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Introduction général 

  En Algérie, le cheptel ovin composé d’environ 23 millions de tête est la première source de 

viandes rouges. (MINISTEREDEL’AGRICULTURE ETDEVELOPPEMENT RURAL 

; 2010).Cependant, ce cheptel ne permet pas de couvrir la demande nationale, de plus en 

plus croissante (CHEMMAM, 2007. Cette situation contraigne les autorités à recourir à son 

importation avec des factures colossales (170 millions de dollars pour le premier semestre 

de2016, MINISTERE DU COMMERCE ; 2016). L’accroissement de l’effectif, 

l’amélioration génétique ainsi que le développement de la productivité de notre cheptel ovin, 

permettrait de diminuer les coûts d’importation de cette denrée et contribuera à 

l’autosuffisance. Ceci est rendu possible grâce à l’application de l’insémination artificielle 

au moyen d’une semence conservée (MANAFI,2011 ;VISHWANATH, 2003). 

 

  En effet, la conservation de la semence, notamment la cryoconservation est la seule 

technologie permettant la diffusion du progrès génétique à grand échelle. Aussi, elle permet 

de créer des banques de matériel génétique d’animaux menacés de disparition ou morts. En 

effet, il est possible de préserver la génétique des animaux morts ou abattus à partir du 

sperme épididymaire (EHLING et al., 2006 ; FICKEL et al., 2007).La collecte de sperme 

épididymaire d'animaux abattus est également une alternative intéressante dans le cadre de 

l'expérimentation avec une facilité d'accès à la semence par rapport à la collecte sur des 

animaux vivants (Nichi et al., 2007). 

 Au cours du processus de conservation, les spermatozoïdes subissent un grand stress 

(manipulation, refroidissement…) ce qui conduit à un excès de leur consommation 

d’oxygène et par conséquent un excès de génération des espèces réactives de l’oxygène 

(ERO) engendrant un épuisement des antioxydants des cellules spermatiques, c’est le stress 

oxydatif. La première cible des ERO est la membrane plasmique induisant la peroxydation 

des lipides. Cette dernière peut affecter plusieurs fonctions de la cellule spermatique telles 

que la mobilité et la réaction acrosomique(GUERRA etal,2004). 

 

  D’ailleurs, les dommages des membranes plasmiques des spermatozoïdes durant la 

cryoconservation est la principale cause de la perte de la fertilité. (AGARWAL et al.2014 ; 

AITKEN et al. 1991 ; DARIN-BENNETT et WHITE, 1977). En outre, le sperme du bélier 

comporte un taux élevé en acides gras polyinsaturés lui rendant très susceptible à la 

peroxydation des lipides. La lutte contre le stress oxydatif, notamment la peroxydation des 



 
 

 
 

lipides, durant la cryoconservation du sperme du bélier est une approche indéniable pour 

améliorer la qualité du sperme post conservation en vue d’augmenter sa fertilité après 

l’insémination. De ce fait, l’objectif du présent travail est d’étudier l’impact de traiter le 

sperme du bélier par des antioxydants sur sa qualité après cryoconservation.
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I. Anatomie de l’appareil génital du bélier  

L’appareil génital male est formé par l’ensemble des organes chargés de la production 

du sperme et son dépôt dans les voies génitales femelle où se réalise la fécondation 

(BONNES et al., 2005). 

Elle comprend : les testicules, les voies spermatiques extra-testiculaires, les glandes annexes 

et le pénis.  

I.1 Testicules 

Ce sont des gonades pairs ; de forme sphéroïde ; longuement pendants entre les cuisses en 

position sous-inguinale, doués d’une double fonction : exocrine et endocrine. 

 La fonction exocrine est la gamétogénèse ou spermatogénèse, elle est assurée par les 

tubes séminifères qui ; à partir de la puberté ; sont engagés dans la production 

généralement continue d’un grand nombre de spermatozoïdes. 

 La fonction endocrine est assurée par les cellules de leydig, qui sont regroupées dans 

le compartiment inter tubulaire en formant une glande interstitielle responsable de la 

sécrétion des hormones males : les androgènes (DADOUNE et DEMOULIN ,1991 ; 

BONNES et al., 2005). 

I.1.1 Taille des testicules 

la taille des testicules  varie selon plusieurs facteurs (race, individus ; stade physiologique...); 

elle est en moyenne de 10cm de long, 6cm de large et 6cm d’épaisseur.son poids unitaire en 

moyenne est entre 250 à300 grammes (BONNES et al., 2005). 

Le rapport poids testicule/poids du corps est égal à 1/200 ; ce rapport est élevé 

comparativement à d’autre espèces telles que :  

*l’homme (1/500) 

*le lapin (1/700) 

* le taureau (1/640) (VAISSAIRE, 1977;DADOUNE et DEMOULIN, 1991). 

I.1.2 Les enveloppes testiculaires  

Les testicules sont protégés et soutenus par 3 couches  d’enveloppes superposés, de 

l’extérieure vers l’intérieure, nous citerons : 
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I.1.2.1 Enveloppe superficielle : le scrotum 

 peau du scrotum : mince, élastique et très souple. Commune aux deux 

testicules, elle a une forme plus au moins bien délimitée. 

 dartos : constitué de fibres musculaires lisses et de fibres élastiques, forme un 

sac autour de chaque testicule.(BONNES et al.,2005) 

 Rôle : maintenir les testicules à une température idéal à la formation et la 

maturation des spermatozoïdes, soit autour 32°C, c’est-à-dire 4 à7°C en 

dessous de la température corporelle .tous ça est grâce aux contractions 

musculaires qui provoquent des rides du scrotum en cas de froid (BONNES, 

2005 ; CASTONGNON, 2010). 

I.1.2.2 Enveloppe intermédiaire : la tunique celluleuse 

 est un tissu conjonctif très mobile situé entre le scrotum et les enveloppes 

profondes. 

 Rôle : protecteur, il permet au testicule et son sac fibreux de fuir en cas de 

choc ou de compression. 

I.1.2.3 Enveloppe profonde  

 sac fibreux : forme un sac autour de chaque testicule prenant naissance dans  

l’abdomen et passant par l’anneau inguinal. Chaque sac est fermé par deux 

tuniques : 

 la tunique vaginale qui correspond au feuillet externe du péritoine 

 la tunique fibreuse de nature conjonctive. 

 Rôle : permet la fixation du crémaster et la protection du testicule. 

 Crémaster : muscle rouge, strié, fixé dorso-latéralement sur chaque sac fibreux. 

 Rôle : thermorégulateur, grâce à ses contractions importantes, il éloigne ou 

rapproche le testicule du corps. (BONNES et al., 2005) 
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Figure 1: Anatomie des enveloppes testiculaires 

 

I.1.3 Anatomie des testicules  

Le testicule à son rôle est revêtu par une capsule fibreuse appelé albuginée, qui s’invagine et 

délimite des lobules testiculaires. Chaque lobule contient des tubes séminifères. 

   A la sortie d’un lobule, les tubes séminifères se jettent dans un tube droit.  L’ensemble des 

tubes droits s’anastomosent dans le corps de Highmore et forment un réseau de canaux, le 

rete-testis qui se dirige vers la tête de l’épididyme (BONNES et al., 2005). 

 

Figure 2: structure interne du testicule et l’épididyme (Frandson et al., 2013) 
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I.2 Voies spermatiques extra-testiculaires  

I.2.1 Epididyme  

 C’est un organe plaqué sur l’arrière du testicule auquel il fait suite ; d’une longueur de 60m 

chez le bélier, reliant les canaux efférents (à la sortie du testicule) au canal déférent. 

Il se divise en trois parties : la tête, le corps et la queue. Cette dernière est le lieu de 

récupération du sperme chez les animaux morts ou abattus.  

Autour de ce canal, on note la présence d’une mince couche de fibres musculaires lisses dont 

les contractions permettent le transit des spermatozoïdes (DACHEUX et al., 2001 ; BONNES 

et al., 2005). 

Les spermatozoïdes, après leur production dans les testicules, sont acheminés vers 

l’épididyme. C’est au niveau de la queue de l’épididyme qu’ils sont stockés. La queue de 

l’épididyme contient plus de 70% des réserves de spermatozoïdes (20 à 40 milliards). 

C’est à l’intérieur de ces tubules que les spermatozoïdes acquièrent leurs motilités et leur 

pouvoir fécondant (CASTONGNON, 2010). 

I.2.2 Canaux déférents  

Faisant suite au canal épididymaire. D’abord, il est contourné ; puis il devient droit pour 

franchir l’anneau inguinal et gagner la cavité abdominale. 

  Chaque canal atteint la face dorsal de la vessie où il se renfle en une ampoule avant de se 

jeter dans l’urètre (BONNES et al., 2005). 
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Figure 3: Diagramme représente la structure de testicule, l’épididyme et le canal déférent 

(Robaire, 2006). 

I.2.3 Urètre  

C’est un canal impair, sert à la fois à l’excrétion de l’urine et du sperme (BONNES et al., 

2005). Il comporte trois parties : 

 *L’urètre pelvien, logé dans le bassin 

 *Le bulbe de l’urètre, où il quitte le bassin en réalisant une courbure bien marquée. C’est à ce 

niveau qu’apparaissent les formations érectiles : le corps spongieux et le corps caverneux 

 *L’urètre pénien. 

I.3 Glandes annexes  

Glandes exocrines qui sécrètent la quasi-totalité su plasma séminal (partie liquide du 

sperme) ; ce sont les deux vésicules séminales, la prostate et la glande bulbo-urétrale de 

cowper. 

I.3.1 Vésicules séminales  

Se situe au-dessus de chaque canal déférent, et déverse sa sécrétion dans l’urètre par le canal 

éjaculateur qui résulte de la fusion du canal excréteur de la glande avec la portion terminale 

du canal déférent (BONNES et al., 2005). 

I.3.2 Prostate 

Organe impair, coiffe l’urètre près du col de la vessie. C’est un agglomérat de glandes 

possédant chacune son canal excréteur et qui peuvent former un renflement visible appelé le 

corps de la prostate (BONNES et al., 2005). 
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I.3.3 Glandes bulbo-urétrales de cowper  

Elles sont situées dorsalement sur l’urètre, juste avant le bulbe. Elles sécrètent avant 

l’éjaculation un liquide visqueux qui neutralise l’acidité de l’urine restant dans l’urètre 

(BONNES et al., 2005). 

I.4 Pénis 

Est l’organe copulateur, il est formé par l’urètre pénien auquel sont annexés des muscles et 

des formations érectiles. 

Le pénis est d’une longueur de 40 cm, il se termine par un renflement ; appelé le glande ; et 

un appendice vermiforme qui est la terminaison de l’urètre permettant le dépôt de la semence 

à l’intérieur du vagin (CASTONGNON, 2010 ; BONNES et al., 2005). 

 

II. Spermatogenèse  

La spermatogénèse est un processus complexe et continu de multiplication, de 

différenciation cellulaire et d’apoptose, qui, à partir des cellules germinales souches 

diploïdes, les spermatogonies, aboutit à la formation des spermatozoïdes, cellules 

haploïdes hautement spécialisées. chez le bélier, la spermatogénèse dure 49 jours chez le 

bélier sexuellement mature, la production de spermatozoïdes est de 21 millions par 

gramme de testicule et par jour (THIBAULT, 2001 ; BONNES et al., 2005). 

Figure 4: L'appareil reproducteur du bélier (Evans et 

Maxwell, 1987) 
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Figure 5: Illustration de tube séminifère et tissu interstitiel (Frandson et al., 2013). 

 

II.1 Description et régulation hormonale de la spermatogenèse  

Au cours de la spermatogenèse, qui se déroule dans l’épithélium des tubes séminifères, les 

cellules germinales passent successivement par les stades : spermatogonie, spermatocyte I, 

spermatocyte II, spermatide puis spermatozoïde. Les deux évolutions essentielles qui la 

caractérisent sont la réduction chromatique réalisée entre les stades spermatocyte I et 

spermatocyte II ; et la spermiogenèse, différenciation importante qui transforme les 

spermatides en spermatozoïdes (BONNES et al., 2005). 

Ces différentes étapes sont sous contrôle de l’axe gonadotrope, classiquement schématisé 

dans la figure  ci-dessous (Figure 6). 

La gonadolibérine ou GnRH (Gonadotropin-ReleasingHormone), sécrété par l’hypothalamus 

contrôle la sécrétion de deux gonadotrophines hypophysaire, la LH (LuteinizigHormoneet la 

FSH (Follicule Stimulating Hormone), qui agissent en retour de façon trophique sur les 

gonades. 

La LH intervient essentiellement en contrôlant la production de testostérone des 

cellules de Leydig, alors que La FSH a deux actions, l’une sur les cellules germinales, 

pour activer leurs  multiplication ; l’autre, sur les cellules de sertoli pour qu’ils 

produisent l’inhibine et l’ABP (Androgènes BindingProtein). 

Le complexe testostérone-ABP agit sur les spermatocytes en activant la méiose, et sur les 

spermatides en stimulant la spermiogénèse. 
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La testostérone agit par ailleurs sur l’appareil reproducteur, les caractères sexuels secondaires 

et le comportement sexuel. 

La régulation des effets positifs de FSH et LH sur l’activité sexuelle male est assurée par un 

contrôle en retour du testicule sur le complexe hypothalamo-hypophysaire. Ce rétrocontrôle 

négatif qui contribue à diminuer la production des hormones gonadotropes est assurée par la 

testostérone pour LH et par l’inhibine pour FSH (BONNES et al., 2005). 

 

Figure 6: Régulation hormonale de la fonction sexuelle male (VAN DER MOLEN et COLL, 

1975 ; BONNES et al., 2005 ; SILVERTHOM et al., 2007). 
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II.2 Les spermatozoïdes  

II.2.1 Anatomie du spermatozoïde  

Le spermatozoïde est une cellule hautement différenciée, il comporte trois parties : la tête, le 

col et le flagelle. 

II.2.1.1 La tête  

De forme ovoïde, constitué d’un noyau à n chromosome, coiffée de l’acrosome  

II.2.1.1.1 Le noyau  

 C’est un composant large de la tête du SPZ, il contient un ADN haploïde très condensé 

résultant de l’implication des protéines spécifiques appelées les protamines 

Le noyau est entouré par un complexe de cytosquelette spécial de la thèque péri 

nucléaire appelé la feuille post-acrosomiale (GURAYA, 1987). 

II.2.1.1.2 L’acrosome  

C’est un organite unique développée de l’appareil de Golgi apparait 

durantlespremiersstadesdespermatogénèse.Ilestcomposédelamembraneacrosomialeinter

ne qui  et la membrane acrosomiale externe et une matrice remplie de protéase. Chez les 

mammifères, la superposition de l’acrosome est de manière semblable à un capuchon. 

Ilreprésente60 %de la région apicale de la tête (GURAYA, 1987). 

La membrane acrosomiale externe est juste sous la membrane plasmique, tandis que 

lamembraneacrosomialeinternesuperposesurlenoyauetcontinueaveclamembraneacrosom

iale externe (GURAYA, 1987). 

La région post acrosomiale subit des changements durant la maturation au niveau de 

l’épididyme, Les principales enzymes présentes dans l’acrosome  sont Hyaluronidase, 

Neuraminidase, Phospholipase, collagénase et l’enzyme de pénétration de corona (CPE 

: corona pénétration enzyme). Les fonctions ces enzymes sont la digestion de la zone 

pellucide et la pénétration dans l’ovocyte facilitant ainsi la fécondation (GURAYA, 

1987 ; CHENOWETH et LORTON, 2014 ; EDDY, 2006 ; DE JONGE et BARRAT, 

2006 ; TULSANI, 2003). 
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II.2.1.2 Le col  

Le col (ou la pièce connectrice), est une région complexe, il correspondant à l’espace 

compris entre les centrioles proximal et distal, c’est un segment reliant entre la tête et la 

pièce intermédiaire  

Le col est composé de la fossette d’implantation, la plaque basale et la pièce 

d’articulation ou de jonction. 

 La fossette d’implantation est une dépression ou une cavité avec un aspect concave 

présente au pôle postérieur du noyau (BARRAT, 2006).La plaque basale tapisse la 

fossette d’implantation, elle est doublée extérieurement par la membrane nucléaire. La 

pièce d’articulation est une structure en forme tronquée qui entoure le centriole 

proximal (GURAYA, 1987).Elle s’étend de la fossette d’implantation jusqu’à le 

démarrage de la pièce intermédiaire et se fixe solidement à la plaque basale par le 

capitulum. 

Figure 7: Schéma d’illustration de la tête du spermatozoïde chez les mammifères (Saake et 

Almquist, 1964a; Garner et Hafez, 2000) 
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II.2.1.3 Le flagelle 

Le flagelle du spermatozoïde est constitué de 3 segments, la pièce intermédiaire, la pièce 

principale et la pièce terminale, il joue un rôle essentiel dans la motilité grâce aux fibres 

contractiles du filament axial. 

II.2.1.3.1 La pièce intermédiaire 

C’est le segment du flagelle situant entre le col et l’anneau. L’anneau est l’élément 

structural dense et filamenteux qui relie la pièce intermédiaire et la pièce principale. 

Dans la pièce intermédiaire, le complexe axonème-fibres denses externes est entouré 

par une gaine de mitochondries. Le complexe axonème-fibres denses externes-gaine 

mitochondriale est recouvert par la membrane plasmique. (GURAYA, 1987 ). 

II.2.1.3.2 La pièce principale 

Elle est le segment le plus long du flagelle qui s’étend de l’anneau jusqu’à la pièce 

terminale. En raison de l’absence de la gaine mitochondriale dans la pièce principale, le 

diamètre à ce niveau est réduit. La pièce principale est caractérisée par la présence 

d’une gaine fibreuse. Cette gaine est constituée de nervures semi-circulaires qui se 

regroupent pour former deux colonnes latérales le long de la pièce principale. La gaine 

fibreuse assure la stabilité pour les éléments contractiles du flagelle (GURAYA, 1987 ; 

Figure 8: Schéma d’illustration du Col du spermatozoïde chez les mammifères (Saake et 

Almquist, 1964b) 
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CHENOWETH et LORTON, 2014 ; EDDY, 2006 ; DE JONGE et BARRAT, 2006 ; 

TULSANI, 2003). 

II.2.1.3.3 La pièce terminale  

Elle est le segment au-delà de l’extrémité terminale de la gaine fibreuse. Elle contient 

seulement l’axonème couvert directement par la membrane plasmique. (GURAYA, 

1987 ; CHENOWETH et LORTON, 2014). 

La  membrane plasmique entoure la totalité du spermatozoïde (PESCH et 

BERGMANN, 2006). C’est une structure primordiale qui sépare le milieu intérieur de 

la cellule du celui extérieur. Elle sert à protéger la cellule du milieu extérieur et  assurer 

les différentes fonctions physiologiques de la cellule. 

 

Figure 9: schéma d’illustration du flagelle (pièces intermédiaire, principale et terminale) du 

spermatozoïde chez les mammifère (Turner, 2003 ; Saake et Almquist, 1964b, Guraya, 1987; 

Eddy, 2006) 

 

II.2.2 Morphologie des spermatozoïdes 

 La forme: en général, la forme des s p e r m a t o z o ï d e s  d u  

b é l i e r  e s t  allongée. Ils ont une partie renflée, dite corps ou 

tête, suivie d’une partie plus longue et effilée, appelée la queue 

 Dimension: leurs dimensions sont variables. 
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Tableau 1: Taille des différentes parties du spermatozoïde du bélier en μm (SETCHELL, 

1977). 

  

Tête 

 

Pièce intermédiaire 

 

Pièce principal de 

la queue 

 

Belier 

Longueur Largeur Longueur Largeur Longueur Largeur 

 

8,2 

 

4,25 

 

14 

 

0,80 

 

40 à45 

 

0,50 

 

II.2.3 Transit épididymaire  

Lors de leur production dans les tubes séminifères les spermatozoïdes immobiles ne 

sontpasaptesàlafécondation.Ilsacquièrentleurpouvoirfécondantlorsdeleurtransitdansl’épididym

e qui est assuré principalement par les contractions péristaltiques continues des muscles lisses 

de la paroi de la tête et du corps épididyme. C’est la maturation épididymaire. 

Durant la maturation des spermatozoïdes, Le changement le plus évident est la 

migration de la goutte cytoplasmique, qui est située près du col du spermatozoïde à la 

sortie du testicule et se déplace vers la pièce intermédiaire lorsque le spermatozoïde 

arrive à la queue de l'épididyme (COOPER, 1986). Dans le sperme éjaculé, la plupart de 

ces gouttelettes sont complètement détaché des spermatozoïdes (WHITE, 1974) 

III. Le sperme 

Le sperme est le liquide émis par le male lors de l’éjaculation, il est constitué de 

spermatozoïdes en suspension dans le plasma séminal (BONNES et al., 2005). 

Les spermatozoïdes représentent 20%et le liquide séminal 80%du volume de l’éjaculât. 

III.1 Aspect et composition  

Le sperme est un liquide clair, plus ou moins visqueux, de couleur blanchâtre ou jaunâtre ; sa 

composition chimique varie selon l’espèce. Il contient des éléments minéraux et de l’acide 

lactique. 
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III.2 Volume et concentration  

Le volume de l’éjaculat et sa concentration en spermatozoïde sont variable d’une espèce à une 

autre. 

On cite que chez le bélier, le volume de l’éjaculat est de 0,9 ml avec une concentration en 

spermatozoïdes de 4×10⁹/ml (BONNES et al., 2005). 

III.3 Formation du sperme  

A la sortie du testicule, les spermatozoïdes ne sont pas matures : ils ne sont ni mobiles, ni 

fécondants ; leur différenciation se poursuit lors du transit épididymaire qui dure de 10 à 14 

jours, selon l’espèce (DACHEUX et al., 2001) ; le canal déférent prend ensuite le relais pour 

acheminer ces spermatozoïdes jusqu’à l’urètre. 

Tout au long du canal déférent, les glandes annexes assurent la formation du plasma séminal 

et donc du sperme définitif. Les vésicules séminales secrètent du fructose qui est la source 

principale d’énergie des spermatozoïdes, ainsi que des phosphates, des citrates, la prostate, 

quant à elle, une alcalinisation du sperme par sécrétion d’un liquide à PH=8, contenant des 

phospholipides, des bases azotées et des ions divers. 

Le stockage des spermatozoïdes, qui peut durer jusqu’à trois semaines, se fait essentiellement 

(70%) dans la queue de l’épididyme. Seulement 2% sont emmagasinés dans le canal déférent. 

Les spermatozoïdes non éjaculés sont résorbés ou éliminés dans les urines (DOUET, 2000). 

III.4 Variation de production spermatique  

L’activité sexuelle, chez le bélier, est influencée par les variations de la photopériode et 

donc par la saison de l’année. L’activité est maximale pendant les mois d’automne et 

d’hiver (période de jours courts) et plus faible au printemps et en été (période de jours 

longs) (CASTONGNON F, 2010) ; un gramme de testicule de bélier produit12, 2x106 

spermatozoïdes en automne contre seulement 9,3.10
6
 au printemps à cause de la 

diminution du rendement de la spermatogénèse (ROSA and BRYANT, 2003).



 

 
 

 

 

 

CHAPITRE II  

La collecte du sperme
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I. Collecte du sperme chez le bélier  

I.1 Méthode de collecte du sperme  

La semence ovine peut être obtenue par trois manières 

I.1.1 Vagin artificielle  

La mise en œuvre de cette technique requiert le recours à un vagin artificiel, à un boute-en 

train, et à un opérateur  chargé de la collecte (BARIL, 1993) 

Le vagin artificiel est conçu de façon à stimuler les même conditions de pression, de 

température et de lubrification présentes dans le vagin d’une femelle et qui sont favorable à 

une éjaculation (HAFEZ, 1974) 

Cette méthode simple et rapide permet d’obtenir ou de récupérer un éjaculat total non 

contaminé, il y’a cependant une légère difficulté due au fait que le bélier est très sensible aux 

conditions de température et de pression du vagin (MICHELAT, 1974). 

 

Figure 10: Modèle d'un vagin artificielle utilisé chez le bélier et le bouc (IMV Technologie) 

 

I.1.2 L’électro- éjaculateur  

Selon HAFEZ(1974); une stimulation électrique des glandes vésicales et de l’ampoule du 

canal déférent, via le rectum, peut induire un écoulement de sperme 

L’électro-éjaculateur est un appareil constitué d’une sonde rectale et d’un système 

électronique, permettant d’envoyer des impulsions électriques cycliques via la sonde. Ces 
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impulsion excitent la zone lombo-sacré-médullaire et donc les zones déterminant l’érection et 

l’éjaculation (DOUET, 2000)  

 

Figure 11: Electro- éjaculateur (http://Ali express.com) 

 

I.1.3 La collecte du sperme épididymaire  

La collecte du sperme épididymaire est une technique utilisée dans le cadre de l’insémination 

artificiel et la fécondation in vitro, permet de recueillir les spermatozoïdes en nombre 

suffisant pour plusieurs dizaines de IA et FIV. 

Le principe consiste à faire une microponction du canal déférent en lui introduisant un petit 

tube pour la collection du sperme (DEUTSCHEUR, 2007) 

Selon GUERIN et al(2003), le sperme épididymaire se conserve plusieurs jours à +4°C dans 

l’organe ou dans le milieu épididymaire non dilué. 
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Figure 12: la méthode de flushing rétrograde (perfusion de la partie caudale de l’épididyme 

du bélier-GUERIN et al., 2003) 

 

II. Evaluation de la qualité du  sperme  

L’évaluation de la qualité spermatique est indispensable à réaliser avant toute utilisation de la 

semence pour détecter d’éventuelle anomalies de spermatozoïdes (POSIERE, 2002)  

II.1 Examen macroscopique  

II.1.1 Volume de l’éjaculat  

Chez le bélier, le volume éjaculé est peu abondant mais très concentré, en général les 

secondes éjaculations d’une même session de collecte sont plus abondantes que les premières 

(EDUARDO et al., 2003). Selon LACROIX (1976); le volume moyen de l’éjaculation d’un 

bélier varie entre 0,7 ml et 2 ml. 

II.1.2 Couleur et consistance du sperme  

La couleur de l’éjaculat peut varier du blanc clair au jaune brillant (EZEKWE, 1988) .en 

général, plus le sperme est blanc et visqueux, plus sa concentration en spermatozoïdes est 

élevée. 

Chez le bélier ; le sperme est : 

-crémeux épais correspond à une concentration de5x10 
9
spermatozoides/ml 

-laiteux correspond à 2x10
9
spermatozoides/ml 

-trouble correspond à 0,7x10
9
spermatozoides/ml  (DOUET, 2000) 
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II.2 Examen biochimique  

II.2.1 Le PH  

Chez le bélier, le PH normal est légèrement acide 6,85. il est corrélé à la concentration et à la 

vivacité du sperme, plus un sperme est concentré, plus son PH est acide et peut atteindre 

5,9(DERIVAUX et ECTORS, 1989) 

II.3 Examen microscopique  

II.3.1 Concentration du sperme  

Au niveau des centres d’IA ovine, la concentration de l’échantillon est déterminée le plus 

souvent en utilisant la spectrophotométrie. 

Le principe repose sur la mesure de l’absorbance (ou densité optique) du sperme, après 

dilution d’un volume constant de semence pure dans une solution de sérum physiologique 

formolée (GUILLOT, 2002 ; SAGOT, 2009) 

Aussi, elle peut être mesurée au moyen d’une cellule hématimètre telle que cellule de 

Malassez ou bien via l’analyseur informatique(CASA) en utilisant une cellule de Makler. 

Selon KABERA(2008);un sperme de bonne qualité a une concentration supérieure à 

0,5x10
9
spz/ml 

II.3.2 Motilité massale  

C’est un mouvement des spermatozoïdes qui s’observe sur une goutte du sperme au 

microscope à faible grossissement (x10) (NAJJAR et BEN MRAD, 2013) 

Une goutte de semence pure est posée sur une lame chauffée à 37°C, on observe le 

mouvement de l’ensemble des spermatozoïdes qui forment des tourbillons plus au moins 

rapides (EILTS, 2004) 

 La motilité massale est notée sur une échelle de0 à 5. 

Tableau 2: les notes de la motilité massale (DERIVAUX et ECTORS, 1986) 

Note Motilité massale 

0 Immobile 

1 Mouvement individualisé 
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2 Mouvement très lent 

3 Mouvement faible amplitude 

4 Mouvement rapide sans tourbillon 

5 Mouvement rapide avec tourbillon 

Généralement, seuls les éjaculats ayant une note de motilité supérieure ou égale à 3sont 

gardés. 

II.3.3 Motilité individuelle  

C’est un mouvement de chaque spermatozoïde qui apprécie au microscope au grossissement 

x40 pour une dilution de 1à 5 avec de solution tris-buffer ou une autre solution physiologique. 

Une échelle de 0à5 est notée (KABERA, 2008) 

D’après BARIL et al(1993); la détermination de la note de motilité individuelle des 

spermatozoïdes est selon le tableau 3 : 

Tableau 3: Les notes de la motilité individuelle. 

Note Motilité individuelle 

0 Pas de déplacement des spermatozoïdes 

1 Déplacement très lent ou pas de déplacement, tremblement du spermatozoïde, 

oscillation de la queue 

2 Déplacement lent, tremblement, mouvements inorganisés, quelques 

spermatozoïdes se déplacent plus rapidement 

3 Les spermatozoïdes effectuent des mouvements curvilinéaires tremblement 

4 Déplacement rapide, quelques cellules avec une trajectoire rectiligne, d’autre 

avec une trajectoire courbe 

5 Déplacement rectiligne et rapide des spermatozoïdes 

 

Les taux de spermatozoïdes morts ou anormaux acceptable dans le sperme se situe entre 20 et 

26%(COLAS, 1975, COLAS, 1980 ; FANTODJI et al., 2009) 
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II.3.4 Morphologie et viabilité des spermatozoïdes  

L’examen morphologique permet de différencier les spermatozoïdes normaux des anormaux 

et vivants des non vivants. L’évaluation du pourcentage de défauts de morphologie, et le 

pourcentage de spermatozoïdes vivants et morts  peut réaliser sur les mêmes lames de 

coloration à l’éosine-nigrosine (AGNIESZKA PARTYKA, 2012) 

Lors de coloration à l’éosine-nigrosine, les spermatozoïdes vivants apparaissent blancs et sans 

couleurs contre le fond violet de la nigrosine, alors que les spermatozoïdes morts ou 

endommagés qui ont une membrane plasmique perméable apparaissent de couleur rosâtre. 

D’après JOHNSTON S.D et al, (2001); le sperme est admissible s’il contient moins de 25% 

de spermatozoïdes anormaux, et plus de 60% de spermatozoïdes vivants. 

III. Dilution du sperme  

Les dilueurs sont des substances qui ont un rôle de protéger les lipides membranaires et de 

limiter les effets de cristallisation de l’eau (FUERTES, 2008) De plus, ils  assurent un milieu 

favorable à la survie des spermatozoïdes in vitro et augmentent le nombre de doses à 

inséminer (ENGLAND, 1993). 

III.1 Composition du milieu de dilution 

D’après MIES FILHO(1982) quelle que soit l’espèce, un bon dilueur doit présenter les 

caractères suivants : 

a-Absence de toxicité 

 b-Osmolarité égale ou proche à celle de la semence 

c- PH favorable selon l’espèce 

d-Préparation simple et moindre cout 

Il doit également assurer la survie et la bonne conservation des spermatozoïdes frais, conservé 

ou congelé et pour cela il doit apporter des substances nutritives et jouer un rôle 

cryoprotecteur (AIRTON al, 2012) 
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III.1.1 Les cryoprotecteurs 

Les cryoprotecteurs sont des composés chimiques, naturel ou de synthèse dont le but est de 

protéger les cellules des effets délétères des très basses températures (COURBIERE et al, 

2009) 

On distingue deux catégories : 

III.1.1.1 Cryoprotecteurs pénétrants  

Ce sont des substances de faible poids moléculaires et perméable à la membrane plasmique du 

spermatozoide, ils agissent à l’intérieur et à l’extérieur de celle-ci (BAKHACH, 2007 ; 

PURDY, 2006) 

Lorsqu’ils sont à l’intérieur de la cellule, ils diminuent la cristallisation intracellulaire en 

limitant les phénomènes de choc osmotique par déshydratation précoce de la cellule, alors 

qu’à l’extérieur de la cellule, ils augmentent l’osmolarité du diluant et stimulent la 

déshydratation de cette dernière. (PURDY, 2006) 

Il existe différents molécules qui assurent cette fonction y compris : glycérol (PM=92,1) ; 

éthylène glycol (PM=62,07) ; 1.2propanediol (PM=76.1) ; dimethylsulfoxide-DMSO-

(PM=78.13) et d’autres alcools tel que éthanol et méthanol (pALASZ ; 1996) 

Le glycérol est le cryoprotecteur pénétrant le plus utilisé, il contribue au changement de la 

structure des lipides membranaire du spermatozoïde ce qui lui procure une stabilité et une 

perméabilité à l’eau (HOLT, 2000). La concentration de 6% de glycérol dans le diluant s’est 

avérée produire une conservation de motilité des spermatozoïdes de la semence congelé 

(KUNDU, 2001) 

Le glycérol présente néanmoins une toxicité importante tant osmotique que biochimique s’il 

se retrouve en excès dans le milieu ou dans la cellule. 

D’un point de vue osmotique, il est responsable d’une hyperosmolarité du milieu lors son 

incorporation. Une forte concentration du glycérol peut entrainer un choc osmotique. Aussi, si 

on décongèle les cellules en utilisant un milieu hypo-osmotique le glycérol n’a pas de temps 

de sortir de la cellule que l’eau rentre déjà massivement, donc cela peut faire éclater la cellule. 

D’un point de vue biochimique, le glycérol est capable de se lier aux phospholipides, ce qui 

diminue la fluidité de la membrane et déplace les protéines enchâssées dans cette dernière. 
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Contrairement à  la toxicité osmotique, la toxicité biochimique est plus réduite quand le temps 

de contact avec la cellule diminue. (GORDON, 1997 ; MOLINIA, 1994 ; SINGH, 1995). 

III.1.1.2 Les cryoprotecteurs non pénétrants  

Ce sont des molécules qui ne peuvent pas traverser la membrane plasmique des 

spermatozoïdes. Leurs principe d’action est d’entraîner une fuite d’eau intracellulaire par effet 

osmotique : leur présence augmente la concentration ionique du milieu extracellulaire et crée 

un gradient de concentration qui favorise la déshydratation du spermatozoïde (COURBIERE, 

2009 ; PURDY, 2006). Aussi ils protègent les spermatozoïdes des pertes de cholestérol et de 

phospholipides de la membrane en diminuent la liaison des protéines du plasma séminal à la 

membrane plasmique (BERGERON, 2007). 

Les cryoprotecteurs non pénétrants les plus utilisés sont : 

III.1.1.2.1 Jaune d’œuf  

Le jaune d’œuf est un composant utilisé en routine dans la conservation de la semence de 

plusieurs espèces. Il présente un effet préservateur bien connu de motilité, le métabolisme et 

la fertilité des spermatozoïdes conservés à +5°C (MAYER et LASLEY, 1945 ; O’SHEA et 

WALLES, 1967 ; ROBERTSON ET WASTON, 1987). 

Le jaune d’œuf à une action protectrice contre le choc thermique (BLACKSHAW, 1954), et 

également sur les membranes de l’acrosome et de la mitochondrie pendant le refroidissement. 

Aussi, l’addition de ce composé dans un milieu isotonique ou hypertonique augmente la 

consommation d’oxygène et le métabolisme du fructose par la semence fraiche (bélier et 

taureau) et après stockage à +5°C cette augmentation est encore plus significative (O’SHEA 

et WALLES, 1966) 

La fraction active du jaune d’œuf est une lipoprotéine qui s’attache à la surface du 

spermatozoïde, elle serait en grande partie l’agent cryoprotecteur (WATSON, 1981) 

Selon WATSON et MARTIN(1975), l’incorporation de 18% jaune d’œuf avant congélation 

améliore considérablement la motilité après décongélation des spermatozoïdes. 

III.1.1.2.2 Le lait  

Le lait est un milieu biologique de composition complexe, son PH d’environ 7,0 et sa pression 

osmotique autour de 300milliosmoles. Ces deux paramètres sont proches de ceux de la 

semence (HAFEZ, 1993). L’efficacité du lait en tant que milieu de dilution et conservation de 
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la semence est liée à son rôle de tampon, son action protectrice contre le choc thermique et 

son action antioxydante contre quelques métaux lourds (JONES, 1969) 

En plus, le lait apporte le lactose comme un substrat énergétique naturel aux spermatozoïdes 

et améliore leur survie in vitro dans les milieux synthétiques (MARTIN, 1965). 

Le lait écrémé est le plus utilisée pour la conservation du sperme de bélier, il doit d’abord être 

chauffé à 95°C afin d’inactiver la lacténine présente dans la fraction protéique car elle 

possède des radicaux libres de soufre qui ont un effet toxique sur les spermatozoïdes (FLIPSE 

et al., 1954). 

L’effet cryoprotecteur du lait est attribué à la caséine (fraction protéique). O’SHEA et 

WALLES(1966) ont constaté que l’addition de la caséine à un dilueur salin augmente 

largement la consommation d’oxygène l’utilisation du fructose et la motilité spermatique. 

MARTIN (1966) démontre que des concentrations élevées de caséine dépriment la motilité 

des spermatozoïdes de bélier à 37°C, néanmoins, la survie à 5°C est considérablement 

amélioré lorsque la concentration de caséine est augmentée de 0,5 à 2g/100ml dans le milieu 

de conservation. 

III.1.2 Substances nutritives  

Elles sont nécessaire au métabolisme du spermatozoïde et favorise leurs vitalités et longévités. 

On utilise couramment le fructose et le glucose, car ce sont des monosaccharides présents 

naturellement dans le plasma séminal et facilement utilisables par les spermatozoïdes 

(MOLINA, 1994). On peut utiliser aussi le lait à condition qu’il soit chauffé à 56°C pendant 

15min pour détruire les éléments spermicides. 

III.1.3 Antibiotiques   

Les antibiotiques sont utilisés pour empêcher la multiplication bactérienne du fait de la 

présence du lait ou du jaune d’œuf qui va permettre le développement des bactéries, aussi le 

sperme n’est pas stérile donc le risque de contamination est toujours présent. 

La plupart du temps on utilise les associations pénicilline-streptomycine ou pénicilline-

gentamicine (MOLINIA, 1994). 
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III.1.4 Substance tampon  

Le diluent doit contenir un tampon afin de garder un PH extracellulaire optimal pour la survie 

des spermatozoïdes (varie entre 6,7 et 7), ainsi qu’une osmolarité adéquate (entre 320-350 

mOsm). 

Les tampons utilisés sont généralement des tampons à base de phosphate, de TRIS  ou de 

citrate de sodium (VISHWANATH, 2003). 

IV. La conservation du sperme  

IV.1 Types de Conservation du sperme 

Les techniques de conservation consistent en la congélation et la réfrigération du sperme. 

IV.1.1 Conservation à long terme: congélation 

La congélation est définie comme un processus de conservation des cellules à de très basses 

températures souvent dans l’azote liquide à -196°C. C’est une biotechnique qui induit l’arrêt 

de toute les réactions chimiques,  les processus biologiques et les interactions physiques intra 

et extracellulaires sont figés (BAKHACH et al, 2007). 

La congélation du sperme est généralement effectuée en deux temps dans les congélateurs 

programmables : une première étape de congélation lente qui permet la déshydratation et 

l’équilibration des pressions osmotiques, et une deuxième étape de congélation rapide qui 

évite l’effet de solution. 

La température finale de congélation est de-196°C 

IV.1.2 Conservation à court terme : Réfrigération 

La conservation du sperme par réfrigération consiste à abaisser la température de cette 

dernière en présence de dilueur pendant 48H pour maintenir les spermatozoïdes dans des 

températures permettant de réduire leur mobilité et leur métabolisme sans atteindre le seuil 

de   températures   négatives (DECUADRO, 2004). 

La réfrigération du sperme de bélier se fait à une température voisine de4°C, pour éviter les 

chocs thermiques, elle doit être atteinte progressivement au rythme moyen de 

refroidissement de 0.5°C / minute entre 37 et 22°C etde1°C/minute entre 22 et 4°C. La 

semence peut conserver son pouvoir de fécondation pendant2 à3jours (HANZEN, 2010). 
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IV.2 Lésions de la cryoconservation  

IV.2.1 Lésions de la congélation  

Durant les différentes étapes de cryoconservation, les spermatozoïdes sont exposés aux 

dangers de lésions de plusieurs facteurs tels que la toxicité des cryoprotecteurs et des 

électrolytes concentrés,  les lésions de refroidissement (choc au froid) (AMANN et 

PICKETT, 1987), les dommages mécaniques de formation des cristaux de glace et le stress 

oxydatif (AGARWAL et al, 2014; AITKEN et al, 1991). Ces lésions provoquent des 

modifications morphologiques, cytologiques et biochimiques pouvant altérer la structure et la 

fonction du spermatozoïde. . En effet, le contrôle de la vitesse de refroidissement et l’ajout 

des molécules protectrices de spermatozoïdes au milieu de congélation sont les principales 

approches adoptées pour diminuer les effets délétères de la cryoconservation (BARBAS et 

MASCARENHAS, 2009 ; SALAMON et MAXWELL, 1995, 2000). 

IV.2.2 Lésions de refroidissement (choc au froid)  

Le changement de la température provoque des lésions cellulaires est communément appelés 

le choc au froid. Ce dernier survient entre la température du corps et une température proche 

de point de congélation. Au-dessous de la température +15 C°, les lésions du choc au froid 

sont plus sévères (AMANN et PICKETT, 1987) 

Dans des conditions physiologiques normales, les membranes cellulaires sont dans une phase 

fluide, présentant conformation à très désordonnée, dans lequel les phospholipides et les 

protéines peuvent se mouvoir de différentes manières au sein de la bicouche lipidique, Au 

cours du refroidissement, les lipides en bicouches subissent des changements radicaux dans 

l'état physique à une température dite une température de transition de phase. En dessous de 

cette température de transition, la bicouche lipidique passe de l’état fluide à un état gel 

compact avec des chaines des AG pratiquement immobilisées, régulièrement ordonnées, et 

proches les unes aux autres  

 Le choc au froid entraine aussi la destruction de l’acrosome et la perte de son contenu 

empêchant la pénétration du spermatozoïde dans l’ovocyte. De plus, il augmente la 

perméabilité de la membrane en altérant l’équilibre hémostasie de la cellule et la capacité 

régulatrice intracellulaire de calcium requise pour la fécondation (KAROW et CRISTER, 

1997 ; AMANN et PICKETT, 1987). 

La diminution de l’impact du choc au froid requiert un refroidissement lent et l’utilisation des 

substances protectrices de la membrane. La vitesse de refroidissement <10°C/h pourrait 
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diminuer significativement les dommages du choc de froid, mais pas entièrement (KAROW et 

CRITSER, 1997).



 

 

 

 

 

CHAPITRE III 

Le stress oxydatif
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I. Le stress oxydatif  

I.1 Définition  

Le stress oxydative est défaillance de système antioxydant vis-à-vis l’excès de génération des 

oxydants appelés les espèces réactives de l’oxygène (ERO)  (BERTIRIDIGE, 2000) .Il induit 

des altérations membranaires et nucléaires entrainant une perte de mobilité et du pouvoir 

fécondant des spermatozoïdes (PONS. et al.,2009). Selon (PARTYKA. et al ., 2012) le stress 

oxydative est reconnu comme l’une des causes les plus importantes l’infertilité masculine 

(LANZAFAME, 2009).

 

Figure 13: Etat de déséquilibre oxydatif 

 

I.2 Espèces réactives de l’oxygène (ERO)  

Sont des atomes ou des molécules possédant un ou plusieurs électrons non   appariés 

formés lors du métabolisme de l’oxygène. Très instables, ils réagissent avec les 

molécules voisines en leur arrachant un électron, les transformant à leur tour en 

espèces radicalaires (PONS et al., 2009) capables d’endommager les structures 

cellulaires. L’oxygène est la substance la plus oxydante de notre organisme. Ces espèces 

ont une demi-vie très courte (TOUSSAINT, 2007). 

I.2.1 Les sources des ERO  

En dehors des radiations ionisantes (UV, rayon X, rayon gamma) capables de produire 

directement le radical hydroxyle à partir de l’eau, le plus souvent la principale source d’ERO 

est la chaine de transfert d’électrons des mitochondries des spermatozoïdes ; la 

production d’oxydants par les neutrophiles et les macrophages est également une source 

importante qui dépend de l’activité enzymatique de la NADH-oxydase (WANG H et al., 

2009) 
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I.2.2 Principaux radicaux libres  

Les ERO et les ERN sont les termes décrivant collectivement les radicaux libres (PHAM-

HUY et al., 2008) avec les principales espèces radicalaires (Anion superoxyde O2
-
 , 

Radical hydroxyle OH
-
, Radical peroxyle ROO

-
) et non radicalaires (Peroxyde 

d’hydrogène H2O2 ,Ozone O3, Tetroxyde de diazote N2O4). Les espèces oxygénées et 

azotées non radicalaires exhibent également une action oxydante et peuvent être 

facilement converties en espèces radicalaires. (HADJIGOGOS, 2003). 

I.2.3 Origine des radicaux libres (RL)  

La production de radicaux libres peut être d’origine endogène ou exogène et résulte 

d’activités enzymatiques ou non enzymatiques (PHAM-HUY et al., 2008). 

I.3 Conséquences du stress oxydatif  

Le stress oxydant provoque des lésions directes sur les molécules biologiques telles que 

l’oxydation des glucides, des lipides, des protéines et également des acides nucléiques, qui 

peuvent être à l’origine de perturbations cellulaires graves allant même jusqu’à la mort 

cellulaire par activation des voies de l’apoptose. (AITKEN ET al. 2006). 

I.3.1 Conséquences sur les Glucides  

Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques en présence de traces 

métalliques, il libère des cétoaldéhydes, H2O2 et OH
.
, lesquels entraîneront la coupure de 

protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant un dérivé AGE 

Figure 14: Les sources des espèces réactives (POISSON, 2013). 
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(OGINO et WANG, 2007). 

I.3.2 Conséquences sur les Lipides  

Les lipides membranaires sont la première cible des ERO lors du processus de la 

peroxydation lipidique, cette peroxydation est généralement initiée par le radical hydroxyle, 

oxygène singulet et le peroxynitrique (RE et al., 2005) 

La peroxydation lipidique par exposition des gamètes mâles aux ERO ne modifie pas 

seulement la motilité des spermatozoïdes mais agit également sur l’intégrité fonctionnelle de 

la membrane plasmique des spermatozoïdes. En effet, cette peroxydation empêche 

également la fusion du spermatozoïde à l’ovocyte et la réaction acrosomique (AITKEN et 

al., 1989). 

 

Figure 15: Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature 

des produits terminaux formés (ESTERBAUER H et al., 1992). 

 

I.3.3 Conséquences sur les Protéines  

Les protéines comportant un groupement sulfhydrique(SH) sont les plus sensibles aux 

attaques radicalaires (BECKMAN et AMES, 1998).  Selon GARDES- ALBERT et al 

(2003), lorsqu'une protéine possède une fonction enzymatique, les radicaux hydroxyles 

sont susceptibles d'inactiver, tout au moins en partie, le site actif. 

I.3.4 Conséquences sur l’ADN  
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Le stress oxydant est capable de causer des dommages aussi bien sur l’ADN mitochondrial 

que nucléaire des spermatozoïdes (SAWYER et al. 2003). L’ADN est une cible privilégiée 

pour les ERO. La guanine par exemple peut réagir avec 
.
OH pour former la 8-hydroxy-2-

désoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec  

l’adénine, entrainant des mutations au sein de l’ADN et conduisant à des altérations du 

message génétique (CADET et al, 2002). 

 

II. Le système antioxydant  

C’est un système de défense  de l’organisme qui est  représenté  par  des molécules variées. 

Elles sont produites soit par l’organisme ou apportées par l’alimentation (BEGUEL et 

al.2013) il  agit en interrompant les réactions en chaine aboutissant à la production des ERO 

II.1 Le système antioxydant du sperme  

 Les antioxydants présents dans la semence sont des agents protecteurs contre les les attaques 

des ERO. En raison de leurs cytoplasmes réduits, les spermatozoïdes ne sont pas riches en 

antioxydants comme le plasma séminal. En général, les antioxydants sont classés en deux 

catégories, antioxydants enzymatiques et  antioxydants non enzymatiques (BANSAL et 

BILASPURI, 2011). 

II.2 Les antioxydants enzymatiques  

Ce sont des enzymes dont la séquence est très conservée au cours de l’évolution et qui 

Figure 16: Lésions de l'ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique 

des cellules (CADET et al., 2002) 
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agissent de manière coordonnée. Les principaux enzymes antioxydants sont la Catalase 

(CAT), la Superoxyde dismutase (SOD) et la Glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes 

sont appelé la triade catalytique, elles possèdent une grande affinité pour les ERO avec 

lesquelles elles réagissent très rapidement pour les neutraliser (AMIDI et al, 2016 ; 

VAMECQ et al, 2004). 

II.2.1 La catalase (CAT)  

 Elle présente principalement dans le plasma séminal (CHEN et al. 2003; TRAMER et al, 

1998) Le rôle de la catalase (CAT) est de transformer le H2O2 en H2O et O2(2H2O2 − 

CAT→ 2 H2O+ O2). Elle n’utilise que l’H2O2 comme substrat et fonctionne lorsque 

celui-ci est présent à des concentrations élevées bien supérieures aux conditions 

physiologiques de l’ordre  de 10-6M (COHEN et HOCHSTEIN, 1963). La fonction 

potentielle de CAT est associée à la fonction de SOD. Cette dernière constitue la première 

ligne de défense par la conversion le O2•- en H2O2, tandis que la CAT détoxifie le H2O2 

(VAMECQ et al. 2004) 

II.2.2 Glutathion peroxydase(GPX)  

Différentes GPx ont été connues chez plusieurs espèces telles que les ovins et les lapins 

(ALVAREZ et STOREY, 1989 ; Li, 1975). Elle existe sous une forme de GPx cytosolique, 

une forme plasmatique, une forme gastro-intestinale ainsi qu’une iso-enzyme. (URSINI et 

al, 1999). 

 La GPX est la clef responsable de l’élimination des radicaux alkyles peroxydes (ROO-) 

de la chaine de réaction de la peroxydation des lipides. En effet, cette enzyme intervient 

la protection des cellules contre peroxydation des lipides. De plus, elle détoxifie les H2O2 

générés par la SOD.  

En raison de sa concentration élevée principalement dans le plasma séminal (BILODEAU 

et al, 2000), la GPx est l‟enzyme la plus dominante qui protège le sperme contre le stress 

oxydatif." 

II.2.3 Superoxyde dismutase(SOD)  

Le superoxyde dismutase constitue la première ligne de défense contre le stress oxydatif 

chez les cellules vivantes. La source majeure de SOD est les glandes accessoires du mâle 

telles que la prostate et la vésicule séminale (CHEN et al, 2003 ; BILODEAU et al, 2000) 

. La SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de l’O2- en H2O2. Cette 
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réaction peut se faire spontanément mais de façon moins rapide, ce qui augmente le temps 

de vie de l’O2- lui permettant ainsi d’oxyder des composants cellulaires ou de générer des 

EOR bien plus toxiques (GREGORY et al, 1974). 

II.2.4 Autres enzymes antioxydants  

II.2.4.1 Glutathion réductase  

La glutathion réductase se retrouve dans le cytosol et dans les mitochondries, où se trouve du 

glutathion peroxydase (GARAIT, 2006). Son rôle est de régénérer la glutathion-peroxydase. 

Dans le cadre de cette réaction, la glutathion-réductase utilise un cofacteur le NADPH. 

 

 

Figure 17: Système antioxydant enzymatique (MARFAK, 2003) 

 

II.3 Les antioxydants non enzymatiques  

II.3.1 Antioxydants liposolubles  

II.3.1.1 Vitamine E  

La vitamine E est une molécule antioxydant liposoluble naturelle non enzymatique présente 

dans le plasma séminal et dans la membrane cellulaire (SURAI et al., 2001,1998). Elle est 

considérée comme l’antioxydant le plus puissant. Celui-ci est capable d’interagir avec l’O2-, 

H2O2, et OH. La vitamine E joue son rôle d'antioxydant principalement dans les membranes 

biologiques (TAPPEL et al., 1972) notamment au niveau de la membrane mitochondriale 

qui contient de forts taux de vitamine E et qui est riche en acides gras polyinsaturés cibles du 

stress oxydant. Elle est connue comme une substance efficace pour prévenir ou stopper la 

peroxydation des lipides membranaires en neutralisant les ERO et empêchant la formation 

des radicaux alkyles. En outre, la propagation de la peroxydation des lipides requiert la 



Partie bibliographique   Chapitre III 

Page | 33 
 

formation des radicaux peroxyles (ROO•) au niveau des acides gras polyinsaturés, la 

vitamine E réagit avec les lipides peroxyles en lui donnant un atome hydrogène pour former 

des lipides hydroperoxyles (Vitamine E + ROO• 

empêche la propagation de la peroxydation des lipides. D’ailleurs, une molécule de vitamine 

E protège 1000 molécules d’acides gras polyinsaturés (NIKI et al., 2004 ; SURAI et al ., 

1998; ERNSTER et al., 1992). Une supplémentation en vitamine E limite la peroxydation 

lipidique chez des sujets soumis à un stress oxydant comme dans le cas d’une 

hypercholestérolémie ou d’un diabète (DAVI et al., 1999) 

Nous allons utiliser cette molécule dans notre étude expérimentale. 

II.3.1.2 La vitamine A  

La vitamine A appelée également rétinol est une vitamine liposoluble qui existe dans 

l’organisme sous forme de rétinoïde (rétinol, trétinoïde) et de provitamine A (principalement 

les α et β-carotènes). 

Ces molécules sont altérées par l'oxygène de l'air, et ce processus est accéléré par la lumière 

et la chaleur. Leur rôle principal est la protection des membranes cellulaires en réduisant la 

peroxydation lipidique. Elles agissent encapant les radicaux libres et les EOR (BURTON et 

INGOLS, 1984). 

II.3.1.3 Les caroténoïdes  

Les pigments caroténoïdes sont largement présents dans la nature, ils jouent un rôle 

important dans la protection cellulaire de l’organisme. Les caroténoïdes tels que le 

lycopène et le β-carotène sont d’importants composés biologiques pouvant désactiver les 

molécules excitées électroniquement tel que l’oxygène singulet avec un processus désigné 

sous le terme quenching (MASCIO et al., 1991). 

II.3.2 Antioxydants hydrosolubles  

II.3.2.1 La vitamine C  

 Ou encore appelé acide ascorbique, C’est une vitamine hydrosoluble sensible à la chaleur et 

à la lumière. Elle a un rôle antioxydant car elle réagit avec l’O2-°, °OH. Elle permet aussi de 

limiter les mutations de l’ADN provoquées par un stress oxydant (LUTSENKO, 2002). 

La vitamine C agit également sur certains hydro peroxydes lipidiques réduisant ainsi la 

peroxydation lipidique, cette dernière, permet également  de régénérer la vitamine E qui a un 

rôle antioxydant plus important. Elle est elle-même régénérée par le glutathion à partir de la 
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forme oxydée de l’acide ascorbique. 

 

Figure 18: Cycle réactionnels de régénération des antioxtdants (PHAM-HUY et al., 2008) 

 

Cependant à forte dose et en présence d’ions, comme le fer, la vitamine C peut devenir pro- 

oxydante (POLJSAK et al., 2005). 

II.4 Système de défense du spermatozoïde  

La forte compaction de l’ADN du spermatozoïde et son volume cytoplasmique faible 

réduisent la capacité du spermatozoïde à lutter contre les attaques radicalaires. Ils possèdent 

néanmoins certains composés antioxydants comme l’acide ascorbique (vitamine C) et 

l’alpha tocophérol (la vitamine E). Cette dernière est retrouvée chez le rat en plus grande 

quantité sur les spermatozoïdes issus de la tête que de la queue de l’épididyme (TRAMER et 

al., 1998). Des enzymes antioxydants sont également retrouvées au niveau des 

spermatozoïdes, notamment GPx1 et GPx4 ainsi que la glutathion réductase (ALVAREZ et 

STOREY, 1989). 

 Au niveau de l’épididyme et certaines glandes comme la prostate, on trouve le Cu, le Zn, la 

SOD qui sont capables de se lier à des spermatozoïdes, et aussi la catalase mais qui est peu 

présente et parfois totalement absente (CHABORY, 2009).



 

 

 

 

 

PARTIE 
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Introduction  

L’insémination artificielle est la biotechnologie la plus utilisé durant ces dernières années, elle 

est réalisée avec succès chez les bovins, mais elle reste peu employée chez la race ovine vue 

la fragilité de la semence vis-à-vis du froid. Une fois la semence collectée et conditionnée, son 

utilisation reste assez limitée dans le temps. 

Différentes stratégies ont été explorées pour combattre le choc au froid et le stress oxydatif 

pendant le processus de congélation/décongélation; à cet égard, le cholestérol a été 

particulièrement rapporté comme un facteur clé pour lutter contre le choc au froid. 

Néanmoins, en raison de la lipophilicité du cholestérol, des effets plus importants sont 

rapportés lorsque la solubilité de cette molécule est augmentée par la cyclodextrine. Chez le 

bélier particulièrement, il a été rapporté que le complexe cyclodextrines-cholestérol améliore 

la motilité, la viabilité et l'intégrité de la membrane du sperme (Ahmad et al., 2013;Awad, 

2011; Mocé et al., 2010; Motamedi-Mojdehi et al., 2014). 

Une autre stratégie basée sur la supplémentation des milieux de conservation par des 

antioxydants pour combattre le stress oxydatif, notamment la vitamine E, elle est considéré à 

la fois comme, un stabilisateur de la membrane et comme une molécule antioxydante 

puissante protégeant la membrane cellulaire contre la peroxydation lipidique et les attaques 

des ERO (Urano et al., 1987, 1988; Niki et al., 2004). Au cours de la cryoconservation. Nous 

avons supposé que les effets positifs de la vitamine E pourraient être significativement 

améliorés en augmentant sa solubilité par sa complexation avec les cyclodextrines. 

L’objectif de notre étude expérimentale est d'étudier les impacts des antioxydants sur la qualité 

du sperme cryoconservé après son décongélation.   

I. Matériel et méthodes 

I.1 Matériel 

I.1.1 Matériel biologique 

Testicules, issus de béliers adultes, ont été récupérés à l’abattoir communal de 

Kaïs, Khenchela. 
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Figure 19: les testicules manipulés 

 

I.1.2 Equipements 

Les principaux appareils utilisés dans les 2 expérimentations étaient : l’appareil de 

congélation programmable (Thermo-science, CryoMed), lecteur microplaque, le CASA 

(Computer Assissted sperm analysis) (SCA),  la centrifugeuse, Bain-marie, Balance 

analytique, Plaque chauffante, Containers de l’azote liquide, Agitateur magnétique, Vortex. 
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Figure 20: Equipements 

 

I.1.3 Produits chimiques 

Les principaux produits chimiques utilisés dans cette étude étaient :   

Acide Hydrochlorique 37%, Acide citrique, Acide thiobarbiturique, Acide Trichloracétique, 

Benzylpenicilline, Chloroforme, Cholestérol, Citrate de sodium, Ethanol, Fructose,  Glucose, 

Glycérol, Méthanol, Methyl-β-cyclodextrine, Streptomycine sulfate, Tris-

(hydroxymethylaminomethane), Vitamin E (α-tocophérol). 
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Figure 21: Les produits chimiques utilisés 

 

I.1.4 Consommables 

Le principal consommable utilisé dans ce travail était : Paillettes de 0.25 ml (IMV, 

technologies), Cellule Cellule Léja®, Cellule Malessez®, Poudre de bouchage pour les 

paillettes, Tubes en verre, Béchers en verre, Matériel pour la récolte du sperme épididymaire 
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(lame bistouri, seringue, ciseau, pince hémostatique), Epindorfs, Lames, Lamelles, 

microplaques à 96 puits 

      

      

     

      

     

Figure 22: les outils consommables 
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I.2 Méthodes 

I.2.1 Préparation du complexe méthyl-β-cyclodextrine–vitamine E 

Le complexe méthyl-β-cyclodextrine–vitamine E (CD-Vit E) a été préparée avec 

un rapport molaire 1:1 (méthyl-β-cyclodextrine : α-tocophérol) par un procédé de co-

évaporation. La méthyl-β-cyclodextrine (309,11 mg) et l’α-tocophérol (100 mg) ont été 

dissous dans 50 ml d'éthanol. Le mélange obtenu a été maintenu sous agitation pendant 24 h à 

la température ambiante et à l'abri de la lumière. Le solvant a été ensuite évaporé sous vide 

par évaporation rotative et le résidu a été conservé dans un dessiccateur jusqu’à son utilisation 

(Koontz et al., 2009). 

I.2.2 Préparation du complexe méthyl-β-cyclodextrine–cholestérol 

Le complexe méthyl-β-cyclodextrine cholestérol (CD-CHL) a été préparé comme 

décrit précédemment par Purdy et Graham (2004). Dans un tube à essai en verre, 1 g a été 

dissous de méthyl-β-cyclodextrine dans 2 ml de méthanol. Dans un deuxième tube à essai en 

verre, 200 mg de cholestérol ont été dissous dans 1 ml de chloroforme. Une portion de 0,45 

ml de la solution de cholestérol a été ajoutée à la solution de cyclodextrine. Le mélange 

obtenu a été maintenu sous agitation pendant 24 h à la température ambiante et à l'abri de la 

lumière. Le solvant a été ensuite évaporé sous vide par évaporation rotative et le résidu a été 

conservé dans un dessicateur. 

I.2.3 Préparation de la solution TTH pour l’évaluation de la peroxydation des lipides 

La solution de TTH est composée de(acide trichloracétique 15% (p/v) + acide 

thiobarbiturique 0,375% (p/v) dans l’acide chlorhydrique à 0,25N). La préparation de 100ml 

de l’acide chlohydrique à 0.25 de normalité était comme suite : 2.053 ml de l’acide 

chlorhydrique 37%, (densité 1.2) ont été doucement rajoutés aux 25 ml de l’eau distillée, puis 

le volume a été complété avec l’eau distillée pour atteindre 100 ml. Pour préparer la solution 

de TTH, 100ml de HCl 0.25N ont été rajoutés aux 0.375g de l’acide thiobarbiturique et 0.15g 

de l’acide trichloracétique. La solution de TTH a été aliquotée (5ml/aliquote) et conservée à -

20°C (Buege et Aust, 1978). 

I.2.4 Récolte du sperme de l’épididyme 

Trois testicules ont été récupérés à partir de 3 béliers adultes (race berbère). 

Immédiatement après l'abattage, les testicules ont été transportés à température ambiante (22 ° 

C) au laboratoire de biotechnologies de reproduction  au centre du recherche 

biotechnologique crbt constantine. Le sperme a été récolté par la méthode de rinçage 
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rétrograde comme rapporté par Martinez-Pastor et al. (2006) dans 1:30 h après récupération 

des testicules. En bref, l'épididyme et le canal déférent ont été disséqués et séparés du 

testicule, puis, la queue de l’épididyme et le canal déférent ont été isolés de l'ensemble de 

l'épididyme. Les vaisseaux sanguins superficiels ont été ponctionnés et leur contenu éliminés 

par rinçage et essuyage. Le sperme a été récupéré dans un tube en faisant une incision, au 

moyen d’une lame stérile, près de la jonction des parties, distale et proximale de la queue 

épididymaire. Ensuite, le canal déférent a été cathétérisé avec une aiguille 22G émoussé et 

rincée avec 1 ml du dilueur (Tris sans jaune d’œuf et glycérol) chauffé (37 ° C), suivie d'une 

injection d'air pour récupérer une quantité maximale de sperme. Le volume, les mobilités 

(massale et individuelle) et la concentration du sperme collecté ont été évalués 

immédiatement après la collecte. 

 

 

 

Figure 23: La récolte du sperme 
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I.2.4.1 Evaluation  de la mobilité du sperme par le système CASA 

Les différents paramètres de mobilité ont été évalués à l'aide d'un analyseur 

informatique du sperme (CASA : Computer Aided Sperm Analyser) (Sperm Class Analyser, 

SCA Microptic, S.L., Version 3.2.0, Barcelone, Espagne). Pour faciliter la capture d'image, 

les échantillons ont été dilués par la milieu de base sans jaune d’ouf, glycérol et les complexes 

chimiques  pour atteindre une concentration de 10-20 x10
6 

Spz/ml. 10 µl de chaque 

échantillon a été placé entre lame-lamelle préalablement chauffées (37°C). Lame-lamelle a été 

placée sous microscope à contraste de phase (microscope Nikon E200®-LED) muni d’une 

plaque chauffée (37 °C) et les images ont été capturées à l'aide d'une caméra vidéo (appareil 

photo numérique Basler A312fc Allemagne) à un grossissement x10 (phase négative). Quatre 

séquences ont été numérisées et au moins 200 spermatozoïdes ont été analysés. Les réglages 

standards ont été fixés à 25 images /seconde, 20-90 µm
2
 pour la surface de la tête et VCL> 10 

µm /s pour classer un spermatozoïde comme mobile (Tamayo-Canul et al., 2011). Un 

spermatozoïde ayant VCL, entre 10 et 45 µm /s est lent, entre 45 et 75 µm /s est moyen, > 75 

µm /s est rapide. Les paramètres de mobilité mesurés sont: la mobilité totale (TM%) mobilité 

progressive (PM%), la linéarité (LIN%); vitesse curviligne (VCL µm/s); vitesse linéaire droite 

(VSL µm/s); vitesse de trajectoire moyenne (VAP µm/s); amplitude de mouvement latéral de 

la tête (ALH µm); fréquence de battement transversale (BCF Hertz). Mobilité totale (TM) a 

été défini comme étant le pourcentage de spermatozoïdes avec VCL> 10 µm/seconde, et la 

mobilité progressive (PM) est défini comme étant le pourcentage de spermatozoïdes avec 

VCL> 25 µm/seconde et STR> 80% (Mortimer, 1997). 

I.2.4.2 Analyse de la fonctionnalité de la membrane des spermatozoïdes 

L'intégrité fonctionnelle de la membrane du sperme a été évaluée en utilisant le 

test de gonflement hypo-osmotique (HOST). Bref, 20 µl de sperme ont été mises en 

incubation avec 200 µl d'une solution hypo-osmotique 100 mOsM pendant 60 minutes. La 

solution hypo-osmotique est préparée en mélangeant 9 g de fructose et 4,9 g de citrate de 

sodium, dilué dans 1 litre d'eau distillée à 37 °C. 10 Après l’incubation, 10 µl de semence ont 

été mis entre lame- lamelle puis, placé sous microscope optique à  grossissement x40.  Les 

spermatozoïdes possédant une queue enflée et enroulé étaient supposés avoir la membrane 

fonctionnelle. Au moins 150 spermatozoïde sont été pris en compte pour calculer le 

pourcentage de spermatozoïdes réagi (Bucak et al., 2009).  
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I.2.4.3 Test de peroxydation lipidique (LPO) 

La peroxydation des lipides a été mesurée sur la base de concentration du 

malondialdéhyde (MDA). Le MDA, un produit final de la peroxydation des lipides, a été 

quantifié en utilisant le test à l'acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode décrite par 

Buege et Aust (1978). Un millilitre de solution TTH (acide trichloracétique + acide 

thiobarbiturique 0,375% dans l’acide chlorhydrique 0.25N) a été ajouté au sperme (0.5ml). Le 

mélange a été bouilli pendant 15 minutes, puis refroidi dans un bain de glace. La réaction 

acide thiobarbiturique-MDA se manifeste par une couleur rose-orange. Après le 

refroidissement, la suspension a été centrifugée à 18 000 g pendant 15 minutes. Le surnageant 

est ensuite mis dans microplaque à 96 puits (200µl/puits). L'absorbance est mesurée à 532 nm 

à 25 °  

Pour déduire la concentration de MDA de nos échantillons à partir de l’absorbance, nous 

avons tracé une courbe d’étalonnage à partir d’une solution MDA témoin. Nous avons dilué 

0,0012 g MDA dans 100ml d’eau distillé, la concentration de ce mélange a été calculée et elle 

est de 38,27 nmole. A partir de cette  solution, nous avons préparé 05 solutions à 

concentration connu qui sont résumé dans le tableau suivant : 

Tableau 4: les concentrations de MDA pour tracer une courbe d’étalonnage (la 

solution a été rajoutée au solution de MDA pour atteindre 500µl puis un 1 ml de TTH a 

été rajouté). 

 

Concentration 
connu (nmole/ml) 

Volume de la 
solution MDA (ul) 

Volume de la 
solution A (ul) 

Volume de TTH 
ajouté (ml) 

19,12 500 0 1 

9,56 250 250 1 

4,78 125 375 1 

2,39 63 437 1 

1,204 32 468 1 

Ensuite, nous avons mis ces préparation dans un bain marie à une température de 100°C 

pendant 15min, puis dans la glace pour stopper la réaction et centrifuger à 18000 tours 

pendant 10min. nous avons pris 200 ul du surnageant et le mettre dans la microplaque, 

l'absorbance est mesurée à 532 nm à 25 ° C. 

I.2.4.4 Analyses statistiques 

Chaque analyse de chaque traitement (mobilité, intégrité de la membrane et MDA) a été 

répétée au moins  3 fois (au minimum 600 spermatozoïdes ont été analysés/traitement). Pour 



Partie expérimentale   Résultats et Discussion 

Page | 44 
 

les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel Statview 4.02 (Abacus 

Concepts Inc., Berkeley, CA, USA). Les valeurs de chaque analyse ont été exprimées en 

moyenne ± ES. Les variables utilisées à des fins de comparaison étaient les traitements 

utilisés (contrôle (CD-CHL), CD-CHL-VitE. Les différences entre les traitements ont été 

évaluées à l'aide d'une analyse de variance, ANOVA à un critère, suivie d'un test de post hoc 

Fisher. Les valeurs ont été considérées significatives lorsque P< 0.05. 

II. Résultats 

II.1.1 Mobilité et fonctionnalité de la membrane 

La mobilité totale (TM) et la mobilité progressive (PM), les vitesses (VCL, VSL 

et VAP), ALH, BCF linéarité et l’intégrité de la membrane (HOST) de tous les échantillons 

analysés, après décongélation sont présentées dans la Figure 24, 25, 26et 27. 

Les résultats de l’intégrité de la membrane (HOST) a  démontré aucune différence 

significative (P≥0.05) entre tous les milieux de conservation. Aucune différence significative 

(P≥0.05) en termes des paramètres de mobilité (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN et BCF)   n’a 

été enregistrée entre tous les 2 milieux de conservation. 

 

Figure 24: Pourcentages (Moyenne ± ES) de l’intégrité de la membrane, la mobilité totale 

(MT), mobilité progressive (MP) et linéarité (LIN) après décongélation de la semence 

épididymaire du bélier, du groupe contrôle (CD-CHL) et le groupe traité avec CD-CHL-VitE 
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Figure 25: Vitesses des spermatozoïdes, VCL, VSL et VAP (Moyenne ± ES) après 

décongélation de la semence épididymaire du bélier, du groupe contrôle (CD-CHL) et le 

groupe traité avec CD-CHL-VitE. 

 

Figure 26: Amplitude latérale de tête (ALH) (Moyenne ± ES) après décongélation de la 

semence épididymaire du bélier, du groupe contrôle (CD-CHL) et le groupe traité avec CD-

CHL-VitE. 
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Figure 27: fréquence de battement de la tête  (BCF) (Moyenne ± ES) avant congélation de la 

semence épididymaire du bélier, du groupe contrôle (CD-CHL) et le groupe traité avec CD-

CHL-VitE. 

II.1.2 Peroxydation des lipides 

Les valeurs de l’absorbance de la solution témoin utilisé nous a permis de tracer une courbe 

d’étalonnage  en fonction ses  concentrations connues du MDA. La courbe d’étalonnage est 

présentée dans la figure 28.  

 

Figure 28: Courbe d’étalonnage de MDA (nmole) 
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Les résultats de la peroxydation des lipides exprimés par la quantité d MDA généré n’a 

montré aucune différence significative (P≥0.05) entre tous les milieux de conservation 

(Figure 29).  

 

Figure 29: MDA (Moyenne ± ES) (peroxydation des lipides) après décongélation de la 

semence épididymaire du bélier, du groupe contrôle (CD-CHL) et le groupe traité avec CD-

CHL-VitE. 

III. Discussion 

L'objectif de  cette expérimentation  était d'explorer une nouvelle approche dans la 

préservation du sperme épididymaire du bélier. L'approche expérimentale consistait en une 

protection simultanée contre le choc au froid et le stress oxydatif en utilisant le cholestérol et 

la vitamine E. Comme les deux molécules sont hydrophobes, leur solubilité dans le milieu de 

congélation était augmentée grâce à leur incorporation dans les cyclodextrines. 

Il est bien établi que le cholestérol joue un rôle déterminant dans le maintien de la 

structure, de la fluidité et de la fonction de la membrane cellulaire dans l'intervalle des 

températures physiologiques (Aman et Pickett, 1987; Darin-Bennett et White, 1977). Au 

cours de la cryoconservation, la membrane du sperme est exposée aux dommages du  choc au 

froid avec une déplétion significative du cholestérol affectant l'intégrité de la membrane 

cellulaire, la mobilité des gamètes et les résultats de fertilité. Il est bien établi, que la 

sensibilité du sperme des mammifères au choc au froid dépend de la proportion du rapport 

cholestérol / phospholipides dans la membrane cellulaire. Chez le bélier, ce rapport est plus 

faible (0.38) comparé au sperme humain (0.99), ce qui explique la plus grande susceptibilité 

de la membrane du spermatozoïde du bélier au choc au froid (Muiño-Blanco et al., 2008).  Ila 

été rapporté que rapportant des cyclodextrines chargées de cholestérol ont des effets positifs 
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sur la mobilité des gamètes et/ou l'intégrité de la membrane chez le bélier (Morrier et al., 

2004), taureau (Mocé et Graham, 2006; , 2004) et l'étalon (Moore et al., 2005, Pamornsakda 

et al., 2011). De ce fait, notre milieu de congélation de base comporte le complexe CD-CHL. 

En raison de sa forte proportion en acides gras polyinsaturés, la membrane du 

spermatozoïde du bélier est la première cible des dommages causés par le stress oxydatif. 

Ainsi, la peroxydation lipidique est la principale lésion causée par les ERO dans la membrane 

du spermatozoïde, mais aussi dans d'autres composants cellulaires comme l'acrosome et le 

génome cellulaire (Peris et al., 2007). La vitamine E dans la membrane cellulaire est la 

première molécule antioxydante luttant contre le stress oxydatif (Peris et al., 2007, Zhang et 

al., 2001) en interrompant la réaction en chaîne de la peroxydation des lipides et en piégeant 

les ERO (Niki et al., 2004). En effet, La vitamine E protège les acides gras polyinsaturés 

notamment l’acide arachidonique et l’acide docosahexaenoique (Valk et Hornstra, 2000). Ce 

dernier constitue la majorité des AGPI chez le bélier. De plus, la vitamine E a été proposée 

comme composant structurel qui stabilise les membranes cellulaires contenant des lipides 

polyinsaturés (Diplock et Lucy, 1973; Fukuzawa et al., 1977). Ceci est dû à sa localisation 

dans le noyau lipidique de la membrane et à sa liaison avec les phospholipides (Urano et al., 

1987, 1988). Néanmoins, une fois la vitamine E épuisée, la cellule devient vulnérable aux 

attaques des ERO, en particulier pendant le processus de congélation-décongélation (Peris et 

al., 2007). Plusieurs travaux dans le domaine de la chimie, ont montré que la complexation de 

la Vitamine E avec les  CDs n’affecte pas l’activité antioxydante de la Vitamine E tout en 

augmentant sa stabilité contre la photodégradation (López-nicolás et al., 2014). Comme la 

vitamine E partage le même caractère hydrophobe avec le cholestérol, il a été émis 

l'hypothèse que le chargement de la vitamine E dans les cyclodextrines pourrait augmenter sa 

solubilité avec un impact positif sur la membrane cellulaire. 

Dans le présent travail, la supplémentation du milieu de congélation de base (CD-

CHL) par le complexe Cyclodextrine-vitamine E (CD-CHL-VitE) n’a pas un effet sur tout les 

paramètres étudies par rapport au contrôle (CD-CHL), particulièrement la peroxydation des 

lipides. Ce résultat  pourrait indiquer que le cholestérol a un effet antioxydant.  En effet, il a 

été rapporté que le cholestérol est considéré comme un obstacle à la propagation des ERO 

(López-Revuelta et al., 2007) et un protecteur contre le peroxyde d’hydrogène (Naseer et al., 

2015) responsable de la peroxydation des lipides.
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IV. Conclusion 

En conclusion, les résultats de l’expérimentation  montrent que l’ajout de 

complexe CD-VitE au milieu de congélation à base de CD-CHL n’a pas amélioré la qualité du 

sperme in vitro, particulièrement la peroxydation des lipides.  Cependant, d’autres études 

élargies sont nécessaires pour évaluer l’effet de complexe CD-Vit E.
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Résumé 

Durant le processus de conservation à basse température à -196°C le sperme est plus exposé au dommage 

oxydatif qui est délétère pour les spermatozoïdes. La protection du sperme ovin contre le stress oxydatif durant 

la conservation peut être une méthode efficace pour améliorer la qualité du sperme. L’objectif de cette étude est 

d’étudier les impacts des complexes cyclodextrine-cholestérol, cyclodextrine-cholestérol-vitamine sur la qualité 

du sperme cryoconservé après processus de congélation-décongélation. 

De ce fait, nous avons collecté le sperme du bélier en utilisant la méthode du rinçage épididymaire. Le sperme 

collecté a été évalué, puis dilué avec pour qu’il soit conservé dans deux milieux différents, le premier milieu à 

base de CD-CHL, le deuxième à base de CD-CHL-Vit E, puis nous avons congelé nos échantillon à -196°C. 

Après décongélation, la motilité des spermatozoïdes et l’intégrité membranaire(HOST) ont été évalué avec le 

CASA, ainsi que la peroxydation des lipides en procédant au dosage du MDA (malonaldéhyde). 

Nos résultats indique que le cholestérol a un effet antioxydant sur le sperme, alors que l’ajout du complexe CD-

vit E avec cèle ci n’a aucun effet significatif. 

Nous concluons que la suplémentation du complexe CD-vit E au milieu de conservation à base de CD-CHL 

n’améliore pas la qualité du sperme conservé, cependant, d’autres études sont nécessaires pour évaluer 

l’efficacité du complexe CD-vit E. 

Mots clés : bélier, sperme épididymaire, conservation, stress oxydatif, cyclodextrine, cholestérol, vitamine E. 

Abstract 

During the low temperature storage process at -196 ° C the sperm is more exposed to oxidative damage which is 

deleterious to the sperm. Protecting sheep semen from oxidative stress during storage can be an effective method 

of improving semen quality. The objective of this study is to study the impacts of cyclodextrin-cholesterol, 

cyclodextrin-cholesterol-vitamin complexes on the quality of cryopreserved sperm after the freeze-thaw process. 

Therefore, we collected the ram's semen using the epididymal flushing method. The collected sperm was 

evaluated, then diluted with so that it was stored in two different media, the first medium based on CD-CHL, the 

second based on CD-CHL-Vit E, then we frozen our samples at -196 ° C. 

After thawing, sperm motility and membrane integrity (HOST) were assessed with CASA, as well as lipid 

peroxidation by performing the MDA (malonaldehyde) assay. 

Our results indicate that cholesterol has an antioxidant effect on semen, while the addition of CD-vit E complex 

with it has no significant effect. 

We conclude that supplementation of CD-vit E complex to CD-CHL-based storage medium does not improve 

the quality of stored sperm, however, further studies are needed to assess the efficacy of CD-vit E complex. 

Key words: ram, epididymal sperm, preservation, oxidative stress, cyclodextrin, cholesterol, vitamin E. 

 الملخص

دسجت ٍئٌ٘ت ، تنُ٘ اىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت أمثش عشضت ىيتيف اىتأمضذي اىزي ٌيحق اىضشس  691-أثْبء عَيٍت اىتخزٌِ فً دسجبث حشاسة ٍْخفضت عْذ 

اىَْ٘ي.  ببىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت. ٌَنِ أُ تنُ٘ حَبٌت اىضبئو اىَْ٘ي ىلأغْبً ٍِ الإجٖبد اىتأمضذي أثْبء اىتخزٌِ طشٌقت فعبىت ىتحضٍِ ج٘دة اىضبئو

ٌ٘ت فٍتبٍٍِ عيى ج٘دة اىحٍ٘اّبث اىَْ-م٘ىٍضتشٗه-م٘ىٍضتشٗه ، صٍني٘دمضتشٌِ-اىٖذف ٍِ ٕزٓ اىذساصت ٕ٘ دساصت تأثٍش ٍشمببث صٍني٘دمضتشٌِ

 اىَحف٘ظت ببىتبشٌذ بعذ عَيٍت اىزٗببُ ببىتجٍَذ.

بحٍث ٌتٌ  ىزىل ، قَْب بجَع اىضبئو اىَْ٘ي ىينبش ببصتخذاً طشٌقت اىتْظٍف اىبشبخً. تٌ تقٌٍٍ اىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت اىتً تٌ جَعٖب ، ثٌ تٌ تخفٍفٖب

 691-، ثٌ قَْب بتجٍَذ عٍْبتْب عْذ  CD-CHL-Vit Eأصبس  ، ٗاىثبًّ عيى CD-CHLتخزٌْٖب فً ٗصٍطٍِ ٍختيفٍِ ، اى٘صٍظ الأٗه ٌعتَذ عيى 

 دسجت ٍئٌ٘ت.

، ٗمزىل بٍشٗمضٍذ اىذُٕ٘ عِ طشٌق إجشاء ٍقبٌضت  CASA( ببصتخذاً HOSTبعذ اىزٗببُ ، تٌ تقٌٍٍ حشمت اىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت ٗصلاٍت اىغشبء )

MDA (malonaldehyde.) 

 ٍعٔ ىٍش ىٔ تأثٍش ٍعْ٘ي. CD-vit Eد ىلأمضذة عيى اىضبئو اىَْ٘ي ، فً حٍِ أُ إضبفت ٍشمب تشٍش ّتبئجْب إىى أُ اىن٘ىٍضتشٗه ىٔ تأثٍش ٍضب

لا ٌحضِ ج٘دة اىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت اىَخزّت ، ٍٗع رىل ، ْٕبك  CD-CHLإىى ٗصٍظ اىتخزٌِ اىَضتْذ إىى  CD-vit Eّضتْتج أُ ٍنَلاث ٍجَع 

 .CD-vit Eحبجت إىى ٍزٌذ ٍِ اىذساصبث ىتقٌٍٍ فعبىٍت ٍشمب 

 : اىنبش ، اىحٍ٘اّبث اىٌَْ٘ت اىبشبخٍت ، اىحفع ، الإجٖبد اىتأمضذي ، اىضٍني٘دمضتشٌِ ، اىن٘ىٍضتشٗه ، فٍتبٍٍِ ٕـ.ىَفتبحٍتاىنيَبث ا

 


