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Résumé

Ce projet de fin d'é¢tudes vise a améliorer la filiere caprine en Algérie en introduisant
l'insémination artificielle (IA) pour diffuser les génes précieux de l'espéce a grande échelle.
La cryopréservation du sperme a des températures négatives est essentielle pour assurer la
survie des spermatozoides et préserver la diversité génétique des races caprines locales.
Cependant, la recherche dans ce domaine se poursuit pour trouver les meilleures formules

chimiques qui garantissent la stabilité des cellules spermatiques pendant la cryoconservation.

Actuellement, les composants nécessaires a la cryoconservation sont importés en Algérie, ce
qui a créé une dépendance aux produits étrangers. Pour réduire cette dépendance, une
nouvelle politique encourage la production locale. Dans le cadre d'un projet national de
recherche, 1'é¢tudiant a intégré une équipe travaillant sur 1'évaluation de l'efficacité de trois

dilueurs locaux pour la cryoconservation de la semence caprine.

L'objectif principal de I'é¢tude est de comparer ces dilueurs en termes de préservation de la
viabilit¢ et de la qualité des spermatozoides aprés congélation. Les résultats obtenus
permettront d'améliorer les protocoles de cryoconservation et d'optimiser les performances de
la semence utilisée dans les programmes d'¢levage caprin. Cette recherche contribuera a la

durabilité et a la préservation des ressources génétiques caprines en Algérie.

Mots clés : insémination artificielle, génes précieux, cryopréservation, sperme,



Abstract

This final year project aims to improve the goat industry in Algeria by introducing artificial
insemination (Al) to widely disseminate valuable genes of the species. Cryopreservation of
sperm at negative temperatures is essential for ensuring the survival of spermatozoa and
preserving the genetic diversity of local goat breeds. However, research in this field continues
to find the best chemical formulas that guarantee the stability of sperm cells during

cryopreservation.

Currently, the components required for cryopreservation are imported to Algeria, creating a
dependence on foreign products. To reduce this dependence, a new policy encourages local
production. As part of a national research project, the student has joined a team working on

evaluating the effectiveness of three local diluents for the cryopreservation of goat semen.

The main objective of the study is to compare these diluents in terms of preserving the
viability and quality of spermatozoa after thawing. The obtained results will contribute to
improving cryopreservation protocols and optimizing the performance of semen used in goat
breeding programs. This research will contribute to the sustainability and preservation of goat

genetic resources in Algeria.

Keywords: artificial insemination, valuable genes, cryopreservation, sperm.
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Introduction

En Algérie, 1’¢levage caprin compte parmi les activités agricoles les plus
traditionnelles associées a 1’¢levage ovin. Il demeure marginal par rapport aux élevages
bovins et ovins si bien que sa population ne représente que 13% du cheptel national

(Meskini ; 2017).

Depuis quelques années, un engouement pour 1’espece caprine s’est manifesté de la
part des agriculteurs, en raison de la forte demande de ses produits par les consommateurs :
viande, lait et produits dérivés dont les valeurs diététiques et gustatives sont bien connues.
Afin de favoriser le développement et I'amélioration de la filicre caprine en termes génétiques
et de production, il est essentiel d'adopter de nouvelles approches de gestion, notamment, par

I'introduction de I'insémination artificielle (IA) dans les élevages.

En effet, I’IA est un bon moyen de diffuser, rapidement et a grand échelle, les génes précieux
de I’espece, par la semence male. Cela sous-entend le maintien en vie des spermatozoides
pour une durée indéfinie afin qu’ils puissent assurer leur impact génétique dans les espaces les
plus lointains. Pour atteindre cet objectif, la cryopréservation du sperme a de températures
négatives sur une durée indéterminée est toute indiquée. Cela nécessite 1'aide des
Cryoprotecteurs qui permettent la survie des spermatozoides, pendant de longues périodes,
sans en altérer la viabilité et la fécondité. Si bien qu’elle est utilisée pour préserver la diversité
génétique des especes ou races rares ou menacées d’extinction, pour garantir la disponibilité
du matériel génétique de haute valeur pour l'amélioration génétique future, la conservation
des caractéristiques uniques des races caprines locales, contribuant ainsi a la durabilité et a la

préservation de ces précieuses ressources geénétiques.

Le processus de cryoconservation de la semence est réalisé dans des conditions extrémes de
températures négatives (-196°C) mettant a rude épreuve le gaméte male dont la survie est due
a lefficacit¢é des composants biologiques utilisés dans le milieu de conservation qui

permettent sa stabilité.

Depuis de nombreuses années, des €quipes de recherche tentent de trouver la meilleure

formule chimique pour conserver le spermatozoide a des températures négatives en proposant



diverses molécules biologiques pour maintenir la stabilit¢ de la cellule au niveau
membranaire. Il est clair que ’efficacité des milieux proposés varie d’une équipe a une autre
si bien que la recherche dans ce domaine se poursuit pour atteindre des niveaux d’efficacité

¢levé et économiquement acceptables.

En Algérie, les composants des milieux de conservation sont importés a ce jour. Cette
dépendance s’est faite ressentir lors de la pandémie de la COVID19 comme pour tous les
produits importés. De ce fait une nouvelle politique des autorités du pays est mise en place

pour encourager la production locale afin de réduire la facture d’importation.

Dans ce contexte, j’ai eu la chance d’intégrer une équipe de recherche qui travaille, dans le
cadre d’un PNR (Projet National de Recherche), sur la mise en place, localement, d’un milieu
de conservation en comparant I'efficacité de trois dilueurs sur de qualité des spermatozoides

caprins apres congélation.



Chapitre I Anatomie
et physiologie de la
reproduction chez les

boucs



Anatomie de I'appareil génital male

Les organes reproducteurs du bouc comprennent les testicules, les épididymes, les glandes

annexes et les organes d'évacuation.

Dans le systéeme reproducteur male, chaque organe joue un rdle spécifique. Les testicules,
dont l'activité est régulée par les sécrétions gonadotropes de I'hypophyse, produisent
principalement les spermatozoides et la testostérone. Les spermatozoides passent du testicule
a I'épididyme, ou ils deviennent mobiles et fécondants, et ou ils sont stockés. Lors de
I'éjaculation, les spermatozoides sont propulsés a travers le canal déférent et l'urétre, ou ils se

mélent aux sécrétions des glandes annexes pour former I'éjaculat (Baril et al ; 1993.)
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Figure 01 : Appareil génital du bouc
I.1. Les testicules

Les testicules sont situés a l'extérieur de la cavité abdominale, en position sous-
inguinale, de sorte que leur température est inférieure de 3 a 5°C a celle du corps, condition
nécessaire a une spermatogenese normale chez les ruminants. Les testicules sont dits
pendulaires car ils sont de forme ovale et verticale. Chez le bouc adulte, le testicule moyen a
une hauteur de 7,5 a 11,5 cm et une largeur de 3,8 a 6,8 cm. La circonférence scrotale,
correspondant a la mesure du diamétre maximal, est de 28 a 30 cm. Ces mesures varient en

fonction de la saison sexuelle (Smith et Sherman ; 1994)

Le cordon testiculaire relie le testicule a la cavité abdominale : il est constitué du canal

déférent pour le transit des spermatozoides et du cone vasculaire qui assure la vascularisation



et I'innervation du testicule. Le plexus pampiniforme est un réseau d'anastomoses veineuses

qui assurent le refroidissement du sang artériel (Smith et Sherman ; 1994).

1.2. ’épididyme

L'épididyme est un organe allongé, aplati le long du testicule, et composé de trois parties : la
téte, le corps et la queue. Il est constitué d'un trés long systéme canaliculaire enroulé, commengant par
les différents canalicules, qui se rejoignent au niveau du corps de I'épididyme pour former un canal
unique, le canal épididymaire, qui peut mesurer jusqu'a 60 métres de long chez la chévre. L'épididyme
est responsable du stockage des spermatozoides, de leur transport vers les organes éjaculateurs et de

leur maturation (acquisition de la mobilité et de la fertilité) (Barone ; 1978).

Artéres du plexus
pampiniforme

Tée épididymaire

Anére sur la surface du
losticule

Figure 02 : représentation d’un testicule avec I’épididyme (Baril et al ; 1993)



I.1. Les glandes annexes

Les ampoules : sont des dilatations de I'extrémité urétrale du canal déférent. C'est aussi un

lieu de stockage pour les spermatozoides avant I'éjaculation.

Les vésicules séminales : situées de chaque coté de l'attache de la vessie. Ils élaborent la

majeure partie du plasma séminal.
La prostate : est diffuse et ne pénétre pas la couverture musculaire de 1'urétre

Les glandes de Cowper : appelées aussi glandes bulbo-urétrales. Elles sont situées dans la
région caudale de l'urétre. Bien que trés petites (de la taille d'une noisette), quelques-uns de
leurs produits de sécrétion sont importants du point de vue qualitatif, en particulier chez le

bouc.
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Figure 03 : Glandes annexes chez les males des mammiféres : exemple du verrat (BARIL
etal ; 1993)



I1. La spermatogénése

La spermatogenese chez les boucs est un processus continu qui débute a la puberté. Il se
déroule dans les tubes séminiféres, ou les cellules germinales de la lignée spermatogénique
interagissent avec les cellules de soutien appelées cellules de Sertoli (Thibault, C, Levasseur,
M ; 2001)

1.1. Spermatogéneése

La spermatogonie souche chez les boucs constitue le stock de renouvellement a partir duquel
les différentes lignées spermatogénétiques sont initiées tout au long de la vie reproductive du male
adulte. Les spermatogonies sont des cellules essentiellement diploides (2n - 60 chez le bouc) et sont
désignées comme Ad (sombres, type A). Par mitose, elles se divisent en une spermatogonie Ad et une
spermatogonie Ap (pile, type A), également appelée "poussiéreuse”. La division de cette derniére
donne les spermatogonies B, également appelées "crolitelleuses". Les spermatogonies crottelleuses
subissent une a trois divisions supplémentaires pour produire des "spermatocytes du premier ordre" ou

"spermatocytes I" (George G ; 1996)

11.2. Meéiose

Une fois transformé en spermatocyte primaire, le spermatocyte I devient une grande cellule
ovale et réplique son ADN avant d'entrer en méiose. Pendant cette étape, le phénoméne de crossing-
over se produit, ce qui permet I'échange de portions de chromosomes entre les parents maternels et
paternels, contribuant au brassage génétique caractéristique de la reproduction sexuée. La premiére
division de méiose réduit le nombre de chromosomes et donne des spermatocytes de deuxiéme ordre,
appelés spermatocytes II. Ces cellules subissent rapidement la deuxiéme division de méiose, qui
sépare les deux chromatides des chromosomes pour produire des cellules haploides appelées

spermatides. (Meskinia, 2017)
1.3. Spermiogénese

La spermiogenese est l'é¢tape de différenciation cytoplasmique : les spermatides se
transforment en spermatozoides avec de nombreuses modifications structurelles et chimiques.
On distingue quatre phases : les phases de golgi, de capuchon, d'acrosome et de maturation.
Les vésicules de Golgi fusionnent et se concentrent sur la partie antérieure du noyau pour
former l'acrosome. Les centrioles s'orientent a I'opposé de l'acrosome pour donner naissance

au flagelle. Les mitochondries se déposent en antérieure du noyau pour former I'acrosome.



Les centrioles s'orientent a 'opposé de l'acrosome pour donner naissance au flagelle. Les
mitochondries se déposent en anneau autour des filaments du flagelle, tandis que le cytoplasme

résiduel est phagocyté par les cellules de Sertoli sous la forme d'une gouttelette cytoplasmique.

La spermiogencse est définie comme l'ensemble des modifications nucléaires et
cytoplasmiques survenant entre les spermatides et les spermatozoides. Il s'agit d'une étape

essentielle qui conditionne la qualité finale des gamétes

Réorganisation du noyau

I1 s'aplatit latéralement, se déplace vers le pdle acrosomique et sa condensation se poursuit.
Développement du systéme acrosomique

Au pole antérieur du noyau, les vésicules du systéme golgien s'étalent pour former 1’acrosome
Assemblage des structures du flagelle

Les formations flagellaires apparaissent a partir du col marqué par le centriole distal
Spermiation

C'est 1'étape finale de la spermatogeneése : la libération des spermatozoides dans la lumiére du

tube séminifére

Figure 03 : Spermatogeneése (Blancou et al ; 2011)

Spermategone (Zn)t Phote de multiplication
Division gondales

} Phase d'cccroissement
—Spermatocytel (2n)
5 Devivion
"L 7 \T T Rédectieansiie
Méiose = SpermatocyTell (n

Phase de maturation

| [ ".l aquationrelle
) e Spermaticde {n)

Phase de dif ferenciation

Spermicgenese { :
———— Spermatozoide [r) =5permlogenese



11.4. Le controle neuroendocrinien de la spermatogenése

La fonction de reproduction est controlée par le systétme nerveux central via l'axe
hypothalamo-hypophysaire. Plusieurs facteurs environnementaux, dont la photopériode,

agissent sur le systéme nerveux central (Meskini Z ; 2017).

L'initiation et le maintien de la spermatogenése dépendent des hormones hypophysaires
gonadotropes. Cependant, alors que la FSH exerce ses effets directement sur 1'épithélium
séminifere, la LH exerce son effet stimulant indirectement, via la testostérone produite par les
cellules de Leydig. Mais il est admis que la prolactine est également impliquée (Meskini Z ;
2017).

La GnRH est sécrétée de facon pulsatile par les neurones hypothalamiques, 1'hypophyse
sécrétant deux autres hormones, la FSH et la LH. FSH et LH. La LH est libérée par
impulsions, séparées par des périodes de repos pendant lesquelles la sécrétion basale est
enregistrée. Ces changements brusques de la concentration plasmatique de LH entrainent une
stimulation rapide des cellules de Leydig, qui réagissent en libérant de la testostérone dans la
circulation sanguine. Chaque impulsion de LH est suivie d'une impulsion de testostérone, dont

I'amplitude varie en fonction de la situation physiologique de I'homme.

La FSH est sécrétée d’une maniere complexe et semble étre continue plutdt
qu’épisodique. La FSH assure le bon déroulement de la spermatogenese en stimulant d’une
part la production de testostérone et d’autre part la synthese de I’ABP par I’intermédiaire des

cellules de Sertoli.

Figure 04 : Régulation et controle de la spermatogenése (PHILIPPE et al ; 2011).




I11. Aspect spécifique de la reproduction chez les boucs

I11.1.  La puberté

La puberté¢ est associée a une augmentation de la sécrétion de testostérone, de la
spermatogenese et du comportement sexuel. La copulation et I'éjaculation de spermatozoides
viables ont lieu a 1'dge de 4 a 6 mois, lorsque le poids corporel du jeune bouc représente 40 a
60 % du poids vif de I'adulte. L'activité sexuelle du bouc est influencée par la longueur du
jour. Le pic d'activité sexuelle coincide avec 1'augmentation de la testostérone plasmatique qui

se produit en automne (Zarouk A et al ; 2001).

Entre 4 et 6 mois, Guillot J (2002) a observé une augmentation rapide de la qualité et de la
quantité de sperme chez les chevreaux alpins et poitevins. Ce stade marque la transition entre
la puberté (éjaculation des premiers spermatozoides) et la maturité sexuelle (production des
premiers ¢jaculats de bonne qualité), permettant I'utilisation des animaux pour la

reproduction.

L'age de la puberté varie en fonction de la saison de mise bas. Les chevreaux nés au printemps
ont une puberté plus précoce que ceux nés en automne, en relation avec la saison sexuelle
(Guillot J ; 2002).

|.1. La saisonnalité

Chez les boucs, le comportement sexuel, le volume testiculaire et la production de sperme
varient au cours de l'année en fonction de la photopériode. La qualit¢ des éjaculats est
¢galement influencée par la saison, avec une meilleure mobilité des spermatozoides et un
pourcentage plus élevé de spermatozoides mobiles pendant la saison sexuelle. En revanche, le
nombre d'anomalies morphologiques des spermatozoides augmente pendant la contre-saison
Les variations saisonniéres de l'activité sexuelle sont contrdlées par la durée de sécrétion de la
mélatonine, qui est synchronisée avec la durée de la nuit. La mélatonine agit sur la sécrétion
de GnRH, affectant ainsi la fonction de reproduction. Un traitement photopériodique permet
de supprimer les variations saisonnieres de l'activité sexuelle chez les males, tels que les

béliers ou les boucs. (Delgadillo Sanchez ; 1990).



I1. Composition de la semence du bouc

1.1 Les spermatozoides

Toute anomalie conduit au déclassement de la qualit¢é de la semence. Sous microscope

optique, il est possible de les visualiser :
e Spermatozoides sans queue.

e Spermatozoides présentant une anomalie de la téte (acrosome anormal, téte

petite ou étroite, téte en forme de poire, etc. té€te en forme de poire, etc.)
e Spermatozoides présentant des flagelles anormaux.
e Spermatozoides présentant une gouttelette cytoplasmique proximale.
e Spermatozoides présentant une gouttelette cytoplasmique distale.
1.2. Plasma séminal

I1 s'agit d'un liquide complexe sécrété par I'épididyme et les glandes annexes lors de
I'éjaculation. Son but est de transporter les spermatozoides de tractus génital male vers les
voies geénitales femelle. Les sécrétions des glandes annexes représentent 50 a 95 % du plasma.

(thibault C, Levasseur ; 2001)

Les principales composantes du plasma séminal de la semence de boucs sont caractérisées

dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Concentration moyenne des principales composantes du plasma séminal chez le bouc
Adapté de Maher G et al (2012)

Composantes Concentration moyenne
Riboflavine Jaune : 5,38 ul / mL
(Varie selon la coloration de la | Jaune pale: 3,09 ul /mL
semence) Blanc: 1,72 ul / 100 mL
Fructose 857 mg /100 Ml

Acide acitique 331 mg/10mL

Acide lactique 73 mg/ 100 mL
Glucose 6,7 mg/ 100 mL
Glycérylphophorylcholine 191 mg /100 mL
L-alpha-glycérophosphate 3,3mg/ mL

Glycérol 1,76 mg /100 mL

Enzyme EYCE

Le plasma séminal de la semence de bouc est caractérisé par la présence de 'EYCE << Egg

"

Yolk Coagulating Enzyme ". Cette enzyme a été identifiée comme une phospholipase A2
(PLA2), sécrétée par les glandes bulbo-urétrales sous l'influence des saisons (Maher G et al ;
2012). Le jaune d'ceuf est fréquemment utilisé comme base diluant pour le sperme de bouc
dans les processus de cryoconservation. Au contact du jaune d'ceuf, le plasma séminal EYCE
hydrolyse les phospholipides de 1'ceuf et la membrane phospholipidique des spermatozoides,
libérant un acide gras insaturé et un lysophospholipide, la lysolécithine. Ce dernier composé a
des effets différents sur l'intégrité des spermatozoides, qui dépendent non seulement de sa
concentration dans le plasma séminal, mais aussi du pH du plasma séminal, de la température
et de la saison de production des semences. Par conséquent, la concentration de lysolécithine

aura différents impacts sur l'intégrité des spermatozoides. Une faible concentration de

lysolécithine permet d'activer la motilité (Maher G ; 2012)
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BUSpg60

Le SBU III est une glycoprotéine de 55-60 kda nommée BUSgp60 par Pellicer (1995). Selon
Leboeuf et al. 2003, dans un environnement lacté, il provoque une détérioration de la
motilité, de la qualit¢ du mouvement, de l'intégrit¢ de l'acrosome et méme la mort des
spermatozoides. Son action toxique consiste a hydrolyser les triglycérides du lait, les
transformant en acides gras dont l'acide oléique (le composé toxique) (Pellicer et
Combarnous ;1998).

On a découvert que BUSgp60 ressemble a la lipase pancréatique de type 2 : PLRP2
(Pancreatic Lipase Related Proteins 2) (Pellicer et al., 1997 ; Sias 2000). Contrairement aux
lipases conventionnelles, qui hydrolysent sélectivement les triglycérides, la PLRP2 possede a
la fois des activités phospholipase (Thirstrup et al ; 1994) et galactolipase (Andersson et al
1996)

Les recherches menées par Sias en 2000 ont montré que la protéine BUSgp60 est
active dans le jaune d'ceuf. En 2003, LeBoeuf a suggéré que la phospholipase A de 'EYCE et

BUSgp60 pourraient étre une seule et méme enzyme.
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Chapitre 11 CRYOBIOLOGIE



l. Introduction

Cette technique est utilisée pour préserver des cellules et des tissus vivants structuralement
intacts en utilisant des températures trés basses. L'origine de la cryoconservation remonte a
1776, lorsque Spallanzani a congelé du sperme dans la neige et a démontré sa motilité apres le
réchauffement. Un siecle plus tard, Mantegazza a rapporté la survie de spermatozoides

humains congelés a -17 °C pendant plus de 4 jours (Curry., 1995)

La cryobiologie est la science qui étudie les effets des basses températures sur les cellules
vivantes et ses domaines d'application. Elle a fait I'objet d'expérimentations depuis au moins
1787 (Luyet et Gehenio, 1940). C'est un domaine multidisciplinaire qui rassemble les
recherches et les avancées réalisées dans les laboratoires de theriogenologie, de biologie
moléculaire, d'ingénierie, de médecine humaine et vétérinaire, ainsi que dans I'¢levage

d'animaux terrestres et marins (Royere et al., 1996).

Elle permet de stocker des échantillons biologiques pour des études ultérieures, de préserver
des lignées cellulaires et des modeles animaux génétiquement modifiés, ainsi que de faciliter

le transport et le partage de matériel biologique entre les laboratoires (Fahy, G.M. et al. 2014)
Historique cryoconservation dans la médecine vétérinaire

En médecine vétérinaire, la préservation du sperme est étroitement liée au développement de
l'insémination artificielle (IA). Le premier rapport sur la cryoconservation du sperme remonte
a 1776, avec les travaux du prétre italien et physiologiste Spallanzani, qui a tenté de congeler
le sperme en utilisant de la neige (Spallanzani., 1776) et qui a réalisé la premicre
insémination réussie chez un chien en 1785 (Spallanzani.,1785). Environ 100 ans plus tard,
en 1885, Repiquet a publié son ouvrage intitulé "Sur les possibilités théoriques de l'utilisation
pratique de l'insémination artificielle" a 1'Académie Vétérinaire Frangaise, posant ainsi les
bases de l'application réussie de I'insémination artificielle en tant qu'outil de reproduction. Au
cours du XXe siecle, le développement de l'insémination artificielle et la préservation du
sperme ont connu des avancées significatives. A Moscou, Ivanov (Ivanov 11 ;1907 ;1912) a
initi¢ des recherches sur I'A chez les moutons, et Milovanov (1927, cité¢ par Salamon &
Maxwell (Salamon S et al ; 2000)) a poursuivi ce travail. Dés 1927, I'A a été utilisée dans de
grands programmes d'élevage de bovins. La détection du jaune d'ceuf pour éviter ou réduire

les effets du choc thermique a été une étape importante dans l'utilisation a grande échelle du
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sperme réfrigéré (Milovanov & Selivanova 1932, cité par Salamon & Maxwell (Salamon S et
al ; 2000)). Bernstein et Petropavlovsky (Bernstein AD et al;1937) ont été les premiers a
décrire l'utilisation d'une solution de glycérol a 9,2 % pour la cryoconservation de
spermatozoides de mammifeéres (taureau, verrat, cobaye, lapin, bélier, étalon) et d'oiseaux
(poule, canard). Les propriétés cryoprotectrices du glycérol ont été étudiées par Polge et al

(Polge C et al ; 1949) ainsi que par Polge and Rowson (Polge C et al;1952)

1. Intérét de la cryoconservation dans la reproduction

Préservation de la génétique précieuse : La cryoconservation permet de préserver la
génétique de boucs de valeur, notamment ceux présentant des caractéristiques souhaitables
telles que des traits de croissance, une meilleure résistance aux maladies ou une meilleure

productivité laitiére (Sanchez-Ajofrin et al., 2018.)

Diffusion de la génétique : La cryoconservation permet la conservation a long terme des
semences, facilitant ainsi la diffusion de la génétique des boucs d'élite a travers une large
population de chévres. Cela contribue a améliorer la diversité génétique et la productivité

globale du troupeau (Kasapi et al., 2020)

Flexibilité dans la planification de 1'élevage : La cryoconservation des semences offre aux
¢leveurs caprins la possibilité de planifier la reproduction de maniére plus flexible. Ils peuvent
stocker les semences pendant une longue période et les utiliser au moment le plus opportun
pour obtenir une meilleure synchronisation des chaleurs et optimiser les performances

reproductives (Berlinguer et al., 2020.)

Prévention des pertes génétiques : La cryoconservation permet de sauvegarder la génétique
des boucs en cas de maladies, de déces ou d'accidents. Cela aide a prévenir les pertes

génétiques potentielles et & maintenir la diversité génétique de la population caprine (Ortiz et
al., 2020)
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Lutte contre les infections vénériennes : L'IA a également été introduite dans le but de lutter
contre les infections vénériennes qui peuvent causer des avortements épidémiques chez les
animaux, telles que Brucella et Tritrichomonas fetus. L'utilisation de techniques de
conservation du sperme dilué et réfrigéré a déja contribué a atteindre cet objectif. Cependant,
c'est la cryoconservation du sperme qui permet un stockage a long terme et une disponibilité

pratiquement illimitée du sperme

I11. Protocole de cryoconservation chez les boucs
IV.1.  Collection des semences

IV.1.1. Sélection des reproducteurs

Les donneurs de sperme doivent étre choisis en fonction de leurs caractéristiques génétiques

et de leur santé :

L’aptitude reproductrice de ces jeunes males est appréciée aprés regroupement des animaux
en centre d’élevage, a partir de 1’age de 3 mois. La premic¢re étape dans le choix des males
concerne leurs caractéristiques phénotypiques : sont ¢éliminés les animaux présentant des
défauts d’aplombs, des anomalies du tractus génital ou une croissance insuffisante au cours de

la période 3 a 7 mois.

Lors de la seconde étape, les males sont sélectionnés sur leur aptitude a produire de la
semence en grande quantité et présentant une bonne qualité suite aux opérations de
congélation/décongélation. L’appréciation de la fonction de reproduction des jeunes males
agés de 7 a 9 mois, et entretenus en cases individuelles, est réalisée a partir des 15 premieres
sollicitations a la collecte au début de la premiere saison sexuelle. Au cours de cette période,

les males sont sollicités a la collecte seulement 2 fois par semaine.
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IV.1.2. Collecte du sperme

La semence de bouc est habituellement récoltée a 1’aide d’un vagin artificiel ou par
¢lectroéjaculation. Alors que la premieére méthode nécessite 1’entrainement des boucs a la

collecte, la seconde peut s'effectuer sur des boucs inexpérimentés a la récolte
IV.1.2.1. Le vagin artificiel

Le vagin artificiel est constitué d'un entonnoir en silicone fixé a une extrémité a un tube en
caoutchouc gonfl¢ d'eau a une extrémité a un tube en caoutchouc rempli d'eau a 37°C et a
l'autre a une éprouvette graduée remplie d'eau a 37°C. Les vagins artificiels sont conservés
dans une armoire maintenue a 37°C avant utilisation. Avant le prélévement, le fourreau du
bouc et son intérieur doivent étre soigneusement nettoyés avec une solution saline de NaCl a
0,9% (Baril et al., 1993). Le bouc est amené derriére la chévre en chaleur qui est
immobilisée. La récolte se fait a l'intérieur du vagin artificiel en interceptant le pénis en

érection. Le sperme frais doit étre conservé a 37°C pour l'analyse.
IV.1.2.2.L'électro-éjaculateur

L'¢lectro-éjaculateur est un appareil composé d'une sonde rectale (longueur 26 cm, diamétre
2,5 cm) et d'un systeme électronique permettant d'envoyer des impulsions électriques
cycliques par l'intermédiaire de la sonde. Ces impulsions stimulent la sphére génitale, en
excitant la zone médullaire lombosacrée et donc les zones déterminant I'érection et
1'é¢jaculation. Bien que la fertilit¢é du sperme recueilli soit similaire a celle obtenue avec le
vagin artificiel, certaines données récentes suggerent que le sperme de bélier obtenu par
induction électrique est plus sensible au choc froid et présente une moins bonne résistance des

spermatozoides a la réfrigération et a la congélation (Kamli et Saidni., 2016).
IV.2.  Evaluation de la qualité du sperme

L'évaluation de la qualité spermatique est indispensable a réaliser avant toute utilisation de la

semence pour détecter d'éventuelle anomalies de spermatozoides (Posiere, 2002)
IvV.2.1. Examen macroscopique

IV.2.1.1. Volume De L’éjaculat
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Le volume de 1'éjaculat est estimé soit par lecture directe sur des tubes gradués soit par pesée.
Le volume est en moyenne de 0.5 a 2ml chez le bouc avec une grande variabilité d'un &jaculat

a l'autre et d'un male a l'autre (Refsal 1986)
IVV.2.1.2. Couleur et consistance du sperme

Chez la plupart des especes animales, la couleur du sperme peut varier du blanc clair aujaune

brillant (Ezekwe, 1988).

Chez le bouc, le sperme est de couleur blanc jaunatre. Cette coloration est due a la présence
d’un pigment lipochrome élaboré par la vésicule séminale. La couleur des spermes peut étre

modifiée pour des raisons physiologiques (concentration) mais le plus souvent pathologiques.

Chez les caprins, le sperme est un liquide épais, crémeux, inodore et assez visqueux

(Marquis, 1990).

La consistance de la semence est fonction du rapport entre les spermatozoides et le plasma
séminal. Ainsi, le sperme de forte consistance contient beaucoup plus de spermatozoides que

celui de faible consistance (Salamon, 1976 ; Hafez, 1987).
I\V.2.2. Examen microscopique

1VV.2.2.1. Motilité massale

Cette manipulation est trés facile a réaliser et l'opérateur n'a besoin que d'un microscope
équipé d'une platine chauffante maintenue a une température de 37-38°C et de lames en verre.
La motilité massale du sperme pur diminue rapidement a cette température, généralement en
15 a 20 secondes, donc I'examen microscopique est réalis¢ immédiatement apres la récolte de

la semence.

L'observation se fait avec un grossissement de x80, en plagant simplement une goutte de
sperme sur la lame, sans la recouvrir d'une lamelle. Cette méthode permet d'évaluer la motilité
massale des spermatozoides et de distinguer les échantillons avec des spermatozoides mobiles

de ceux ou ils sont peu mobiles ou immobiles.
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Tableau 02 : motilité massale (FAO, 1993)

Notes Aspect des mouvements

Immobilité totale.

Mouvements individualisés.

Mouvements tres lents.

Motilité massale générale de faible amplitude

Motilité massale rapide, sans tourbillons.

gl B~ Wl N | O

Motilité individuelle

1V.2.2.2. Mobilité individuelle

L'examen de la mobilité individuelle des spermatozoides chez les caprins implique
I'observation individuelle de chaque spermatozoide avec la possibilit¢ de les classer en
fonction de leur vitesse, de leur rectitude et de leurs mouvements latéraux. Ce processus est
réalisé a l'aide d'un grossissement de x200 et d'une platine chauffée a une température de 37-
38°C. Dans cette technique, le sperme est dilué a des concentrations de 60 a 200 millions de
spermatozoides par millilitre. Ensuite, il est placé entre une lame et une lamelle. La motilité
individuelle est évaluée sur une échelle de 0 a 5, tout comme la motilité en masse. (Lyna et

al ;2016)

Tableau 03 : motilité¢ individuelle (FAO, 1993)

Notes Motilité individuelle
0 Pas de déplacement de spermatozoides.
1 Déplacement trés lent ou pas de déplacement, tremblement spermatozoide,

oscillation de la queue

2 Déplacement lent, tremblement, mouvements inorganisés, quelques

spermatozoides se déplacent plus rapidement.

3 Les spermatozoides effectuent des déplacements curvilinéaires sans tremblement.

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

avec une trajectoire courbe

5 Déplacement rectiligne et rapide des spermatozoides.
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1VV.2.2.3. Concentration de semence

L'évaluation de la concentration de semence chez les caprins peut étre réalisée a l'aide de
différentes méthodes. L'une des méthodes couramment utilisées est la méthode de comptage
au microscope, ou un échantillon de sperme est dilué¢ et une quantité spécifique est placée sur
une lame de microscope. Les spermatozoides sont ensuite comptés dans un certain nombre de
champs de vision pour déterminer la concentration. Une autre méthode est 1'utilisation d'un
spectrophotomeétre pour mesurer l'absorbance du sperme dilué, ce qui permet d'estimer la

concentration. (Lyna et al ;2016)

IV.2.3 CASA

CASA est un systeme d'analyse de la semence assistée par ordinateur. Cette méthode
permet d'obtenir des résultats précis sur la moyenne de spermatozoides mobiles et la qualité
de leurs mouvements. Il suit aussi chaque spermatozoide dans le temps et 1'espace. Plusieurs
parameétres peuvent étre étudiés grace a ce procédé, ceux qui nous ont intéressés dans notre
recherche sont : ALH, VSL, VCL, BCF, VAP. CASA utilise la comparaison de ces parameétres
pour détecter les spermatozoides capacités. Ces tests peuvent étre appliqués sur un semence

fraiche, réfrigérée ou congelée (Rijsselaere et al., 2005; Allimant, 2010).
IV.3.  Préparation et conservation de semence

Apres I'évaluation de la qualité¢ de la semence et confirmé que la qualité de la semence est
satisfaisante, la concentration et la motilité sont adéquates, la semence caprine peut étre
directement diluée avec le dilueur contenant les cryoprotectants dans des proportions

appropriées pour atteindre la concentration souhaitée pour la cryoconservation
I\V.3.1. Composition du milieu de dilution

Les chercheurs qui s'intéressent a la conservation des semences ont rapidement souligné la
nécessité de diluer les semences dés leur récolte, sinon leur durée de conservation n'excéde

pas une heure ou deux (Katila, 1997) et leur pouvoir fertilisant est fortement réduit.

Il n'existe pas de composition idéale de diluant. Mais les diluants contiennent des agents

cryoprotecteurs pénétrants ou non pénétrants dont le role est la survie des spermatozoides
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. D’autres composés sont également présents dans les diluants tels que les antibiotiques, les

nutriments tels que les sucres et les sels, et méme les sels et les détergents. (Barbas et

Mascarenhas 2009 ; Ponthier et al.2014 ; et al. 2011).

Le diluant doit avoir plusieurs propriétés pour améliorer la survie des spermatozoides. Il doit
étre isotonique avec le sperme pour éviter les chocs osmotiques, avoir un pH compatible avec
la survie des spermatozoides, posséder un pouvoir tampon, une osmolarité appropriée
(300mOsm /L avec un ph de 7,4 a 7,6), avoir une action stabilisante et protectrice des
membranes, contenir des substances nutritives comme les sucres et des propriétés
antioxydantes et antibactériennes. Des propriétés antioxydantes et antibactériennes. Il doit
¢galement étre facile a préparer, a conserver et a utiliser (Barbas et Mascarenhas 2009 ;
Hanzen 2014).

La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoides optimale pour la
congélation. La concentration finale en spermatozoides dans 1’échantillon dépend du choix du
taux de dilution. Un nombre de spermatozoides d’au moins 200 millions par dose
d’insémination artificielle doit étre obtenue, avec un volume maximum de 1/3 de sperme pur

pour 2/3 de dilueur (Isabelle., 2013)
IV.3.1.1. Les cryoprotecteur

Un cryoprotecteur peut étre défini comme un additif qui permet un meilleur taux de survie des
cellules apreés décongélation qu'un milieu sans cryoprotecteur. Plus précisément, la présence

d'un cryoprotecteur limite la formation de cristaux de glace. (Fuller BJ,2004)
IV.3.1.1.1. Les cryoprotecteur pénétrants

Les cryoprotecteurs pénétrants ont un faible poids moléculaire et sont perméables a la

membrane plasmique des spermatozoides (Bakhach et al., 2007).

IIs induisent des réarrangements lipidiques et protéiques de la membrane cellulaire, ce qui a
pour effet d'augmenter la fluidité de la membrane, de moduler le niveau de déshydratation
cellulaire et d'améliorer la survie pendant la cryoconservation. Ils remplacent également une
partie de l'eau intracellulaire et se lient a 1'eau restante, limitant ainsi la formation de glace a

l'intérieur de la cellule (mais aussi a l'extérieur). (Karima ; 2020)
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Aprés le glycérol, premier cryoprotecteur utilis¢é en 1949 (Polge C, 1949), dautres
cryoprotecteurs tels que le diméthylsulfoxyde (DMSO), l1'éthyléne glycol (EG), le
polyéthyléne glycol (PEG) ou les amides ont été utilisés dans divers protocoles de

congélation. L'avantage

Du DMSO et de I'EG est leur capacité a pénétrer rapidement les cellules, contrairement au
glycérol qui pénétre lentement mais est moins toxique. En effet, malgré les propriétés
protectrices de ces molécules, leur toxicité peut étre importante lorsqu'elles sont utilisées a des

concentrations élevées. (Fuller ; 2004)

D'un point de vue osmotique, le glycérol est responsable de I'hyperosmolarit¢ du milieu
lorsqu'il est incorporé. Une forte concentration de glycérol peut conduire a un choc
osmotique. Aussi, si 1'on décongele des cellules en utilisant un milieu hypo-osmotique, le
glycérol n'a pas le temps de sortir de la cellule avant que l'eau n'y soit déja massivement
rentrée, ce qui peut provoquer I'éclatement de la cellule. D'un point de vue biochimique, le
glycérol est capable de se lier aux phospholipides, réduisant ainsi la fluidit¢ de la membrane
et déplagant les protéines qui y sont intégrées. Contrairement a la toxicité osmotique, la
toxicité biochimique diminue au fur et a mesure que le temps de contact avec la cellule

diminue. (Gordon, 1997 ; Momlina, 1994 ; Singh, 1995).
IV.3.1.1.2. Les cryoprotecteur non pénétrants

Les cryoprotecteurs non pénétrants, qui sont des molécules hydrosolubles, sont généralement
des saccharides ou des macromolécules (ficoll, dextran) qui ne peuvent pas traverser les
membranes plasmiques des cellules. Ces saccharides ont la particularit¢ de n'agir que sur le
milieu extracellulaire, et d'avoir un effet osmotique plus limité que les cryoprotecteurs

pénétrants (Meryman HT ; 2007)

Ils protégent les spermatozoides contre la perte de cholestérol et de phospholipides de la
membrane en réduisant la liaison des protéines plasmatiques séminales a la membrane

plasmique (BERGERON, 2007)

1V.3.1.1.2.1. Jaune d’ceuf

Le jaune d'ceuf est un composant couramment utilis€¢ pour conserver le sperme de nombreuses
especes. Il a un effet conservateur bien connu sur la mobilité, le métabolisme et la fertilité des

spermatozoides conservés a +5°C (Mayer et al, 1945 ; O’shea , 1967 ; Roberston , 1987).
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Le jaune d'ceuf contient des composants, tels que les lipoprotéines, qui ont des propriétés
cryoprotectrices. Ces composants aident a réduire la formation de cristaux de glace,

protégeant ainsi les spermatozoides des dommages causés par la congélation.

Les phospholipides LDL forment un film protecteur a la surface des spermatozoides ou
remplacent les phospholipides perdus ou endommagés dans leur membrane lors de la

cryoconservation. (Graham et al, 1978; Foulkes et al, 1980).

La quantité¢ de jaune d'ceuf la plus fréquemment utilisée dans les dilueurs est de 20 %. La
conservation des spermatozoides caprins avec leur liquide séminal (sperme) dans un dilueur a
base de jaune d'ceuf aurait été néfaste. En effet, la 1écithine du jaune d'ceuf est hydrolysée par
la phospholipase A du liquide séminal en lysolécithine et en acides gras, qui ont un effet
spermicide. D'autres inconvénients sont que la préparation du jaune d'ceuf est un peu
complexe, puisqu'il doit d'abord étre étalé sur du papier absorbant pour éliminer tout résidu de
blanc d'ceuf, puis filtré une fois ajouter au dilueur, sans compter que le jaune d'ceuf peut

contenir des agents pathogénes. (amari et al ; 2015)
IV.3.1.1.2.2. Lait écrémé

Il est le composant de base de nombreux diluants. Il fournit aux spermatozoides des
phosphates, des citrates et des sucres, a un pH proche de celui des spermatozoides et est facile

et peu cotliteux a préparer. ( Karima ; 2020)

Le composant du lait censé protéger les spermatozoides semble étre les caséines, les protéines
les plus concentrées dans le lait (80% m/m) (Amiot J, 2002, Farrell., 2004). Des études
montrent que les caséines isolées du lait protegent les spermatozoides de taureaux, d'étalons et

de béliers pendant le stockage a 4-5°C (Leboeuf et al, 2003).
IVV.3.1.2. Les substances nutritives

Les diluants de semence caprine préservent la qualité et la viabilité et longévité du sperme
graice a des substances nutritives telles que sels, sucres, acides aminés, vitamines et

antioxydants

22



Les sucres comme le fructose et le glucose fournissent de 1'énergie aux spermatozoides en
produisant de I'ATP, essentiel a leur motilité et survie. Les acides aminés tels que la glutamine
et l'arginine sont cruciaux pour le métabolisme des spermatozoides, fournissant les blocs de
construction nécessaires a la synthése des protéines et a leur survie. (Kumar et al., 2016 ;

Paiva et al., 2020)

les vitamines comme vitamine C et vitamine E. Elle est considérée comme [“antioxydant le
plus puissant. Elle est connue comme une substance efficace pour prévenir ou stopper la
peroxydation des lipides membranaires en neutralisant les ERO. La vitamine E a été aussi
considérée comme un composant stabilisateur de la membrane cellulaire, particuliérement
pour les cellules ayant u taux élevées en acides gras polyinsaturés. Cette stabilité est liée a sa
localisation dans les noyaux lipidiques et a ses liaisons avec les phospholipides (Urano et al.,
1987, 1988).

IVV.3.1.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont ajoutés aux diluants de semence caprine pour prévenir la croissance de
bactéries indésirables et maintenir la qualité¢ du sperme. Ils jouent un role essentiel dans le
contrdle des infections bactériennes potentiellement préjudiciables a la viabilit¢ des
spermatozoides pendant le stockage et le transport du sperme. La plupart du temp on utilise

les associations pénicilline-streptomycine ou pénicilline-gentamicine (Molinia, 1994)
IVV.3.1.4. Substance tampon

Le diluant doit contenir un tampon pour maintenir un PH extracellulaire optimal pour la

survie des spermatozoides (entre 6,7 et 7), ainsi qu'une osmolarité adéquate (entre 320-350

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

citrate de sodium (Vishwanath R et al, 2000)

Le trishydroxyméthylaminométhane est le plus couramment utilisé, en combinaison avec

l'acide citrique. Il s'agit d'un composé soluble dans I'eau qui se comporte comme une base
faible.

Les tampons phosphates, tels que le phosphate de sodium, sont également utilisés pour

stabiliser le pH des diluants de semence caprine. Ils agissent en régulant les niveaux d'acidité
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et d'alcalinité pour maintenir un pH approprié€ pour la survie des spermatozoides.

1V 4. Conservation de la semence

1V.4.1. Conservation a court terme

La conservation des spermatozoides par réfrigération consiste a abaisser la température des
spermatozoides en présence d'un diluant pendant 48 heures, afin de maintenir les
spermatozoides a des températures qui réduisent leur mobilité et leur métabolisme sans

atteindre le seuil des températures négatives (Decuardo, 2004).

La plupart des auteurs recommandent de centrifuger le sperme afin de minimiser le risque
d'effets déléteres du liquide prostatique (bien qu'il n'ait pas d'effets négatifs sur la motilité, la
vitalité et l'intégrité acrosomique) sur les spermatozoides réfrigérés pendant une période plus

longue.

Le sperme est refroidi & une température d'environ 4°C. Pour éviter un choc thermique, cette
température doit étre atteinte progressivement a une vitesse moyenne de refroidissement

de0,5°C/minute entre 37 et 22°C, et de 1°C/minute entre 22 et 4°C.
Le sperme peut conserver son pouvoir fécondant pendant 2 a 3 jours (Hanzen, 2010).

Afin de prolonger la survie et la capacité de fécondation des spermatozoides caprins réfrigérés
a 4°C, l'utilisation d'un dilueur spécifique, tel que le jaune d'ceuf ou le lait écrémé, est
nécessaire. Ces dilueurs contenant des protéines offrent une protection et une stabilisation des
membranes des spermatozoides, ce qui maintient la mobilité, la vitalit¢ et l'intégrité
acrosomiale des spermatozoides apres la réfrigération. Les IA utilisant un dilueur montrent
des taux de gestation significativement plus élevés par rapport aux IA sans dilueur pour la

semence réfrigérée.
Les lésions de refroidissement (choc de froid)

Le changement de la température provoque des Iésions cellulaires est communément appelés
le choc au froid. Ce dernier survient entre la température du corps et une température proche
de point de congélation. Au-dessous de la température +15 C°, les 1ésions du choc au froid

sont plus sévéres (Amann et al, 1987)
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Dans des conditions physiologiques normales, les membranes cellulaires se trouvent dans une
phase fluide, avec une conformation treés désordonnée, dans laquelle les phospholipides et les
protéines peuvent se déplacer de différentes manicres a l'intérieur de la bicouche lipidique.
En dessous de cette température de transition, la bicouche lipidique passe d'un état fluide a un
¢tat de gel compact, avec des chaines d'AG pratiquement immobilisées, régulierement

ordonnées et proches les unes aux autres.

Le choc froid entraine également la destruction de 1'acrosome et la perte de son contenu, ce
qui empéche le spermatozoide de pénétrer dans l'ovocyte. Il augmente également la
perméabilité membranaire, altérant 1'équilibre hémostatique de la cellule et sa capacité
intracellulaire a réguler le calcium nécessaire a la fécondation (Karow et al, 1997 ; Amann et

al, 1987).

La réduction de l'impact du choc froid nécessite un refroidissement lent et l'utilisation de
substances protégeant les membranes. Le taux de refroidissement <10°C/h pourrait réduire
considérablement les dommages causés par le choc froid, mais pas entiérement (Karow et al,

1997).
IV.4.2. Cryoconservation a long terme

La congélation est définie comme le processus de conservation des cellules a trés basse
température, souvent dans 1’azote liquide a -196°C. 1l s’agit d’une technique biotechnique qui
arréte toutes les réactions chimiques, gelant ainsi les processus biologiques et les interactions

physiques intra et extracellulaires. (Bakhach et al, 2007)

La cryoconservation du sperme est utilisée dans un certain nombre de domaines : technologies
de reproduction assistée (ART), conservation des especes menacées, ou a des fins médicales
en cas d'incapacité a se reproduire ou de déces. Il s'agit d'une biotechnologie importante pour
prévenir la propagation de certaines maladies sexuellement transmissibles, éliminer les
barrieres géographiques et préserver le matériel génétique d'un animal pendant une période

théoriquement illimitée (Neto et al. 2014 ; Day et Stacey 2007).
IV.4.2.1. Congélation lente

En dessous de 5°C/min, la congélation est dite lente. C'est une technique qui a développée en

premier lieu pour les embryons (Maurer RR ; 1978), puis pour les PSC (Li Y, Ma T ; 2012,
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Hunt C; 2011). Elle est le plus souvent réalisée grace a des congélateurs programmables
permettant des cinétiques variant de 0,1°C/min a 45°C/min). Une solution moins cotiteuse est
I'exemple d'enceintes contenant de l'isopropanol et permettant d'obtenir une cinétique de

1°C/min.
Technique :

Des cellules (spermatozoides) sont placées dans un milieu isotonique et refroidies. Dans un
premier temps, les cellules et le compartiment externe sont en surfusion, puis ce dernier va
connaitre une formation accrue de cristaux d'eau pure, entrainant une augmentation excessive
des sels dissous, ce qui provoque un €chappement de l'eau intracellulaire par osmose. Le
milieu intracellulaire est toujours en surfusion en raison de la protection offerte par la
membrane cytoplasmique et de la pression de vapeur élevée a l'intérieur des cellules, ce qui
induit une déshydratation progressive des cellules. En plus de la pression de vapeur élevée a

l'intérieur des cellules, ce qui induit une déshydratation progressive des cellules.

La déshydratation rapide des cellules réduit ou élimine la formation dommageable de glace
intracellulaire lorsque les échantillons sont immergés dans l'azote liquide, mais a également
des conséquences néfastes liées a la concentration accrue de sels intracellulaires, induisant des
changements (altérations) dans la conformation de la membrane cellulaire et le rétrécissement

des cellules.

La déshydratation peut étre inversée par un appel d'eau li€¢ au cryoprotecteur qui a pénétré
dans les cellules. Pendant cette phase de rééquilibrage, le volume cellulaire précédemment

diminué tend a revenir a son €état initial, sans toutefois y parvenir compleétement
Seeding : I’induction de la cristallisation

Pour éviter ce phénomene, une induction contrdlée de la nucléation est parfois nécessaire :
c'est I'ensemencement. Au-dessus de la température critique de nucléation (ou plutdt de la
température de fin de fusion Tm), un matériau froid (tige métallique ou coton trempé dans
l'azote liquide) est placé sur la paille, abaissant la température et induisant la nucléation et
donc la cristallisation (Liebermann J et al ;2003, John et al ;2013). Cette étape n'est pas

nécessaire pour les spermatozoides congelés en petits volumes (0,25 ml ou 0,5 ml)(
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Saragusty J et al ; 2016). En effet, il a ét¢ démontré que la téte du spermatozoide est piégée
dans une phase vitreuse pendant la congélation et n'est donc pas sujette aux dommages

associés a la croissance chaotique des cristaux (John G et al ;2012)
1V.4.2.2. Congélation rapide

La vitrification est un processus particulier au cours duquel aucun cristal de glace ne se forme
(Baudot A et al ;1998). En effet, la vitesse de refroidissement associée a la vitrification est si
importante que I'eau contenue dans le milieu extracellulaire et intracellulaire n'a pas le temps
de se transformer en glace. L'eau se trouve dans un état amorphe stable : I'état vitreux. Cet état
doit étre maintenu jusqu'au réchauffement pour éviter la dévitrification, c'est-a-dire la
recristallisation lors du réchauffement (Mazur P et al ; 2008). Cependant, la vitrification
nécessite des concentrations trés élevées de cryoprotecteurs, notamment pour augmenter la
viscosité du milieu extracellulaire. Ces cryoprotecteurs sont souvent ajoutés a la solution de

congélation a des concentrations de 30 %, voire 40 %.

1V.4.2.2. Les dommages cellulaires liés aux congélations

A. Les dommages liés a la cristallisation

La cristallisation intracellulaire n'a pas été démontrée dans les spermatozoides. En effet,

Morris et al ont démontré que la vitrification a lieu dans le compartiment intracellulaire du

spermatozoide en testant une tres large gamme de cinétique (1°C/min a 3000°C/min).

Cependant, si la glace intracellulaire n'explique pas la mortalité des spermatozoides lors de la
congélation, c'est le risque de recristallisation lors du réchauffement qui pourrait 1'expliquer.
Lors du réchauffement a -40°C, les auteurs ont montré que le compartiment intracellulaire
¢tait toujours a I'état vitreux, alors que le compartiment extracellulaire était a 1'état liquide et
donc sujet a la recristallisation. C'est cette phase de réchauffement qui induit des dommages

aux membranes des spermatozoides. (John G et al ; 2012)
A. Les dommages liés a la pression osmotique
Les dommages liés a la pression osmotique varient en fonction deux facteurs

L’effet de solution, lié a la croissance des cristaux dans le milieu extracellulaire, va induire
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une augmentation de la concentration des solutés a I'extérieur de la cellule. Cet équilibre
osmotique induit une sortie d'eau intracellulaire de la cellule vers le milieu extracellulaire :
lacellule se déshydrate alors jusqu'a un seuil ou les dommages sont irréversibles (Karlsson

JOM, Toner M ;1996)

Les différences de concentration en cryoprotecteur entre les milieux intra et
extracellulaires peuvent avoir un effet néfaste sur la cellule. Ces dommages peuvent survenir
au moment de I'ajout du cryoprotecteur, avant la congélation et également pendant/aprés le
réchauffement lorsque les cryoprotecteurs sont retirés (Meryman HT ; 2007). En fait, I'ajout

de cryoprotecteurs induit deux phénoménes consécutifs :

- premiérement, la sortie de I'eau de la cellule en raison d'un environnement hypertonique

(équilibre osmotique) ;

- deuxiémement, les cryoprotecteurs pénetrent dans la cellule en raison de leur perméabilité

plus faible que celle de I'eau (Mullen SF, Critser JK ;2007)

A l'inverse, aprés congélation - décongélation, la cellule se retrouve dans un environnement
hypotonique et va donc d'abord laisser entrer I'eau, puis laisser sortir les cryoprotecteurs. Le
refroidissement et le chauffage induisent tous deux des changements de volume des cellules.
Ces changements de volume peuvent étre dommageables s'ils sont effectués trop brutalement.

C'est pourquoi certains protocoles de congélation incluent I'ajout de cryoprotecteurs
IV.5. Entreposage

La température de l'azote liquide est de -196°C. A ces températures, toutes les
réactions cellulaires sont gelées (Bakhach et al., 2007). Par conséquent, les semences
peuvent étre stockées pendant des centaines d'années sans étre endommagées. L'azote doit
étre conservé sous forme liquide, car toute évaporation entraine une variation de la

température.
IV.6.  Décongélation

La semence est décongelée juste avant son utilisation, le plus souvent lors d'une insémination
artificielle. Le plus souvent Quelle que soit I'espece, la décongélation s'effectue de manicre
similaire, a l'aide d'un bain-marie. Les paillettes sont transférées directement de 1'azote liquide

au bain-marie (Ponthier et al. 2014). Dans la majorité des cas, les paillettes de 0,5 ml sont
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décongelées a 37°C pendant 30 secondes, alors que certains chercheurs ont suggéré qu'une
décongélation de ces paillettes a 75°C pendant 7 secondes pourrait entralner une
augmentation de la mobilit¢é des spermatozoides aprés décongélation, alors que certaines
décongélations, alors que d'autres chercheurs ont suggéré qu'une température de 46°C pendant

20 minutes pourrait étre recommandée, bien que cela puisse étre le cas (Steven P. et al. 2011
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Partie

Expérimentale



l. L’objectif :
L'objectif principal de cette étude est de comparer l'efficacité de trois dilueurs locaux en
termes de préservation de la viabilit¢ et de la qualit¢ des spermatozoides caprins apres
congélation. On cherche a déterminer si 'utilisation de différents dilueurs peut influencer les
performances post-décongélation, notamment en ce qui concerne la viabilité et la motilité

massale.

En évaluant les semences aprés utilisation des dilueurs, cette étude permettra d'obtenir des
données précicuses sur 1'efficacité de chaque dilueur dans la cryoconservation de la semence
caprine. Les résultats obtenus pourront fournir des informations importantes pour améliorer
les protocoles de cryoconservation et optimiser les performances de la semence utilisée dans

les programmes d'élevage caprin.
Il.  Matériels et méthodes

A. Matériels

1. Lieux de ’expérimentation

L'expérimentation a eu lieu dans CNIAAG (Centre Nationale d'Insémination Artificielle et de
1I'Amélioration Génétique), qui est le seul centre de production de semence animale (bovine)
en Algérie, et il a été utilisé comme source de chévres sur lesquelles notre semence a été

récoltée

Figure 05 : Cniaag ( Ennahare online ; 2015)

2. Animaux
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Figure 06 : caprin de race arabia

s e

Deux boucs (3) de boucs de population arabya : les trois de l’ége 3 ans utilisé pour 1’électro-

¢jaculation

3. Semence

Nous avons travaillé sur de la semence €jaculée obtenue par 1'électro-&jaculateur.

4. Dilueurs

A. Dilueur a base de jaune d’ceuf

Ce produit est composé de plusieurs ingrédients qui agissent en synergie pour assurer une
protection efficace lors de la congélation. Tout d'abord, le jaune d'ceuf qui contient de la
lécithine, ensuite les substances nutritives présentes dans la solution cryoprotectrice aident a
maintenir 1'intégrité des cellules en réduisant la formation de cristaux de glace, ce qui prévient
les dommages structuraux. De plus, la solution tampon maintient un pH optimal pour la
stabilit¢ des cellules, tandis que l'eau et les antibiotiques préviennent la contamination

bactérienne indésirable.

B. Dilueur a base de lécithine (origine animal)

Cryoprotecteur couramment utilisé est celui a base de 1écithine d'origine animale. Lécithine
est un composé chimique constitué principalement d'acides gras, de glycérol, d'acide
phosphorique et de choline, et fait partie des phospholipides. C'est un produit entierement

naturel que 1'on trouve dans le jaune d'ceuf, le soja, les graines de tournesol et les cellules de
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graines végétales. Ce produit cryoprotecteur est également composé des substances nutritives,

d'une solution tampon, d'eau et d'antibiotiques.

C. Dilueur a base de lécithine et de complexe de vitamine

Le dilueur innovant a base de lécithine et de complexe de vitamines (E et C). Enrichi en
substances nutritives, il offre un soutien métabolique essentiel pour la survie cellulaire. Le
tampon de pH intégré garantit une stabilit¢ optimale du pH, tandis que la présence

d'antibiotiques prévient toute contamination microbienne potentielle.

5. Matériels d’évaluation de la concentration et de la qualité avant
et aprés conservation
Microscopes optiques (OPTIKA®, HT50 minitiib® respectivement pour 1'évaluation de la
motilité massale et mobilité individuelle).

Spectrophotometre (imv technologies®) pour déterminer la concentration.

Figure 07 : spectrophotométrie Figure 08 : microscope optique

6. Matériels de conditionnement de la semence pour la congélation

LINX 6800® (imv® technologies) MRS 3 : une machine a triple fonction qui combine le

remplissage, le sondage et 1'impression, le tout a une température de 4°C grace a une vitrine

réfrigérante
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Figure 09 : Logiciel de tragabilité Figure 10 : Dispositif de mise en
de la semence paillette

Outils de congélation classique
Nous avons utilisé une machine de refroidissement programmable, le Minidigitcool d'IMV
Technologies®, qui suit une courbe de refroidissement standard. En complément, nous avons
¢galement utilisé une bonbonne d'azote liquide

Figure 11 : machine de refroidissement programmable Minidigitcool d'IMV

Technologies®

B. Méthode

1. Récolte de la semence de bouc
La semence les trois boucs au volume de 2 ml chacune est maintenue dans les cones a une
température de 37°C pendant 30 minutes avant le début de l'analyse

Le matériel utilis¢ pour la récolte de la semence comprend un désinfectant, un électro-
¢jaculateur, deux cones de récolte spécifiquement congus pour les semences de petits

ruminants, de la vaseline et de I'eau tiede a une température de 37°C.
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Figure 12 : récolte de la semence caprine par €lectro-&jaculateur

2. Evaluation de la semence fraichement récoltée

a. Détermination de la motilité massale

Une microgoutte de la semence est déposée sur une lame et examinée sous 1'objectif x10 d'un

microscope optique afin d'évaluer la motilité globale.

b. Détermination de la mobilité individuelle
Une microgoutte de la semence est aspirée a 1'aide d'une micropipette réglable (10 pl) dans un
tube Eppendorf, puis elle est diluée au ratio de 1/100 a l'aide d’un des dilueurs. Ensuite, cette
solution diluée est placée entre une lame et une lamelle, et observée sous 1'objectif x40 d'un
microscope optique pour évaluer la mobilité individuelle des spermatozoides.

Figure 13 : disposition d’une goute de la semence sur une lame

3. Protocole de conservation

Avant d'effectuer la cryoconservation de la semence, nous évaluons sa concentration, ce qui
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déterminera le taux de dilution nécessaire et le nombre de paillettes a produire. Pour ce faire,
nous utilisons un pipeteur automatique (HAMILTON 500 series microlab®) pour prélever un
volume de semence, que nous transférons dans une cuvette a spectrophotomeétre contenant 1
volume de sperme 4 volumes de solution saline isotonique (NaCl). Ensuite, nous utilisons un
spectrophotométre (imv® technologies) préalablement calibré pour les petits ruminants, en le

réglant sur une longueur d'onde de 530 nm.

Le spectrophotométre automatisé nous permet de mesurer le nombre de spermatozoides
(concentration) présents dans 1'échantillon, de déterminer le taux de dilution requis pour
obtenir une concentration spécifique par paillette, et de calculer le nombre de paillettes

nécessaires en fonction de ces parameétres.

a. Dilution

L'opération de dilution de la semence avec trois dilueurs différents commence par la mise des
dilueurs a température ambiante afin de garantir leur stabilité. Ensuite, nous prélevons un
volume de la semence, qui contient environ 4 milliards de spermatozoides, et nous le
mélangeons avec un volume de dilueur. Aprés avoir laissé le mélange reposer pendant 15
minutes dans température ambiante, permettant une meilleure dispersion des spermatozoides

dans le dilueur, nous ajoutons le reste du dilueur nécessaire pour atteindre un volume total de

50 ml.

b. Mise en paillette

Une fois que le code d'identification spécifique a chaque échantillon, en fonction de 1'origine
de la semence, est saisi dans le logiciel connecté a I'automate MRS3, 1'échantillon contenu
dans un flacon est intégré dans la chaine de production. A ce stade, l'aspiration automatique
de la semence traitée dans les paillettes débute. Ensuite, les paillettes sont fermées
hermétiquement par application de pression thermique. A la fin de cette opération, les codes
d'identification sont imprimés sur les paillettes pour assurer leur tragabilité. Par la suite, les
paillettes contenant la semence traitée sont placées sur des chariots en préparation de leur
introduction dans la machine de refroidissement programmable. Cela marque la fin de cette

¢tape du processus.

35



c. Equilibration

\ \

L'étape d'équilibration consiste a placer les paillettes dans la vitrine réfrigérante a une
température de +4°C pendant une période définie. Cette étape permet de stabiliser la semence
traitée avant de l'exposer aux températures extrémement basses, atteignant -196°C. En laissant
les paillettes dans la vitrine réfrigérante, on permet a la semence de s'adapter progressivement
aux conditions de froid intense qui seront rencontrées lors de la cryoconservation. Cette
période d'équilibration est essentielle pour préserver la viabilit¢ et la qualité des

spermatozoides avant leur stockage a trés basse température.

d. Congélation

Nous avons opté pour la méthode classique de congélation lente, étant donné que laboratoire
du CNIAG dispose déja d'une machine de refroidissement programmable. Aprés une période
d'incubation de 7 minutes, au cours de laquelle la température chute progressivement de 4°C a
-140°C, les paillettes sont directement placées dans la bonbonne d'azote liquide a une
température de -196°C. Cette méthode permet une congélation contrlée et progressive,
assurant ainsi la préservation optimale de la semence dans les conditions de basse
température. En stockant les paillettes dans la bonbonne d'azote liquide, nous garantissons une
conservation a trés basse température, essentielle pour maintenir la viabilit¢ des

spermatozoides sur une longue période.

e. Décongélation

Apres la congélation, les paillettes sont soigneusement retirées de l'azote liquide et placées
dans un bain-Marie réglé a une température de 37°C. Elles y sont décongelées pendant une
durée de 30 secondes. Cette étape de décongélation controlée permet de ramener
progressivement les paillettes a une température compatible avec la survie des
spermatozoides. Le bain-Marie & 37°C offre un environnement propice a la décongélation de

la semence cryoconservée, facilitant ainsi sa réactivation et sa viabilité.
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Figure 14 : décongélation les paillettes

f. Evaluation de la semence

Apres la décongélation de la semence, nous procédons a 1'évaluation en utilisant la méthode
de coloration avec de 1'éosine et de la négrosine. Pour ce faire, une goutte d'€osine, une goutte
de négrosine et deux gouttes de semence décongelée sont déposées sur une lame. Apres le
séchage de la lame, nous effectuons I'évaluation de la motilité massale en observant
1'échantillon sous 1'objectif x10 d'un microscope optique. Cette étape nous permet d'apprécier
la motilité générale des spermatozoides. Ensuite, nous passons a I'évaluation de la mobilité
individuelle en observant l'échantillon sous I'objectif x40 du microscope optique. Cette
observation plus détaillée nous permet de déterminer la mobilité et la qualité individuelle des
spermatozoides apres la congélation. Ces évaluations sont cruciales pour évaluer 1'efficacité

de la cryoconservation et la viabilité des spermatozoides décongelés.

Figure 16 : observation de la viabilité des

Figure 15 : les colorants éosine négrosine . . ;
spermatozoides apres la coloration
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Les résultats

1. Viabilité des spermatozoides

Titre de I'axe

Comparaison de la vitalité des spermatozoides dans

les trois dilueurs
60%

50%
40%
30%
20%

10%

0%

Viabilité des spermatozoides

mA 50%
mB 43%
mcC 29%

Le dilueur A, a base de jaune d'ceuf, a montré la plus haute vitalité avec 57%
des spermatozoides restant viables.

Le dilueur B, a base de lécithine, a présenté une vitalité Iégeérement inférieure,
avec 43% des spermatozoides restant viables.

Le dilueur C, a base de lécithine et de complexe de vitamine, a affiché la

vitalité la plus basse, avec seulement 29% des spermatozoides restant viables.

Ces résultats suggerent que le dilueur a base de jaune d'ceuf peut étre plus favorable pour

préserver la

vitalit¢ des spermatozoides, tandis que l'ajout de lécithine seule ou en

combinaison avec un complexe de vitamine peut avoir un impact négatif sur la vitalité des

spermatozoides.

2. La motilité massale
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Comparaison la motalité massale entre les trois dilueurs

o
00

Titre de I'axe
o
(o)}

0,4
0,2
0
motillité massale
HA 1
B
mC 0

Les dilueur A et B ont généré une motilit¢ massale de niveau 1 avec des mouvements
individualisés des spermatozoides. Quant au dilueur C, la motilité massale s’est révélée nulle,

indiquant une immobilité totale des spermatozoides.
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IVV. Discussion

L’objectif de cette étude est de mettre au point un milieu de cryoconservation pour la semence
caprine en Algérie. Pour cela, nous avons testé et évaluer 1’efficacité de différents composés,
contenus dans les dilueurs, dans le maintien de la viabilit¢ et de la mobilit¢ des
spermatozoides a des taux acceptables apres décongélation de la semence. Les premiers
résultats montrent une viabilité plus ou moins acceptable des spermatozoides selon le dilueur
utilisé (a base de jaune d’ceuf, de 1écithine ou de complexe lécithine-VitE/VitC) et une

motilité massale globalement faible.

Dans notre étude, le meilleur résultat en termes de viabilité (57%) est obtenu avec le dilueur a
base de jaune d’ceuf sans pour autant les niveaux de performance souhaités. En effet, Johnson
et al. (2004) a évalu¢ l'effet du dilueur a base de jaune d'ceuf sur la viabilité des
spermatozoides caprins qui a atteint 70%. Cette différence de taux observée pourrait étre
attribuée a des variations dans les protocoles expérimentaux, aux caractéristiques spécifiques
des échantillons de semences utilisés ou a d'autres facteurs environnementaux. Comme cela
pourrait &tre imputable a la technique utilisée dont le défaut réside peut-étre dans I’application
d’un temps d’équilibration trop long. Par ailleurs, le plasma séminal du bouc contient une
enzyme du type phosphatidase A capable d’hydrolyser la molécule de lécithine du jaune
d’ceuf en un acide gras et une lysolécithine nuisibles aux spermatozoides (IRITANI et
al, 1963 ; ANMDAR, et al, 1965). Cette réaction d’hydrolyse est favorisée par un temps
d’équilibration long. Ce qui suggere que la réduction du temps d’équilibration permettrait
d’atteindre la cristallisation avant que la réaction enzymatique ne soit suffisamment engagée

pour porter atteinte aux spermatozoides.

De plus, Fourouzanfar et al. (2010) rapportent que la motilit¢ et la viabilit¢ des
spermatozoides apres décongélation dépendent de la concentration du jaune d’ceuf utilisée
dans le dilueur. En effet, les meilleurs résultats sont obtenus avec une concentration de 20 %
de jaune d'ceuf par rapport a 15 %. D'autres études, d’ailleurs, confirment que I'augmentation
de la concentration en jaune d'ceuf améliore la préservation de la qualité du sperme (Amirat

et al, 2004 ; Alcay et al, 2016).

Des études complémentaires devraient €tre envisagées pour étudier ces parametres inhérents

au jaune d’ceuf.
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Dans le dilueur B, nous avons testé la lécithine d'origine animale, un émulsifiant couramment
utilisé, souvent préféré en raison de ses propriétés protectrices des spermatozoides.

Dans notre étude, il a été enregistré un taux de viabilit¢ de 43% avec le dilueur a base de
1écithine. Ce qui est en de¢a du taux rapporté par Smith et al. (2011) qui enregistre un taux de

viabilité de 65% avec un dilueur contenant de la lécithine de Soja.

I1 est intéressant d’étudier de facon approfondie 1I’impact de la 1écithine sur la qualit¢ de la
semence selon son origine végétale ou animale. Au vu des résultats, ’alternative prometteuse
est en faveur de la lécithine de soja. Il est donc nécessaire de mener davantage de recherches
pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents et déterminer les conditions optimales

d'utilisation de la lécithine de différentes origines comme dilueur pour les semences caprines.

Quant au dilueur C a base d’une combinaison de Iécithine et de complexe de vitamine E et C,

le plus bas taux de viabilité est enregistré, soit 29 %.

Les vitamines E et C sont souvent utilisées comme antioxydants pour protéger les
spermatozoides du stress oxydatif. La Vit E est considérée comme stabilisateur des
membranes riche en acide gras polyinsaturés et comme un antioxydant puissant protégeant le
sperme contre la peroxydation des lipides durant la cryoconservation (Niki et al, 2004 ; Urano
et al, 1987, 1988). Cependant, dans ce cas précis, la combinaison de ces nutriments n'a pas eu
les effets bénéfiques escomptés. Il est possible que les concentrations utilisées dans le dilueur

n'étaient pas appropriées pour les spécificités des spermatozoides caprins.

Dans notre étude, nous avons utilisé la coloration éosine négrosine pour 1’évaluation de la
qualité de la semence. Nos résultats indiquent que la plupart des spermatozoides ont subi des
endommagements au niveau membranaires entrainant leur mortalité. Ceci étant dit, il aurait
été préférable d’utiliser un moyen d’appréciation de la qualité de la semence (mobilité,
vitesse, mortalité...) plus efficace et plus d’actualité a travers I’outil CASA (Computer
Analysis Sperm Assisted). Malheureusement, cet outil n’existe pas dans le laboratoire qui m’a

accueilli.
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V. Conclusion

A I’issu de notre expérience, nous constatons que les résultats escomptés n’ont pas été atteints
en termes de viabilité et mobilité acceptables. Cela pourrait €tre attribué aux conditions
difficiles qui ont prévalu lors de la préparation des milieux de conservations. En effet, des
travaux d'entretien avaient été entamé dans le laboratoire avec toutes les interruptions et les
perturbations que ceux-ci pouvaient entrainer. Des facteurs tels que des mesures inexactes,
des contaminations croisées ou des altérations des ingrédients peuvent survenir pendant cette
période, ce qui peut avoir un impact négatif sur les résultats obtenus lors de I'évaluation des
¢chantillons de sperme. De ce fait, il est essentiel de mettre en place des protocoles stricts de
préparation des dilueurs et de veiller a ce que les conditions de laboratoire soient optimales
pour éviter de tels déficits.

La production locale de milieux de conservation des semences permet de réduire les cofts liés
a l'importation. En établissant des installations de production sur place, les entreprises ou les
institutions peuvent éviter les frais ¢levés de transport, de douane et de logistique associés a
I'importation de milieux de conservation de semences. De plus, la production locale offre la
possibilité de contrdler la qualité et la disponibilité des milieux de conservation, ce qui permet
de répondre plus rapidement et efficacement aux besoins du secteur agricole local. Cela

favorise également l'autonomie et la durabilité de 1'industrie des semences au niveau national.

VI. Recommandations :

- Travailler dans de meilleures conditions de laboratoire

- Augmenter le nombre d’échantillons et de répétitions

- Refaire I’expérimentation avec les mémes milieux de conservation en s’assurant une
meilleure préparation.

- Utiliser CASA pour mieux apprécier l’efficacit¢é de 1’impact des milieux de
conservation sur la qualité de le semence congelée.

- Faire des essais d’IA avec les semences traitées pour en apprécier la qualité¢ des

procédés de congélation a travers la fertilité, la fécondité et mise bas.
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