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Résumé

Pendant la conservation du sperme a 4°C, la membrane plasmique du spermatozoide du coq est susceptible au
choc au froid et a la peroxydation des lipides (LPO). L’objectif de ce travail était de développer de nouvelles
approches de conservation de la semence du coq, avec une protection simultanée contre le choc au froid et la
peroxydation des lipides. L’approche consiste a supplémenter alternativement le milieu de conservation par des
huiles essentielles (romarin et armoise) ou par les complexes cyclodextrine-cholestérol (CD-CHL) et
cyclodextrine-vitamine E (CD-Vit E). Les cyclodextrines vont permettre d’augmenter la solubilité du cholestérol
et de la vitamine E, et augmenter ainsi leurs effets. L’objectif étant de protéger la mobilité des gamétes et lutter
contre le stress oxydatif évalué par le statut antioxydant total et le dosage du malondialdéhyde (MDA), un
marqueur de la peroxydation des lipides membranaires. L’analyse qualitative par CG/SM des deux huiles
essentielles a montré chémotype camphre avec 31.9% de la composition totale pour I’armoise et 18,88% pour le
romarin. Les résultats ont montré que la supplémentation avec les HE du romarin et de I’armoise améliore
significativement les paramétres de mobilité (totale et progressive), et les différentes vitesses (VCL, VSL, VAP)
ainsi que ’ALH et la BCF aprés 6, 24 et 48h de conservation a 4°C, avec une augmentation de la capacité
antioxydante totale et une baisse du niveau de la peroxydation lipidique. Les doses de 8,7 et 87pug/ml semblent les
plus appropriées, alors qu’un effet spermicide est observé a la dose de 870ug/ml. Le second objectif de notre
travail, était de déterminer I’impact de la vitamine E incorporée dans la méthyl B-cyclodextrine seule, et
I’association du cholestérol et de la vitamine E pré-chargés dans la méthyl B-cyclodextrine (CD-Vit E), sur le
sperme conservé a 4°C pendant 48h. Les résultats ont montré une amélioration significative (P < 0.05) de la
mobilité totale, mobilité progressive, la VCL, VSL, VAP, ALH et BCFpar rapport aux, controle (Tris) et le milieu
commercial (IMV). Les résultats ont montré aussi, que 1’association de la CD-Vit E et le cholestérol pré-chargé
dans la méthyl B-cyclodextrine (CD-CHL) induit un effet hautement significatif (P < 0.05) dans la préservation de
la mobilité totale, mobilité progressive, fonctionnalité de la membrane et les différentes vitesses (VCL, VSL, VAP)
apres 6, 24 et 48h de conservation du sperme a 4°C, comparativement a la CD-Vit E seule. Les résultats montrent
ainsi I'impact positif de l'utilisation concomitante de la vitamine E et du cholestérol solubilisés dans la
cyclodextrine pour lutter simultanément contre le choc thermique et le stress oxydatif.



Abstract

During sperm preservation at 4 ° C, the plasma membrane of the rooster spermatozoa is susceptible to cold shock
and lipid peroxidation (LPO). The aim of this work was to develop new approaches to the conservation of rooster
semen, with simultaneous protection against cold shock and lipid peroxidation. The approach consists of
alternately supplementing the preservation medium with essential oils (rosemary and mugwort) or with the
cyclodextrin-cholesterol (CD-CHL) and cyclodextrin-vitamin E (CD-Vit E) complexes. The objective is to protect
gamete mobility and fight against oxidative stress assessed by the total antioxidant status and the malondialdehyde
(MDA) assay, a marker of membrane lipid peroxidation. The qualitative analysis by GC / MS of the two essential
oils showed camphor chemotype with 31.9% of the total composition for mugwort and 18.88% for rosemary. The
results showed that supplementation with rosemary and sagebrush HE significantly improves mobility parameters
(total and progressive), and different speeds (VCL, VSL, VAP) as well as ALH and BCF after 6 months. , 24 and
48h storage at 4 ° C, with an increase in total antioxidant capacity and a decrease in the level of lipid peroxidation.
Doses of 8.7 and 87 ug / ml seem the most appropriate, whereas a spermicidal effect is observed at a dose of 870
ng / ml. The second objective of our work was to determine the impact of vitamin E incorporated in methyl p-
cyclodextrin alone, and the combination of pre-loaded cholesterol and vitamin E in methyl B-cyclodextrin (CD-
Vit E), on sperm preserved at 4 ° C for 48h. The results showed a significant improvement (P <0.05) in total
mobility, progressive mobility, VCL, VSL, VAP, ALH and BCF compared to, control (Tris) and commercial
(IMV). The results also showed that the combination of CD-Vit E and pre-loaded cholesterol in methyl B-
cyclodextrin (CD-CHL) induces a highly significant effect (P <0.05) in the preservation of total mobility. ,
progressive mobility, membrane functionality and different speeds (VCL, VSL, VAP) after 6, 24 and 48h sperm
preservation at 4 © C, compared with CD-Vit E alone. The results thus show the positive impact of the concomitant
use of solubilized vitamin E and cholesterol in cyclodextrin to simultaneously combat heat shock and oxidative
stress.
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Liste des abréviations et des sigles

% : Pourcentage

°C : Degré Celsius

Mg : Microgramme

pl : Microlitre

pm : Micromeétre

ABTS : 2,2-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline acide 6-sulfonique)
ADN : Acide nucléique désoxyribose

AGPI : Acides Gras Polyinsatures

ALH : Amplitude Lateral of the Head (movement latéral de la téte)
AQS : Analyseur de la qualité du sperme

ATP : Adénosine triphosphate

BCF : Beat Cross Frequency (fréquence de battement transversal)
CASA : Computer Aided Sperm Analysis

CA : Comet assay

CAT : Catalase

CD : Cyclodextrine

CD-CHL-Vit E : Cyclodextrine-Cholestérol-Vitamine E
CD-Vit E : Cyclodextrine-Vitamine E

CHL : Cholestérol

CPG : Chromatographie en phase Gazeuse

DNPH : dinitrophényl hydrazine

ERO:s : espéces Réactives de 1’Oxygene

GPX : glutathion peroxydase

GR : glutathion réductase

GSH : glutathion réduit

H : Heure

HPLC : chromatographie en phase liquide & haute performance
IA : Insémination artificielle

LIN : Linearity (linéarité)

LPO : Peroxydation des lipides

M : Mole

MDA : Malondialdéhyde



mg : Milligramme

ml : Mililitre

Mob T : mobilité totale

Mob P : mobilité progressive

MPVI : Membrane périvitelline interne

PBS : phosphate buffer saline

SCSA : Sperm chromatin structure assay (SCSA)
SOD : Superoxyde dismutase

Spz : Spermatozoides

TAC : Capacité antioxydante totale)

TBA : Acide thiobarbiturique

TRIS : Tris (hydroxymethylaminomethane)

VAP : Velocity Average Path (vitesse de trajectoire moyenne)
VCL : Velocity CurviLinear (vitesse curviligne)

Vit E : Vitamine E

VSL : Velocity Straight Linear (vitesse linéaire droite)
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Introduction générale

Dans I’¢levage avicole moderne, la fertilité¢ est d’un intérét majeur pour la rentabilité
économique, principalement en raison de son effet sur le nombre de poussins éclos par femelle
de départ. En élevage chair, les reproducteurs (parentaux) sont sélectionnés génétiquement pour
de meilleurs rendements en viande inversement corrélés aux performances de reproduction. La
forte vitesse de croissance semble avoir un impact négatif sur la fertilité, comme en témoigne
le déclin de la capacité de fertilité des reproducteurs (Barbato, 1999). La diminution de la
fertilité se produit souvent durant la deuxieme moiti¢ d’¢levage (40 semaines environ), liée

principalement aux males.

La viande et les ceufs de volailles font partie des denrées d’origine animale les plus
largement consommés a 1’échelle de la planéte. Aujourd’hui, il est important d'augmenter la
production (viande et ceuf) pour répondre a 1’accroissement de la demande liée a la croissance
démographique, a l'urbanisation et a l'augmentation des revenus dans les pays en
développement. Les poulets dominent la consommation mondiale de viande car leur viande est
bon marché, pauvre en matiéres grasses et ne fait I'objet de presque aucune restriction religieuse
ou culturelle. Les technologies de reproduction assistée, telles que l'insémination artificielle
(IA), contribuent a augmenter la production de volaille, puisqu’elles permettent une utilisation
plus large de cogs génétiquement superieurs avec des performances de production élevees
(Benoff et al., 1981). En effet, grace a I'IA, la fécondité peut étre maintenue a des niveaux
élevés (Brillard et McDaniel, 1986).

La réussite de I'l A dépend du respect des différentes étapes, allant de la collecte des males,
I’évaluation, la dilution, le stockage de la semence, et enfin ’insémination de la femelle. Les
taux de fertilité obtenus apres IA vont dépendre de la qualité de la semence inséminée. En effet,
le sperme aviaire présente un inconvénient majeur puisque sa fécondité chute considérablement
15 minutes apreés la collecte (Blesbois et brillard, 2007). En pratique, 1’insémination ne doit pas
dépasser les 30 minutes apres la collecte de la semence, car la qualité du sperme est le facteur
déterminant de la fertilité et de 1'éclosion des ceufs, et reste la source principale de rentabilité
de I’¢levage avicole (Mohan et al, 2018). Ainsi, I’évaluation de la qualité du sperme avant
I’insémination est essentielle, afin de ne garder que les meilleurs reproducteurs dans les

¢levages mais aussi pour ajuster les doses d’inséminations.



La concentration du sperme du coq varie de 3 & 7.10° spermatozoides/ml (Etches, 1996).
Les spermatozoides sont des cellules hautement spécialisées, jouant un réle crucial dans la
transmission de I’ADN paternel et dans 1’activation de 1’ovocyte au cours de la fécondation.
Les spermatozoides aviaires sont différents de ceux des mammiféres, avec une forme filiforme,
une téte beaucoup plus longue que large, et un volume cytoplasmique inférieur a celui des
mammiferes (Long, 2006 ; Santiago-Moreno et al., 2016). La membrane du spermatozoide
aviaire par sa composition differe de celle des mammiféres. En effet, elle contient une
proportion élevée en acides gras polyinsaturés (AGPI) dans la fraction phospholipidique, une
teneur en protéine plus faible, un ratio cholestérol/phospholipides (C/P) plus faible et une
grande fluidité et flexibilité membranaire a des températures physiologiques (Cerolini et al,
1997 ; Douard et al., 2000 ; Cerolini et al., 2006).La richesse de la membrane en AGPI rend les
spermatozoides susceptibles a la peroxydation lipidique (Cerolini et al, 1997), notamment
durant les étapes de la conservation in vitro (Wishart, 2009). Cette peroxydation est encore plus
marquée si les quantités en antioxydants endogénes sont insuffisantes pour contrecarrer les
effets délétéres des especes oxygénees réactives (EORs) sur la membrane cytoplasmique
(Wishart, 2009). Dans ces conditions, un systeme de défense antioxydant performant reste un
élément clé dans le maintien de la qualité du sperme (Surai et al, 2016a).

Le maintien des spermatozoides a des températures basses induit une transition de phase
(choc thermique) de la membrane plasmique, pouvant entrainer des lésions irréversibles dans
la composition de la membrane lipidique (Amann et Pickett, 1987). La susceptibilité au choc
thermique du spermatozoide dépend du ratio cholestérol/phospholipides (C/P), les espéces dont
la membrane spermatique présente un taux élevé en C/P comme I’homme et le lapin, sont plus
résistantes avec moins de dommages au niveau membranaire (Darin-Bennett et White, 1977 ;
Watson, 1981; White, 1993). Dans cette situation, le cholestérol ne subissant pas de transition
de phase, interagit avec les phopholipides membranaires et maintient la stabilité et la fluidité
membranaire a basse température (Drobnis et al, 1993). Le cholestérol joue aussi un role
important dans la perméabilité membranaire, avec diminution des transferts d’eau, maintenant
ainsi l’intégrit¢ membranaire des cellules pendant les variations osmotiques durant la

conservation (Glazar et al., 2009; Aksoy et al., 2010).

Dans ces conditions de choc thermique que subit par la cellule, le stress oxydatif vient
s’associer pour attaquer le spermatozoide, notamment au niveau de la membrane plasmique

(Partyka et al. 2012). Le stress oxydatif correspond a une agression des cellules par les espéces



réactives de I'oxygene (EROSs), produites en exces et provoquant des dommages au niveau que
I'ADN, des protéines et des lipides membranaires (Thomson et al., 2009 ; Shiva et al., 2011).
La membrane du spermatozoide aviaire est composée majoritairement d’AGPI indispensables
a la fluidité membranaire (Blesbois et al., 1997 ; Kelso et al., 1997). En raison de cette
proportion élevée en AGPI, la membrane reste une cible privilégiée des attaques par les EROs
(Surai et al., 1997), avec comme consequences une détérioration du sperme pendant le stockage
(Surai et al., 1998). Dans ce contexte, plusieurs stratégies sont utilisées pour combattre le choc

au froid et le stress oxydant pendant la conservation du sperme.

Le cholestérol a été particulierement rapporté comme un facteur clé pour lutter contre le
choc au froid. Etant hydrophobe et peu soluble dans I’eau, il ne peut donc se dissoudre
convenablement dans un dilueur afin d’étre directement incorporé a la semence. Récemment,
les cyclodextrines ont été utilisées pour arracher et insérer du cholestérol dans la membrane
cellulaire, par I’augmentation de la solubilité du cholestérol (Moce et al, 2010a). Les
cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques dont I’extérieur est hydrophile et I’intérieur
hydrophobe, capables d'encapsuler des composés hydrophobes tels que le cholestérol (Moce et
al., 2010a ; Purdy et Graham, 2004) et la vitamine E (Benhenia et al, 2016) pour les rendre
solubles. Lorsque le cholestérol est couplé a la cyclodextrine, le complexe permet

I’incorporation efficace du cholestérol dans les membranes cellulaires.

Lorsque le cholestérol est couplé a la cycodextrine (CLC), le complexe empéche le
réarrangement des phospholipides et augmente la fluidité de la membrane pendant la
conservation a basse température (Blommaert et al., 2016). De nombreuses études ont montré
la capacité des cyclodextrines chargées de cholestérol a augmenter la viabilité des
spermatozoides apres la cryoconservation chez plusieurs especes comme le bovin (Ezz et al.,
2017; Purdy et Graham 2004; Rajoriya et al., 2016, Yadav et al., 20017), cheval (Blommaert et
al., 2016; Moore et al., 2005), petits ruminants (Moce et al., 2010b ; Naseer et al., 2015,
Benhenia et al., 2016 ; Khellouf et al, 2018), le chien (Belala et al, 2016 ; Khan et al., 2017),
lapin (Nabi et al., 2017), et le coq (Chuaychu-noo et al., 2017 ; Partyka et al., 2018). En regle
générale, les concentrations de 1 a 5 mg de CLC pour 120 millions de spermatozoides améliore
considérablement les capacités de fécondation du sperme traité chez différentes espéces (Moce
et al., 2010a; Moore et al., 2005; Purdy et Graham, 2004).



Une autre approche qui consiste en la supplémentation des milieux de conservation par
des antioxydants pour combattre le stress oxydatif, est largement étudiée. La vitamine E a
montré un intérét dans la lutte contre les effets néfastes des EORs sur la cellule
spermatique (Blesbois et al., 1993 ; Breque et al., 2003 ; Dimitrov et al., 2007 ; Surai et al.,
2006). La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble présent dans la membrane
cellulaire, et dont le role principal est de rompre la chaine d’oxydation par le piégeage des
radicaux peroxydes qui propagent la peroxydation des lipides (Surai et al., 2006 ; Voljc et al.,
2011). La vitamine E joue aussi un role de stabilisateur de la membranaire, qui est fondamental
pour la cellule spermatique (Rengaraj et Hong, 2015 ; Tufarelli et Laudadio, 2016). En effet,
I’addition au milieu de conservation de la vitamine E et du sélénium, permet de contrecarrer
I’action des radicaux libres sur la cellule spermatique (Blesbois et al, 1993 ; Dimitrov et al,
2007), et de méme, I’incorporation de la vitamine E dans ’alimentation des volailles, a montré
une nette amélioration de la qualité spermatique (Surai et al, 1998 ; Breque et al, 2003 ; Surai
et Fisinin, 2014). Etant hydrophobe, la vitamine E et le cholestérol présentent une faible
solubilité dans les milieux de conservation, limitant ainsi leurs effets bénéfiques sur la cellule.
Cependant, avec I’intermédiaire des cyclodextrines, la solubilité et I’effet complémentaire de
ces deux molécules sont remarquablement augmentés (Benhenia et al., 2016, Khellouf et al.,
2018). Cette approche qui consiste a associer la cyclodextrine, le cholestérol et la vitamine E

n’est pas encore explorée a notre connaissance chez le coq.

Ces dernieres années, nous observons aussi un intérét particulier pour 1’utilisation des
molécules naturelles et des extraits de plantes pour leurs effets bénéfiques sur la reproduction
et la fertilité de la volaille (Cross et al., 2007 ; Radwan Nadia et al., 2008 ; Mangiagalli et al.,
2010). Les substances naturelles permettent particulierement de renforcer la capacité de défense
antioxydante (Rosato et al, 2012). L’utilisation des plantes en médecine traditionnelle, du fait
de leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-
alimentaires et industrielles est une pratique trés ancienne de par le monde (Bag et
Chattopadhyay, 2015 ; Bakkali et al., 2008 ; Sharifi-Rad et al., 2018,). L'intérét croissant pour
I'utilisation de produits naturels, et en particulier les huiles essentielles (HE), qui sont des
métabolites secondaires, découle de leurs nombreux effets biologiques tels qu’antibactériens
(Boutabia et al., 2016 ; Outaleb et al., 2015), antiviraux (koch et al., 2008), antifongiques
(Mahboubi et Kazempour, 2015) et antioxydants (Frankel et al., 1996 ; Outaleb et al., 2015 ;
Raskovic et al., 2014). En industrie alimentaire, il existe aujourd’hui une demande accrue pour

les antioxydants naturels. Ces produits sont utilisés pour leurs sécurités et pour leurs



implications dans les mécanismes de défenses corporels contre les maladies cardio-vasculaires,
le cancer, l'arthrite, I'asthme et le diabéte. Par ailleurs, la sécurité des antioxydants synthétiques
tels que I’hydroxyanisole butylé (BHA), I’hydroxytoluéne butylé (BHT), est contesté a présent.
Ces molécules synthétiques sont soupgonnées d’étre cancérigénes et responsables de lésions
hépatiques (Wang et al., 2000). De ce fait, le consommateur a tendance a limité et éviter
I’utilisation des additifs de synthése dans les produits alimentaires. Depuis déja plusieurs
années, le romarin est utilisé dans l'industrie alimentaire comme alternative aux additifs
chimiques dans les préparations de la volaille, de I'agneau, du veau, des fruits de mer, et salades
(Djenane et al., 2002 ; Moino et al., 2008).

Bien que la recherche sur I’activité antioxydante des HE du romarin et de I’armoise
blanche ont fait 1’objet de plusieurs études, il n’existe aucune publication a notre connaissance
sur I’intérét de ces HE dans la conservation du sperme aviaire in vitro. Ainsi, dans le présent
travail, nous nous sommes intéressées a ces deux HE en raison essentiellement de leurs activités
antioxydantes. Chez plusieurs especes animales, la supplémentation alimentaire en HE a montré
un intérét dans la protection et I’amélioration des parameétres spermatiques (Liu et al, 2017 ;
sebai et al, 2015 ; Ben slimaet al, 2013 ; Kose et al, 2011). Cependant, peu d’informations sont
disponibles sur les effets de 1’ajout de HE dans le milieu de conservation du sperme. Chez
I’homme, des effets contraceptifs des HE ont été€ rapportés dans la littérature (Trachyspermum
ammi, Paul et Kang, 2012 ; Thymus mumbianus, Chikhoune et al, 2015). Chez le porc, les effets
des HE sur la conservation du sperme ont également été explorés (Thymbra capitata (L.) Cav
et Rosmarinus officinalis (L.), EImi at al, 2017 ; Thymus munbyanus ; EImi et al, 2019). Il en
ressort de I’examen de la littérature, que seuls les effets spermicides sont rapportés in vitro dans

la conservation du sperme.

A la lumiere de cet ensemble de données, les objectifs fixés par le présent travail sont :
1) étudier I’impact d’une supplémentation des milieux de conservations par les HE de I’armoise
blanche (Artémisia herba alba) et du romarin (rosmarinusofficinalis), sur les parametres de
mobilité du sperme du coq, aprés une conservation a 4°C pendant 48 heures. Pour ces mémes
milieux, nous allons quantifier la peroxydation des lipides membranaires et de la capacité
antioxydante totale du sperme conservé. 2) étudier I’impact de 1’association cyclodextrine-
vitamine E (CDVitE), et du complexe Cyclodextrine-cholestérol-vitamine E (CDCholVitE) sur

les parametres de mobilité du sperme du coq apres conservation a 4°C pendant 48 heures.



Chapitre 1 : La reproduction des oiseaux domestiques



1. Introduction

Les oiseaux sont des ovipares homéothermes a fécondation interne. Cette oviparité
s’accompagne de nombreuses spécificités qui placent la reproduction des oiseaux dans une
classe a part au sein des vertébrés. Chez les oiseaux, la détermination sexuelle repose sur le
systeme ZZ : ZW. Le chromosome W est porté par la femelle, ce sont donc elles qui sont
hétérogamétiques tandis que les males sont homogamétiques. C’est donc une situation inverse
a celle rencontrée chez les mammiferes ou c’est le gamete femelle qui détermine le sexe chez

les oiseaux.

1.1 Anatomie de I’appareil génital male

Les organes sexuels méles sont internes chez les oiseaux et contrairement a ce que 1’on
observe chez la plupart des mammifeéres, les testicules ne migrent pas et demeurent donc sur
leur site d’origine embryologique (Barrie, 2007). La spécificité la plus marquante est que la
spermatogenése se produit a la température interne de 1’abdomen, soit environ 41°C (de
Reviers, 1988). L’appareil génital des males peut €tre divisé en trois unités morphologiques qui
sont les testicules, les voies déférentes et I’appareil copulateur. La fonction principale du male
reproducteur est donc la production de la semence, et dans le cas de la reproduction naturelle,
le cochage de la femelle. Un male sexuellement actif peut produire jusqu’a 3 x 10° SPZ par
jour, ceci équivaut a 35000 SPZ/seconde. Cette production intense est assurée par le testicule

qui assure la fonction de spermatogénese mais aussi la fonction endocrine (Etches, 1996).

1.1.1 Les testicules

Chez les oiseaux, les testicules sont situés dans la cavité abdominale, en position cranio-
ventrale par rapport aux reins. La spermatogenese se déroule a la température centrale de
I’animal (41-43°C) (Etches, 1996). lls ont a peu pres la forme d'un haricot. IIs sont suspendus
a la paroi dorsale de la cavité abdominale par un ligament, le mésorchium, pres de l'aorte et de
la veine cave (Figure 1). Bien que les deux testicules soient positionnés de maniére symétrique
par rapport au plan médian, ils sont souvent de taille asymétrique. Le testicule gauche est
généralement plus grand que le droit chez de nombreuses espéces d’oiseaux (Barrie, 2007). A
I’approche de la maturité sexuelle, le poids testiculaire passe de 2-4 g a 25-35 g, alors que le
testicule gauche est souvent augmente (Etches, 1996). La taille des testicules des oiseaux

adultes varie en fonction des especes, des individus et de la saison (de Reviers, 1996). Le



testicule est enveloppé par une tunique protectrice, 1’albuginée, et relié¢ a I’appareil copulateur
par un canal déférent, le male est dépourvu de glandes annexes (prostate, vésicules séminales,
etc.) (Etches, 1996). Le parenchyme testiculaire est constitué de deux parties bien distinctes :
les tubes séminiféres qui produisent les spermatozoides et le tissu intertubulaire (interstitiel),

qui est en partie responsable de la fonction endocrine des testicules.
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Figure 1 : Schéma de I’appareil génital du coq (d’aprés Hodges, 1974)

1.1.2 Le tractus genital

Le tractus génital chez les oiseaux est assez réduit. Il ne contient pas de glande accessoire
différenciée et l'organe copulateur est réduit voir absent. Au moment de 1’accouplement, les
deux cloaques des deux sexes s‘éversent lors de I'accouplement. Les spermatozoides produits
au niveau des tubes séminiféres sont évacues vers le canal épididymaire via le rete testis.
L’¢épididyme produit une quantité de fluide séminal., et I’ensemble avec les spermatozoides
sont déverses dans le canal deférent qui mesure environ 12 a 15 cm. Ce dernier joue le role de
réservoir pour le stockage de spermatozoides puisque I’épididyme est rudimentaire. Les canaux
déférents se terminent par une veésicule spermatique au niveau de la paroi latérale du segment

intermédiaire du cloaque, 1’'urodéum. Chacune des deux vésicules spermatiques se termine par



une papille éjaculatrice a structure de pénis. La progression des spermatozoides s’effectue par
péristaltisme puisque le canal déférent posséde une couche musculaire. Chez le coq, il existe
un phallus non protrusible qui s’éverse partiellement au moment de la miction et la défécation.
La tumescence du pénis est le résultat d'un flux lymphatique et d'une stase lymphatique due a

un corps vasculaire élastique paracloacal (Etches, 1996).

1.1.3 La spermatogenese

Le processus de transformations subies aprés la différenciation des cellules germinales
primordiales en spermatozoides est appelé spermatogenése. Elle a lieu dans I'épithélium
séminifere des deux testicules (gauche et droit) logés a I’intérieur de la cavité abdominale chez
les oiseaux. Comme chez les mammiferes, ces transformations font intervenir les cellules
somatiques de I’épithélium séminifere, les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig, qui sont
sous contr6le des hormones gonadotropes hypophysaires. Chez le coq, la durée de la
spermatogenese est d’environ 14 jours (de Reviers, 1975). La spermatogenése se déroule en
trois phases : les mitoses spermatogoniales permettant le renouvellement des cellules souches
(spermatogonies), la méiose permettant la réduction du nombre de chromosomes (2n a un stock
final de n chromosomes) et, une derniere étape la spermiogénése, qui consiste en les
changements morphologiques permettant le passage des spermatides en spermatozoides (Figure
2). La mise en place de la spermatogenése est un processus précoce chez les oiseaux, des le
stade embryonnaire, puis au stade jeune immature, les cellules germinales primordiales se
multiplient pour donner naissance aux premieres spermatogonies. Aprés une période de latence
pendant le jeune age, la spermatogenése termine sa mise en place "qualitative"”, c'est a dire la

production des premiers spermatozoides.
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Figure 2: Diagramme de la spermatogenése. Le nombre et la durée des divisions
spermatogoniales ne sont pas connues chez le coq. Les étapes ultérieures de la spermatogenése

se déroulent sur une durée totale de 13 a 14 jours (d'apres de Reviers, 1988).

1.1.3.1 Le spermatozoide

Le spermatozoide est produit par spermatogenese au niveau des tubules séminiféeres des
testicules. Le spermatozoide aviaire est une cellule haploide hautement différenciée, mesurant
environ 100 um de longueur et environ 0,5 um a leur point le plus large. Il présente une forme
filiforme et comporte trois parties : une téte, une piece intermédiaire et un flagelle. Le
spermatozoide aviaire contient peu de cytoplasme et possede une forte proportion de
membranes cellulaires et subcellulaires. Leur protéome contient environ 822 proteines (Labas
et al., 2015). La téte contient un noyau (haploide), coiffée d’un acrosome et une faible quantité
de cytoplasme (Figure 3). Chaque compartiment du spermatozoide jour un réle important dans
le processus de fécondation de 1’ovocyte. L’acrosome petit (2,5 pm de long, 0,5 de large) et
conique, contient la vesicule acrosomique, qui constitue un réservoir de calcium, et des enzymes
protéolytiques responsablent de 1I’hydrolyse de la membrane périvitelline interne (MPVI) de

I’ovocyte au moment de la fécondation (Brown et Hartree, 1976 ; Bakst et Howarth, 1977). En



dessous de I’acrosome, le noyau mesure 0,5x6 um chez le coq (Lake, 1978), également
filiforme est entouré d’une double membrane nucléaire, est trés condensé. La condensation
extréme du noyau est une garantie pour la protection de ce dernier avant qu’il ne soit intégré a
I’ovocyte. La pic¢ce intermédiaire (5-6 um de long chez le coq) est située juste en dessous du
noyau. Elle est composée de deux centrioles (proximal et distal), et ’ensemble est entouré d’une
gaine de mitochondries au nombre de 30 chez le coq et la dinde, produisant de 1’énergie et
contribuant a la mobilité des gameétes (Korn et al., 2000). Cette mobilité est indispensable dans
un premier temps pour accéder aux sites de stockages de spermatozoides, a la fécondation par
la suite et la réaction acrosomique (Korn et al., 2000). Le flagelle est le compartiment
responsable de la mobilité du spermatozoide mesurant entre 70 et 90 um chez le coq et le dindon
(Korn, 2000). Il est le plongement du centriole distal de la piece intermédiaire a laquelle sont
rattachés les deux filaments centraux du complexe axonémal. L’axoneéme lui, est constitu¢ d’un
doublet central et de neuf doublets de microtubules périphériques. Le flagelle est sans doute la
partie la plus énergivore du spermatozoide puisqu'il est responsable de sa mobilité lors de la
remontée jusqu'au site de fécondation et ensuite lors de la réaction acrosomique (Fawcett,
1970).
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Figure 3: Ultrastructure du spermatozoide de coq (d’aprés De Reviers, 1988)
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1.1.3.2 Plasma séminal

A T’¢jaculation, les spermatozoides sont dilués dans le plasma séminal. En absence de
glande annexe chez le coq, il semble que les cellules qui tapissent les voies déférentes
participent a son élaboration (De Reviers, 1988). Le pH du plasma seminal est neutre ou
legerement basique 7.2 chez le coq, alors que la pression osmotique est comprise entre 300 et
400 mOsm (Etches, 1996) soutenue par une forte concentration en acides aminés comme le
glutamate. Le plasma séminal est riche en lipides, avec des concentrations élevées en
cholestérol et phospholipides issus des nombreuses vésicules lipidiques et de lipoprotéines
(HDL, VHDL) (Blesbois et Hermier 1990, Douard et al., 2000). Le plasma séminal est utile
pendant 1’¢jaculation, puisqu’il stimule la mobilité des spermatozoides pendant leur parcours
dans les voies génitales males. Par ailleurs, son utilisation lors de conservation in-vitro donne
des résultats contrastés aussi bien chez les mammiféres (Maxwell, 1999) comme chez les
oiseaux (Ashizawa et Wishart, 1987 ; Blesbois et de Reviers, 1992 ; Mohan et al., 1995), il est
éliminé avant leur stockage dans les glandes utéro-vaginales (Blesbois et De Reviers, 1992,
Etches, 1996).

1.1.3.3 Membrane plasmique

Les membranes biologiques sont des structures continues délimitant deux compartiments
aqueux, relativement imperméables aux molécules hydrophiles. D’un point de vue structural,
les membranes sont constituées de lipides assemblés en bicouche, associés a des protéines et
des polysaccharides (figure 4). Les protéines et les lipides sont constamment animés de
mouvements (mosaique fluide). Les lipides les plus représentés qui sont les phospholipides et
le cholestérol, peuvent se déplacer latéralement dans la membrane spermatique (Amann et
Pickett, 1987). La membrane plasmique intervient dans la régulation des fonctions
spermatiques par la création d’un gradient ionique avec de trés nombreux rdles dans les
échanges entre les milieux intra et extracellulaires. Elle intervient donc dans la régulation des
flux cellulaires, dans la transduction de signaux extérieurs, et dans les voies de signalisation
cellulaires permettant aux cellules de s’adapter a leur environnement (Hammerstedt et Graham,
1992). De ce fait, 1’évaluation de son intégrité semble étre une composante importante dans
I’évaluation de la qualité de la semence. La membrane plasmique du spermatozoide est divisée

en différents domaines membranaires hétérogenes, dont la composition lipidique et protéique



est trés variable, mais indispensable pour chaque étape de la fécondation (Hammerstedt et
Graham, 1992).

Durant la conservation a de basses températures, les phospholipides membranaires
subissent une transition de phase passant de la phase dite liquide a la phase cristalline (Mazur,
1984). De cette situation, résulte une diminution des mouvements des lipides au niveau de la
membrane, un réarrangement des lipides et protéines membranaires conduisant a une instabilité
et pertes des fonctions membranaires (Hammerstedt et al., 1990). Une fois dépassé la phase de
transition, la membrane se fragilise, se rigidifie et devient vulnérable aux différents dommages.
En effet, des réarrangements des lipides et protéines se produisent au moment du
refroidissement, mais ces derniers peuvent ne pas retrouver la situation initiale apres
réchauffement des spermatozoides, entrainant un dysfonctionnement cellulaire voir la mort

cellulaire.

La fluidité membranaire est liée en partie au ratio molaire cholestérol/phospholipide de
la membrane plasmique. La concentration en cholestérol de la membrane plasmique des
spermatozoides varie d’une espéce a l’autre. En effet, certains spermatozoides sont plus
sensibles que d’autres aux basses températures, et qui serait di a la composition en lipides des
membranes. Les spermatozoides humains et du lapin avec des ratios élevés (0.99 et 0.88
respectivement), sont plus résistants au refroidissement que ceux du coqg, du taureau et du bélier
par exemple. La teneur élevéee en cholestérol rend les membranes plus fluides et subissent moins
de dommages comparativement aux membranes spermatiques des espéeces avec un faible ration
cholestérol/phospholipide (taureau : 0,45, coq : 0,30, étalon: 0,23) (Darin-Bennett et White,
1977, Parks et Lynch, 1992).
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Figure 4 : Représentation d’une membrane cellulaire (Amann et Pickett, 1987)

a. Les principaux lipides membranaires

La distribution des lipides est asymétrique au sein des deux feuillets membranaires. Trois
catégories majeures de lipides composent les membranes : les glycérophospholipides, les
sphingolipides et les stérols. Les glycérophospholipides ou phosphoglycérides, constituent 40
a 60% de la fraction totale des lipides membranaires. Les sphingolipides représentent 10 a 20
% mol des principaux lipides membranaires (Munro, 2003), et présentent une composition
similaire a celle des glycérophospholipides, sauf que le glycérol est remplacé par une molécule
de sphingosine. Le troisieme groupe qui est les stérols est représenté essentiellement par le

cholestérol chez les mammiferes.
1.1.3.4 Composition lipidique du spermatozoide aviaire

La composition en lipides du sperme du coq est un facteur déterminant de sa qualité et de
son pouvoir fécondant (Cerolini et al., 1997a). La membrane du spermatozoide aviaire est
composée majoritairement d’acides gras polyinsaturés (AGPI) C20-22, qui sont les constituants
majeurs des phospholipides membranaires (Blesbois et al., 1997 ; Kelso et al., 1997). Ces AGPI

sont indispensables a la fluidit¢é membranaire ainsi qu’a la régulation des mouvements
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cellulaires, du métabolisme lipidique et des capacités de fusion nécessaires aux mécanismes de
fécondation (Stubbs et Smith, 1984). A D’inverse des mammiferes, les spermatozoides
d’oiseaux domestiques contiennent de trés faibles proportions d’acides gras AGPIn-3, et des
proportions élevées d’acides gras n-6 (Blesbois et al., 1997 ; Cerolini et al., 1997b). En raison
de cette proportion élevée en AGPI, le sperme aviaire est sensible a la peroxydation lipidique
(Surai et al., 1997), ce qui pourrait entrainer une détérioration du sperme pendant le stockage
(Surai et al., 1998).

1.2 Méthodes d’évaluation du spermatozoide

Le développement des techniques de collecte et d'insémination artificielle (1A) chez la
volaille a partir des années 1930 a permis des avancées dans le domaine de la manipulation du
sperme aviaire pendant les étapes de collecte, de stockage et d’analyse avant 1’insémination des
femelles (Lake, 1995). La réussite de cette derniére dépendra de la maitrise des différentes
étapes allant de la collecte de la semence, stockage a court terme (réfrigération) et a long terme
(cryoconservation), mais également par un classement des reproducteurs en fonction de la
qualité de leur semence. La collecte du sperme des males, doit étre réalisée avec une précaution

particuliére afin d’éviter toute contamination par les urates, les féces et le sang.

1.2.1 La concentration

La concentration des spermatozoides est un parametre direct de qualité, il est estimé apres
avoir suffisamment dilué la semence. La concentration doit étre connue avant 1’insémination
afin de déterminer le taux de dilution nécessaire avant utilisation. Elle est mesurée par diffusion
de la lumiére dans un photomeétre, un colorimétre ou un spectrophotomeétre. La densité optique
étant corrélée avec la concentration de spermatozoides estimée a I'aide d’un hématimétre (Bakst
et cecil, 1997). La concentration spermatique varie en fonction des espéces, de 4-5.10°
spermatozoide/ml chez le coq et de 6-8.10° spermatozoides/ml chez le dindon. Cependant, le
volume récolté par coq est de 1’ordre de 300ul a 1.5ml par éjaculat, et environ 200ul a 1ml par
dindon. Il existe plusieurs cellules de comptages: Makler, Neubauer et Malassez. Ces
différentes cellules donnent des résultats assez fiables si la technique est effectuée

soigneusement (Mahmoud et al., 1997).



1.2.2 Evaluation de la mobilité des spermatozoides aviaires

1.2.2.1 Méthode classique

L’évaluation visuelle du pourcentage de spermatozoides mobiles par microscope est
I’essai le plus utilisé en laboratoire, et reste un critere largement utilisé en aviculture.
L’examinateur aprés observation direct donne un jugement sur la qualit¢ de mobilité de
plusieurs millions de spermatozoides en mouvement. L’examen de la mobilité consiste en deux
types d’évaluation, une estimation de la mobilit¢é massale (mouvements de I’ensemble des
spermatozoides) avec une graduation sur une échelle allant de 0 (absence totale de mouvement)
a9 (mobilité vigoureuse) (Nguyen,2015), et par une évaluation individuelle des spermatozoides
qui consiste a déterminer le pourcentage des spermatozoides mobiles oscillants et progressifs.
Pour une fiabilité¢ des résultats, il est préférable d’effectuer une dilution a une concentration
optimale a I’aide d’un dilueur de semence qui soit identique a celui utilisé durant I’'IA. La
semence retenue pour un programme d’insémination doit avoir une note de mobilité de 4 a 9

(Tableau 1).



Tableau 1 : Critéres d’analyse de mobilité massale chez les oiseaux domestiques (d’apres

Petitjean, 1965 cité par Nguyen, 2015).

MNotes Caractéristiques de I'échantillon

0 Echantillon ne présentant que des spermatozoides immaobiles.

1 Présence de quelques spermatozoides agités (oscillation sur place).
Présence dune proporion imporiante de spermatozoides agiiés sans déplacement
notable.

3 Quelgues spermatozoides se déplacent lentement,

Cuelgues spermatozoides sont immobiles, d'autres sont agibés sur place alors que

! d'autres sont mobiles. L'aspect général détermine une mobilité moyenne.
Comme le 4, mais la proportion de spermatozofdes mobiles est supéricure 4 la movenne.

5 La mobilitd est assez bonne mais pas homogéne dans tous les différents champs
chservés. Souvent, on note la présence de spermatozoides agelutings.

5 La quasi-totalité des spermatozoides se déplacent, la mobilité est bonne et d'aspect plus
homogéne dans tous les différents champs observés,
Comme le &, mais amorces de mouvements de vagues lents dans tous les différents

! champs observés,

g La mobilité est trés bonne, les vagues se¢ manifestent de fagon énergique ot prennent
I'aspect de tourbillons.

9 La mobilitd est excellente, les vagues et les tourbillons soni irés rapides.

1.2.2.2 Nouvelles méthodes

Devant les nombreux problemes rencontrés en utilisant les méthodes traditionnelles,
plusieurs approches sont actuellement proposées pour mieux objectiver I’analyse spermatique.
Les nouvelles méthodes visent a mieux évaluer la concentration, la morphologie et la viabilité
des spermatozoides. En plus de ces paramétres, I’exploration des capacités fonctionnelles des
gametes est a présent possible. Le systéme d’analyse automatisée (CASA : Computer Assisted
Semen Analysis) est actuellement en place dans plusieurs laboratoires de référence afin
d’estimer objectivement les caractéristiques de mouvement des spermatozoides. Il permet de
visualiser et de numériser des images successives, de traiter et d’analyser les données et de
fournir ensuite des informations exactes, précises et significatives sur la cinématique de cellules
individuelles permettant d’apporter des données statistiques sur la population globale (Graham

et Moce, 2005 ; Amann et Waberski, 2014).
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L’analyse semi-quantitative du sperme représente une des alternatives pour 1’estimation
parallele de la concentration et de la mobilité spermatiques. Parmi ces méthodes, on retrouve
I’AQS (analyseur de la qualité du sperme). Cet appareil permet de générer un index de mobilité
du sperme qui prend en considération la concentration et la qualité de la mobilité des
spermatozoides. L’avantage que représente 1’AQS est de permettre d’apporter, en plus des
examens traditionnels une valeur quantitative qui permet de juger d’une maniére fiable la
qualité genérale du sperme. L’ AQS présente plusieurs avantages, les plus importants sont la
rapidité de I’analyse (moins de 40 secondes par échantillons) et la simplicité de son utilisation.
Le principe de I’AQS consiste a mettre du sperme dilué dans un capillaire en verre, une cellule
photoélectrique examine un champ précis pendant 40 secondes afin de détecter les variations
de la densité optique causées par la mobilité du sperme. L’AQS affiche ensuite une valeur

prédictive de la qualité de 1’échantillon analysé (McDaniel et al., 1997 ; McDaniel et al., 1998).

Le systeme CASA détecte les mouvements de spermatozoides et suit chaque spermatozoide
dans I’espace et dans le temps. Plusieurs parametres ainsi peuvent €tre calculés par ce systéme

informatique (Figure 5) :

- Le pourcentage de spermatozoides mobiles (Mob T : Total Spermatozoal Motility) et le
pourcentage de mobilité progressive (Mob P : Progressive Spermatozoal Mobility)

- La vitesse moyenne en ligne droite (VSL : Straight-Line Velocity), qui considere la
distance en ligne droite entre la téte du spermatozoide au début de ’analyse et sa
position a la fin du temps écoulé.

- Lavitesse curviligne (VCL : Curvilinear Velocity) est la vitesse mesurée sur la distance
totale parcourue par le spermatozoide.

- La vitesse de trajet (VAP) est la vitesse ou position moyenne des spermatozoides
(um/s) le long d’un chemin de 5 points mathématiquement lissés ou les
spermatozoides se déplacent au fil du temps

- L’amplitude de mouvements latéraux de la téte des spermatozoides pendant leur
déplacement (ALH: Amplitude of Lateral Head Displacement)

- Lafréquence des rythmes de croisements des trajectoires (BCF : Beat Cross Frequency).



Figure 5 : Représentation schematique des VAP, VCL et VSL (Source de Select Breeders

services, cité par Nguyen, 2015).

1.2.3 Autres méthodes d’évaluation du sperme aviaire

1.2.3.1 Evaluation de la morphologie

La morphologie du spermatozoide aviaire est assez particuliere (longs et étroits), son
évaluation peut servir comme indicateur de certains désordres de la spermatogenése. Des
anomalies morphologiques du spermatozoide du coq ont été rapportées dans la littérature. La
classification retenue consiste en le classement des anomalies en fonction de la région
anatomique du défaut, téte, acrosome, piéce intermédiaire ou flagelle (Alkan et al., 2002). La
présence de 15% de spermatozoides anormaux dans un échantillon de sperme n'influe pas
négativement sur la fertilité (Clark, 1984), alors que des taux variables en spermatozoides
anormaux ont été rapportés avec 24,1% chez les dindes, et entre 46 et 48,3% chez le coq
(Siudzinska et Lukaszewicz, 2008).

Une meilleure estimation de la morphologie dépendra du type de coloration utiliséé, du
colorant lui-méme et de la préparation (Bilgili et al., 1985). Plusieurs techniques de coloration
sont utilisées pour mettre en évidence des anomalies morphologiques. Les colorations les plus
communément utilisées en laboratoire sont la coloration a 1’¢osine-nigrosine et 1’aniline bleu-
éosine pour évaluer simultanément la viabilité. Les spermatozoides normaux et vivants
possédant une membrane plasmatique intacte empéchent 1’entrée de 1’éosine. Les

spermatozoides endommagés vont concentrer 1’éosine et prendront une couleur rouge au



microscope (Lake, 1978 ; Lukaszewicz et al., 2008). Dans I’espéce aviaire (coq et dinde), le
colorant le plus utilisé est composé de : 17.35 g de glutamate de sodium, de 1.28 g de citrate de
potassium, de 8.51 g d’acétate de sodium, 0.68 g de chloride de magnésium dilué¢ dans un litre
d’eau distillée, et enfin 5 g de nigrosine et 1 g d’éosine qui seront dissout dans 100 ml du

mélange précédent (Bakst et Cecil, 1997).

1.2.3.2 Evaluation de la viabilité

L’évaluation de la viabilité¢ des spermatozoides est un critére important dans 1’évaluation
qualitative du sperme collecté, surtout dans le cadre d’un plan d’insémination artificielle pour
la détermination des doses adéquates a inséminees. 1l existe plusieurs techniques de colorations
pour I’évaluation de la viabilit¢ des spermatozoides, la plus couramment utilisée est la
coloration a I’éosine-nigrosine comme mentionné ci-dessus (Bakst et Cecil, 1997). Récemment,
de nouvelles méthodes utilisant des molécules fluorescentes ont vu le jour. Deux grandes
catégories de molécules peuvent étre distinguées, celles diffusant dans les cellules mortes et
celles diffusant dans les cellules vivantes. Les colorations les plus couramment utilisées pour
identifier les cellules mortes sont : les colorations au bisbenzimide comme 1’Hoechst 33258
(Hamori, 1980), et le Propidium iodide (Garner et al., 1995). Pour ce qui est des molécules
diffusant dans les cellules vivantes, on retrouve le SYBER-14 (Garner et al., 1995), souvent il
est utilisé I’association SYBER-14 et Propidium iodide (Chalah et Brillard, 1998).

1.2.3.3 Membrane plasmique et intégrité structurale

L’évaluation de I’intégrité de la membrane plasmique est primordiale pour une meilleure
¢valuation de la semence. En effet, la membraneplasmique est composée d’une bicouche
lipidique, enveloppant le spermatozoide et jouant de nombreux réles dans les échanges entre
les milieux extra et intra cellulaires. La morphologie cellulaire du spermatozoide semble étre
une caractéristique qualitative importante du sperme. Ce parameétre est un élément de prédiction
du pouvoir fécondant du spermatozoide, basé sur une corrélation entre la fertilité et les
différentes catégories de spermatozoides (Lukaszewicz et al.,2008). La morphologie des
spermatozoides peut également servir d'indicateur de certains troubles de la spermatogenése
(Bilgili et al., 1985). Aujourd’hui il existe plusieurs techniques de colorations pour tester
I’intégrit¢ membranaire. Ces derniers sont classés en deux catégories. La premicre consiste a

marquer les cellules mortes (altération de la membrane), comme 1’éosine, la négrosine, les



flurochromes et I’iodure de propidium (IP). La seconde classe comprend les colorants supra
vitaux tels que les fluorochromes Hoechst 342 ou SYBR-14 qui pénetrent dans toutes les
cellules. Associés a des colorants, ils permettent de distinguer les cellules viables (membrane
cellulaire integre) de cellules non viables (Colenbrander et al., 2003 ; Neild et al., 2000). Enfin,
le test hypo-osmotique peut étre utilisé pour évaluer 1’intégrité de la membrane cellulaire. Ce
test consiste a mettre les cellules dans des conditions hypo-osmotiques afin de mettre en

évidence une fragilité de la membrane aprés conservation in vitro.

1.2.3.4 La cytométrie en flux

La cytométrie en flux peut étre un moyen trés intéressant pour 1’estimation du pouvoir
fertilisant des spermatozoides, elle offre 1’avantage d’€tre une technique rapide et précise. Le
principe de la cytométrie de flux est d’analyser et de trier les cellules mises en suspension dans
un liquide. Dans une population de cellules spermatiques, cette technique permet 1’estimation
de plusieurs caractéres incluant, la viabilité cellulaire, I’intégrité de I’acrosome et la fonction
mitochondriale (Graham, 2001; Graham et Moce, 2005). La viabilité cellulaire est estimée par
le marquage du sperme au propidium iodide (PI), sonde fluorescente au contact de I’ADN. Les
cellules avec des dommages de la membrane cytoplasmique vont laisser passer le Pl qui se fixe

sur I’ADN, et produire une fluorescence apres excitation (Harrison et Vickers, 1990).

1.2.3.5 Activité métabolique du sperme

L’activité métabolique du sperme est mesurée a I’aide de sels de tetrazolium. Cette
activité est mesurée par la capacité de réduction de I’enzyme oxydoréductase du sperme des
volailles qui réduit le sel de tetrazolium en formazan coloré en rouge. Les échantillons sont
ensuite centrifugés a 700 g pendant 10 minutes, et I’absorbance du surnageant est ensuite
mesurée par spectrophotométrie a 520 nm, plus les valeurs d’absorbance seront élevées plus la

qualité du sperme est meilleure (Chaudhuri et al., 1988).

1.2.3.6 Interaction sperme ovule

La rencontre sperme ovule au niveau infundibulaire a lieu approximativement 15 minutes
aprés ’ovulation. A ce moment, les spermatozoides interagissent avec la couche périvitelline

interne qui est la couche la plus externe a ce stade-la, ensuite il y’a libération des enzymes



acrosomiales avec hydrolyse et formation de pores au niveau de la couche dans lesquelles les
spermatozoides avancent pour aller au contact de I’ovule. La majorité de ces pores se retrouvent
autour du disque germinal, ou leur nombre est 20 fois plus fréquent que dans d’autres régions
de la couche périvitelline chez la poule (Bramwell et al., 1995), et chez la dinde (Wishart, 1997).
Cette particularité physiologique est exploitée dans 1’évaluation de la qualité de la semence. Le
principe de la technique consiste a mettre dans une solution de NaCl 1% pour quelques secondes
I’ovule d’un ceuf fraichement pondu afin de retirer I’albumen. Le réactif de Schiff est déposé
sur la membrane aprés une breve suspension avec de la formaline 20%. Les spermatozoides
sont comptés par observation au microscope (grossissement 100x). Une autre technique plus
performante est décrite par Barbato et al.,1998. Le principe de cette technique est le suivant :
isoler une partie de la couche périvitélline du jaune d’ceuf qui va étre lavée au PBS. La
membrane est fixée a température ambiante en y ajoutant une solution de 1 pg de 4,6 diamino-
2 phenylindole / ml de PBS. Une lamelle est ensuite appliquée et I’exceés d’eau enlevé. Un
photomicroscope est utilisé pour observer les spermatozoides a fluorescence bleue en utilisant
une longueur d’onde de 350 nm. Cette technique présente un inconvénient par apport a la

précédente qui est le cot tres élevé de 1’équipement nécessaire. Khetal nadjia

1.2.3.7 Intégrité génétique du sperme

Bien que I’intégrité génétique du sperme n’affecte pas la capacité a féconder I’ovule, il
peut cependant empécher le développement normal du zygote. 1l existe, in vitro, plusieurs tests
d’évaluation de la capacité du génome paternel a assurer le maintien du développement
embryonnaire (Eid et al., 1994). En pratique, les tests les plus utilisés sont le Comet assay (CA)
et le sperm chromatin structure assay (SCSA). Le CA est un essai microscopique ou le sperme
est fixé sur un gel d’agarose, lysé, soumis a une électrophorése puis par épifluorescnece apres
coloration au bromide d’éthidium, une distinction facile peut se faire entre I’ADN simple brin
et ’ADN double brin présentant des dommages. Le sperme avec des dommages d’ADN plus
importants présente de larges zones de migration par apport au sperme avec peu de dommage
(Evenson et Wixon, 2006 ; Fraser et Strzezek, 2005). L’essai SCSA, évalue le niveau du
dommage de I’ADN apres dénaturation de celui-ci a un pH basique. Apres une coloration avec
de I’acridine orange, I’ADN endommagé prend la couleur orange alors que I’ADN non
endommagé prend la couleur verte. Le ratio orange sur le vert de chaque spermatozoide est

calculé par cytomeétrie de flux (Evenson et Wixon, 2006). L’avantage que présente le SCSA par



apport a d’autres essais, réside en la facilité et la rapidité de sa réalisation, et permet aussi une

évaluation objective.



Chapitre 2. Conservation du sperme aviaire



1. Introduction

Il existe plusieurs procédures de traitement du sperme aviaire fraichement collecté avant
son utilisation (avec ou sans dilution). En pratique d’élevage, la qualité du sperme peut étre
évaluée ou non aprés le prélevement, et le sperme peut étre immédiatement inséminé
(genéralement en une heure) ou dilué et stocké pour quelques heures a quelques jours (Wishart,
2009). Pour une période de conservation plus longue, le sperme peut étre congelé pour préserver
les spermatozoides plus longtemps. La qualité de la semence est un facteur principal pour la

réussite de 1’insémination artificielle.

Les taux optimaux en fertilité chez la femelle sont obtenus avec 1’utilisation du sperme
frais non dilué dans la demi-heure qui suit la récolte (Blesbois et Brillard, 2007 ; Blanco et al.,
2009). En élevage avicole industriel, I'insémination est couramment pratiquée avec du sperme
fraichement collecté. La supplémentation du sperme aviaire récolté par un dilueur approprié,
est indiquée pour la conservation a court terme a 4°C pendant quelques jours (Donoghue et
Wishart, 2000).

1.1 Stockage su sperme a I’état liquide (4°C)

La conservation du sperme a 1’état liquide consiste a maintenir les spermatozoides a des
températures basses, sans atteindre un seuil de température négatif. L’objectif étant de permettre
de rallonger la durée de conservation des spermatozoides, tout en préservant leur capacité
fécondante. Le passage de la température corporelle a 4°C pendant la conservation, permet de
réduire le métabolisme du spermatozoide et par conséquent des économies en réserves
énergétiques (Giesen et Sexton, 1983). La baisse de la température de stockage doit se faire
progressivement (0.5°C/min) afin d’éviter un choc thermique appelé (choc da au froid), qui
affecte principalement les membranes plasmique, acrosomique et mitochondriale des
spermatozoides (Wishart, 1984 ; Parks et Graham, 1992). La conservation du sperme a 4°C
permet également une meilleure longévité des spermatozoides comparativement a la
conservation a des températures de 22°C a 37°C, qui sont favorables aux développement
bactérien (Bouchard et al., 1990; Soler et al., 2003).

Cependant, méme en conditions optimales de stockage, la fonctionnalité et la viabilité du
sperme diminuent lentement au cours des premiéres 48 heures de stockage in vitro (Donoghue
et Walker-Simmons, 1999). La baisse de la viabilité du spermatozoide, s'accompagne d’une

perte des principaux phospholipides de la membrane plasmique (Blesbois et al., 1999; Douard



et al., 2003), d'une perturbation de l'acrosome et enfin d'une fragmentation de I'ADN
(Kotlowska et al., 2007). Afin de pallier aux difficultés liées a la conservation du sperme aviaire
a 4°C, l’amélioration des méthodes de stockage a court terme, sont nécessaires pour
accompagner le développement de la pratique de I'lA en aviculture. En effet, le sperme aviaire
une fois dilué peut étre conservé pendant 24h sans perdre sa capacité de fécondation (Siudzinska
and Lukaszewicz, 2008). Pour cela, I’utilisation d’un dilueur approprié est indispensable pour
le maintien de la viabilité et de la fertilité des spermatozoides pendant des périodes de
conservations plus longues. Les dilueurs utilises dans la recherche mais aussi dans le commerce,
doivent avoir une composition compatible avec le plasma séminal afin de remplir leur réle du
maintien en vie des spermatozoides. Les différents parametres a prendre en considérations

sont :

La dilution : La dilution du sperme aviaire est trés importante, étant donné que ce dernier
est de nature visqueuse et trés concentré, pouvant aller jusqu’a 6 (coq) et 12 (dinde) milliards
de spermatozoides/ml (Lake, 1995). La composition des dilueurs est basée sur la composition
biochimique du sperme du coq et celui du dindon (Donoghue et Wishart, 2000). Le taux de
dilution optimal varie en fonction de la durée de la durée de conservation. Ce taux varie d’un
minimum de deux volumes de sperme pour un volume de dilueur (2/1), jusqu’a un maximum
de trois volume de dilueur pour un volume de sperme (Sexton, 1977, 1978 et 1982). La dilution
du sperme permet de réduire non seulement les facteurs délétéres présents dans le plasma
séminal (féces, urates, catabolites du spermatozoide), mais renforce également les effets
protecteurs de différents éléments naturellement présents dans les éjaculats (Blesbois, 2012).

Le pH : le pH optimal pour le sperme aviaire est celui proche de la neutralité, alors qu’un
pH de 6 a 8 est toléré par le spermatozoide du coq (Siudzinska et Lukaszewicz, 2008). En effet,
Lake et Ravie, (1979) ; ont obtenus les meilleurs résultats de maintien de viabilité du sperme
conservé a ph 6.8 ou 7.1, alors qu’un pH de 5.8 est délétere a la survie des spermatozoides. Le
pH du milieu affecte le métabolisme et la motilit¢ du spermatozoide, c’est la raison pour
laquelle la variation du pH au sein du milieu de conservation doit étre limitée par un tampon.

L’osmolarité : les spermatozoides de coq gardent leur pouvoir fécondant avec une
osmolarité adequate de 325 a 350 mOsmol/kg. Les tampons utilisés sont généralement des
tampons a base de phosphate, de Tris ou de citrate de sodium. En conditions hypo-osmotique,
des dommages irréversibles sont constatés au niveau de la membrane et de la piéce

intermédiaire suite au gonflement du spermatozoide (Bakst, 1980).



Les substrats énergétiques : juste apres la récolte, le spermatozoide contient tres peu de
réserves énergetiques intracellulaires. Cependant, il peut utiliser les substrats du milieu extra-
cellulaire. Les substances utilisées sont : le glucose, le fructose, et les acides gras qui permettent

le maintien du métabolisme énergétique et par conséquent de la viabilité des spermatozoides.

1.3 Les dilueurs de semences

Les dilueurs sont souvent des solutions aqueuses qui servent a augmenter le volume initial
d’un ¢éjaculat afin de pouvoir ajuster les concentrations de conservations souhaitées. L’efficacité
d’un dilueur dépend de sa composition. En effet, il doit apporter les nutriments nécessaires au
maintien métabolique des spermatozoides (glucose ou fructose), conserver un pH optimum
(Tris, Hepes), une osmolarité physiologique (NaCl, KCI), empécher la prolifération bactérienne
(antibiotiques) et faciliter 1’ajout d’agents cryoprotecteurs dans le cas de la cryoconservation
(Gadea, 2003).

1.3.1 Effets du cholestérol

La membrane du spermatozoide est constituée de lipides (phospholipide et cholestérol)
organisés en bicouche et de protéines. A la température du corps, la membrane est dans un état
«fluide» dans lequel les phospholipides et les protéines peuvent se déplacer latéralement dans
la membrane (Amann et Pickett 1987). Pendant la phase de refroidissement, les membranes
subissent non seulement une transition de phase mais également des pertes lipidiques. Les
pertes de lipides peuvent étre a 1’origine de rupture membranaire, un réarrangement de lipides
et protéines mais aussi la mort cellulaire (Chakrabarty at al., 2007). La capacité de la membrane
a résister aux dommages du refroidissement et au changement osmotique est en relation avec
la composition de la membrane en cholestérol et phospholipides (Watson, 2000). Le rapport
cholestérol/phospholipide membranaire joue un réle important dans la capacité des
spermatozoides a résister aux dommages de la conservation pendant la réfrigération et la

cryoconservation (Darin-Bennett et White, 1977).

Les spermatozoides humains sont caractérisés par un rapport cholestérol/phospholipide
(C/P) trés ¢élevé de I’ordre de 0,99 (Darin-Bennett et White, 1977), et par conséquent ne
subissent pas de transition de phase (Drobnis et al., 1993). Ceci s’explique par le fait que le

cholestérol ne subissant pas de transition de phase interagit avec les phopholipides



membranaires et maintient la stabilité et la fluidité membranaire a basse température (Drobnis
et al., 1993). Le ratio C/P est trés variable entre les spermatozoides de plusieurs especes
domestiques (lapin: 0,88, bouc: 0,59, rat: 0,55, taureau: 0,45, bélier: 0,37), et les
spermatozoides avec un faible ratio C/P, présentent une faible résistance au choc au froid
pendant la conservation (Darin-Bennett et White, 1977 ; Watson, 2000). Il serait donc
envisageable, pour les spermatozoides avec un ratio C/P faible, une supplémentation en
cholestérol de leurs membranes avant la conservation qui pourrait réduire les dommages
osmotiques lors du refroidissement (Purdy et Graham, 2004; Moore, et al., 2005; Moce et
Graham, 2006; Peris, et al., 2007; Moce, et al., 2010a). Les spermatozoides de coq ont un faible
ratio (C/P) qui est de I’ordre de 0,3.

1.3.2 Les cyclodextrines

1.3.2.1 Définition

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques obtenus par dégradation
enzymatique de 1’amidon. Les CDs les plus utilisées se composent de 6, 7 ou 8 unités a-D-
glucopyranose reliées entre elles par des liaisons a-1,4. Elles sont dénommeées respectivement
a-CD, B-CD et Y-CD, et leur découverte par Villiers (Crini, 2014) remonte a 1891. Les CDs
présentent une forme en cone tronqué présentant une cavité interne lipophilique (hydrophobe)
et une surface externe hautement hydrophile (Dodziuk, 2006). La particularité structurale des
cyclodextrines leurs conférent la possibilité de former des complexes d’inclusion avec un
nombre de molécules. Elles sont capables d’augmenter la solubilité¢ aqueuse de composés en
formant des complexes d’inclusion. Possédant une cavité plutot hydrophobe, les cyclodextrines
peuvent encapsuler des substances ou des parties de molécules a caractére lipophile. Le
complexe d’inclusion est une association d’au moins deux molécules, ou la molécule de CD
admet a D’intérieur de sa cavité le substrat ou « invité » sans qu’aucune liaison covalente ne

s’établisse (Laza-Knoerr et al., 2010).

1.3.2.2 Propriété de complexation des CDs

Les propriétés des CDs d’inclure des molécules dans leurs cavités sont largement
exploitées dans plusieurs domaines : pharmacologie (Loftsson et Brewster, 1996), biologie

(Moce et al., 2010a), cosmétique (Buschmann et Schollmeyer, 2002), nutrition et en chimie



principalement pour augmenter la solubilité des molécules hydrophobes telles que les stérols
(Moce et al., 2010a ; Zidovetzki et Levitan, 2007) et les vitamines lipophiliques (Lopez-Nicolas
etal., 2013). La complexation des molécules invitées dans la cavité des CDs présente plusieurs

avantages :

- Une meilleure protection contre la dégradation causée par les UV et I’oxydation

- L’amélioration de la dissolution et de la solubilité du soluté et I’augmentation de sa
biodisponibilité (dans le cas de principes actifs)

- Garder la stabilit¢ et D’activité des substrats (Buschmann et Schollmeyer, 2002 ;

Loftsson et Brewster, 1996).

1.3.2.3 Les cyclodextrines modifiées

Malgré I’accommodation des B-CDs pour la majorité des molécules invitées, elles
présentent tout de méme une relative solubilité. Pour cela, des modifications de structures ont
étaient apportées aux CDs dans les objectifs sont : a) augmenter la solubilité aqueuse des CDs;
b) augmenter leur capacité de complexation; c) accroitre leur affinité pour une molécule
donnée; d) introduire des groupements specifiques facilitant la complexation; e) diminuer les
dégats provoqués au niveau des membranes cellulaires (Del valle, 2004). Le greffage de
groupements méthyles améliore notablement la solubilité des 3-CDs dans 1’eau, avec une bonne

capacité d’inclusion pour les produits faiblement solubles dans I’eau (Loftsson et Duchene,

2007).

1.3.2.4 Traitement du sperme par les B-cyclodextrines méthylées

Au cours de la derniére décennie, 1’enrichissement des dilueurs de la semence de plusieurs
especes animales avec la cyclodextrine chargée en cholestérol, est largement utilisée dans
plusieurs laboratoires afin de stabiliser la structure et le fonctionnement de la membrane lors de
la conservation du sperme. En effet, I'encapsulation du cholestérol par la CD empéche le
réarrangement des phospholipides, et augmente la fluidité de la membrane pendant la

conservation a des températures basses (Blommaert et al., 2016).

L’incubation du sperme avec le complexe méthyl-3-CDs—cholestérol (CD-CHL) a permis

d’incorporer le cholestérol dans les membranes des spermatozoides (Moore et al., 2005,



Pamornsakda et al., 2011 ; Nishijima et al., 2014 ; Purdy et Graham, 2004) grace aux liaisons
non covalentes entre CD et le cholestérol qui se cassent facilement permettant la libération de
cholestérol au niveau membranaire. Cette disponibilité du cholestérol au niveau de lamembrane
est utilisée comme un moyen pour combattre le choc au froid du sperme. Chez le coq, le
traitement du sperme avant la congélation avec CD-CHL a un impact positif sur la mobilité, la
viabilit¢ et Dintégrit¢é de la membrane du sperme aprés le processus de congélation-
décongelation (Chuaychu-noo etal., 2017 ; Partyka et al., 2018). En générale, les concentrations

en CDs utilisées varient entre 1 et 5 mg de pour 120 x 10° spermatozoides (Moce et al., 2010b).

Les CDs naturelles et modifiées sont largement utilisées pour former des complexes avec
les vitamines lipophiliques particulierement la vitamine E (a-tocophérol) (CD-Vit E). Ce
complexe CD-Vit E augmenté la solubilité de la vitamine E et sa stabilité E en protégeant la
contre la photodégradation. De plus, I’inclusion de vitamine E dans les CDs n’influence pas sur
son activité antioxydante. Le complexe méthyl-B-cyclodextrine-Vitamines E (M-p-CD-Vit E)
amélioré aussi la solubilité et la biodisponibilité de la vitamine E. M-B-CD-Vit E est utilisé dans
les tests d’évaluation de la capacité totale antioxydante des molécules. De plus, Les CD-Vit E
pourraient servir dans les industries alimentaires et cosmétiques pour prolonger la stabilité a
l'oxydation des aliments, mais aussi en dermatologie pour soigner la peau contre 1’oxydation

(Lopez-Nicolas et al., 2013 ; Koontz et al., 2009; Regiert, 2005).



Chapitre 3 : Généralités sur les huiles essentielles



1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont le produit de la distillation obtenues de végétaux a partir
de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de
tiges ou de fruits. Ce sont des substances de consistance huileuse mais sans corps gras, plus ou
moins fluides, voire résinoides. Elles sont treés odorantes, volatiles, et souvent colorées (Burt,
2004). Les HE sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires volatils
(Kalemba et Kunicka, 2003). La composition phytochimique des HE dépend de la nature de la
plante et le sol dans lequel la plante va croitre, le temps de récolte, la partie de la plante, la

préparation de I’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction.

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait,
selon Lawrence, 17 500 espéces aromatiques. La teneur des plantes en huiles essentielles est
généralement faible, de 1'ordre de 0.1% a 1%o. Il existe cependant quelques exceptions : ex.
Badiane de Chine, ou la teneur en essence est supérieure a 5%; « clou de girofle » qui renferme
plus de 15% d'essence (Paris et Hurabielle, 1981; Guignard, 2000).

1.1 Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles
dans I’eau. Les huiles essentielles présentent une densité inférieure a celle de I’eau avec un
indice de réfraction ¢€levé. Elles sont sensibles a 1’oxydation, et leur conservation exige de

I’obscurité et de I’humidité (Gharib et al., 2016).

1.2 Les composants chimiques des huiles essentielles

La composition chimique d'une HE est complexe, on y retrouve couramment plus de 300
composés, parmi lesquels nombre de familles chimiques. Ces molécules volatiles appartiennent
pour la grande majorité a la famille des terpénes (mono et sesquiterpenes) (EI Asbahani et al.,
2015). Les composés terpéniques largement répandus dans le régne végétal sont classés selon
leurs fonctions (alcools, cétones, aldéhydes, éthers-oxydes), et leur structure (linéaire ou

cyclique). Seuls les monoterpénes et les sesquiterpenes peuvent étre extraits par distillation



(Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Une deuxiéme classe de composeés volatils freqguemment

rencontrés est celle des dérivés du phénylpropane (composés aromatiques)

1.3 Role des huiles essentielles dans la plante

La fonction biologique des huiles essentielles demeure le plus souvent méconnue. 1l est
toutefois vraisemblable qu'elles ont un rdle écologique. Elles jouent un réle aussi bien dans le
domaine des interactions végétales (agentsallélopathiques, notamment inhibiteur de
germination) que dans celui des interactions végétal-animal : protection contre les prédateurs
(insectes, champignons) et attraction des pollinisateurs (Bruneton, 1999). Leur présence dans
les racines (vétiver, gingembre), les écorces (cannelle), le bois (santal) correspond a un effet
antiseptique vis-a-vis des parasites présents dans le sol ou attaquant le bois (Guignard, 2000).
En plus de ces fonctions, il a été suggéré que le lieu de la sécrétion (ou I'excrétion) aupres de la
surface d'un organe, indique que l'huile essentielle a une fonction qui régle le taux de

transpiration.

1.4 Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles
dans ’eau. Les huiles essentielles présentent une densité inférieure a celle de 1’eau avec un
indice de réfraction élevé et sont douées de pouvoir rotatoire ; seules trois huiles essentielles
officinales ont une densité supérieure a celle de I'eau : ce sont les huiles essentielles de Cannelle,
de Giroflier, de Sassafras. Les huiles essentielles sont sensibles a 1’oxydation, et leur

conservation exige de 1’obscurité et de I’humidité (Gharib et al., 2016).

1.5 Compositions chimiques des huiles essentielles

La composition chimique d'une HE est complexe, on y retrouve couramment plus de 300
composés, parmi lesquels nombre de familles chimiques. Ces molécules volatiles appartiennent
pour la grande majorité a la famille des terpénes (mono et sesquiterpénes) (El Asbahani et al.,
2015). Les composés terpéniques largement répandus dans le régne végétal sont classés selon

leurs fonctions (alcools, cétones, aldéhydes, éthers-oxydes), et leur structure (linéaire ou



cycligue). Seuls les monoterpénes et les sesquiterpenes peuvent étre extraits par distillation
(Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Une deuxiéme classe de composes volatils freqguemment

rencontrée est celle des dérivés du phénylpropane (composés aromatiques).

1.5.1 Les chémotypes

La composition d’une HE de plusieurs échantillons d’une méme espéce peut présenter
des profils chimiques (chémotypes) différents. "Chémotype" est un mot dérivé de chimiotype,
correspondant au composant majoritaire dont 1’action est influencée et complétée par des
molécules secondaires (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Par exemple, la verbénone est
absente dans quelques HE de romarin par contre dans d’autres, elle représente plus de 20 % de
I’essence. De méme, le 1,8-Cinéole est détecté avec des teneurs pouvant passer de 1 a 45%
(Angioni et al., 2004 ; Flamini et al., 2002). Ainsi, les huiles essentielles du romarin sont
classées en fonction de leur chémotype. Cette classification capitale permet de sélectionner les

HE pour une utilisation plus précise, plus sdre et plus efficace.

L'huile essentielle de romarin du Liban (Diab et al., 2002) est caractérisée par le 1,8-
Cinéole (=20%), et l'a-pinéne (=18,8 — 38,5 %). Celle de I’Inde (Jaganmohan et al., 1997) par
le 1,8-Cinéole (30 %), et le camphre (=30 %), tandis que celle provenant du Japon (Masatoshiet
Hiroaki, 1997) est caractérisée par des teneurs élevées en 1,8-Cinéole (= 50 %) et de faibles
teneurs en a-pinene et en camphre (= 10 %). En Algérie, Benhabiles et Ait Ammar (2001), dans
une étude sur la composition de deux espéces de romarin provenant de I’Est Algérien,
trouvérent deux chémotypes différents : Rosmarinus eriocalyx a type eucalyptol (1,8-Cinéole
= 42,8 %) et Rosmarinus officinalis a type B-Caryophyllene (13,9 %), camphre (12,1 %) et
bornéol (10,1 %). Outaleb et al., (2015), ont étudié les huiles essentielles de trois échantillons
récoltés dans trois ville du centre algérien et les résultats obtenus montrent la prédominance de
I’a-pinéne (24.7-51.0 %), le limonéne (4.5-14.3 %) et le camphre (7.8-13.8 %), alors que le
troisieme échantillon présentait un chémotype camphre avec 32.0 %, camphéne (22.0 %) et a-
pinene (20.9 %).

1.5.2 Facteurs influencant la composition des huiles

La diversité moléculaire et le rendement en HE résultent de multiples facteurs interactifs,

lesquels dérivent des conditions écosystémiques de la plante et des conditions d’extraction.



Plusieurs facteurs pouvant influencer la composition chimique et le rendement de I’HE ont été
étudiés par plusieurs équipes. La saison (Jordan et al., 2006), la situation géographique :
altitude, pression et précipitations (Abu-Darwish et Abu-Dieyeh, 2009 ; Zaouali et al., 2005),
la durée d’ensoleillement, la composition du sol, le génotype, la période de récolte (Gharib et
al., 2016), le moment de la récolte, le cycle lunaire et le moment de la journée (Naghdi Badi et
al., 2004), la transformation post-récolte dont la méthode de séchage, le lieu de séchage et la
méthode d’extraction sont autant de facteurs susceptibles d’exercer des modifications

chimiques sur les HE (Gharib et al., 2016).

1.5.3 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les rendements de 1’extraction des HE sont treés faibles, ce qui en fait des substances
fragiles, rares, et précieuses. La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant
I'entrainement des substances aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a
I'neure actuelle (El-asbahani 2015). Ce principe est utilisé avec trois procédés différents :
I’hydrodistillation, I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau. Ce dernier procede a
I’extraction sans contact direct entre la plante et I’eau, avec une durée d’extraction moins longue
a I’origine d’une réduction des altérations chimiques (Masango, 2005). De nouvelles techniques
ont vu le jour, avec comme objectif de réduire le temps d’extraction, la consommation d’énergie
et 1’utilisation de solvant. Les techniques d’extractions a I’eau subcritique et au CO3
supercritique semblent ainsi les plus prometteuses, notamment d’un point de vue

environnemental (Herrero et al., 2006).

1.5.4 Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Les pharmacopées recommandent différents essais pour ’analyse des HE soit : évaluation
de la miscibilité a I'éthanol, mesures physiques (indice de réfraction, angle de rotation optique,
densité relative, parfois point de solidification), détermination des indices d'acide, d'ester, de
carbonyle, éventuellement la recherche des huiles grasses et des huiles essentielles résinifiées,
détermination du résidu d'évaporation, etc... Elles exigent également 1’analyse des HE par une
technique chromatographique. L’analyse chromatographie permet 1’individualisation des
constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de rétention. La séparation des
composés volatils s’effectue en général par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par

chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) pour les composes pas ou peu



volatiles. Récemment, La CPG couplée a la SM (spectrométre de masse) est la technique de
routine la plus utilisée. Cette derniere permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la
masse moléculaire d’un composé et obtenir des informations structurales relatives a une

molécule a partir de sa fragmentation (Evans et Haken, 1989).

1.5.5 Activités biologiques des huiles essentielles

Les substances élaborées par les plantes aromatiques, comme d’ailleurs la plupart des

substances d’origine végétale, sont douces de diverses propriétés biologiques et fonctions.

1.5.5.1 Activités antioxydantes

De nombreuses plantes aromatiques présentent un potentiel antioxydant grace a leurs
huiles essentielles riches en phénylpropanoides (Bunrathep et al., 2007) capable de piéger les
radicaux libres. Parmi les plantes aromatiques a fort pouvoir antioxydant, on peut citer : la
sariette, la marjolaine, le clou de girofle, le piment, le gingembre, le curcuma, le romarin, la

sauge, le thym et 1’oignon (Teuscher et al., 2004).

Le potentiel antioxydant des molécules phytochimiques consiste a piéger et a neutraliser
les formes toxiques de I'oxygéne en les réduisant par transfert direct d'électron ou d'hydrogene
sur leur derniére couche électronique (Ghedira, 2005). De ce fait, ces molécules interférent et
bloguent la propagation de la réaction radicalaire en chaine grace a leur caractére réducteur en
devenant, elles-mémes, des radicaux phénoxyls assez stables grace au phénomene de
résonance. Par ailleurs, ces mémes molécules peuvent assurer indirectement une protection, par
I’activation des systémes des défenses enzymatiques endogénes antioxydants ou par
I’activation des systémes de défenses non enzymatiques. Plus encore, par la modulation des
processus de la signalisation cellulaire telles que ’activation du facteur NF-kB, de la liaison de
I’AP-1 a ’ADN, de la biosynthése du glutathion, de la voie PI3-kinase/Aktles, des protéines
MAPK (ERK, JNK et P38), et la translocation du NrF2 dans le noyau (Chen et al., 2000; Shen
etal., 2007).



1.5.5.2 Autres activités
En phytothérapie, les huiles essentielles sont aussi utilisées pour leurs propriétés

antimicrobiennes (Boutabia et al., 2016 ; Burt, 2004, Outaleb et al., 2015). En effet, les huiles
essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des
bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est
principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur
sporulation et la synthése de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la
production des pseudomycelium alors qu’elles inhibent la germination des spores, I’élongation
du myceélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures. Les HE possédent
plusieurs modes d’action sur les différentes souches de bactéries :

- Attaque de la paroi bactérienne par 1’huile essentielle, provoquant une augmentation de
la permeéabilité puis la perte des constituants cellulaires.

- Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure.

- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
D’autres part, la principale activit¢ de certaines plantes aromatiques consiste a stimuler
physiologiquement les sécrétions enzymatiques des glandes salivaires ; les sécretions
gastriques, pancréatiques et intestinales ainsi que 1’excrétion biliaire, ce qui Se traduit
globalement par un effet stimulant sur la digestion (Lubinic, 2003). Les plantes aromatiques
exercent encore diverses activités biologiques tels que : activités antimutagénes (Marzouk et
al., 2006), activités anti-tumorales (Nieto et al., 2011), antiangiogénique et neuroprotecteur
(Kayashima et Matsubara, 2012), hépatoprotecteur (Raskovi¢ et al., 2014), contre la maladie
d’Alzheimer (Habtemariam, 2016) et I’effet carminatif (Teuscher et al., 2004).

1.5.5.3 Utilisation des HE du romarin et de I’armoise blanche

Plusieurs recherches réalisées sur les effets des huiles essentielles du romarin montrent
clairement des propriétés antibactériennes et antioxydantes (Frankel et al., 1996 ; Outaleb et al.,
2015 ; Raskovic et al., 2014). En effet, ’huile essentielle du romarin peut étre utilisée par voie
externe (Dias et al., 2000),par la voie interne comme diurétique et emmenagogue (Haloui et al.,
2000) et come anti-carcinogénique (Offord et al., 1995). Calabres et al. (2000), démontrérent
la capacité des extraits de romarin a protégé la peau des lésions cutanées induites par les

radicaux libres.



Depuis deux décennies, des études ont été menées sur le développement de nouvelles
applications et I’exploitation des propriétés naturelles des HE dans le domaine alimentaire. Le
romarin avec ses effets antioxydants, est largement utilisé dans 1’industrie alimentaire pour
prévenir une éventuelle dégradation oxydative et microbienne des aliments (Kadri et al., 2011
; outaleb et al., 2015). D’autre part, ’armoise blanche (Artémisia herba alba) est utilisée en
médecine traditionnelle pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et certains
malaises du foie et posséde également des propriétes antidiabétique (Khlifi et al., 2013 ; Jaouadi
et al., 2014).



Chapitre 4 : le stress oxydatif



1. Le stress oxydatif

Le dioxygene est un élément essentiel a la survie des organismes aérobies car il intervient
durant la phosphorylation oxydative, processus cellulaire qui aboutit a la formation d’ATP
(adénosine triphosphate). En parallele a la formation de I’ATP, des radicaux libres peuvent étre
produits au sein des mitochondries. Le dioxygene intervient a la fin de ce processus en tant
qu’accepteur final d’électrons. Ainsi, la réduction mono-€électronique du dioxygene en eau se
fait en quatre étapes (Figure 6). Cependant la réduction reste incompléte, 1% a 4% d’oxygéne
fuit la chaine de transport d’électrons sous la forme d’O2.—. Ce dernier est produit au niveau du
complexe I et du complexe III, et la majeure partie de 1’O2.—est converti par la superoxyde
dismutase a manganése (MnSOD) dans la matrice mitochondriale en H202 qui diffuse ensuite
facilement a travers les membranes mitochondriales. Le H202 est réduit en H20 et en O2 par
la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase. Par ailleurs, le H202 réagit avec les métaux de
transition particulierement Fe2+ (réaction de Fenton) pour former le radical hydroxyle (OH.)
(Gardés-albert et al., 2003 ; Lushchak, 2014).

/ e~ e +2HT - e +Ht \

0, — 0; —— H,0, — OH —— H,0

Radical Peroxyde Radical
N superoxyde d’hydrogene hydroxyle

Radicaux libres

. )

Figure 6 : Produits intermédiaires réduits de 1’oxygene : le radical superoxyde (05),, le
peroxyde d’hydrogeéne (H,0,), le radical hydroxyl ((OH), respectivement, issus des quatre

étapes de reduction monoélectronique de I'oxygene.

Aujourd’hui, les termes antioxydants, stress oxydant, radicaux libres et especes réactives
de I’oxygene, sont des termes familiers tant dans le monde scientifique que dans le grand public.
Chez ’homme, la dérégulation des processus physiologiques et 1’exposition a des facteurs
externes comme la pollution, la consommation d’alcool et de tabac et les radiations peuvent
entrainer une production excessive d’espéces oxygénées réactives (EROs) que les cellules ne

peuvent contréler (Phaniendra et al., 2015). A ce moment-1a, la balance EROs/antioxydants est



en faveur des EROs et prend le nom de stress oxydant (Sies, 1991). Toutefois, un radical libre

peut étre dérivé de I’oxygene (ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (RNS)

1.1 Les especes réactives de I’oxygéne

a. L’anion superoxyde

L’anion radicalaire superoxyde (O2+-) est le principal radical libre produit par la cellule
dans une situation de stress oxydant (Tableau 2). Il est moyennement dangereux puisqu’il est
incapable de traverser les membranes biologiques (Mandelker, 2008). Il est produit dans la
mitochondrie au cours de la respiration cellulaire qui permet la formation d’ATP et la réduction
du dioxygéne en eau. Il peut aussi étre produit par des enzymes telles que la xanthine oxydase,

les cyclo- et lipo-oxygénases ou encore la NADPH oxydase.

b. Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogene n’est pas une espece radicalaire. Il est formé par la dismutation
spontanée ou enzymatique de 1’anion superoxyde. Les effets delétéres de cette molécule
viennent du fait qu’elle intervient dans la formation d’espéces tres réactives. Ainsi, le peroxyde

d’hydrogene est la source de la formation de radicaux hydroxyles.

c. Le radical hydroxyle (HO®)
Le radical hydroxyle est I'une des espéces réactives les plus nocives. Dés lors qu’il est

formé, ce radical est capable de s’attaquer sans spécificité aux macromolécules biologiques

(Mandelker, 2008).

1.2 Les especes azotées actives

Les espéces radicalaires comportant de 1’azote sont appelées, espéces azotées reactives.
Elles sont dérivées du monoxyde d’azote (NO) via les systémes enzymatiques (1’oxyde nitrique
synthase ou NOS en anglais : nitrique oxide synthase). Le monoxyde d’azote (NO), est
synthetisé a partir d’'une molécule d’oxygene, et d’un atome d’azote obtenu de 1’acide aminé
L-arginine. En réaction avec 1’oxygeéne ou 1’anion superoxyde (O3 ), le NO- peut former
respectivement le dioxyde d’azote (NO3) et I’anion peroxynitrite (ONOO-) qui sont plus réactifs
(Marnett et al. 2003).



Tableau 2. Les principales especes réactives (Halliwell, 1996).

Espéces réactives de I’oxygéne (ROS)

Radical Non-radical

Superoxyde 03" Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Hydroxyl -OH Acide hypo-chlorure HOCI
Peroxyl RO; Ozone 0,

Alkoxyl RO Oxygeéne singulet 0~

Hydroperoxyl HO;

Espece réactives de I’azote (RNS)
Radical Non-radical

Oxyde nitrique NO- Nitrosyl NO~

Dioxyde de nitrogéne NO;, ﬁ?tide n(ijtroltJISO HNO,
itroxyde

Dinitrogéne tetroxide N,0,
Dinitrogene trioxyde N,04
Peroxynitrie ONOO~

Acide peroxynitrous ONOOH
Cation nitronium, Nitryl NO*
Alkyl peroxynitites ROONO

1.3 Les cibles des ERO

Les ERO sont produites au sein de divers compartiments cellulaires comme les
peroxysomes, le réticulum endoplasmique ou encore la mitochondrie qui est responsable de la
production de 90% des ERO (Lushchak, 2014). A I’état physiologique, les ERO participent
dans la régulation des processus cellulaires, et la survie de ces cellules est liée au maintien de
I’homéostasie redox. Cependant, la dérégulation des processus physiologiques peut entrainer

une production excessive d’ERO que les cellules ne peuvent contrler (Phaniendra etal., 2015).

a. Oxydation des lipides
L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond a la détérioration
oxydative de doubles liaisons d’acides gras insaturés. Les lipides membranaires, en particulier

les acides gras polyinsaturés, sont sensibles aux attaques des EORs. Cette réaction a lieu en



trois étapes (initiation, propagation et terminaison) et présente la particularité d’étre auto-
catalytique car une fois initiée, elle se propage et s’accélere seule (Wheatley, 2000). Au niveau
cellulaire, tous les composants de la cellule sont affectés, particuliérement, les membranes
plasmiques, mitochondriales et lysosomales. La peroxydation lipidique induit ainsi une
perturbation dans la structure et la composition de la membrane cellulaire qui se manifeste le
plus souvent par une augmentation de la perméabilité membranaire, la fluidité, et la
modification du transport des ions et par conséquent 1’inhibition de processus métaboliques
(Catala, 2012). A la fin de la cascade de réaction chimique, il résulte la formation de plusieurs
molécules, dont le malondialdéhyde (MDA). Ce dernier, peut interagir avec I’acide
thiobarbiturique est former un composé fluorescent, attribuant ainsi le nom du test de mesure
des MDA de TBARS (substance réagissant avec I’acide thiobarbiturique) (Michel et al., 2008).

b. Oxydation des acides nucleiques

L’oxydation de I’ADN est un facteur d’instabilit¢ majeur du génome. Les radicaux
hydroxyles sont a I’origine de la majorité des dommages oxydatifs de I’ADN (Phaniendra et
al., 2015). Des modifications des bases azotées, en particulier la guanine peuvent étre observées.
Cela aura comme conséquence un non appariement, ou blocage total de la réplication de I’ADN
(Halliwell, 1999). Ces lésions multiples, allant des cassures simples et double brin peuvent étre
la conseéquence de I’oxydation des bases azotées (Kryston et al., 2011). Les EROs peuvent aussi
s’attaquer a ’ARN qui est plus vulnérable que I’ADN, avec comme conséquence 1’altération

de la traduction et donc de la synthese de protéines (Li et al., 2014).

Les conséquences des EROs sur I’ADN peuvent étre fatales a 1’échelle de 1’organisme
mais aussi au niveau cellulaire. En effet, I’oxydation de I’ADN participe a la mutagénese, a
I’arrét des divisions cellulaires, a I’arrét de la synthése protéique par blocage des mécanismes

de transcription/traduction, et enfin a une mort cellulaire (Dizdaroglu et jaruga, 2012).

c. Oxydation des protéines

L’oxydation des protéines peut avoir lieu a deux niveaux différents : celui qui casse les
liaisons peptidiques et modifie la chaine peptidique et celui qui modifie les peptides par addition
de produits issus de la peroxydation lipidique. Le radical hydroxyle est particulierement capable

de former de radicaux peroxyles, qui peuvent entrainer la fragmentation des protéines (Hohn et



al., 2013). Ces modifications conduisent a une dénaturation ou altération de la structure des
protéines dont les conséquences sont majeures : perte de 1’activité enzymatique, augmentation
de la sensibilité aux protéases, et la perte de fonction des récepteurs et des protéines de transport
(Stadtman et levine, 2006).

1.3 Le role physiologique des radicaux libres au niveau du spermatozoide

Le spermatozoide en conditions physiologiques produits des EORs. La production de ces
especes réactives en faible quantité, est nécessaire a différentes fonctions spermatiques (Figure
7) comme I’activation de la motilité, la capacitation, la réaction acrosomique et
I’hyperactivation (Kothari et al., 2010). Chez les mammiferes, les EORs interviennent durant
le transit épididymaire par le remodelage des membranes et une condensation nucléaire (de
Lamirande et O’Flaherty, 2008). Au niveau du tractus génital femelle, les EORs jouent un role
primordial dans le processus de capacitation, I’acquisition d’une mobilité¢ hyperactive, de la
réaction acrosomique, et enfin la fusion avec la zone pellucide indispensable a la fécondation
(Shiva et al., 2011; Methorst et Huyghe 2014).

Pendant le processus de capacitation, une quantité importante de cholestérol est extraite
de la membrane du spermatozoide (Shadan et al., 2004). L’efflux du cholestérol de la membrane
plasmique, peut étre expliqué par 1’action des EORs qui oxydent le cholestérol entrainant la
formation d’un groupement hydroxyle hydrophile sur sa partie hydrophobe. Cela peut induire
une faible attraction du cholestérol pour la membrane plasmique et donc son retrait de la
bicouche lipidique (Silva et Gadella, 2006; Brouwers et al., 2011).



e

e —

m _—

o

xH )

“ C Hyperactivation

° 3

g E A

2e Acrosome reaction

-—

3 e

Lo 2%

(< Jut i«

_g © \/)"..'?
= Y .

83 L)
(] R, N - J/ >

) s

Spermatogenesis: Sperm/oocyte
maturation fusion

)

o _ l l

e

—

2 E Lipid peroxidation DNA damage Apoptosis

=T

°=

-0

m O

Lo

o

o3

C O

S

o

o

Figure 7 : le rdle physiologique et pathologique des ROS (Kothari et al., 2010).

1.4 Concept antioxydant en reproduction aviaire
1.4.1 Le stress oxydant et la reproduction aviaire : réle des antioxydants

Les spermatozoides aviaires sont uniques par leur structure et leur composition. En effet,
la composition lipidique de la membrane est caractérisée par une proportion extrémement
élevée en acides gras polyinsaturés a longue chaine dans la fraction phospholipidique du
spermatozoide. Cette proportion élevée d’AGPI est nécessaire pour le maintien des propriétés
membranaires spécifiques (fluidité, flexibilité, etc.) (Donoghue et Donoghue, 1997; Zaniboni
et al., 2006). Cependant, cette situation rend le spermatozoide susceptible & la peroxydation
lipidique et aux EOR (Aitken etal., 1989 ; Kelso et al., 1996 ; Agarwal et Prakaran, 2005). Pour
cette raison, un statut de défense antioxydante est la clé¢ pour le maintien de I’intégrité

membranaire, la mobilité et le pouvoir fécondant du spermatozoide. Dans les circonstances
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physiologiques, il existe un équilibre entre la génération des EOR et les antioxydants.
L’augmentation de la production des EOR associée a une baisse du pouvoir antioxydant
entraine un stress oxydatif. Les antioxydants peuvent éliminer, piéger les EOR, comme ils

peuvent s’opposer a leur action (Agarwal et Prakaran, 2005).

Chez les volailles, le systtme antioxydant est organisé sur trois niveaux : Le premier
niveau est basé sur l'activité de la SOD, de la glutathion peroxydase (GSH-PXx) et de la catalase.
Elles sont responsables conjointement de la prévention de la formation des radicaux. Le second
niveau de défense comprend les vitamines A et E, I’acide ascorbique, 1’'ubiquinol, 1’acide urique
et les caroténoides, et dont le r6le consiste a bloquer la propagation de la réaction radicalaire en
chaine grace a leur caractére réducteur. Enfin, un troisiéme niveau de défense basé sur I’activité
enzymatique spécifique, qui consiste a réparer voir éliminer des molécules endommagées. Ce
troisieme niveau fait intervenir des lipases, des peptidases et d'autres enzymes (Panda et
Cherian, 2014 ; Surai, 2016b).

1.4.2 Les défenses antioxydantes

L’organisme a développé des mécanismes de défense antioxydante qui peuvent é&tre
enzymatique ou non-enzymatique. Les deux systémes luttent contre la toxicité des EOR en
piégeant, et en minimisant la formation de EOR se protéger des effets déléteres du stress
oxydant. Une production excessive des EOR associé a une baisse du systeme de défense
antioxydant (enzymatique et non enzymatique), crée un déséquilibre entre la production des
EORs et leur élimination par le systéme de défense (Storey, 1996). D’apres Halliwell (1996),
les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre :Le piégeage direct des EOR,
I’inhibition des enzymes responsables de la production des EOR et la protection par les

systemes de défense antioxydants.

1.4.2.1 Antioxydants enzymatiques
1.4.2.1.1 Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est I'une des enzymes cellulaires les plus importantes. Elle assure la premicre
ligne de défense contre le stress oxydant. Chez la volaille, la SOD prévient la peroxydation des
lipides au niveau des tissus embryonnaires et au niveau des membranes du spermatozoide. Elle
joue aussi un réle important dans la lutte contre le stress oxydatif en production intensive, en

relation avec les changements de la température ambiante dans les élevages (stress thermique



ou stress du froid). La SOD joue également un réle lors de la toxicité et des conditions de

productions difficiles (Surai, 2016a).

1.4.2.1.2 Glutathion peroxydase GPX

La glutathion peroxydase (GPX) est une enzyme séléno-dépendante, dont il existe
plusieurs isoformes, réparties differemment dans la cellule. Elle catalyse la réaction de
transformation des peroxydes d’hydrogéne (H20z) et lipidiques (ROOH) respectivement en eau
et alcool (ROH). Cette réaction met en jeu une molécule antioxydante non enzymatique, le
glutathion, sous sa forme réduite (GSH) (Deaton et Marlin, 2003). La glutathion réductase (GR)

a pour role de régénérer le GSH.

1.4.2.1.3 La catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes, et en faible quantité dans le cytosol. Elle assure la transformation et la
détoxification du H.O2 en H,0 et O,. Contrairement a la GPX, I'affinité de la CAT pour I'H20>
est élevée seulement lorsque la teneur en peroxyde d'hydrogéne est élevée (Matés, 2000).

1.4.2.2 Les antioxydants non-enzymatiques

1.4.2.2.1 La vitamine E

La vitamine E est le principal antioxydant de la famille des tocophérols. Il existe au moins
huit formes de vitamine E dont la plus active est 1'a-tocophérol. Le caractére hydrophobe de la
vitamine E permet son insertion dans les membranes riches en acides gras polyinsaturés. Elle
permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire en réagissant avec
les radicaux peroxyls (ROOQO¢), empéchant ainsi la propagation en chaine de la peroxydation
lipidique (Panda et Cherian, 2014), et prévient les dommages tissulaires causes par les EOR,
particulierement les membranes riches en AGPI (Voljc et al., 2011). La vitamine E est
longtemps reconnue comme vitamine anti-stérilité. Elle a été découverte pour la premiére fois
dans le sperme aviaire en 1981. Dans le but d’améliorer les capacités de reproduction des cogs
reproducteurs, la supplémentation alimentaire en vitamine E est généralisée en élevage. La

supplémentation de 1’aliment des reproducteurs avec 200mg/kg de vitamine E, améliore



considérablement les concentrations de cette vitamine au niveau du sperme (Surai et al., 1997).
Il a été démontré que I’augmentation de la quantité de vitamine E dans le sperme entraine une

réduction significative de la sensibilité a la peroxydation lipidique (Lin et al., 2005).

1.4.2.2.1 La vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) est un antioxydant hydrosoluble qui est normalement
synthétisé par les volailles. Elle joue un réle important dans la protection de divers substrats
biologiques comme 1’ADN, les protéines et les acides gras. L’incorporation de la vitamine C
dans 1’alimentation de la volaille est recommandée pour atténuer le stress d’¢levage, en
supposant que, pendant que la volaille subit un stress, les besoins en vitamine C dépassent les
capacités de syntheses (Gous et Morris, 2005). Dans une étude réalisée par Nowaczewski et
Kontecka (2005), il a été montré que l'acide ascorbique contribuait a 65% de la capacité
antioxydante du plasma séminal. Lors de 1’oxydation de la vitamine C, elle passe & une forme
radicalaire intermédiaire (radical ascorbyle) qui joue un role essentiel dans la régénération de

la vitamine E pour la prévention de la peroxydation lipidique (Amini et al., 2015).

1.4.3 Evaluation du stress oxydant

Il est admis aujourd’hui que le stress oxydatif est une cause majeure de l'infertilité
masculine, la mesure des radicaux libres dans le sperme devient nécessaire pour le diagnostic
des probléemes de l'infertilité. Le stress oxydant peut-&tre évalué par trois grandes voies
d’approches (Kohen et al., 2002) : la mesure de la production des EOR, la mesure des
parameétres antioxydants et la mesure des marqueurs du dommage radicalaire (protéines, lipides

et acides nucléiques).

1.4.3.1 Mesure directe des radicaux libres

La chimiluminescence est une méthode qui permet de mesurer la lumiére produite par la
décomposition de radicaux libres. C’est une méthode qui quantifie les EOR intra et
extracellulaire. En pratique, cette méthode mesure plutét la lumiére produite par réaction des
radicaux libres avec des sondes lucigéniques comme le luminol ou la lucigénine (Aitken et al.,
2004). La réaction de EOR avec ces sondes conduit a la production d'un signal qui est converti

en un signal électrique et mesuré par luminométre (Agarwal et al., 2004). Les méthodes de



chimiluminescence sont en général extrémement sensibles et permettent de mesurer facilement

des faibles niveaux de lumiére.

1.4.3.2 Mesure des dommages radicalaires

1.4.3.2.1 Mesure de la peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides suite au stress oxydant, engendre un certain nombre de produits
de dégradation des lipides et des lipoprotéines. La peroxydation lipidique par les radicaux libres
est simple a mesurer lors de I’étude du stress oxydant. Les diénes conjugués et les aldéhydes

sont les parameétres les plus importants dans le sang (Moore et al., 1998).

Pour des raisons de spécificité de I’analyse, les aldéhydes sont les plus indiqués pour la
mesure de la peroxydation lipidique. Le malondialdéhyde est le marqueur le plus utilisé pour la
peroxydation des lipides (Aitken et al., 1993). Le dosage du MDA qui est le plus utilisé, peut
étre specifique en utilisant la HPLC avec détection fluorimétrique (Richard et al., 1992). Le
MDA pourrait aussi étre déterminé indirectement a partir du dosage d’autres aldéhydes : c’est
ce qu’on appelle le dosage des substances réagissant avec 1’acide thiobarbiturique (TBARS)
(Del Rio et al., 2005). La méthode des TBARS repose sur la formation en milieu acide et a
chaud entre la malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un
pigment absorbant a 532 nm. Cette réaction avec le TBA mesure aussi bien le MDA, les
peroxydes lipidiques, et les produits d’auto-oxydation des acides gras et d’autres substances qui
donnent naissance au MDA (Gutteridge et al., 1974). La détermination du TBARS apparait
comme un test donnant des résultats globaux de la peroxydation lipidique, tandis que le dosage
spécifique de la MDA concerne 1’une des molécules finales formée au cours du stress oxydant

(Lefévre et al., 1998).

1.4.3.2.2 Mesure de I’oxydation des protéines

Les protéines comme les lipides sont aussi la cible de réactions oxydatives, et peuvent
ainsi subir des modifications sous 1’action des EOR qui peuvent se manifester par 1’apparition
de groupements carbonylés. En pratique, la réaction avec le dinitrophényl hydrazine (DNPH)
est utilisée pour la détection des groupements carbonylés au niveau des protéines oxydées. En

présence du DNPH, les dérivés carbonylés peuvent étre dosés dans les échantillons biologiques



par spectrophotométrie, HPLC, ou grace a I’utilisation d’anticorps mono-ou polyclonaux
(Dalle-Donne, 2003).

1.4.3.2.3 Capacité antioxydante totale

La mesure de la capacité antioxydante totale (TAC) du plasma séminal donne une mesure
indirecte du stress oxydatif. Le test TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) est le plus
populaire. Le principe de cette méthode est d’enregistrer la consommation par dosage
colorimétrique du radical ABTS+"[2,2'-azinobis(3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique)], suite a
I’addition d’une solution contenant ’antioxydant. Le radical ABTS+" est relativement stable
avec une forte absorption dans I’intervalle 600-750 nm, produisant ainsi une substance coloree
qui peut étre mesurée par spectrophotométrie. La concentration ABTSe* consommeée durant la
réaction avec I’échantillon est déterminée et exprimée en equivalent Trolox (équivalent
hydrophile de I’a-tocophérol), ce qui correspond a la concentration de Trolox donnant la méme

capacité antioxydante quun mM du composé testé (Roginsky et Lissi, 2005).
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1. Matériel et méthodes

Ce travail de recherche a été réalisé au niveau du laboratoire de biotechnologies de
reproduction de 'université d’Abderrahmane Mira (Béjaia) sur plusieurs périodes allant de
2013 a 2017. Le présent travail a été réalisé en ayant deux expérimentations distinctes. La
premiére a pour objectif, dans une premiére étape, 1’¢tude des effets des huiles essentielles de
I’armoise blanche (Artémisia herba alba), et du romarin (rosmarinus officinalis) sur les
parameétres de mobilité du sperme du coq, aprés une conservation a 4°C pendant 48 heures. La
deuxiéme étape consiste en la quantification de la peroxydation des lipides membranaires et de
la capacité antioxydante totale du sperme conservé apres 6 et 24 h a 4°C. Dans la deuxiéme
expérimentation, I’objectif fixé est 1’étude de I’impact de 1’association cyclodextrine-vitamine
E (CDVitE), et du complexe Cyclodextrine-cholestérol-vitamine E (CDCholVitE) sur les

parameétres de mobilité du sperme du coq apres conservation a 4°C pendant 48 heures.

1.1 Animaux

Toutes les expériences ont été realisées conformément a la législation régissant le
traitement éthique des animaux. Des coqgs reproducteurs de la souche commerciale chair
Hubbard agés entre 35 et 55 semaines ont été utilisés durant 1I’expérimentation. Les animaux
ont été logés en cages individuelles classiques, sous 14 h d’éclairement quotidien, nourris avec

un aliment commercial standard a raison de 155 g/jour/animal.

1.1.1 Collecte et dilution de la semence

Les cogs sont soumis a des collectes de semences bi-hebdomadaires par massage dorso-
abdominal comme décrit en 1937 par Burros et Quinn. Cette une technique pratiquée par deux
personnes en prenant soin de ne pas stresser I’animal. Pour 1’analyse du sperme, les éjaculats
collectés sont d’abord mélangés en pools, puis traités par les milieux de conservation et enfin
analysés. Afin de minimiser le stress des animaux et obtenir une semence de qualité, la collecte
est réalisée par un méme opérateur et toujours dans les mémes conditions. Des précautions ont
été prises durant la collecte pour éviter toute contamination par les liquides du cloaque. Juste
apres la collecte de la semence, le pool est dilué par un facteur de 1/1 (v/v) a température
ambiante (18-22°C) dans deux milieux : le milieu commercial IMV (Aigle France), et le Tris
dont la composition est la suivante : 2.42 g Tris (hydroxymethylaminomethane) + 1 g fructose



+ 1.38 g acide citrique + 100 mg pénicilline + les traitements dans 100 ml d’eau distillée. Aprées
I’estimation de la qualité et de la concentration du sperme, la quantité de dilueur a apporter est
calculée pour obtenir une concentration finale de 2.10° spz/ml. Les échantillons sont maintenus

a une température de 4°C aussitot dilues.

1.1.2 Calcul de la concentration

L’appréciation de la concentration est primordiale afin de pouvoir déterminer le facteur
de dilution. Le comptage avec une cellule de comptage (hématimétre), donne avec précision la
concentration spermatique si elle est soigneusement effectuée. Le principe est de compter le
nombre exact de cellules spermatiques présentes dans un volume déterminé d'une solution de
dilution connue a I’aide d’un quadrillage tracé sur la lame de Mallassez (Figure 8). Le
quadrillage est constitué de 10 bandes verticales de 0,25 mm de largeur et de 10 bandes
horizontales de 0,20 mm de largeur formant ainsi 100 rectangles dont les dimensions sont les

suivantes :

Longueur = 0,25 mm
Largeur = 0,20 mm
Profondeur = 0,20 mm

Le volume total de la cellule est donc de 1 mm3.

10 rectangles

Rectangle non quadrillé >

Lame épaisse Rigoles

Plate-fome cenirale Rectangle quadrillé verticalement

Rectangle quadrillé horizontalement 10 rectangles

Rectangle subdivisé
Piateaux surélevés en 20 petits carrés

Figure 8 : Cellule de Mallassez avec les dimensions du quadrillage.
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Les etapes du comptage a I'nématimétre sont les suivantes :

- Ladilution de la semence par un facteur de 1000 dans du sérum physiologique formolé
(3.7%).
- Adhésion de la lamelle sur les deux cétés de la grille aprés humidification des deux
plateaux latéraux
- Dépdt d’une petite quantité de la solution sans bulle d'air, et sans faire déborder le
liquide dans les rigoles. Par le phénomeéne de capillarité, la gouttelette se répartit entre
lame et lamelle. Laisser reposer quelques minutes afin que les spermatozoides
sédimentent sur le fond de la lame.
- Le comptage est réalisé avec un microscope avec un objectif 40
- Calcule du nombre de spermatozoides dans vingt petits carreaux, et la concentration
sera calculée en appliquant la formule suivante :
La concentration = (N° de spermatozoides) / (N° de carreaux ) x 100 x 103 x le taux de
dilution. Cette technique est précise, simples et ne nécessitent pas un matériel sophistiqué.
Cependant, elle demande beaucoup de temps et elle ne peut donc étre mise en ceuvre dans les

conditions de routine dans un centre d'insémination artificielle (1A).

1.2 Matériel végétal
1.2.1 Armoise blanche (Artemisia herba-alba)

L’armoise blanche (Artemisia Herba Alba) est une plante spontanée appartenant a la
famille des Asteraceae (Figure 9). C’est une plante essentiellement fourragere, trés appréciée
par le bétail comme paturage d’hiver. Elle présente une odeur caractéristique de 1’huile de
thymol et un gotit amer d’ou son caractére astringent. Plusieurs noms sont attribuées a l'espece
Artemisia herba-alba; thym des steppes, absinthe du désert. En Algérie, Artemisia herba alba,
connue sous le nom de « chih », couvre prés de six millions d’hectares dans les steppes, elle se

présente sous forme de buissons blancs, laineux et espacés (Bouzidi, 2016).

Les échantillons de la partie aérienne (tiges et feuilles) d’Artemisia herba-alba ont été récoltés
durant le mois d’avril 2015, dans la région d'El-Euche, dans la Wilaya de Bordj Bou Arreridj,

Algérie. Les plantes récoltées ont été séchées a 1’ombre pendant 10 jours.



Figure 9 : Artemisia herba-alba dans son milieu naturel au début de la saison de floraison

1.2.2 Romarin (Rosmarinus officinalis L.)

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est un arbrisseau de la famille des Labiées,
répandu sur toutes les rives de la méditerranée (Figure 10). En Algérie, le romarin est I’une des
sept especes végétales excédant 50.000 hectares sur le territoire national. Aujourd’hui, plusieurs
recherches realisées sur les effets des huiles essentielles du romarin montrent clairement des
propriétés antibactériennes et antioxydantes (Frankel et al., 1996 ; Outaleb et al.,2015;
Raskovic et al., 2014).

Les échantillons de la partie aérienne (tiges et feuilles) du Romarin (Rosmarinus
officinalis .L) ont été récoltés durant le mois d’avril 2015, dans la région d'El-Euche, dans la
Wilaya de Bordj Bou Arreridj, Algérie. Les plantes récoltées ont été séchées a I’ombre pendant

10 jours.
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Figure 10 : Feuilles et fleurs du Romarin

1.3 Extraction de I’huile essentielle

L'extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation en utilisant un
appareil de type Clevenger. Les distillations ont été réalisées par ébullition pendant trois heures.
Les extraits bruts de chaque huile ont été conservés a 4°C dans des fioles scellées

hermétiquement jusqu'a utilisation ultérieure.

1.3.1 Analyse de I’huile essentielle

L’identification des composés actifs de 1'huile essentielle de I’armoise a été réalisée par
chromatographie en phase gazeuse de type HP Agilent 2890 couplée a la spectrométrie de
masse 6890 (CPG/SM), équipée d’une colonne capillaire de silice fondue (HP-5MS, Longueur :
30 m, Diamétre interne : 0,25 mm, épaisseur du film 0,25 um). La température de l'injecteur a
été maintenue a 250°C et I'nélium a été utilise comme gaz vecteur (0,5 ml / min) avec un volume
d'injection de 0,2 pl et le rapport de division est ajusté a 1/20. La température du four a été
programmée a partir de 60 (8 min) a 280°C a raison de 2°C/min et ensuite maintenue de fagon
isotherme a 280°C pendant 10 min. Le mode d'analyse : numérisé, la température de l'interface:
280°C, le type d'ionisation: électronique, l'intensité du filament: 70eV, type d'analyseur de

masse: quadripdle, la température source: 230°C, vide: 65m torr.
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Dans le présent travail, les deux huiles essentielles (armoise et romarin) ont été analysées et
I’identification des composés actifs a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse de type
HP Agilent 2890 couplée a la spectrométrie de masse 6890 (CPG/SM), équipée d’une colonne
capillaire de silice fondue (HP-5MS, Longueur : 30 m, Diamétre interne : 0.25 mm, épaisseur
du film 0.25 pum). La température de l'injecteur a été maintenue a 250°C et I'hélium a été utilisé
comme gaz vecteur (0.5 ml / min) avec un volume d'injection de 0.2 pl et le rapport de division
est ajusté a 1/20. La température du four a été programmeée a de 60 a 280°C a raison de 2°C/min
et ensuite maintenue de fagon isotherme a 280°C pendant 10 min. Le mode d'analyse numérise,
la température de l'interface: 280°C, le type d'ionisation: électronique, l'intensité du filament:

70eV, type d'analyseur de masse: quadripdle, la température source: 230°C, vide: 65m torr.

Expérimentationl : Etude de ’impact des huiles essentielles de I’armoise blanche

et du romarin sur le sperme du coq conservé a 4°C pendant 48 heures

Le pool de sperme, constitué a partir de plusieurs €jaculats, est dilué V/V dans le milieu
Tris: 3,028 g de Tris (hydroxyméthylaminométhane) + 1,25 g de fructose + 1,70 g d'acide
citrique + 800 U.1./ml de pénicilline G sodique + 1 mg/ml de sulfate de streptomycine dans 100
ml d'eau distillée. Les HE (romarin et armoise) sont diluées dans le méme tampon Tris, ayant
servi pour le sperme pur, pour obtenir des milieux appelés A pour armoise et R pour romarin.
Trois concentrations sont obtenues pour les deux huiles, 870 pg /ml (A : armoise, R : romarin),
87 ug /ml (A5 : armoise, R5 : romarin) et 8.7 ug /ml (A10 : armoise, R10 : romarin). Ensuite,
100 pl de sperme dilué sont ajoutés a 400 pl de chaque préparation en HE (1/4, VIV). Le
sperme dilué dans le milieu Tris sans supplémentation en HE et le milieu commercial IMV

(IMV, France) sont considéres comme témoins.

1.4 Préparation des complexes de cyclodextrines

La méthyl B-cyclodextrine de par sa structure est la cyclodextrine la plus indiquée pour
le traitement de la semence en raison de sa meilleure affinité pour le cholestérol (Semalty,
2014). La preparation du complexe méthyl-p-cyclodextrine cholestérol (CD-CHL) a été réalisée
comme décrit par Purdy et Graham (2004). Le principe consiste a dissoudre dans un tube a essai
en verre, 1 g de méthyl-B-cyclodextrine dans 2 ml de méthanol. Un deuxiéme tube & essai en
verre a été utilisé pour dissoudre 200 mg de cholestérol dans 1 ml de chloroforme. Une portion

de 0,45 ml de la solution de cholestérol a été ajoutée a la solution de cyclodextrine. Le mélange



obtenu a été maintenu sous agitation pendant 24 h a température ambiante et a I'abri de la
lumiere. Le solvant a été éliminé par évaporation rotative (sous vide) et le résidu a eté conserveé
dans un dessiccateur. Le complexe méthyl-p-cyclodextrine—vitamine E (CDVit E) a été préparé
avec un rapport molaire 1:1 (méthyl-p-cyclodextrine : a-tocophérol) par un procédé de co-
évaporation. La méthyl-p-cyclodextrine (309,11 mg) et 1I’a-tocophérol (100 mg) ont été dissous
dans 50 ml déthanol. Le mélange obtenu a été maintenu sous agitation pendant 24 h a
température ambiante et a l'abri de la lumiére. Le solvant a été ensuite évaporé sous vide par
évaporation rotative et le résidu a été conservé dans un dessiccateur jusqu’a son utilisation

(Koontz et al., 2009).

Le complexe méthyl-p-cyclodextrine cholestérol (CD-CHL) a été préparé comme décrit
précedemment par Purdy et Graham (2004). Dans un tube a essai en verre, 1 g de méthyl-p-
cyclodextrine a été dissout dans 2 ml de méthanol. Dans un deuxieme tube a 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 a la solution de cyclodextrine. Le mélange obtenu a été
maintenu sous agitation pendant 24 h a température ambiante et a I'abri de la lumiére. Le solvant
a éte ensuite évaporé sous vide par évaporation rotative et le résidu a été conservé dans un

dessicateur.

1.4.1 Préparation du complexe méthyl-g-cyclodextrine-vitamine E

La co-évaporation est la procédure utilisée pour la préparation du complexe méthyl-f-
cyclodextrine-vitamine E (CD-Vit E). Au cours de la préparation un rapport molaire 1:1
(méthyl-B-cyclodextrine : a-tocophérol) est urilisé. La méthyl-B-cyclodextrine (309,11 mg) et
1I’a-tocophérol (100 mg) ont été dissous dans 50 ml d'éthanol. Le mélange obtenu a été maintenu
sous agitation pendant 24 h a température ambiante et a I'abri de la lumiere. Le solvant a été
ensuite évaporé sous vide par évaporation rotative et le résidu a été conservé dans un

dessiccateur jusqu’a son utilisation (Yurtdas, 2011).



Expérimentation 2 : Etude de ’impact du complexe cyclodextrine-vitamine E tout seul ou
associé au complexe cyclodextrine-cholestérol (nouvelle approche) sur le sperme du coq

conservé a 4°C

Les milieux de conservation sont composés du milieu Tris supplémenté par le complexe
vitamine E seul (CD-Vit E) ou en association avec le complexe cholestérol (CD-CHL-Vit E).
100 pl de sperme dilué sont ajoutés a 400 ul de chaque complexe. Les concentrations finales
dans 1 ml étaient pour CD-Vit-E: 3,02-1mg et CD-CHL-Vit E (CD-CHL = 9.17-0.83mg) +
CD-Vit E 3,02-1 mg. Le sperme dilué dans le milieu Tris sans aucune supplémentation et le

milieu commercial IMV (IMV, France) sont considérés comme témoins.

1.5. Analyse de la qualité des spermatozoides

1.5.1 Mobilité et paramétres cinématiques

Les différents parametres de mobilité spermatique ont été évalués a I'aide d'un analyseur
de sperme assisté par ordinateur (CASA) (Sperm class analyzer, SCA Microptic, S.L., Version
3.2.0, Barcelona, Spain) (Figure 11). Une chambre de comptage Makler® est chargée avec 5
uL de sperme qui sont analysés sous microscope a contraste de phase (Nikon E200®-LED
microscope, Japon) ou les images sont capturées a l'aide d'une caméra vidéo (Caméra Digital
Basler A312fc, Allemagne) au grossissement 10x (contraste de phase négatif). Un minimum de
trois champs microscopiques sont choisis au hasard pour chaque échantillon, et pour chaque
analyse un minimum de 200 spermatozoides mobiles sont analysés. Les parametres mesurés
sont : le pourcentage de spermatozoides mobiles (Mob T %) : le pourcentage de spermatozoides
progressifs (Prog T %), la vitesse curviligne (VCL um/s), la vitesse en ligne droite (VSL um/s),
la vitesse de trajet (VAP um/s), I’amplitude des mouvements latéraux de la téte (ALH pum) et
la fréquence a laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire moyenne (BCF/Hertz).

Les différentes mesures sont effectuées a 0, 6 et 24 h de conservation au réfrigérateur a 4°C.



Figure 11 : Photo du systéeme d'analyse CASA

1.6 Mesures du statut oxydatif
1.6.1 Préparation des échantillons

Les échantillons de sperme sont prélevés et transportés directement au laboratoire a une
température de 4°C et a ’obscurité dans des emballages isothermes (glaciére).Un volume de
500 pl de chaque échantillon de sperme (100.10° spz/ml) est Centrifugé a 1500 g pendant 10
minutes. Le surnageant récupéré est utilisé pour la mesure de la capacité antioxydante totale,
tandis ce que le culot du sperme, apres trois lavages successifs par remise en suspension dans
1 ml de PBS, est utilisé pour la mesure de la peroxydation lipidique. Aprés le troisieme lavage,
les spermatozoides ont été mis en suspension dans 500 pl de PBS pour obtenir la méme
concentration de départ (100x10%pz). La lyse cellulaire est réalisée par la sonication a ’aide
d’un sonicateur (Sonics Vibra cellulaire VCX-750), a 20 kHz pendant 15 secondes sur la glace.
La procédure de sonication a été répétée six fois pendant 15 secondes, dans un récipient de
glace. La solution de sperme lysée a été ensuite utilisée pour mesurer la peroxydation lipidique

1.6.2 Test de peroxydation lipidique (LPO)

La peroxydation lipidique a été détermineée par la mesure de la concentration en
malondialdéhyde. Le MDA, qui est un produit final de la peroxydation des lipides, a été
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quantifié en utilisant le test a I'acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode décrite par Buege
et Aust (1978). Un volume de 500 pl du sperme soniqué est déprotéinisée par l'ajout de 1’acide
trichloracétique (30%), puis incubée & 0°C pendant 120 min, suivie d’une centrifugation (3000
rpm pendant 10 min & 4 °C). A 1ml du surnageant, a été ajouté 0,25ml de TBA a 1% (dissous
dans 0,05mol/l de NaOH) et 0,075ml d'EDTA (0,1mol/l) puis chauffé a 95°C pendant 60min
pour induire la libération des MDA. Une couleur rose-orangée proportionnelle a la teneur en
MDA suite a la réaction TBA-MDA est observée. Aprés ’arrét de la réaction dans de I'eau
glacée, les échantillons sont centrifugés a 18000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est
récupéré est mis dans un tube en verre. La teneur de la solution en MDA est mesurée par
spectrophotométrie a 532 nm a 25°C, et I’absorption de chaque échantillon est exprimée en

nmol/ 108spz par 1’équation suivante :

[1 MDA nm = f—zz x 10 nmol /ml ou 108%pz

1.6.3 Capacité Antioxydante Totale

Pour évaluer le statut antioxydant total des spermatozoides, le surnageant de la premiere
centrifugation de chaque échantillon a été récupéré et conservé a -80°C. Apres décongélation,
la capacité du (milieu de congélation ou bien contenu intra-cytoplasmique) a piéger I’ ABTS**
[2,2-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline acide 6-sulfonique)] a été comparée au standard, soit le
Trolox (Re et al., 1999).

Le statut antioxydant total des spermatozoides a été mesuré en utilisant le test de
décoloration du radical libre ABTS (2,2'- azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid
diamonium salt. L’ABTS™, un radical cation, a été généré en mélangeant 7mM de la solution
d’ABTS avec 2,45 mM de persulfate de potassium avec incubation du mélange pendant 12-16h
a I’abri de la lumiére et a température ambiante. L'absorbance de la solution d’ABTS™ a été
ajustée a 0,700 £ 0,020 par une solution tampon. Une lyse totale des spermatozoides est réalisée
a I’eau distillée et 20 ul de cette suspension ou du Trolox sont mélangés avec 1980 ul de la
solution ABTS®* a 20ul de chaque hémolysat (concentration finale 1-6 mM), la lecture a été
prise 6 minutes exactement apres le mélange initial. Le pourcentage d’inhibition a 734 nm a été

calculé et exprimé en équivalent millimolaire de Trolox :



Y (%) = [(Ao-As) / Ag] X100 dans laquelle Ag est I'absorbance de contrdle et As est I'absorbance
de I'échantillon. Ao étant 1’absorbance de I’incubation de 1980 ul de I’ABTS™ avec 20 pl de

I’eau distillée.

1.7 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SAS (Statistical Analysis
System). L’analyse de la variance a été réalisée selon la procédure GLM (General Linear
Models Procedure). Les effets des différents traitements sur les paramétres spermatiques (VCL,
VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH et BCF) ont été estimés en utilisant le modele linéaire fixe

suivant :

Yijkl= p + Ai+ Bj+ (AB)ij+ eijk

Y =VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH et BCF;

| = moyenne générale ;

Ai= effet fixe du milieu (i=1a5: A, A5, A10, IMV et Tris) ;

Ai= effet fixe du milieu (i=1a4: R, R5, R10 et Tris) ;

Ai= effet fixe du milieu (i = 1 & 4: CDVitE, CDCholVitE, IMV et TRIS) ;
Bj = effet fixe dutemps (j =1a3:0, 6 et 24 heures) ;

(AB)ij= effet de I’interaction de milieu et du temps ;

eijk= effet résiduel aléatoire.

Les moyennes moindres carrées des parameétres spermatiques (VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
WOB, ALH et BCF) des différents temps d’étude ainsi que leur erreur standard ont été calculées

a différents temps.



Résultats



1. Composition chimique des huiles essentielles

L’identification des substances actives d’une huile essentielle reste trés complexe et
soumise a de nombreuses variables. De ce fait, la recherche avec exactitude des constituants
phytochimiques d’une huile essentielle est indispensable, a la fois pour vérifier sa qualité,

expliquer ses propriétés et prévoir sa toxicite potentielle.
1.1 Composition de I’Armoise blanche

La composition chimique de l'huile essentielle de I’armoise blanche, 1'indice de rétention
ainsi que les pourcentages des différents composés sont énumérés dans le Tableau 3. L’analyse
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) de I'huile
essentielle des parties aériennes de I’armoise blanche, a permis d’identifier 36 composés
correspondant a 99.15% de la surface des pics totaux. Les constituants majeurs de 1’huile sont le
camphre (31.9%), I’a-pinéne (13.16%), le campheéne (12.69%), B-pinene (5.56%), cyclohexéne
(6.34%), bornéol (3.51%) et 1,8-cinéole (3.72%).

L’huile essentielle de I’armoise blanche étudiée dans ce travail, peut étre considérée
comme un chémotype a camphre, puisque ce dernier présente le pourcentage le plus élevé
dépassant les 31 %. En tenant compte des composant majoritaires identifiés dans I’huile
essentielle, des différences de composition sont a signalées en comparaison a d’autres résultats

obtenus dans d’autres régions du pays (Bouzidi et al, 2016).
1.2 Composition du Romarin

L’analyse qualitative par CG/SM des huiles essentielles du romarin nous a permis
d’identifier 25 composés. Les pourcentages de ces derniers avec les indices de rétention
correspondant pour chacun sont représentés dans le Tableau 4. Les résultats obtenus montrent
que cette huile est formée principalement du camphre (18.88%), camphene (5.17%), 1,8-
cinéole (7.85%), B-thujéne (13;66%), a-thujéne (4.87%), chrysanthenone (12.05%) and -
cubenéne (7.97%). Ces composés majoritaires sont accompagnés d’autres constituants
minoritaires qui ne sont pas dénués d’importance avec des quantités relativement faibles
comme le sabinene (1.37%), a-pipéne (1.4%), a-Terpinene (0.54%), terpineol (0.9%),
pinocarvone (1.37%), y-élémene (1.71%),...etc. Les composants majeurs identifies pour cette
huile semblent étre des monoterpenes oxygenés, cette plante peut donc étre considérée comme

chémotype camphre.



Tableau 3.Composition des huiles essentielles d ’Artémisia herba albaidentifiés par GC/MS

N° Identifiant RI %
1 tricycléne 8.277 0.67
2 a -thujéne 8.561 0.21
3 a-pinéne 9.101 13.16
4 Camphene 9.935 12.69
5 B-pinene 11.492 5.56
6 B-myrcene 12.378 0.49
7 Phellandréne 13.482 0.84
8 a-terpinene 13.97 0.68
9 Benzene, 1-methyl-4 14.64 1.52
10 Cyclohexene 15.00 6.34
11 1,8-cinéole 15.11 3.72
12 cis-ocimene 15.56 0.25
13 y-terpinéne 16.90 0.87
14 a-terpinoléne 18.91 1.26
15 a-bisabolol 57.13 0.32
16 Camphre 23.54 31.90
17 Camphénilol 23.61 0.24
18 Borneéol 24.91 3.51
19 Terpinene-4-ol 25.56 1.20
20 a-terpinéol 26.62 1.01
21 cis-sabinéne hydrate 32.89 0.88
22 a -cubebene 36.89 0.32
23 a-ylangene 38.26 0.21
24 a-copaene 38.59 0.99
25 trans-caryophyllene 41.44 4.07
26 B-cubebene 41.94 0.18
27 a-humuléne 43.48 1.08
28 B-farnésene 43.91 0.24
29 a-amorphene 44.99 1.01
30 y-curcumene 45.80 0.15
31 a-curcumene 45.47 0.18
33 B-bisabolene 47.01 0.36
34 d-cadinéne 47.88 2.65
35 cis-a-bisaboléne 48.98 0.14
36 Caryophylleneoxide 51.20 0.14
Total 98.83
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Tableau 4. Composition des huiles essentielles de R. officinalis identifiés par GC/MS

n° Composeés RI %
1 a-Pipéne 8.881 1.409
2 Camphene 9.734 5171
3 Verbénone 10.028 0.586
4 Sabinene 11.185 1.374
5 B-Pinene 11.329 0.254
6 trans B-Ocimene 12.317 0.231
7 a-Terpinene 13.937 0.54
8 1,8-Cineole 14.978 7.850
9 y-Terpinene 16.852 0.667
10 B-Thujene 20.404 13.662
11 a-Thujene 21.113 4.875
12 Chrysanthenone 21.797 11.548
13 Camphre 23.176 18.88
14 Carveol 23.267 0.31
15 Pinocarvone 24.221 0.618
16 a-Phellandrene 24.939 0.556
17 Terpinéol 25.460 0.904
18 Chrysanthenyl acetate 31.161 1.479
19 a-Copaene 38.554 0.517
20 cis-Jasmone 40.357 0.491
21 B-Cubebene 45.311 7.976
22 y-élémene 46.145 1.719
23 0-Cadinéne 47.798 0.625
24 Spathulenol 51.090 0.158
25 1,3-Nonadiéne 71.438 0.874




1.3 Parametres de mobilité
1.3.1 Mobilité totale

1.3.1.1 Artémisia herba alba

Le pourcentage de la mobilité¢ totale (Mob T) de I’ensemble des échantillons est
représenté dans la Figure 12. Un effet statistiquement significatif du milieu, du temps et de
I’interaction du milieu avec le temps sur la mobilité est observé (p<0,01) a TO et T6. A TO, le
lot A (53,11% 2,75) a montré un pourcentage de mobilité significativement plus faible que les
autres lots (P<0,005). Comme illustré sur la figure 1, aucune différence significative n’a été
enregistrée entre les lots A5 (89,35 + 0,57) et A10 (94,36 + 0,26) a TO (P>0,05). La méme
tendance est constatée apres 6h de conservation des spermatozoides, la mobilité totale dans le
milieu commercial (IMV) (70,51 + 3,9) reste significativement inférieure au témoin (Tris)
(87,03 + 3,24) et aux milieux A5 et A10 (P<0,05) (Figurel). Aprés 24 h de conservation,
aucune différence significative n’a été observée entre les milieux étudiés : Tris (83.93 £ 1,01),
IMV (80,25 + 1,11), A5 (88,02 + 1,19) et A10 (83,79 £ 0,9) (P>0,05). Concernant le lot A, il
a montré un effet spermicide avec une perte totale de la mobilité aprés 24h de conservation.
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Figure 12 : Effet des différents traitements a TO, 6 et 24h sur la mobilité totale (Mob T) des
spermatozoides de coq dans le groupe témoin (Tris), dans le milieu commercial (IMV), et les
groupes supplémentés avec ’huile essentielle de I’armoiseA (870 pg /ml), A5 (87 ug /ml) et
A10 (8.7 pg /ml). Les lettres différentes indiquent une différence significative a P <0,05 au

méme temps de conservation, (moyenne + S.E.M.).

1.3.1.2 Rosmarinus officinalis

Le pourcentage de la mobilité totale (Mob T) des spermatozoides de I’ensemble des
échantillons traités avec les HE du romarin est représenté dans la Figure 13. Un effet
statistiquement significatif du milieu, du temps et de I’interaction du milieu avec le temps sur
la mobilité est observé (p<0,01). A T0, aucune différence significative n’est observée parmi les
traitements R5 (89.84+ 3.64) et R10 (98.12+ 0.16) et le groupe control Tris (92.03+ 1.32). La
plus forte concentration en huile essentielle du romarin (R, 870 pg /ml), a montré les taux les
plus faibles en mobilité a TO et T6, alors qu’un effet spermicide est observé apres 24 heures de
conservation. Apres 48 h de conservation, les concentrations R5 et R10, ont montré les taux de

mobilité les plus élevés avec respectivement 71.4 + 2.05% et 74+ 6.49%.
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Figure 13: Effet des différents traitements a TO, 6 et 24h sur la mobilité totale (Mob T) des
spermatozoides de coq dans le groupe témoin (Tris), et les groupes supplémentés avec I’huile
essentielle de 1’armoise R (870 pg/ml), RS (87 pg/ml) et R10 (8.7 ug /ml). Les lettres

différentes indiquent une différence significative a P <0,05 au méme temps de conservation,

(moyenne £ S.E.M.).

1.3.1.3 Complexes cyclodextrines

La mobilité totale (MobT) de I’ensemble des échantillons analysés a différents temps (TO,
6, 24 et 48h), apres la conservation a 4°C est présentée dans la Figurel4. La mobilité totale ne
présente aucune différence significative (P > 0.05) a TO entre le contréle (92.03+£1.32 %) et les
deux complexes testés (CD-VitE = 91.14+0.28% et CD-CholVitE = 93.97+1.21%). Cependant,
ces trois valeurs sont significativement plus élevées (P<0.05) comparativement au milieu
commercial IMV (81.52+2.29%). Aprés 24 h de conservation, la méme tendance observée a TO
est toujours conservée. A partir de 48h de conservation, on observe une nette supériorité pour
les deux complexes utilisés (CD-Vit E = 84.35+£0.79% et CD-Chol-VitE = 93.97+0.69%)

comparativement au témoin (Tris = 54.04+4.83%) et au milieu commercial (IMV =

76.55+2.56%).
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Figure 14 : Effet des différents traitements a TO, 6 et 24h sur la mobilité Totale (Mob T) des
spermatozoides de coq dans le milieu commercial IMV, le groupe témoin (Tris), et les
complexes cyclodextrine-vitamin E (CD-Vit E)et cyclodextrin-cholesterol et cyclodextrine-
vitamin E (CD-CHL-Vit E). Les lettres différentes indiquent une différence significative a P

<0,05 au méme temps de conservation, (moyenne + S.E.M.).
1.4 Mobilité progressive

1.4.1 Artémisia herba alba

La mobilité progressive est un facteur important pour I’estimation de la fertilité, elle
essentielle pour assurer la capacitation, la réaction acrosomique et la fécondation de 1’ovocyte.
A TO, la mobilité des spermatozoides progressifs rapides (Prog T), qui prend en considération
la qualité de la mobilité, est significativement plus élevée dans les milieux Tris et A10 comparee
aux autres milieux (P<0,05) (Figure 15). A partir de 6h de conservation, la valeur la plus élevée
est observée dans le milieu A5, mais cette derniére est statistiquement non significative par
rapport aux valeurs des milieux Tris et A10 (P>0,05). Apres 24 h de conservation, deux groupes

statistiguement différents sont enregistrés (Tris et IMV vs A5 et A10, P<0,05).
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Figurel5. Effets des différents traitements a 0, 6 et 24h sur la mobilité progressive (Prog T)
des spermatozoides de coq dans le groupe témoin (Tris), dans le milieu commercial (IMV), et
les groupes supplémentés avec 1’huile essentielle de 1’armoise A (870 ug /ml), A5 (87 pg /ml)
et A10 (8.7 ug /ml). Les lettres différentes indiquent une différence significative a P <0,05 au

méme temps de conservation, (moyenne + S.E.M.).

1.4.2 Rosmarinus officinalis

Les valeurs de la mobilité progressive du sperme traité avec les HE du romarin sont
représentées sur la figure 16. Le pourcentage le plus faible est obtenu avec la dose de 870
pg/ml, qui correspond a la plus forte dose utilisée dans 1’expérimentation. Aprés 6 h de
conservation, la mobilité progressive est conservée parmi les traitements R5 et R10 avec une
différence significative comparativement au témoin et au groupe R10. A t 24, les pourcentages
de la mobilité progressive pour les milieux R5 et R10 sont de 43.25 + 2.43 et 63.08 £ 5.33%
respectivement, contre 26.86 + 2.36% pour le groupe control (P < 0.05). Apres 48 h de
conservation, les deux concentrations R5 (27.31 £+ 1.53) et R10 (36.48 £ 9.63) ont montré des

vitesses nettement supérieures (P < 0.05) comparativement au témoin (18.18 + 0.68).
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Figure 16: Effet des différents traitements a TO, 6 et 24h sur la mobilité progressive (Prog T)
des spermatozoides de coq dans le groupe témoin (Tris), et les groupes supplémentés avec
I’huile essentielle du romarin R (870 ug /ml), R5 (87 pg /ml) et R10 (8.7 pug /ml). Les lettres
différentes indiquent une différence significative a P <0,05 au méme temps de conservation,
(moyenne £ S.E.M.).

1.4.3 Complexes cyclodextrines

En ce qui concerne la mobilité progressive, les profils obtenus sont presque identiques a
ceux obtenus en mobilité totale (figure 17). A TO, la valeur la plus faible de la mobilité
progressive (40.21+4.31%) est observait dans le milieu commercial (IMV), tandis ce que les
deux complexes, CD-Vit E = 48.23+7.82% et CD-CHL-Vit E = 53.56£2.51% présentaient des
valeurs nettement supérieures (P < 0.05). Les deux complexes utilisés dans 1’expérimentation,
ont montré des différences statistiquement significatives (P < 0.05) par rapport au milieu
commercial (IMV) et au témoin (Tris) pour les temps 6, 24 et 48h. A T24, la mobilité
progressive était de 50.8+0.66% pour CD-Vit E et 62.55+2.32% pour CD-CHL-Vit E contre
31.03+0.77% pour IMV et 26.86+2.36% pour le témoin (Tris).
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Figure 17.Effet des différents traitements a TO, 6 et 24h sur la mobilité progressive (Prog T)
des spermatozoides du coq dans le milieu commercial IMV, le groupe témoin (Tris), et les
complexes cyclodextrine-vitamin E (CD-Vit E)et cyclodextrin-cholesterol et cyclodextrine-
vitamin E (CD-CHL-Vit E). Les lettres différentes indiquent une différence significative a P

<0,05 au méme temps de conservation, (moyenne + S.E.M.).
1.5 Parameétres cinématiques (VCL, VSL, VAP, ALH, BCF)
1.5.1 Artémisia herba alba

L'impact des différents traitements sur les parametres cinématiques des
spermatozoides (VCL, VSL, VAP, ALH et BCF) est représenté sur la Figure 18. Les valeurs
les plus faibles de VCL ont été observées dans le lot traité par la plus forte concentration en
armoise (A). Parmi les traitements utilisés, le traitement A5 a enregistré les valeurs les plus
¢levées (40,6 = 0,56 m/s) aprés 6h de conservation, apres 24 h, c’est la concentration la plus
faible en I’huile (A10) qui montré les VCL les importantes (47,81 + 0,7 m/s). Pour la VSL, les
résultats semblent étre similaires a ceux obtenus pour la VCL (Figure 18). Les VSL des milieux
A5 et A10 sont significativement supérieures aux autres milieux apres 6 h et 24 h de
conservation (P<0,05). Concernant la VAP, les differences significatives enregistrés a TO entre

les différents milieux se maintiennent, comme indiqué dans la Figure 18 aux temps T6 et T24
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(P<0,05). La méme tendance que la VAP est constatée pour I’ALH puisque des différences
significatives enregistrées parmi les différents milieux a TO se maintiennent a 6 et 24h (P<0,05).
Enfin, la BCF presente elle aussi le méme profil que les deux précédentes mesures (VAP et
ALH), avec des différences significatives entre les différents traitements pour les trois mesures
réalisées a TO, 6 et 24h (P<0,05).

1.5.2 Rosmarinus officinalis

L’impact du traitement du sperme du coq par différentes concentrations des huiles
essentielles du romarin sur la VCL, VSL, VAP et BCF est présenté dans la Figure 19. La vitesse
de chaque spermatozoide est comprise entre 0 (spermatozoides immobiles) et 100 um/s. Apres
6 h de conservation, des différences hautement significatives ont été observées pour les
paramétres VCL (p < 0.01), VSL (p < 0.01) et VAP (p < 0.01) dans le milieu R10 (8.7pg/ml)
avec 57.07 £ 0.62, 14.23 £+ 0.26 et 29.31 £+ 0.34 pum/s, respectivement. L impact positif des
huiles sur les parameétres cinématiques, est maintenu a T24 et T48. De la méme facon, I'ALH

et le BCF ont montré les valeurs les plus élevées avec les traitements R5 (87 pg/ml) et R10 (8,7

pg / ml).

1.5.3 Complexes cyclodextrines

Les effets des traitements sur VCL, VSL, VAP, ALH et BCF sont présentés dans la
Figure 20. La valeur la plus basse de VCL a été observée dans le groupe contrdle
(68.97£2.51um/s). Parmi tous les traitements, CD-CHL-Vit E a montré la valeur la plus élevée
(110.47+1.91um/s) suivi par CD-CHL (104.35+2.17um/s) et CD-Vit E (88.82+2.21um/s).

Concernant la VAP, les résultats étaient similaires aux tendances exprimés par VCL,
sauf que le complexe CD-CHL-Vit E, a montré des valeurs (82.21+1.75 um/s)
significativement plus élevées par rapport a tous les autres traitements. En outre, VAP des
complexes, CD-Vit E et CD-CHL, étaient significativement plus élevées (P < 0.05) que celles
observées dans Vit E et CHL. Regardant VSL, exprimée comme non seulement I’aptitude
des gametes de présenter une vitesse rapide, mais aussi I’aptitude de progresser d’une manicre
rectiligne, les résultats ont démontré que le complexe CD-CHL-Vit E a manifesté des valeurs

élevées, statistiquement différentes de tous les autres traitements.
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Figure 18. La moyenne (+ S.E) de la vitesse curviligne (VCL), la vitesse en ligne droite (VSL),
la vitesse de trajet (VAP), ’amplitude des mouvements latéraux de la téte (ALH) et la fréquence
a laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire moyenne (BCF/Hertz) aprés
conservation du sperme du cog a 4°C dans le groupe témoin (Tris), dans le milieu commercial
(IMV), et les groupes supplémentés avec de I’armoise A (870 pg /ml), A5 (87 pg /ml) et A10
(8.7 ug /ml) a0, 6 et 24h. Les lettres différentes indiquent une différence significative a P <0,05

au méme temps de conservation.
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Figure 19. La moyenne (x S.E) de la vitesse curviligne (VCL), la vitesse en ligne droite (VSL),
la vitesse de trajet (VAP), I’amplitude des mouvements latéraux de la téte (ALH) et la fréquence
a laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire moyenne (BCF/Hertz) apres
conservation du sperme du coq a 4°C dans le groupe témoin (Tris), dans le milieu commercial
(IMV), et les groupes supplémentés avec de I’armoise R (870 pug /ml), R5 (87ug /ml) et R10
(8.7 ug /ml) a 0, 6 et 24h. Les lettres différentes indiquent une différence significative a P <0,05

au méme temps de conservation.
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Figure 20.La moyenne (x ES) de la vitesse curviligne (VCL), la vitesse ligne droite (VSL), la
vitesse de trajet (VAP), I’amplitude des mouvements latéraux de la téte (ALH) et la fréquence
a laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire moyenne (BCF/Hertz) apres
conservation du sperme du cog a 4°C dansmilieu commercial IMV, le groupe témoin (Tris), et
les complexes cyclodextrine-vitamin E (CD-Vit E)et cyclodextrin-cholesterol et cyclodextrine-
vitamin E (CD-CHL-Vit E). Les lettres differentes indiquent une différence significative a (P
<0,05).

1.6 Peroxydation des lipides

Les taux de MDA indiquant le degré de peroxydation lipidique des membranes de
spermatozoides conservés dans les différents traitements sont présentés sur la Figure 21. Apres
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6 h de conservation a 4°C, aucune différence significative n’est observée dans la concentration
en MDA entre les lots A5, R5, le milieu commercial IMV et le lot témoin Tris. Par contre avec
les lots A et R, ayant recus les doses les plus élevées en HE, on observe des taux plus importants
en MDA comparativement aux autres milieux. La méme tendance est observée avec les
concentrations en MDA apres 24 h de conservation. En effet, les taux les plus élevés en MDA
ont été observés avec les concentrations les plus importantes en HE (A et R), montrant un effet
protecteur moindre sur les membranes comparativement aux milieux A5, A10, R5 et R10. Nous
pouvons observer également, que la peroxydation lipidique est plus importante en utilisant le

romarin.
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Figure 21. Moyenne (z ES) de la peroxydation des lipides (MDA) apres 6h de conservation du
sperme du coq a 4°C dans le groupe témoin (Tris), dans les groupes supplémentés avec de
I’armoise, A (870 g /ml), A5 (87ug /ml) et A10 (8.7 ug /ml) et les groupes supplémentés avec
le romarin, R (870 pg /ml), R5 (87ug /ml) et R10 (8.7 ug /ml). Les lettres différentes indiquent

une différence significative a (P <0,05) au méme temps de conservation.

1.7 Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale de chaque milieu de conservation est présentée dans la
Figure 22. Apres 6 h de conservation a 4°C, la TAC du milieu A5 (81.16+14.24 ug Eq
Trolox/L) est la plus élevée comparativement aux autres lots, avec une différence

statistiquement significative (P < 0.05). Aprés 24 h de conservation, les milieux A, A10, et R10
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montraient des valeurs significativement (P < 0.05) différentes de celles observées dans les
autres milieux A5 et R5. Par contre, aucune différence significative n’est constatée entre ces

milieux et le contréle (Tris).
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Figure 22. Moyenne (£ ES) de la capacité antioxydante totale (CAT) apres 6h de conservation
du sperme du coq a 4°C dans le groupe témoin (Tris), dans les groupes supplémentés avec de
I’armoise, A (870 pg /ml), A5 (87ug /ml) et A10 (8.7 ug /ml) et les groupes supplémentés avec
le romarin, R (870 pg /ml), R5 (87ug /ml) et R10 (8.7 pug /ml). Les lettres différentes indiquent
une différence significative a P <0,05 au méme temps de conservation.
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Discussion



Discussion

La mise au point de I'insémination artificielle chez les volailles a partir des années 1930
a permis des avancées considérables dans le domaine de la conservation in vitro et de I’analyse
du sperme aviaire avant insémination (Lake, 1995). Concernant les spermatozoides aviaires, les
résultats obtenus jusque-la concernent le stockage du sperme a long terme (congelé) et a court
terme (liquide) a des températures avoisinant les 4°C, mais aussi 1’identification des meilleurs
reproducteurs a partir d’un classement sur la base de la qualité du sperme. Pour la conservation
du sperme, elle engendre des dommages au niveau de la cellule spermatique par le biais du choc
thermique mais aussi par le stress oxydatif. Pour pallier a cette situation, il s’impose aujourd’hui
d’améliorer les dilueurs classiques pour pouvoir préserver la qualité des gametes pendant le
processus de réfrigération a 4°C. Dans ce travail de these, nous avons utilisé deux approches
pour I’amélioration de la conservation du sperme du coq a 4°C. La premiere approche consiste
a supplémenter les dilueurs par des substances naturelles (huiles essentielles), alors que la
deuxiéme consiste a utiliser simultanément plusieurs molécules : la cyclodextrine, le

cholestérol et la vitamine E.

Le sperme du coq est caractérisé par une proportion élevee en AGPI dans la fraction
phospholipidique membranaire (Blesbois et al., 1997), ce qui rend le sperme susceptible a la
peroxydation lipidique (Surai et al., 1997), avec des altérations notamment pendant la
conservation pour une durée prolongée (plus de 6 heures) (Blesbois, 2012 ; Surai et al., 1998).
Dans ces conditions de stress oxydant, la membrane du spermatozoide du coq riche en AGPI
est une cible privilégiée. En plus de la peroxydation lipidique, les ERO attaquent I'acrosome et
I’ADN cellulaire (Peris et al., 2007). Il est admis que la conservation a 4°C du sperme aviaire,
s’accompagne d’une perte importante en phospholipides membranaires (Douard et al., 2004).
Dans ces situations, la mise au point de stratégies de lutte et d’optimisation de la conservation,

trouve tout son intérét.

L’identification des composés actifs de I’huile essentielle de I’armoise blanche par
CG/SM a montré un chémotype camphre avec 31,9%. Les autres composés majoritaires sont :a-
pinéne (13,16%), B-pinene (5,56%), et le camphene (12,69%). Plusieurs auteurs ont
rapportaient des chmotypes camphre pour I’huile essentielle de 1’armoise blanche en Algérie
(Houmani et al., 2004 ; Dob et Benabdelkader, 2006; Dahmani-Hamzaoui et Baaliouamer,
2010; amri et al., 2013 ; Belhattab et al., 2014 ; Bouzidi et al., 2016), mais aussi au Maroc



(Imelouane et al., 2010), et en Irak (abaas et al., 2014). Pour ce qui est de la composition de HE
du romarin, I’analyse qualitative par CG/SM a permis d’identifier 25 composés. Les composés
majoritaire sont essentiellement : camphre (18.88%), 1,8-cinéole (7.85%), B-thujone (13;66%),
chrysanthénone (12.05%) et du B-cubenéne (7.97%). Dans une étude de Zermane et al., 2016,
le méme chémotype camphre, a été rapporté lors de I'étude de I'analyse chimique des HE du
romarin dans la région de Constantine. Par ailleurs, I’analyse des HE au Maroc, a montré des
proportions élevees de a-pinéne (37.40%), de 1,8-cinéole (58,7-63,7%) et de camphre (41,7-
53,8%), tandis que I'huile essentielle de R. officinalis de Tunisie était plutét riche en 1,8-
cinéole, camphene et a-pinéne (Smeti et al., 2013 ; Zaouali et al., 2005). La variations de la
composition des huiles essentielles est attribuée au genotype de la plante et le sol dans lequel
elle évolue (Angioni et al., 2004; Gharib et al., 2016), le moment de la récolte (Celiktas et al.,
2007), la partie de la plante (Flamini et al., 2002), la préparation de I’échantillon et la méthode
d’extraction (Boutekedjiret et al., 2004).

Les plantes médicinales, par leur potentiel antioxydant, sont utilisées pour neutraliser les
radicaux libres issus des processus oxydatifs. L’armoise blanche est utilis¢é dans différents
domaines (alimentation, pharmacie, parfumerie et aromathérapie) pour ses propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes (Djeridane et al., 2006 ; Zouari et al., 2010 ; Khlifi et al.,
2013; Bouzidi et al., 2016). Dans une étude de 2016, Bouzidi et al., rapportent des effets
antioxydants puissant dans I’agroalimentaire. Dans une autre ¢tude réalisée sur des souris ayant
subies des dommages oxydatifs, avec comme conséquence I’altération des parametres
spermatiques (mobilité, viabilit¢), Selmi et al. 2016, ont démontré que 1’administration orale de
I’huile essentielle d’Artémisia herba alba permet de prévenir ces dommages au niveau
testiculaire et épididymaire avec amélioration de la mobilité et de la viabilité des
spermatozoides. Les auteurs ont mis en évidence, 1’effet protecteur de 1’huile essentielle contre
la peroxydation lipidique des membranes, et une neutralisation des ERO. Les résultats obtenus
dans notre étude avec les HE de 1’armoise, ont montré un effet significatif sur le pourcentage

de spermatozoides mobiles (totale et progressive) aprés une conservation a 4°C pendant 48 h.

Comme pour I’armoise, les HE du romarin sont largement utilisées en industrie
alimentaire, comme antioxydant (Bozin et al., 2007 ; Djeddi et al., 2007 ; Luis et al., 2007 ;
Laura et al., 2010 ; Makhloufi et al., 2011 ; Slamenova et al., 2011), antimicrobien (Djeddi et
al., 2007; Zaouali et al., 2010 ; Bajpai et al., 2013 ; Boutabia et al., 2016) et conservateur naturel
(Burt, 2004 ; Faid et al., 1995 ; Kadri et al., 2011). Chez la volaille, Borghei-Radand et al 2017,



rapportent I’effet positif des feuilles en supplémentation alimentaire sur la qualité de la mobilité
spermatique ainsi que sur la fertilit¢ du coq. Dans une autre étude, I'ajout de 200 ng/ml de I’huile
essentielle de Zataria multiflora dans le sperme du cog a permis d'améliorer la mobilité, la
viabilité et 1’intégrité membranaire des spermatozoides conservés a 4°C (Gerami Nezhad et
Roostaei-Ali Mehr, 2018). Cependant, trés peu d’informations sont disponibles sur 1’effet
protecteur des huiles essentielles de R. Officinalis sur le spermatozoide du coqg lors d’un

stockage in vitro.

Les résultats obtenus montrent que la qualité du sperme (traduit par la motilité progressive
et les vitesses des gametes) était significativement préservée, en particulier avec les plus faibles
concentrations testées correspondant a A5, R5 et Al10, R10 (87ug/ml et 8,7 pg/ml
respectivement). Cependant, la dose la plus ¢levée utilisée durant 1’expérimentation
(870ug/ml), a montré un effet spermicide évident aprés 24 heures de stockage, pour les deux
huiles testés (Armoise et romarin). Cette forte concentration, provoque probablement des
altérations au niveau de la cellule spermatique comparables a celles décrites chez la bactérie
(Moreno et al., 2006 ; Jordan et al., 2013 ; Satyal et al., 2017). En effet, les HE a fortes doses,
peuvent perturber et désorganiser la structure lipidique de la paroi cellulaire, qui va aboutir a la
destruction celle-ci (Burt, 204 ; Boutabia et al., 2016). Dans un autre contexte qui est celui de
la recherche de molécules contraceptives, I’effet spermicide est évident apres utilisation de
plusieurs HE avec des concentrations allant de 125 a 1000pg/ml. L’effet spermicide fait suite a
des dommages de différentes structures du spermatozoide (Riar etal., 1990 ; Paul et Kang, 2011
; Chikhoune et al., 2015 ; Turk et al., 2016 ; Gerami Nezhad et Roostaei-Ali Mehr, 201). Dans
une étude réalisée sur le porc, EImi et al. 2017, rapportent une altération des parameétres de
mobilité des spermatozoides suite au traitement avec 0.8 mg/ml de I’HE de romarin. La méme
équipe a obtenu des résultats similaires avec les HE de Tea-tree (Melaleuca Alternifolia),
puisque a partir de la dose de 0.8 mg/ml, I’ensemble des paramétres de mobilité sont altérés.
Par ailleurs, 1’utilisation de faibles quantités (5 a 20ug/ml) de resvératrol et de la quercétine
chez le bélier, améliore la mobilité spermatique apres cryoconservation (Silva et al., 2012).
L’effet antibactérien de petites concentrations des HE du romarin a été rapporté par plusieurs
auteurs. Chaftar et al., 2015, notent les effets positifs des concentrations de 0.07 a 1.1 mg/ml
contre plusieurs souches de Legionella pneumophila. Jordan et al., 2013, ont obtenu un effet
bactéricide sur plusieurs Gram- a des concentrations allant de 1 a 58,7 pug/ml. Outaleb et al.,
2015, ont obtenus des effets antibactériens sur les gram — et gram +, avec des concentrations

comprises entre 4 et 20 pg /ml.



Dans la deuxiéme partie de la premicre expérience, nous avons essay¢ de voir I’impact
de la supplémentation du dilueur par les HE sur le degré de peroxydation lipidique des
membranes de spermatozoides. Aprés 6h de conservation, les taux de MDA étaient plus faibles
dans les milieux A5, A10 et R5 comparativement au lot témoin (différence non significative).
Les taux les plus élevés en MDA ont été observés avec les concentrations les plus élevées
utilisées en HE (870ug /ml), montrant un effet protecteur moins important sur les membranes
comparativement aux doses 8.7 et 87 ug /ml. Cet état du stress oxydatif est probablement le
mécanisme sous-jacent a I’origine de I’effet spermicide. Pour ce qui est de la capacité
antioxydante totale, le milieu A5 apres 6h de conservation, présente la valeur la plus élevée
avec 81.16+14.24 ug Eq Trolox/L. Les résultats obtenus en termes de TAC élevée associée a
une faible peroxydation lipidique, indique que I’utilisation des HE de 1’armoise et du romarin
peut étre une approche efficace dans la lutte contre la peroxydation des lipides et les attaques
des ERO pendant la conservation du sperme aviaire a 4°C. Cet effet protecteur contre la LPO
est observée de la méme maniére avec la semence traitée avec CD-CHL, ces réesultats sont

similaires a ceux rapportés par Benhenia et al.( 2016) chez le bélier.

Nous avons exploré également une nouvelle alternative dans la préservation du sperme
du coq a 4°C. L’approche consiste en une double protection de la cellule spermatique contre le
choc du froid et le stress oxydatif, et ceci en utilisant simultanément le cholestérol et la vitamine
E. Ces deux molécules présentent un inconvénient majeur, qui consiste en une faible solubilité
dans les dilueurs classiques. Cette limite est surmontée par I’incorporation de ces molécules

dans les cyclodextrines.

Au cours de la réfrigération a 4°C, la membrane du spermatozoide du coq est exposée
aux dommages du choc au froid avec une déplétion significative du cholestérol affectant ainsi
I'intégrité de la membrane cellulaire, la mobilité des gametes et les taux de fertilité. La
sensibilité du sperme aviaire au choc du froid dépend du rapport cholestérol / phospholipides
de la membrane cellulaire. Chez le coq, ce rapport tres faible (0,30) comparé au sperme humain
par exemple (0.99), explique la plus grande susceptibilité de la membrane du spermatozoide du
cog au choc du froid (Muifio-Blanco et al., 2008). La proportion élevée en AGPI dans la fraction
phospholipidique membranaire rend le sperme susceptible a la peroxydation lipidique (Blesbois
et al., 1997), faisant de la membrane une cible privilégiée des ERO (Peris et al., 2007).
Cependant, il a été établi que la présence de cholestérol dans les milieux de conservation peut

minimiser les dommages membranaires induits par le refroidissement (Darin-Bennett et al.



1973; Drobnis et al. 1993), et I’efficacité du cholestérol serait plus prononcée lors de sa
solubilisation dans les cyclodextrine (Takeo et al., 2008). Les cyclodextrines agissent en
augmentant le transfert de cholestérol dans la membrane du spermatozoide (Moore et al., 2005,
Pamornsakda et al., 2011) et par conséquent augmentent la résistance de la membrane

plasmique au choc au froid.

De méme, en raison de sa forte proportion en AGPI, la membrane du spermatozoide du
coqg est la premiere cible des dommages causés par le stress oxydatif. La vitamine E est
considérée au niveau de la membrane cellulaire, comme la premiére molécule antioxydante
luttant contre le stress oxydatif (Surai et al., 2001) en interrompant la réaction en chaine de la
peroxydation des lipides et en piégeant les ERO (Zaniboni et al., 2006). Vertuani et al. (2004),
décrit au moins deux mécanismes par lesquels, la vitamine E agit comme antioxydant. Le
premier consiste a piéger les EOR, alors que le second, consiste a réguler certains enzymes
impliquées dans la défense antioxydante comme la SOD, la GPX, et la CAT and NADPH.
Aujourd’hui, le probléme de solubilit¢ dans les milieux aqueux de la vitamine E est résolu,
puisque la complexation de la vitamine E avec la cyclodextrine améliore sa stabilité et sa
solubilité (Sueishi et al. 2012).

La supplémentation du milieu de conservation en vitamine E chargée dans la cyclodextine
(CD-VitE), a amélioré les valeurs de la mobilité totale et progressive, mais également les
parameétres cinématiques (VCL, VAP, ALH et BCF) aprés 6, 24 et 48 h de conservation a 4°C
comparativement au témoin et au dilueur commercial. La supplémentation alimentaire en
vitamine E, permet une amélioration de la qualité du sperme par prévention des dommages liés
a ’oxydation (Eid et al., 2006). Elle permet également une réduction significative de la
sensibilité a la peroxydation lipidique (Fujihara et Howarth, 1978 ; Lin et al., 2005). La
vitamine E existe en quantité importante au niveau du spermatozoide du dindon, et plutét en
quantités plus faibles chez le coq (Tufarelli et Laudadio, 2016). Une autre voie d'inhibition de
la peroxydation lipidique consiste en 1’incorporation directe de la vitamine E dans les diluants
du sperme. Ainsi, I’ajout de 80 pg/ml de vitamine E au dilueur a permis d'améliorer le potentiel
fertilisant du sperme de dinde conservé a 4°C pendant 24 heures. La vitamine E améliore la
mobilité et I’intégrité membranaire du spermatozoide, et prévient la peroxydation lipidique
(Donoghue et Donoghue, 1997). Cependant, Surai et al., 2000; ont montré que la
supplémentation alimentaire en vitamine E, avait plus d'influence sur l'inhibition de la

peroxydation lipidique que l'incorporation directe de la vitamine E dans le dilueur.



Durant la derniére décennie, plusieurs travaux scientifiques sont réalisés dans le but
d’améliorer I’efficacité antioxydante des dilueurs du sperme aviaire en utilisant d’autres
molécules que la vitamine E. Le lycopene (caroténoidede la tomate) augmente la viabilité des
spermatozoides, avec une baisse de la peroxidation des lipides membranaires (Mangiagalli et
al., 2010 ; Rosato et al., 2012). L’utilisation d’une plante médicinale (Achillea millefolium)
encapsulée dans des nano-phytosomes, semble avoir des effets sur la mobilité et la viabilité des
spermatozoides (Najafi et al., 2018). Dans une autre étude, Fattah et al., 2017 ; montraient les
effets positifs de la L-carnitine sur la conservation du sperme du coq a 4°C. Cependant, a notre
connaissance, 1I’'impact de la supplémentation des dilueurs avec le complexe cyclodextrine-
vitamine E sur la conservation du sperme du coq, n’a pas ¢été décrit dans la littérature.
Cependant, il est a noter que le complexe d’inclusion cyclodextrine-a-tocophérol a été
efficacement utilis¢é pour promouvoir la libération de l'a-tocophérol dans les additifs
alimentaires (lkeda et al., 2010), les excipients pharmaceutiques (Schloesser et al., 2015), et les

produits cosmétiques (Watanabe et al., 2009).

A présent, il existe au moins quatre publications chez plusieurs especes animales,
montrant les effets positifs du complexe CD-VitE sur les paramétres spermatiques apres
conservation. En effet, les résultats obtenus chez le chien (Belala et al. 2016), le bélier
(Benhenia et al., 2016; Khellouf et al., 2018), et le lapin (Nabi et al., 2017) montrent que le
complexe CD-Vit E a amelioré les paramétres de mobilité (mobilité totale, progressive et
parameétres cinématiques) avec une diminution de la LPO de la membrane des spermatozoides
en comparaison avec la vitamine seule et les controles utilisés. Les résultats obtenus de ces
études, suggerent un effet similaire au cholestérol complexé avec la cyclodextrine, par
I’insertion de la vitamine dans la membrane du spermatozoide. L’association CD-CHL et CD-
VitE dans le dilueur de la semence a donné des résultats plus intéressants en utilisant
simultanément la vitamine E et le cholestérol, tous les deux chargés dans les cyclodextrines
(CD-CHL-Vit E). Ce traitement a amélioré de maniere hautement significative I’ensemble des
paramétres de mobilité mesurés par le CASA aprés 6, 24 et 48 h de conservation,
comparativement au témoin et au milieu commercial (IMV). Aprés 24 h de conservation a 4°C,
le complexe le complexe CD-CHL-Vit E a amélioré de fagon hautement significative la
mobilité progressive par rapport au témoin (62.55% vs 26.86%). Les résultats obtenus avec le
complexe sont probablement di a I’effet combiné du cholestérol avec la vitamine E. En effet,
la vitamine E est connue pour son effet antioxydant et stabilisant de la membrane (Panda et

Cherian, G 2014 ; Uranoetal., 1987, 1988) et le cholestérol qui pour contrecarrer la propagation



des ERO (Chuaychu-noo et al., 2017) et protecteur contre le peroxyde d’hydrogeéne (Naseer et
al., 2015, Lone, 2018).



Conclusion



Conclusion

En élevage avicole moderne, la maitrise de la reproduction est un facteur capital
particuliérement chez les cogs reproducteurs. Dans cette étude, nous avons fixé comme objectif
I’amélioration de la conservation du sperme a 4°C afin d’ouvrir des opportunités d’amélioration
de la pratique d’insémination artificielle. Dans une premicre étape, 1’approche expérimentale
consistait a investiguer 1’effet positif des huiles essentielles de I’armoise et du romarin sur les
parameétres de mobilité et du statut oxydatif des spermatozoides. Dans une deuxieme étape,
nous avons exploré ’intérét d’associer la vitamine E et le cholestérol, pour lutter simultanément
contre le stress oxydatif et le choc thermique. Comme ces deux molécules actives sont
hydrophobes, nous les avons solubilisées dans les cyclodextrines pour mieux les solubiliser, et

augmenter ainsi leurs effets.

La premiére partie de notre travail nous a permis de mettre en évidence 1’effet positif des
huiles essentielles sur le maintien a des taux élevés les paramétres de mobilité spermatique
(totale et progressive) ainsi que les paramétres cinématiques (VCL, VSL et VAP), ’ALH et la
BCF. Les résultats obtenus ont montré 1’intérét d’utiliser des concentrations adéquates en huiles
essentielles de 1’ordre de 8,7 a 87 pug /ml pour le romarin comme 1’armoise. La mesure de la
capacité antioxydante totale (TAC) des milieux de conservations apres 6h de stockage,
confirme le résultat obtenu pour la mobilité puisque la TAC des milieux avec la concentration
87 ug /ml est la plus élevée avec une différence statistiquement significative (P < 0.05). Pour
la peroxydation lipidique, estimée a partir des taux de MDA, les faibles concentrations (8,7 et
87ug /ml) protegent efficacement les lipides membranaires contre les dommages du stress
oxydatif.

La deuxiéme partie de ce travail a mis en évidence I’intérét de la solubilisation de la
vitamine E et du cholestérol dans les cyclodextrines, ceci a permis d’assurer une protection
complémentaire, ou le cholestérol renforce la membrane cellulaire et la vitamine E lutte contre
les dommages des radicaux libres. L’association cholestérol avec la vitamine E encapsulés dans
les cyclodextrines, a permis une amélioration des paramétres de mobilité du sperme pendant 48
h de stockage a 4°C. Cette nouvelle approche de conservation du sperme, ouvre des perspectives
intéressantes en particulier chez le cog, dont la membrane cellulaire présente une faible

proportion cholestérol/phospholipides.

Le maintien de la qualité du sperme conservé a 4°C dans les milieux testes, semble étre

une opportunité pour la gestion des programmes d’insémination artificielle dans les élevages



éloignés. Cependant, ces résultats devraient étre confirmés par des études de fertilité en élevage
pour leur donner toute leur signification. Pour les huiles essentielles, des perspectives
intéressantes s’ouvrent a I’horizon, notamment par I’é¢tude des mecanismes de protection de la
cellule spermatique, les mesures que nous avons réalisées ne permettent pas d'identifier
exhaustivement, les mécanismes a l'origine de cette protection. Des recherches futures,

notamment pour 1’effet antibactérien, méritent d’étre entreprises.
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Abstract

Aim: This study aimed to investigate the protective effect of Rosmarinus officinalis (L.) essential oil on rooster sperm
motility during 4°C short-term storage.

Materials and Methods: R. officinalis essential oil was analyzed using gas chromatography coupled to mass spectrometry
to identify the active components. 10 of 45-week-old Hubbard commercial broilers were subjected to biweekly semen
collections during 3 weeks. At each collection, sperm was pooled and divided into four aliquots and then diluted with Tris
extender supplemented with 870, 87, or 8.7 ng/ml of R. officinalis essential oil, identified as treatments R, RS, and R10,
respectively. Tris-based extender without any supplementation was considered as a control group. Diluted sperm was then
stored at 4°C in the refrigerator and analyzed at 0, 6, 24, and 48 h using a computer-assisted sperm analyzer. Different semen
parameters were measured including total motility, progressive motility, gametes velocities (straight line velocity [VSL],
curvilinear velocity [VCL], and average path velocity [VAP]), amplitude of the lateral head displacement [ALH], and beat-
cross frequency [BCF].

Results: The phytochemical analysis of R. officinalis essential oil revealed the presence of 25 active components including
seven major molecules: Camphor (18.88%), camphene (5.17%), 1,8-cineole (7.85%), B-thujene (13.66%), a-thujene (4.87%),
chrysanthenone (12.05%), and B-cubenene (7.97%). The results showed a beneficial effect of R. officinalis essential oil on
sperm cells motility, particularly when using the lowest concentrations, 8.7 and 87 pg/ml. Progressive motility and gametes
velocities (VCL, VSL, and VAP), materializing the quality of gametes motility, showed highly statistically significant
values (p<0.01) in 8.7 and 87 pg/ml treatments, especially from 6 h of storage at 4°C. Conversely, the highest concentration
(870 pg/ml) showed harmful effects with a total spermicidal activity after 24 h of storage.

Conclusion: The current results revealed the positive impact of R. officinalis essential oil on rooster sperm at 4°C short-term
storage probably through fighting against oxidative stress and cold shock damages.

Keywords: antioxidant, avian semen, liquid storage, rosemary essential oil.

Introduction impacts on gametes motility and plasma membrane
integrity [8-12].

Rosmarinus officinalis is known as a rich
source of polyphenols and volatile oils including
molecules such as carnosic, rosmarinic acids, and
camphor [13-16]. These compounds display diverse
biological activities including antioxidant, anti-in-
flammatory, and anticarcinogenic properties. In
aged roosters, Borghei-Rad et al. [17] reported that
dietary supplementation with rosemary leaves pow-
der improved significantly semen quality, fertility,
and hatchability through fighting oxidative stress

The recent years witnessed, in poultry, a grow-
ing interest in wide ranges of natural products
and plant extracts, especially about their positive
effects on reproduction and fertility outputs [1-3].
Essential oils, when used particularly in vivo as
dietary supplementation, showed a remarkable
potency in protecting and improving sperm parame-
ters of several animal species [4-7]. However, when
used in vitro, in humans as well in other animal spe-
cies, essential evidenced spermicidal effects with
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damages. Similarly, dietary supplementation using
other antioxidants, including Vitamin E, selenium,
Vitamin C, and enzymatic antioxidant systems,
improved significantly animal health and sperm
quality [18-21].

Sperm cells are known to be more vulnerable
to reactive oxygen species (ROS), generated during
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oxidative stress, than somatic cells due to gametes cell
structure and their limited contents of antioxidants. In
this respect, the phospholipidic fraction of spermato-
zoa cell membranes [22] is the first target of ROS with
negative effects on membrane fluidity and the subse-
quent impairment of motility, acrosome reaction, and
sperm-egg interaction [23,24]. Accordingly, high mem-
brane concentration in PUFA makes sperm cells more
susceptible to lipid peroxidation, especially, during the
different stages of in vitro storage at low temperatures
compromising, thus fertility outputs [24,25].

In fact, in rooster, artificial insemination (Al) is
routinely carried out after short-term storage at 4°C;
however, reports evidenced that fertilizing capacity of
freshly collected semen is dramatically lost after half
an hour of collection [22]. Therefore, development of
optimal semen extenders, including different active
compounds, was considered worldwide by different
research groups to protect sperm cells against motility
damages. The adopted strategies consisted essentially
of protecting cell membrane against cold shock and
oxidative stress [26,27].

In this respect, numerous studies, using rosemary
leaves extract, containing rich fractions of polyphe-
nols, have reported positive effects on frozen semen
in several species including boar [28], dog [29], and
ram [30]. However, no protective effect was reported
when using R. officinalis essential oil, and recently,
Elmi et al. [31] observed similar motilities when
comparing the control to sperm treated in vitro with
0.2 mg/ml of R. officinalis essential oil. Overall, all
the reported data independently on the considered
plant showed an obvious spermicidal activity.

Thus, to the best of our knowledge, no previous
records reported the usefulness of essential oils as pro-
tective factors during semen preservation at low tem-
peratures. This study aimed to investigate the interest
of R. officinalis essential oil in the preservation of
rooster sperm motility during 4°C short-term storage.

Materials and Methods

Ethical approval

The experiment was carried out in accordance
with the guidelines laid down by the Directive
2010/63/EU of the European Parliament for Animal
Ethics Committee for the use of poultry birds.

Plant material

Aerial part (stems and leaves) of R. officinalis
was harvested during April 2015, in the region of
El-Euchre, in the Department of Bordj Bou Arreridj,
located in Northeastern Algeria. The harvested plants
were dried in the shade for 10 days before extraction.

Extraction of the essential oil was carried out
by hydrodistillation process using a Clevenger’s
type apparatus (Clevenger, 1928). Distillations were
carried out by boiling aerial plant parts for 3 h, and
the essential oil was kept in air-tight sealed vials and
stored at 4°C until further use.

Phytochemical identification

The identification of the active compounds of the
R. officinalis essential oil was carried out by Agilent
2890 HP-type gas chromatography coupled to mass
spectrometry (Model 6890) (GC/MS), equipped with
a fused silica HP-5MS capillary column (Length:
30 m, internal diameter: 0.25 mm, and film thick-
ness 0.25 pum). The temperature of the injector was
maintained at 250°C. The carrier gas was helium
(0.5 ml/min) with an injection volume of 0.2 pl, and
the division ratio was adjusted to 1:20. The oven tem-
perature was programmed from 60 (8 min) to 280°C
at 2°C/min and then held isothermally at 280°C for
10 min. Analysis mode: Digitized, interface tempera-
ture: 280°C, ionization type: Electronic, filament
strength: 70 eV, mass analyzer type: Quadrupole,
source temperature: 230°C, and empty: 65m torr.

Animals

All experiments were conducted in accordance
with the legislation governing the ethical treatment
of animals. 10 of 45-week-old Hubbard commer-
cial broiler reproductive cocks were used during the
experiment. The animals were housed in conventional
individual cages under 14 h of daily illumination and
fed with a standard commercial food at the rate of
155 g/day/animal.

Sperm collection

The roosters were subjected to biweekly semen
collections during 3 weeks by dorso-abdominal mas-
sage as described by Burros and Quinn [32] and indi-
vidual ejaculates were gently mixed and pooled. To
minimize animal stress, the collection was carried out
by the same operator and under the same conditions.
Necessary precautions were taken during collection
to avoid contamination by cloaca fluids. Sperm con-
centration was calculated using a computer-assisted
sperm analyzer (CASA) (Sperm class analyzer, SCA
Microptic, S.L., Version 3.2.0, Barcelona, Spain).

Sperm treatment

The pooled sperm was diluted at 1/2 ratio at room
temperature (18-22°C) in Tris extender (3.028 g of
hydroxymethylaminomethane, 1.25 g of fructose, 1.7 g
of citric acid, 800 Ul/ml of penicillin G sodium, and
1 mg/ml of streptomycin sulfate in 100 ml of distilled
water) and then split into four equal aliquots. Each
aliquot was diluted with Tris extender supplemented
with 870, 87, or 8.7 ug/ml of R. officinalis essential oil,
identified as treatments R, RS, and R10, respectively
(26). Tris-based extender without any supplementation
was considered as a control group. All samples were
then stored at 4°C and analyzed at 0, 6, 24, and 48 h.
The experimentation was repeated 6 times (n=6).

Sperm motility analysis

Various sperm motility parameters were ana-
lyzed using a CASA (Sperm class analyzer, SCA
Microptic, S.L., Version 3.2.0, Barcelona, Spain).
The measured parameters were: Percentage of motile
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spermatozoa (Mob T %), percentage of progressive
spermatozoa (Prog T %), curvilinear velocity (VCL
um/s), straight line velocity (VSL um/s), average path
velocity (VAP pm/s), amplitude of the lateral head
displacement (ALH pm), and frequency to which the
sperm head crosses the mean trajectory (beat-cross
frequency [BCF]/Hertz).

Statistical analysis

The SAS software (SAS Institute, 2001) was
used for all statistical analyses. The data were checked
for normal distribution with a Shapiro—Wilk test.
Treatment and time effect on each motility parame-
ters (MobT, ProgT, VCL, VSL, VAP, ALH, and BCF)
were assessed by the following general linear model:
Yijk1:I'L+Ai+Bj+(AB)ij+eijk

Y=The studied motility parameters measured on
the sperm;

p=Mean;

A=Fixed effect of the medium (i=1-4: R, RS,
R10, and Tris);

Bj=Fixed effect of time (j=1-4: 0, 6, 24, and
48 h);

(AB)ij=Interaction between time and medium;

eiijThe residual effect.

Least-squares means and standard errors (SE)
were calculated for motility parameters measurements.

Differences were considered statistically signif-
icant at p<0.05.

Results

The chemical composition of R. officinalis
essential oil and the retention index as well as the
percentages of the various compounds are listed in
Table-1. 25 compounds were identified in the essen-
tial oil without fractionation. The major constituents
were camphor (18.88%), camphene (5.17%), 1,8-cin-
cole (7.85%), B-thujene (13;66%), a-thujene (4.87%),
chrysanthenone (12.05%), and B-cubenene (7.97%).

Effect of storage time and sperm treatment on sperm
mobility parameters

The effects of time, sperm treatment, and their
interactions sperm motility are shown in Table-2.
The interaction affected all the variables significantly
(p<0.001). The total and progressive motility declined
rapidly at 870ug/ml corresponding to the highest con-
centration of R. officinalis essential, especially after
6 h of storage. Similar observations are noted for the
kinematics parameters (VSL, VCL, VAP, ALH, and
BCF).

Percentage of total motility

Figure-1 shows the effects of different treat-
ments on total motility during the study period. Total
motility represents the percentage of total moving
spermatozoa regardless of the quality of the motility.
When compared to the control group (Tris), statisti-
cally significant impact was observed in the different

treatments (p<0.001). At TO, no significant difference
was observed between 87 pg/ml (R5, 89.84+3.64)
and 8.7 pg/ml (R10, 98.12+0.16) treatments and the
control group (Tris, 92.03+1.32). The highest concen-
tration of R. officinalis essential oil (R, 870 pg/ml)
showed the lowest motility percentage at 0 and 6 h
and a total spermicidal effect at 24 h. After 48 h of
chilling storage, 87 and 8.7 pg/ml concentrations
expressed the highest motility with 71.44+2.05% and
74+6.49%, respectively.

Percentage of progressive motility

Progressive motility is a qualitative parameter rep-
resenting gametes with forwarding motility (Figure-2).
As for total motility (Figure-1), the lowest progressive
gametes were observed in 870 ug/ml treatment corre-
sponding to the highest essential oil concentration. From
6 h of storage, progressive motility was significantly
preserved in 87 and 8.7 pg/ml treatments. After 24 h of
storage, 87 and 8.7 png/ml treatments showed 43.25+2.43
and 63.08+5.33% of progressive gametes compared to
26.86+2.36% of the control group (p<0.05).

Cinematic parameters (VCL, VSL, VAP, ALH, and BCF)

Cinematic parameters including velocities (VCL,
VSL, and VAP), ALH, and BCF are represented in
Figure-3. The velocity of individual sperm was ranged
between 0 (immotile sperm) and 100 pm/s. After 6 h of
storage, highly significant differences were observed
for VCL (p<0.01), VSL (p<0.01), and VAP (p<0.01) in
8.7 ng/ml treatment with 57.07+0.62, 14.23+0.26, and
29.31+£0.34 pum/s, respectively. This positive impact
was maintained at 24 and 48 h. Similarly, ALH and

Table-1: Main compounds of the R. officinalis essential oil
identified by GC/MS.

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

Compound RI %
a-Pinene 8.881 1.409
Camphene 9.734 5.171
Verbenene 10.028 0.586
Sabinene 11.185 1.374
B-Pinene 11.329 0.254
trans p-Ocimene 12.317 0.231
a-Terpinene 13.937 0.54
1,8-Cineole 14.978 7.850
y-Terpinene 16.852 0.667
B-Thujene 20.404 13.662
a-Thujene 21.113 4.875
Chrysanthenone 21.797 11.548
Camphor 23.176 18.88
Carveol 23.267 0.31
Pinocarvone 24.221 0.618
a-Phellandrene 24.939 0.556
Terpineol 25.460 0.904
Chrysanthenyl acetate 31.161 1.479
a-Copaene 38.554 0.517
cis-Jasmone 40.357 0.491
B-Cubebene 45.311 7.976
y-Elemene 46.145 1.719
5-Cadinene 47.798 0.625
Spathulenol 51.090 0.158
1,3-Nonadiene 71.438 0.874
R. officinalis=Rosmarinus officinalis, GS-MS=Gas
chromatography-mass spectrometer
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Table-2: Spermatozoa mobility parameters according to the effects of storage time and sperm treatment (TRT).

Motility parameters TRT Storage time (ST) SEM p value R?
o 6 24 48 TRT ST TRT*ST

Mob T R 71.242 14.68° - - 2.83 Kook Kook ok 0.97
R5 89.842 92.442 88.962 71.43° 2.83
R10 98.122 91.962 92.802 74.00° 2.83
Tris 92.03° 87.03* 83.93° 54.04¢ 2.83

Prog T R 30.872 1.62° - - 4.72 KAk Hokk ok 0.90
R5 50.822 68.32° 43.25° 27.31¢ 4.72
R10 70.302 56.43 63.082° 36.48¢ 4.72
Tris 64.942 39.87° 26.86°¢ 15.18¢ 4.72

VSL R 9.242 4.27° - - 0.39 KAk KAk o 0.06
R5 12.022 9.90° 7.74¢ 10.96¢ 0.18
R10 11.792 14.23° 10.32¢ 11.712 0.23
Tris 13.212 8.78° 4.22¢ 8.55P 0.24

VCL R 32.482 18.17° - - 0.92 Kook Kok ol 0.11
R5 40.47° 34.60° 28.69¢ 39.05¢ 0.44
R10 43.57° 57.07° 42.46° 38.05¢ 0.56
Tris 45,902 28.46° 28.53° 32.56¢ 0.62

VAP R 17.352 8.47° - - 0.47 KAk oAk HHk 0.09
R5 22.562 20.35° 17.52¢ 20.24° 0.26
R10 23.112 29.31° 22.04¢ 20.24¢ 0.30
Tris 24.202 18.42° 11.00¢ 17.554 0.35

ALH R 2.122 1.76° - - 0.05 Hokok Hokok ol 0.15
R5 2.532 2.23° 1.48¢ 2.95¢ 0.02
R10 3.03° 2.33° 2.55¢ 2.89¢ 0.03
Tris 2.742 1.87° 1.41¢ 2.62¢ 0.03

BCF R 2.98° 1.18° - - 0.09 Hokk Hokk ol 0.08
R5 3.622 3.44b 3.11¢ 3.41° 0.05
R10 3.7772 4.94° 3.25¢ 3.59¢ 0.05
Tris 4.412 3.23° 1.62¢ 3.05¢ 0.06

Means followed by the same letter (a,b,c) in the same line are not statistically significant different (p>0.05).
***p<0.001; SEM=Standard error of mean, R?2=Coefficient of determination, VSL=Straight line velocity, VCL=Straight
line velocity, VAP=Average path velocity, ALH=Amplitude of the lateral head displacement, BCF=Beat-cross frequency
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Figure-1: Total motility percentage of rooster spermatozoa
in control (Tris) and Rosmarinus officinalis essential
oil treatments R (870 pg/ml), R5 (87 pg/ml), and R10
(8.7 pg /ml) at 0, 6, 24, and 48 h of 4°C storage. Different
letters indicate statistically significant difference (p<0.05).
Values are represented as meanzstandard error of the
mean.

BCF showed the highest values in 87 and 8.7 pg/ml
treatments.

Discussion

Nowadays, rosemary is widely used for its antiox-
idant activity [33-38], antimicrobial properties [38-41],
and bio-preservative in the food industry [42-44].
Recently, in poultry, Borghei-Radand et al [17]

BR5 OR10
80
a
- c
g
]
E
S b b
E
2
2
& 2 b
£
~
a
0 6 24 48
Time (hours)

Figure-2: Progressive motility percentage of rooster
spermatozoa in control (Tris) and Rosmarinus officinalis
essential oil treatments R (870 pg/ml), R5 (87 pg/ml), and
R10 (8.7 pg/ml) at 0, 6, 24, and 48 h of 4°C storage.
Different letters indicate statistically significant difference
(p<0.05). Values are represented as mean+standard error
of the mean.

reported positive effects of diet supplementation using
R. officinalis leaves on sperm motility and fertility in
aging roosters. However, very few relevant data are
present regarding the protective effect of R. officinalis
essential oil on avian spermatozoa, particularly when
used in vitro.

In this study, the chemical composition of
R. officinalis essential oil and the effects on rooster
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Figure-3: Curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL), average path velocity (VAP), amplitude of lateral
movement of the head (ALH), and the beat-cross frequency (BCF/Hertz) of rooster spermatozoa in the control (Tris)
and Rosmarinus officinalis essential oil treatments R (870 ug/ml), R5 (87 ug/ml), and R10 (8.7 pg/ml) at 0, 6, 24, and
48 h of 4°C storage. Different letters indicate statistically significant difference (p<0.05). Values are represented as

meanzstandard error of the mean.

sperm motility during 4°C short-term were studied.
Phytochemical screening of R. officinalis essential
oil (using the GC-MS analysis) allowed the iden-
tification of 25 active compounds. According to
the results, the major constituents were camphor
(18.88%), 1,8-cineole (7.85%), B-thujone (13;66%),
chrysanthenone  (12.05%), and P-cubenene
(7.97%). Similar results were reported by Zermane
et al. [45] when investigating the chemical analysis
of Algerian essential oil under optimal conditions.
The analyzed essential oil presented some differ-
ences when compared to Moroccan R. officinalis
essential oil. The latter showed high proportions of
pinene (37-40%), cineole (58.7-63.7%), and cam-
phor (41.7-53.8%) and R. officinalis essential oil
from Tunisia is rich in cineole and contained usual

monoterpenes [46,47]. Previous studies revealed
that R. officinalis essential oil composition might
be influenced by various factors such as the geno-
type of the plant, soil type, bioclimatic conditions,
or the extraction method [47-49].

In the present study, the beneficial and potentially
harmful effects of different concentrations of R. offic-
inalis essential oil on rooster semen stored at 4°C for
48 h were investigated. The results demonstrated that
semen quality (revealed through progressive motility
and gametes velocities) was significantly preserved,
especially with the lowest concentrations of the essen-
tial oil (87 pg/ml and 8.7 pg/ml). The highest dose
(870 pg/ml) showed a complete spermicidal effect
evidenced after 24 h of storage. This concentration
caused alterations probably similar to those described
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in bacteria [50-52]. The mechanism described in bac-
teria was the ability of the essential oil to disrupt and
penetrate the lipid structure of the cell wall leading to
the destruction of the membranes [41,42]. Chaftar et al.
[53] reported that R. officinalis essential oil was active
against several strains of Legionella pneumophila with
a concentration of <0.55 mg/mL. As well, Outaleb et
al. [54] indicated that rosemary essential oil exhib-
ited appreciate antibacterial activities with concentra-
tions ranging only from 4 to 20 pg/ml. Similarly, it is
reported that spermicidal activity in numerous animal
species is associated with considerable damages on
different spermatozoa structures including cell mem-
branes and acrosome integrity [8-12,31,55].

According to the results of this study, the use of
small concentrations in vifro might be beneficial to
rooster spermatozoa under 4°C conditions. In fact,
total and progressive motility and kinematics parame-
ters were significantly preserved in 87 and 8.7 pg/ml
treatments. After 24 h of storage, the percentage of pro-
gressive gamete was 43.25 and 63.08 at 87 and 8.7 pg/
ml treatments, respectively, compared to 26.86+2.36%
of the control group. Elmi et al. [31] reported that the
total and progressive motility was significantly altered
from the concentration of 0.8 mg/ml of R. officinalis
essential oil in swine spermatozoa. This concentration
was almost identical to the spermicidal concentration
used in our experiment (870 pg/ml). At 0.2 mg/ml, the
authors observed motility values similar to those of
the control group. Conversely, when used as supple-
mentation diet, R. officinalis essential oil enhanced
spermatogenesis and limited lipid peroxidation in
quail testicular tissue [55].

Several active molecules such as 1,8-cineole,
camphor, B-thujene, chrysanthenone, B-cubebene,
and camphene, known for their antioxidant activ-
ity, were identified in the phytochemical analysis
(Table-1). These compounds are probably involved
in the observed protective effects. These findings
are in accordance with previous reports using rose-
mary aqueous extract (polyphenols rich fraction) in
boar [28,56] and buck [57]. The beneficial effects of
R. officinalis essential oil may be related to the anti-
oxidant activity limiting lipid peroxidation and mem-
brane damages during the chilling storage.

Conclusion

The present work reported the usefulness of a
low concentration of R. officinalis (8.7 pg/ml) in the
preservation of rooster semen at 4°C for a period long
enough to manage successfully Al practice. However,
further studies are needed to understand the mecha-
nisms of action and the real impact on fertility outputs.
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