la lapine avec un soupir (cris) et y reste quelques secondes allongé.

W
Figure 19: Récolte de la semence du lapin.

II1.2. Analyse du sperme

I11.2.1. Matériel (figure20)

- Semence récolté

- Un microscope optique

- Des lames (76 x 26 mm)

- Des lamelles (20 x 20 mm)
- Une micropipette (100 pl)
- Une lame de mallassez

- Tubes

- Tube gradué

- huile a immersion

Figure 20: Matériel d’analyse du sperme.

- Des colorants: Eosine & 1%, Nigrosine & 10%.
- Des solutions : Eau physiologique (NaCl a 0,9 et a 3%).
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II1.2.2. Méthode d’analyse
Immeédiatement apres la récolte, les prélevements ont été maintenus dans la main de fagon
a les garder a 37°C afin de procéder a 1’évaluation des différents parameétres biologiques des

Semences:

-Le volume (V) du sperme est déterminé par une lecture directe sur le tube gradué apres

élimination du gel.

-La Motilité Massale (MM) est évaluée au microscope optique (10 x10) conformément a
une échelle subjective de 0 a 9 (voir I’annexe n°1), aprés dépot d’une goutte du sperme brute

del0 pl entre lame et lamelle. Cette évaluation est effectuée immédiatement aprés la récolte.

-Mobilité Individuelle (MI) est évaluée aprés depdt d’une goutte de sperme dilué
(1/10"™) dans NaCl & 0,9 % entre lame et lamelle et observer avec un microscope optique 10
x 40. Une note de 0 a 4 est attribuée aux mouvements des spermatozoides selon 1’échelle de
ADRIEU, 1974 (voir I’annexe n°2).

-La Concentration spermatique (C) est mesurée sur une cellule de mallassez apres
dilution 1/200"™ avec du NaCl a 3%. A I’aide d’une pipette, nous avons déposé une goutte de
semence diluée a la bordure de la lamelle. Aprés avoir laissé la préparation reposer quelques
minutes, nous avons calculé le nombre des spermatozoides dans les 5 grands carreaux
diagonaux sous un microscope optique 10 x 40. La concentration est calculée en utilisant la

formule suivante :

C=Nx100x D x 10° spz / ml

C : Concentration des spermatozoides par ml
N : La moyenne des spermatozoides comptés dans les cing grands carreaux diagonaux.
D : Le taux de la dilution (2x10°%)
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-La vitalité est mesurée dans les 30 minutes apres la récolte de la semence, elle est

effectuée aprés dilution (1/200®™) et coloration & I’éosine négrosine:

- Une goutte de sperme est déposée sur une lame.
- Ajout d’une goutte de la solution d’éosine & 1%.
- Mélanger avec un embout et laisser quelques secondes.
- Ajout de 2 gouttes de Nigrosine a 10% et mélanger.
- Effectuer un frottis a I’aide d’une lame.
- Laisser sécher a 1’aire libre.
- Observation du frottis sous un microscope optique 10 x100 a immersion.
Le calcule du pourcentage des spermatozoides vivants et morts est effectué sur 200

spermatozoides dont les morts se teintent en rose et les vivants restent incolores.

-La morphologie des spermatozoides est évaluée apres préparation d’un frottis et
coloration a 1’éosine-Négrosine (méme protocole que pour la vitalité) au microscope optique
10 x100 a immersion. Sur deux cent spermatozoides observes, nous avons classé les
spermatozoides selon les anomalies de leurs tete, piece intermédiaire et de la queue. Puis nous
avons calculé le pourcentage de chaque anomalie pour déterminer a la fin le pourcentage des

spermatozoides normaux.

Nombres totale des spermatozoides(200) » 100%
Nombre des spermatozoides avec anomalie » % des anomalies de la téte
de la téte

Remarque: La méme regle de trois est optée pour calculer le pourcentage des anomalies de la

piéce intermédiaire et de la queue.
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I11.3. Choix des reproducteurs

I11.3.1. Matériel
a. Matériel biologiques: 10 lapins qui appartiennent a des races différentes (6 femelles et
4 males) du centre d’INRA de Oued-Ghir.

I11.3.2. Méthodes
I11.3.2.1. Choix des males reproducteurs
Parmi les quatre méales étudiés, nous avons choisi deux lapins : M1 et M4 qui

présentent les meilleures caractéristiques spermatiques (Figure 21).

M1 : Race Cal M4: Race NZ

Figure 21 : Images des deux males reproducteurs choisis.

I11.3.2.2. Choix des femelles reproductrices

Les lapines du centre d’INRA sont élevées dans le méme clapier et dans les mémes
conditions d’élevage que celles des lapins males etudiés.
Sur un nombre total de 13 lapines nous avons choisi six lapines reproductrices saines, dont
trois (F1, F2 et F3) sont réceptives, elles présentent une vulve rouge (Figure 22) et un
comportement de lordose en présence du male. Ces lapines sont de la méme race avec un age
et un poids différent. Les femelles 1 et 3 sont des multipares non allaitantes avec une
prolificit¢t moyenne de 5 et 3.5 respectivement et la F2 est multipare allaitante d’une
prolificité moyenne de 4.22.
Les trois autres femelles sont des lapines non réceptives (F4, F5 et F6), se caractérisent par
une vulve blanche pale (Figure 23) et elles refusent 1’accouplement en présence du male. Elles
sont de races, d’age et de poids différent. Les femelles 4 et 6 sont des multipares dont la F4
est allaitante et la F6 non allaitante par contre la femelle 5 est primipare non allaitante
(tableau II).
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Figure 22 : Lapine réceptive avec
coloration rouge de la vulve

Figure 23 : Lapine non réceptive avec
coloration blanche péle de la vulve

Tableau 11 : Caractéristiques des lapines reproductrices utilisées

Poids Prolificité Statut Réceptive/
Femelle | Race | Age (kg) Parité (nombre | physiologique Non
(F) de porté) réceptive
NZ 26 3,405 | Multipare 5 Non allaitante Réceptive
Fl mois (2 fois)
Cal 29 3,885 | Multipare 3,17 Allaitante Non
F4 mois (6 fois) réceptive
NZ 7 2,91 Primipare 4 Non allaitante Non
F5 . , .
mois Réceptive
NZ 29 3,35 Multipare 4,22 Allaitante Réceptive
F2 mois (9 fois)
NZ 24 3,735 | Multipare 3,5 Non allaitante Réceptive
F3 mois (2 fois)
NZ 25 3,775 | Multipare 4 Non allaitante Non
F6 mois réceptive

Dans notre travail nous avons partagé les lapines en deux groupes selon leurs
réceptivités : le premier groupe comporte trois lapines non réceptive et le deuxiéme groupe

inclut les trois autres lapines réceptives.
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I11.4. Insémination artificielle

I11.4.1. Matériel de I'lA
a. Matériel biologiques: Ce sont les meilleurs reproducteurs que nous avons choisi :

* Le méle 1 (Cal) et le méle 4 (N2).
* Les six femelles que nous avons répartie en deux groupes de trois chacun.

b. Matériel non biologiques: (Figure 24)

Coton-tige
-Un hétérosperme (mélange des semences des deux male choisis) / Seringue
-Des gaines de I'TA o delml
-Seringue de 2,5 ml
. Lame —

-Seringue de 1 ml

N, Hormone
-Hormone ( GnRH) (GnRH)
-Des cotons-tiges .

Gaines = _
-Des lames ™ Seringue
de 2,5ml

Figure 24: Matériel de I’1A de la lapine.

111.4.2. Méthode de I'lA chez la lapine (Tableau Il)

Apres avoir récolté et mélangé les semences des deux lapins, nous avons introduit les
seringues de 2,5 ml aux gaines et aspirer 0,5 ml d’hétérosperme pour chacune.
- Insémination artificielle chez une lapine réceptive
Pour réaliser I’insémination chez une lapine non réceptive, nous avons tenu la lapine
en position verticale, puis nous avons introduit la gaine dans la vulve jusqu’a la fin du vagin
ou nous avons déposeé la semence a 1’aide de la pression exercer par la seringue (figure 25.a).

Juste apres I’IA nous avons injectées 0,2 ml de la GnRH par voie intramusculaire pour induire

I’ovulation (figure 25.b).

a/ Acte de I’TA chez la lapine b/ Injection de 0,2 ml de la GnRH
Figure 25: Insémination artificielle d’une lapine non réceptive.
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- Insémination artificielle chez une lapine non réceptive

Le deuxiéme groupe (lapines réceptives) est inséminé avec la méme méthode que le
premier groupe (Figure 26.a) et avec le méme volume d’hétérosperme, mais nous avons

essayé d’induire 1’ovulation mécaniquement en introduisant un coton-tige dans la vulve tout

en effectuant des mouvements de rotations en sorte qu’il stimule le vagin (Figure 26.b).

™

al acte d’TA chez la lapine

b/ stimulation du vagin par un coton-tige

Figure 26: Insémination artificielle d’une lapine réceptive.

Tableau I11 : Insémination artificielle chez les deux groupes de lapines.
Méthode Les Statut La date
Le groupe d’induction femelles | physiologique | d’insémination

de ’ovulation

Injection de la 4 Non réceptive 06/05/2012

1% groupe GnRH 5 Non réceptive | 06/05/2012

(0,2ml) 6 Non réceptive | 03/05/2012

Stimulation 1 Réceptive 06/05/2012

2"°™ groupe mécanique 2 Réceptive 06/05/2012
(avec un S

coton-tige) 3 Réceptive 03/05/2012
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Analyse des semences des quatre lapins étudiés
Dans cette partie, nous analyserons et nous discuterons les résultats macroscopiques et
microscopiques des différentes semences étudiées :
IV.1.1. Analyse macroscopique
Le tableau IV indique les caractéristiques macroscopiques des semences récoltées des

quatre lapins étudies.

Tableau IV : Caractéristiques macroscopiques du sperme des lapins étudiés

Analyse Volume
macroscoplique Densité Couleur sans gele (ml)
animaux -V-
M1 (Cal) dense Blanc nacré 0,5ml
M2 (Cal) transparente Blanc 0,4ml
M3 (N2) dense Blanc nacré 0,5ml
M4 (N2) dense Blanc nacré 0,7ml

a. Le volume (V) : A partir de ce tableau nous observons que la moyenne des V des
éjaculats apres élimination du gel est de 0.45 ml et 0.6 ml pour la race Californienne et New-
Zélandaise respectivement.

Nos résultats sont similaires aux résultats de ABD-EL-HAKEAM A.A. et al, 1992, et
aux résultats de MERCIER P. et RIDEAU P., 1990, qui ont trouvés une moyenne générale de
volume sans gel de 1’ordre de 0.6 ml chez la race NZ. Chez la race Cal, ABD-EL-HAKEAM
AA. et al, 1992, ont trouvés une moyenne de 0.47 ml (volume sans gel) et ce volume est
proche du V que nous avons trouvé chez la méme race.

Par contre, ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH E.M., 2011, ont obtenu des
moyennes de volume sans gel de 1’ordre de 0.74 ml chez la race Cal et de 0,8 ml chez la race
NZ, ce qui est supérieure a nos resultats.

Cette différence est probablement due aux fréquences de collecte. Dans notre travail, nous
avons collecté les males étudiés deux fois par semaine par contre ABD-EL-AZIM A. et EL-
KAMASH E.M., 2011, ont récolté leurs méales une fois par semaine. En effet JOLY T. et
THEAU C.M., 2000, ont démontré que le volume des €jaculats diminue avec 1’augmentation

de la fréquence de collecte.
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b. La densité : A partir du méme tableau nous remarquons que la semence est dense
pour les males 1, 3, 4 et transparente pour le male 2. Cette densité reflete directement la
couleur des semences qui est du blanc nacré pour les M1, M3 et M4 et blanche pour le M2.
La couleur et la densité nous donne une aidée sur la concentration en spermatozoides dans

I’éjaculat.

IV.1.1. Analyse microscopique
Le tableau V regroupe les caractéristiques microscopiques du sperme des quatre males
étudiés.

Tableau V: Caractéristiques microscopiques du sperme des lapins étudiés

Caractéri- | Mobilité | Mobilité | Concentration La vitalité(%o)
stiques | massale | individuelle x10° % Spz % Spz
M1 58 47 409 60 40
M2 55 44 270 56.5 49.5
M3 52 40 331 50.5 415
M4 63 59 350 73.5 26.5

a. La Mobilité: Comme ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH E.M., 2011, nous avons
noté une mobilité massale meilleure chez les males de race Néo-Zélandaise par rapport a la
race Californienne avec une moyenne respective de 57,5% et de 56,5%. Ces moyennes sont
bien inferieures a celles obtenues par ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH E.M., 2011 et
d’ABD-EL-HAKEAM et al, 1992, qui ont noté respectivement une MM de 68.21 % et 60.27
% pour la race NZ et de 63.10 % et 66.22 % pour la race Cal.

Cette différence peut étre lice a ’age des males et a la fréquence de collecte.

L’age des males influence significativement le nombre de spermatozoides mobiles. En effet
THEAU C.M. et al, 2009, ont démontrés dans leur étude que le nombre de spermatozoides

mobiles est plus important chez les lapins adultes que chez les lapins jeunes.

La Fréquence de collecte a un effet négative sur le volume des éjaculat. JOLY T. et THEAU
C.M., 2000, et CESARE C., 2008 on démontrés qu’une fréquence de collecte trop intense
augmente le nombre de spermatozoides immatures et diminue la mobilité massale des

spermatozoides.
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b. La concentration: A partir du méme tableau (VII), nous remarquons que la
moyennes des concentrations en spermatozoides est de 339,5 et 340,5 millions spz /ml pour la

race Cal et NZ respectivement.

Ces concentrations sont similaires a celles obtenues par ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH
E.M., 2011, qui sont de ’ordre de 340 x10°/ml pour la race Cal et de 340.59 x10° /ml pour la
race NZ et proches, mais légérement inférieures, de celles trouvées par ABD-GHAFFAR,
1992, (349.06 x 10° spz/ml chez la race Cal et 355.41x 10°spz/ml chez la race NZ).

-La relation entre la concentration en spermatozoides et I’age des males
La figure 27 indique le nombre des spermatozoides par ml en fonction de 1’age des

lapins étudiés.

12 %§ /A&\‘ %&V %\\§ 1 e

Figure27 : Concentration en spermatozoides par ml en fonction de 1’age des males étudiés
C : Concentration en spermatozoides (ml).

Nous remarquons sur cette figure que la concentration en spermatozoides est
dépendante de 1’age des males. Elle est plus importante chez les males 1 et 4 qui ont un age de
18 et 24 mois respectivement que chez les méales 2 et 3 qui ont un age de 5 mois et 6 mois
respectivement. En effet cette dépendance entre la concentration en spermatozoides et 1’age
des males a été démontrée par GOGOL P, et al, 2002 et CESARE C, 2008, qui ont prouvés
que les males adultes ont une semence de concentration en spermatozoides plus élevée que

celle des jeunes adultes.
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c. La vitalité : Nous avons noté 58,25 % de spermatozoides vivants dans les semences
des méles Cal et 62 % chez les males NZ.

Ces résultats sont similaires a ceux de ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH E M.,
2011, qui ont démontrés que le nombre de spermatozoides vivants trouvés dans les semences
de la race NZ est supérieur a celui des semences de la race Cal.

Par contre ils sont inférieurs a ceux de ABD-EL-AZIM A. et EL-KAMASH E M.,
2011, et &’EL-SHEIKH A.l., 1991, qui ont noté dans leurs travaux, respectivement, une
vitalité moyennes de 82.20 % et 78,15% pour la race Cal et 86.17% et 76,25% pour la race
NZ. 1l est possible que cette différence est li¢e aussi a I’age des males.

d. Les anomalies des spermatozoides : Le tableau VI présente le pourcentage des
différents types d’anomalies morphologiques (les anomalies de la téte, de la piece
intermédiaire et de la queue) des lapins étudiés. A partir de la figure 28 nous remarquons un
taux important des malformations morphologiques chez les quatre males étudiés, avec un

pourcentage plus élevé chez les M2 et M3 que chez les Mlet M4.

Tableau VI : Caractéristiques morphologiques du sperme des quatre lapins étudieés.

Anomalies | Anomalie | Anomalie de la Anomalie Spz Spz
Spz de la piece du flagelle | anormaux | normaux
Male téte(%) intermédiaire(%) (%) (%) (%)
M1 10 55 16 315 68,5
M2 22.5 13 5 40.5 59.5
M 3 17 12 13 42 58
M4 12 3.5 145 30 70
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Figure 28 : Tracé en batonnets des malformations des spermatozoides des quatre males
étudiés.
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KUZMINSKY G. et al, 1996, ont trouvés que les valeurs moyennes des anomalies
totales chez la race NZ sont de 18.2%, dont 2.9% sont des anomalies de la téte, 13.6% de
flagelles anormaux et 1.7% de spermatozoides présentant des gouttelettes cytoplasmiques.
Nous avons relevé des taux d’anomalies spermatiques supérieurs par rapport a ces résultats
ainsi qu’a ceux rapportés par ABD-EL-GHAFFAR, 1992, (16.19% pour la race Cal et 13.84
% pour la race NZ). Nos résultats sont aussi supérieurs a ceux retrouvés par ABD-EL-AZIM
A. et EL-KAMASH E M., 2011, et par IRAQI M.M. et al, 2012.

Le taux élevé des anomalies morphologiques que nous avons noté chez les lapins
étudiés de I’'INRA, est probablement lié a la consanguinité élevée qui existe entre ces

animaux.

IV.2. Analyse d’hététrosperme utilisé en insémination artificielle

Le tableau VII nous montre les caractéristiques biologiques d’hétérosperme (mélange de
deux semences des meilleurs males choisis) que nous avons utilisé en insémination

artificielle.

Tableau VII: Les résultats de ’analyse d’héterosperme.

Caractéristiques V | MM | MI | Vitalit¢ | C (x10° | Spz normaux
de I’hétérosperme | (ml) | (%) | (%) (%) Spz /ml) (%)
(M1 +M4) 1,03 | 60 | 55 70 395 70

A partir de ce tableau nous remarquons que le volume d’hétérosperme est suffisant
pour réaliser I’insémination artificielle de deux lapines. Selon BRUN J.M et al, 2002, et
LOPEZ G., 2005, une mobilité massale et individuelle supérieure a 60% et a 50%

respectivement est suffisante pour effectuer une insémination artificielle.
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IV.3. Insémination artificielle

Le tableau VIII nous montre les résultats d’insémination artificielle chez les deux

groupes de lapines :

Tableau VIII: Résultats d’insémination artificielle chez les deux groupes

Le groupe Méthode Les Résultats | Taux de | Durée de | Nombre
d’induction femelles réussite | gestation des
de ’ovulation lapereaux
1*" groupe Injection de la 4 négatif | | ... | ...
« non GnRH (0,2ml)
. 5 positif 66,66% | 29 jours 7
réceptives »
6 positif 34 jours 6
2"™ groupes Stimulation 1 négatif | | ... | ...
« réceptives » | mécanique (avec
. 2 négatif 0% | ... | ..
un coton-tige)
3 négatif | | ... | ...

a. Les femelles réceptives

A partir de ce tableau nous remarquons que toutes les femelles du deuxiéme groupe

n’ont pas ¢été¢ gestante malgré qu’elles sont des lapines réceptives. HULOT F. et

POUJARDIEU B., 1976, ont démontrés dans leurs travaux que seulement 5 sur 33 lapines
(15%) stimulées mécaniquement ovulent. Donc ces diverses constatations montrent qu’il est
difficile de reproduire artificiellement 1’ensemble des stimuli a 1’origine du réflexe

d’ovulation chez la lapine et que le taux de réussite est tres faible.

b. Les femelles non réceptives

A partie du méme tableau nous constatons que le taux de réussite de I’TA chez le
premier groupe est de 66,66%. Ce résultat est supérieur a ceux obtenus par REPOLLAR P.
G. et al, 1994, qui ont rapporté un taux de mise bas de 58,5% parmis 130 lapines NZ, apres

induction de leurs ovulations par une injection intramusculaire de 0,2 ml de la GnRH.
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THEAU C.M., et al, 1990, ont not¢ un taux d’ovulation de 72 % chez les lapines non
réceptives traitées par 0,2 ml de la GnRH, LOPEZ M. et al, 1993, ont noté aussi un taux élevé
d’ovulation qui de 95%. Ces deux constatations sont supérieures a nos résultats chez le
premier groupe. Ces résultats prouvent que I’injection de la GnRH, induit chez des femelles la
ponte ovulaire de fagon automatique et le traitement hormonal améliore la réceptivité et la
fertilité de ces lapines. Ce qui était la conclusion de DIMITROVA |I. et al, 2009.
A partir du méme tableau on constate aussi que la durée de gestation et la prolificité sont

variables entre les lapines de la méme race.
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, sur la mise en place de I’insémination artificielle chez la
lapine, nous avons constaté que le taux de réussite de I’IA dans le premier groupe des lapines

ovulées par I’injection intramusculaire de la GnRH est de 66,66%.

L’évolution prévisible sur I’utilisation des hormones exogenes nous engage a
rechercher de nouvelles approches non hormonales, dont I’objectif est de garantir une
production de lapins réguliére, saine et économique. D’aprés nos résultats, la stimulation
mécanique du vagin n’a pas été efficace pour induire I’ovulation chez le deuxiéme groupe,
mais elle reste toujours une méthode alternative pour induire 1’ovulation chez cette espéce,
dont I’efficacité est a vérifier sur un nombre plus élevé de lapines et en utilisant un écouvillon

au lieu du coton tige afin de stimuler le col utérin et non pas le vagin.

Dans les années a venir, il serait souhaitable, a notre sens, de prendre en considération les
propositions suivantes afin de généraliser I’'TA dans les élevages cunicoles en Algérie :
- Vulgariser et développer la pratique de I’insémination artificielle chez les lapins en
Algérie.
- Approfondir les études sur les différents parametres pouvant influencer négativement
la réussite de I’insémination artificielle.
- Améliorer les capacités organisationnelles, fonctionnelles et financiéres des différents
secteurs de la filiére cunicole.
- Améliorer et développer des techniques comme la stimulation mécanique du col utérin

et I’utilisation d’un male vasectomisé pour provoquer 1’ovulation chez la lapine.

Tous ces efforts permettront au secteur cunicole d’étre plus intensif, plus cohérent et de

trouver sa Vvéritable place dans les productions animales et dans I’économie Algérienne.
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Annexes

Annexe n°1: Echelle utilisé pour déterminer la MM d’aprés PETITIEAN H., 1965
Lanotede 0+ 0a5%, 1+ 10%, 2» 20 %, 3—» 30, 4+ 40 %, 5 50 %,

6+ 60%, 7 70 %, 8+ 80 %, 9+ 90a 100 % [BRUN et al, 2002]

Note | description

0 - Pas de spermatozoides

1 -Spermatozoides immobiles

2 -Quelques spermatozoides agités, oscillants surplace

3 -Beaucoup de spermatozoides agités sans déplacement notable

4 -Quelques spermatozoides immobiles, quelques spermatozoides surplace,
quelques spermatozoides mobiles

5 -Comme (4) mais plus de spermatozoides mobiles, mobilité assez bonne mais
pas homogeéne

6 -La quasi-totalité des spermatozoides se déplacent, motilité bonne et homogéne

7 -Comme (6) avec amorce de mouvements de vagues

8 -Comme (7) avec mouvements de vagues lentes

9 -Vagues énergiques, aspect de tourbillons, motilité excellente

Annexe n°2: Echelle utilisé pour déterminer la MM d’aprés ADRIEU, 1974.
Lanotede 0> 04a15%, 1> 15430%, 2% 30a55%, 3—+»55a75, 4= 754100 %
[CABANNES, 2008]

Note | Description

0 -Spermatozoides immobiles.

1 -Les spermatozoides ont des mouvements de flagelles sans déplacement.

2 -Les spermatozoides se déplacent lentement, les mouvements circulaires dominent.
3 -Les spermatozoides ont des mouvements heurtés, leurs déplacements s’effectuent

le long d’une hélice de diametre sensiblement égale a leur longueur.
-Les spermatozoides se déplacent rapidement le long d’une hélice de faible

diamétre.




Résumeé : Dans le cadre de la recherche sur I’TA chez la lapine, il est devenu important de
maitriser les méthodes d’induction d’ovulation chez cette espéce et de réussir la mise en place
du sperme. Dans cette étude, six lapines NZ et Cal ont été reparties en deux groupes selon la
couleur de la vulve et inséminés par 0,5 ml d’un hétérosperme avec induction de 1’ovulation
soit par par injection de 0,2 ml de la GnRH (premier groupe) ou par stimulation mécanique du
vagin en utilisant un coton tige (deuxiéme groupe). Les résultats de ce travail montrent que le
taux de la réussite de I'IA chez le 1% groupe est de 66,66% et aucun résultat positif n’est
pieme

obtenu pour le groupe.

Mots-Clés : Insémination Artificielle, Lapine, Ovulation provoqué, Réceptivité,
GnRH.

Summary: In the objective of developing research on Al in rabbits, it has become
important to master methods of ovulation induction in this species. In this study, six rabbits of
NZ and Cal were divided into two groups, according to the vulva color, inseminated with 0,5
ml of hétérosperm and induced ovulation in the first group (no receptive rabbits) by injection
of 0,2 ml of GnRH and the second group (receptive rabbits) by mechanic stimulation of
vagina. The results of this work shows that the rate of success of Al in the first group is 66,66

% and no positive results in the second group.

Key words: Artificial Insemination, Rabbit, Ovulation induced, Receptivity,
GnRH.



