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Résumeé

De nos jours I'insémination artificielle a pris une place importante dans le domaine de
['amélioration génétique des animaux d'élevage. En effet, plusieurs centres de production
spécialisés soccupent actuellement de la production de semences de différentes especes. Dans
les protocoles de production et de conservation de la semence, un contr6le doit étre effectué a
différents niveaux afin de garantir une semence de bonne quaité dans lagquelle les
spermatozoides sont en nombre suffisant tout en préservant leur pouvoir fécondant. Selon les
moyens disponibles, différentes méthodes peuvent étre utilisées. La cytométrie en flux étant
I'une des techniques les plus élaborées. En effet, contrairement aux techniques classiques, elle
permet de contréler un nombre de paramétres plus important.

Dans cette étude nous avons proposé d'étudier deux principaux parametres permettant
d'évaluer la qualité des semences bovines : la concentration et la viabilité des spermatozoides.
Pour cela, la concentration de la semence en spermatozoides a été évaluée par la méthode::
spectrophotométrie et la viabilité a éé évauée par la méthode : cytométrie en flux. Nous
avons ensuite effectué une éude comparative de la viabilité des spermatozoides réfrigérés et
spermatozoides décongel és

M ots clés : Semences bovines, spermatozoide, viabilité, cytométrie en flux, spermatozoides
réfrigérés, spermatozoides décongel és
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Introduction générale

L'améioration des animaux d'élevage est une préoccupation majeure des éleveurs qui
cherchent a sélectionner les meilleurs reproducteurs afin d'obtenir des descendants plus
performants et mieux adaptés aux conditions d'élevage (Colombani, 2012). En effet, I'un des
objectifs principaux des éleveurs est daméliorer les performances des animaux d'élevage tel
gue la quantité et la qualité de lait et de la viande. Ce qui définit des objectifs et des criteres
qui permettent de répondre aux besoins du consommateur et de I'éleveur (Ponsart et al.,
2014). L'améioration génétique se base, soit sur la sélection du cheptel loca et la diffusion
des produits sélectionnés afin d'améliorer les races actuellement disponibles tout en
conservant les caracteres d'origine, ou bien par croisement avec des races exotiques plus
performantes par importation de semences congelées (Bouyer, 2006). Dans les années 1950,
la sélection a bénéficié des nouvelles techniques de reproduction comme l'insémination
artificielle qui est devenue, par la suite, I'outil principal de I'amélioration génétique car elle
permet une diffusion large et rapide du progres genétique.

En Algérie, le bovin est une source importante dans la production de viande et de lait.
Pour cela, des efforts sont consentis dans ce sens par des essais d'amélioration génétique de
nos races locales, I'importation de races étrangeres a grande productivité, I'introduction des
biotechnologies animale, notamment |'insémination artificielle et le transfert embryonnaire.
Malgré le fait que l'insémination artificielle ait éé introduite en Algérie durant I'époque
coloniale, en 1945, son utilisation dans nos élevages reste tres limitée malgré les efforts et la
maitrise de latechnologie par le CNIAAG (Laghrour, 2012).

La production de semence commence par la collecte du sperme (Kabera, 2008).
Ensuite les paramétres sémiologiques sont évalués principaement par l'anayse
macroscopique de la semence puis par |'analyse microscopique. Une fois la qualité du sperme
contrélée, il peut étre utilisé, sous forme fraiche, directement pour I'insémination artificielle,
ou bien sous forme réfrigérée, si son utilisation est de courte durée sinon il peut étre dilué puis
cryoconservé. Une semence cryoconservée peut ére maintenue durant plusieurs années
(Rigal, 2008).

De cefait, le succes de I'insémination artificielle dépend, en grande partie, de laqualité
de la semence utilisée. C'est pourquoi il est important de disposer de techniques analytiques
fiables permettant de I'évaluer (Cabannes, 2008). L'examen de routine de la semence est un
contréle qui vise a détecter des variations dans les valeurs propres a chague animal avant
d'effectuer la mise en paillettes et la congélation (Cabannes, 2008). Par ailleurs, le succeés de
I'insémination artificielle est fortement lié a la qualité de la congélation de la semence. En
effet, durant |e processus de congél ation-décongél ation, divers compartiments biochimiques et
anatomiques du spermatozoide peuvent étre |ésés atérant la capacité fécondante des
spermatozoides (Briand-Amirat et a., 2006).

Au cours des dix dernieres années, différents marqueurs fluorescents ont été
développés pour tester les capacités fonctionnelles des spermatozoides. L'interprétation des
tests basés sur |'utilisation de ces marqueurs nécessite le recours a des techniques telles que la
cytométrie en flux (Cabannes, 2008). En effet, c'est I'une des méthodes les plus utilisées
actuellement pour la production de paillettes sexées (Maillard, 2004). En effet, les éleveurs
ont maintenant la possibilité de choisir le sexe de la progéniture grace ala commercialisation
de semence sexée ou par sexage des embryons transférés (Chevalier, 2011).

Dans cette étude nous avons proposé d'étudier deux principaux parametres permettant
d'évaluer la qualité des semences bovines: la concentration par la spectrophotométrie et la
viabilité par la cytométrie en flux. Nous avons ensuite effectué une étude comparative entre
laviabilité des spermatozoides réfrigérés et décongel és.
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1. Rappels anatomiques de I’appareil reproducteur du taureau

L'appareil génital méle comprend les glandes génitales que sont les testicules,
productrices des spermatozoides, et |es voies spermati ques représentées successivement par
I'épididyme, le cana déférent et I'urétre. Des glandes annexes se trouvent associées aux
voies spermatiques ainsi que des formations érectiles. L’essentiel du tractus génital male se
trouve hors de la cavité abdominale : testicules et épididymes dans le scrotum, extrémité
pénienne dans la cavité du prépuce. La cavité abdominale héberge les conduits excréteurs
des gametes et des liquides dans lesquelles ceux-ci baignent, ainsi que les glandes annexes
génératrices de ces sécrétions. La Figure 1 illustre les différentes parties de |'appareil
reproducteur du taureau.

rumen

muscles
rétracteurs

:‘/ﬁ}(
2
testicules -.'"' )
\&%
U Y
‘Y7

Figure 1: Appareil reproducteur du taureau (Thibier, 1977).

scrotum

épididyme

Les tubes séminiferes constituent 1’unité fonctionnelle des testicules chargées d’¢laborer
les spermatozoides. Le sperme est continuellement produit par les testicules et entreposé
dans 1’épididyme. La prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-urétrales
(glandes de Cowper) sécretent le liquide spermatique. Le canal déférent faisant suite a
I’épididyme présente un épaississement appelé ampoule différentielle qui est le lieu de
stockage des spermatozoides avant 1’¢jaculation.

Pendant I'accouplement, le pénis sort du fourreau ala suite du déploiement de I'inflexion
sigmoide du pénis en forme de S, les spermatozoides sont transportés des testicules jusqu'a
I'urétre par le canal déférent et sont expulsés par le pénis.

2



Synthese bibliographique

2. Physiologiques de ’appareil génital male
2.1. Spermatogenese

La production des gamétes est un processus complexe appelé spermatogenese
(Figure 2) qui a partir des cellules germinales primordiales, conduit a la formation des
cellules tres différenciées, les spermatozoides. Elle est influencée principalement par la

température et 1’alimentation.

spermatogonie e
® ‘
|
-‘l' :‘phase proliférative
@ - ) i -~ w
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Figure 2 : Les phases de la spermatogenéese (Ver net, 2006).

En effet, la température excessive au niveau des testicules entraine une dégénérescence
de lalignée germinale. Chez le jeune, une carence marquée en calories se traduit par une
hypoplasie des testicules et des glandes annexes, avec un retard de la puberté. Chez
I’adulte, la sous-alimentation en général, la carence en protéines et en vitamine A en
particulier, se traduit par un déclin de lalibido, une fonte testiculaire une baisse du volume
de I’¢jaculat et de ses qualités biologiques. L’obésité induit €¢galement une détérioration de
la spermatogenése et une baisse de la fertilité du fait de I’accumulation de graisses au
niveau du scrotum qui gene la thermorégulation testiculaire. Ainsi, les taureaux
reproducteurs doivent étre alimentés correctement et collectés durant les moments de

fraicheur.

Les spermatozoides (Figure 3) sont en suspension dans le liquide spermatique et
I’ensemble est appelé « sperme ». Le fructose est la seule source énergétique de leur
métabolisme. La piece intermédiaire constitue la principale zone d’activité métabolique. Le
flagelle constitué de fibrilles contractiles joue un role moteur. La capacité de motilité
(mouvements sans déplacement) des spermatozoides est acquise lors du transit

épididymaire.
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Leur activité métabolique est aérobie dans le milieu extérieur et anaérobie dans le milieu
intra-utérin. Leur durée de survie hors des voies génitales méles est de 24 heures.

Espace sub acrosomal

\\\/*_Enveloppe nucleare

e _Membrane exterme

ac1osomale

: Novau
Région
Postacrosomale

\, Annequ postériear  / o) Enveloppe nucléaise

A\ Piece comnectiice

o

Mitochondries ~

/l
fitves denses extemnes |, " Paire centrale

Y
Axoneme

VUE DE FACE

VUE LATERALE

Figure 3:La structure du spermatozoide (Y aye, 2009)

2.2 Composition et Emission du sperme

Le sperme est composé de deux parties:

¢ |es spermatozoides produits par lestesticules et stockés dans 1’épididyme.

e le plasma sémina (liquide séminal) produit par les glandes accessoires (prostate,
vésicules séminales).

Les deux parties ne se mélangent qu’au moment de 1’éjaculation pour donner le sperme.
Son émission dans les conditions naturelles est obtenue lors de I'§aculation qui fait suite a
I'érection. Ce sont des phénomeénes réflexes contrdlés par les centres nerveux médullaires.
Les voies sensitives afférentes sont assurées par le nerf honteux innervant les zones
érogenes du tractus geénital. Les voies motrices efférentes sont représentées par le
sympathique vasoconstricteur pour I'§aculation et le parasympathique vasodilatateur pour
['érection.
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Il y a interaction entre le centre érecteur et le centre de I’éjaculation : 1’activation
prolongée du centre érecteur entraine 1’activation du centre de 1’éjaculation. La meilleure
connaissance du mécanisme physiol ogique de I'émission du sperme a permis de dével opper
un ensemble de technique pour créer les conditions réflexes d'éaculation et de récolte du
sperme.

3. Amédioration génétique

Les éudes génétiques effectuées sur le génome bovin ont révélé quiil comprend au
minimum 22000 génes codants (Elsk et al, 2009). Par ailleurs, certaines études
comparatives ont révélé que les chromosomes bovins présentent de grandes régions
orthologues avec les chromosomes humains. C'est le cas, par exemple, du chromosome 15
du beeuf qui contient des QTL influengant la qualité de la viande et le chromosome 11 de
['Homme (Gautier et al, 2002 ; Snelling et al, 2004).

D'autre part, les éudes cytogénétiques ont montré que certaines anomalies
chromosomiques de nombre ou de structure, telle que la translocation robertsonienne 1:29,
peuvent étre liées a une baisse de lafertilité (Gustavsson et Rockborn, 1964 ; Dyrendhal
et Gustavsson, 1979 ; lannuzzi, 2007). Aussi, la connaissance de la séquence compléte du
génome du bovin et son annotation est essentielle pour la compréhension du déterminisme
et de I'expression des caractéeres de production, de qualité et d'adaptation. Chez les bovins
laitiers, le but de I'amélioration génétique est de produire une vache avec un génotype qui
lui permet de produire le plus efficacement possible et de maximiser le profit de I'@eveur
tout en considérant les contraintes de I'environnement dans lequel I'animal produit son lait
(Boujenane, 2003). Cette discipline integre de nombreux outils comme la génétique des
populations, la génétique quantitative, la génétique moléculaire et les biotechnologies de la
reproduction (Antony et al, 2002).

3.1 Sélection

La sélection consiste a choisir les individus qui possedent le plus haut potentiel
héréditaire possible des parents pour les générations suivantes. Un programme de sélection
repose sur I'évaluation de la valeur génétique des individus supérieurs et de les utiliser pour
lareproduction (Bouquet, 2006).

3.1.1 Séection sur laperformance

La sélection sur la performance est une méthode efficace pour les caractéres mesurables
gui ne nécessite pas de connalitre les généalogies. Puisgue, |a performance d'un animal est
la résultante de son potentiel génétique (génotype), mais aussi des conditions d'éevage
(environnement). En effet, dans un milieu donné, plus la performance est élevée, plus la
valeur génétique est élevée (Bouquet, 2006). Ainsi, chez les bovins laitiers, les caractéres
économiques et morphol ogiques dépendent de plusieurs genes dont |'expression peut étre
influencée par I'environnement (Tissier, 2009).

3.1.2 Sédection sur I'ascendance et la descendance

La sélection sur I'ascendance consiste a choisir un reproducteur sur la base de la valeur
de ses parents et leur généalogie par contre la sélection sur la descendance consiste a
choisir un reproducteur sur la base des performances de ses descendants. Cette méthode



Synthese bibliographique

nécessite de produire des descendants puis les évaluer. Elle est donc longue et colteuse,
mais sa préecision est tres élevée (Bouquet, 2006 ; L abatut, 2009).

3.1.3 Séection assistée par marqueurs (SAM)

Il sagit d'une stratégie qui utilise I'information des caractéres de performances liés a
des QTL (Quantitative Trait Loci) (Eggen, 2000 ; Hayes et Goddard, 2001). Il existe de
nombreux marqueurs, répartis tout le long des chromosomes, servant de repéres pour
retrouver ces régions. Les plus utilisés actuellement sont les microsatellites (séquence
d'/ADN formée par une répétition en tandem de 1 a 10 pb) et les SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) (Lu et al, 2013; Utsunomiya et al, 2013).

Chez le bovin de nombreux QTL en relation avec des performances a intérét
économique ont éé cartographiés. Les estimations des effets de QTL sont réalisées
désormais dans I'ensemble de la population bovine. Elles permettent d'évaluer, avec la
méme précision, tout individu portant le méme haplotype (un groupe d'aléles de différents
genes situés sur un méme chromosome), indépendamment de son origine (Fritz et al.,
2008) (Figure 4).

T
Localisation Construction de la carte Inventaire de I’ensemble Identification de la mutation
chromosomique d’un physique de la région des genes présents causale aprés séquengage et
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Figure4 : Lesdifférentes étapes du clonage positionnel (Eggen, 2000).

3.1.4 Sdection géenomique (SG)

Ce type de sélection consiste a estimer le niveau génétique global d'un anima a
I'aide d'un modéle statistique de prédiction, n'utilisant pas I'information des QTL. Cette
approche met au point des analyses par balayage du génome entier au moyen d'une puce a
ADN identifiant d'infimes parcelles d'information génétique appelées SNP. Cette stratégie
permet de prédire, avec précision, la valeur génétiqgue d'un animal dés sa naissance
(Herpin, 2009).
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3.1.5 Séection assistée par lesgenes

Ce type de sélection est base sur les études de génomique comparative en
recherchant dans le génome bovin des génes d'intérét dits « candidats » qui sont déja
connus dans le génome d'autres espéces pour leurs effets sur le métabolisme (Jussiau et al,
2006).

3.2 Croisement

Le croisement est une méthode d'amélioration génétique. Il peut étre utilisé pour
modifier une race locale en améliorant sa valeur génétique ou pour créer une nouvelle race
(race synthétique), qui combine les caractéres d'intérét de deux races (Bouquet, 2006). Le
croisement présente des avantages provenant de deux composants principaux, I'hétérosis
(croisement inter-race visant a atténuer la consanguinité) et la complémentarité (consiste a
regrouper plusieurs caractéres chez le méme individu). Pour optimiser les avantages du
croisement, il faut utiliser un systéme performant de sélection afin d'identifier les animaux
reproducteurs qui ont une valeur génétique supérieure (Bertrand, 2006).

3.3 Insémination artificielle

L'insémination artificielle est la technique dans laguelle le sperme avec les
spermatozoides vivants est recueilli par le méle et introduit dans tractus génital féminin au
bon moment a l'aide d'instruments. Ceci a été trouvé pour résultat une descendance
normale. Dans ce processus, le sperme est inséminé dans lafemelle en plagant une partie de
celui-ci soit dans une forme collectées ou dilué dans le col ou de I'utérus par des méthodes
mécaniques au bon moment et dans la plupart des conditions d'hygiene.

Les expériences ont montré que le pouvoir fertilisant des spermatozoides résident dans,
et non dans la partie liquide du sperme. (La premiere recherche scientifique dans
I'insémination artificielle des animaux domestiques a été réalisée sur des chiens en 1780 par
le savant italien, Lazanno Spalbanzani).L'insémination artificielle est non seulement un
nouveau procedé d'imprégnation provoqué chez les femelles. Au lieu de cela, il est un outil
puissant pour la plupart employés pour I'amélioration du bétail.

Dans I'insémination artificielle du matériel génétique des taureaux de qualité supérieure
peut étre utilisée efficacement avec le moindre égard pour leur emplacement dans des lieux
éloignés. Par I'adoption de I'insémination artificielle, il y aurait une réduction considérable
dans les deux maladies génitales et non génitales dans le cheptel de laferme.

4  Technologie dela semence

La semence est obtenue aprés récolte du sperme, examen, dilution, conditionnement et
conservation.
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4.1 Reécoltedu sperme

La récolte du sperme est un procédé par lequel on obtient le sperme sur I’animal
vivant. La récolte ne se fait que sur des animaux sains, reconnus indemnes vis-a-vis de
certaines infections.). Il existe plusieurs méthodes de collecte dont les plus utilisées sont le
vagin artificiel et I'éectro-§aculateur (Parez et Duplan, 1987). Le vagin artificiel est un
dispositif qui reproduit les conditions des voies génitales femelles. 1l est constitué d'un
cylindre en caoutchouc rigide doublé a l'intérieur d'une capote (Gérard et Khirredine,
2002) (Figure 5). Chez le bovin, le sperme des taureaux est le plus souvent collecté au
vagin artificiel.

4.1.1 Reécolteau vagin artificiel

La récolte au vagin artificiel est la méthode la plus couramment utilisée sur le terrain. Le
vagin artificiel simule les conditions naturelles offertes par le vagin de la vache.

Le principe est de rassembler dans un appareil simple et pratique les conditions naturelles
présentées par les voies génitales de la vache au moment du coit et de recueillir rapidement
un §aculat total et non souillé (Derivaux, 1971). Le vagin artificiel est un assemblage de
quatre piéces:

e le corps du vagin (manchon cylindrique rigide) muni d’un orifice a valve par lequel on
peut introduire de 1’eau tiéde ou I’air : 35 cm de longueur et 7,5 cm de largeur.

¢ |e manchon interne en caoutchouc souple. Entre le manchon et le corps, latempérature
de I’eau et la pression de 1’air sont réglées a 38°C.

e |lecbne: permet derelier le corps du vagin artificiel au tube gradué.

e le tube gradué pour I’appréciation de la quantité de sperme récoltée.

Manchon extérieur
Cone
Manchon intérieur
Tube gradué

e —

Eau ou air

Figur e 5: Représentation schématique du vagin artificiel (Quint, 2004).

4.1.2 Electro-gaculation

L’électro-éjaculation s’accomplit par stimulation électrique des muscles lisses de I’ampoule
et du canal déférent a 1’aide d’une sonde intra-rectale et d’une source électrique avec
controle de la tension. Elle permet d’obtenir le prélévement de sperme a partir du taureau
sans intervention des mécanismes normaux, sensoriels et psychiques de 1’éjaculation.

8
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Apres contention de 1’animal, 1’¢lectrode lubrifiée est introduite dans son rectum vidé au
préalable. Puis, une série de stimulations répétées est appliquée au rectum, en augmentant
progressivement I’intensité selon les instructions du fabriquant jusqu’a 1’érection compléte
et I’¢jaculation de I’animal. Le sperme est recueilli par un appareil de récolte.

Les gaculats recueillis par éectro-éjaculation sont généralement d’un volume plus
important et d’une concentration plus faible en spermatozoides que ceux recueillis parle
vagin artificiel (Salisbury et Vandermark, 1961).

Cependant, le nombre total de spermatozoides, le pouvoir fertilisant et I’aptitude a la
congélation ne semblent pas étre affectés (Haskouri, 2001).

L’utilisation de I’¢électro-¢jaculation méme durant une longue période (plus d’une année)
n’a aucun effet néfaste sur la santé et sur la fertilité de 1’animal (Haskouri, 2001).

4.2 Evaluation dela qualité du sperme

L’évaluation de la qualité du sperme a pour objectif d’apprécier ses caractéristiques afin
de définir le niveau possible de sa dilution. Elle permet ainsi de préparer une semence
correspondant a I’optimum biologique et économique recherché. Elle comporte des
examens macroscopigues, microscopiques, physico-chimiques et biochimiques.

4.3 Examens macroscopiques

IIs ont pour but d’apprécier le volume de 1’éjaculat, sa couleur et sa viscosité.

4.4  Volume de I’éjaculat

Le volume de I’¢jaculat est lu sur le tube de collecte gradu¢. Ce volume varie de 0,5 a
14 ml, en fonction de I’age, la race, I’alimentation, 1’état de santé, les conditions de récolte
ains que de la fréquence de récolte. Le volume moyen est de 6 ml chez un taureau adulte,
tandis qu’il est de I’ordre de 2 ml chez le jeune.

45 Couleur du sperme

Chez le taureau, la couleur normale du sperme est dans la plupart des cas ivoire-creme
ou blanc-laiteux, blanc-jaunétre (en fonction de la concentration de spermatozoides). La
couleur de I'¢jaculat peut varier du blanc clair au jaune brillant (Ezekwe, 1988). L'aspect
est généralement homogeéne et crémeux (Djabakou et all., 1984).

Le sperme pathologique peut avoir, selon les cas, une couleur brunétre, rosée, bleuétre,
jaunétre, rougeétre ou grisétre.

4.6 Viscositédu sperme

Elle traduit la consistance du sperme et en méme temps sa concentration en
spermatozoides. Une bonne viscosité est probablement synonyme d’une bonne
concentration en spermatozoides.
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4.7 Examens microscopiques

Ils comportent 1’évaluation de la motilité¢, de la concentration en spermatozoides, du
pourcentage en spermatozoides vivants et de la morphologie des spermatozoides.

48 Moaotilité

C’est un ¢lément d’appréciation de la vie ou de la mort des spermatozoides et de leur
niveau de vivacité. Elle peut porter sur la semence globale aprés récolte (motilité massale et
motilité individuelle) ou sur la semence diluée en s’intéressant aux spermatozoides
individualisés (motilité individuelle).

481 Motilité massale

Elle s’apprécie au microscope au grossissement x10. A 1’examen microscopique d’une
goutte de sperme non diluée, 1’observateur s’intéresse aux mouvements et a 1’effet du
déplacement des spermatozoides dans le liquide séminal. A I’issue de 1’observation, en

fonction du mouvement de masse des spermatozoides. L’exigence minimale pour un
gaculat correspond.

Un bon mouvement de masse qui doit étre tourbillonnant (environ 60% de
spermatozoides mobiles) (Tableau 1).

Tableau 1:Notes attribuées aux éjaculats selon leur motilité massale (Rukundo.

2009).
Note Observation
70% Pourcentage important de Spermatozoides,
excellente vagues noires et denses
Motilité
massale
65% Pourcentage moins important de
acceptable Spermatozoides, vagues moins denses
<65%a Faible taux de Spermatozoides, vagues plus
éliminer claires jusqu'a absence total
Vitesse 40 excellente Vitesse des vagues trés importantes
35 acceptable Vitesse des vagues importante
<35 A diminer Vitesse d_% Spermatozoides est moins
importante ou nulle

10
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4.8.2 Motilitéindividudle

Elle s’apprécie au microscope au grossissement x40. C’est I’appréciation du mouvement
des spermatozoides par leur déplacement a travers le champ microscopique. Les
mouvements normaux des spermatozoides sont oscillatoires et progressifs. Ce test seréalise
sur du sperme dilué a 1/10 de sérum physiologique. Un bon sperme doit avoir au moins 60
a 70 % de spermatozoides vivants (Tableau 2).

Tableau 2 : Notes attribuées aux éaculats suivant leur motilité individuelle, dans une grille
denotation de 0 a5.

Critéres Note

Absence de sper matozoides : azoosper mie 0

Absence de sper matozoides vivants : sper matozoides morts

(absence de mobilité) 1
25% de spermatozoides vivants 2
60% de spermatozoides vivants 3
80% de sper matozoides vivants 4
100% de sper matozoides vivants 5

4.9 Pourcentage de sper matozoides vivants

La détermination se fait a 1’aide de colorants spéciaux (Eosine nigrosine, bleu de
méthylene ou bleu de bromophénol) qui peuvent traverser |la membrane des spermatozoides
morts et les différencient donc des vivants. En fonction du taux de spermatozoides vivants.

4.10 Morphologie des sper matozoides

L’examen morphologique permet de différencier les spermatozoides normaux des
anormaux et les spermatozoides vivants des morts. Cette méthode est basée sur la
coloration sélective de certains organes selon qu’ils soient normaux ou anormaux ou selon
gue les cellules soient mortes ou vivantes. La morphologie est appréciée sur des frottis de
sperme colorés (encre de Chine, Giemsa, Eosine-aniline ou bleu de bromophénol). Pour
étre admissible, le sperme doit contenir moins de 25% de spermatozoides anormaux et plus
de 60 % de spermatozoides vivants.

11
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4.11 Analyse du spermogramme

La décision de garder ou détruire le sperme récolté est fonction des résultats que fournit
I’examen de sa qualité. Les normes communément admises pour |'évaluation de la qualité
d'un gaculat dans le cadre de son utilisation pour I'insémination artificielle sont (Parez Et
Thibier, 1983) :

e volume>1ml.

e concentration supérieure 20,5 x 10° par ml.

e motilité supérieure ou égale a 3.

e pourcentage de spermatozoides vivants > 60%.

e taux de spermatozoides sans anomalies majeures > 80%.
e pH comprisentre 6,5 et 7,2.

Divers facteurs tels que le mode de collecte, I’hygrométrie, la température, la
pluviométrie, la saison et I’alimentation peuvent influencer la variation du spermogramme.

5 Préparation et conservation de la semence
51 Principe

La semence est le sperme préparé (dilué - conditionné - conservé) par une technique
appropriée en vue de son emploi en insémination artificielle. En effet, un éaculat contient
un nombre de spermatozoides supérieur a ce qui est requis pour une insémination. Selon
plusieurs auteurs rapportés par Traore (1996), au moment de I’insémination, une paillette
doit contenir au minimum 8-10 millions de spermatozoides mobiles apres dégel. Selon le
méme auteur, il a été admis qu’une paillette de semence bovine doit contenir au moins 15 a
20.10° spermatozoides avant congélation. Prenant en compte les pertes lides & la
congélation et a la décongélation, certains auteurs préconisent la concentration de 30 a
40. 10° spermatozoides par dose au conditionnement.

Aingi, la préparation de la semence a pour objectifs :
- D’accroitre le volume (dilution) de telle facon qu’un plus grand nombre de femelles
puissent étre inséminées.
- De protéger les spermatozoides pour qu’ils puissent supporter sans dégradation la
succession des opérations de refroidissement, congél ation et décongélation.
- De conditionner et conserver une dose individuelle qui servira a I’insémination de la
vache.

5.2 Techniquesde préparation et conservation de la semence

L’éjaculat accepté, en fonction des résultats de son évaluation, doit passer par plusieurs
étapes avant d’€tre mis en paillettes et conservé dans 1’azote liquide.

5.3 Dilution

Le milieu de dilution doit étre non toxique pour les spermatozoides, cryoprotecteur et
réduire le développement microbien. Aingi, les substances bactéricides ou bactériostatiques
[Sulfanilamide (0,3 %), la pénicilline (500 a 1000 Ul/ml), la streptomycine (1mg/ml)] sont

12
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additionnées aux milieux de dilution. Les milieux les plus utilisés sont a base de lait
préchauffé, écrémé et dont le pouvoir protecteur est accru avec addition de 10% de jaune
d’ceuf de poule et d’antibiotique, ou a base de solution de citrate de sodium (2,9%)
additionné au jaune d’ceuf (25%). Dans 1’optique de limiter tous les risques possibles de
transmission des pathologies entre espece, 1’utilisation des milieux de dilution synthétiques
est de plus en plus courante.

Le taux de dilution dépend de la concentration en spermatozoides souhaitée dans la dose

de semence, du volume et de la concentration en spermatozoides de 1’¢jaculat prélevé.
5.4 Refroidissement dela semence

Pour éviter la détérioration de la qualité de la semence, la température est abaissee
jusqu’a +4°C. Le métabolisme des spermatozoides est ains réduit. Le refroidissement peut
se faire pendant ou aprés la dilution.

La vitesse de refroidissement doit étre rapide pour réduire au maximum la durée du
passage dans la zone critique de température mais aussi suffisasmment lente pour éviter le
choc thermique. Latempérature de +4°C est obtenue apres un refroidissement progressif en
une heure 30 minutes, maximum dans une vitrine réfrigérée.

5.5 Conditionnement de la semence

Il consiste a fractionner la semence en doses fécondantes destinées a étre utilisées a
court, moyen ou long terme. La forme de conservation la plus courante et la plus pratiquée
reste les paillettes. Ce sont des tubules spéciaux en matiere plastique creuses avec des
volumes de 0,25 ou 0,5ml. Elles sont ouvertes sur un coté avec 2 boules de coton pour
pousser la semence.

L’autre coté est soudé automatiquement apres remplissage de la paillette par une

machine de remplissage et de soudage. Lorsgue la semence est destinée a une utilisation
lointaine la paillette fait I’objet d’une identification. Elle va porter ainsi les renseignements
sur latracabilité de la semence (e nom du géniteur, race, numéro de code, date de récolte,
N° de récolte, centre ou lieu de production, etc.).

5.6 Conservation

La conservation est fonction du mode d’utilisation de la semence. Ainsi :
- Pour une utilisation directe, les semences en paillettes sont maintenues dans un bain-marie
(thermos) alatempérature de 36-38°C ;
- Pour une utilisation de la semence dans 24 a 48 h, la semence peut se conserver au frais.
Les dilueurs utilisés permettent la conservation du pouvoir fécondant des spermatozoides a
+4°C pendant 46 & 72 heures;;
- pour une utilisation along terme, aprés le conditionnement, la conservation de la semence
se fait dans une bonbonne contenant de 1’azote liquide a — 196°C.

La congélation est progressive et peut se faire a 1’aide de machines spécialisées ou de
facon manuelle. Les paillettes sont d’abord congelées a -140°C au-dessus d'une vapeur
d'azote liquide pendant 9 minutes, puis plonger dans I'azote liquide.

Apres quelques jours, un test de congélabilité de la semence est réalisé avant sa

conservation. C’est un test de vitalité des spermatozoides aprés décongélation renvoyant a

13
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I’examen de motilité individuelle. Si la semence présente une bonne congélabilité, elle est
retenue.

6. Méthode de contrdle dela qualité de la semence

Afin de garantir une semence de bonne qualité, un contréle doit étre effectué avant et
aprés congéation des paillettes. Le procédé initial utilisé dans la plupart des centres de
production de semences consiste a estimer la concentration de la semence en
spermatozoides par un hémocytomeétre ou par un spectrophotométre mais aussi a estimer la
viabilité des spermatozoides par la méthode classique de la coloration éosine/nigrosine
(Donoghue et al, 1996) (Figure 6). Cependant, des méthodes plus élaborées, telles que la
cytométrie en flux, sont actuellement utilisées et permettent d'analyser un nombre plus
important de parameétres liés a la concentration ains qu'a la viabilité des spermatozoides
(Fernandez-Gago et all., 2013).

)

1

Normal Macrocéphalique Téte ronde Rond et double flagelles

Gouttelettes Queues repliées Déformation de

cytoplasmiques la piece
proximales (GP) intermédiaire

Figure 6 : Lesdifférents types d'anomalies des spermatozoides du taureau (Dumont,
1997).
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5.7 Meéthode classique del"hématimetre

La mesure de la concentration est réalisée par un comptage, a I'eeil nu, des spermatozoides
en utilisant un hématimetre (cellule de Thomas ou de Malassez). Cette méthode est
considérée comme la méthode de référence (OM S, 1999). En effet, il sagit de la méthode
la plus ancienne et a été longtemps utilisée aussi bien dans les centres de production que
dans le diagnostic des troubles de fertilité chez 'Homme (Kumar et all., 2012).

5.8 Spectrophotométrie

La spectrophotométrie est couramment utilisée, dans la plupart des laboratoires
dinsémination artificielle a travers le monde, afin d'estimer le nombre de spermatozoides
(Hansen et al., 2002). Contrairement a d'autres méthodes qui évaluent la matiére
particulaire, la spectrophotométrie utilise une procédure d'estimation de la couleur des
solutions fournies (Parathalingam et al., 2006). En effet, elle est basée sur la mesure de
['absorption d'un flux lumineux atravers le sperme dilué a une longueur d'onde de 535 nm.
Le rapport de la densité optique finade sur la densité optique émise est corrélé a la
concentration en spermatozoides de |'échantillon considéré (Cabannes, 2008).

59 Cytométrieen flux

La cytométrie en flux est définie comme I'étude précise de cellules isolées entrainées
par un flux liquide. C'est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et
qualitative des particules en suspension dans un liquide (Ronot et al., 2006).

5.9.1 Principedelacytométrieen flux

Dans le cytométrie en flux, Les cellules sont aspirées par un systéme de pompe,
puis envoyées une a une devant un faisceau laser qui permet de les mesurer ou d'évaluer
certains paramétres cellulaires. Les signaux relatifs aux propriétés optiques intrinséques de
la particule analysée ou a sa fluorescence sont séparés par des filtres optiques (filtres
dichroiques) et collectés par des photo-multiplicateurs (PMT). Ces informations sont
transmises a un ordinateur qui les transcrit. Lalumiére diffractée mesurée en face du rayon
laser permet d'évaluer lataille des cellules (paramétre FSC). Lalumieére diffractée, mesurée
a90° (paramétre SSC) donne une mesure de la granulosité de la cellule, c'est-a-dire de la
complexité interne de la cellule considérée. L'utilisation de fluorochromes
(colorantsfluorescents) permet de détecter, de maniere spécifique, la présence de certaines
molécules, le fluorochrome est choisi en fonction du marqueur a mettre en évidence
(Cabannes, 2008) (Figure7). Depuis quelques années, une nouvelle génération de
cytométres aux performances nettement accrues a relancé I'intérét envers une nouvelle
technologie de séparation des cellules selon leur taille ou leur contenu.
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Figure 7 : Principe de fonctionnement du Cytométre de flux (Robinson, 1999).

5.9.2 Exemplesdes paramétres analysables par le Cytométre

Les procédures de la cytométrie en flux actuelles ont été développées pour évaluer
simultanément plusieurs parametres. la concentration et la viabilité cellulaire des
spermatozoides, I'intégrité de I'acrosome et lafonction mitochondriale.

5.9.3 Viabilitécellulaire et concentration

Un spermatozoide viable est défini comme une cellule qui posséde une membrane
plasmique intacte. Cet attribut est évalué par la coloration d'un échantillon de sperme avec
I'iodure de propidium (PI), une sonde fluorescente qui selie al’ADN. En effet, le Pl selie
sélectivement et quantitativement au niveau de la structure poly nucléotidigue en double
hélice en sintercalant entre les paires de bases des acides nucléiques (L e Pecq et Paoletti,
1967).

Une membrane plasmique intacte, empéche la pénétration du Pl & l'intérieur de la
cellule, contrairement a une membrane endommageée. Des gu'il pénétre dans lacellule, le P
selieal'ADN, ce qui provoque |'apparition d'une fuorescence rouge dans les cellules dont
la membrane plasmique est endommagée. Par contre, aucune fluorescence n'apparait dans
les cellules dont la membrane plasmique est intacte (Graham et al., 1990 ; Wilhelm et al.,
1996). L'utilisation du Pl permet aussi de déterminer la concentration en spermatozoides en
méme temps que I'évaluation de laviabilité (Eustache et al., 2001).

5.9.4 Intégritédel'acrosome

L'intégrité de I'acrosome peut ére mesurée en utilisant des lectines végétales liées a la
fluorescéine isothyocyanate (FITC), par exemple, la Peanut Agglutinin (FITC-PNA) ou la
Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA). Ces lectines se lient de fagon spécifique a des
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composeés glycosylés de la membrane acrosomiale externe. Si I'acrosome est intact, cette
liaison engendre une fluorescence treés nette de la région acrosomiale, aors qu'aucune
fluorescence n'apparait en cas ou |'acrosome est endommagé (Cheng et al., 1996).

5.9.5 Fonction mitochondriale

La fonction mitochondriale est évaluée par I'utilisation dun colorant JC-1
(Mitochondrial Membrane Potential Probe), qui émet une fluorescence verte. Ce colorant
est utilisé pour séparer les spermatozoides possedant des mitochondries mal fonctionnelles
des spermatozoides possédant des mitochondries fortement fonctionnelles. En effet, le JC-1
est transporté a l'intérieur des mitochondries fonctionnelles, sa concentration augmente et
forme un agrégat qui a une fluorescence orange. Donc, Y émission d'une fluorescence verte
indique que les spermatozoides possedent des mitochondries mal fonctionnelles, par contre
la fluorescence orange révele que les spermatozoides possedent des mitochondries
fonctionnelles (Thomas et al., 1998).

5.9.6 Tridesspermatozoidesau coursdel'améioration par sexage

Au cours de laméiose, le nombre de chromosomes passe de 2n an. Les spermatozoides
possedent donc un seul chromosome de chaque paire originale. Dans le cas des
chromosomes sexuels, ils possédent soit le chromosome X, soit le chromosome Y. Le
chromosome X ayant une taille supérieure a celle du chromosome Y, son contenu en ADN
est supérieur a celui du spermatozoide Y. Les spermatozoides X des bovins contiennent
environ 3,8% de quantité dADN en plus par rapport aux spermatozoides Y (Peters et Bail,
2004).

De ce fait, le tri de la semence des principales espéces domestiques est techniquement
réadisable en séparant les spermatozoides en fonction de leur contenu en ADN par
cytométrie en flux (Dmart et Ribeiro Bento, 2004). C'est la méthode utilisée actuellement
pour la production de paillettes sexées (Chevalier, 2011).

Le principe de cette technique est basée sur la coloration précise de I'ADN des
spermatozoides avec du Hoechst 33342 (fluorophore spécifique aux acides nucléiques),
pour différencier les sous-populations des spermatozoides X et Y (Duane et al., 2013). En
effet, lorsque le Hoechst est lié al'ADN et est excité par une lumiére ultra-violette, il émet
une fluorescence bleue. L'intensité de fluorescence émise par un spermatozoide marqué au
Hoechst et excité par un faisceau UV est directement proportionnelle a son contenu en
ADN. La quantité de fluorescence émise par un spermatozoide X bovin sera donc
supérieure de 3,8 % a celle émise par un spermatozoide Y. Des capteurs mesurent, ensuite,
avec précision la quantité de fluorescence émise et assignent des charges éectriques
positives ou négatives a chaque microgouttelette contenant, chacune, un spermatozoide.
Ensuite, des plagues de métal chargées éectriquement (champ magnétique) trient
I'échantillon en trois flux. Les particules chargées positivement correspondant a un sexe
sont déviées dans une direction, les particules chargées négativement correspondant au
sexe opposé sont déviées dans une autre direction, tandis que les particules non chargées,
contenant éventuellement plus d'un spermatozoide par microgouttel ette, les spermatozoides
dont le sexe n'a pas été identifié ou les spermatozoides morts ou déficients (Hamano,
2007).
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1. Milieu d’étude

Centre Nationale de I’insémination Artificielle et de I’ Amélioration Génétique (CNIAAG)
situé AaBABA ALI Dairade BIROUTA.
2. Materiel
2.1.Matériel biologique

Durant mon stage j’ai assisté a une seule collecte de sperme effectué sur 5 taureaux

appartenant a 3 races différentes: Pie Rouge Holstein (PRH), Montbéliarde (MO), Fleckvieh
(Figure 8).

Figure 8 : Lamonte.

2.2. Matérid de collecte du sperme

II comprend le vagin artificiel, les manchons de protection (contre les rayons ultra-
violets) pour tube et cone et |e taureau boute-en-train (Figure 9).

2.3.Matériel d’évaluation du sperme

Il est constitué de microscope photonique (Figur e 10), de plaque chauffante, de lames et de

lamelles (Figure 11), de spectrophotométre digital ACCUCEL-IMV (Figure 12) et de bain-
marieréglé a37° (Figue 13).

2.4. Matériel dedilution du sperme (préparation de la semence)

Dans I’éape de dilution j’ai utilisé le diluteur (MICROLAB 500) (Figure 14) ainsi
que le dilueur (OPTIXCELL) qui est composé d'eau distillée, de fructose, de glycérol et de
phospholipides végétaux (jouant le réle de cryoprotecteurs), d'acide citrique (jouant le réle
d'un tampon), dantibiotiques (tylosine, gentamicine, spectinomycine, lincomycine), de
vitamines et d'antioxydants.
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Figure9: Vagin artificiel Figure 10 : Microscope Figure 11 : plaque chauffante,
Photonique delames et de lamelles

Figure 12 : Spectrophotométre digital (ACCUCEL-IMV). Figure 13 : Bain-marie 37°

Figure 14 : Diluteur (M| CROLAB 500).
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2.5.Matériel de refroidissement et d’équilibration

Il comprend une vitrine réfrigérée, et un thermometre (Figure 15).

Figure 15 : Vitrine réfrigérée.

2.6.Matériel d’impression des paillettes

On utilise des paillettes fines, d'un diametre de 2 mm et d'un volume de 0.25 ml, et pour Le
remplissage, I’impression (nom du taureau, son numéro d'identification, la date de collecte et
I'indentification du centre d'insémination) et soudage des paillettes on utilise une machine de
remplissage et de soudage (MRS3) (Figure 16) et des rampes de congélation (araison de 100
paillettes par rampe) (Figure 17).

Figure 16: Machine de remplissage Figure 17 : les rampes de congélation.

Et de soudage (MRS3).
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2.7. Matériel de pré-congélation

Il comprend un congélateur programmable Digitcool couplé a un tank d’azote liquide
(congélation verticale), un ordinateur couplé a une boite de commande et des rampes pour
contenir les paillettes conditionnées (Figur e 18).

Figure 18 : congélateur programmable Digitcool.

2.8. Matériel de congélation et de conservation de la semence

La conggélation s’effectue dans une cuve (digit cool) ensuite dans I’azote liquide a -196°C
2.9. Matériel deteste deviabilité

C’est la méthode de cryométrie en flux qui utilise le cymométre EasyCyte5 HT(Figurel9)
qui requiere|'utilisation d'un logiciel pilote nommé guavaSoft IMV et d'un Kit nommé
EasyKit, pour le calcul du taux de viabilité on utilise aussi 1’eau de javel, I’eau distillé, des

tubes eppendorf, micropipettes, un kit de ringage de cymometre, un kit destiné a I’évaluation
du taux de viabilité, des embouts pour les micropipettes et un portoir.

Figure 19 : Cytométre (EasyCyte 5HT, IMV).
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3. Méthode

3.1. Collectedu sperme

La collecte du sperme a été effectuée al'aide d'un vagin artificiel préalablement chauffé a une
température comprise entre 35 et 38°C. Ceci afin d'éviter aux spermatozoides tout choc
thermique.

Avant de procéder a la collecte, les taureaux ont été préparés. Pour cela, le taurellier
promeéne le taureau puis I'amene au contact du boute en train (un taureau éiminé de la
production pour des raisons génétiques, et gardeé pour sa docilité et sa petite taille).

Au moment ou I'animal monte le boute en train, le taurellier saisit dune main le
fourreau du pénis et I'introduit dans le vagin artificiel tenu de |'autre main. Des que le pénis
est au contact de la surface interne du vagin, I'animal €acule. Le taurellier retourne ensuite le
vagin artificiel et le sperme sécoule dans le tube collecteur gradué. Ce dernier est transporté
rapidement au laboratoire afin de réduire les risques d'atération liés al'action de lalumiere ou
de latempérature.

Chague aculat doit étre identifié, sur une fiche spéciale appelée spermiogramme, le
nom du taureau, la date de collecte, la race du donneur, le volume récolté, la qualité du
sperme (motilité massale et concentration) et le volume nécessaire pour effectuer la dilution.

3.2. Premier contréledelaqualité du sperme

3.2.1.Examen macr oscopique

Ce premier contréle permet une évaluation générale de la qualité de I'§aculat. Pour
cela, un examen visud est effectué, immédiatement apres la collecte, afin d'évaluer les
paramétres suivants : le volume (mesuré par la lecture directe sur le tube de collecte), la
couleur, laviscosité ains que I'odeur de I'§aculat.

3.2.2. Examen microscopique

L'évaluation de la motilité massale, constitue le premier contréle microscopique. Elle
est effectuée a partir du sperme pur, dans les minutes qui suivent la collecte. Une goutte de
sperme pur est déposée sur la lame préalablement chauffée a 37°C sur une platine chauffante
puis observée au microscope photonique au grossissement XI10. L'intensité des vagues
provoquées par le déplacement des spermatozoides est ensuite évaluée.

3.2.3. Calcul dela concentration

La concentration de cing échantillons de sperme, appartenant aux quatre races:
Fleckvieh, Holstein PR, Holstein PN et Montbéliarde, a été évaluée par |a spectrophotométrie

3.3.3. Spectrophotométrie

Le sperme pur est déposé dans une cuvette puis dilué au 1/100 avec une solution
physiologique. Cette étape est réalisée grace a un appareil de dilution automatique. La cuvette
est ensuite récupérée, puis placée dans un spectrophotometre ACCUCEL-IMV. Ce dernier,
permet de mesurer la concentration des spermatozoides d'une part et dautre part de
déterminer le volume de dilueur nécessaire a gjouter pour effectuer la dilution. Enfin, une
imprimante reliée au spectrophotomeétre imprime toutes les données cal cul ées.
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3.3.4.Dilution

Le but de ladilution est d'obtenir une quantité de spermatozoides suffisante pour une
utilisation en insémination artificielle (soit 18 millions de spermatozoides par paillette de
0.25ml) mais auss pour maintenir laviabilité des spermatozoides

La dilution est réalisée dans des biberons en verre gradués, stériles. Pour cela, le
volume de dilueur indiqué par le spectrophotometre est gjouté a I'gaculat qui est toujours
maintenu a 37°C au bain marie.

3.3.5. Refroidissement et mise en paillettes

Apres la dilution, les biberons sont déposés dans un réfrigérateur a +4°C pendant
3heures. Une fois refroidie, la semence sera conditionnée en paillettes fines, d'un diamétre de
2 mm et d'un volume de 0.25 ml. Le remplissage, I'impression (nom du taureau, son nUMéro
d'identification, la date de collecte et I'indentification du centre d'insémination) et soudage des
paillettes sont réalisés par une machine de remplissage et de soudage (MRS3). Cette derniere
se trouve dans une vitrine réfrigérée a +4°C. Les paillettes sont ensuite disposées sur des
rampes de congélation (araison de 100 paillettes par rampe).

3.3.6. Congéation

La premiere étape de la congélation est effectuée dans une cuve (Digit Cool). Durant
cette étape, la température est abaissée progressivement, gréce a des vapeurs d'azote, de +4°C
a -140°C. Aprés 7 minutes, les paillettes sont récupérées du Digit Cool puis sont plongées
dans de |'azote liquide a-196°C.

3.3.7. Deuxieme contr6le de qualités de la semence et stockage

Ce contrble permet de vérifier I'effet de la congéation sur la qualité de la semence
produite. Pour cela, 24 heures apres leur congéation, quelques paillettes sont choisies au
hasard. Elles sont décongelées dans de I'eau tiéde pendant 30 secondes. Elles sont ensuite
sechées leur contenu est examiné au microscope photonique afin de vérifier s les
spermatozoides ont gardé leur motilité. Si la congélation n'a pas eu d'effet négatif sur la
gualité de la semence, les paillettes sont déposées dans des gobel ets, eux-mémes placés dans
des canisteres. Ces derniers sont plongés dans des biostats (BT) d'azote liquide. Une
vérification réguliere du niveau d'azote est effectuée. Aprés 24heures de la collecte, la
semence congelée est transférée dans la bangue de semence qui sera conservée ains
indéfiniment.

3.3.8. Test deviabilité par le Cytométre

Avant et apres chaque manipulation, un lavage est effectué al'aide d'eau distillée, d'eau
de javel et une solution de lavage appelée EasyClean (Figure 20). Ceci afin d'éviter que le
capillaire du Cytomeétre ne se bouche, de récupérer toutes les cellules qui restent a l'intérieur
du systeme apres |'analyse précédente et de récupérer toutes les molécules qui peuvent altérer
les résultats de la prochaine analyse.

Un volume de lui de chague aculat est mélangé avec 199ul d'eau distillée
(Figure 21), le tout est déposé dans des puits placés sur une plague spéciale appelée Porte-
puits. Le nombre de puits est déterminé selon le nombre d'échantillons a analyser. La plaque,
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est ensuite recouverte par un cache noir pour empécher la pénétration des rayons lumineux et
une incubation est effectuée a 37°C pendant 10 minutes (Figur e 22).

Sur la premiére fenétre qui apparait sur l'interface du logiciel Cytosoft IMV, I'espéce
bovine est sélectionnée et |e type d'analyse, dans ce cas « viabilité », est choisi. La plaque est
ensuite récupérée de I'incubateur puis placée dans le Cytométre. Aprés avoir attribué le nom
des taureaux aux puits correspondants et enregistrement des fichiers générés dans un
emplacement choisi sur le microordinateur, I'analyse est lancée. Une fois I'analyse terminée,
les résultats sont récupérés sous forme d'un tableau de données (fichier Excel) et de
graphiques correspondants (nuages de points).

EASYCLEAN |

E ng solution for flow cytors
nktre eo fax- -

Figure 20 : Solution de lavage. Figure 21 : Méange de chague §aculat

(EASYCEAN) avec 199 ul d’eau distillée.

Figure 22 : [’incubation.
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1. Résultats

Le but principal de notre travail a été, de déterminer laviabilité des spermatozoides réfrigérés
et des spermatozoides décongel és par analyse cryométrique, afin de pouvoir comparer entre
ces derniers en déterminant |es paramétres spermatique.

1.1. Collecte de sperme

La collecte a été effectuée gréce a la méthode du vagin artificiel, utilisée pour toutes
les récoltes effectuées au niveau du CNIAAG. En effet, les taureaux utilisés pour la
production sont calmes et dociles et ont été longtemps entrainés a ce type de collecte. Les
résultats de la collecte auquel j’ai assisté ont éé reportés a partir des spermiogrammes
correspondants (Tableau 3).

Tableau 3 : Résultats des spermiogrammes.

Volume
Nom du Race Qualitéde | Volumede Concentration de
taureau sperme récolte (Spectrophotometre) | dilution
pure (ml) Million/ml (ml)
Jetstream | Montbéliarde 65/40 7 897 66
Jeffrey HO pie rouge 70/40 125 1104 148
(deux gaculats)
Jopic HO pie rouge 70/40 9 912 87
Jojoba Montbéliarde 70/40 35 1665 64.5
Winzer Fleckvieh 70/40 7 1332 101

1.2. Spectrophotométrie

L'utilisation du spectrophotometre nous a permis de calculer la concentration pour les
cing échantillons analysés dans un lapse de temps trés court. En effet, il Sagit d'une méthode
récente fiable et d'une précision satisfaisante, tres utilisee dans les centres de production.
Cependant, le spectrophotometre doit étre recalibré régulierement (une fois par an, au
minimum) a partir de comptages de référence, effectués a l'aide d'une cellule hématimétrique
afin de tenir compte des éventuelles dérives liées au dilueur ou a I'appareil lui-méme
(Cabannes, 2008).
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1.3. Cytométrie en flux

Les résultats sont obtenus sous forme d'un tableau de données avec des graphiques
correspondant a chague échantillon sous forme d'un nuage de points sur lequel deux
populations peuvent étre distinguées : la premiere, colorée en vert, représente le taux de
spermatozoides vivants, la seconde, colorée en rouge représente les débris. Les graphiques
obtenus doivent étre traités pour optimiser la précision lors de lalecture (Figure 23).

Figure 23 : Résultat du test de viabilité obtenu par e Cytometre en flux (1) premier
graphique obtenu al'éat brut (2) traitement du graphique pour éliminer les débris du résultat
(3) résultat final du test ne présentant que les spermatozoides vivants (en vert) et les
spermatozoides morts (en rouge).

1.4. Viabilité des sper matozoides r éfrigéres
Les résultats obtenus aprés 1’évaluation de la viabilité des spermatozoides réfrigérés en

s’appuyant sur I’analyse cytométrique, sont enregistrés et interprétées sous forme graphique
sur I’histogramme qui suit.
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Figure 24 : Lestaux de viabilité des spermatozoides réfrigérés des différents taureaux.

Selon les résultats obtenus, on remarque que les spermatozoides appartenant a 1’espéce
Jeffrey sont les plus résistants a la réfrigération avec une fréquence maximale, qui représente
72,45% de viabilité. Chez les autres taureaux les taux varient de 51,92% jusqu'a55,42%.

1.5. Viabilité des sper matozoides décongelés

Les résultats obtenus aprés 1’évaluation de la viabilité des spermatozoides décongelés en
s’appuyant sur I’analyse cytométrique, sont enregistrés et interprétées sous forme graphique
sur 1’histogramme qui suit.
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Figure 25: Lestaux de viabilité des spermatozoides décongel és des différents taureaux.
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Selon les résultats obtenus, on remarque que la viabilité des spermatozoides apres la
décongélation est diminuée jusqu'a ce qu'elle ait atteint moins de 30% pour tous | es taureaux.

2. Discussion

Les prélevements se font aux moments les plus frais de la journée. Cette programmation
permet d’¢liminer les effets négatifs de la chaleur sur la production du sperme. En effet, la

chaleur porte atteinte ala spermatogenése.

Le taux de viabilité des spermatozoides réfrigérés varie de 51.92-72.45%. Apresla

décongélation le taux de survie adiminué et varie de 20.67 — 28.49%.

Il existe des différences significatives (p <0.05) entre le nombre de spermatozoides
vivants avant congélation et aprés la décongélation.

Les facteurs de variation de la viabilité des spermatozoides sont multiples, notamment les
caractéristiques individuelles de chague animal, la concentration des semences, le dilueur, le
temps de refroidissement, le mode de congéation, de décongélation et d’incubation de la
semence.

Des études ont démontré que la capacité de fertilisation de la semence bovine décongel ée
pouvait étre jusqu'a sept fois plus faible que celle du sperme frais. C'est que le froid intense
affecte la membrane plasmatique du spermatozoide. On estime par ailleurs a 50 % le volume
de spermatozoides qui ne survivent pas a la procédure de congélation/décongélation. Selon
(JaniceL. Bailey, 2000)

Au nombre des facteurs d’influences susceptibles de modifier la résistance des
spermatozoides a la congélation, d’autres auteurs ont montré ’effet de 1’acrosome, du
systéme hypothalamo-hypophysaire, de 1’épididyme et de la teneur en cholestérol des
gaculats sur la qualité de la semence. Le type de dilueur peut influencer également la capacité
des spermatozoides a résister au choc de température. L’effet de la durée de 1’incubation sur
la viabilité des spermatozoides est d’autant plus marqué que la dilution de la semence est
élevée. Le contact des spermatozoides avec le liquide séminal, produit des effets divers qui
selon I’espéce en cause, se révelent favorable, nuls ou défavorables sur la qualité de la
semence: (ENNEN et al.,), (LENZ et al.,) chez le taureau (DARIN-BENNET et al.,)
(QUINN et al.,) chez le bédlier.
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Certains laboratoires d’Europe éliminent tout lot de semence congelée qui a 1’issue de cinq

heures d’incubation, contient moins de 20 % de spermatozoides vivants.

La proportion des spermatozoides mobiles dans le sperme dilué (semence), avant
congélation et apres dégel, est un élément précieux d’appréciation de sa qualité. Elle permet
de connaitre le nombre de spermatozoides vivants présents dans la dose prévue pour
I’insémination, ainsi que la maniére dont ils ont supportés les différentes manipulations.
Plusieurs auteurs cités par (ADAMOUN’DIAYE 1994) ont observé une corréation positive
entre le pourcentage des spermatozoides vivants et le taux de conception chez les vaches

inséminées avec la semence non congelée ou congel ée.

Dans la plupart des centres d’inséminations artificielles, dans les conditions habituelles de
travail, il faut au moins 12 millions de spermatozoides pour inséminer une vache. Les
différences significatives enregistrées sont justifiables par les pertes dues aux manipulations

des spermatozoides avant congélation et au moment de la décongélation
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Conclusion et perspectives

L'insémination artificielle joue un rdle important dans |I'amélioration génétique des
animaux d'élevage et son efficacité dépend en grande partie de la qualité de la semence
utilisée. De ce fait, un contréle rigoureux du sperme doit étre inclut dans tous les protocoles
de production afin de garantir une semence de bonne qualité.

Notre éude nous a permis d'évauer la facilité, la rapidité et la fiabilité de deux
méthodes utilisées dans les examens de routine pour le calcul de la concentration du sperme
par la spectrophotomeétrie ainsi que pour le contrdle de la viabilité des spermatozoides par la
cytométrie en flux.

Chaque méthode présente ses avantages et ses limites. En effet, bien que I'évaluation
de la concentration en spermatozoides avec les cellules hématimétriques soit considérée
comme la méthode de référence, il a éé montré que des méthodes plus récentes, comme la
cytométrie en flux et la spectrophotomeétrie, présentent une meilleure rentabilité gréce a leur
facilité, leur rapidité et leur précision

Par ailleurs, les progrés marqués par l'arrivée des sondes fluorescentes, permet de
réaliser, actuellement, des analyses multiparamétriques par le Cytometre. Aing, il est possible
par exemple de déterminer, lors d'une méme analyse la concentration ainsi que la viabilité des
spermatozoides.

Une meilleure maitrise de I'utilisation du Cytomeétre est nécessaire afin de profiter, au
mieux, des multiples perspectives d'utilisation de cette méthode dont nous n‘avons pu exposer
gu'une infime partie dans notre étude.
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Résumé

De nos jours l'insémination artificielle a pris une place importante dans le
domaine de I'amélioration génétique des animaux d'élevage. En effet, plusieurs centres
de production spécialisés soccupent actuellement de la production de semences de
différentes especes. Dans les protocoles de production et de conservation de la semence,
un contrdle doit étre effectué a différents niveaux afin de garantir une semence de bonne
gualité dans laquelle les spermatozoides sont en nombre suffisant tout en préservant leur
pouvoir fécondant. Selon les moyens disponibles, différentes méthodes peuvent étre
utilisées. La cytométrie en flux étant I'une des techniques les plus élaborées. En effet,
contrairement aux techniques classiques, elle permet de contrdler un nombre de
parametres plus important.

Dans cette étude nous avons proposé d'étudier deux principaux paramétres
permettant d'évaluer la qualité des semences bovines : la concentration et la viabilité des
spermatozoides. Pour cela, la concentration de la semence en spermatozoides a été
évaluée par la méthode : spectrophotométrie et la viabilité a été évaluée par |la méthode :
cytométrie en flux. Nous avons ensuite effectué une étude comparative de la viabilité des
spermatozoides réfrigérés et spermatozoides décongel és

Mots clés : Semences bovines, spermatozoide, viabilité, cytométrie en flux.
Spermatozoides réfrigérés, spermatozoides décongel és

Abstract

Today artificial insemination has become important in the field of genetic
improvement of livestock. Indeed, severa specialized production centers are currently
involved in the production of seeds of different species. In protocols of production and
conservation of seed, a check should be performed at various levels to ensure good
guality semen in which the sperm are sufficient while maintaining their fertilizing
power. According to available resources, various methods can be used. Flow cytometry
isone of the most sophisticated techniques. In contrast to conventional techniques, it can
control alarger number of parameters.

In this study we proposed to study two main parameters for assessing the quality of
bovine semen: concentration and sperm viability. For this, the concentration of sperm in
semen was evaluated by the method: spectrophotometry and viability was assessed using
the method: flow cytometry. We then carried out a comparative study of the viability of
chilled sperm and thawed sperm

Keywords. Bovin semen, spermatzoide, viability, flow cytométrie, refrigerated sperm,

Thawed sperm



Annexe

1. Lapréparation destaureaux

Les taureaux sont amenés dans la salle de monte et attachés dans les stalles d’attente. La
préparation consiste a promener le taureau et a I’amener au contact des boutes en train.

Figure.Taureau attaché dans la salle d’attente.

Lorsque le taureau présente des signes d’excitation (érection, flehmen...), letaurelier lui
fait effectuer plusieurs fausses montes. Elles consistent a laisser le taureau monter sur le boute
en train sans lui laisser le temps de donner le coup de rein concomitant de 1’éjaculation.

Figure. Lafausse monte.
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2. Collecte du sperme

La collecte a été effectuée grace a la méthode du vagin artificiel, utilisée pour toutes les
récoltes effectuées au niveau du CNIAAG. En effet, les taureaux utilisés pour la production
sont calmes et dociles et ont été longtemps entrainés a ce type de collecte.

Le principe du vagin artificiel est de reproduire 1I’ensemble des sensations présentées par
les voies génitales femelles lors de 1’accouplement (chaleur, pression, lubrification), et de
recueillir rapidement un §aculat total et non souillé.

Aprées chaque utilisation, I’ensemble du vagin est enticrement démonté pour étre lavé, séché
et désinfecté

Figure. Vagin artificiel démonté

3. Examen du sperme

Un examen macr oscopique

-Le volume (en ml) est évalué par lecture directe sur un tube de collecte gradué.

-Les aspects de 1’¢éjaculat tels que la couleur, la viscosité sont analysés par sSimple
observation de I’¢jaculat dans le tube de collecte ; un sperme normal est de couleur blanchatre
ablanc-jaunétre et de consistance laiteuse alactocrémeuse. Cette observation permet le plus

souvent la détection d’anomalies, comme la présence de sang ou de pus.
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Un examen micr oscopique

L’évaluation de la motilité massale

Observation sous le microscope photonique a platine chauffante I'intensité des vagues
provoqueées par le déplacement des spermatozoides est évaluée

NoteO:
Note 1 :
: vagues peu hombreuses
Note 3:
Note 4 :
Note5:

Note 2

absence de mouvement des spermatozoides
|éger mouvement perceptible, pas de vague

vagues nombreuses
vagues rapides et intenses
tourbillons tres rapides

Un sperme dont lamotilité massale est inférieur ou égale a 3est généralement éliminé.

Figure. Evaluation de la motilité massale par e microscope photonique a platine
chauffante.

L a concentration en sper matozoides

Est mesurée en milliards de spermatozoides par millilitre a 1’aide d’un Spectrophotométre
étalonné

Mesurer la concentration en spermatozoides de 1’éjaculat.
La quantité de dilueur a apporter a 1’éjaculat.
Le nombre de doses qui peuvent étre produites sont alors cal cul ées.
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de 4
de la pailletic moyenne *
Vd“'\'}'m:‘mo.wml

Volumes de la paillette finc :
Volume utile 0 21 ml
Volume total 0.23 ml
Equation du 03.07.2008
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Figure. Calcule de la concentration de spermatozoide

4. L’évaluation de la motilité individuelle

Mesurée au microscope au grossissement X40 entre lame et lamelle, elle correspond ala
proportion de spermatozoides avec un mouvement rectiligne qui traversent le champ du
microscope.

Les spermatozoides bougeant sur place, tournant en petits cercles ou se déplacant en arriere
du fait d’une queue repliée ne sont pas considérés comme mobiles.

5. Dilution dela semence

Le dilueur doit étre porté a une température de 35°C avant d’étre ajouté a la semence.
Il permet d’apporter aux spermatozoides les éléments nutritifs et protecteurs permettant leur
survie apres congélation.

L’ensemble dilueur/spermatozoides est maintenu a 4°C pendant une heure apres mélange
pour réfrigérer la semence. 3 heures d’équilibration supplémentaires sont ensuite nécessaires
pour permettre les échanges entre le dilueur et les cellules.

Les matériels utilisé dans cette étape est :

Ledilueur OPTIXCELL
Le diluteur MICROLAB 500
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Figure. Anomalies majeures des spermatozoides.
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Figure. Le spermiogramme utilisé dans laboratoire du CNIAAG
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6. Miseen paillettes

Apresladilution, les biberons sont déposés dans un réfrigérateur a +4°C pendant 3heures.
Unefoisrefroidie, |a semence sera conditionnée en paillettes fines par 1’utilisation d’une
machine de remplissage et de soudage.

7. Congélation

1. Refroidissement lent jusqu’a 4°C (1 h 30)
2. Refroidissement rapide jusqu’a — 196°C

8. Conservation

Les paillettes sont ensuite plongées dans 1’azote liquide et stockées dans des containers.

9. Analysedelaviabilité par la méthode cytométrie en flux

Grace au Cytomeétre en flux, il est possible d’analyser des solutions cellulaires a un rythme
extrémement soutenu (jusqu’a des dizaines de milliers de cellules par seconde) tout en
permettant jusqu’a 500 molécules par cellule d’étre enregistrées. La rapidité et sensibilité de
la cytométrie en flux en fait donc une méthode d’analyse de choix pour des populations
cellulaires secondaires

Le Cytométre utilisé est I'EasyCyte 5HT, IMV qui requiére I'utilisation d'un logiciel pilote
nommé guavaSoft IMV et d'un Kit nommé EasyKit.

On autilisé la cytométrie en flux pour analyser la viabilité des spermatozoides réfrigérés et
décongelés

Avant et apres chague manipulation, un lavage est effectué al'aide d'eau distillée, d'eau de
javel et une solution de lavage appel ée EasyClean.
On gjoute :

e [’cau distillée danslespositions 1 et 5 ou 9 (il faut mentionner la position qu’on a
utilisée) et wil, w2, w3, w4, wb, we.

e [’eaude javel dans la position 2.

e |CFdanslespositions 3 et 4.
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Figure. Les différentes positions et les mélanges de spermatozoides avec EasyBuffer

Apreslelavageon prend 1 ul de chaque semence et on mélange avec 199ml d’EasyBuffer.
On laisse le mélange pendant 10 minutes dans ’incubateur afin de commencer 1’analyse de la
viabilité des spermatozoides réfrigérés et décongelés

L esrésultats des deux analyses

Spermatozoidesréfrigéres:

Nom du taureau Race Taux deviabilité des
spermatozoidesr éfrigér és
Jetstream Montbéliarde 53.84%
Jeffrey HO Pie Rouge 72.45%
Jopic HO Pie Rouge 55.42%
Jojoba Montbéliarde 54.12%
Winzer Fleckvieh 51.92%
Spermatozoides décongelés :
Nom du taureau Race Taux deviabilité des
sper matozoidesr éfrigér és
Jetstream Montbéliarde 27.68%
Jeffrey HO Pie Rouge 21.52%
Jopic HO Pie Rouge 28.49%
Jojoba Montbéliarde 20.67%
Winzer Fleckvieh 21.45%
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