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Introduction




L'élevage animal est une activité essentielle qui vise a améliorer les performances et la
productivité des especes d'élevage. Dans ce contexte, la conservation du sperme épididymaire
est une pratique prometteuse pour préserver la fertilité des animaux, faciliter la reproduction
et favoriser le développement de nouvelles lignées génétiques. La conservation a basse
température, telle que 4 °C est une méthode couramment utilisée pour prolonger la durée de
viabilité du sperme. Cependant, cette technique nécessite I'utilisation de substances additives

pour maintenir la qualité du sperme au fil du temps (Joly et Theau Clément, 2000).

Cependant, plusieurs parametres peuvent influencer la performance de reproduction
chez les lapins tels que I’environnement, les conditions d’élevages et 1’alimentation.
Récemment plusieurs études menees sur les huiles essentielles ont montré leurs effets sur le

processus de reproduction (ElI K alamouni 2010).

L’huile essentielle « Rosmarinus officinalis » communément connu sous le nom du
romarin, est un extrait de plantes, reconnu pour ces propriétés antimicrobiennes, antioxydants
et anti-inflammatoires. 1l & suscité un intérét particulier en raison de ses diverses applications
en médecine et en industrie alimentaire. L'utilisation de I'huile essentielle du Rosmarinus
officinalis dans la conservation du sperme épididymaire a 4 °C présente un potentiel

intéressant en raison de ses propriétés bénéfiques.

Cependant, malgré l'intérét croissant pour l'utilisation de I1’huile essentielle du
Rosmarinus officinalis dans la conservation du sperme épididymaire du lapin a basse
température, des questions subsistent quant a leur efficacité et a leurs avantages potentiels. Il
est donc nécessaire de mener des recherches approfondies afin de mieux comprendre
comment ces huiles essentielles peuvent étre utilisées de maniére optimale dans ce contexte
spéecifique. Cette étude vise a explorer les effets de I'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis sur la viabilité et la mobilité du sperme épididymaire du lapin a 4 °C, ainsi que son
potentiel pour améliorer I'élevage a l'avenir. Ainsi, cette recherche se concentrera sur
1'évaluation de I'efficacité de ’huile essentielle du Rosmarinus officinalis dans la conservation

du sperme epididymaire du lapin a 4 °C.

La conservation du sperme épididymaire du lapin a des températures basses est un
domaine de recherche important pour les élevages. L'utilisation des huiles essentielles,
notamment celles dérivées de la plante Rosmarinus officinalis (romarin), suscite un intérét

croissant en raison de leurs propriétés bénéfiques. Cependant, il est essentiel de comprendre

-1-




comment ces huiles essentielles peuvent étre utilisées de maniére efficace et sécurisée dans la
conservation du sperme épididymaire a 4 °C en particulier chez le lapin, chose qui n’a jamais
éte faite. Notre objectif est donc de déterminer I'efficacité et les avantages potentiels de
I'utilisation des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis dans la conservation du sperme
épididymaire du lapin a basse température, en termes de parameétres de mobilité des

spermatozoides.




Chapitre /1




Physiologie de la reproduction chez lapin

Anatomie d’appareil genital du lapin male :

L’organisation générale de 1’appareil génital du lapin male est voisine a celle des
autres mammiferes, sauf pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter les testicules
dans I’abdomen ou de les extérioriser dans les bourses grace a un tissu musculaire qui est
le crémaster, ainsi que quelques différences concernant la taille, le poids et la forme des

organes (Hamon et al., 1999).

Il comporte 3 grandes parties : la partie glandulaire constituée par les testicules,
la partie tubulaire constituée par 1’épididyme, le canal déférent, 1’urétre et en fin la partie
copulatrice constituée par le pénis (Barone, 1976), ainsi que les glandes annexes qui sont

; la prostate, les vésicules séminales, la glande de Cowper... (Figure 1).

Rein gauche

Artére rénale

Vessie

Canal déférent
Vésicule séminale
Glande veésiculaire
Prostate

Glande bulbo-urétrale
(glande de Cowpady
Urétre

Téate ~
Comps | Epididyme
e

Glande préputiale
Pénis sans gland

FigureOl1: Appareil reproducteur du lapin male (Garreau et al., 2015).

1) Les testicules :
Les testicules sont des organes pairs dotés d’une double fonction :

La fonction exocrine : (Spermatogenése).
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- La fonction endocrine : (la synthése et la sécrétion des hormones sexuelles principalement la
testostérone) qui sont assurées par une double structure, un compartiment tubulaire et un
compartiment interstitiel (Muller et Clos, 1997).

a) Anatomie :

Les testicules du lapin sont des organes pairs de forme ovoide (Bedosa, 1998)
amincis aux extrémités avec un p6le caudal plus pointu mesurant 3 a 3,5cm de longueur, 1 a

1,5 cm de largeur, 1 a 1,3 cm d’épaisseur et pesant 1,5 a 2g (Figure 02).

Ils sont situés de part et d’autres de la ligne médiane inguinale, protégés et soutenus
par une enveloppe appelée scrotum ou sac scrotal, constitué d’une fine couche de peau
recouvrant divers couches fibro-élastiques et musculaires dont la plus importante est le dartos
(Barone, 2001).

Le lapin est alternativement exorchide lorsque les testicules montent dans la cavité abdominale
sous I’effet de frayeur, ou énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses grace a un tissu

musculaire appelé crémaster (Boussit, 1989 ; Barone, 2001).

Figure02 : Testicule du lapin (photo personnelle)




Physiologie de la reproduction chez lapin

1- L’épididyme :

L’épididyme, organe du tractus génital male, est accolé a la face postérieure du
testicule et relie les canaux efférents au canal déférent. Chez les mammiféres, c’est un
long tubule unique fortement contourné dont la taille varie selon les especes, il mesure 1,5

a 3cm chez les lapins (Barone, 1978 ; Grasse, 1995) (Figure 03).
a) Anatomie :

Sur la base de sa morphologie et de son histologie, cet organe peut étre divisé en

trois parties distinctes :

- La téte (région proximale) : qui est reliée au hile du testicule par les canaux efférents et le
rete-testis.

- Lecorps (région médiane) : accolé au testicule jusqu’a sa partie postérieure.

- la queue (région distale) : connectée au canal déférent (Abe et al., 1983 ; Abou Haila et
Fain-Maurel, 1984).

Ces parties sont également subdivisées en plusieurs segments chacun d’entre eux

étant délimité par des cloisons conjonctives (Thibault et Levasseur, 2001) (Figure 03).

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

contractions permettent le transit des spermatozoides (Bonnes et al., 2005).
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Figure03 : Anatomie et régionalisation de 1’épididyme (Hermo et Robaire,
2002).

b) Lumiére du canal épididymaire :

Le transit des spermatozoides pour rejoindre le systeme éjaculateur depuis les gonades
maéles, a travers 1’épididyme au niveau de sa lumiére, ou ils baignent dans un milieu de nature

tres complexe : le fluide épididymaire.

Ce dernier est composé principalement d’ions, de petites molécules organiques, de
protéines et de macromolécules. Mais en raison d’une forte régionalisation tissulaire et
cellulaire des activités de synthése, de sécrétion et réabsorption des cellules épithéliales, la
composition de ce fluide épididymaire varie tout le long du canal (Adamali et al., 1999 ;
Hermo et Robaire, 2002).

c) Epithélium épididymaire :

L’¢épithélium de 1’épididyme est un épithélium pseudo stratifi¢ de type cylindrique ;
entouré de cellules musculaires lisses appelées cellules myoides. Plusieurs types cellulaires se
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retrouvent dans 1’épithélium de 1’épididyme. Chaque type cellulaire est retrouvé dans

I’épithélium selon une distribution région-dépendante (Mandon ; 2015).

Six types de cellules composent 1’épithélium de 1’épididyme ; ce sont les cellules
basales, étroites, apicales, claires, en halos et principales, qui présentent des caractéristiques
structurales et fonctionnelles trés variées de la région proximale a la région distale du

tubule.et chaque type de cellules a un role qui est spécifique(Figure04)(debellefeuille,2002).

Cellules principales

/ \ Cellule claire

Cellule étroite Cellule basale Cellule en
halo

Figure04 : Représentation schématique de 1’épithélium épididymaire (Girouard, 2009).

N:noyau; LT: lymphocyte T; Mo: monocyte.

d) Les cellules épididymaire :
- Cellules principales :

Les cellules principales (cellules stéréo ciliees) sont les cellules les plus abondantes
de I’épithélium épididymaire, constituent environ 80% de la population cellulaire totale dans
le segment initial et ne représentent que 65% de la population cellulaire totale dans la queue
de I’épididyme (Trasler et al., 1988).

Ces cellules présentent des caractéristiques structurales variables d’un segment a
I’autre de I’épididyme, elles sont reliees entre elles par des jonctions serrées et des
desmosomes (Hermo et Robaire, 2002).

Leur hauteur est plus élevée au niveau de la téte que de la queue de 1’épididyme,

[n
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cette variation concerne aussi la longueur des microvillosités qui tapissent leur pole apical
(Ramos et Dym, 1979, Flickinger et al., 1978 ; Jones et al., 1979).

Ces cellules jouent un réle important dans le transport, la sécrétion et 1’absorption de
petites particules et de protéines induisant ainsi la maturation épididymaire des
spermatozoides (Hermo et Robaire, 2002) et participent également a la formation de la
barriere hemato-épididymaire via 1’établissement des jonctions serrées (Suzuki et Nagano,
1979).

- Cellules basales :

Les cellules basales représentent 10%a 20%de la population cellulaires épididymaire
totale. Sont de petites cellules allongées, avec un noyau irrégulier et un cytoplasme pauvre en
organites, localisées tous le long du canal épididymaire et reposent sur la membrane basale
formant ainsi un réseau en dessous des cellules principales (fig04) (Soranzo et al., 1982).

D’apres Veri et al (1993) et Cooper (1998) et Seiler et al., (2000), elles jouent un
role dans 1’élimination des radicaux libres ainsi que dans la protection immunitaire des
spermatozoides en participant a ce qu’on appelle, la barriére hémato-épididymaire.

- Cellules en halo :

Les cellules en halo sont présentes tout au long de 1’épididyme et sont situées a la
base de 1’épithélium (Robaire et Hinton, 2002).

Elles sont identifiées comme étant des lymphocytes intra-épithéliales ou des
monocytes qui migrent dans 1’épithélium durant le développement post-natal et elles
contribuent a former une barriére immunologique au niveau de 1’épididyme (Hofferet al.,

1973 ; Hermo et Robaire, 2002)

- Cellules claires :

Les cellules claires sont des grandes cellules prismatiques, présentes essentiellement
dans le corps et la queue de I’épididyme (Soranzo et al.,1982), elles sont caracterisées par la
présence de nombreuses vésicules claires en région apicale, de lysosomes en région médiane et

de nombreuses inclusions lipidiques dans leur région basale (Robaire et Hermo,1988).

D’apres Olson et Hinton (1985), elles joueraient un role dans 1’absorption de certains

composants du fluide épididymaire.
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- Cellules apicales :

Les cellules apicales retrouvees principalement dans le premier segment de
I’épididyme (la partie proximale de la téte) présentent un cytoplasme dense, trés riche en
mitochondrie, contenant des lysosomes et de I’anhydrase carbonique impliquée dans la
sécrétion des ions H+ et la réabsorption des bicarbonates (HCO3-), responsables de
I’acidification du fluide épididymaire (Martinez-Garcia et al., 1995).

- Cellules étroites :

Les cellules étroites se retrouvent dans le segment initial et intermédiaire de
1I’épididyme, pourvue d’un noyau allongé en position apicale. Ces cellules se prolongent entre
les cellules principales pour atteindre la région basale de 1’épithélium épididymaire, ce qu’ils
leur conferent un aspect en calice. Leur cytoplasme est riche en vacuole, vésicules endos
cystiques, lysosome et mitochondrie et leur membrane apicale émet des villosités courte,
épaisse et irréguliere (Hermo et al., 2000). Elles semblent participer a I’acidification du
fluide épididymaire car elles possédent une activité anhydrase carbonique et sont capables de

sécréter des protons dans la lumiére (Cohen et al., 1976;Hermo et al., 2005).

Il. Laspermatogénese:

La spermatogenése est le processus de différenciations cellulaire qui
permet la production des gameétes males matures haploides (n): les
spermatozoides, a partir de cellules souches diploides (2n) (Figure05)
(Dadoune et Demoulin, 2001).
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Selon Amman (1993), la spermatogenése se déroule au niveau des
tubules séminiféres des testicules en passant par spermiogenéese trois grandes

étapes: la spermatocytogenése, la meiose et la Spermiogenese.
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Figure05 : Différentes étapes de la spermatogenése (Marie b, 2006).
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I. Les facteurs influencant a la production et la qualité du sperme :

Effectivement, plusieurs criteres peuvent influencer la productivité potentielle d'un
lapin, tels que I'age, la santé de I'animal et I'environnement dans lequel il vit. Voici quelques

détails sur chacun de ces critéres .

L’age :

L’age du lapin influence sur la concentration des spz et méme sur la viabilité¢ du
spermatozoide, exemple la maturité sexuelle des males commence & partir de 110 jours ; mais
dans son premier éjaculat la viabilité des spermatozoides est faible a nulle. 1l faut attendre 135
a 140 pour I’accouplement. Il existe en effet des différences raciales dans 1’age de la puberté,
mais les conditions d’élevage jouent aussi un role essentiel en particulier 1’alimentation (plus

encore que le climat) (Colin, M. & Lebas, F. 1994).

Lasanté :

Le lapin est de nature treés propre comme le chat, et qu’il fait trés bien sa toilette. Il a
¢été largement vérifié que 1’inflammation de I’appareil reproducteur masculin (O’Bryan et
Coll., 2000). Altére les fonctions testiculaires et séminal caractéristique en affectant la
biosynthese. La santé des lapins doit étre étroitement contrdlée, en particulier chez les

animaux qui vieillissent.

L’environnement :

. L’environnement (milieux) est tout ce qui entoure 1’animal : habitat, alimentation
solide et liquide, air, bruit, etc. la notion d’environnement peut s’étendre a la ferme, au village
a la région et méme au pays parallélement, les conditions d’hygiéne ou réglements sanitaires
doivent étre renforcés. L’environnement propice et adapté a ce comportement naturel

favorisera la reproduction réussie chez les lapins (Oloufa, M.M., Bogart, R. &McKenzie).

Il. Larécolte du sperme :

Le recueil du sperme est une technique employée lors de 1’insémination artificielle

(IA) ou la fécondation in vitro (FIV) mais selon deux méthodes soit par vagin artificielle ou
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par récolte de sperme de 1’épididyme, Cette derniére est une nouvelle biotechnologie de la

reproduction.

Technique de récupération du sperme :

Apres plusieurs recherches, il a été découvert que la récolte de 1’épididyme est la
meilleure semence a conserver. La motilité et la viabilité de ses spermatozoides est meilleur
par rapport au sperme récolté par le vagin artificiel ou I’électro €jaculation. Ils ont trouvé que
la semence épididymaire peut rester de 4 & plusieurs jours a 4C° sans dilution avec des
résultats acceptable pour la conservation (D. Fernandez Abellal,22015)

Vagin artificiel :

Le sperme est recueilli au moyen d’un vagin artificiel remplis d’un liquide chaud
de température environ 45 C° une femelle est équipée de se dispositif est présentée au male.
Quelques auteurs ont rapporté que la stimulation antérieure de male augment la concentration
de la semence en spermatozoides. Et il peut étre utile de laisser auparavant une femelle sur le
dessus de la cage du male pendant plusieurs minutes. Le type de vagin artificiel influence
I’adaptation du male a la collection. Un vagin avec un orifice large facilite I’adaptation.
Généralement il y’a beaucoup de contamination bactérienne de 1’environnement et il est
important de prélever 1’échantillon de sperme dans les conditions d’hygiene (Mercier et

Redeaud, 1990).

Prelévement épidémique :

Le nombre des spermatozoides fertile présent dans I’épididyme est de 5 a 15 fois le
nombre des spermatozoides dans 1’éjaculat (Jones, 1998). Le sperme de 1’épididyme est aussi
une source d’'une gamme génétiques pour les animaux au court d’extinction ou qui meurent de
facon inattendue. Le sperme épididymaire récolté est utilisé dans plusieurs techniques de
reproduction pour différentes especes comme la souris (An et al., 1999), et ’homme
(McLachan, 1998).

Le sperme épididymaire est recueilli aprés incision du tubule épididymite et
(Tamayo-Canul et al., 2011b). Pour évités toute contamination par du sang et pour obtenir

un nombre maximums de spermatozoides épididymaire, 1’échantillonnage doit étre d’abord
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effectuée en rétro rincant la lumiére épididymaire du conduite déférent avec du [I’aire
(Kikuchi et al., 1998), I’eau physiologique (Dacheux, 1980) ou I’huile de paraffine
(Dacheux et al.,2006) (figure 06).

Deferent

Needle and
duct

1.5mL tube F 1 mL seringe

Posterior cauda

Figure 06 : Perfusion de la partie caudale de 1’épididyme de bélier (technique de flush
rétrograde). (Tamayo-Canul et al., 2011b)

1. Analyse du sperme :
1) Evaluation macroscopique :

Apreés la récolte du sperme on établit un examen visuel du Eppendorf (micro tubes)
pour préciser le volume et la couleur de la semence.

a) Volume :

Le volume du sperme récolt¢ dépend de 1’age, la race de lapins, aussi d’autres
facteurs qui agissent sur la quantité et la qualité du sperme collectées. La mesure de volume
s’effectue par lecteur direct a I’aide de la graduation du tube de collecte. Le volume moyen de
I’¢éjaculat est environ 0.4 a 1.5 ml, mais cela varie d’un éjaculat a I’autre. Concernant la

semence récoltée de épididymes varie entre 0.05 et 0.1 ml (G. Baril, P. chamineau).
Tableau I : Volume spermatique de I’éjaculat de quelques mammiféres

Lapin Taureau Cobaye

Volume (ml) 0.4-0.6 2-10 04-0.8
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b) Couleur :

La couleur de la semence est blanc nacré ; une couleur différente est interprétée
comme sulite :

e Une couleur blanchétre : signifie que ce sperme est moins concentre par rapport a 1’origine.
= Une couleur rougeétre : signifie a la présence du sang frais.
= Une couleur jaunatre : signifie présence du pus ou des urines.

»= Une couleur marron : signifie a la présence des éléments sanguins dégénérés ou matiére
fécales.

(Alvarino, 1998).

c) Leph:

La mesure du pH se fait a I’aide d’un papier pH ou d’un pH-métre. Le pH du sperme
est proche de la neutralité. Un pH inférieur a 6.5 ou supérieur a 8 a comme conséquence la
diminution de la plupart des paramétres (paramétre cinétique, viabilité, activité
mitochondriale, et morphologie) (Contri et al., 2012)

Tableau II. Valeur de pH du sperme chez quelques especes

Verrat Taureau Etalon Bélier

pH 73-79 6.5-6.9 6.2-7.8 59-73

2) Evaluation microscopique :

L’évaluation microscopique permet d’estimer la concentration, la motilité et la
presence d’¢léments autres que les spermatozoides (autres cellules, gouttelettes, ou
particules). Un microscope a contraste de phase est recommandé pour I’examen des produits

non colorés préparatifs. Le sperme de lapin présente une variété de quantités de particules.

[n)
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Alors Dans cette étape on evalue par 1’observation d’une goutte de semence brute et diluée

puis donner une note de 0 a9 pour la motilité massale et de 0 a 4 pour la motilité individuelle.
Mobilité :
Mobilité Massale :

C’est une mesure rapide et facile qui nécessite un examen microscopique de la
semence, dés que celle-ci est collectée. La motilité massale est notée de 0 a 9 évalué par
I’observation d’une goutte de semence pure ; elle se précise par le mouvement de la masse des
spermatozoides. (N Bencheikh, 1994).L’observation doit étre faite tres rapidement car la
motilité massale du sperme diminue rapidement au bout de 15 a 20 secondes.

Mobilité Individuel :

La motilité individuelle est notée de 0 (aucun mouvement des spermatozoides) a 4
(Spermatozoides « fléchant » avec un mouvement rectiligne), puis évaluée par une analyse
microscopique d’une goutte de semence diluée entre lame et lamelle, cette derniére se

caractérise par le mouvement propre des spermatozoides (N Bencheikh, 1994).
Concentration :

La concentration de la semence en spermatozoides est ensuite mesurée par la
numération a I’hématimetre ou cellule de Thoma. Ces mesure permettent de calculer, pour
chaque éjaculat, le nombre des spermatozoides totaux (concentration des spermatozoides X
volume) et vivant (concentration X volume x pourcentage de spermatozoides vivant / 100). (N
Bencheikh, 1994).

Morphologie :

L’étude de La morphologie des spermatozoides du lapin est essentielle pour établir
les paramétres physiologiques du sperme, Il peut étre réalisée par microscopie optique d’un
frottis de semence coloré en utilisant différentes techniques de coloration a la nigrosine-
éosine, a I’encre de Chine et au Giemsa. Son but est de déterminer les anomalies

morphologiques pouvant siéger au niveau de différentes parties des spermatozoides (figure
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07). Sur ce méme frottis on peut déterminer le pourcentage des spermatozoides vivants ou

morts.

Les spermes ayant moins de 20% de spermatozoides anormaux et plus de 60%
de spermatozoides vivants peuvent étre conservés. La forme du spermatozoide du lapin

est similaire a celle des autres mammifeéres (figure08) (Parez et Duplan, 198).
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Figure 07 : Classification des différentes anomalies spermatiques (G. Baril, P.

chamineau)
B Tete
Plece
intermédiaire
Mitochondries
' Acrosome
Flagelle Centriole
Noyau

Figure 08 : Structure du spermatozoide du lapin
(https://www.invitra.fr/spermatozoide/structure-du-spermatozoide/)

[n)
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4) Le systeme CASA :

Le CASA « Computer Aided Sperm Analysis » a évolué au cours des années pour
fournir un moyen objectif et pratique de mesure et de caractérisée la vitesse et le modele de
mouvements des spermatozoides. Les instruments du CASA utilisent des cartes d’acquisition
vidéo pour capturer de multiples images de dizaines de spermatozoides alors qu’ils traversent
le champ du microscope Vue. L’ordinateur numérise les traces de spermatozoides pour une
analyse en temps réel ou ultérieure de divers parametres de mouvement (Boyers et al., 1989;
Mortimer, 1997).

Le CASA se compose d’une série de points, chacun marquant la position de la téte
du spermatozoide du lapin sur chaque image — vidéo. L’emplacement du point ou
« centroide » peut étre déterminé en fonction de la taille, la luminosité ou du bord de la téte
du spermatozoide (Mortimer, 1997). Le logiciel CASA relie les points pour construire des
pistes individuelles visualisées sur I'écran de 1’ordinateur. Une trace du spermatozoide est une
projection bidimensionnelle réelle de sa téte telle qu’elle est propulsée vers 1’avant par le

flagelle (Mortimer, 1997).

L’ordinateur du CASA utilise les coordonnées x, y du centroide en chaque point
pour calculer trois termes de vitesse et de dériver d’autres mesures qui caractérisent la piste.
Une compréhension de ces mesures est importante pour interpréter les données du CASA et

pour choisir les plus appropriés pour une situation (figure 09).

» VSL (Straight Line Velocity): la vitesse en ligne droit (um/s) correspondant a la trajectoire
rectiligne définie a partir de la distance entre la premiere et la derniére position de la téte.

» VCL (Curvilinear velocity) : la vitesse (um/s) calculée selon la trajectoire curvilinéaire
(somme des distances entres les différents positions de la téte sur chaque image).

» VAP (Average path velocity): la vitesse (um/s) selon la trajectoire moyenne.ALH,
(Amplitude of lateral Head displacement): I'amplitude de déplacement lateral de la téte
(um/m) correspondant a la distance maximale obtenue en calculant pour chaque point

constituant la trajectoire sa distance par rapport a la position moyenne.
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VAP (Path velocity

VCL (Track speed)

— -
—

— -
-

V5SL (Progressive velocity)

Figure 09 : Graphe représente la motilité du spermatozoide (P. Kathiravan et al.,
2011).

V. La Conservation :

3) Types de conservation de la semence :

Apreés la récolte, la semence peut étre soit utilisée en tant que semence fraiche soit

réfrigérée ou congelée pour un usage ultérieur.
a) Congélation avec I’Azote Liquide :

Quelle que soit 1’espéce, la semence est conditionnée juste avant d’étre congelée. Le
but du conditionnement est de fractionner la semence de facon a ce qu’elle soit facilement
identifiable, stockable et utilisable. Deux principaux conditionnements sont disponibles pour
congeler la semence : les pastilles, les paillettes et les ampoules qui sont a I’origine prévues

pour une congélation lente mais qui sont peu utilisés.

La congélation correspond a la mise des paillettes dans la vapeur d’azote pendant
quelques minutes puis a les plonger dans 1’ Azote Liquide a -196 C°. En effet, Les paillettes et

les pastilles autorisent des vitesses de congélation plus rapide que les ampoules.
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b) La décongélation :

La semence est décongelée juste avant 1’utilisation, le plus souvent lors d’une
IA(insémination artificielle).(Ponthier et al., 2014). Les paillettes sont directement

transférées de 1’azote liquide vers un bain-marie réglé a 45°C.

Une autre méthode de décongélation de la semence consiste a vidé le contenu de
chaque paillettes décongelée dans un volume de solution isotonique a 37 — 38 C° et de laisser
la suspension de la semence a cette température pendant 5 min avant d’évaluer la qualité de la

semence et de 1’utilisé pour une IA (Pena et Lind-Forseberg 2000 ; Luvoni et al., 2003).
c) La refrigération :

Le sperme peut étre réfrigéré progressivement de 12 — 14 °C dans les 24 aux 96

heurs, & 7 C° ou plus souvent a 4 C° (0 — 5, jusqu’a 8 jours) (Decuadro-Hansen., 2004).

La réfrigération de la semence peut constituer soit un processus a part entiére soit
une des étapes du processus de cryoconservation qui correspond au refroidissement de la
semence avant la congélation. La réfrigération permet de conserver le pouvoir fécondant du

sperme pendant plusieurs jours a 4 C° (Dumon, 2007).

La réfrigération de la semence est utile dans le cas d’une insémination artificielle a
distance lorsque les animaux sont éloignés géographiquement, lorsque la semence est de
qualit¢ médiocre ou encore lorsque qu’il faut différer une insémination initialement prévue

avec de la semence fraiche.

4) Milieux de conservation de la semence :

Une semence épididymaire, contient que du sperme pure sans gel, il contient
plusieurs milliards de spermatozoides ; alors qu’il suffit un seul spermatozoide pour féconder

I’ovule.
» Taux de dilution :

Il y “a plusieurs facteurs a respecter pour avoir une meilleur dilution, a savoir le

volume, la concentration du sperme récolté et le taux des spz vivants qui jouent un role tres
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important dans la conservation. Par ailleurs, le taux de dilution & un réle important dans la
survie des spz (Boiti et al., 2005).

a) Vitamine « E » :

La vitamine E est un antioxydant et liposoluble, elle protege les membranes
cellulaires, d'autant mieux qu'elle en stabilise les lipides. Elle intervient aussi dans la fonction
de reproduction. On connait au moins 7 formes moléculaires de tocophérols se différenciant
par le nombre et la position des groupements méthyle (-CH3) sur la molécule. Ils sont
distingués par une lettre grecque (alpha, béta, gamma, etc.) en fonction de I'ordre décroissant
de leur activité vitaminique E (F. Lebas., 2000).

b) Vitamine « C » :

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble, également appelée acide ascorbique.
L’acide ascorbique qui se présente sous 1’aspect d’une poudre cristalline trés soluble dans
I’eau et sous forme oxydée- I’acide déhydroascorbique, il est plus fragile et facilement oxydée
au contact de 1’eau, de I’air et de la lumiére. C’est un donneur hydrogéne qui intervient dans
diverses réactions métaboliques de 1’organisme. La vitamine C assure une protection contre

les agents oxydants toxiques pour la cellule (Jacques Buxeraud et al., 2021).

Des études montrant que la vitamine C joue un role important dans 1’amélioration en
qualité et en quantité des spermatozoides, c’est une amélioration qui touche leur mobilité et

leur morphologie des Spz (Akmal ; Qadri ; Al walili et al., 2006).
c) Polyéthyléne glycol « PEG » :

Le PEG est un polymere fabriqué a partir de monomeres d’éthyléne glycol (dérivé
d’alcool). C’est un liquide visqueux incolore, il est soluble dans 1’eau, 1’alcool et 1’acétone.
Le PEG 6000 a un effet efficace pour augmenter la solubilité des differentes molécules
actives (Mokrane Iguer-ouada et., R Kaidi and Asma Amokrane. 2020).
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5) Huile Essentielle « Rosmarinus Officinalis » :
a) Définition et répartition :

L’ Algérie est un pays riche en plantes médicinale qui poussent généralement a 1’état
spontané (Baba Aissa, 1991), (figure 10).

Rosmarinus Officinalis L. est sous le nom vernaculaire local « Halhal el djebel » ; nom francais
« Romarin » c’est une plante souvent utilisée efficacement par les tradipraticiens dans le

traitement de divers maladie infectieuses (Beloued, 1998).
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Figure 10 : Isotype de Rosmarinus Officinalis, plante d’ Algérie 1852 N° 444, Oran.

b) Description botanique :

Arbuste ou sous-arbrisseau ligneux tres odorant avec des feuilles linéaires a marge
révolutée, gaufrées, verdatres en dessus, plus ou moins hispides blanchatres en dessous.
Inflorescences et calice a pilosité pruineuse tres court constituée par des poils étroitement
appliqués. Inflorescences en épis trés courts, a bractées squamiféres de 1 — 2 mm, rapidement
caduques Figure 11 (M.D. Mira et al., 2013).
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Figure 11 : Rosmarinus Officinalis « Halhal » (photo personnelle)

c) L’extraction des huiles essentielles :

Elle s’effectuée par hydro distillation durant une heure, a la température de 100°C,
en mettant des parties aériennes séchées de la plante dans un appareil de type Clevenger. La
vapeur d’eau enrichie de constituants volatils est condensée puis décantée a 20°C. Cette

opération est suivie par le calcul des rendements effectué selon la norme (AFNOR (1986)).

d) Intérét du « Rosmarinus Officinalis » :

L’huile du romarin a un effet essentiel dans tout les domaines comme la cosmétique,
la santé et il est méme concéderé comme un antioxydant car il protege le sperme contre le
stress oxydative pendant la cryoconservation (Zhong R & Zhou D (2013)). L’huile
essentielle de « Rosmarinus Officinalis » a prouvé qu’il a un effet efficace pour la
conservation des spermatozoides de la coque dans une température de 4 C° (Touazi L et al.,
(2018)).

e) La toxicité de « rosmarinus officinalis » :

Le romarin comme les autres huiles essentielles a une dose de toxicité, ces
derniers temps les scientifiques ont découvert a des concentrations élevées, certaines
substances présentes dans I'huile de romarin peuvent étre toxiques pour les

spermatozoides. Il est donc recommandé de respecter les doses appropriées et de faire

[n)

=24 -
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preuve de précaution lors de l'utilisation de I'huile essentielle de romarin dans des
applications liées a la préservation des spermatozoides (A. Benberkane et al., 2019) a

découvrir que la meilleur dose pour conserver le sperme d’un coq est de 0.5 pl.
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Objectif du travail

Dans notre travail, nous avons testé de nouveaux traitements & base de I’huile
essentielle « Rosmarinus Officinalis » dans la conservation du sperme épididymaire du lapin,

dansle but d’améliorer sa conservation a 4C°.

Collecte de la semence :

Nous avons réalisé¢ notre étude par ’analyse du sperme épididymaire des lapins
emmenés de deux boucheries de Bejaia, collés aux gonades fraiches récupérés dans une
glaciere.

Matériel de collecte :
a) Matériel biologique :
Des gonades fraiches, de deux races de lapin différentes espagnoles et algériennes.

b) Matériel technique (figure 12) :

e Balance
Seri e Micropipette 0.5ul, 10ul, 100ul et 2000l
e Seringue
J e Les embouts
e Aiguille

e Aluminium
e Les bécher ) )
e Papier absorption
e Des tubes secs )
e Portoir
e Tubes Eppendorf

e Barreaux magnétiques
e CASA
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Figure 12 : Matériel technique

Produits utilisés (figure 13) :

D-glucose e Eau distille
Acide citrique e Pénicilline
Polyéthyléne glycol e VitC

Tris e Huile essentielle

Vit E

Figure 13 : Matériels chimique

Conservation de la semence par réfrigérationa 4 C°

Nous avons d’abord préparé les différents milieux en commencant par le Tris.
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1) Preparation du contréle Tris :

Pour préparer la solution du tris buffer dans 100ml d’eau distillée, nous avons eu

besoin des produits suivant :

» Tris Buffer = 3.028g

» Acide Citrique = 1.25¢g

» D-Glucose = 1.65¢g

» Eau Distille = 100ml Tris buffer

Polyéthyléne glycol
Acide Citrique

= Acide citrique

= Balance

= Cuillere a mesure
= D-Glucose

= Eau distillé

= Papier absorbant
= Papier aluminium
= PEG

= Pénicilline

= Tris

Figure 15 : Préparation du Contrdle Tris
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Figure 16 : Agitation de la solution.

2) Preéparation des autres milieux :
a) Préparation du milieu PEG seul (PEG+TRIS) :
Pour 10 ml du Tris :

0,180g > 5ml tris

X9 »10ml tris

[XZ 0,360g de PEG ]

Nous avons mit 0,360g de PEG dans 10ml de Tris, puis nous I’avons laissé sur un agitateur

pendant 2 heures (figure 17).

Figure 17 : Association PEG/TRIS
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b) Préparation de ’HE :

Pour préparer ce milieu dans 1ml de tris, nous avons prélevé, avec la
micropipette, 0.5ul de I’huile essentielle. Puis nous avons laissé sur un agitateur

pendant 2 heurs (figurel8).

Figure 18 : La solution de I’'HE

c) Préparation de I’association PEG/HE :

Pour préparer cette association, nous avons utilisé le rapport {10% HE : 90% PEG}

nous avons utilisé donc, 8mg d’HE et 72mg de PEG pour 2ml de Tris.

Dans un bécher nous avons mit le PEG+HE et le Tris puis nous I’avons couvert
avec du papier aluminium pour éviter son exposition a la lumiére. Ensuit nous avons laissé le

mélange s’agiter pendant 2 heurs jusqu'a ce que la solution soit homogene (figurel9).

-31-




Matériels et méthodes

Figure 19 : Association PEG/HE
d) Préparation du milieu vitC seule :

Ce milieu est préparé le jour de la collecte du sperme car la vitC s’oxyde
rapidement. Nous avons mélangé 0.100g de vitC avec 1ml de Tris. Ensuite, 1’avons laissé

pendant 1h sur I’agitateur (figure 20).

Figure 20 : Les milieux de conservation.
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3) Meéthode de collecte de la semence :

Au niveau de la boucherie et juste aprés 1’abattage des lapins, nous avons récupéré
les gonades reliées a leurs épididymes et nous nous sommes dirigés vers le laboratoire pour le

prélévement et 1’analyse du sperme.
» Séparation de I’épididyme du testicule :

Apres I’enlévement de 1’albuginé (a), la téte de 1’épididyme et le canal déférent
sont dépouillés du testicule a 1’aide d’une lame bistouri (b), nous avons séparé 1’épididyme du
testicule, puis avec une seringue nous avons injecté du Tris pour bien gonflé 1’épididyme (c).
Avec la méme seringue vide, nous avons injecté de I’aire pour créer une pression a I’intérieur
de I’épididyme (d) et avec une lame bistouri nous avons réalisé une petite incision au niveau
de la téte d’épididyme, d’ou va s’écouler le sperme pour le récupérer dans un eppendorf (e) et
(f) (figure 21).
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Figure 21 : Etapes de la récolte épididymaire.

I1.  Analyse de semence :

Dés son prélevement, le sperme épididymaire est examiné macroscopiquement et

microscopiquement.
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1) Examen macroscopique :

a) Couleur :

La semence prélevée a une couleur blanchatre, observée a I’eil nu dans le tube

Eppendorf,.
b) Volume :

La lecture du volume est réalisée directement sur le tube gradué, apres la

récupération du sperme de plusieurs gonades.

2) Examen microscopique :

a) Systeme CASA :

Le CASA “Camputer Assissted Sperm Analyser” est un systéme qui consiste a
analyser, entre autres, la motilité des spermatozoides. Cet ordinateur est composé d’un
moniteur et d’un microscope avec une caméra qui permet d’afficher ’image sur 1’écran de
I’ordinateur en méme temps que les spermatozoides beignet dans la solution déposée sur la

lame de Makler (figure 22).

_gc_'u_!_loo mupo

LAl L

P -

LT

1. Moniteur 3. Ordinateur

2. Microscope associer a une 4. Lame Makler
caméra 5. Huile a émersion

Figure 22 : Le CASA et ses instruments.
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3) Préparation des traitements {milieu + sperme} :

> Juste apres la collecte du sperme épididymaire, nous avons distingué son volume affiché
sur le tube a eppendorf pour le diluer avec le Tris, a raison de {1 : 20} respectivement.

» Huit (8) traitements sont prépares en mélangeant le sperme dilué avec un des milieux
prépares précedemment pour la conservation du sperme (PEG, HE, vitC, HE/NitC,
HE/PEG, PEG/HE/VitC, HE/NItC, Tris) a raison de v/v (volume de sperme dilué/volume
de chaque milieux).

» une premiere analyse de mobilité au CASA est réalisé pour les 8 traitements a TO avant
leur réfrigération, ce qui correspond a 15min ou 10min de conservation a température
ambiante. par la suit les 8 traitements sont conservés dans le réfrigérateur a 4C° pendant
2heurs. Deux analyses de mobilité sont réalisées, une aprés une heure de conservation a
4C°(T1) et I’Autre aprés deux heurs (T2).

Figure 23 : Les milieux + sperme.
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Résultats et Discussion

I. Interprétation des résultats

1) Résultats de la VCL dans les différents milieux :

Nous remarquons sur la figure 24 qu’a TO, la VCL dans les milieux he, peg, vitC,
he/peg et le complexe peg/he/VitC est supérieure a celle du contréle (tris). Sachant que TO
correspond a 15 minutes ou 10 min de conservation a température ambiante, le temps écoulé
entre la préparation des différents traitements et 1’analyse TO, les molécules utilisées dans ces

différents milieux ont probablement exercé leurs effets bénéfiques sur les spermatozoides.

Apres 1 heure de réfrigération a 4°C, nous remarquons une augmentation de la VCL
dans les milieux he par une valeur de 30um/sec, sachant que 1’he est un antioxydant durant la
conservation du sperme a 4°C, ce qui explique I’effet protecteur de la mobilité et de 1’intégrité
membranaire. Cet effet bénéfique est rapporté par Touazi et al, (2018). Nous avons
également remarqué une amélioration de la VCL dans les milieux vitC et PEG/HE/NitC
(34um/sec), ainsi que dans le Tris dont la VCL reste inférieure a celle des milieux
précédents. A ce temps la meilleure VCL est celle des spermatozoides conservés dans 1’he.

A T2 heures, une amélioration remarquable de la VCL est notée dans le milieu vitC
(36um/sec) qui exerce un effet précoce et important en tant qu'antioxydant (Munnich et al.,
1987). En effet, la VitC protége les membranes cellulaires contre les attaques oxydatives et
inhibe la peroxydation lipidique (Poulab et al. (2015). Ces actions contribuent a maintenir la
fonctionnalité des cellules et a favorisé une meilleure conservation, par contre les autres

milieux ont présenté une régression de la VCL qui est resté au méme niveau noté a TO.

Par ailleurs, la VCL dans 1’he est meilleure que celle notée dans 1’association peg/he
surtout a TO et a T1, alors que le complexe peg/he/vitC a montré une augmentation

remarquable de la VCL & T1 mais qui reste inferieure a celle de I’he.

Concernant I’association he/vitC et peg/vitC, nous avons remarqué qu’ils ont maintenu la

VCL stable pendant tout le temps de la réfrigération.
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35 -
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Figure 24: Histogramme représentant la VCL (um/sec) des spz mobiles conservés a 4C°

dans différents milieux et analysés a différents temps.

2) Résultats de la VSL dans les différents milieux :

Nous avons remarque sur la figure 25, qu’a TO la VSL des milieux he, vitC et
PEG est supérieure a celle du contréle (Tris), avec une meilleur VSL dans le PEG (7um/sec)
car ce dernier exerce un effet de protection de la membrane plasmique (Mocé E et al., 2009)
et lutte contre les réactifs oxydants (Watanab Y., 2009) par contre la VSL du reste des
milieux PEG /NitC (6um/sec), HE/VitC (6.1um/sec), HE/PEG (5.9um/sec) est inférieures a
celle du contrdle Tris qui est a égalité avec celle du complexe PEG/HE/VitC (6.4pum/sec).

A T1 heure de réfrigération a 4C° nous avons remarqué une augmentation de la
VSL dans les milieux HE avec (7.7um/sec), vitC environ 7.4um/sec. En effet, I’'HE
(Chikhoune et al, 2015) (Buch et al, 1988) et la vitC (Haleng et al ,2007) sont des
antioxydants permettant de protéger les spermatozoides et donc leurs paramétres de mobilité
pendant leur réfrigération. Par contre, la VSL du PEG a baissée a une valeur de (6.6um/sec).
Cette derniére a continué a baisser aprés 2 heures de réfrigération. Etant un solubilisant des

matiéres organiques (A Amokrane et al., 2020), le PEG a certainement solubilisé les
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molécules contenant dans le sperme tel que la vitC et le HE se trouvant dans la membrane
plasmique des spermatozoides ce qui a rendu ces molécules disponibles pour utilisation dans
la protection des spermatozoides contre le stress oxydatif (Favier, 2003). Ce qui a
certainement conduit a I’épuisement de ces molécules dans le milieu au bout de 2 heures de

conservation.

A T 2 heures, nous avons remarqué que la meilleurs VSL est celle de la vitC seule
qui a continué a augmenter et qui a atteint la valeur de 7.5um/sec. Ce traitement est le seul qui
a montré, a ce temps, une VSL supérieure a celle du controle. La VSL des autres milieux
PEG/HENitC (5um/sec), HE/PEG (5.9um/sec), HE/VitC (6.1um/sec), PEG/VitC (6.1um/sec),

PEG (5.4um/sec) est inférieure a celle du contréle.

Ces observations suggerent que les différents milieux et leurs combinaisons ont des effets
variables sur la VSL, avec des résultats parfois supérieurs et parfois inférieurs a celui du
contréle Tris. L'he semble avoir une VSL plus élevée que celle de l'association PEG/HE,
chose qui a changé a T2 ou nous avons remarqué une amélioration de la VSL dans les
associations PEG/HE, HE/vitC et qui est devenu méme meilleure que celle de I’he seule qui a

remarquablement diminué.

8 1 ]
7 -
- B HE
6 1 - [0 HerEG
S 5 4 . B Hewitc
g B PEG
4
1 I PEGMHENIC
(%))
> 37 O PeGwnitC
2 A . Tris
B viic
l -
0 —_—_ e ——
TO0 T1 T2
Temps(heure)

Figure 25 : Histogramme représente la VVSL (um/sec) des spz mobiles conservés a 4C°

dans différents milieux et analysés a différents temps.
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3) Comparaison de la motilité totale des spermatozoides dans les différents

milieux:

Nous avons remarqué, sur la figure 26, qu’a TO la meilleure mobilité est celle des
spermatozoides se trouvant dans I’huile essentielle avec un pourcentage de 75%, suivi du
PEG (70%) puis I’association HE/PEG (69%). La mobilité totale dans ces 3 milieux est

meilleure que celle notée dans le controle (Tris) (59%).

A T 1 heure, nous avons remarqué que la mobilité des spermatozoides conservés dans
le complexe PEG/HE/vitC s’est améliorée et elle a atteint le pourcentage de 100%. Malgre
que le pourcentage de mobilité dans I’HE et le contréle soit inferieur (77% et 78%
respectivement), une amélioration est notée dans ces deux milieux a T1, conservée méme a
T2.

A T2 heure, le pourcentage de mobilité totale le plus élevé est noté dans le controle
(80%) suivi de I’HE (79%). Dans ce dernier la mobilité totale est meilleure que celle de
’association PEG/HE et que le complexe PEG/HE/VitC (35%).

Les observations indiquent que les différents milieux et leurs combinaisons ont des
effets variables sur la mobilité des spermatozoides. L’HE, en particulier dans le complexe
HE/PEG, présente généralement une meilleure mobilité que les autres combinaisons.
Cependant, les milieux contenant vitC, ainsi que les complexes HE/VitC, PEG/HE/VitC et
PEG/VitC, montrent une diminution de la mobilité au fil du temps. Il est également constaté
que le controle (Tris) maintient une mobilité relativement stable, ainsi que ’HE seule. 11 est
donc intéressant de noter que les milieux HE, HE/PEG et vitC seule ont conservé la mobilité

totale des spermatozoides au méme niveau deTO jusqu’a 2 heures de réfrigération.
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Figure 26 : Histogramme représente le pourcentage des spz mobiles conservé a 4C° dans

différents milieux et analysés a différents temps.

4) Comparaison de la mobilité progressive des spermatozoides dans les différents

milieux :

La figure 27, montre les différents pourcentages des spermatozoides progressifs dans
les différents milieux, aux différents temps. A TO la mobilité progressive est meilleure dans le
milieu peg (18%) suivi de ’'HE (15%) par rapport au Tris (13%). Le PEG qui est un
solubilisant (A Amokrane et al., 2020), a certainement exercé son effet sur le sperme avant
méme sa conservation (T0). D’autre part, la mobilité progressive dans I’'HE (15%) est
meilleure que celle notée dans ’association HE/PEG, PEG/HE /vitC et PEG/vitC dont les
pourcentages varient entre 7% et 13%.

A T1 heure de réfrigération a 4°C, le pourcentage des spermatozoides progressifs est
remarquablement amélioré notamment dans les deux milieux Tris et HE (25%, 22%
respectivement) ce n’est que récemment que (Touazi et al, (2018) ont montré I’effet
protecteur des huiles essentielles lors de 1’étude des effets du romarin sur la mobilité du

sperme du cog conservé a 4°C, une amélioration qui n’est pas maintenu a T2. Une légere

Q
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amélioration est également notée dans I’association PEG/HE ainsi que dans le milieu vitC

seule.

A T2 heures de conservation a 4°C, le pourcentage des spermatozoides progressifs a
diminué dans presque tous les milieux a I’exception du milieu vitC seule qui a continué¢ a

montrer une amélioration de ce pourcentage.

Ces observations indiquent que la mobilité progressive des spermatozoides varie dans les
differents milieux et évolue au fil du temps (A. Benberkane, A. Khellouf, K. Benhenia,
2019).

30 -

25 - B HE
£ [0 HerEG
’% 20 A1 Bl HEenitC
*@ 15 B PEG
=1 B — O PEG/HENIt
(]
S 10 1 E PEGHiItC
s B Tris

5 4 B vitc

o e e———————————————————————————————————————————————————————

TO T1 T2
Temps( heures)

Figure 27 : Histogramme représente le pourcentage de mobilité progressif des spz conservé a

4C° dans différents milieux et analysés a différents temps.
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Notre étude nous a permis de mettre 1’accent sur I’impact de 1’huile essentielle du
romarin sur la qualité du sperme, en termes de mobilité, conservé a 4C° a différents temps.

Les résultats ont montré une amélioration des parameétres spermatiques (VSL, VCL)
apres une heure de conservation dans le milieu HE et de TO jusqu’a T2 heures dans le milieu
vitC. Ces molécules sont connues pour leur effet antioxydant exercé probablement pour
protéger les spermatozoides pendant leur réfrigération.

Dans le traitement vitC seul, la mobilité totale et progressive sont inferieurs a celles du
contrdle (tris) mais les améliore remarquablement jusqu’a 2heures de réfrigération a 4°C. par
contre dans I’he seul, la mobilité progressive est améliorée a T1 mais la mobilite totale est
conservée presque au méme niveau pendant les deux heures de réfrigération. La méme chose
est observée dans 1’association PEG/he dans lequel la mobilité totale et progressive sont
presque conservés jusqu’a T2, mais restent toujours inférieurs au contréle. D’autre part, dans
le complexe PEG /HE/VitC, la mobilité totale est remarquablement améliorée apres une heure
de réfrigération. L’association entre ces trois molécules a probablement permit la
solubilisation de I’HE par le PEG et une action antioxydant synergique entre I’HE et la vitC.

A la lumiere de nos résultats des perspectives intéressantes s’ouvrent a la conservation
du sperme épididymaire pour faciliter le transport et I'échange de matériel génétique entre
différents élevages de lapins et méme apres la mort de 1’animale. En effet, le role des huiles

essentielles dans la conservation de la semence a 4C° pourrait étre utilisé dans le future.
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Résumé

L'intérét de la conservation du sperme épididymaire du lapin réside dans plusieurs aspects.
Premiérement, cela permet de préserver la fertilité des animaux males ayant des
caractéristiques génétiques souhaitables. Ces échantillons de sperme peuvent étre utilisés pour
la reproduction ultérieure, méme apres la mort de I'animal. Cela contribue a maintenir et a
préserver la diversité génétique des populations de lapins.

Deuxiémement, la conservation du sperme épididymaire peut faciliter le transport et I'échange
de matériel génétique entre différents élevages de lapins, ce qui peut étre bénéfique pour
I'amélioration génétique de I'espece.

L’objectif de notre travail est d’amélioré la conservation du sperme épididymaire du lapin en
utilisant 1’huile essentielle du « Rosmarinus officinalis » seule ou sous forme de complexes a
4°C. Nous nous sommes intéressés, particulierement, & I’impact du «romarin » sur la
conservation du sperme. Nous avons analysé la mobilité par I’analyseur informatique
(CASA).

Les résultats ont montré que les milieux utilisés sont efficaces pour la préservation de la
mobilité. Cependant, les meilleures VCL et VSL sont notées dans le milieu de ’'HE seule et
VitC seule. Par ailleurs, les complexes PEG/HE/itC, HE/itC et PEG/HE ont permis de
maintenir la mobilité initiale (de TO) des spermatozoides pendants les 2 heures de
conservation a T 4C°. Le PEG a certainement solubilisé L’huile essentielle du romarin qui a
protégé les spermatozoides du stress oxydatif. La Vitamine C également a exercée son effet
antioxydant pendant les 2 heures de réfrigération. Nous concluons que 1’ajout du PEG et / ou
de la VitC a I’HE n’améliore pas la mobilité des spermatozoides réfrigérés mais permet de la

maintenir au méme niveau de TO jusqu’a T2.

Mots clés : Les huiles essentielles, Rosmarinus Officinalis, Sperme, Conservation.




Abstract

The interest in the conservation of epididymal sperm in rabbits lies in several aspects. Firstly,
it allows for the preservation of fertility in male animals with desirable genetic characteristics.
These sperm samples can be used for future reproduction, even after the animal's death. This

helps to maintain and preserve the genetic diversity of rabbit populations.

Secondly, the conservation of epididymal sperm can facilitate the transport and exchange of
genetic material between different rabbit farms, which can be beneficial for the genetic

improvement of the species.

The objective of our work is to improve the conservation of rabbit epididymal sperm using the
essential oil of "Rosmarinus officinalis” alone or in complex form at 4°C. We were
particularly interested in the impact of rosemary on sperm preservation. We analyzed the

sperm motility using computer-assisted sperm analysis (CASA).

The results showed that the media used are effective in preserving motility. However, the best
values for VCL and VSL were observed in the medium with only the essential oil (EO) and
vitamin C alone. Furthermore, the complexes PEG/EO/vitamin C, EO/vitamin C, and
PEG/EO helped maintain the initial motility (at TO) of spermatozoa during the 2-hour
conservation at 4°C. PEG likely solubilized the essential oil of rosemary, which protected the
spermatozoa from oxidative stress. Vitamin C also exerted its antioxidant effect during the 2
hours of refrigeration. We conclude that the addition of PEG and/or vitamin C to the essential
oil does not improve the motility of refrigerated spermatozoa but helps maintain it at the same
level as TO until T2.

Keywords: Essential oils, Rosmarinus officinalis, Sperm, Conservation.




