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INTRODUCTION

Aujourd’hui de nombreuses espéces animales sauvages sont en voie de disparition
(Chanell, 2000) ceci est comme conséquence d’une croissance considérable de la population
humaine dans le monde, impliquant surtout la chasse non contrélée par les autorités conduisant

ainsi a une grande perturbation dans la faune sauvage et I’équilibre des écosystemes.

En Algérie la médecine vétérinaire ne s’intéresse que rarement a cette catégorie d’animaux et
se concentre beaucoup plus sur les animaux de rente et les animaux de compagnie et donc ce
manuscrit a pour but d’apporter des connaissances nécessaires d’ordre zoologique et les

approches potentielles a la reproduction assistée d’espéces menacées, telles que les gazelles.

En effet, cette population d’animaux a considérablement chuté, certaines espéces de gazelles
sont éteintes, d’autres sont en voie de disparition, Les techniques modernes de reproduction
vont jouer alors un role crucial afin de corriger ce deséquilibre et préserver ces especes

menacées (Kaplan, 2002)

Notre synthese bibliographique basée sur plus de quarante articles scientifiques publiés dans
des revues internationales (obtenus a partir de base de donné tels que : Science directe
ResearchGate, Nature, Springer Link, PubMed, GlobalScienceBooks, DeGruyter etc .. ) ainsi
que certains livres va mettre les points sur les différentes especes qui existent en Algérie ainsi

que les techniques de conservation du sperme chez cette espece.



PREMIERE PARTIE : PRESENTATION DE LA FAMILLE
DES GAZELLES ET LES ESPECES QUI EXISTENT EN
ALGERIE




I. ASPECTS ZOOLOGIQUES

1. Classification :

Les gazelles appartiennent a la famille des bovidés, de 1’ordre cétartiodactyla, de la classe
mammilia, du sous embranchement vertebrata. Cette famille comprend en plus : les antilopes,
les bovins, les duikers, les caprins et les ovins. Cette famille a été définie par John Edward Gray
en 1821. C’est la plus grande famille au sein des artiodactyles et la plus diversifiée, elle englobe
plus de 270 espéces récentes. On note la non ramification des cornes parmi les principaux signes
qui caractérisent les membres de cette famille des autres espéces qui risque d’étre confondus

avec eux (Castello, 2016)

2. Morphologie des bovidés :

La taille des bovidés est extrémement variable, de la minuscule antilope royale pesant moins
de 2 kg et mesurant a I'épaule de 25 a 35 cm, soit environ la taille d'un lapin, jusqu'au buffle

d'eau sauvage d'Asie, qui pese jusqu'a 1200 kg. (Figure 1)

Il existe également une grande variété de coloration corporelle, bien que la plupart des especes
aient une nuance de brun. Il peut s'agir d'une teinte unie ou d'un pelage a motifs. Les antilopes
qui s'appuient sur la dissimulation pour éviter les prédateurs sont de couleur cryptique. Les
rayures et les taches visibles sur les peaux de Bongo et Kudu servent également de camouflage
en aidant a perturber le contour des animaux. Les espéces sociables qui vivent en plein air ont
tendance a avoir des marques audacieuses ou une couleur sombre qui, avec la conformation du
corps, les aident a distinguer leur propre espece de toutes les autres. Les sexes peuvent étre de
couleurs différentes, les méales ayant généralement le pelage le plus foncé (par exemple,
l'antilope de sable). Fréquemment au sein des espéces, il existe également des colorations

spécifiques a I'age. (Castelld, 2016)

Figure 1 : Variété de taille, de poids et de forme corporelle chez les bovidés

(1) antilope Royale (2) Dik-dik de Kirk ; (3) bouquetin de Nubie ; (4) antilope de sable ; (5) Gaur. Tailles par rapport & un humain adulte
(Castello, 2016)
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https://www.manimalworld.net/pages/leporidae/lapin.html

3. Les gazelles en Algérie :

L’ Algérie a connu quatre espéces a travers ses territoires, parmi elles, une est considérée comme

probablement éteinte localement (Tableau 1) (Castelld, 2016)

Tableau 1 : Les différentes especes de gazelle qui existent en Algérie (Castello, 2016)

Espéces probablement éteintes localement Espéces existantes mais menacées

Gazelle Dama (Nanger Dama Ruficollis) Gazelle de Rhim (Gazella Leptoceros Loderi)

Gazelle de Cuvier (Gazella Cuvieri)

Gazelle Dorcade (Dorcas Osiris et Dorcas

Massaesyla)

3.1 Lagazelle Dama :

3.1.1 Habitat et distribution

Elle est présente dans les régions sub-sahariennes désertiques/semi-désertiques caractérisées
par des précipitations faibles et irrégulieres avec peu de veégétation ; dont la plupart sont
saisonnieres. Elle est probablement présente a ’extréme sud de 1’Algérie plus exactement a
I’extréme sud de la wilaya de Tamanrasset et le nord-est de la wilaya de Tindouf. Certaines
sources suggerent que cette espéce est probablement éteinte sur le sol Algérien. (Figure 2)
(Castello, 2016)

9 Lisbon

oAthens EXTANT (RESIDENT)

POSSIBLY EXTINCT

Algiers Tunis
Casablanca JoY TUNISIA as)

Tripoli

DESERT
i
LIBYA EGYPT

%)
'S
X
>
o

i

MAURITANIA @

MALI NIG L SUDAN
oKhartoum
Dakarg ‘@
SENEGAL
Bamako BURKINA FASO ,
o Kano

GUINEA NIGERIA z
¢ Aq

isl'ﬁ )
Gorakry COTE GHANA 1 S
W CENTRAL pre QA SRS 1

Figure 2 : Distribution de la gazelle Dama (IUCN, 2016)



3.1.2 Statut :

Espece en danger critique, la population estimée est inférieure a 2500 individus. Le déclin
catastrophique est d0 a la destruction massive de I'habitat et la chasse incontrélée avec des
véhicules et des armes a feu modernes. (Figure 3) (Castelld, 2016)
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Figure 3 : Statut de la gazelle Dama (IUCN, 2016)

3.1.3 Comportement :

Ces gazelles pouvaient auparavant étre observées en troupeau mixte d'environ 15 a 20
individus. Elles communiquent par le biais des vocalisations, de la position du corps et du

marquage des glandes olfactives pour maximiser la quantité de nourriture disponible.

Régime alimentaire : arbustes du désert et acacias. En période de sécheresse, elles mangent
également des herbes brutes du désert. La majeure partie de leur eau provient des plantes

qu’elles mangent.

Prédateurs principaux : Homme, guépard, chien de chasse, lion, léopard, hyene, python.

3.1.4 Reproduction :

Bien que la saison de reproduction soit dans la période d’ao(t a octobre, elle peut se reproduire
toute l'année en captivité. La progéniture nait généralement entre avril et juin, apres une
gestation de 165 a 180 jours. (Tableau 2) (Castelld, 2016)

Tableau 2 : Les différents parametres de reproduction de la gazelle Dama (Castello, 2016)

Gestation Nombre de Sevrage Maturité Espérance de vie

naissances sexuelle dans la nature

9-12 mois pour

les femelles 12 ans

165-180 jours 1 6 mois
18-24 mois

pour les males




Les nouveau-nés sont cachés loin du troupeau, la progéniture est généralement assez forte pour

suivre la mere des quelques jours seulement aprés la naissance.

Photo 1 : Gazelle Dama (Jean®, 2009)

3.2 La gazelle Dorcade :

3.2.1 Habitat et distribution :

On la retrouve dans la savane et endroit désertique et semi-désertique on la retrouve dans les

régions des hauts plateaux et le désert Algérien. (Figure 4)
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Figure 4 : Distribution de la gazelle Dorcade (IUCN, 2017)



3.2.2 Statut :

Espece vulnérable, la population subsaharienne est estimée de 35 000 a 40 000 individus. Au
Maroc, la population sauvage est estimée a 800-2 000 individus. En Algérie Il n'y a pas
d'estimations fiables récentes de la population et elle ne dépasse pas probablement les 1000
individus (Figure 5) (Castelld, 2016)
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Figure 5 : Statut de la gazelle Dorcade (IUCN, 2017)

3.2.3 Comportement :

Elles sont observées en troupeaux unisexes comptant jusqu'a 40 individus, les troupeaux mixtes
quant a eux compte jusqu’a 100 individus. Adaptées au désert, elles peuvent passer leur vie
entiéere sans boire d'eau, obtenant toute I'numidité nécessaire des plantes qu'elles mangent. Elles
peuvent résister a des températures tres élevees, bien que par temps chaud, elles soient
principalement actives a l'aube, au crépuscule et tout au long de la nuit. Les troupeaux errent
sur de vastes zones a la recherche de la nourriture et ont tendance a se rassembler dans les zones

ou les pluies récentes ont stimulé la croissance des plantes. (Castello, 2016)
Régime alimentaire : les graminees, feuilles, fleurs, plantes succulentes.

Prédateurs principaux : Hommes, guépard, lion, léopard, hyene tachetée, python.

3.2.4 Reproduction :

Pendant la saison de reproduction, les males ont tendance a devenir territoriaux. Dans la plupart
des régions ou vit la gazelle dorcas, I'accouplement a lieu de septembre a novembre. Aprés une
période de gestation d'environ 6 mois, la femelle met au monde un seul petit voir deux dans des

cas exceptionnels. (Tableau 3) (Castelld, 2016)


https://www.manimalworld.net/pages/manictionnaire/gestation.html

Tableau 3 : Les différents paramétres de reproduction de la gazelle Dorcade.

Gestation Nombre de Sevrage Maturité sexuelle | Espérance de
naissances vie dans la
nature

9 mois pour les

femelles et 12 ans et demi

180 jours 1 rarement 2 2-3 mois
18 mois pour les

males

Le nouveau-né est délaissé par sa mére pendant 2 a 4 semaines dans un endroit sdr et vient les

nourrir plusieurs fois par jour, avant qu’il ne la rejoigne quand il est plus robuste.

<0 Dofminique Migdard

Photo 2 : Gazelle Dorcas (Dominique Mignard® 2013)

3.3 La Gazelle de Rhim :

3.3.1 Habitat et distribution :

Elle est présente dans les zones de dunes et dépressions interdunaires, s’étend largement a la

recherche d'une végétation éphémere.

On la retrouve en Algérie dans les régions de la wilaya de Ouargla, El oued, sud d’El Bayadh,

Ghardaia et Béchar. (Figure 6)
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Figure 6 : Distribution de la gazelle de Rhim (IUCN, 2016)

3.3.2 Statut :

Une espece en danger, un fort risque d’extinction dans la nature. Les effectifs diminuent depuis
longtemps en raison de la chasse incontrolée, on estime également que les deux populations
connues en Algérie et en Tunisie sont trés petites. (Mallon et Kingswood, 2001) Les quelques
enquétes de terrain récentes dans les deux pays ne font état que de petits groupes ou seulement
de pistes. Il est hautement improbable que la population restante compte plus de quelques

centaines. (Figure 7)
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Figure 7 : Statut de la gazelle de Rhim (IUCN, 2016)

3.3.3 Comportement :
Ces gazelles ont été apercues dans des groupes mixtes de 2 a 20 individus
. Régime alimentaire : Herbes, feuilles.

Principaux prédateurs : Homme guépard, chien de chasse du Cap, lion, léopard, hyéne

tachetée, ou elles étaient encore présentes dans l'aire de répartition.

En raison de la chaleur extréme de son environnement désertique, la gazelle a cornes fines se

nourrit principalement la nuit et tot le matin.



A ces moments, elles sont capables d'exploiter la rosée qui s'est formée sur les feuilles et la
teneur élevée en eau dans les plantes, toute l'eau nécessaire est obtenue de cette facon. Ces
gazelles sont connues pour devenir agressives en captivité, elles se battent souvent férocement
pour défendre leurs territoires. Leurs grands sabots évasés leur permettent de voyager dans un
sable profond ou les ennemis ne peuvent pas les suivre. Son nez bien élargi permet au sang de

se refroidir dans un réseau de vaisseaux sanguins. (Castelld, 2016)

3.3.4 Reproduction :

La période de reproduction s’étend sur toute ’année, aprés une gestation qui varie entre 156 et

169 jours, la femelle donne naissance a un seul petit (Tableau 4) (Castell6, 2016)

Tableau 4 : Les différents paramétres de reproduction de la gazelle de Rhim (Castell6, 2016)

Gestation Nombre de Sevrage Maturité Espérance de vie
naissances sexuelle dans la nature
6-9 mois pour
156-169 Jours ) 3 mois les femelles 14 ans
18 mois pour
les males

Les naissances sont en général dans les mois de janvier et février

Photo 3 : Gazelle de Rhim (THE PHOTOGRAPHER'S BLACKBELT®, 2011)



3.4 La gazelle de Cuvier :

3.4.1 Habitat et distribution :

Elle se localise au niveau des foréts méditerranéennes semi-arides ouvertes maquis et steppes
du niveau de la mer, jusqu’a 2600 m.

On la retrouve en Algérie dans les régions des wilayas de Saida, Mascara, Sidi Bel Abbes, EI
Bayadh, Naama, Djelfa et Tébessa. (Figure 8)
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Figure 8 : Distribution de la gazelle de Cuvier (IUCN, 2016)

3.4.2 Statut :

En voie de disparition. Population totale estimée a 1750 a 2950 individus (Maroc : 900 a 2000
individus ; Algérie : 560 ; Tunisie : 500) Les principales menaces sont la fragmentation et la

perte d’habitat, le surpaturage par le bétail et le braconnage. (Figure 9) (Castelld, 2016)
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Figure 9 : Statut de la gazelle de Cuvier (IUCN, 2016)

3.4.3 Comportement :

Elle a été apercue en petits groupes de sexe mélangé avec environ 4 individus, parfois jusqu’a
8.

Alimentation : herbes et feuilles d’arbustes.

Elle boit de I’eau 1a ou elle est disponible, sinon elle obtient ’humidité de la rosée et de la

nourriture.
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Principaux prédateurs : Les chacals s’attaquent aux jeunes (d’autres grands prédateurs ont

été exterminés).

Les gazelles de Cuvier passent généralement leurs journées dans des zones broussailleuses,
elles émergent la nuit pour brouter dans des vallées ouvertes, elles peuvent aussi entrer dans les

champs des agriculteurs pour manger, surtout du blé.

Certaines populations restent dans la méme zone toute ’année, mais d’autres semblent étre

nomades ou migratoires entre les régions.

Les glandes préorbitales peuvent étre employées pour marquer des objets. La vue, ’ouie et le
sens de I’odorat sont bons, et ses animaux sont considérés comme des bons grimpeurs.
(Castelld, 2016)

3.4.4 Reproduction :

La saison de reproduction s’étend dans la période d’hiver, la femelle peut donner un petit a

deux par mise-bas, apres une durée de gestation de 165 jours (Tableau 5) (Castelld, 2016)

Tableau 5 : Les differents parametres de reproduction de la gazelle Cuvier.

Gestation Nombre de Servage Maturation Espérance de
naissances sexuelle vie dans la
nature
165 jours la2 3 mois 7 a 20 mois
(Données non 12 ans
précises)

La plupart des gazelles de Cuvier naissent entre mars et mai, bien qu'il y ait une deuxieme

saison de naissance en octobre, les méres se sépareront du troupeau avant de mettre-bas.

Les nouveau-nés commenceront a manger des aliments solides, méme s'ils téteront toujours de

leurs meres. Et ceci continue jusqu’a I’age de 3 mois pour un sevrage complet.

11



Photo 4 : Gazelle de Cuvier (Huffman, 2016)

12



DEUXIEME PARTIE : CRYOCONSERVATION DES
SPERMATOZOIDES




1.Rappels sur I’anatomo-physiologie sexuelle chez le male :

La connaissance de la physiologie et I’anatomie du systéme de reproduction masculin chez cette
espéce permet de mieux adapter les mécanismes et les modalités de conservation de la semence,
ainsi que 1’intérét de faire une banque de sperme nationale afin de garantir I’avenir de la gazelle

nord-africaine qui court un grave danger d’extinction face au fléau de la chasse non contrélée.

1.1. Anatomie de I’appareil reproducteur male :

I- Les testicules :
Le testicule représente ’organe génital male a double fonction ; exocrine et endocrine.

La fonction exocrine se résume a la gamétogenese et la fonction endocrine correspond a la
sécrétion de la testostérone qui est a I’origine des caractéres sexuels primaires et secondaires

propres au male.

Le testicule de la gazelle male est de forme ellipsoidale, petit par rapport a la taille du corps, et
est suspendu verticalement dans le scrotum, il est doté d’un épididyme de grande taille tout au
long de la limite médiale a caudomediale qui est tournée pour lui faire face. L'épididyme est

fermement attaché au bord des testicules (Tableau 6)

Le testicule est couvert par la tunique vaginale qui se compose de tissu conjonctif fibreux, qui
s'épaissit sur la face caudale du testicule, ce tissu conjonctif donne naissance a un septum
testiculaire, le septum testiculaire divise le testicule en un certain nombre de lobules, chaque
lobule se compose d'un certain nombre de tubules séminiferes, il existe deux types de tubules
séminiferes a savoir les tubules alambiqués qui hébergent les spermatogonies et les tubules
striés qui sont directement connectés au rete-testis au niveau du mediastinum, les tubules
constituent la majeure partie du parenchyme testiculaire. La paroi des tubules séminiferes se
compose de lamina propria, membrane basale soutenue par des fibres réticulaires et un
revétement d'épithélium stratifié complexe composé de cellules de Sertoli et les spermatogonies
(Figure 10) (Figure 11) (Al Tamim, 2020)

L’épididyme est important pour le transport, la maturation et le stockage des spermatozoides,

ces derniers acquierent leurs motilités en traversant progressivement par celui-ci.
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Tableau 6 : dimensions des structures testiculaires en um (Al Tamim, 2020)

Parametres Structures Dimensions (1m)
Testicule Capsule 2047.3

Tubes séminiféres 2491.4
Epididyme Capsule 1673.1

Canal efférent 2106.8

Canal déférent 3108.5

Figure 10 : Coupe histologique d’un testicule de Gazella Subgutturosa (Al Tamim, 2020)

A= Capsule fibreuse, B= Tube séminifere, C= Cellule interstitielle, D= Spermatogonies

* = lumiére du tube séminifére

Figure 11 : Coupe histologique d’un testicule de Gazella Subgutturosa (Al Tamim, 2020)
* Tissu conjonctif fibreux * Canal efférent

* Canal épididymaire * Spermatozoides
14



Les testicules de la gazelle Gazella prennent des mesures variantes mais non significatives en

fonction de I’année sous I’influence de la saison de reproduction. (Saad, 2011) (Tableau 7)

Tableau 7 : Mensuration testiculaire en fonction de la saison de reproduction chez la gazelle
de montagne (gazelle Gazella) (Saad, 2011)

Les mesures juillet a septembre octobre a décembre
Circonférence scrotale (cm) 10.4+0.14 12.4+0.12
Longueur du testicule droit (cm) 3.8%0.2 4.0+0.24

Longueur du testicule gauche (cm) | 3.3+ 0.31 3.7+0.21

Largeur du testicule droit (cm) 1.8+£021 2.2+0.31

Largeur du testicule gauche (cm) 1.5+041 19+0.11

Volume testiculaire (cm3) 87+21 103.8+ 1.7

- On constate a partir du tableau précédent une légére augmentation dans la mensuration

testiculaire pendant la saison de reproduction.

Aucune planche anatomique de ’appareil génital male des gazelles n’est disponible dans la

littérature.

Il Le pénis :
Il représente l'organe copulateur male, formé de la partie spongieuse de l'uretre, des corps

caverneux et du corps spongieux.

Ces formations sont responsables de I'érection qui permet 1’accouplement et le dépot de sperme

dans les voies genitales femelles.

Une étude radiographique réalisée par AL- Ramahy (2017) a démontré que la gazelle ne

posséde qu’un seul canal dorsal allant de la racine jusqu’a I’extrémité du gland. (Figure 12)

Les espaces des corps caverneux sont remplis avec du sang a I’aide de plusieurs petits canaux

collatéraux issus de ’'unique canal dorsal.

La présence d’un seul et unique canal dorsal pousse a croire que le méale de la gazelle nécessite
plus de temps pour avoir une érection compléte par rapport aux animaux qui en possedent deux
ou trois. (AL- Ramahy, 2017)
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Figure 12 : Cliche radiographique du pénis avec produit de contraste chez la gazelle

Gazella Subgutturosa (AL- Ramahy, 2017)
a= Canal dorsal , b= corps caverneux rempli de produit de contraste

c= canaux collatéraux interconnectés, d = le gland

1.2 Physiologie de ’appareil reproducteur male :

1.2.1 La spermatogénese :

Le testicule chez les mammiferes domestiques est structuré en lobules dont chacun renferme
plusieurs tubes seéminiferes, lieu de spermatogéneése et tissu interstitiel, ce dernier est riche en
vaisseaux sanguins et lymphatiques, abritant les cellules de Leydig, responsables de la sécrétion
androgénique testiculaire. La spermatogénese est le processus de différenciation des cellules
souches germinales diploides en cellules haploides appelées spermatozoides. La connaissance
des étapes de la spermatogénese est essentielle car plusieurs anomalies peuvent se produire au

cours de ce processus, ce qui a pour conséquence, 1’obtention d’un sperme de mauvaise qualité.

La spermatogénése commence des la vie foetale avec la migration des cellules souches
primordiales et leur différenciation progressive en spermatogonies. A la puberté, les
spermatogonies vont se diviser activement sous contréle hormonal, et continueront tout au long

de la vie de ’individu.

Chez les gazelles Thomson, la spermatogenese commence des que I’individu atteint un poids

d’environ 16 kg avec un age relatif de 12 mois, cependant I’activité reproductive ne commence
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qu’aprés que les males deviennent territoriaux, et cela ne se produit qu’aprés avoir eu un
développement complet des cornes et tout le corps qui surviennent a un age d’environ 24 mois,
un trés grand pourcentage de ces derniers ont montré un sperme abondant ce qui laisse a

suggérer que la spermatogénése atteigne son maximum a cet age-la. (Hvidberg-Hansen, 1970)

En captivité, loin de toute concurrence territoriale, la gazelle Thomson peut se reproduire dés
I’age de 16 mois, ainsi la disponibilité de la nourriture peut retarder la maturité sexuelle a I'état

sauvage et l'accélérer en captivité. (Furley, 1986)

1.2.2 Les étapes de la spermatogénese :

La spermacytogénése : Les spermatogonies A, entament des divisions actives sans
différenciation ce qui garantit la régénération du stock. Parmi celles-ci, certaines vont se
différencier pour former des spermatogonies B qui se divisent a leur tour et évoluent en donnant
des spermatocytes | diploides, ces derniers vont subir la méiose, pour donner des spermatocytes
I puis des spermatides, haploides. La méiose permet donc un passage a I’haploidie,

(Nishimura, 2017)

La spermiogenese : Cette étape correspond a la différenciation des spermatides issues de
I’étape précédente en spermatozoides, ces dernieres sont mobiles et aptes a la pénétration de
I’ovocyte. La spermiogénése se résume donc en une réorganisation et une condensation du

noyau, la formation de 1’acrosome et des structures du flagelle.

La spermiation : La spermiation correspond au processus par lequel les spermatozoides
immobiles sont libérés des cellules de Sertoli dans la lumiére du tubule séminifére avant leur
passage a I'épididyme, cette étape se déroule sur plusieurs jours au bord apical de I'épithélium

séminifere. (Figure 13)

AccV Spot Magn Det WD ————— 20 um
700kV 20 3000x SE 69
: - - .

Figure 13 : Spermatozoide de gazelle Thomson sous microscopie électronique a balayage

(science.sandiegoz00.0rg)
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1.2.3 Le contrdle hormonal de la spermatogénese :

La spermatogénése est sous le controle de 1’axe hypothalamo-hypophysaire qui fonctionne de
fagon continue chez le male dés la puberté, les noyaux sécrétoires de I’hypothalamus sécrétent
des quantités croissantes de GnRH ce qui engendre une maturation des cellules gonadotropes

de I’antéhypophyse, qui a son tour élabore des taux croissants de FSH et de LH

Les cellules de Sertoli fournissent les facteurs nécessaires a la différenciation réussie de la
spermatogonie en spermatozoides. Les cellules de Sertoli possédent des récepteurs de
I'hnormone FSH et de la testostérone qui sont les principaux régulateurs hormonaux de la
spermatogenese. Des hormones telles que la testostérone, la FSH et la LH sont connues pour
influencer le devenir des cellules germinales. Leur élimination induit I'apoptose des cellules
germinales. (Figure 14) (Wistuba et al, 2009)
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Figure 14 : Controle hormonal de la spermatogénése (Wistuba et al, 2007)

1.2.4 Les caractéristiques du sperme chez la gazelle :

- Les évaluations subjectives de la qualité du sperme chez la Gazelle Dama Mhorr réalisé par
Abaigar et al (2001) ont indiqué que I'age était inversement corrélé aux mesures de la motilité

des spermatozoides.
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- Chez la gazelle de montagne (Gazelle Gazella), Saad et al (2011) avaient publié des résultats
a propos de I’analyse du sperme qui a été realisé en deux périodes différentes qui correspondent
a la saison de reproduction et en dehors de celle-ci, les résultats obtenus sont résumés dans le

tableau suivant :

Tableau 8 : Caractéristiques de la semence aprés une heure de récolte avec électroéjaculation

chez la gazelle de montagne (Gazelle Gazella) (Saad et al, 2011)

Parametres Juillet & septembre Octobre a décembre
Temps apres collecte (h) 1 1
Volume (ml) 0.19 +£0.026 0.418 + 0.077
Concentration (x10%spz /ml) 574.17 +£108.2 910 £+ 59.89
Motilité totale (%) 49 +10.46 75.33 £4.82
Motilite progressive (%) 37 £8.16 73 +4.53
Viabilite (%) 48.3 +9.03 85.33 +3.3

L’auteur avait constaté une meilleure qualité spermatique durant la période de reproduction qui
s’étend chez la gazelle de montagne d’octobre a décembre, cependant cette différence n’est pas
assez significative pour témoigner une quelconque activité physiologique saisonniére chez le

male de cette espece.

- Chez la gazelle Dorcas les prélevements ont été effectues par Howard et al (1983) sur trois
males durant toute I’année, I’évaluation a été réalisée immédiatement aprés éjaculation, les
résultats ont montré que la concentration des spermatozoides , la concentration de la
testostérone sérique, et le volume testiculaire ont tendance a étre dans des valeurs plus basses
en hiver, par rapport aux valeurs enregistrées pendant la période du printemps et de I’automne
mais cela ne représente en aucun cas une preuve de saisonnalité selon le méme auteur (Tableau
9) (Figure 15)
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Tableau 9 : Relation entre la saison et les caractéristiques du sperme, testostérone et volume

testiculaire Chez la gazelle Dorcade (Howard et al, 1983)

Parametres Décembre/Février | Mars / Mai Juin/ Ao(t | Septembre/Novembre
Volume 1.7+£0.3 1.9+0.2 1.6+0.2 2.1+0.3
d"¢jaculation | (5 5 35 (1.0-2.9) (05-27) | (1.0-3.8)
(ml)
Concentration | 235.9 () 45.9 515.4+100.7 | 338.9 £ |435.3+£84.0
6
(x10%spz /ml) 1 (105-549) (225-1040) | 413 (179-i064)
(151-523)

Mobilité 82.8+25 83.3+45 894+15 |87.2+£1.2
spermatozoides | 7_gqy (60-95) (80+95) | (80-90)
(%)
Volume 28.1+£22 284 + 23|316+19 [325+£32
testiculaire (20.5-39.1) (20.6=41.0) (26.8- (23.8=47.9)
(cm3) 43.9)
Testostérone 16+0.8 1.2+04 0.8+0.2 1.3+05
sérique (ng/ml) | 5 1.7.g) (0.3-3.9) (03-17) | (0.2-48)
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Figure 15 : Concentration mensuelle des spermatozoides, volume testiculaire et concentration

sérique de testostérone chez les trois males de gazelle Dorcas (Howard et al, 1983)
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- Une autre évaluation du sperme a était réalisée par Cassinello et al (1998) chez la gazelle
Dama Mhorr, gazelle Dorcas Neglecta et la gazelle Cuvieri, obtenu aprés électroéjaculation en
1996 entre septembre et novembre, les males qui ont été utilisés dans cette étude était en bonne
santé et en aptitude reproductive jugée excellente, I’intérét de ces résultats était d’élucider les
principales caractéristiques du sperme chez ces trois especes de gazelle et pour les considérées

comme des valeurs physiologiques préliminaires. (Tableau 10)

Tableau 10 : Caractéristiques de la semence chez trois especes de gazelle (Cassinello et al,
1998)

Paramétre G. Dama Mhorr G. Dorcas Neglecta | G. Cuvieri
Volume (pL) 1505.9 + 593.03 535.9 + 183.94 773.4 +181.66
Concentration 646.6 +£190.18 922.1 + 332.36 483.8 + 79.48
(X 10%spz ml 1)

Nombre total des | 984.4 +394.33 446.7 £112.82 4449 £137.77
spermatozoides

(X 10°)

Mouvement de vague | 2.4 £ 0.65 29x0.74 2.4 +0.62
(0-5)

Motilité individuelle | 70.6 £ 12.07 53.4 +15.69 61.6 + 13.61
(%)

Motilite  progressive | 58.1 + 12.22 49.5 +15.70 435+ 1214
(%)

Qualité de la motilité | 2.9 £ 0.48 2.9+ 0.63 2.6 £0.60
progressive (0-5)

Viabilité (%) ° 71.2 +8.86 76.5+10.98 78.3+1.96
Morphologie (%) ©

Normale 59.5 +6.81 80.6 +7.21 77.6 +4.17
Téte anormale 10.5+3.89 25+1.29 5.0+0.99
Piece médiane | 3.0 £ 0.88 1.0+ 0.33 1.5+0.37
anormale
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Piece terminale 13.8 +4.06 14.0 £ 6.97 8.4+133
anormale

Queue enroulée 1.1+0.44 0.2+ 0.15 1.2 £0.46
Gouttelette 121 +231 1.7+ 0.56 6.1+2.20
cytoplasmique

I’ntégrité de ’acrosome (%) ¢

Créte apicale normale | 68.3 +11.33 80.4 £5.06 78.7£7.90
Créte apicale 11.1+2.23 12.1+£3.72 17.2 £5.77
endommagée ou

modifiée

Créte apicale 19.9+11.13 7.5+ 296 52+2.08
manquante ou coiffe

acrosomale perdue

a = Proportion de spermatozoides progressivement mobiles parmi le total, b = Evalué par coloration a I'éosine-nigrosine ,

¢ = Evalué par coloration a I'éosine-nigrosine / Giemsa., d = Evalué par coloration au Giemsa

i. Dimensions du spermatozoide chez la gazelle :

Dans la méme étude de Cassinello et al (1998) les dimensions des spermatozoides ont été
mesurés, vingt-cing spermatozoides de chaque individu ont été mesurés pour en faire une
moyenne qui servira comme dimension moyenne pour chaque espece, les résultats obtenus sont

les suivants :

Tableau 11 : Dimensions du spermatozoide chez trois especes de gazelle (Cassinello et al,
1998)

Espéces Longueur | Largeur de la | Longueur de | Longueur de | Longueur
de la téte | téte la piéce la piéce totale
meédiane terminale
G. dama Mhorr 95+0.13 |6.5+0.08 9.4+0.09 44.2 +0.74 63.1+0.90
G. dorcas Neglecta 7.240.11b 4.0+ 0.08 10.7+0.12 46.5+0.71h 64.4 + 0.69
G. Gazella Cuvieri | 9.7+0.09 | 6.3+0.07 11,1+0.17 47.5+0.83 68.4 +0.92

Dimensions en (um)
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L’image microscopique a montré une nette différence entre la téte du spermatozoide de la
gazelle Dama et la gazelle Dorcas, la téte du spermatozoide de ce dernier apparait plus petite
par rapport a celui de la gazelle Dama et la gazelle Cuvier (Figure 16)

(a) (b), () A
o

Figure 16 : Morphologie de la téte du spermatozoide de trois espéces différentes de gazelle

(Cassinello et al, 1998)

Gazelle Dama Mohrr (a), Gazelle Dorcas Neglecta (b), Gazelle Cuvieri (c)

1.2.5 Les anomalies morphologiques du spermatozoide chez la gazelle :
i. Définition :
Appelées aussi tératospermie ou tératozoospermie, c’est une affection caractérisée par la

présence de spermatozoides de morphologie anormale, on en parle quand il s’agit d’une

production supérieure a 60% du nombre de spermatozoides totaux par éjaculat.

Le succes de l'insémination artificielle est directement lié a la qualité du sperme collecté et
I'examen morphologique microscopique des spermatozoides est I'un des tests les plus
importants pour évaluer la fertilité potentielle du sperme.

ii. Morphologie et anomalie :

Les types de défauts morphologiques les plus fréquemment observés et qui pourraient

toucher le sperme de gazelle sont classés dans le tableau suivant (Ax et al, 2000)
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Tableau 12 : Les défauts morphologiques les plus fréquents chez les gazelles (Ax et

al, 2000)

Anomalies

acrosomiales

Anomalies de la téte

Anomalies de la

piéce médiane

Anomalies de la

queue

-Acrosome bosselé
-Acrosome gonflé

-Acrosome avec des
bords anormaux

-Téte détachée
- Téte étroite

-Téte macrocéphale.

-Téte non développée.

-Piéce médiane
doublée
- Piece médiane

défectueuse

-Queue enroulée

-Queue pliée

- Chez la gazelle de sable, Saad et al (2011) avaient constaté que les anomalies

acrosomiales étaient beaucoup plus présentes que les autres anomalies. (Figure 17)

ﬁ Acrosome enflé.

B : acrosome incomplet.
C : acrosome dissout.

D : microcéphalie.

F : flagelle doublé.

G : flagelle enroulé.

.

E : épaississement de la piece médiale.

~

!

Figure 17 : Spermatozoides de gazelle de sable avec différentes anomalies sous microscope
optique (Saad et al, 2011)
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1.2.6 Les conséquences des anomalies morphologiques :

La baisse de la fertilité figure parmi les conséquences majeures lors de la tératospermie,
cependant toutes les anomalies n’influencent pas de la méme manicre la fertilité, ainsi, une
anomalie qui touche le flagelle comme un flagelle bifide ou la persistance d’une gouttelette
distale est moins grave qu’une anomalie qui touche la téte du spermatozoide ou I’acrosome, car
ce dernier intervient directement lors de la fécondation et permet le passage a travers la zone
pellucide. (Salson, 2008)

D’une autre part, les spermatozoides de donneurs tératospermes sont plus sensibles a une baisse
de la pression osmotique et les variations de spermatozoides, ce qui se traduit par une plus

grande proportion de Iésions membranaires. (Pukazhenthi et al, 2001)

2. Méthodes de récolte de semence :

La collecte de sperme est utilisee a des fins de recherches scientifiques, diagnostics et

¢valuations de la qualité des spermatozoides ou pour I’ins€émination artificielle.

Les méthodes les plus répandues chez les animaux sauvages sont : le vagin artificiel et
I’¢lectroéjaculation apres anesthésie générale, ces deux méthodes permettent la récolte d’un

sperme de bonne qualité dans le vivant de I’animal.

A noter que la méthode du vagin artificiel nécessite que le male soit entrainé d’une certaine
maniere pour qu’il soit habituer a cette méthode, ce qui fait que cette derniére n’a pas été trop
utilisé chez la gazelle, presque toutes les études qui ont été faite jusqu’a aujourd’hui utilisent

I’électroéjaculation.

Lorsque les males meurent, les spermatozoides peuvent étre récupérés de 1’épididyme soit par
méthode de rincage rétrograde ou tranchage du tissu et en récupérant les spermatozoides de
maniére appropriée. Cette méthode peut étre pratiquée jusqu’a douze heures aprés la mort d’un

animal conservé a 5°C. (Arnold, 2004)

2.1. Electroejaculation :

L’¢lectroéjaculation a été utilisée pour la premiére fois par Weisbrouth et Young (1965) chez

les primates.
Ensuite cette technique a pris de I’ampleur surtout chez les mammiferes sauvages.

Chez la gazelle I’électroéjaculation a été décrite par Holt et al (1988) Le sperme a été collecté
apres stimulation par pulsation des nerfs qui contrdlent I’éjaculation et 1’érection, a savoir les
nerfs hypogastriques, le nerf honteux interne et les nerfs pelviens.

25



La technique se fait sous anesthésie générale. L’électroéjaculation sans anesthésie générale a
été pratiqué par Haider et al (2020) chez la gazelle a goitre en mettant les méles attachés par

un filet spécial pour les immobiliser.

2.1.1 Matériels utilisés
i. Générateur :
L’¢lectro-éjaculateur, comprend quatre unités (Figure 18) :

L’oscillateur : Son amplitude varie de 0 a 20 V et la fréquence des oscillations est ajustable
entre 10 et 100 Hz.

Le controleur d’amplitude automatique : 11 détermine le stimulus envoyé a I’animal et la
durée entre les stimuli successifs. Il contréle la durée de la stimulation obtenue au niveau de la
sonde rectale et la vitesse de montée et de descente du stimulus, c'est-a-dire 1’intervalle entre 0
V et le voltage désiré ainsi que I’intervalle entre ce méme voltage et le retour a 0 V. L’¢lectro-

éjaculateur peut ainsi étre préréglé, laissant les mains du manipulateur libres.

L’amplificateur de puissance : |l multiplie le signal en provenance de ’oscillateur et du

controleur d’amplitude pour le réattribuer a la sonde rectale.

Le moniteur de puissance : Le voltage et I’ampérage peuvent étre réglés sur trois échelles (0-
5V,0-10 V, 0-50 V et 0-50 mA, 0-100 mA, 0-500 mA).

ii. La sonde rectale :

Elle est cylindrique et bipolaire. Elle est rigide, contient des électrodes en argent, en cuivre ou
en acier inoxydable, de configuration circulaire ou longitudinale, et est utilisée pour faire passer

un courant direct ou alternatif provenant d’un électro-stimulateur (Figure 18)

La sonde contient un nombre variable d’¢lectrodes, toujours orientées en position ventrale sur
la prostate et la symphyse pubienne. Pour la gazelle trois électrodes sont généralement utilisees
(Garde et al, 2008) ; (Holt et al, 1996)

Figure 18 : Electro-¢éjaculateur (Fontbonne et al, 2007)
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2.2. Protocoles anesthésiques :

Les substances les plus couramment employées sont les o-2 agonistes des récepteurs
adrénergiques (Xylazine) et les arylcyclohexamines (Kétamine), ils sont trop souvent utilisés
en combinaison, afin de réduire les effets secondaires.

Les a-2 agonistes des récepteurs adrénergiques sont caractérisés par des effets secondaires
cardiaques qui se manifestent par une dépression cardiovasculaire, ainsi que I’augmentation de
la motilité utérine, cette augmentation peut engendrer un risque chez les femelles gestantes dans

le cas d’une dose suffisamment élevée.

L'action des agents anesthésiques tel que la Xylazine peut étre réduite sous l'influence de stimuli
extérieurs, lI'animal doit étre laissé au repos, a l'abri du bruit et des excitations jusqu’a ce que

I'action atteigne son plein développement.

Comme les gazelles font partie des ruminants, I’animal doit étre mis a jeun, le tympanisme
observé en position couchée sera supprimé par le décubitus ventral pour éviter I'aspiration de
la salive et des aliments, on mettra la téte et le cou en position déclive lors de I'emploi de fortes

doses.

Les effets de la Xylazine sont annulés par I’administration de I’antidote yohimbine

(0.025mg/kg) a la fin de la manipulation.
Les différents protocoles d’anesthésie sont resumés dans le (tableau 13)

Tableau 13 : Protocoles d’anesthésie utilisés lors de 1’¢lectroéjaculation.

Espéce de gazelle Posologie et voie Références
d’administration
G. Dama Mohrr Xylazine (0.2 mg/ kg) IM (Cassinello et al, 1998)
G. Cuvieri Ketamine chlorhydrate (15 | (Garde et al, 2007)
mg /kg) 1V

G dorcas Neglecta (Holt et al, 1996)

Halothane gaz (1-6% Vv/v) (Abaigar et al, 2001)

G. Dama Mohrr Xylazine (0.8 mg/kg) IM
(Gonzalez et al, 2008)

Kétamine chlorhydrate (10
mg/kg) 1V
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2.3 Protocoles de stimulation lors de I’électroéjaculation :

En premier temps la zone entourant le rectum, les testicules et le pénis, était nettoyée avec de

I’eau et du désinfectant puis séchée.

La sonde était lubrifiée et introduite délicatement dans le rectum de facon que les électrodes
étaient orientées ventralement envers les glandes annexes, 1’introduction a été effectuée jusqu’a

10 cm de profondeur (Holt et al, 1988)

Le pénis était extériorisé au-dela du prépuce et différents protocoles ont été utilisés selon les
espéces et les études menées (Tableau 15)

Et enfin le sperme était collecté dans un récipient stérile en plastique chauffé a la température
du corps. (Garde et al, 2007)

Remarque : Le choix des dimensions de la sonde rectale différait d’une étude a une autre.
(Tableau 14)

Tableau 14 : Dimensions de la sonde rectale et des électrodes.

Espece Diametre de Longueur des Longueur de la Références
la sonde électrodes (cm) sonde (cm)
(cm)

G. Dama mohrr | 2.5 6.5 - (Cassinello et al, 1998)
G. Cuvieri 2.5 6.5 -
G. Dorcas 1.95 6 -
G. Cuvieri 2.7 5.8 29.5 (Garde et al, 2008)
G. Dama Mohrr | 2.5 5-6 - (Holt et al, 1996)
G. Dorcas 2 5 27.7
G. Cuvieri 2.7 5.8 29.5 (Garde et al, 2003)
G. Dama Mohrr | 3.2 6.6 35

Les données non fournies sont signalées par « - »
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Tableau 15 : Protocoles de stimulation.

Espéce Voltage Références

G. Dama Mohrr 5-9V (50Hz) pendant 4 secondes
avec 4 secondes de pause
intermittente

G. Dorcas 1-5 V (50 Hz) pendant 4
secondes avec 4 secondes de
pause intermittente.

(Cassinello et al, 1998)

G. Cuvieri
Séries de 4 impulsions séparées | (Garde et al, 2007)
chacune de 4 secondes de repos

G. Cuvieri Voltage initial 1 V.

+0,5 V d’une série a une autre
pendant 7 minutes.

< 10 stimulations de 4-7 V (Abaigar et al, 2001)
G. Dama Mohrr

4 secondes d’impulsion de 5-9 V | (Holt et al, 1996)

G. Dama Mohrr Suivie de 4 secondes de repos.

80 stimuli en 3 séries (S), 3-4
minutes de repos entre chaque
série.

G. Dorcas ) ) ) (Howard et al, 1983)
(S.1) 10 impulsions de 3,4 puis 5
V.

(S.2) 10 impulsions de 4 ,5 puis
6 V.

(S.3) 10 impulsions de 5 puis 6
V.

2.4 Effet de 1a manipulation, I’anesthésie, I’électroéjaculation sur la santé
de I’animal :

L'¢lectroéjaculation ne semble pas avoir d’influence sur la sécrétion hormonale surrénalienne
ou gonadique de la gazelle (Howard et al, 1983)
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Howard et al (1983) avaient supposé que I'électroéjaculation chez la gazelle anesthésiée soit
un stress physiologique minime et que I'électroéjaculation était une procédure efficace et fiable
pour collecter le sperme de la gazelle et, surtout, que les épisodes répétés n'avaient aucune
influence détectable sur la qualité de I'éjaculat a long terme, la fonction gonadique ou la santé
des individus en général. Il est également apparu que I'électroéjaculation utilisée a plusieurs

reprises au fil du temps pouvait étre utilisée pour distinguer les individus possédant le plus

il
I

i

0 Before  Before Before After 1st After 2nd Alter3rd 15min 30 min 45 min
Xylaxine Ketamine EE Series EE Series EE Series EE After EE After EE  After EE

grand potentiel de reproduction (Figure 19)
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Figure 19 : Variations sériques de la testostérone et du cortisol pendant chaque étape

d’électroéjaculation (Howard et al, 1983)



Dans le graphe de la (Figure 19) la concentration du cortisol sérique et la concentration de
testostérone n’a pas été modifiées de maniére significative lors de cette étude, Il n’existait pas
de grande différence entre le groupe de controle et le groupe d’électroéjaculation, pendant le

processus de récolte, et méme 45min apres.

2.4 Prélévement de la semence en post mortem :

Le sperme épididymaire présente une forte concentration en spermatozoides cependant la
capacité de fécondation de ces derniers augmente au cours de leurs trajets a travers I’épididyme,
et donc les spermatozoides qui sont présents dans la queue de I’épididyme ont de forte chance
de féconder I’ovule que ceux qui sont présents dans sa partie la plus proximale (George et al,
2008) donc on peut conclure que les spermatozoides de la queue de 1’épididyme sont déja

pleinement fonctionnels (Abou-Haila et al, 2000)

- De plus environ % des spermatozoides épididymaires chez les mammiféres sont contenus dans

la partie caudale de 1’épididyme (George et al, 2008)

- Saragusty et al (2006) avaient reporte le cas de déces de six gazelles males, les testicules ont
été recupéres et immergés dans une solution saline et transportés a température ambiante vers
le laboratoire dans les 24h suivant leurs morts. Et a l'aide d'un scalpel stérile, la peau et la
tunique pariétale de chaque testicule ont été enlevées, laissant la queue de 1’épididyme exposée,

Ensuite isolés et placés dans un milieu sperme-TALP préchauffé (30 °C) contenant :

NaCl 4.18% (v/v), KCI 1.862% (v/v), NaH2- PO4H20 0.95% (v/v), HEPES 0.95% (v/v),
H20 75.24% (v/v), CaCl22H20 0.95% (v/v), CaCI26H20 1.045% (v/v), NaHCI3 9.5% (v/v),
pyruvate 5% (v/v), Gentamycine 0.2% (v/v) et BSA 0.6% (Vv/v).

Ensuite des petites incisions ont été faites le long de la queue des épididymes et un lavage a été

effectué avec 5ml de solution sperme-TALP pour récupérer les spermatozoides.

Les résultats ont montré que jusqu'a 63% des spermatozoides ont survécu au processus de
congélation et de décongélation, un échantillon d’un male parmi eux semble avoir été
contaminé par du sang lors de l'extraction du sperme et seulement 15% de motilité ont été
observés apres décongélation, ce résultat s’explique par le fait que la contamination du sperme
avec des globules rouges inflige des dommages aux spermatozoides cryoconservés sous I’effet
de ’hémoglobine qui se libére aprés la lyse des globules rouges pendant le processus de

cryoconservation.
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Remarque :

1.Une fois le sperme obtenu, et I’analyse macroscopique est faite, le sperme doit étre
maintenu dans une température de 30°C dans un bain-marie loin de la lumiére en

attendant les analyses (Garde et al, 2008)

2. Tout ce qui rentre en contact avec le sperme doit étre réchauffé au préalable y compris

les solutions de dilution afin d’éviter que les spermatozoides soient endommagés.

3. Le transport du sperme vers les lieux d’analyses doit se faire en évitant les chocs
physiques ou substances chimiques qui peuvent altérer I’éjaculat et interférer avec les

résultats d’analyses.

4.Plusieurs aliquotes sont utilisées pour les différentes évaluations microscopiques.

3.Examen de la semence apreés récolte (spermogramme) :

Quelle que soit la méthode de récolte utilisée, I’examen de la semence obtenue est indispensable
pour évaluer la fertilité¢ de I’individu prélevé, la qualité de la semence est étroitement liée a sa
capacité de reésister face aux différentes techniques de conservation et aux chocs qu’elles
engendrent, ainsi que son aptitude a résister tout au long des voies génitales de la femelle

jusqu’a la fécondation de I’ovule.
L’examen de la semence englobe 1’évaluation macroscopique (la couleur, le volume, I’odeur).

Ainsi qu’une évaluation microscopique (la concentration, la mobilité, la morphologie, la
viabilite)
- L’évaluation se fait dans les 40 a 60 minutes suivant la collecte, pendant cet intervalle les

aliquotes étaient diluées dans différents milieux en fonction de 1’objectif de 1’évaluation.
Les différents milieux utilisés sont :

- Le PBS avec 5 mg d'albumine de séerum bovin/ml ; utilisé pour évaluer la motilité

individuelle des spermatozoides,

- Un milieu Tyrodes modifié avec une dilution (1 :50) pour évaluer la motilité, la morphologie,
I’intégrité de I’acrosome et la viabilité des spermatozoides. La composition du milieu Tyrodes
modifié est comme suit : 120 mmol NaCl L, 3.1 mmol KCL L*, 2 mmol CaCl; L%, 0.4
mmol MgS04 L™ ,20 mmol Hepes L ,5 mmol glucose L?, 21.7 mmol sodium lactate L?, 1
mmol sodium pyruvate L, 20 pg phénol red ml? et 5 mg bovine sérum albumine mi™.le
pH du milieu est de 7.58 (ajusté avec NaOH) (Cassinello et al, 1998)
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- Un milieu tamponné TES — TRIS pour la détermination des différents parametres de motilité

avec une dilution approximative (1 :10), la composition de ce milieu est comme suit :

(8 ml d'eau distillée, 0,482 g TES, 0,115 g de Tris, 0,04 g de glucose, 0,01 g de
streptomycine) (Abaigar et al, 2001)

3.1 Evaluation macroscopique :

I. Aspect et odeur :

-Un sperme d’aspect normal est inodore, de couleur blanche ivoire, I’opacité du sperme
correspond a une forte concentration des spermatozoides, la translucidité quant a elle
correspond a une concentration minime diluée dans le liquide séminal. (Ax et al, 2000)

-La présence des grumeaux dans le sperme récolté peut indiquer une infection.

-Une coloration rosée a rougeatre traduit une contamination par le sang, celle-ci survient lors
du prélevement post mortem généralement ou dans le vivant de ’animal quand le prélévement
interfere avec certaines pathologies urinaires. La contamination du sperme par des globules
rouges est tres néfaste et peut réduire grandement la mobilité des spermatozoides apres

décongélation (Saragusty et al, 2006)

-Une teinte verdatre est pathologique et est généralement due a une infection des glandes

annexes.

-Une légere coloration jaunatre dans le sperme traduit une contamination urinaire, celle-ci
survient lors de I’utilisation de hauts voltages pendant électroéjaculation. Le sperme récupéré

est dominé par 1’odeur urinaire.

Les effets néfastes de l'urine sur les spermatozoides sont dus, au moins en partie, a des
changements de pH et d’osmolarité, La contamination urinaire diminue considérablement la
motilité des spermatozoides, On peut donc conclure que des petites quantités d’urine dilués sont

moins nuisibles que de forte concentration (Griggers et al, 2001)

ii. Le volume :

Le volume peut étre mesuré par aspiration avec pipette graduée (Cassinello et al, 1998) ou dans

un flacon stérile a volume variable.

Le volume récupéré était tres variable, il différe d’une espéce a une autre, et au sein du méme
individu selon les fréquences de récolte. (Voir 1.2.4 Les caractéristiques du sperme chez la

gazelle)
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ii. Le pH :
Le pH est mesurable a I’aide d’un pH-metre. Les spermatozoides chez les mammiferes sont trés

sensibles aux variations du pH du milieu.

Des valeurs trop faibles ou trop élevées sont le reflet d’un défaut de sécrétion des vésicules

séminales (alcalines) ou des sécrétions prostatiques (légerement acides).

Un sperme récolte et laissé a I’air libre a tendance a s’alcaliniser, le pH jugé optimum pour une
évaluation des paramétres était compris entre [7,3 — 7,58] aprés dilution. (Gard et al, 2003)
(Abaigar et al, 2001)

3.2 Evaluation microscopique :

Cette phase a pour but de déterminer les parameétres et les caractéristiques du sperme obtenu

(concentration, mobilité, vitalité, la morphologie)

3.2.1 La concentration

Elle est estimée a 1’aide d’un hémocytométre aprés une dilution selon I’aspect du sperme
obtenu, un sperme d’aspect translucide sera dilu¢ Avec du chlorure de sodium hypertonique a
3% au 1/10™®™ ou au 1/20 *™ vu le peu de spermatozoides qu’il contient, par contre un sperme

d’aspect opaque (laiteux) doit étre dilué au 1/100 ®™ ou 1/200 *™, (Figure 20)

La nature de la solution de dilution est tres importante a déterminer et aura pour objectif la
dilution des spermatozoides d’une part et provoquer leurs morts sans lyse cellulaire d’une autre

part, afin d’arriver a les dénombrer.

Le principe général du calcul du nombre de spermatozoides figure dans la formule énoncée ci-
dessous : = spermatozoides par ml de semence = (Nombre de spermatozoides comptés x
facteur de dilution) / (Surface considérée (mm2) x profondeur des chambres)

(Cabannes,2008) Cover g‘lass Counting

chamber Filling notch
Standard Haemocytometer Chamber \ o _\‘_{,,_
[T ¥ == ] \,
:‘ Wil 1 mm Mounting
‘ | corner square support if i
| 11 ¥
/-\ L |
. ” Hi Overflow
3530 ! area

———————Middle square

Figure 20 : Hémocytomeétre (dlsweb.rmit.edu.au)
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3.2.2. Mobilité des spermatozoides :

Un examen dynamique qui s’effectue sur une platine chauffée a 37°C pour éviter le
ralentissement des spermatozoides. La motilité massale est évaluée en premier lieu, une goutte
de sperme sans dilution est déposée sur la lame et observée a faible grossissement (x 100), les
mouvements sont observés et évalués, ceux-ci sont provoqués par le mouvement des

spermatozoides. Une note de 0 a 5 est attribuée a I’échantillon observé, (Tableau 16)

Tableau 16 : Echelle d’appréciation de la motilité massale du sperme (AX et al, 2000) :

Notes | Interprétation

0 Immobilité totale

1 Mobilité individuelle

2 Des mouvements de faible amplitudes

3 Des mouvements de vagues de faible amplitudes

4 Des mouvements de vagues rapides, sans tourbillonnement
5 Des mouvements de vagues rapides, avec tourbillonnement

Dans un second temps, la mobilité progressive est déterminée a fort grossissement (x 400). Elle
est évaluée en placant 10 pL de suspension de sperme déja dilué comme décrit précedemment
voir (3. Examen de la semence apres récolte) entre une lame de verre et une lamelle 22 mm
x 22 mm préchauffée a 37 ° C (Cassinello et al, 1998) 11 s’agit du nombre de spermatozoides
qui traversent rapidement le champ de vision microscopique, les spermatozoides peuvent avoir

des différents mouvements. (Tableau 17)

Tableau 17 : Notation de la mobilité progressive (Pukazhenthi et al, 2000)

Notes Interprétation

0 Pas de mouvement.

1 Mouvements oscillants légers sans progression.

2 Mouvements oscillants et progression faible et intermittente.

3 Mouvements oscillants fléchants et progression lente réguliére.
4 Mouvements fléchants et progression réguliere vers 1’avant.

5 Mouvements fléchants avec progression rapide vers 1’avant.
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i. Analyse des spermatozoides assistée par ordinateur (C.A.S.A) :

L’analyse de la semence, assistée par ordinateur ou C.A.S.A (computer Assisted Semen
Analysis) est un logiciel utilisé afin de rendre I’évaluation de routine plus objective. L’analyse
des paramétres de mobilité des spermatozoides est rendue plus facile et plus rapide, cet examen

révele certaines différences qui ne peuvent étre mises en évidence par I’examen classique.

Le logiciel C.A.S.A. apporte des informations sur le nombre de spermatozoides mobiles, la
vitesse progressive (VSL : Velocity Straight Line), I'amplitude de déplacement de la téte (ALH
- Amplitude of Lateral Head Displcement), la rectitude (STR = VSL / VAP), la vitesse
curviligne (VCL : Velocity Curvie Line), la vitesse de trajectoire (VAP), la fréquence de
battement transversale (BCF : Beat Cross-Frequency) et la linéarité (LIN = VSL / VCL)

Cette technique a été utilisée lors de 1’étude d’Abaigar et al (2001)

3.2.3 Examen de la viabilité des spermatozoides :

La coloration a 1’éosine-nigrosine est largement utilisee pour évaluer le pourcentage de
spermatozoides vivants, un échantillon de 10 pul de sperme et 20 ul d’€osine sont mélangés avec
précaution. Aprés 30 secondes, 30 ul de nigrosine sont rajoutes et le tout est a nouveau melangé.
10 pl de ce mélange sont étalés sur lame de verre, le séchage se fait a I’air libre et I’observation
est realisée au microscope, grossissement x1000, a immersion. Les spermatozoides morts sont
colorés en rose. On compte le nombre de spermatozoides morts et vivants sur un total d’au

moins 100 spermatozoides.

3.2.4. Examen de la morphologie :

- Dans I’étude de Cassinello et al (1998) plusieurs techniques ont été citées pour I’évaluation
de la morphologie a savoir : fixation avec le formaldéhyde ou le glutaraldéhyde et la coloration
avec 1’éosine-nigrosine / giemsa. Les trois techniques ont montré de petites différences, le
formaldéhyde semblait révéler une proportion plus faible de spermatozoides normaux (avec
une légere augmentation des anomalies du flagelle), mais les différences n'étaient pas

significatives.

- Al-Eissa et al (2011) avaient utilisé le kit Spermac Stain sous microscope optique pour étudier
la morphologie, il s’agit d’un kit de diagnostic qualitatif pour la coloration des spermatozoides

humains ce Kit contient : un Colorant A : colorant rouge, Colorant B : vert péle,

Colorant C : vert et un Fixateur. (Figure 21)
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Figure 21 : Colorants Spermac stain

(Fertipro.com)

Apres avoir dilué le sperme avec 100 uL de NaCl 0,9 %, une goutte de sperme a été placée sur
une lame de verre et un frottis mince a été préparé et séché a l'air pendant 8 min, la lame a
ensuite été fixée pendant 5 min et lavée avec de l'eau distillée 5 a 6 fois. L'excés d'eau a été
éliminé avec un morceau de papier filtre et la lame a été placee dans la solution de colorant A
pendant 1 a 2 minutes avant d'étre totalement rincée et séchée. Cette procédure a été répétée
pour les solutions B et C. au final, la lame a été séchée a l'air et observée sous microscope

optique a x1000 avec huile d’immersion.

La région post-acrosomique et nucléaire sont colorées en rouge et I’acrosome, la picce
intermédiaire ainsi que la queue en vert. Ceci permet I’appréciation des anomalies
morphologiques classiques d’une part et les spermatozoides ayant entamés la réaction

acrosomique d’une autre part.

4. Conservation de la semence :

4.1. Conservation de la semence a I’état frais

Il existe plusieurs types de conservations de la semence a 1’état frais, ces méthodes varient selon

le type d’insémination artificielle voulue, On distingue d’une maniére générale selon

Decuadro-Hansen (2004) :

* ’insémination artificielle avec une semence pure : utilisation immédiate apres la récolte,

le temps de conservation ne dépasse pas 10 minutes.
* I’insémination artificielle avec une semence diluée :

Sans refroidissement : utilisable jusqu’a 30 minutes apres la récolte.
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Avec refroidissement au-dessus de 0° : de six heures a quelques jours selon les particularités

physiologiques des espéces concernées.

- Des études ont montré que le plasma séminal a un effet délétere sur leur survie in vitro apres

¢jaculation, I’incrimination de deux facteurs reste encore a confirmer a savoir :
* ’effet nocif du plasma séminal composé¢ des sécrétions des glandes annexes du tractus génital

* P’effet nocif du nombre de spermatozoides entrainant une compétition pour les éléments

nutritifs ou bien accumulation des métabolites. (Decuadro-Hansen, 2004)

La conservation de la semence fraiche a 4 °C réduit le métabolisme des spermatozoides ce qui
permet une économie de leurs réserves énergétiques et une bonne conservation de leur mobilité
qui est restaurée apres réchauffement. En revanche, des altérations membranaires se produisent

et entrainent, pour certains individus, une baisse du pouvoir fécondant des spermatozoides.

La conservation de la semence fraiche entre 15-20 °C maintient le métabolisme des

spermatozoides mais les rend plus sensibles aux éléments toxiques métabolisables.

La vitesse de la descente de température de 34 / 37 °C jusqu’a 15 °C ou 4 °C est importante.
En effet, lorsque la tempeérature descend trop rapidement, les spermatozoides subissent des
changements parfois irréversibles qui sont regroupés sous le nom de « cold shock » ou choc par
le froid. Le cold shock est un ensemble de phénomenes non entiérement connus, communs a
toutes les cellules refroidies dont les conséquences sont : diminution de la production d’énergie,
augmentation de la permeéabilité membranaire, mouvements circulaires de spermatozoides et

perte de mobilite.

Le contréle et le maintien d’une température constante pendant toute la durée d’utilisation de
la semence sont primordiaux et des progres sensibles ont été réalisés récemment avec I’emploi

de réservoirs thermorégulés.

4.1.1 Conservation a court terme chez la gazelle :

Une seule étude a été faite jusqu’a présent sur la conservation a court terme des spermatozoides
de la gazelle Mhorr a 17°C. L’étude avait pour objectif de déterminer 1’effet de ce stockage sur
les caracteéristiques principales des spermatozoides recueillis sur 18 males, & savoir : I’intégrité

de la membrane plasmatique, la motilité et I’altération de ’acrosome.

Les évaluations du sperme ont été effectuées a 0 h (dans des milieux dépourvus de jaune d'ceuf)
et aprés 24, 48, 72 et 96h de stockage dans le milieu contenant du jaune d'ceuf stocké a 17°C

(Abaigar et al, 2001)
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4.1.1.1 Protocole utilisé chez la gazelle dans la Conservation a court terme :

Apres avoir déterminé la concentration du sperme recueilli des aliquotes ont été dilués a une
concentration de 1x108 spermatozoides mI (approximativement [1 :10] a 37°C avec un dilueur
a base des tampons zwitterioniques TES et Tris (milieu TEST) et 5% (v / v) de jaune d'ceuf,

ensuite les échantillons ont été rechauffés a 37°C pour I’évaluation. (Abaigar et al, 2001)

4.1.2 Effets de la conservation a court terme sur les caractéristiques des
spermatozoides de la gazelle :

L’étude précédente a révélé que les principales caractéristiques des spermatozoides ne sont
affectées qu’apreés une longue durée de conservation, en effet une réduction significative de
l'intégrité de la membrane plasmique (révélée par coloration a I'éosine — nigrosine) n'était
évidente qu'apres 72h, une réduction significative de la proportion d'acrosomes intacts n'est
apparue qu'apres 96h. En revanche, la motilité évaluée subjectivement était presque divisee par
deux dans les 24 premieres heures de stockage et une autre diminution significative s'est
produite entre 48h et 72h (Figure 22)
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Figure 22 : Effets répercutés sur les caractéristiques des spermatozoides de gazelle Mohrr a

17°C Selon le temps de conservation (Abaigar et al, 2001)

Le résultat de cette étude était moyennement satisfaisant a condition que le temps de stockage
ne dépasse pas les 48 h.
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4.2. Conservation a long terme :

La cryopréservation de la semence prend de I’ampleur dans les derni¢res décennies, Ce sont les
spermatozoides qui, grace au glycérol, furent les premieres cellules a étre congelées de fagon
satisfaisante par POLGE, Il s’agissait de spermatozoides de coq. Mais trés vite la technique fut
appliquée a I’'TA bovine, ou elle devait rapidement connaitre un développement non atteint a ce
jour dans aucune autre espéce. Les raisons de ce succes résident dans I’intérét économique

qu’elle apporte. (Decuadro-Hansen, 2004)

Cette technique devient ensuite un outil trés précieux dans la conservation et la gestion de la
vie sauvage, surtout pour les espéces menacées telle que la gazelle. La semence cryoconservéee
est utilisable a tout moment et permet de maintenir I’hétérozygotie d’une population retenue en
captivité.

Les protocoles de cryoconservation doivent étre modifiés et adaptés pour chaque espéce.
Plusieurs facteurs entrent dans la réussite de la technique tels que le dilueur de la semence, le

cryoprotecteur, le protocole de congelation et le mode de stockage.

4.2.1 Dilueurs utilisés pour la conservation de la semence :

La connaissance des caractéristiques physiologiques du sperme est d’une grande importance
lors de la cryoconservation, une attention tres particuliére a été porte aux dilueurs, en effet le
dilueur idéal devrait avoir une valeur d’osmolarité proche de la valeur physiologique de la

semence de I’espéece concerné.

Les solutions hypotoniques provoquent un gonflement cellulaire dd au déplacement d’eau vers
le milieu le plus osmotique ce qui engendre une rupture membranaire, ces solutions sont
généralement plus nuisibles que la deshydratation cellulaire engendrée par les solutions

hypertoniques (Luvoni et al, 2003)

Le succes de la cryopréservation dépend donc des interactions complexes entre la qualité de la
semence, le dilueur, la vitesse de congeélation et décongélation, la taille et nature du

conditionnement. (Decuadro-Hansen, 2004)

4.2.1.1 Le dilueur :

Les études faites sur la gazelle se sont intéressées a certains dilueurs de refroidissement afin de
trouver le moyen idéal pour limiter les dommages causés par le froid sur la morphologie des

spermatozoides et leur mobilité.
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Les résultats indiquent que des différences existent entre les dilueurs en ce qui concerne leurs
capacités a maintenir la survie et l'intégrité des acrosomes pendant la cryoconservation des

spermatozoides de la gazelle, ceci rend le choix du dilueur, un choix extrémement important.
Les substances tampons classiquement utilisées sont (Santiago-Moreno 2019) :

- Citrate de sodium.

- Tes : acide (NTris [hydroxymethyl] méthyle-2-aminomethane-sulfonique).

- Tris : (Tris-hydroxymethyl-aminomethane).

- Hepes : le (N-(2-hydroxyéthyl) pipérazine-N’-(2-ethanesulfonic acide).

- Pipes : l'acide pipérazine-N,N’-bis(2-éthanesulfonique).

- Mes : l'acide 2-(N-morpholino) éthanosulfonique.

- Tricine : le N-(2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxyméthyl)éthyl) glycine.

-Ces substances servent de bases pour la fabrication de d’autre dilueurs tels que :

Triladyl, TEST, Egg-Yolk-Citrate, Tristrehalose, Trislactose, Andromed

4.2.1.2 Effets des différents dilueurs sur les spermatozoides de la gazelle :

L’étude de Garde et al (2003) réalisée sur la préservation de la semence de trois especes de
gazelle : G. Dama, G. Dorcas, G. Cuvieri, avait pour objectif I’évaluation de I’effet de différents
dilueurs sur les spermatozoides de ces derniéres, avant et aprées le processus de

cryoconservation.
Chez la gazelle Dama, a titre d’exemple, cinq dilueurs ont été évalués a savoir

Triladyl, TEST, Yolk-citrate, Tristrehalose et Trislactose. (Tableau 18)
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Tableau 18: Effets des différents dilueurs sur les spermatozoides de la gazelle Dama apres équilibration,

Congélation /décongélation et incubation (Garde et al, 2003)

Diluent
A (Triladyl) B (TEST) C (yolk-citrate) D (Tris-trehalose) E (Tris-lactose)

After cooling and equilibration

% Motile sperm 77.5 = 6.0(35-90)® 80.0 = 3.2 (65-90)® 67.0 = 8.2 (5-90)® 65.1 = 8.0 (1-85)" 63.0 = 79 (5-85)°
Quality of motility (0-5) 27 £02(1.0-35" 28 *0.0(2.5-3.0° 25=02(1.0-3.5* 1.8 % 0.2(0.5-3.0° 1.8 = 0.2(0.5-3.0)
Sperm motility index 66.2 = 52 (27-80)* 68.0 + 2.4(57-75)> 58.7 = 5.9(12-75)* 51.0 = 6.0 (5-72)® 49.5 + 5.8 (7-72)b
% Positive endosmosis 642 * 6.3 (27-85)> 67.0 = 5.4 (44-88)> 70.4 = 4.8(43-90)* 41.7 = 4.8(22-60)c 37.1 = 3.7 (18-49)¢
Acrosome integrity

(% NAR) 879 = 3.7(70-99)" 904 * 2.4(76-99)® 84.2 = 3.2(66-94)" 83.8 = 3.8(62-94)®* 81.6 * 3.9(59-96)"

After freezing and thawing

% Motile sperm 17.5 = 3.8 (0-40)° 43.5 * 6.0 (5-70)° 56 = 1.3(0-10)% 14.1 = 42 (0-45)>  14.6 = 3.1 (0-25)>
% Progressively motile

sperm 17.5 = 3.8 (0-40)® 40.5 = 6.5 (0-70)° 51 % 12(0-10)% 13.1 = 4.3 (0-45)>=  12.0 * 2.8 (0-25)>
Quality of motility (0-5) 2.4 * 0.2 (0-3.0" 2.5 * 0.3(0-3.5)° 1.7 = 0.3 (0-2.5)® 1.9 = 0.3 (0-3.0)® 1.9 * 0.2 (0-2.5)®
Sperm motility index 32.7 £ 44 (0-50)  47.2 * 5.8 (2-70) 19.8 = 3.7 (0-30)c 26.0 = 4.4 (0-42)bc 263 * 4.0 (0-37)bc
% Viable sperm 25.7 £33 (17-50)* 27.9 * 4.8(12-65)* 10.9 = 28 (1-33)° 22.0 = 3.6(11-48)* 219 = 2.9 (6-73)®
% Positive endosmosis 15.0 = 2.1 (4-27)® 15.3 = 1.9(9-29)b 27.8 £ 2.3 (13-36)c 18.0 = 2.0 (7-29)b 21.0 * 2.9 (9-37)bx
Acrosome integrity

(% NAR) 429 * 46(17-67)> 493 * 4.6(28-75)> 21.2 = 3.9 (4-40)c 22.8 = 4.5 (5-49)c 279 * 4.4 (11-54)¢

2-h Incubation postthawing

% Motile sperm 1.2 = 0.9 (0-10)® 25.0 = 6.2 (0-60)° 0.5 = 0.5 (0-5)° 4.1 = 3.9 (0-40)® 2.6 * 2.4 (0-25)°
% Progressively motile

sperm 0.0 = 0.0 (0-0)® 16.0 = 6.6 (0-60)° 0.5 = 0.5 (0-5)® 0.0 = 0.0 (0-0)® 0.0 = 0.0 (0-0)®
Quality of motility (0-5) 0.1 = 0.1 (0-1.5)® 1.4 * 0.3 (0-2.5)¢ 0.2 = 0.2 (0-2.0)° 0.1 = 0.1 (0-1.0)® 0.1 = 0.1 (0-1.0)®
Sperm motility index 2.1 = 1.9 (0-20)® 27.0 = 5.9 (0-55)° 22 *22(0-22)b 3.0 * 2.9(0-30)® 2.3 +22(0-22)b
% Viable sperm 21.0 = 3.0 (9-41)° 18.7 = 3.9(12-53)* 10.1 = 2.6 (0-30)° 18.9 = 3.5 (6-41)F 212 = 3.2 (4-39)®
% Positive endosmosis 16.1 = 2.2 (5-28)° 14.5 *+ 2.1 (7-29)° 17.8 = 3.9 (6-39)® 11.7 = 2.1 (4-25)° 13.0 + 2.6 4-31)®
Acrosome integrity

(% NAR) 31.0 = 44 (11-55)> 484 + 49(26-68)° 12.4 = 3.0(1-35)¢ 19.0 = 3.1 (6-73)% 216 * 2.8 (15-38)b

*Values are the mean = SEM, with ranges in parentheses. Data were examined using analysis of variance and Fisher post-hoc tests after value
transformation (arcsin for percentages and log,, for other variables).
b Different superscript letters between columns indicate statistically significant differences (P < 0.03).
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Les résultats relevés du tableau précédent montrent que la motilité des spermatozoides pré-
congelés était similaire (63% a 80% de spermatozoides mobiles) dans les cing dilueurs, bien
qu'une tendance a une moindre motilité des spermatozoides ait été observée avec les dilueurs

Egg Yolk Citrate, Tristrehalose et Trislactose.

Des proportions similaires élevées de spermatozoides avec des crétes apicales normales (82%
—90% NAR) ont été trouvés avec les cing dilueurs. L'intégrité de la membrane a ce stade était

significativement plus faible avec les dilueurs Tristrehalose et Trislactose.

Aprés congélation et décongélation, une diminution de tous les parameétres a été observée avec
les cinq dilueurs. La motilité était significativement plus élevée avec le dilueur TEST (43% de
spermatozoides mobiles) qu'avec les autres dilueurs (Triladyl, 17% ; Yolk citrate, 6% ;
Tristrehalose, 14% ; et Trislactose, 15%).

L'intégrité de la membrane était également faible avec tous les dilueurs (15% a 21%) a
I'exception du dilueur Egg-Yolk citrate, qui présentait des valeurs significativement plus
élevées (28%). L'intégrité de I'acrosome était similaire avec les dilueurs Triladyl (43% NAR)
et TEST (49% NAR), mais avec les autres dilueurs, elle a montre des valeurs significativement
plus faibles (21% -28% NAR).

Lorsque les spermatozoides ont été incubés pendant 2 h a 37°C, une perte marquée de la motilité
des spermatozoides a été observée avec les dilueurs Triladyl, Yolk citrate, Tristrehalose et
Trislactose (motilité finale, 0% a 4% de spermatozoides mobiles), et ces valeurs étaient

inférieures a celles observées avec dilueur TEST (25% de spermatozoides mobiles).

La viabilité a également diminué avec les valeurs a la fin de l'incubation, étant encore plus
faible avec le dilueur Yolk citrate. L'intégrité des acrosomes a été mieux préservée pendant

cette période d'incubation par les dilueurs Triladyl et TEST.

En résumé, le dilueur TEST a permis une meilleure préservation de la motilité chez cette
espece, bien qu'aucune différence n'ait été trouvée entre ce dilueur et le dilueur Triladyl en ce

qui concerne les intégrités de la membrane et de l'acrosome.
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- La méme étude de Garde et al (2003) a montré qu’il y avait aussi des réponses différentes
entre les especes vis-a-vis le dilueur. (Figure 23)
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Figure 23 : Comparaison entre Triladyl et TEST chez les trois espéces de gazelle
(Garde et al, 2003)
On constat de la figure précédente que les différents parametres sont mieux conservés chez la
gazelle Dorcas avec le Triladyl que les autres dilueurs contrairement aux autres espéeces (G.

Dama, G. Cuvieri) qui répondent mieux au milieu TEST.

4.2.2 Les stabilisants membranaires :

Ils interviennent lors des différents chocs osmotiques rencontrés et pour que les membranes des
spermatozoides puissent résister correctement a la congélation, Le jaune d'ceuf est généralement
considéré comme l'agent le plus efficace pour protéger les spermatozoides contre les chocs dus
au froid. Il est généralement inclus dans des dilueurs de sperme a 20 %, mais son efficacité

n’est pas prouvée pour toutes les especes.
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L'action protectrice du jaune d'ceuf est due aux lipoprotéines contenues dans la fraction a faible

densité. (LDL : Low Density Lipoprotein)

-Dans I’étude réalisée par Holt et al (1996) sur la gazelle dama Mohrr qui avait pour objectif
I’évaluation de 1’effet de la concentration du jaune d’ceuf dans le dilueur TEST comme
stabilisant membranaire, deux concentrations de jaune d’ceuf ont été évaluées a savoir 5% et
20%. (Figure 24)
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Figure 24 : Effet de la concentration du jaune d’ceuf sur I’intégrité de I’acrosome (a)
Et sur la proportion de spermatozoide mobile (b) chez la gazelle Dama Mohrr

(Holt et al, 1996)

Les résultats indiquaient que les dommages acrosomaux eétaient significativement et
linéairement augmentés avec 1’augmentation de la concentration de jaune d'ceuf dans le dilueur
TEST, des différences tres significatives de réponses entre les animaux ont été observées aussi.
- Garde et al (2008) ont effectué une comparaison entre les deux milieux TEST et REYG avec
différentes concentrations de jaune d’ceuf afin d’élucider leurs effets sur les spermatozoides de

gazelle de Cuvier. (Tableau 19) (Tableau 20) (Tableau 21).
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Tableau 19 : Résultat de I’expérience de ’effet de ’augmentation du jaune d’ceuf de 5% a 20%

sur les spermatozoides de gazelle Cuvier (Garde et al, 2008)

Diluent
TEST (5% egg yolk, TEST (20% egg TEST (5% egg yolk,
6% glycerol) yolk, 6% glycerol) 4% glycerol)
After cooling and equilibration
Sperm Motility Index (SMI) 58.8 + 3.1 57:2: 25 56.9 = 3.0
%Positive endosmosis 51.5 + 8.2 52.0 + 6.5 39.9 + 5.3b
Acrosome integrity (%NAR) 745 £ 4.7 74.6 £ 6.0 76.5 =43
After freezing and thawing
Sperm Motility Index (SMI) 447 + 1.9%b 29.7 + 4.9 34.1 +£42°
Acrosome integrity (%NAR) 19.8 &+ 3.8 13.1 &£ 3.0 185 =44
2 h incubation post-thawing
Sperm Motility Index (SMI) 23.4 £ 4.5%P 6.9 £+ 4.2° 12.6 + 5.8°
Acrosome integrity (%9NAR) 11:9:F:1.9 0:1:k 1.7 71 &= 131

Values are means & S.E.M. (N=8). Data were examined using paired r-tests, after value transformation (arcsin for
percentages and log;o for other variables).

# Similar letter between columns indicate statistically significant differences (p <0.04).

b Similar letter between columns indicate statistically significant differences (p <0.04).

Une augmentation de la concentration de jaune d'ceuf de 5% a 20% dans le dilueur TEST a
entrainé une diminution significative de I'indice de motilité des spermatozoides (SMI) lors de
la congélation et de la décongélation, une diminution plus élevée de la motilité a également été
observée 2 h apres la décongélation lorsque les spermatozoides étaient conserveés avec 20% de
jaune d'ceuf que lorsque 5% de jaune d'ceuf était utilisé. En revanche, aucune différence n'a été
observée dans la proportion moyenne d'acrosomes intacts lorsque les spermatozoides étaient

cryoconservés dans TEST avec 5% ou 20% de jaune d'ceuf.
Remarque :

Des variations entre les males dans la réponse a une concentration plus élevée de jaune d'ceuf
ont été observées par le méme auteur dans la motilité des spermatozoides et l'intégrité des

acrosomes apres la décongélation.
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Tableau 20 : Résultat de comparaison entre TEST 5% jaune d’ceuf 6% glycérol et REYG 20
jaune d’ceuf 6% glycérol dans la préservation des spermatozoides de gazelle Cuvier (Garde et
al, 2008)

Diluent
TEST (5% egg yolk, 6% glycerol) REYG (20% egg yolk, 6% glycerol)
After cooling and equilibration
Sperm Motility Index (SMI) 546 £33 546 + 3.1
%Positive endosmosis 43.7 £ 4.3 51.2 £ 4.5°
Acrosome integrity (%NAR) 65.2 £54 69.0 £ 6.3
After freezing and thawing
Sperm Motility Index (SMI) 341 £33 405 £ 34
Acrosome integrity (%eNAR) 224 £ 45 231 =44
2 h incubation post-thawing
Sperm Motility Index (SMI) 16.6 £ 4.0 152 £ 38
Acrosome integrity (%NAR) 92+ 1.8 120 =+ 2.6

Values are means+ S.EM. (N=14). Data were examined using paired t-tests after value transformation (arcsin for
percentages and log for other variables).
4 Similar letter between columns indicates statistically significant differences (p <0.03).

Une concentration du jaune d’ceuf a 20% été bénéfique dans le dilueur a base de raftinose
REYG (REYG un dilueur utilisé a l'origine pour la cryoconservation de sperme de taureau
(Nagase et Graham, 1964) ; (Nagase et al, 1964)

Lors de la congélation et de la décongélation il y avait un pourcentage de motilité
significativement plus élevé et une tendance a un SMI plus élevé dans REYG que dans TEST,
mais aucune différence n'a été observée dans l'intégrité de lI'acrosome entre les dilueurs (non
significative). Aprés 2h d’incubation il n'y avait pas de différences significatives entre les

dilueurs.

Ces resultats suggerent que le dilueur a base de raffinose (REYG) était significativement
meilleur pour la préservation des intégrités de la membrane et de lI'acrosome pendant le
refroidissement et I'équilibration et nettement meilleur pour la préservation de la motilité

pendant le processus de congélation et de décongélation.

Les différences ont été annulées a la fin de la période d'incubation post-décongélation car une
meilleure survie a eu lieu dans TEST que dans REYG probablement en raison du fait que ce

dernier dilueur ne contient pas de sucre qui pourrait étre métabolisé par les spermatozoides.
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Tableau 21 : Résultat de comparaison entre REYG 20% jaune d’ceuf,6% glycérol et REYG
5% jaune d’ceuf 6% glycérol dans la préservation des spermatozoides de gazelle Cuvier (Garde

et al, 2008)

Diluent
REYG (20% egg yolk, 6% glycerol) REYG (5% egg yolk, 6% glycerol)
After cooling and equilibration
Sperm Motility Index (SMI) 51.0 £6.0 40.0 + 8.1
9oPositive endosmosis 534 £ 11.0° 37.0 £ 9.3
Acrosome integrity (%NAR) 71.6 = 149 654 + 14.2
After freezing and thawing
Sperm Motility Index (SMI) 39.0 &+ 3.6 37.0 £ 2.6
Acrosome integrity (%NAR) 142 + 4.2 14.6 + 6.0
2 h incubation post-thawing
Sperm Motility Index (SMI) 5.1 £5.1 95+ 6.5
Acrosome integrity (%NAR) 6.6 = 1.7 8.8 £4.0

Values are means £+ S.E.M. (N=8). Data were examined using paired t-tests after value transformation (arcsin for
percentages and log;q for other variables).
# Similar letter between columns indicates statistically significant differences (p <0.02).

Les résultats de ce tableau montrent que REYG contenant 20% de jaune d'ceuf a entrainé un
pourcentage de spermatozoides mobiles significativement plus élevé, une tendance a un SMI
plus élevé, un pourcentage d'endosmose positive significativement plus élevé et une tendance
a un pourcentage plus élevé de spermatozoides d'acrosomes intacts que REYG avec 5% de

jaune d’ceuf.

Ces différences ont été maintenues aprés congeélation et décongélation, bien qu'aucune d'entre
elles n‘ait atteint le seuil de signification. Aprés décongélation, une incubation de 2 h n'a
entrainé aucune différence entre les dilueurs. Ces résultats suggerent qu'une concentration plus
¢levée de jaune d'ceuf (20%) dans un dilueur a base de raffinose (REYG) semble étre meilleure

pour la cryoprotection.

4.2.3. Le cryoprotecteur :

Les cryoprotecteurs sont des molécules qui interviennent dans le cadre de la congélation de la
semence, ils protegent la cellule contre les cristaux de glace, en effet, des lésions membranaires
sont observées pendant ce processus, elles sont dues dans la majorité des cas a la cristallisation

de I’eau, ils interviennent essentiellement en abaissant le point de fusion de ce dernier. (Saad,
2010)
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Le glycérol est le cryoprotecteur le plus utilisé dans les études, mais le recours a d’autres
molécules est possible aussi comme le Diméthylsulfoxyde (DMSO) qui a été utilisé dans
I’étude de Saragusty (2006) sur la gazelle Gazella et la gazelle Dorcas ou Ethyléne glycol et

le Propylene glycol.

-Aucune étude jusqu’a présent n’a fait 1’objet d’une comparaison entre 1’effet des différents

cryoprotecteurs sur la semence de la gazelle.

-Le glycérol a été largement étudié chez la gazelle, Garde et al (2008) ont évalué deux

concentrations, a savoir le glycérol & 6% et a 4% dans le milieu TEST (Figure 25)
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Figure 25 : Résultat de comparaison entre Glycérol a 6% et a 4% dans le dilueur TEST chez
la gazelle Cuvier (Garde et al, 2008)

Le graphe (C) indique que la concentration du glycérol a 6% dans le milieu TEST préservait

un index de motilité spermatique plus élevé que celle a 4% pour le méme individu.

4.2.4. Le milieu nutritif :

L’apport de sucres est indispensable et apporte 1’énergie nécessaire aux spermatozoides afin de
les maintenir en vie, nombreux sont les sucres qui ont été utilisés a travers les études tels que

le Glucose, Fructose, Raffinose ... etc.

- Dans I’étude de Garde et al (2008) réalisee sur la gazelle Cuvier I’effets de différents sucres

ont été comparés (Tableau 22) (Tableau 23)

49



Tableau 22 : Résultat d’analyse de I’effets de remplacement de glucose par le fructose et

’ajout du lactose dans le milieu TEST Sur les spermatozoides de gazelle Cuvier (Garde et al,
2008)

Diluent
TEST TEST (—Glucose + Fructose) TEST (+Lactose)
After cooling and equilibration
Sperm Motility Index (SMI) 504 + 7.3 532 £ 5.6° 282 + 7.8%P
%Positive endosmosis 33.9+ 712 39.7 + 7.5 21.1 + 6.22b
Acrosome integrity (%NAR) 74.6 £ 5.7 69.6 + 7.4 69.0 £ 6.7
After freezing and thawing
Sperm Motility Index (SMI) 354 £ 4.6* 27551 182 + 5.0*
Acrosome integrity (%NAR) 19.6 + 5.0° 239+ 72 26.3 + 5.0?
2h incubation post-thawing
Sperm Motility Index (SMI) 13.9'4:5:1 6.4 +43 6.8 =44
Acrosome integrity (%NAR) 71 +1.9 76+29 76+ 19

Values are means +S.E.M. (N=7). Data were examined using paired t-tests after value transformation (arcsin for
percentages and logy for other variables).

4 Similar letter between columns indicate statistically significant differences (p <0.05).

b Similar letter between columns indicate statistically significant differences (p <0.05).

Les résultats ont montré que le fructose na eu aucun effet bénéfique ou nefaste sur la
cryoconservation par rapport au glucose. La comparaison des parameétres du sperme apres
refroidissement, équilibration, congélation-decongélation et une incubation de 2 h apres
décongélation n'a montré aucune difference statistiquement significative entre TEST avec
glucose et TEST dans lequel le glucose a été remplacé par du fructose, d'autre part, I'ajout de

lactose a conduit a de mauvais résultats de cryoconservation.

Tableau 23 : Résultat d’analyse de I’effets du remplacement de glucose par le raffinose et

I’ajout du raffinose dans le milieu TEST Sur les spermatozoides de gazelle Cuvier (Garde et
al, 2008)

Diluent
TEST TEST (+Raffinose) TEST (—Glucose + Raffinose)
After cooling and equilibration
Sperm Motility Index (SMI) 583+ 117 233 +£ 130 233 + 13.0
%Positive endosmosis 147 £ 3.8 47+ 1.7 53+48
Acrosome integrity (%NAR) 78.0 £ 5.2 79.7 £ 1.92 76.0 £ 2.6*
After freezing and thawing
Sperm Motility Index (SMI) 375+ 210 15.8 + 10.2 142+ 74
Acrosome integrity (%NAR) 280+ 79 29.3 + 109 26.7 £ 4.2
2 h incubation post-thawing
Sperm Motility Index (SMI) 03 +0.2 02 +0.2 02+02
Acrosome integrity (%NAR) 13.7 £ 10.2 19.3 4-7.7 133 + 49

Values are means = S.E.M. (N=3). Data were examined using paired t-tests after value transformation (arcsin for
percentages and log;q for other variables).

# Similar letter between columns indicates statistically significant differences (p <0.04).
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Le tableau précédent a montré que le raffinose, lorsqu'il était ajouté au dilueur TEST avec ou
sans glucose, avait tendance a étre nuisible. La motilité des spermatozoides était beaucoup plus
faible dans TEST avec du raffinose et avec ou sans glucose que dans TEST contenant
uniquement du glucose. Les différences, cependant, n'étaient pas statistiquement significatives

probablement en raison du nombre réduit de males utilisés dans cette expérience.

L'intégrité des acrosomes n'a montré aucune différence lorsque les spermatozoides étaient

cryoconservés dans des dilueurs avec du raffinose et du glucose ou avec de le raffinose.

Dans I'ensemble, les résultats suggérent que le remplacement ou I'ajout de sucres au

dilueurs TEST contenant du glucose n'a pas amélioré la cryoconservation.

4.2.4 Technique de cryoconservation chez la gazelle :

Une fois le sperme choisi pour la cryoconservation (ce choix dépend des évaluations

précédentes)

-Le sperme sera centrifugé a 700 g pendant 5 minutes a température ambiante, le surnageant
sera jete et le culot de sperme doit étre remis en suspension avec un dilueur choisit (Garde et
al, 2005)

- L’ajout du dilueur peut se faire en une seule étape avec le dilueur réchauffé a 30°C comme
décrit par Garde et al (2003) ; Garde et al (2008) ou d’une fagon progressive en mélangeant
des gouttes de 25uL du dilueur avec le sperme [1 :1] (Holt et al, 1996) et laissé a température
ambiante (20°C) ensuite le mélange est charge dans des paillettes en plastique de 0,25 ml, puis
refroidi lentement pendant 1.5 ha 5°C (=0.16 C/min) (Garde et al, 2003) ; (Garde et al, 2008)
oua5°C (- 0,25°C/min) (Holt et al, 1996) et laissées pour équilibration dans cette température
pendant 2h (temps de réfrigération total a cette température est de 3.5 heures), Ensuite les
paillettes sont congelées dans la vapeur d’azote a 4cm de la surface du liquide pendant 10 min,

puis plongées dans le liquide d’azote. (Garde et al, 2003) ; (Garde et al, 2008)

La décongélation se fait dans un bain marie a 37° pendant 30 secondes Pour l'insémination
artificielle, les paillettes seront chargées dans des pipettes d'insémination (IMV-Cassou,
France) et le sperme sera injecté dans les cornes utérines dans les 2 min suivant la décongélation
(Holt et al, 1996)
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Une autre méthode de cryoconservation a été décrite par Saragusty et al (2006) en utilisant un
dispositif de congélation a gradient thermique multiple (MTG-516, IMT Ltd.) le protocole était

comme suit :

La centrifugation a été faite a 1500 x g pendant 10 min et le sperme et remis en suspension
dans le dilueur a une concentration entre 28.9 et 62.8 x 10° mL? et laissé pour s’équilibrer
pendant une heure & température ambiante puis refroidi pendant 3h a 5° (0.1°C/min) en

submergeant les tube dans un bain marie dans le réfrigérateur.

Une fois refroidi, le sperme a été conditionné dans trois & quatre HollowTubesTM de 8,5 ml
pré-réfrigérés (IMT Ltd.) par animal. Les tubes ont ensuite été congelés en utilisant le dispositif
de congélation a gradient thermique multiple (MTG-516, IMT Ltd.) avec température de départ
(bloc A) réglee a 5°C, température finale (bloc B) réglée a -50°C et chambre de collection réglée

a -100°C comme décrit précédemment par Arav et al (2002) ensuite conservés dans 1’azotes.

La décongelation a été realisée en laissant les tubes a température ambiante (22° / 23°) pendant

90 secondes puis a 37° pendant 60 secondes dans un bain marie.

Ainsi cette partie prend fin, ’autre partie concernant la physiologie de la reproduction de la
femelle, synchronisation de I’eestrus, insémination artificielle chez la gazelle sera traitée dans
le MASTER COMPLEMENTAIRE EN MEDECINE VETERINAIRE...
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CONCLUSION

La gazelle dans le monde court un grave danger d’extinction massive, on note déja une espece

qui est probablement éteinte sur le sol Algérien (pas de mise a jour officielle)

Les techniques de reproduction assistée et conservation de la semence peuvent inverser la
donne, bien que les protocoles d’anesthésie soient similaires pour la majorité des especes
sauvages, 1’électroéjaculation differe par ses protocoles et ses sondes pour des raisons purement

anatomiques.

La technique de cryopréservation affecte énormément les caractéristiques de 1’ensemble des
spermatozoides, il est donc primordial de choisir des bons reproducteurs quand cela est
envisageable pour garantir un taux de survie et de mobilité post décongélation suffisant pour

une eventuelle insémination artificielle, d’ou I’utilité du spermogramme.

La composition de la solution de dilution est la piece clé pour avoir un taux de mobilité et de
survie élevée, cependant les spermatozoides des mammiferes ne réagissent pas tous de la méme

facon vis-a-vis la composition de la méme solution.

Bien que les résultats obtenus jusqu’a présent soient acceptables, les recherches scientifiques
doivent étre encore plus poussées afin d’avoir un protocole de cryoconservation bien adapté a

cette espece.
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RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail est une contribution dans le domaine de la reproduction des animaux sauvages,
il a pour objectif I’apport des connaissances nécessaires qui serviront de base pour les futurs
travaux de recherches concernant la gazelle, en effet quelques insuffisances entourant la
cryoconservation des spermatozoides de cette derniére ont été évoquées, cela permettrait de

diriger les chercheurs vers les points non traités jusqu’a aujourd’hui.

La maitrise de la cryoconservation est 1’élément clé pour sauver les animaux en voie de
disparition, combinée a I’insémination artificielle, elles constituent un atout pour renverser la
situation, pour cela il faudrait d’abord caractériser le cycle sexuel de la gazelle et développer

des protocoles de synchronisation des chaleurs pour qu’ils soient bien adaptés a cette espece.

D’autres études de fécondation in vitro et transfert embryonnaire sont encore en période d’essai
préliminaire, ces techniques de biotechnologie offrent de meilleures perspectives concernant la

reproduction de la gazelle.

Et puisque ce sont nos animaux qui sont menacées, nous recommandons que l’autorité
compétente prenne ce probleme avec un degré élevé de sérieux et contribue au financement des
travaux de recherches sous la tutelle du ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche

scientifique.
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ABSTRACT

The gazelle belongs to the bovidae family, a very diverse family that includes several genera of
animals, these species are in serious danger in the world and especially in Algeria where some
sources suggest the extinction of one species among the four that there resident.

The studies carried out to date on these species have given acceptable results on the
cryopreservation of their seeds, they have also shown that the sperm quality is strongly
influenced by their breeding seasons without this constituting proof of the seasonality of their
spermatogenesis. , which constitutes one more argument to collect collections intended for
cryopreservation in the middle of the breeding season. As for electroejaculation, it remains the
most widely used and safest collection method in this species, evaluations of serum cortisol and
serum testosterone during and after stimulation protocols have shown that this approach has no

effect. harmful to the health of the animal.

The different studies carried out on the diluers have shown that there are different responses
between each species to the same solution and that the concentration of a certain component

can reduce or on the contrary increase the spermatic qualities after thawing.

Keywords : Gazelle, Algeria, Cryopreservation Spermogram Electroejaculation,



RESUME

La gazelle appartient a la famille des bovidés, une famille trés diversifiée qui compte plusieurs
genres d’animaux, cette espéce court un grave danger dans le monde et surtout en Algérie ou

certaines sources suggerent I’extinction d’une espece parmi les quatre qui y résident.

Les études menées et publiée jusqu’a ce jour sur ces espéces ont donné des résultats acceptables
sur la cryoconservation de leurs semences, elles ont montré aussi que la qualité spermatique est
fortement influencée par leurs saisons de reproduction sans que cela constitue une preuve de
saisonnalite de leurs spermatogénéses, ce qui constitue un argument en plus pour faire les
collectes destinées a la cryoconservation en plein milieu de la saison de reproduction.
L’¢lectroéjaculation quant a elle reste le moyen de collecte le plus utilisé chez cette espece et
le plus sdr, les évaluations du cortisol sérique et la testostérone serique pendant et apres les
protocoles de stimulation ont démontré que cette approche n’avait pas d’effet néfaste sur la

santé de ’animal.

Les différentes études menées sur les dilueurs ont montré qu’il y avait des réponses différentes
entre chaque espéce vis-a-vis la méme solution et que la concentration de certain composant

peut réduire ou au contraire augmentés les qualités spermatiques apres décongélation.

Mots clés : Gazelle, Algérie, Cryoconservation, Spermogramme, Electroéjaculation.
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