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Introduction




Le lapin est un animal qui est utilisé a la fois comme animal domestique, animal de compagnie
et animal modéle de recherche en raison de ses nombreux avantages dans le domaine de la

.....

Afin d'améliorer la productivité de I'élevage et de contribuer au développement de la
cuniculture, il est essentiel de recourir aux biotechnologies et a I'lA, en particulier pour la
conduite des reproducteurs. Pour garantir le succeés de I'insémination artificielle, il est crucial
d'évaluer la qualité de la semence a I'aide de techniques analytiques fiables telles que le
systeme CASA.

La méthode de biotechnologie de I'insémination artificielle a permis la mise en place
d'un nouveau systéme de production appelé "la conduite en bande", qui valorise les travaux de
sélection et de diffusion genétique tout en réduisant les risques sanitaires. La production de
semence commence par la collecte du sperme, suivi de I'évaluation des parametres
spermatiques. Une fois la qualité du sperme controlée, il peut étre utilisé directement pour
I'insémination artificielle sous forme fraiche ou réfrigérée, ou bien dilué puis cryoconservé

pour une utilisation ultérieure.

Dans cette étude, nous avons cherché a déterminer le meilleur milieu de conservation
de la semence du lapin & 4C° en utilisant des milieux de conservation a base de tris buffer
auxquels nous avons ajouté du polyéthyléne glycol (PEG) seul ou associé a d'autres
substances, telles que la VitE et vitC, en tant qu'antioxydant pour améliorer la mobilité et la
viabilité des spermatozoides. Le but de notre étude est de déterminer le ou les meilleurs

milieux de conservation de la semence en termes de paraméetres de mobilité.
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Partie Bibliographie Physiologie de la reproduction chez les lapins

I- Physiologie de la reproduction chez les lapins

L'appareil genital du lapin male présente une organisation générale similaire a celle des
autres mammifeéres, bien que quelques différences existent en ce qui concerne la taille, le poids
et la forme des organes. Toutefois, I'une des particularités du lapin est sa capacité a rétracter ses

testicules dans I'abdomen. (Hamon et al.,1999).

1) Anatomie de ’appareil reproducteur méle

Le systéeme reproducteur du lapin méale se situe a l'arriére et se caractérise par des bourses
peu prononcées par rapport a d'autres mammiferes (Boussit, 1989). Il est composé de deux
testicules, d'un ensemble de canaux génitaux internes et externes (tubes droits et réte testis,
canaux efférents, épididyme, canal déférent, canal éjaculateur), de glandes annexes (vésicules
séminales, prostate et glandes de Cowper), et d'un tractus uro-génital représenté par l'urétre
(Garreau et al., 2015) (Figure 1).

Figure 1 : Appare il reproducteur du lapin male (Garreau et al., 2015).
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a) Anatomie du testicule
Les testicules sont des organes présentant une structure complexe, comprenant deux
compartiments distincts : les tubes seminiféres et le compartiment interstitiel. Le premier assure
la production des spermatozoides, tandis que le second est responsable de la synthése et de la
sécrétion d'’hormones stéroides, principalement la testostérone. Ces deux fonctions sont
cruciales pour la reproduction masculine et sont classees respectivement comme exocrine et
endocrine (Muller et Clos, 1997).

2) Anatomie de I’épididyme
Aprés avoir quitté les canalicules efférents, les spermatozoides entrent dans I'épididyme ou ils
subissent leur maturation (Figure 2) (Hamilton, 1975 ; Robaire et Hermo, 1988). Chez le
lapin, I'épididyme est situé sur le bord médian du testicule, et est un canal tres plié et recouvert
d'une tunique conjonctive qui lui donne une forme allongée en croissant reliant les deux péles
dorsaux du testicule. Sa longueur varie selon les especes, mais chez le lapin, elle est d'environ
1,5 a 3 cm (Barone, 1978). L'épididyme a une téte volumineuse qui recouvre largement
I'extrémité capitée du testicule, un corps épais et une queue bien détachée qui forme un
appendice globuleux et mobile. Les ligaments propres du testicule et de la base de la queue de
I'épididyme (Figure 3), qui sont relativement longs et épais, sont fixés a sa base et contiennent

des fibres musculaires lisses, ressemblant a un gubernaculum testis incomplétement rétracte.

Canaux
efférents

J

mem=

Région proximale

c

Région médiane S
P

s

Q

.. . u
Région distale -
E

20 mm

Figure 2 : Anatomie de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002)
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Figure 3 : I’épididyme du lapin (photo personnelle)

a) Lalumiére du canal épididymaire :

Le canal épididymaire est entouré d'un épithélium pseudo stratifié stéréocilié qui borde la
lumiere ou se trouvent les spermatozoides. En outre, des cellules musculaires lisses entourent

le canal.
b) Epithélium de I’épididyme :

L'épithélium pseudo stratifié se compose de cellules de tailles variables avec des noyaux situés
a différents niveaux du tissu. Les noyaux des cellules les plus hautes sont plus grands que ceux

des cellules basales.

c) Les cellules de I’épithélium épididymaire :

Le tissu épithélial de I'épididyme est le principal responsable des modifications que subit le
fluide épididymaire, ainsi que de la mise en forme de la membrane plasmique des
spermatozoides, grace a ses activités de sécrétion et d'absorption. Le type cellulaire le plus

répandu dans cet épithélium est constitué de :
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Lumiére

; Cellule principale
Cellule apicale

NARSURE

Interstitium s
Cellule basale Cellule étroite
Lumiére
Cellule halo Jonction serrée Cellule claire

Interstitium

Cellule dendritique

Figure 4 : cellules de 1’épithélium épididymaire (Breton, 2012).

» Cellules principales :

Les cellules principales, décrites par Cooper (1986), sont de grandes cellules allongées
munies de stéréocils, qui jouent un réle important dans le transport et la sécrétion de petites
molécules telles que la carnitine, la synthese et la sécrétion de protéines, ainsi que I'adsorption
de fluides et de molécules (Robaire et Hermo, 1988). Les exemples de leurs fonctions incluent
la sécrétion de la SGP-2 et de I'immobiline. La SGP-2 est sécrétée par les cellules principales
de la téte et se lie a la membrane plasmique des spermatozoides pendant leur transit (Hermo et
al., 1991), tandis que l'immobiline est sécrétée par les cellules principales de la téte et
s'accumule dans la queue de I'épididyme (Usselman Cone, 1985). Bien que les cellules

5
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principales soient presentes dans toutes les régions de I'épididyme, leur morphologie et leurs
fonctions varient selon les différentes régions, tout comme les cellules claires (Hermo et al.,
1994).

> Les cellules claires :

Ce sont des cellules de grande taille sont organisées de maniére a suggerer leur participation
active dans la récupération de molécules présentes dans la lumiére de I'épididyme (Moore et
al., 1979). Elles ont une capacité d'endocytose supérieure a celle des cellules principales et un
exemple de leur fonction est observé chez les cellules claires de la queue de I'épididyme qui
effectuent I'endocytose de I'immobiline pour maintenir un niveau constant de cette molécule

dans la lumiére de la queue (Hermo et al., 1992).

> Les cellules halo :

Elles sont présentes de maniére diffuse dans I'épithélium de I'épididyme (Flickinger et al.,
1997), ce qui suggere leur implication dans le systtme immunitaire. Toutefois, la nature de
I'interaction entre I'épididyme et le systeme immunitaire n'est pas clairement définie (Trasler
et al., 1988).

> Les cellules basales :

Les cellules basales sont des cellules étroites et allongées dont les fonctions précises ne
sont pas encore bien définies. On a proposé qu'elles pourraient jouer un réle dans la
détoxification et la résistance aux radicaux libres, étant donné leur concentration élevée en
glutathion S-transferase (GST) (Veri et al., 1993).

> Cellules étroites :

Les cellules étroites étaient auparavant regroupées avec les cellules apicales sous
I’appellation cellules gobelet ; des études ont ensuite différencié les deux types cellulaires
(Abou-Haila and Fain-Maurel, 1984). Les cellules étroites sont présentes uniquement dans le
segment initial (Adamali and Hermo, 1996). Ces cellules possedent de minces projections de
cytoplasme qui atteignent la lame basale. Elles possedent des vésicules impliquées dans

I’endocytose, et auraient également un role d’acidification (Hermo and Robaire, 2002).
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> Cellules apicales :

On trouve des cellules apicales dans tout I'épididyme, mais elles sont plus nombreuses dans
le segment initial (Adamali et Hermo, 1996). Ces cellules sont impliquées dans I'acidification
du fluide luminal, ainsi que dans des fonctions d'absorption et de sécrétion (Martinez-Garcia
et al., 1995).

» Cellules dendritiques :

En 2011, Da Silva et al. Ont découvert la présence de cellules dendritiques épididymaires
possédant des marqueurs leucocytaires et régulant potentiellement le systeme immunitaire dans
I'épididyme. Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d'antigenes qui régulent
la réponse immunitaire dans d'autres tissus (Helft et al., 2010 ; Steinman, 2007), et sont
également présentes dans le testicule méle (Guazzone et al., 2011). Au niveau de I'épididyme,
les cellules dendritiques forment un réseau localisé a la base de I'épithélium et projettent des
dendrites entre les cellules épithéliales en direction de la lumiere. Les dendrites sont plus
nombreuses au niveau du segment initial, suggérant un rdle de cette région dans I'acquisition
de la tolérance du systéme immunitaire envers les spermatozoides matures. Les analyses de
plusieurs marqueurs de cellules immunitaires ont permis d'identifier au moins quatre sous-

populations de cellules dendritiques dans I'épididyme (Da Silva et al., 2011).

Plus récemment, Smith et al. (2014) ont montré que les cellules dendritiques de I'épididyme

jouent également un réle dans la régulation des cellules apoptotiques.
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I1- La spermatogenese

La spermatogenése est I’ensemble des processus de multiplication et de différenciation des
cellules de la lignée germinale.
Elle est inactive et commence entre 40 et 50 jours. Toutefois la maturité sexuelle
est atteinte vers 30 a 32 semaines mais un jeune male peut étre utilisé vers 1’age de 20 semaines
pour la reproduction. Au cours de la spermatogenése, les cellules germinales (spermatogonies
souches) passent par cing stades différents pour se différencier en spermatozoides (Lebas, 2000
et Legrand et al, 1993).

Les tubes séminiféeres contiennent des spermatogonies souche qui se trouvent au niveau de la
membrane basale. Ces cellules se multiplient activement par mitose pour donner des
spermatocytes | qui subissent un important accroissement a la puberté. Chaque spermatocyte |
donne par méiose deux spermatocytes Il, puis quatre spermatides. La spermiogénese est la
derniére étape de la spermatogenése qui transforme les spermatides en spermatozoides. Cette
transformation se déroule dans les replis cytoplasmiques des cellules de Sertoli, a proximité de
la lumiére du tube seminifére. Boussit (1989) cette durée varie de 38 a 45 jours (Figureb). Les
spermatozoides produits sont immatures et ne sont pas encore fécondants. lls acquerront Oleur
pouvoir fécondant au cours de la phase de maturation dans les voies génitales males. C’est la

phase de maturation.
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Figure 5 : Description du cycle spermato génetique (Boussit, 1989)
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I- Conservation du sperme de lapin

1- Les facteurs influengant sur la production et la qualité du sperme :
La production de spermatozoides peut étre affectée par divers facteurs tels que I'age, la santé,
I'environnement et les stratégies d'alimentation, ce qui peut avoir un impact sur les aspects

qualitatifs et quantitatifs.
a) L’Age et la race

La puberté se produit habituellement vers I'dge de 5 mois (en fonction de la race) et la qualité
du sperme tend a diminuer chez les lapins agés de plus de 2 ans.

b) Etat de santé

Il est communément admis que I'inflammation de I'appareil reproducteur masculin (qu'elle soit
subclinique ou manifeste ; O’BRYAN et coll., 2000) peut altérer les fonctions testiculaires et
séminal caractéristiques en perturbant la biosynthése des eicosanoides pro-inflammatoires
(prostaglandines et leucotriénes) et la libération de cytokines (KNAPP, 1990). Par conséquent,
il est essentiel de surveiller étroitement la santé des males de lapin, en particulier ceux qui sont

ageés.
c) L’environnement :

Il a été mentionné précédemment que l'environnement joue un réle crucial pour I'animal.
L'environnement peut étre défini comme tout ce qui entoure I'animal, y compris son habitat, sa
nourriture (solide et liquide), I'air, le bruit, etc. Cette notion peut également englober la ferme,
le village, la région et méme le pays tout entier. En conséquence, il est essentiel de renforcer
les conditions d'hygiene et les reglementations sanitaires. (Oloufa, M.M., Bogart, R., &
McKenzie).

I1- Récolte du sperme :

Il 'y a plusieurs méthodes disponibles pour la collecte de sperme, a s’avoir
I'électroéjaculation, I'utilisation d'un vagin artificiel et 1’incision de I'épididyme. Cette derniére
technique permet une collecte directe du sperme, sans la présence de sang ou de gel qui

pourraient altérer les résultats lors de I'analyse.
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a) Vagin artificiel :
Il s'agit d'un dispositif pratique et simple qui est constitué de deux parties : un cylindre

externe en caoutchouc dur ou en plastique, mesurant environ 3 a 5 cm de longueur et 2a 7 cm
de diameétre extérieur, muni d'un bouchon qui ferme une ouverture. Ce cylindre est doté d'une
isolation thermique épaisse pour maintenir une température constante. A l'intérieur, une
chemise en caoutchouc ou en latex est placée et maintenue en place a I'aide d'un élastique
(Bredderman et al., 1994). La cavité formeée par le cylindre externe et la chemise est remplie
d'eau a 40-45°C avant utilisation, de maniére a atteindre une tempeérature de 39°C lors de
I'utilisation emploi (Lebas et al., 1996). L'extrémité la plus grande du dispositif est lubrifiée
pour faciliter I'introduction du pénis, tandis que l'autre extrémité est équipée d'un tube gradué
en verre ou en plastique de 1,5 a 2 cm de diameétre et de 11 cm de long pour recueillir le sperme
(Bredderman et al., 1994) (Figure 6).

S ical drainage
ey tubing BE

— Graduates collection
il tube

ﬁr‘[
2

/

Figure 6 : un vagin artificiel

b) Technique de la récolte prélevement épidemimaire :

Les spermatozoides provenant de I'épididyme sont prélevés sur la partie la plus accessible
du tube en effectuant une incision transversale. Le liquide épididymaire est ensuite recueilli.
Cette technique, qui permet la conservation du sperme épididymaire pendant plusieurs jours a
4°C, est utilisee dans le cadre de I'insémination artificielle ou de la fécondation in vitro. Elle
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offre la possibilité de recueillir du sperme chez des animaux non collectables. Pour garantir
I'absence de contamination sanguine et obtenir le maximum de spermatozoides,
I'échantillonnage est réalisé en rétro rincant la lumiere épididymaire du conduit deférent avec
de l'air. Cette technique est utilisée dans différentes espéces, notamment chez la souris. (An et
al., 1999 ; C. Theriogenology 50, 1998 ; Kikuchi et al., 1998 ; Vieira et al., 2012).

I11- Analyse de la semence :

Apres la récolte on entame la phase d’analyse de la semence, a 1’ceil nue, on regarde d’abord le
volume récolté a partir des gonades pour avoir une idée sur le calcul de la premiére dilution, sa
concentration, sa couleur, sa viscosité, son ph et enfin une premiére analyse a 1’aide du casa

afin d’observer sa motilité massale.

111-1- Examen macroscopique :

C’est I’examen visuel qui vas nous permettre de controler le volume et la couleur de la

semence :

a) Couleur :

Le sperme récolté de 1’épididyme est Blanc, blanc crémeux ou blanc aqueux (absence
d’urine, de sang, etc.) (Colomb, 1972).

b) Volume :

Le tube gradué permet de mesurer le volume de sperme prélevé quotidiennement, qui est
d'environ 0,34 0,8 ml, et de 0,2 a 1,5 ml en moyennes, (Vaissaire en 1977 et de Montaillé en
1992). En ce qui concerne la quantité de sperme collectée par épididymes, elle varie entre 0,05

et 0,1 ml selon les recherches de (Baril et Chemineau 1993).

c) LePH:

La mesure du ph doit étre immédiate apres la récolte, il se fait a ’aide d’un ph métre 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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111-2- Examen microscopique :

a) Motilité massale
La mobilité des spermatozoides est mesurée en observant leurs mouvements de masse
a travers une observation microscopique d'une goutte de sperme brut placée sur une lame. Cette
observation est effectuée avec un grossissement de x10 et est ensuite notée selon I'échelle de
Petitjean sur une échelle de 0 a 9 (Boussit D., 1989).

b) Motilité individuelle

La motilité individuelle des spermatozoides correspond au mouvement de chaque
spermatozoide, qui est mesuré en diluant la semence fraiche avec une solution Tris-buffer dans
un rapport de (1/20), (Najjar et Benmrad (2013). Pour évaluer la motilité individuelle, elle est
notée sur une échelle de 0 (absence de mouvement des spermatozoides) a 4 (mouvement

rectiligne des spermatozoides) (N Bencheikh (1994).

c) Concentration

La concentration de sperme représente la quantité de spermatozoides contenue dans un
millilitre de sperme. Le processus de dilution se réalise a I'aide d'une solution de fixation
contenant 10 millilitres de formol a 35% v/v mélanges a 1 litre de Nacl a 0,9% (Arriola et al,
2001). Ensuite, la concentration de spermatozoides est mesurée a l'aide d'un hématimeétre ou
une cellule de Thoma (N Bencheikh, 1994).

d) Morphologie et viabilité :

Le but de L’étude de la morphologie sont but est de déterminer les anomalies
morphologiques qui peuvent siéger au niveau de différentes parties du spermatozoide. La
technique la plus utilisée est la coloration a la nigrosine-éosine qui permet aussi de déterminer
les pourcentages des spermatozoides vivants et/ou morts. Ne peuvent étre conservé et ne sont
retenus pour I’TA que les spermes ayant moins de 25% de spermatozoides anormaux (Figure7)
et plus de 60% de spermatozoides vivants peuvent étre conserve. La forme du spz du lapin est

similaire a celle des autres mammiféres (Parez et Duplan, 1987).
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Figure7 : les principales anomalies morphologiques des SPZ (Ott et al., 1987).
La viabilité des spermatozoides, est principalement déterminée par I'état de leur membrane.
En plus de la coloration a la Nigrosine-éosine, la mesure de I'intégrité de cette membrane peut

étre effectuée a l'aide de différentes méthodes (Mocé et Graham, 2008).

e) Lesysteme CASA :

e Principe de fonctionnement

CASA est un systeme semi-automatisé permettant I'analyse de parametres spermatiques tels
que la concentration, la mobilité, la vitalité et la morphologie des spermatozoides, ainsi que les
parameétres cinétiques a travers une analyse fine du mouvement flagellaire. Il est composé d'un
microscope optique et d'un logiciel informatique connecté a une caméra pour la digitalisation
des images. L'opérateur doit se déplacer sur la chambre de comptage pour permettre
I'acquisition des différents champs. Il est important que les champs analysés soient a différentes
distances du site de dépot de 1’échantillon dans la chambre, principalement le long de I’axe
central formé par les point d’entrée et point de sortie de la lame (Amann et Waberski 2014),
car la distribution des spermatozoides dans la chambre n’est pas homogéne (Douglas-Hamilton
et al. 2005a). La validation de méthode doit notamment montrer que cette distribution non

homogeéne n’a pas d’impact sur la qualité des résultats (si I’acquisition des champs est
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correctement réalisée) grace a une comparaison par rapport a une méthode de référence qu’est

I’hémocytométre (cellule de Malassez).

La position d’un spermatozoide est définie par le centre de la téte spermatique et ses
coordonnées (x,y) sont alors déterminées. Pour chaque position de la téte d’un spermatozoide,
le logiciel calcule la probabilité de la nouvelle position sur I’image suivante grace a une zone
de probabilité au rayon prédéterminé (Figure 8). Ce rayon est la distance maximum qu’un
spermatozoide est censé parcourir sur la période de temps séparant 2 images (distance définie

par le fournisseur : 10um).

A

.

W,

Figure 8 - Identification d'un spermatozoide et sa zone de probabilité (A), position probable
sur la prochaine image (B), complications possibles lorsque plusieurs spermatozoides se
trouvent dans une méme zone de probabilité (Mortimer et al.2000)
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La trajectoire d’un spermatozoide est alors reconstruite a partir de la succession des

différentes positions de la téte sur les 30 différentes images constituant un champ (Figure9).

l

£S %@@ oN

l
\/‘\._,_.\"\

Figure 9 - Reconstruction d'une trajectoire. Le centre de la téte spermatique (point de
référence) est suivi sur une série d'images d'un spermatozoide. Les points sont alors reliés

pour obtenir la reconstruction de la trajectoire. (Mortimer et al.2000).

Si plusieurs spermatozoides se trouvent dans une méme zone ou entrent en collision, cela peut
entrainer des erreurs de trajectoire. Ces erreurs sont minimales lorsque la concentration de
spermatozoides est inférieure a 30 millions/ml selon le (manuel du fournisseur Hamilton
Thorne), mais elles augmentent significativement avec la concentration. Pour minimiser ces
erreurs, il est préférable d'analyser uniqguement les 10 premiéres images pour déterminer la
concentration de spermatozoides mobiles, la concentration de spermatozoides immobiles et la
fraction de spermatozoides mobiles. Les parametres cinétiques sont quant a eux calculés a partir
de toutes les images selon le (manuel du fournisseur Hamilton Thorne). En plus de ces
parameétres, le logiciel peut également fournir des parameétres "annexes" en reconstruisant la
trajectoire des spermatozoides, tels que les parametres cinétiques principaux définis dans le
manuel de 'OMS 2010 qui sont (Figure 10) :

e VSL (Straight line velocity) : la vitesse en ligne droite (um/s) obtenue en mesurant la
distance entre la premiére et la derniére position de la téte.

e VCL (Curvilinear velocity) : la vitesse (um/s) obtenue en calculant la somme des

distances entre les différentes positions de la téte sur chaque image.
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e VAP (Average path velocity) : la vitesse (um/s) obtenue en suivant la trajectoire

moyenne.

e ALH (Amplitude of latéral Head displacement) : I’amplitude de déplacement latéral
de la téte (um) obtenue en calculant la distance maximale de chaque point de la

trajectoire par rapport a la position moyenne.

e LIN (linearity) : le ratio VSL/VCL exprimé en pourcentage pour illustrer la direction

de la trajectoire.

e STR (Straightness) : le ratio VSL/VAP pour représenter la linéarité de la trajectoire

moyenne.
Curvilinear VCL
path

Average
path

1
1
I
1

)/

= VSL/ o
\
\// Straight-line path S

Figure 10 : Terminologies standards des variables cinétiques mesurées par les
systemes CASA (manuel de I'OMS 2010)

IV — Conservation :

Juste apreés la récolte, la semence est soit utilisée directement pour I'|A comme
semence fraiche soit conservée pour une longue durée (congélation) ou bien une
courte durée (réfrigération) pour un usage ultérieur :
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1- Les Types de conservation de la semence

a) Congélation avec I’Azote liquide

Le processus de congelation du sperme comprend plusieurs étapes cruciales. D'abord, il
y a I'équilibration, ou le sperme est préalablement réfrigéré a 4°C afin de permettre I'action du
cryoprotecteur et de réduire le choc thermique pour les spermatozoides (Mocé et al.,2003 b).
Ensuite, vient le conditionnement, qui consiste a diviser la semence en paillettes pour faciliter

son stockage, son utilisation et son identification (Decuadro-Hansen, 2004).

La congélation elle-méme se déroule en deux étapes. Tout d'abord, les paillettes sont exposées
a la vapeur d'azote liquide pendant 10 minutes, puis elles sont plongées dans l'azote liquide
(Mocé et al.,2003a). La vitesse de refroidissement joue un role essentiel dans la qualité des
spermatozoides apres décongélation. Si elle est trop lente ou trop rapide, cela peut entrainer une
diminution de la motilité ainsi que des changements irréversibles, seront notés sur les

spermatozoides, suite a un choc thermique.

b) Décongélation :

La derniere étape de la congélation, qui est essentielle pour assurer la survie, la mobilité
et la capacité de fécondation des spermatozoides Cryoconservés, est cruciale. La décongélation
se réalise de maniére similaire en utilisant un bain-marie. (Ponthier et al. 2014)

Il est préférable d'effectuer une décongélation rapide afin d'éviter toute recristallisation
des molécules d'eau, car cela peut causer des dommages importants a la membrane (Forthier,
2010). Pour la décongélation, les paillettes contenant les spermatozoides sont placées dans un
bain-marie a 45°C pendant 10 secondes (Moce et al., 200...).

La décongélation se réalise de maniere similaire en utilisant un bain-marie. Les paillettes sont

transférées directement de I'azote liquide dans le bain-marie.

c) A I’état frais « réfrigération a 4°C » :
Pour préserver la qualité de la semence, on utilise la technique de réfrigération en abaissant

la température jusqu'a +4°C, ce qui réduit le métabolisme des spermatozoides. Ce processus
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peut étre effectué avant ou apres la dilution. Il est important d'avoir une vitesse de
refroidissement rapide pour minimiser le temps passé dans la plage critique de température,
mais également suffisamment lent pour éviter un choc thermique. On atteint la température de
+4°C en environ une heure et demie en utilisant une vitrine réfrigérée. La réfrigération permet

de maintenir la viabilité du sperme pendant plusieurs jours a cette température (Dumon 2007).

2- Milieux de conservations de la semence :

Avant d'utiliser les milieux de conservation de la semence, il est essentiel de se familiariser
avec les recherches scientifiques qui soutiennent leur utilisation. Ces études ont montré que
I'utilisation de milieux de conservation spécifiques peut maintenir la qualité du sperme et la
viabilité des spermatozoides sur une période prolongée.

L’utilisation d'un milieu de conservation spécifique permettait de maintenir la mobilité et la
vitalité des spermatozoides, favorisant ainsi leur utilisation réussie dans les techniques de

reproduction assistée (Smith et al. 2010).

a) Polyéthylene glycol (PEG) :

Le PEG est couramment utilisé pour favoriser la dissolution de composés insolubles
dans Il'eau et de stéroides grace a des dispersions solides. Cette substance est un polymere
biocompatible et non allergene autorisé par la Food and Drug Administration pour une
utilisation humaine par voie intraveineuse, orale ou cutanée. Les experts ont confirmé que le
PEG 6000 est particulierement efficace pour augmenter la solubilité et la biodisponibilité de

différentes molécules actives. (A Amokrane et al., 2020).

b) Vitamine C :

L'acide ascorbique, également connu sous le nom de vitamine C, est un composé
organique soluble dans I'eau qui se trouve largement dans les organismes vivants. Grace a ses
propriétés antioxydants résultant de son puissant pouvoir réducteur, l'acide ascorbique est
impliqué dans de nombreuses fonctions corporelles importantes, notamment dans la fertilité
masculine. Plusieurs études ont démontré I'effet bénéfique de I'acide ascorbique sur la qualité
du sperme, incluant une amélioration de la quantité, de la mobilité et de la morphologie des
spermatozoides. (Akmal M ; Qadri J.Q ; Al-Waili N.S ; et al., 2006).
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¢) Vitamine E :

1- Définition et structure :
Le terme "vitamine E" englobe les tocophérols et les tocotriénols dérivés du 6-chromanol.
L'alpha-tocophérol est la forme la plus active biologiquement et la plus abondante dans le

plasma (environ 88%). Cette information a été confirmée par (SOUCCAR et al., 1996).

La vitamine E est un élément crucial dans la nutrition humaine et animale car elle est liposoluble
et a été identifiée pour la premiere fois par EVANS en 1936. Si elle manque dans notre
alimentation, cela peut causer des troubles neurologiques ou ophtalmologiques graves. Elle agit
comme l'antioxydant principal dans notre corps pour protéger les structures membranaires des
cellules contre les effets néfastes des radicaux libres, en particulier en ce qui concerne l'auto-

oxydation des acides gras polyinsaturés (GUILLAND et al., 2009).

2- Structure chimique :
Iy a huit formes de vitamine E, qui se composent de quatre tocophérols et quatre tocotriénols.
Les tocophérols ont un noyau hydroxychromane et une chaine latérale saturée phytyle de 16
carbones. Les différentes formes de tocophérols et tocotriénols sont déterminées par le nombre
et la position des groupements méthyle sur le noyau hydroxychromane (figurell). La forme la
plus active de cette vitamine est I'a-tocophérol, que I'on trouve le plus souvent dans la nature
(GIROUD, 2011).

CHj

CHj Tocophérol

Figure 11 : Structure chimique du Tocophérol (LANDRIER, 2011).

3- Propriétés physico-chimiques :

Les tocophérols ont I'apparence d'une huile visqueuse de couleur jaune pale a température

ambiante. lls sont insolubles dans I'eau mais se dissolvent facilement dans les graisses, les huiles
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et les solvants organiques tels que les éthers, I'acétone, le chloroforme, le méthanol et les alcools
méthyliques et éthyliques. Bien qu'ils soient peu sensibles a la chaleur, & la lumiére et aux
acides, ils sont tres sensibles a I'oxydation et aux bases (BOURGEOIS (2003).

4- L’intérét de la vitamine E dans la conservation de la semence :
Chez diverses espéces animales, dont le lapin (A Amokrane et al., 2020), l'incorporation
d'alpha-tocophérol dans le milieu de dilution de sperme lors de sa cryoconservation procure des
avantages. Ce compose bioactif exerce un impact important sur la protection des acides gras
polyinsaturés (PUFAS) et d'autres constituants membranaires contre I'oxydation occasionnée
par les radicaux libres. En agissant comme un piége a radicaux, il réduit les Iésions induites par

ces derniers, qui découleraient de I'oxydation des PUFAS.

La présence de Vitamine E dans le sperme est bénéfique pour sa conservation et sa dilution a
basse température, car elle protege les membranes des spermatozoides. Une augmentation de
la quantité de Vitamine E dans le sperme améliore la stabilité de ses membranes spermatiques,
(Triebl 1981). La vitamine E préserve la qualité des spermatozoides en protégeant leur motilité
ainsi que l'intégrité de leur membrane, leur acrosome et leur potentiel de membrane
mitochondriale, permettant ainsi une meilleure mobilité des spermatozoides qui ont été
congelés et décongelés. Cette vitamine agit en éliminant I'accumulation de ROS et en évitant la

peroxydation des lipides pendant la conservation.
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Objectif du travail :

Dans notre travail, nous avons testé de nouveaux milieux de conservation de la semence
du Lapin par réfrigération a 4°C, dans le but de conserver sa viabilité et sa motilité et faciliter

son utilisation dans 1’¢levage.

I- Collecte de la semence :

Nous avons réalisé notre étude avec du sperme prélevé de 1’épididyme des testicules de

lapins abattus, récupérés de différentes boucheries de la ville de Béjaia.

I1- Matériel de collecte :

a) Matériel biologique :

- Des gonades des lapins morts de race algérienne et espagnoles (Figure 12).

Figure 12 : des gondes de différentes races

Des lapins (photo personnelle)
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a) Matériel technique :
e Seringue

e Aiguille

e Tubes Eppendorf

e Aluminium

Papier absorption
Portoir
Lame bistouri

L’eau distillé

Figure 13 : Matériels technique utilisé (photo personnelle)

Ii- Préparation des milieux de conservation de la semence :

Avant de commencer, nous avons préparé les différents milieux en commencant par le tris, puis

les autres milieux :

a) Préparation du controle (TB) :

Nous avons utilisé les ingrédients ci-dessous pour préparer une solution de tampon tris dans
50 ml d'eau distillée (Figure 14) :

>

YV V VYV VY

Tris Buffer = 1,513
Acide Citrique = 0,850g
D-Glucose = 0,625¢g
Pénicilline = 0,050g
Eau Distillé = 50ml
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D-glucose

Eau distillé

peg

Papier
Aluminium

Papier absorbant

Tris Buffer Acide Citriaue

Une
balance

Pénicillin

tris

Cuillere a mesure

Figure 14 : préparation du controle tris buffer

Nous avons mis tous ses ingrédients dans un bécher avec un baromagnétique puis laissé agiter
pendant 2h (Figure 15) (figure 16).

Figure 15 : agitation de la solution du tris Figure 16 : la solution du tris préparer
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b) Préparation du milieu peg :
Afin de préparer le milieu & base de peg nous I’avons mélangé au tris buffer, selon la regle de

trois suivante :

0.180gdupeg ) 5 ml du tris
peg ? —— N VR | [ TS

0.36 g

Dans un bécher, nous avons mis 10 ml du tris a 1’aide d’une seringue, nous lui avons rajouté

0.36 g du peg (Figure 17) que nous avons minutieusement pesé avec la balance de précision.

Le mélange est laissé sur I’agitateur pendant 2h. (Figure 18).

Figure 17 : le peg en poudre Figure 18 : I’agitation de la solution peg
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¢) Préparation du milieu VitE :

Pour la préparation de ’association VitE/tris, nous avons pris une quantité de la vitE liquide

que nous avons mélangé avec une quantité du tris convenue. Selon la régle de trois suivant :
1.2 mg de VitE ) 10 ml du tris
1.8 mg —————CLL TR

15 ml du tris

La pesée de la vitE a été un défi, car elle est sous forme liquide et visqueuse (Figurel9)
(Figure 20). Pour résoudre ce probléme, nous avons utilisé une balance de précision (Figure21)
avec une précision de 4 chiffres, qui nous a permis de mesurer avec une précision en mg. Nous
avons reussi a peser 1,8 mg de VitE, puis nous avons calculé le volume du tris nécessaire pour
la quantité de la vitE pesée, soit 15 ml. Enfin, nous avons mélangeé les deux ingrédients a l'aide
d'un agitateur pendant 2 heures jusqu'a ce que le mélange soit bien homogéne (Figure 22).

Figure 19 : la texture De la VvitE Figure 20 : la vitE (-a- tocophérol)
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Figure 21 : balance a précision Figure 22 : I’agitation de la
Solution vitE/tris

d) Préparation du milieu vitC :
Pour le milieu vitC vue qu’il n’a pas besoin d’un long temps d’agitation et qu’il a une durée
de vie plus courte que les autres milieux (car il s’oxyde rapidement a la lumiére) nous I’avons

préparé directement le jour du prélevement du sperme. Nous prenons donc :

0.001g de vitC (Figure 23) que nous avons mélangé avec 10ml du Tris dans un tube a essai, le

mélange a été fait avec un vortex agitateur pendant environ 5 min (Figure 24).

‘me
\l'\\a.@ Pure

/ ,winphamaf o

1000 M9

Figure 23 : la vitC pure Figure 24 : 1’agitation de la vitC avec

Le vortex agitateur
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e) Préparation de I’association peg/VitE :

Pour préparer I’association peg/vitE nous avons commencé par mélanger, dans une fiole, le peg
et la vitE a 50ml d’éthanol, a raison d’une proportion de 90%/10% respectivement. Nous avons
d’abord mélangé le peg a I’éthanol et 1’avons laiss¢ 4h sur 1’agitateur jusqu’a
solubilisation du peg, puis nous avons ajouté la VitE et laissé agiter pendant 20min.
Dans un deuxiéme temps, nous avons placé la fiole contenant la solution, dans
I’évaporateur rotatif (Rot-a-vapeur) réglé a 45°C (Figure 25) pendant 20 min jusqu’a
I’obtention d’une poudre (Figure 26).

Figure 25 : le Rot-a- vapeur Figure 26 : L’association

peg/VitE (poudre)

Pour préparer le milieu de conservation a base de ’association peg/vitE, nous I’avons

ajouté au tris a raison de 0,012g / 1ml du tris, puis nous I’avons mis sur I’agitateur pendant 2h

(Figure 27) et a la fin on obtient une solution (Figure 28).
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Figure 27 : I’agitation de 1’association Figure 28 : ’association

peg/vitE/tris peg/VitE/tris

f) Preparation de I’association peg/vitC :

Pour I’association VvitC/peg nous avons pris un volume de vitC que nous avons mélangé

avec un volume du milieu peg, la quantité dépend du volume du sperme récolter
g) Préparation de I’association VitC/vitE :
Pour ce I’association nous avons pris un volume de vitC avec un volume de la solution vitE.

h) Préparation du complexe peg/VitE/VitC :

Nous avons pris un volume de vitC que nous avons mélangé avec un volume du

I’association déja préparé vitE/peg.

Le tableau n° I regroupe le résumé des préparations des différents milieux.
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Tableau N°I : Les composants des traitements de conservation

peg 0,369 + 10ml de tris (1)
VitE 1,8 mg de VvitE + 15ml de tris (2)
vitC 0.001mg de vitC + 10ml de tris (3)
peg/vitC Volume (1)/ Volume (3)
peg/VitE Volume (1)/ Volume (2)
VIitE/VvitC Volume (2)/ Volume (3)
peg/VitE/NitC Volume (1) / Volume (2) / Volume (3)

V-

Méthodes de collecte de la semence :

Apreés la récupération des gonades des lapins récemment abattus, au niveaux des boucheries,

nous nous sommes rendu directement au laboratoire pour réaliser la collecte de la semence

épydidymaire.
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a) Separation de I’épididyme des gonades :

Le processus de préparation des testicules implique plusieurs étapes. Tout d'abord, nous
avons enlevé la gaine des testicules de I'épididyme. Ensuite, nous avons isolé I'épididyme et le
canal déférent du testicule et enfin, nettoyé soigneusement I'échantillon pour éviter toute

contamination. Ces étapes sont cruciales pour s‘assurer que les échantillons sont propres et préts

a étre analysés (Figure 29).

Figure 29 : La Séparation de I’épididyme du testicule

b) Les etapes de la collecte de la semence :

Nous avons commenceé par injecter du tris dans la lumiére du canal déférent a 1’aide d’une
seringue (a), puis réalisé une incision au niveau de la queue de 1’épididyme et placé dans un
eppendorf au niveau du point de I’incision. Nous avons vidé I’air de la seringue dans la lumiére
du canal déférent pour créer a I’intérieur une pression (b) qui conduit a I’écoulement de la

semence dans le tube de collecte (c), (d).
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Figure 30 : a) I’injection du tris

Figure 32 : c) La récolte du sperme Figure 33 : d) le sperme récolté

V- Analyse de la semence :
a) Matériels d’analyse :

Afin de réaliser une bonne analyse de notre sperme récolté dans 1I’éppendorf nous avions besoin

de:
e Lames e Micropipettes
e Lamelles e CASA
e Les Embouts e Cellule de Makler
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1- Examen macroscopique :

a) Couleur :
A ’observation visuelle de la couleur de notre semence récoltée, nous avons noté
immédiatement apres la récolte sa couleur afin de déterminer si elle est pure et préte a I'emploi

ou contaminée.

b) Volume :

La lecture du volume du sperme récolté est réalisée directement sur 1’épandorff gradue

2- Examen microscopique :

a) Systeme CASA :

Pour analyser le sperme prélevé, nous avons utilisé le systtme CASA (Computer-Assisted

Sperm Analysis) (Figure 34).

Figure 34 : Le systeme CASA (photo personnelle).
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Figure 35 : la cellule de Makler

VI -Réfrigération a 4°C

1- Matériels de conservation :

a) Produits utilisés :

e Tris buffer (en poudre) e VitE (liquide)

e Acide citrique e VitC (en poudre)
e Pénicilline e peg (en poudre)
e D-glucose e Eau Distillé

e Ethanol

b) Matériels technique :

e Des micropipettes e Biomagnétique

e Bécher e Barometre

e Tubes o Réfrigérateur

e Fiole e 2 Balance a précision (en g de 3
e Seringue et 4 chiffre)

e Marqueur e Cuillere de meseur

e Etiquettes e Des micropipettes

e Portoir e Bécher

e Aluminium e Tubes
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Figure 38 : les Micropipettes

2- Préparation des traitements (milieu de conservation + sperme) :

Apres la collecte du sperme nous avons mesuré le volume recueilli et procédé a la dilution
1/20 (: 1 volume de spermatozoides avec 19 volumes de tris). Nous avons soigneusement

mélangé cette solution a l'aide d'une micropipette, dans un tube étiqueté "spz+tris".

Nous avons, ensuite, divisé le volume de ce sperme dilué (spz+tris), a l'aide d'une
micropipette, sur huit tubes correspondant aux 7 milieux de conservation et un tube de contréle
(tris+spz). Tous les tubes sont étiquetés avec les noms des milieux correspondants. A ces 8
tubes nous avons ajouté a chacun le milieu de conservation correspondant a raison d’une

proportion de V/V (: le méme volume de milieu que de sperme dilué).
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3- Analyse des milieux de conservation+ sperme a TO/T1/T2 :

Nous avons prélevé une goutte de chaque traitement a l'aide d'une micropipette. Ensuite,
nous avons déposé la goutte sur la cellule de Makler. A T0, nous avons examiné les parametres
cinétiques de la mobilité du sperme a l'aide du systeme CASA. Nous avons réglé les parametres
du systéme en fonction des caractéristiques spéecifiques du spermatozoide du lapin.

Les 8 tubes contenant les échantillons ont été conservés au réfrigérateur réglé a 4°C. Nous avons
répété cette analyse deux fois apres chaque une heure de réfrigération, en remettant les milieux
au refrigérateur aprés chaque mesure et en les retirant une heure plus tard. Avant chaque
analyse, nous avons légerement réchauffé les milieux a la température du corps en les frottant

avec les mains ou en les plagant sur une plaque chauffante pendant quelques secondes.

Pour chaque analyse, nous avons enregistré 3 champs. Nous avons pris soin de noter les

résultats a chaque fois, en indiquant le milieu et I'heure correspondante.

37




Résultats et

Discussion




Partie Pratique Résultats et Discussion

I- Caractéristiques macroscopiques du sperme épididymaire preélevé :

Tableau Il : caractéristiques macroscopigue du sperme étudiés

Analyse
oscopique Volume
Experiences récuperer 0 Couleur
P de plusieurs
gonades
Expl 0,2ml Blanchatre
Exp2 0,2ml Blanc nacré
Exp3 0,5ml Blanchatre

Le volume du sperme épididymaire utilisé dans chacune de nos trois (3) répétitions est rapporté
dans le tableau I1. Le volume mentionné pour chaque répétition correspond a un pool de sperme
prélevé de plusieurs épididymes récupérés au méme temps de la boucherie. Ce volume est
suffisant pour la réalisation des différentes dilutions et analyse. Selon la bibliographie le volume

varie entre 0,05 et 0,1 ml selon les recherches de (Baril et Chemineau 1993).
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I1- Comparaison des parameétres de mobilité des Milieux par rapport aux
controle :

1- Interprétation des résultats de la VCL :

A TO0, nous constatons que la VCL (vitesse curviligne) de la vitE est la plus élevée,
atteignant une valeur de 42 pm/sec, suivie de I’association peg/VitE et du complexes
peg/VitE/vitC, qui ont les deux une valeur de 35 um/sec. L'effet antioxydant de la vitE (Neyrat,
2008) et de la vitC (Munnich et al., 1987) est observe, ainsi que I'effet du polyéthyléne glycol
(peg) qui améliore la biodisponibilité de la vitE et la vitC dans le complexe peg/VitE/VitC, sur
le sperme conservé pendant 15 minutes a température ambiante correspondant au temps qui
sépare le moment de la préparation des traitements et 1’analyse T0. Nous remarquons également
que dans presque tous les milieux, la VCL est supérieure a celle du controle, a I'exception du

complexe peg/vitC, qui a une VCL égale a celle du tris, soit environ 28 pum/sec.

Aprés une heure de réfrigération a 4°C (T1), nous observons une augmentation de la
VCL de I’association peg/VitE jusqu'a 40 pum/sec et une baisse de la VCL de la VitE a environ
38 um/s. Pendant ce temps, la VCL de la VitC seule augmente également a 33 um/sec, dépasse

le contréle tris avec environ 31 pm/sec.

Arrivés a T2, la vitE présente une fois de plus la VCL la plus élevée, atteignant 40 um/s,
dépassant ainsi celle du contrdle tris qui est de 33 um/sec et celle de 1’association peg/VitE,
dans laquelle, la disponibilité de la vitE permise gréce a I’effet solubilisant du peg a facilité son
utilisation et donc son épuisement au fil du temps. En revanche, I’association VitE/vitC et le
complexe peg/vitE/vitC affichent la VCL la plus faible, avec une valeur égale de 25 pum/sec

mais qui reste proche de celles notées a T1. (Figure 39).
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Figure 39 : Histogramme représentant le VCL (um/sec) des spermatozoides

mobiles conservés a 4C°, analyses a différents temps.

2- Interprétation des résultats de la VSL :

A T0, nous observons que les spermatozoides dans le milieu contenant de la vitamine E
présentent la meilleure vitesse de déplacement (VSL) d'environ 9 pum/s, suivis de ceux placés
dans le complexe peg/vitE/vitC avec environ 8,7 um/s. Nous remarquons également que dans
presque tous les milieux, la VSL est meilleure que celle du contréle (tris), & I'exception de
I'association peg/vitC qui présente une VSL de 5,8 um/s. les différentes molécules utilisées
dans nos différents traitements ont probablement exercées leurs effets bénéfiques sur le sperme
avant méme sa réfrigération, ’effet antioxydant de la vitE (Neyrat, 2008) etde la vitC

(Munnich et al. 1987) ainsi que I’effet du peg qui améliore 1’action de la VitE.

Aprés 1 heure de réfrigération a 4°C, les spermatozoides placés dans l'association
peg/VitE ont la meilleure VSL avec 8 um/sec, Cela nous laisse conclure qu’il ya une synergie
entre ces deux molécules et supposer qu’aprés 1 heur de conservation le peg a eu le temps de
solubiliser la vitE ajoutée comme a été rapporté par (A Amokrane et al., 2020) ce qui I’a rendue
disponible aux spermatozoides, elle qui est connue pour son effet antioxydant (Neyrat, 2008).
A ce moment, les spermatozoides conservés dans la VitE seule et dans la vitC seule présentent
également une VSL de 7,8 um/s et 7 um/s respectivement, ce qui est supérieur a celle du
contr6le (tris) qui est seulement de 6,7 um/s.

40




Partie Pratique Résultats et Discussion

A T2 heures, nous constatons que la VSL des spermatozoides conservés dans
I'association VitE/vitC est la meilleure (9 um /s), meilleure que celles notées déja dans le méme
traitement, ainsi que celle du contréle. Nous supposons qu’autant antioxydants, la VitE et la
vitC exercent leurs effets en synergie. Parailleurs, la vitC est un générateur de vitE (Heller et
al., 2006), ce qui a fait que la VSL dans I’association VitE/VitC est plus élevée que celle notée
dans la vitE seule (8 pum/s) et la vitC seule (7,2 um/s). Ces derniers ont presque maintenu le
niveau de la VSL de T1 a T2. En revanche, dans le complexe peg/VvitE/VitC, la VSL s'améliore
apres une baisse observée a T1 donc avec le temps le peg a su exercer son effet solubilisant sur
la vitE ainsi que la vitC ce qui les a rendus plus résistantes (A Amokrane et al., 2020), tandis

que la VSL de I'association peg/vitE a nettement diminué, atteignant 6,5 um/s (Figure 40).
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Figure 40 : Histogramme représentant le VSL (um/sec) des spermatozoides

mobiles conservés a 4C°, analysés a différents temps.
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3- Interpreétation des résultats de la motilité totale :

A TO0, le complexe peg/VitE présente la meilleure mobilité totale avec une valeur de
85%, suivi de la vitC et du peg seuls, avec une mobilité totale de 80% et 70% respectivement,
Dés la premiére heure de réfrigération, la vitC a probablement manifesté son pouvoir
antioxydant, étant un réducteur tres puissant, (Munnich et al. 1987). En effet la vitC inhibe
rapidement la peroxydation lipidique et protége, ainsi, les membranes contre les attaques
peroxydatives en capturant les radicaux peroxydes avant qu'ils ne puissent initier les réactions
de peroxydation (Poulab et al. 2015). De plus, la vitC joue un role essentiel dans le cycle de
Krebs pour la production d'énergie, (Morena et al. 2009).

Nous remarquons que tous ces milieux précédents ont une mobilité totale supérieure a celle du
contréle, qui est de 55%. On suppose que le tris malgré ses composant bénéfiques et
antibiotique, il n’est pas assez puissant pour protéger réellement les spz, ce qui prouve que le
tris a un effet meilleur additionné d’autres molécules. En revanche, la mobilité totale la plus

faible est celle du complexe peg/vitE/VitC, (28%).

A T1, la mobilité totale du complexe peg/VitE reste & 85%, tout comme celle de la vitC
a 80%, ces milieux ont donc, conservé la mobilité des spermatozoides durant leur conservation
a4°C. Nous observons une augmentation de la mobilité totale du milieu de contréle, atteignant
une valeur de 75%, mais également une forte baisse de la mobilité totale du complexe vitE/vitC

a 28%, qui est la valeur la plus faible a ce moment.

A T2, lavitC dépasse cette fois-ci le peg/VitE en termes de mobilité totale,
avec une valeur de 83% pour la vitC et de 80% pour le complexe, qui est égal a
celle du contréle tris. Cette fois-ci, c'est le complexe peg/vitC qui présente la
mobilité totale la plus faible, avec une valeur de 28%La diminution de la mobilité
totale dans ce traitement est probablement due a 1’épuisement des réserves ainsi

que la vitC ajoutée et solubilisée par la peg (Figure 41).
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Figure 41 : : Histogramme representant la Mobilité Totale (%) des

spermatozoides mobiles conservés a 4C°, analysés a différents temps.

4- Interprétation des résultats de la Mobilité Progressive :

A TO0, la vitC présente la plus forte mobilité progressive (28%), suivie du complexe
peg/VitE (25%), et du peg (17%). Ces trois derniers affichent une mobilité progressive
supérieure a celle du controle (tris), qui est d'environ 13%. Le complexe peg/VitE/VitC et
I’association peg/vitC ont la plus faible mobilité progressive, (8%). Durant les 10 minutes de
conservation a température ambiante, avant la réfrigération, 1’effet bénéfiques de la vitE, vitC

et peg sur les spermatozoides est constaté.

A T1, I’association peg/VitE devient le milieu avec la mobilité progressive la plus
élevée, tandis que celle de la vitC diminue & 23% et celle du tris augmente a 25%. Cette fois-
ci, le complexe VitE/vitC presente la plus faible mobilité progressive (5%).

A T2, la mobilité progressive de la vitC augmente cette fois-ci & 27%, tandis que celle
de I’association peg/VitE redescend a 20%, devenant ainsi égale a celle du tris. Cette fois-ci,

c'est I’association peg/vitC qui affiche la valeur la plus faible, qui est de 6%.

Durant les 2 heures de réfrigération a 4°C, les milieux qui ont conservé une bonne mobilité

progressive des spermatozoides sont le peg/vitE et la vitC seule. Cela est probablement due a
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I’effet antioxydant des deux molécules VItE et vitC (Neyrat, 2008) qui a protégé les
spermatozoides contre le stress oxydatif, ainsi qu’a I’effet solubilisant du peg (A Amokrane et
al., 2020) qui a rendu la vitE disponible dans le milieu peg/vitE. Parailleurs, I’effet régénérateur
de la vitE exercé par la vitC (Chapelle, J. P. (2007) a permis la disponibilité de la vitE dans le
milieu VitC et son effet régénérateur d’énergic (Chapelle, J. P. (2007) a probablement rendu

les spermatozoides plus actifs et conservé cette activité pendant leurs réfrigération (Figure 43).
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Figure 42 : Histogramme représentant la Mobilité progressive (%) des spermatozoides
mobiles conservés a 4C°, analysés a différents temps.
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Conclusion




Nous avons mené une étude pour évaluer la tolérance du sperme de lapin & la conservation au
réfrigérateur (4 °C) a différents moments (TO, T1, T2), en utilisant un diluer & tampon Tris

supplémenté de diverses concentrations de substances telles que la vitamine E, la vitC et le peg.

Les résultats obtenus démontrent que le diluer contenant des suppléments de VitE, de vitC et la
combinaison peg/vitE présente presque toujours, un meilleur maintien des parametres de
mobilité spermatique, tels que la VSL, la VCL, la mobilité totale et la mobilité progressive
pendant les 2h de réfrigération. En se basant sur ces résultats, il est recommandé d'utiliser ces

milieux dans la conservation du sperme du lapin a 4 °C pendant 2 heures.

Cette approche permettrait d'optimiser la préservation de la qualité spermatique dans de telles

conditions de conservation.
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Résume




L'objectif de notre étude est d'évaluer les effets de la vitE, de la vitC et du peg sur la
conservation des spermatozoides du lapin provenant des boucheries locales, & une température
de 4°C. L'objectif principal est d'optimiser la conservation sur une période aussi longue que

possible.

Dans cette étude, nous avons privilégié I'utilisation du sperme épididymaire par rapport a celui
de I'éjaculat utilisé dans les recherches précédentes. Plusieurs paramétres sont évalués pour
déterminer la qualité des semences du lapin, tels que la VSL (vitesse en ligne droite ou
progressive), la VCL (vitesse curviligne), la mobilité totale et la mobilité progressive. Ces
parametres sont évalués pour chaque milieu de conservation et comparés au milieu de contréle

tris.

La VitE et la vitC sont toutes deux réputées pour leurs effets antioxydants et pour améliorer la
mobilité des spermatozoides. Le peg, quant a lui, est connu pour son effet solubilisant. Lorsqu'il
est associé a d'autres substances, telles que la vitE, il peut solubiliser cette derniére et la rendre
plus biodisponible dans les milieux de conservation, ce qui lui permet d'exercer son effet
antioxydant. Cette association est appelée un complexe, qui consiste a mélanger deux ou
plusieurs milieux de conservation afin de bénéficier des bienfaits de toutes les substances. Les
différents résultats obtenus avec ces complexes sont comparés afin de sélectionner les meilleurs

milieux de conservation.

En effet nous avons constaté qu’en général, les milieux qui ont conservé le mieux la mobilité
et ses parameétres pendant les deux heures de réfrigération sont ceux a base de VitE, vitC,

’association peg/VitE et le tris.

Les conclusions de cette étude pourraient étre utiles pour les centres de recherche travaillant

sur la conservation spermatique en utilisant les VitE et vitC ainsi que le peg.
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Abstract

The aim of our study is to evaluate the effects of vitE, vitC, and peg on the preservation of
rabbit sperm obtained from local butcher shops, at a temperature of 4°C. The main objective is
to optimize the preservation for the longest possible period.

In this study, we favored epididymal sperm over ejaculate sperm used in previous research.
Several parameters are evaluated to determine the quality of rabbit semen, such as VSL
(straight-line or progressive velocity), VCL (curvilinear velocity), total motility, and
progressive motility. These parameters are assessed for each preservation medium and
compared to the control medium tris.

Both vitE and vitamin C are known for their antioxidant effects and improvement of sperm
mobility. peg, on the other hand, is known for its solubilizing effect. When combined with other
substances, such as VitE, it can solubilize it and make it more bioavailable in preservation
media, allowing it to exert its antioxidant effect. This combination is called a complex, which
involves mixing two or more preservation media to benefit from the advantages of all the
substances. The different results obtained with these complexes are compared to select the best
preservation media.

Indeed, we found that in general, the media that best preserved mobility and its parameters
during the two hours of refrigeration are those based on VitE, vitC, the peg/vitE association and
tris.

The findings of this study could be helpful for research centers involved in sperm preservation
by utilizing vitE, vitC, and peg.

The findings of this study could be helpful for research centers involved in sperm preservation
by utilizing vitE, vitC, and peg.
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