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Introduction  
Les petits ruminants sont reconnus pour leur intérêt économique. En effet, d’après les 

rapports du Ministère de l'Agriculture et du Développement Rural d'Algérie la consommation 

nationale de viande ovine et caprine en Algérie est estimée entre 150 000 et 200 000 tonnes par 

an. L'optimisation de leurs performances reproductives reste un défi majeur pour les chercheurs 

et la conservation du sperme est parmi les techniques essentielles pour la gestion de la 

reproduction et d’étudier les différents paramètres du sperme (Holtz, 2005).  

La réfrigération du sperme à 04°C est une technique de conservation à court terme 

fréquemment utilisée de manière locale dans les élevages. C’est une technique qui permet de 

ralentir le métabolisme des spermatozoïdes, préserver leur énergie et de prolonger leur durée 

de vie par rapport à la température ambiante pendant quelques jours (Christensen et al., 1996 ; 

Karunakaran et al., 2007). Elle offre également la possibilité d'étudier les changements 

physiologiques des spermatozoïdes au fil du temps, contribuant à la compréhension de leur 

biologie (Peña et al., 2009). Malgré que ses avantages le processus de conservation du sperme 

peut entraîner une diminution de la qualité des spermatozoïdes, principalement due au stress 

oxydatif. Ce phénomène limite l'efficacité des caractéristiques des spermatozoïdes tels que la 

motilité et la viabilité et peut altérer leurs propriétés spermatiques au fil du temps et réduire leur 

capacité fécondante en affectant leur fonction et leur intégrité (Santiani et al., 2014). Dans ce 

contexte, la recherche de solutions naturelles pour améliorer la qualité du sperme conservé est 

essentiel. 

La laitue sauvage (Lactuca virosa), est une plante médicinale appartenant à la famille 

des Asteraceae (Edwards et al., 2018). Elle est réputée pour ses propriétés médicinales et ses 

composés bioactifs, tels que les flavonoïdes (Abidet et al., 2020).  Les flavonoïdes sont riches 

en molécules antioxydantes, ce qui permet aux plantes de faire face à différents stress biotiques 

et abiotiques (Singh et al., 2021). La quercétine fait partie de ces molécules qui possèdent un 

pouvoir antioxydant très puissant (Lakhanpal et Rai, 2007).  Ses effets sur les propriétés du 

sperme congelé-décongelé est rapporté chez diverses espèces animales, tels que les taureaux, 

les caprins, les béliers, et les daims (A.EL-Khawagah et al., 2020). 

Cependant, jusqu’à présent aucune étude scientifique spécifique n’a été réalisée sur 

l’effet de la laitue sauvage (Lactuca virosa) sur le sperme animal. Bien que ses propriétés 

médicinales aient été démontrés dans d’autres domaines, cette plante n’a pas encore été étudiée 

sous cet angle particulier. 

Dans ce contexte, l'objectif de cette étude est d'analyser l'impact de l'extrait phénolique 

de la Lactuca virosa sur le sperme épididymaire des espèces caprines et ovines après 

conservation à une température de 04°C. On a analysé la mobilité, la viabilité et le statut 

oxydatif des spermatozoïdes pour évaluer leurs utilités potentielles en tant qu'agents 

spermatiques ou pas dans le domaine de la biologie de reproduction. 
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Chapitre I : Les propriétés de Lactuca virosa 

1. Les plantes médicinales  
L'utilisation des plantes médicinales est aussi ancienne que la civilisation humaine afin 

de soulager et de guérir les maladies. Effectivement, la pharmacopée traditionnelle utilise des 

remèdes à base de plantes pour le traitement des maladies depuis un temps très ancien, la plupart 

des populations rurales se soignent exclusivement à l'aide de plantes médicinales. 

De nos jour, l'intérêt pour les vertus thérapeutiques des plantes est renforcé par 

l'amélioration des techniques d'extraction et les avancées des méthodes d'analyse structurale 

pour la découverte de nouveaux principes actifs. Selon les estimations, environ deux tiers des 

médicaments actuels proviennent d'une source naturelle ou sont modifiés à partir d'un produit 

naturel (Newman et al., 2007). C'est pourquoi les plantes médicinales et leurs molécules 

bioactives sont toujours recherchées et constituent un point central de la recherche (Ramawat 

et al., 2008). 

Une plante est dite médicinale (ou officinale) lorsque au moins un de ses organes 

possède des activités pharmacologiques pouvant conduire à des emplois thérapeutiques. Seule 

la partie la plus riche en principe actif de la plante est utilisée : la racine, la feuille, la fleur, la 

graine… 

Selon les estimations, environ 60 000 à 70 000 espèces végétales sont utilisées à des 

fins thérapeutiques à l'échelle mondiale (Chen et al., 2016).  L'Algérie est l'un des pays les plus 

riches en ressources phylogénétiques à usage médicinal et aromatique, On dénombre plus de 

300 espèces à usage aromatique et médicinal (Tetenyl, 1985). 

1.1. Utilités thérapeutiques ou pharmacologiques des plantes médicinales  
La phytothérapie traditionnelle est riche et variée, et connue par ses effets secondaires 

moins agressifs que les médicaments chimiques (Derridj et al., 2010). La sensibilisation 

croissante aux plantes médicinales et leur utilisation accrue ont permis aux scientifiques de 

mieux répondre aux nouveaux enjeux liés à l'expansion des services professionnels visant à 

améliorer la qualité de vie. Mais étant donné qu'à l'époque, il n'y avait pas suffisamment 

d'informations sur les causes des maladies, il n'était pas possible de les identifier, ni rien savoir 

sur la plante et la manière dont elle pouvait être utilisée comme remède, tout était basé sur 

l'expérience (Petrovska et al., 2012). 

Les plantes constituent la principale source de molécules bioactives, telles que les 

composés phénoliques, capables de remédier à diverses maladies. La caractérisation du profil 

phytochimique (alcaloïdes, flavonoïdes, saponosides, tanins, …) d’un remède à base de plantes 

est une étape essentielle pour expliquer les effets afférents (Choho et al., 2022).  

De nombreuses plantes ont été signalées comme présentant des propriétés 

anticancéreuses, antimicrobiennes, antioxydantes, antidiarrhéiques, analgésiques et 

cicatrisantes etc. Cela, grâce à leurs contenances des différents composants bioactifs, dont les 

plus importants sont les métabolites secondaires. De diverses technologies biologiques et 

chimiques ont été développées pour obtenir les métabolites secondaires. L'extraction est la 

première étape utilisée dans le processus de recherche de médicaments sur les plantes pour 

récupérer les composants chimiques du matériel végétal. Ces extraits obtenus présentent divers 
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types de combinaisons de composants phytochimiques et bioactifs avec différentes polarités 

(Ozaslan et al., 2018). 

1.3. Les molécules bioactives des plantes médicinales  
Les produits naturels présentent une grande diversité de structures chimiques 

multidimensionnelles. Leur efficacité est liée à la complexité de leurs propriétés chimiques et 

stériques bien organisées (Yuan et al., 2016). Les métabolites secondaires dérivés de plantes 

ont fourni de nombreux nouveaux prototypes de molécules bioactives, dont certains ont donné 

naissance à des médicaments importants (Ramawat et al., 2008).  

1.3.1. Les métabolites primaires  

Les métabolites primaires sont directement impliqués dans la croissance et le 

métabolisme, à savoir les hydrates de carbone, les lipides et les protéines. Les métabolites 

primaires sont produits à la suite de la photosynthèse et sont également impliqués dans la 

synthèse des composants cellulaires. La plupart des produits naturels sont des composés dérivés 

de métabolites primaires tels que les acides aminés, les glucides et les acides gras, et sont 

généralement considérés comme des métabolites secondaires (Ramawat et al., 2009). 

                                

                                          Figure 01 : les métabolites primaires. 

(https://fac.umc.edu.dz/snv/faculte/becol/2022/Pr-LABBANI  

M%C3%A9tabolisme%20Secondaire.pdf). 

1.3.2. Les métabolites secondaires  

Les métabolites secondaires sont considérés comme des produits du métabolisme 

primaire et ne sont généralement pas impliqués dans l'activité métabolique : alcaloïdes, 

polyphénols, huiles essentielles et terpènes, stérols, flavonoïdes, lignines, tanins, etc. Ces 

métabolites secondaires sont la principale source de produits pharmaceutiques, d'additifs 

alimentaires, de parfums et de pesticides (Ramawat et al., 2009). 

https://fac.umc.edu.dz/snv/faculte/becol/2022/Pr-LABBANI
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Figure 02 : Classification et structure chimique des composés phénoliques (Nile et Park, 

2014). 

1.3.2.1. Les polyphénols  

Les polyphénols sont des métabolites végétaux secondaires qui se trouve dans toutes 

les parties supérieures des plantes (feuilles, fleurs, tiges, racines, pollen, fruits, graines et bois) 

(Beta et al., 2005). Les polyphénols possèdent des propriétés antioxydantes, antivirales, anti-

inflammatoires et anticancéreuses (Bidie et al., 2011). Les composés phénoliques sont 

regroupés en une dizaine de classes chimiques partagent toutes un point commun : la présence 

dans leur structure d'au moins un cycle aromatique possédant de multiples fonctions hydroxyles 

libres ou apparentées aux glucides (Guignard, 1979). 

1.3.2.2. Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes, également appelés composés polyphénoliques, sont largement 

répandus dans le règne végétal. De plus, ils rentrent dans la composition de divers remèdes à 

base de plantes utilisés en médecine traditionnelle (Di Carlo et al., 1999). Les flavonoïdes ont 

de nombreuses propriétés biologiques, notamment des effets antioxydants, vasculoprotecteurs, 

anti-hépatotoxiques, anti-inflammatoires et même antitumoraux (Ghedira et al., 2005). Les 

flavonoïdes appartiennent à la grande famille des polyphénols. Ces derniers se subdivisent en 

10 classes dont les flavonoïdes sont la classe la plus abondante. À eux seuls, ils représentent 

60% des composés polyphénoliques (Ramos, 2007). 
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De même, les flavonoïdes sont importants pour la défense des plantes contre les 

herbivores et les insectes nuisibles (Alseekh et al., 2020). Dans certains cas, ils peuvent se 

comporter comme des substances hautement toxiques (Mierziak, Kostyn et Kulma, 2014), et 

dans d'autres, ils peuvent retarder le développement de pathogènes (Alseekh et al., 2020). Ils 

jouent un rôle important dans les interactions symbiotiques des micro-organismes. 

                          

                 Figure 03 : Structure de base d’un flavonoïde (Cutrim et al., 2018). 

1.3.2.2.1. Les mécanismes d'action antioxydante des flavonoïdes  

Les mécanismes d'action antioxydante des flavonoïdes peuvent être le piégeage direct 

des ROS, l'inhibition de la formation des ROS par la chélation des oligo-éléments (par exemple, 

la quercétine a des propriétés chélatrices et stabilisatrices du fer), ou l'inhibition des enzymes 

qui participent à la génération des radicaux libres (par exemple, glutathion S transférase, 

monooxygénase microsomale, succinoxydase mitochondriale, NADH oxydase et xanthine 

oxydase), et l'activation des défenses antioxydantes (par exemple, la régulation à la hausse des 

enzymes antioxydantes ayant une capacité de piégeage des radicaux). (Dias et al., 2021). 

1.3.2.3. Les flavonols  

Les flavonols en constituent une catégorie très importante des flavonoïdes, ils sont 

bien adaptés pour modifier le transport et la signalisation de l'auxine, possédant le pouvoir de 

modifier l'activité d'un grand nombre de protéines (Santelia et al., 2008) et fonctionnent comme 

de puissants piégeurs d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Cheng et Murphy, 2013). Les 

flavonols qui comprennent, par exemple, la quercétine, le kaempférol, la fisétine, 

l'isorhamnétine et la myricétine sont abondants dans les feuilles vertes, les fruits et les céréales. 

Par exemple, la laitue, la canneberge, la pomme, la pêche et le poivron rouge sont riches en 

quercétine et en kaempférol (Dias et al., 2021). 

1.3.2.4. La quercétine  

La quercétine est le flavonoïde le plus répandu de la sous-classe des flavonols (Dwyer 

et Peterson, 2002). C’est une substance solide insoluble et cristalline de couleur jaune au goût 

amer. Malgré son insolubilité générale, elle est légèrement soluble dans l'alcool, les solutions 

aqueuses alcalines et l'acide acétique glacial (Singh et al., 2021). 

Elle est considérée comme un antioxydant très puissant qui permet aux plantes de 

tolérer plusieurs stress biotiques et abiotiques (Singh et al., 2021). Elle joue un rôle essentiel 

dans la régulation de l'activité des enzymes antioxydantes, à savoir la glutathion réductase (GR), 

la glutathion peroxydase (GP), la glutathion-S-transférase (GST), l'ascorbate peroxydase 

(APX), la superoxyde dismutase (SOD) et les enzymes de la peroxydase (POX). C’est une 

molécule bioactive qui agit en fonction de la dose, et la dose optimale s'avère bénéfique pour 

la plante en question (Mahajan et Yadav, 2013). 
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La quercétine possède également des propriétés médicales, notamment des effets 

antiallergiques, anti-inflammatoires, anticancéreux, de protection cardiovasculaire, 

antitumoraux, antiviraux, antidiabétiques, immunomodulateurs, antihypertenseurs et 

gastroprotecteurs (Lakhanpal et Rai, 2007). 

 

Figure 04 : La structure chimique de la molécule de la quercétine (Derbel et Ghedira, 2005). 

 

 

Figure 05 : La texture de la quercétine en poudre. (https://french.ceresherb.com/sale-

12703173-yellow-herbal-extract-powder-sophora-japonica-extract-quercetin-98-cas-no-117-

39-5.html). 

1.3.2.5. L’acide gallique  

L’acide gallique (ou acide trihydroxybenzoïque) est un composé organique 

aromatique présent dans de nombreuses plantes. Il se trouve soit sous forme libre, soit comme 

composant des gallotanins. Il est connu pour ses propriétés antioxydantes puissantes et il agit 

comme un piégeur de radicaux libres, neutralisant les espèces réactives de l'oxygène et 

protégeant ainsi les cellules contre le stress oxydatif (Badhani et al.,2019). 

Il présente une solubilité modérée dans l'eau. À température ambiante, sa solubilité est 

d'environ 11,5 g/L dans l'eau pure. Cette solubilité augmente significativement avec la 

température. Cependant, l'acide gallique est beaucoup plus soluble dans les solvants organiques 

polaires tels que l'éthanol, le méthanol et l'acétone. Sa solubilité est également influencée par 

le pH du milieu (Daneshfar et al., 2008). 

2. La laitue sauvage (Lactuca virosa)  
Lactuca virosa, également connue sous le nom laitue vireuse ou sauvage, est une 

plante herbacée de la famille des Asteraceae. Cette plante est connue pour ses propriétés 
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médicinales et ses effets sédatifs et analgésiques. Elle contient des composés actifs tels que les 

lactones sesquiterpéniques, notamment le lactucin et le lactucopicrine, qui sont responsables de 

ses effets pharmacologiques (Gromek et al., 1992). 

Ses feuilles et/ou son latex sont utilisées pour le traitement de diverses affections, ses 

activités pharmacologiques liées à leur utilisation ont été documentées et mentionnés dans 

différentes pharmacopées comme remèdes antitussifs et sédatifs (Abidet et al., 2020 ; 

Stojakowska et al., 2011). 

Elle est originaire de plusieurs régions du monde, dont l'Amérique du Nord, l'Europe 

et le Moyen-Orient. Elle pousse dans des endroits ensoleillés, et au bord de l'eau, en la retrouve 

également dans les villes aux bordures des trottoirs.  

Atteignant jusqu'à 1,8 mètre de haut, Lactuca virosa, ou « grande laitue », possède des 

feuilles vertes et brillantes qui poussent sur une tige verte sporadiquement tachetée de violet 

(figure 06) (Abidet et al., 2020). Elle présente de nombreuses variations phénotypiques en 

fonction des écotypes : les feuilles peuvent être lobées ou non, certaines ont des épines, d'autres 

non, mais toutes ont des feuilles larges et présente un système racinaire robuste avec une faible 

chute des feuilles (Lindqvist, 1960 ; Mikel, 2007). 

La plante entière est riche d'un jus laiteux qui coule librement lorsqu'on la gratte. Ce 

jus a un goût amer et une odeur nauséabonde. Lorsqu'il est séché, il durcit et devient brun connu 

sous le nom de lactucarium (Besharat et al., 2009). L'espèce contient des composés 

biologiquement actifs, tels que des flavonoïdes, glycosides de phényléthanoïdes et de 

néolignanes, des saponines, des iridoïdes et des glycosides monoterpéniques (Abidet et al., 

2020). 

En raison de sa résistance multiple aux virus, elle a été utilisée dans les programmes 

de sélection génétique pour introduire les gènes de résistance dans les variétés commerciales 

de laitue de jardin (Stojakowska et al., 2011). 

 

 

Figure 06 : La laitue sauvage (Lactuca virosa). 

          (https://www.visoflora.com/photos-nature/photo-laitue-vireuse-lactuca-virosa.html).                     
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Figure 07 : une image qui montre les différentes parties de (Lactuca virosa). 

(https://fr.wikipedia.org/wiki/Laitue_vireuse). 

 

Tableau I : La classification des métabolites primaires et secondaires de Lactuca virosa. 

Métabolites 

primaires 

Glucides  

 

Acides aminés  

 

Protéines  

Ex : Glucose, Fructose… 

 

Ex : Alanine, Cystéine…  

 

Ex : La Rubisco, Catalase… 

Métabolites 

secondaires 

Acides phénoliques 

 

Flavonols 

 

Alcaloïdes  

 

Glucosides 

 

Saponines 

 

Iridoïdes  

 

Caroténoïdes  

Ex : Acide caféique, Acide férulique... 

 

Ex : Myricétine, Quercétine… 

 

Ex : Lactucine… 

 

Ex : Glucoside de phényléthanoïdes… 

 

Ex : Saponine titrepéniques… 

 

Ex : Lactucopicrine… 

 

Ex : Bêta-carotène… 

 

2.1. Les usages médicinaux de la laitue sauvage  
Il existe de nombreux produits à base de laitue sauvage, contenant des extraits de 

graines, de feuilles et de sève laiteuse. Ces teintures, poudres, huiles et pilules sont 

commercialisé pour traiter une panoplie de conditions, y compris l’anxiété, problèmes 

respiratoires, mauvais sommeil, douleurs articulaires, asthme, problèmes de voies urinaires, 
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toux, agitation, douleurs des regels, et même comme un traitement pour les affections telles que 

la coqueluche (Abidet et al., 2020). 

L'extraction joue un rôle important dans plusieurs domaines, dont la production 

pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire. Le processus d'extraction est connu depuis 

longtemps, mais jusqu'à présent, de nouvelles méthodes continuent d'apparaître. Les chercheurs 

continuent d'optimiser la méthode d'extraction afin d'obtenir des résultats optimaux en peu de 

temps, offrant ainsi une panoplie de choix pour l'application de l'extraction (Tambun et al., 

2021). 

3. Méthode d’extraction des composés bioactive à partir des 

plantes   
On trouve deux principales techniques d’extraction, conventionnelles et non 

conventionnelles : 

Les techniques d'extraction conventionnelles sont des techniques d'extraction dites 

classiques qui existées depuis longtemps tel que la macération (Tambun et al., 2021). 

Cependant, elles présentent plusieurs inconvénients, notamment l'utilisation de grandes 

quantités de solvants, des temps d'extraction longs et une consommation d'énergie élevée (Dias 

et al., 2021). 

Contrairement aux techniques conventionnelles, Les techniques non conventionnelles 

sont plus récentes et offrent un temps d'extraction plus court tels que l’extraction assistée par 

micro-ondes (MAE) el l’extraction assistée par ultrasons (UAE). 

Les méthodes conventionnelles, bien que moins écologiques, sont encore utilisées 

jusqu’à ce jour, car elles font appel à des équipements peu coûteux. 

3.1. Macération  
La macération est une technique conventionnelle, fréquemment utilisée pour 

l’isolement des flavonoïdes. La macération assistée par agitation et l'extraction Soxhlet sont 

parmi les types de macérations les plus utilisées (Cacique et al., 2020). 

L'extraction par macération est basée sur la séparation solide-liquide, avec un solvant 

organique ou de l'eau comme phase liquide. Les principaux solvants utilisés pour l'extraction 

des composés phénoliques sont le méthanol, l'éthanol, l'eau ou un mélange de ces solvants 

(Cacique et al., 2020). 

Il convient de préciser que, à ce jour, aucun consensus n'a été atteint sur un solvant 

standard pour l'extraction des composés phénoliques des plantes. L'efficacité de l'extraction par 

macération pourrait être améliorée en analysant l'homogénéisation, le temps, et les températures 

(Tambun et al., 2021). Cependant, l'extraction par macération présente également certaines 

limites, telles qu’une longue période d'extraction et l'exigence de grandes masses végétales et, 

par conséquent, de grandes quantités de solvants (Cacique et al., 2020). Cependant, la 

macération reste l'une des méthodes d'extraction conventionnelles les plus simples et les moins 

chères, malgré qu’elle nécessite un long temps pour le processus d'extraction (Naviglio et al., 

2019). 
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3.2. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)  
Parmi les méthodes modernes et qu’implique l’utilisation de l’énergie du rayonnement 

micro-ondes (figure 08) pour chauffer le mélange soluté-solvant. La chaleur facilite la diffusion 

des solvants dans l’échantillon afin d’améliorer la diffusion des substances phytochimiques 

cibles hors de l’échantillon (Alara et al., 2021). 

La diffusion du solvant à travers l’échantillon augmente la rupture des liaisons 

hydrogène qui retiennent l’échantillon ainsi aux composés cibles de se dissoudre dans le liquide 

d’extraction (Alara et al., 2021). 

Un four à micro-ondes fonctionne par des ondes électromagnétiques permettant 

d'accélérer le temps d'extraction, qui n'est que de quelques minutes. En effet, toutes les ondes 

électromagnétiques générées sont directement converties en chaleur. La comparaison de la 

quantité de matière première, du choix du solvant, de la puissance des micro-ondes et du temps 

d'extraction a une grande influence sur cette méthode d'extraction (Tambun et al., 2021). 

L’extraction assistée par micro-ondes est rapide et économique en termes de solvant (Alara et 

al., 2021). 

                       

     Figure 08 : Mécanismes d’extraction assistée par micro-ondes (Tambun et al., 2021). 

3.3. Extraction assistée par ultrasons (UAE)  
L'application des ultrasons en tant que technique de laboratoire pour faciliter 

l'extraction du matériel végétal a fait l'objet de nombreuses publications. 

Cette technique d’extraction utilise l’influence mécanique induite par l’explosion des 

microbulles pour désorganiser rapidement les tissus, ce qui facilite la libération des substances 

phytochimiques dans le solvant, augmentant ainsi le taux de solubilité des composés dans le 

solvant d’extraction et réduisant le volume de solvant nécessaire pour obtenir une récupération 

complète de composés phytochimiques (Alara et al., 2021). 
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          Figure 09 : Systèmes d’extraction assistée par ultrasons (Esclapez et al., 2011). 
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Chapitre II : La conservation du sperme 

1. L’anatomie de l’appareil génitale des petits ruminants  
L'appareil reproducteur de ces deux espèces (figure 10) comprend les testicules, les 

glandes sexuelles accessoires et les voies spermatiques responsables du transport du sperme et 

de sa déposition dans le tractus génital femelle (Boukhliq et al.,2018). 

 

                                   Caprin                                                       Ovin 

Figure 10 : Appareil génital du caprin (Corcy, 1991), et de l’ovin (Evans et Maxwell, 1987). 

1.1. Les testicules  

1.1.1. La morphologie et la position des testicules  

Chez le petits ruminant, les testicules sont logés dans leur bourse, à l'extérieur de la 

cavité abdominale, afin d'être maintenus à une température inférieure de 3 à 5°C à la 

température corporelle. Cette légère hypothermie est indispensable à la spermatogenèse, le 

maintien de cette température est assuré par la rétraction du testicule par le muscle crémaster et 

la protection des bourses qui comprend 7 enveloppes dont la couche superficielle est appelée 

scrotum. Les testicules sont ovales et allongés situés dans la région inguinale. Ils sont reliés au 

corps par le cordon spermatique, qui comprend des vaisseaux sanguins et des nerfs. Le cordon 

spermatique pénètre dans la cavité abdominale par le canal inguinal. Le grand axe du testicule 

est vertical ; (l'extremitas capitata) est dorsal tandis que le bord épididymaire est en position 

médiane (Boukhliq et al., 2018). 

Le poids du testicule mature varie en fonction de facteurs génétiques et 

environnementaux. La saison affecte le poids des testicules ainsi que la quantité et la qualité 

des spermatozoïdes (Ortavant et al., 1988 ; Tibary et al., 1988). En général, le poids des 

testicules varie entre 130 g et 160 g chez le caprin et de 170 g à 250 g chez l’ovin (Barone, 

1978). Les testicules assurent la production des spermatozoïdes (spermatogenèse) et 

synthétisent la testostérone, principale hormone de reproduction chez le mâle (Boukhliq et al., 

2018). 
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1.1.2. Structure testiculaire  

La structure testiculaire est formée de couches fibreuses, en particulier l'albuginée et 

le tissu testiculaire principal qui est le parenchyme. L'albuginée émet des radiations Septula 

testis qui forment des lobules contenant les tubules séminifères. Chaque tubule possède une 

membrane basale, tapissée par des spermatogonies et des cellules de Sertoli. L'extérieur des 

tubules est constitué d'espaces de tissu conjonctif avec des vaisseaux sanguins, des vaisseaux 

lymphatiques et des cellules de Leydig (Seevagan et al., 2019). Les radiations de la septula 

testis convergent dans la partie centrale du testicule vers un tissu conjonctif qui s'étend du haut 

vers le bas de chaque testicule, constituant le médiastin du testicule. À ce niveau, les tubules 

séminifères convolutés débouchent sur les canaux collecteurs constituant le rete testis au niveau 

du hile, où environ 12 se croisent pour former l'épididyme (Seevagan et al., 2019 ; Boukhliq 

et al., 2018). 

 

Figure 11 : Schéma du testicule vue latéro-postérieure. 

(https://palli-science.com/content/testicule-et-epidimyme-vue-latero-posterieure). 

1.1.3. Les principales fonctions des testicules  

Les testicules assurent la production des spermatozoïdes (spermatogenèse) et 

synthétisent les hormones sexuelles mâles (androgènes) dont principalement la testostérone 

(Weinbauer et al., 2010 ; Boukhliq et al., 2018). 

1.1.3.1. La spermatogenèse et la stéroïdogenèse  

Le terme spermatogenèse décrit et inclut tous les processus impliqués dans la 

production des gamètes mâles, tandis que la stéroïdogenèse fait référence aux réactions 

enzymatiques conduisant à la production des hormones stéroïdes mâles. Les deux phénomènes 

se déroulent dans deux compartiments morphologiquement et fonctionnellement distincts, les 

tubules séminifères pour la spermatogenèse et le compartiment interstitiel situé entre les tubules 

séminifères pour la stéroïdogenèse (Weinbauer et al., 2010). 

Bien qu'anatomiquement séparés, ces deux compartiments sont étroitement liés l'un à 

l'autre. L'intégrité de ces deux compartiments est nécessaire à la production normale de 

spermatozoïdes, tant sur le plan quantitatif que qualitatif. La fonction du testicule et, par 
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conséquent, la fonction de ses compartiments sont régies par l'hypothalamus et l'hypophyse 

(régulation endocrinienne). Ces effets endocriniens sont médiés et modulés au niveau du 

testicule par des mécanismes de contrôle locaux (facteurs paracrines et autocrines). 

(Weinbauer et al., 2010). 

1.1.3.2. Les cellules de Leydig  

Les cellules de Leydig sont situées dans le tissu conjonctif de soutien entre les tubules 

séminifères, leur principale fonction est de sécréter l’hormone endogène masculine, qui est la 

testostérone, essentielle au développement des caractéristiques sexuelles masculines et à la 

production de spermatozoïdes (Seevagan et al., 2019). 

1.1.3.3. Les cellules de Sertoli  

Les cellules de Sertoli sont situées dans les tubules séminifères testiculaires, qui 

représentent 80 % du testicule (Seevagan et al., 2019). 

Elles sont des cellules épithéliales de soutien, elles soutiennent les cellules germinales 

en leur fournissant les nutriments nécessaires à l'achèvement de la spermatogenèse. Les cellules 

de Sertoli assument également toute une série d'autres rôles, tels que la contribution à la 

formation de la barrière sang-testicule, la phagocytose des spermatocytes apoptotiques et la 

sécrétion de signaux endocrinologiques (Barrionuevo et al., 2011). 

La FSH se lie aux récepteurs des cellules de Sertoli, ce qui entraîne une augmentation 

de la synthèse des protéines. Plusieurs protéines sont synthétisées (Seevagan et al., 2019). 

1.1.3.4. La FSH et La LH  

L'hormone lutéinisante (LH) et l'hormone folliculo-stimulante (FSH) sont les facteurs 

endocriniens essentiels qui contrôlent les fonctions testiculaires. L'importance relative de 

chacune de ces hormones diffère quelque peu entre les espèces. Cependant, la LH et la FSH 

sont toutes les deux nécessaires à une spermatogenèse quantitativement normale (Ramaswamy 

et al., 2019). La FSH régule la prolifération et la maturation des cellules germinales 

indépendamment et en combinaison avec la LH (Oduwole et al., 2021). 

1.1.3.4.1. La FSH  

Elle agit sur les cellules de Sertoli dans les tubes séminifères pour favoriser la 

spermatogenèse et initier la production des facteurs de croissance et des protéines de liaison 

aux androgènes, qui sont nécessaires à la maturation des spermatozoïdes (Sambroni et al., 

2013). 

1.1.3.4.2. La LH   

Dans le testicule, elle stimule les cellules de Leydig pour produire de la testostérone 

qui est essentielle pour le développement des caractères sexuels secondaires et la 

spermatogenèse (Sambroni et al., 2013). 
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      Figure 12 : Représentation schématique des différentes étapes de la spermatogenèse. 

(https://www.slideserve.com/Mia_John/physiologie-de-la-reproduction-chez-l-homme). 

1.2. Les voies spermatiques  
Les voies spermatiques comprennent les tubules séminifères, l'épididyme, le canal 

déférent et l'urètre (Boukhliq et al., 2018). 

1.2.1. Les tubules séminifères  

Les tubules séminifères débouchent sur les canaux collecteurs constituant le rete testis. 

Ce dernier conduit les spermatozoïdes jusqu'à la tête de l'épididyme. Les tubules séminifères 

sont divisés en deux types : les tubules contournés, qui sont nombreux et constituent la 

principale localisation des spermatozoïdes, et les tubules droits, qui se terminent dans le rete 

testis. Les tubules séminifères sont constitués de cellules spermatogènes et de cellules 

sustentaculaires appelées cellules de Sertoli. Les spermatozoïdes se forment au cours d'un long 

processus de division cellulaire et de maturation (Boukhliq et al., 2018). 

1.2.2. L'épididyme  

L’épididyme est situé en position caudale par rapport au testicule. Son rôle principal 

est d'assurer le stockage et la maturation des spermatozoïdes. Sa tête reçoit les canalicules 

efférents du rete testis et se poursuit par le canal déférent (Boukhliq et al., 2018). L’épididyme 

est tapissé intérieurement par un épithélium cylindrique et une membrane basale, suivis d'une 

sous-muqueuse contenant un interstitium, entouré sur le côté extérieur d'une épaisse bande de 

muscles circulaires et de faibles muscles longitudinaux, ainsi que d'une couche externe de 

séreuse (Yadav et al., 2014). 

1.2.3. Le canal déférent  

Le canal déférent du caprin mesure environ 6 à 7 cm de long et 6 à 7 mm de large, une 

structure droite, tubulaire et musclée. Il s'étend de la queue de l'épididyme à l'urètre pelvien 

(Barone, 1978 ; Mahmud et al., 2015). Le canal déférent est très enroulé au départ, mais il se 

redressé à mesure qu'il descend pour former l'ampoule (Mahmud et al., 2015). 
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Figure 13 : Coupe verticale d’un testicule (Brice et al., 1955). 

1.3. Les voies urogénitales  

1.3.1. L'urètre pelvien  

L'urètre pelvien reçoit l'ouverture de l'ostium éjaculatoire et les canaux excréteurs des 

glandes accessoires, tandis que la partie extrapelvienne est incorporée au pénis (Boukhliq et 

al., 2018). 

1.3.2. Les glandes génitales accessoires   

Accompagnent la partie pelvienne de l'urètre. Le nombre et la structure des glandes 

génitales accessoires diffèrent selon les espèces de mammifères. Les principaux représentants 

de ces glandes sont la glande vésiculaire (glandula vesicularis), la prostate (prostata) et la glande 

bulbo-urétrale (Skonieczna et al., 2019). 

1.3.2.1. Les vésicules séminales  

Les vésicules séminales sont une paire de glandes lobulaires compactes facilement 

identifiables grâce à leur aspect noueux chez le caprin (Gofur, 2015). Elles mesurent 3 à 4 cm 

de long et environ 2 cm de large (Barone, 1978). Les vésicules séminales sont situées de chaque 

côté de l'urètre, près de l'extrémité du canal déférent. Elles produisent la plus grande partie du 

liquide séminal : environ 60 % (Boukhliq et al., 2018). 

1.3.4.2. La prostate  

La prostate est une glande de l'appareil reproducteur masculin qui se situe sous la 

vessie et entoure l'urètre. Elle a pour fonction de sécréter un liquide qui fait partie du sperme et 

qui aide à nourrir et à protéger les spermatozoïdes (Suril et al.,2009). La prostate ne s'étend pas 

jusqu'à la face ventrale de l'urètre et elle est caractérisée par l'absence de sa partie conglomérée 

chez le caprin. Chez cette espèce elle entoure la face ventrale de l'urètre (Boukhliq et al., 2018 

; Barone, 1978). 
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1.3.3. Le canal éjaculateur  

Le canal des vésicules séminales et le canal déférent partagent un canal éjaculateur 

commun qui débouche dans l'urètre (Boukhliq et al., 2018). Les fonctions principales du canal 

éjaculateur sont de transporter le sperme des vésicules séminales à l'urètre prostatique, où il est 

mélangé au liquide prostatique pour former le liquide éjaculatoire, et de contracter 

rythmiquement lors de l'éjaculation, propulsant le sperme dans l'urètre prostatique et hors du 

corps (Avila et al., 2016). 

2. La cellule spermatique  
Le spermatozoïde est une cellule hautement spécialisée qui assure la transmission du 

génome haploïde mâle (Thibault, 1975). Le spermatozoïde est une cellule accessible qui peut 

être facilement purifiée et qui se prête donc particulièrement bien à l'analyse cellulaire. Il s'agit 

également d'une cellule extrêmement différenciée qui présente des changements génétiques, 

cellulaires, fonctionnels et chromatiniens très marqués par rapport aux autres cellules, ce qui a 

de profondes implications pour la fertilité, le développement de l'embryon et l'hérédité, La 

cellule spermatique se distingue des autres cellules dans de nombreux aspects, son rôle est de 

transmettre le génome paternel à l'ovocyte et elle est produite au cours de la spermatogenèse 

(Oliva et al., 2009).  

Les spermatogonies se répliquent et se différencient en spermatocytes primaires qui 

subissent une recombinaison génétique pour donner naissance à des spermatides rondes 

haploïdes. Lors de la différenciation, les nucléosomes sont désassemblés et les histones sont 

éliminées et remplacées par des protamines hautement chargées positivement (Balhorn et al., 

2007).  

Au niveau cellulaire, la majeure partie du cytoplasme est éliminée et un flagelle ainsi 

que la vésicule acrosomique sont assemblés. Enfin, le spermatozoïde subit un processus de 

maturation lors de son passage dans l'épididyme, où la chromatine est encore compactée par la 

formation de liaisons disulfures entre les protamines et l'acquisition de différentes 

fonctionnalités membranaires et cellulaires (Oliva et al., 2009). 

2.1. Morphologie du spermatozoïde  
La capacité des spermatozoïdes à féconder un ovocyte dépend de la structure 

morphologique appropriée (Chłopik et al., 2020). 

2.1.1. Tête du spermatozoïde  

Chez le caprin, elle est massive, de 8 μm de long et de 4,5 à 5 μm de large. Alors que 

chez l’ovin elle est de 8 à 10 µm et de long et 4 à 5 µm de large. Elle est principalement 

composée d'un noyau à chromatine dense. Les deux tiers antérieurs de la tête sont recouverts 

par l'acrosome (Thibault, 1975). La « Hyaluronidase » est présente dans le segment antérieur, 

qui digère le matériel qui unit les cellules du cumulus oophorus, tandis que l'acrosine est 

présente dans le segment postérieur, qui a pour fonction de perforer la zone pellucide de l'œuf 

(Drion et al, 1993). 

2.1.1.1. Le noyau  

La tête du spermatozoïde contient un noyau, qui est la structure la plus importante de 

la cellule et est considéré comme le meilleur indicateur de la qualité du sperme. Le noyau du 

spermatozoïde a une forme de chromatine condensée. La chromatine nucléaire est une forme 
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dispersée des chromosomes mitotiques et elle est porteuse d'informations génétiques (Nunez-

Martinez, Moran et Pena, 2005). 

2.1.1.2. Acrosome  

L'acrosome est une structure en forme de capuchon qui contient et sécrète des 

enzymes, l'acrosome des mammifères est un appareil de Golgi modifié (l'acrosome émerge de 

l'appareil de Golgi de la spermatide) et un élément essentiel au déroulement de la réaction 

acrosomique (Chłopik et al., 2020). 

2.1.2. Le flagelle   

Le flagelle joue un rôle essentiel dans le mouvement du spermatozoïde, car les 

mitochondries sont responsables des phosphorylations oxydatives du fructose présent dans le 

liquide séminal, ce qui permet d'obtenir l'énergie nécessaire aux mouvements de la queue, tandis 

que les structures de l'axonème ont des caractéristiques contractiles. De cette manière, les 

microtubules périphériques sont riches en ATPase (Albert et Jean, 2001). Chez les 

mammifères, l'axonème est un élément de base qui construit les flagelles des spermatozoïdes et 

il est situé dans la zone centrale des flagelles. Ainsi, l'axonème fonctionne comme le noyau de 

la queue du spermatozoïde (Chłopik et al., 2020). 

Le flagelle du spermatozoïde comprend trois parties successives : 

2.1.2.1 La pièce intermédiaire  

Débute au niveau du centriole distal et se termine par un épaississement de la 

membrane cytoplasmique en partie caudale : c’est l’annulus, elle renferme les éléments 

fibrillaires situés au niveau du col et des mitochondries disposées en forme de gaine spiralée 

(Barone, 1978). 

2.1.2.2. La pièce principale  

 C’est la partie la plus longue de la queue. À son niveau, une gaine fibreuse remplace 

la gaine mitochondriale Selon Belhamiti (2007). 

2.1.2.3. La pièce terminale   

Ne renferme que le filament axial, avec une membrane mince qui remplace la gaine 

fibreuse (Barone, 1978). 

Figure 14 : Schéma de la morphologie du spermatozoïde d’un mammifère (Salgueiro et 

Reyss 2002). 
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2.2. La composition membranaire du spermatozoïde  
Comme toute cellule animale, les spermatozoïdes sont entourés par la membrane 

plasmique. La membrane plasmique des spermatozoïdes contient de grandes quantités de 

phospholipides, du cholestérol et des glycoprotéines. Sa consistance liquide dépend du nombre 

de doubles liaisons et de la teneur en cholestérol qui sont essentiels pour la mobilité du 

spermatozoïde et lui permettront de pénétrer l'ovocyte, et le protéger des dommages. Ainsi que 

le cholestérol rigidifie la membrane plasmique des spermatozoïdes et la rend plus perméable à 

différentes molécules et composés. Malheureusement, la présence de doubles liaisons augmente 

la réactivité chimique, ce qui peut entraîner une perte de mobilité et endommager la membrane 
(Lucio et al., 2017). 

La membrane plasmique des spermatozoïdes est une structure très importante qui a 

pour fonction de protéger les spermatozoïdes contre les lésions extracellulaires et de répondre 

aux défis physiologiques. Elle joue un rôle crucial pendant la capacitation des spermatozoïdes, 

dans l'interaction spermatozoïde-œuf et, enfin, dans la fécondation (Tapia et al., 2012). 

3. La conservation du sperme  
Le principe de la conservation des spermatozoïdes consiste à arrêter ou ralentir le 

métabolisme cellulaire des spermatozoïdes pour un allonger la durée de leur stockage, puis à 

restaurer le métabolisme et rétablir leur fonctionnalité. L'ensemble de la procédure nécessite un 

niveau élevé d'adaptation à plusieurs stades, notamment la dilution, l'incubation, ainsi que le 

refroidissement/réchauffement pour la réfrigération, et le processus de 

congélation/décongélation pour la conservation à des températures négatifs (Bailey et al., 

2000). 

3.1. La cryoconservation à -196°C  
La cryoconservation est une technique qui permet de maintenir les spermatozoïdes en 

vie indéfiniment. Elle consiste à refroidir les échantillons de sperme et à les stocker à -196°C 

dans de l'azote liquide. À cette température, tous les processus métaboliques sont arrêtés (Paoli 

et al., 2014). 

3.1.1. Les avantages de la cryoconservation  

La cryoconservation des cellules est devenue un outil indispensable en biologie. Les 

matériaux biologiques peuvent être conservés et utilisés en toute sécurité pendant une très 

longue période. Dans le cas particulier des spermatozoïdes, la cryoconservation est utilisée dans 

la gestion du bétail et dans la conservation des espèces sauvages et domestiques, en tant qu'outil 

complémentaire pour la gestion des animaux vivants et la préservation de leur diversité 

génétique (Ramón et al., 2013). 

La cryoconservation des spermatozoïdes est une méthode qui permet de conserver les 

spermatozoïdes du meilleur donneur pendant des périodes illimitées, ce qui permet de préserver 

le patrimoine génétique et d'utiliser au mieux les doses de spermatozoïdes (Saha et al., 2022). 

3.1.2. Les inconvénients de la cryoconservation   

La cryoconservation implique des changements majeurs dans l'environnement des 

spermatozoïdes, et leur succès de survie à ce processus dépendra largement de leur capacité à 

répondre à ces changements (Ramón et al., 2013). 
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Les spermatozoïdes subissent des degrés divers de dommage ultra structuraux, 

biochimiques et fonctionnels, ce qui entraîne une diminution de la mobilité des spermatozoïdes, 

de l'intégrité de leur membrane et de leur capacité de fécondation (Saha et al., 2022). 

La cryoconservation des spermatozoïdes, est l’une des technologies de reproduction 

les plus agressifs pour l'intégrité de la membrane spermatique (Moce et al. 2010 ; Pen˜a et al. 

2011). Les facteurs les plus importants causant ces dommages sont initiés par le stress 

osmotique généré par la déshydratation des cellules pendant la congélation/décongélation. La 

cristallisation de la glace extracellulaire entraîne de très fortes augmentations de tous les autres 

solutés dans le liquide restant et le mouvement de l'eau vers l'extérieur en réponse à des 

concentrations élevées (Ramón et al., 2013). Ces changements sont rapidement dérivés vers 

les membranes du plasma et des organelles qui expérimentent progressivement la perte de 

l'architecture membranaire du fait d’un choc thermique expliqué par le changement brutal de la 

température, ceci peut également provoquer une production d'espèces réactives de l'oxygène et 

une peroxydation lipidique accrue (Pen˜a et al., 2004).  

3.2. La réfrigération à 04°C  
À cette température de conservation, des ingrédients protecteurs (tels que le Tris) 

doivent être ajoutés en tant que diluants pour éviter les dommages causés par le froid. De plus, 

le refroidissement doit être effectué progressivement jusqu'à atteindre 04°C afin d'éviter un 

choc thermique (Mocé et al., 2020). L'utilisation de cette technique de conservation vise à 

diminuer le métabolisme et à préserver les spermatozoïdes à court terme (Christensen et al., 

1996 ; Karunakaran et al., 2007). 

3.2.1. Les avantages de réfrigération  

La réfrigération à 04°C est une méthode pratique pour stocker le sperme à court terme 

sans nécessiter des équipements complexes de congélation (Karunakaran et al., 2007). Le 

processus de refroidissement favorise le ralentissement du métabolisme des spermatozoïdes, ce 

qui prolonge leur viabilité et leur capacité de fécondation (Lima et al., 2016). Également la 

réfrigération à 04°C est une méthode pratique et largement utilisée pour le transport et la 

conservation du sperme (Dias et al., 2018).  

3.2.2. Les inconvénients de réfrigération   

Les processus de stockage du sperme à 04°C, induit un stress physique et chimique 

dans la membrane des spermatozoïdes, ce qui entraîne une réduction de la survie des 

spermatozoïdes (Ahmad et al., 2021), la réfrigération peu déminuer la qualité des 

spermatozoïdes et sa capacité de fertilisation par la libération excessive d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) (Lima et al., 2016 ; Bansal et Bilaspuri, 2011). 

 

 

 

 

 

 



                                      
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Chapitre III   

         Le stress oxydatif 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                   Chapitre III : Le stress oxydatif                                      
 

21 
 

Chapitre III : Le stress oxydatif 

1. Génialité sur le stress oxydatif  
Sies et ses collègues ont décrit avec perspicacité le phénomène universel selon lequel 

la génération d'espèces réactives de l'oxygène pouvait modifier les macromolécules dans les 

organismes vivants, entraînant un large éventail de dommages mesurables. Ils ont utilisé le 

terme "stress oxydatif" pour définir la perte de l'équilibre entre les oxydants et les antioxydants 

en faveur des premiers. Après des décennies de recherche, il est devenu de plus en plus évident 

que les cellules ne sont pas simplement des récepteurs passifs de modifications oxydatives, mais 

qu'elles peuvent agir de manière dynamique pour résister et s'adapter aux oxydants. En outre, 

de nombreuses voies sensibles à l'oxydoréduction ont été identifiées, dans lesquelles certains 

oxydants (principalement le peroxyde d'hydrogène et l'oxyde nitrique) sont utilisés comme 

molécules messagères pour transmettre les signaux nécessaires à ces adaptations (Ji LL et al., 

2021). 

La définition du stress oxydatif est postulée pour définir un état dans lequel les 

processus pro-oxydants dépassent la défense antioxydante cellulaire, veut dire que lorsque cet 

équilibre est rompu, le stress oxydatif peut entraîner des dommages cellulaires (Ji LL et al., 

2021). Et lorsque l'équilibre n'est pas perturbé, les agents oxydants jouent un rôle dans les 

adaptations physiologiques et la transduction des signaux. Cependant, une quantité excessive 

de ces agents, principalement les espèces d'oxygène (ROS) et d'azote (RNS), hautement 

réactives, entraîne l'oxydation de molécules biologiques telles que les lipides, les protéines, 

l'ADN et les organites cellulaires (Daenen et al., 2019). 

1.1. Effet du stress oxydatif sur les spermatozoïdes  
Le stress oxydatif est un état associé à un taux accru de dommages cellulaires induits 

par l'oxygène et les oxydants dérivés de l'oxygène (ROS). Il est l'un des facteurs les plus 

importants contribuant à la mauvaise qualité du sperme (Bansal et al., 2011). 

Les spermatozoïdes, comme toute cellule vivante dans des conditions aérobies, sont 

confrontés au paradoxe de l'oxygène. Tandis que l'O2 est nécessaire à leur fonctionnement, ses 

produits métaboliques quant à eux, peuvent modifier les fonctions des spermatozoïdes et mettre 

en danger leur survie. Ils comprennent les ions d'oxygène, les radicaux libres et les peroxydes. 

Dans la plus part des cas, les ROS sont générés par les spermatozoïdes et les leucocytes 

séminaux dans le sperme et provoquent l'infertilité par deux mécanismes clés : le premier étant 

les dommages que la membrane des spermatozoïdes subit, réduisant leur mobilité et leur 

capacité à fusionner avec l'ovocyte ; le second, c’est qu’ils peuvent altérer l'ADN des 

spermatozoïdes, infectant ainsi le processus de fécondation en entraînant le passage d'un ADN 

paternel défectueux au conceptus (Chandra et al., 2012). 

Certaines de ces espèces réactives de l'oxygène sont constamment produites à de 

faibles niveaux en tant que sous-produits des réactions métaboliques normales, et sont 

maintenues sous contrôle par les enzymes antioxydantes qui maintiennent l'équilibre redox 

intracellulaire (Bansal et al., 2011). Lorsque l'équilibre redox est rompu, ces espèces 

modérément réactives peuvent interagir avec les métaux de transition ou d'autres composants 

du cycle redox pour produire des espèces d'oxygène hautement réactives qui peuvent causer 

des dommages importants cellulaires très importants (Bansal et al., 2011 ; Sies et al., 2017). 
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Le stress oxydatif peut être détecté par trois stratégies : la mesure directe des ROS, la 

détection des niveaux d'antioxydants, et la mesure des dommages aux biomolécules qui en 

résultent (Hameister et al., 2020). 

 

Figure 15 : Schéma des dommages causés aux spermatozoïdes par le stress oxydatif (Gibb et 

al., 2020). 

 

Figure 16 : Schéma explicatif des conséquences du stress oxydatif sur le sperme. 

(https://www.invitra.fr/spermatozoides-et-antioxydants/consequences-stress-oxydatif-

hommes/). 

1.1.1. L'origine du stress oxydatif  

L'inflammation, la respiration et l'hypoxie sont les principales conditions à l'origine du 

stress oxydatif, principalement par le biais du burst oxydatif des cellules phagocytaires du tissu 

synovial, telles que les monocytes/macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles, qui 

produisent de grandes quantités d’anion superoxyde et de peroxyde d'hydrogène (Hameister et 
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al., 2020). Les mitochondries sont la source la plus vitale de production de ROS (Ifeanyi et al., 

2018). 

 

                            Figure 17 : Effet du stress oxydatif sur la cellule. 

(https://www.colispharma.be/fr/blog/qu-est-ce-que-le-stress-oxydatif-n29). 

1.2. Les cibles du stress oxydatif  
La production incontrôlée de ROS qui dépasse la capacité antioxydante du plasma 

séminal entraîne un stress oxydatif qui est nocif pour les spermatozoïdes. Tous les composants 

cellulaires, y compris les lipides, les protéines, les acides nucléiques et les sucres, sont des cibles 

potentielles du stress oxydatif (Bansal et al., 2011). Ce qui peut entraîner la mort des cellules 

(Rashki Ghaleno et al., 2021). 

1.2.1. Effet du stress oxydatif sur l'ADN  

Les lésions oxydatives provoquées par les ROS peuvent entraîner des modifications 

de l'ADN, notamment des altérations de bases, des ruptures de simples et doubles brins, des 

échanges de chromatides sœurs et des liaisons transversales ADN-protéines. Le radical 

hydroxyle joue un rôle majeur dans l'oxydation de l'ADN (Moreira et al., 2008). 

Les dommages aux bases sont principalement indirects et causés par les espèces 

réactives de l'oxygène, par exemple : O2•− (radical superoxyde), OH (radical hydroxyle) et 

H2O2 (peroxyde d'hydrogène). Certaines espèces oxydantes réactives agissent comme des 

messagers cellulaires dans la signalisation redox. Le stress oxydatif peut donc perturber les 

mécanismes normaux de signalisation cellulaire (Ozougwu et al., 2016). 

1.2.2. La peroxydation lipidique  

Le mécanisme des attaques radicalaires sur les lipides de la membrane spermatique, 

conduisent à l'initiation de la cascade de peroxydation lipidique (LPO). Les spermatozoïdes de 

mammifères, en particulier chez les ruminants, sont connus pour être susceptible des au stress 

oxydatif. Cela est dues à l'abondance des PUFA (acides gras polyinsaturés) dans la membrane 

plasmique. Les PUFA confère aux membranes fluidité et flexibilité, ce qui aide les 

spermatozoïdes à s'engager dans les événements de fusion membranaire associés à la 

fécondation. Cependant, la présence de doubles liaisons dans ces molécules (PUFA) les rend 

vulnérables à l'attaque des radicaux libres et au déclenchement de la cascade LPO. C’est une 

réaction autocatalytique qui se propage d'elle-même et qui peut donner lieu à un 

dysfonctionnement cellulaire associé à la perte des fonctions et de l'intégrité de la membrane, 

une altération des fonctions cellulaires, ainsi qu'une dégradation de la mobilité des 

spermatozoïdes et l'induction de leur apoptose (Bansal et al., 2011).  
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1.2.3. L’oxydation des protéines et des acides aminés  

Les acides aminés libres et les résidus d'acides aminés dans les protéines sont très 

sensibles à l'oxydation par une ou plusieurs espèces réactives (ROS) (Stadtman, et al., 2003). 

L'oxydation des protéines peut entraîner l’hydroxylation des groupes aromatiques et 

des chaînes latérales d'acides aminés aliphatiques... ce qui signifie que l’oxydation des protéines 

peut entraîner des modifications post-traductionnelles qui affectent leur activité, leur structure 

et leur rôle dans les processus cellulaires (Stadtman, et al., 2003). 

 

Figure 18 : les dommages causés par les ROS sur la structure et la fonction des 

spermatozoïdes (Rashki Ghaleno et al., 2021). 

1.3. Les avantages du stress oxydatif  
Il est important de souligner que les espèces réactives de l'oxygène (comme l'anion 

peroxyde) jouent un rôle essentiel dans les processus physiologiques normaux des 

spermatozoïdes tels que la capacitation, la réaction acrosomique, le maintien de la capacité de 

fécondation (Gibb et al., 2020 ; Bansal et al., 2011). 

La génération contrôlée de ROS peut également fonctionner comme des molécules de 

signalisation (seconds messagers) dans de nombreux types cellulaires différents ; ce sont des 

médiateurs importants des fonctions spermatiques. Le maintien d'un niveau adéquat de ROS est 

donc essentiel pour une bonne fonctionnalité des spermatozoïdes (Bansal et al., 2011). 

À des concentrations modérées, l'oxyde nitrique (NO) et les espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) jouent un rôle important en tant que médiateurs régulateurs dans les processus 

de signalisation. De nombreuses réponses médiées par les ROS protègent en fait les cellules 

contre le stress oxydatif et rétablissent "l'homéostasie redox" (Dröge et al., 2002). 

2. Les radicaux libres  

2.1. La définition des radicaux libres  
Les radicaux libres sont des molécules/fragments moléculaires contenant un ou 

plusieurs électrons non appariés, ce qui les rend généralement très réactifs (Poprac et al., 2017). 

On pensait initialement que les radicaux libres étaient des radicaux centrés sur l'oxygène 

appelés espèces réactives de l'oxygène (ROS), mais ils comprennent également un sous-groupe 

d'espèces réactives de l'azote (RNS) et sont tous un produit du métabolisme cellulaire normal 

(Ifeanyi et al., 2018). 
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2.2. Espèces réactives de l’oxygène (ROS)  
Les espèces réactives de l'oxygène (ROS), qui renferment l'élément oxygène, 

présentent une grande activité chimique en raison de la présence d'un électron qui n'a qu'une 

seule liaison. Dans cet état, les électrons ont une forte tendance à essayer de former des liaisons 

plus solides, ce qui entraîne des réactions chimiques qui peuvent être à la fois néfaste et 

bénéfique. Les espèces réactives de l’oxygène comprennent des radicaux libres ainsi que les 

oxydants tels que le peroxyde d’hydrogène qui est la principale espèce réactive de l’oxygène 

toxique pour les spermatozoïdes du fait de sa grande perméabilité à la membrane plasmatique 

(Gibb et al., 2020). À des concentrations faibles à modérées, elles participent aux processus 

cellulaires physiologiques, mais à des concentrations élevées, elles entraînent des modifications 

néfastes aux composants cellulaires (Ozougwu et al., 2016). 

Les ROS pourraient induire une perte rapide d'ATP intracellulaire, entraînant des 

lésions axonémales avec une diminution de la viabilité et de la mobilité des spermatozoïdes et 

une augmentation des défauts structurels de la pièce intermédiaire, avec des effets délétères sur 

la capacitation des spermatozoïdes et la réaction acrosomique (Alahmar et al., 2019). 

2.2.1. Origine d’espèces réactives de l’oxygène (ROS)  

La plupart des ROS sont générés en tant que sous-produits au cours des réactions de 

transport d'électrons ou d'oxydation des mitochondries. Les ROS résultent de la réduction 

séquentielle de l'oxygène par l'ajout d'électrons. Par exemple, la réduction de l'oxygène par un 

électron conduit à la formation du radical libre superoxyde (O2•−) ; tandis que la réduction par 

deux électrons conduit au peroxyde d'hydrogène (H2O2), qui n'est pas un radical libre puisque 

tous ses électrons sont appariés. Ces deux produits sont des ROS très courants dans les 

environnements cellulaires (Serras et al., 2016). 

 

Figure 19 : Diverses voies de formation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et leur 

transformation (Poprac et al., 2017). 

2.3. Espèces réactives de l'azote (RNS)  
Les espèces réactives de l'azote (RNS) sont des radicaux libres contenant de l'azote qui 

ont une capacité d'oxydation élevée et sont donc impliqués dans la promotion du stress oxydatif 

(Ifeanyi et al., 2018). Les principales RNS sont l'oxyde nitrique (NO.) et le dioxyde d'azote 
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(.NO-2), ainsi que les espèces non radicalaires telles que le peroxynitrite (ONOO-). (Blaise et 

al., 2005).  

3. Les Antioxydants  
Contre les attaques des ROS, les spermatozoïdes sont bien équipés d'un puissant 

système de défense composé d'antioxydants. Les antioxydants sont les principaux facteurs de 

défense contre le stress oxydatif induit par les radicaux libres (Bansal et al., 2011). 

L'oxygène est essentiel à la vie cellulaire car il permet la production efficace d'énergie 

(ATP) grâce à son fort potentiel d'oxydoréduction. Cependant, cette même propriété chimique 

le rend potentiellement dangereux, car il peut générer des espèces réactives de l'oxygène qui 

endommagent les cellules. Cet effet contradictoire de l'oxygène dans les organismes vivants a 

nécessité l'évolution du système antioxydant pour protéger contre l'oxydation excessive et 

combattre les espèces réactives de l'oxygène (ROS). (Ifeanyi et al., 2018). 

Tout comme les radicaux libres, les antioxydants peuvent être produits de manière 

endogène et peuvent également être introduits dans le système biologique de manière exogène, 

généralement par le biais de l'alimentation (par exemple la vitamine C, les caraténoïdes et la 

vitamine E) (Amber et al., 2013). Les antioxydants ont pour fonction principale d'équilibrer 

les radicaux libres générés au cours des processus métaboliques (Rahman, 2007 ; Poljsa et al., 

2011). On peut dire que les antioxydants mettent en œuvre leur système de défense de trois 

manières principales : en séquestrant les métaux de transition dans les protéines, empêchant 

leur réaction avec les radicaux libres et inhibant ainsi leurs effets délétères. En mettant à 

disposition de petites molécules capables de piéger les radicaux libres. Stimuler les défenses 

antioxydantes et optimiser les processus cellulaires de réparation des dommages oxydatifs sur 

l’ADN (Foyer, 2005). 

Les antioxydants sont représentés par deux groupes : d’une part les antioxydants 

enzymatiques, qui comprennent la superoxyde dismutase, la catalase et le système de 

glutathion, et de l’autre part les antioxydants non enzymatiques, par exemple la vitamine E, la 

vitamine A, la vitamine C et l'acide urique (Del Prete et al., 2018 ; Ifeanyi et al., 2018). 

 

Figure 20 : Le mécanisme d'action des antioxydants pour neutraliser les radicaux libres 

(https://www.istockphoto.com/fr/vectoriel/fonctionnement-des-antioxydants-contre-les-radicaux-

libres-gm976967168-265661300). 

https://www.istockphoto.com/fr/vectoriel/fonctionnement-des-antioxydants-contre-les-radicaux-libres-gm976967168-265661300
https://www.istockphoto.com/fr/vectoriel/fonctionnement-des-antioxydants-contre-les-radicaux-libres-gm976967168-265661300
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3.1. Les Antioxydants Enzymatiques  
Les enzymes antioxydantes ont pour fonction de maintenir l'équilibre redox stable 

(Daenen et al., 2019). La superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion (GSH) peroxydase 

constituent le principal système antioxydant dans le sperme. Ces métalloenzymes sont présentes 

à la fois dans l'espace intracellulaire et extracellulaire (Alahmar et al., 2019). 

3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)  

Le SOD est une classe d'enzymes qui catalyse la décomposition de l'anion superoxyde 

en oxygène et en peroxyde d'hydrogène H2O2, présent dans presque toutes les cellules aérobies 

et dans les fluides extracellulaires (Rahman, 2007), Le SOD catalyse la formation de peroxyde 

d'hydrogène à partir de l'anion superoxyde (Makarova et al., 2018). 

Cette enzyme joue également un rôle dans l'inhibition de l'inactivation oxydative du 

NO. Les tissus des mammifères contiennent trois types de SOD : la SOD contenant du cuivre 

et du zinc, la SOD contenant du manganèse et la SOD extracellulaire, qui sont exprimées 

respectivement dans le cytosol, la matrice mitochondriale et l'espace extracellulaire (Daenen et 

al., 2019). 

3.1.2. La catalase (CAT)  

Elle est prédominante dans les cellules exposées à l'oxygène et est fréquemment 

utilisée pour catalyser le H2O2 (produit d'une série de processus métaboliques normaux) en 

oxygène et en eau (Schwentker et al., 2002). La catalase a l'un des taux de renouvellement les 

plus élevés de toutes les enzymes, une molécule de catalase étant capable de convertir environ 

6 millions de molécules de H2O2 en eau et en oxygène chaque minute. On la trouve dans tous 

les organes, mais surtout dans le foie, ce qui permet de neutraliser les substances toxiques. La 

catalase est utilisée afin de préserver l'organisme des conséquences néfastes des radicaux libres 

(Droge, 2002 ; Valko et al., 2007). 

3.1.3. La glutathion peroxydase (GPx)  

Les glutathion peroxydases catalysent la réduction des hydroperoxydes en utilisant le 

glutathion réduit (GSH) comme réducteur. Leur rôle principal est de protéger les cellules contre 

les dommages oxydatifs (O’Flaherty et al., 2014). 

Ces enzymes sont sans doute le principal système de protection car elles détruisent non 

seulement le H2O2, mais aussi les peroxydes organiques toxiques formés par oxydation des 

acides gras ou du cholestérol. L'activité de ces enzymes est très dépendante de l'apport 

nutritionnel en sélénium (Favier et al., 2003). 

3.1.4. La glutathion réductase (GR)  

La glutathion réductase est responsable du maintien de l'approvisionnement en 

glutathion réduit, l'un des thiols réducteurs les plus abondants dans la majorité des cellules. 

Sous sa forme réduite, le glutathion joue un rôle clé dans le contrôle cellulaire des espèces 

réactives de l'oxygène, et les enzymes antioxydantes telles que la glutathion réductase 

déterminent les conditions les plus appropriées pour le contrôle redox au sein d'une cellule ou 

pour l'activation de la mort cellulaire programmée (Couto et al., 2016). 

3.2. Les Antioxydants non Enzymatiques  
Les antioxydants non enzymatiques, ou antioxydants de faible poids moléculaire, se 

trouvent dans le plasma, les fluides extracellulaires, les fluides intracellulaires, les lipoprotéines 

et les membranes. Ce groupe comprend plusieurs antioxydants alimentaires ainsi que des 



                                                                   Chapitre III : Le stress oxydatif                                      
 

28 
 

composés synthétisés dans l'organisme, qui peuvent être divisés en deux sous-groupes : les 

antioxydants hydrosolubles et les antioxydants liposolubles (Daenen et al., 2019). 

3.2.1. L’effet antioxydant des extraits phénoliques  

3.2.1.1. Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont des substances naturelles synthétisées dans plusieurs parties des 

plantes qui présentent une capacité antioxydante élevée. Ils ont la capacité de contrôler 

l'accumulation d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) par le biais de piégeurs des ROS 

lorsqu'ils sont formés. Par conséquent, ces composés antioxydants jouent un rôle important dans 

la tolérance au stress des plantes, principalement en raison de leurs propriétés anti-

inflammatoires et antimicrobiennes qui veut dire que ces composés antioxydants aident à 

protéger les plantes contre le stress oxydatif (Dias et al., 2021). 

Les flavonoïdes peuvent supprimer la production de ROS en raison de l'inhibition des 

enzymes redox (monooxygénase, cyclooxygénase, lipoxygénase, xanthine oxydase, NADH 

oxydase) et lient également les ions de métaux de valence variable qui sont impliqués dans la 

génération de radicaux d'oxygène par la réaction de Fenton. Les flavonols ; quercétine et rutine 

ont un effet antioxydant prononcé dans des conditions de peroxydation lipidique (LPO) in vitro 

(Potapovich et Kostyuk, 2003). 

3.2.1.2. La quercétine  

La présence et l’emplacement des substitutions hydroxyle (-OH) et l’anneau B de type 

catéchol font de la quercétine un antioxydant efficace, qui possède une activité de piégeage des 

ROS plus intense que celle de la vitamine E ou C (A.EL-Khawagah et al., 2020). 

Les propriétés antioxydantes bénéfiques de la quercétine sur les caractéristiques du 

sperme congelé-décongelé ont été rapporté grâce à son incorporation dans les milieux de 

conservation de sperme. Des publications antérieures ont révélé les effets bénéfiques de la 

quercétine sur les paramètres de la qualité du sperme (motilité progressive et intégrité de la 

membrane plasmique des spermatozoïdes, de l’acrosome et de l’ADN) chez diverses espèces 

animales (A.EL-Khawagah et al., 2020). 
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Matériel et méthodes  

1. Matériel végétale   
Notre travail consiste à définir l’effet de l’extrait phénolique de la plante « Lactuca 

virosa » sur le sperme dans le but de conserver les caractéristiques de la semence de l’ovin puis 

celle du caprin lors de la réfrigération.  

Le choix de la plante (Lactuca virosa) était basé sur sa disponibilité, sa large utilisation 

en médecine traditionnelle, et la richesse de ses extraits en molécules bioactives. 

1.1. La récolte de la plante  
L’endroit de la récolte été soigneusement sélectionné, en évitant les zones polluées ou 

traitées avec des produits chimiques. La partie aérienne de la plante composée de feuilles été 

récoltée. 

                                            

                                 Figure 21 : la récolte de la plante (Lactuca virosa). 

1.2. Séchage  
- D’abord, on a bien lavé les feuilles avec de l’eau. 

- Ensuite, on a laissé les feuilles pour se sécher à l’air libre pendant quelques jours (04 jours). 
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    Figure 22 : Le séchage de la plante à l’air libre. 

1.3. Broyage   
-Après que les feuilles sont séchées on a passé au broyage à l’aide d’un moulin à café. 

-Le broyage été fait au fur et à mesure à des petites quantités.  

 
Figure 23 : Moulin à café. 

1.4. Tamisage   
Une fois les feuilles sont broyées, on a utilisé un tamis fin pour tamiser la poudre et 

la conserver dans des flacons en verre à l’abri de la lumière. 

 

 
                                                       Figure 24 : Un tamis fin. 
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2. Extraction des composés phénoliques  

2.1. Le matériel et les réactifs à utiliser  

 

Figure 25 : Le matériel utilisé pour l’extraction de l’extrait phénolique. 

2.2. Extraction par macération   
La macération est l'une des méthodes d'extraction conventionnelles les plus simples et 

les moins chères, car elle ne nécessite qu'un simple récipient comme lieu d'extraction et un 

solvant. Mais cette méthode nécessite une longue période pour le processus d'extraction. Le 

processus d'extraction par la méthode de macération se fait en immergeant l'échantillon dans le 

solvant d'extraction, qui est l’éthanol dans notre cas (Tambun et al., 2021). 

On a commencé d’abord par mettre la balance à zéro, puis placer le bécher sur la 

balance et l’ajuster à zéro. Peser 8g de poudre de plante broyer à l’aide d’une spatule, puis on a 

rempli l’éprouvette graduée jusqu’à 400ml de l’éthanol et le verser sur la poudre contenue dans 

le bécher. Ensuite mélanger bien le tout par une agitation manuelle et après ça on a conservé le 

bécher avec un papier aluminium et lui placer une étiquette sur ce dernier en mentionnant la 

nature de l’échantillon et la date.  

 
Figure 26 : La poudre de (Lactuca virosa) après broyage. 

Apres 24h, on a procédé à la filtration en plaçant un papier filtre sur un entonnoir pour 

récupérer le filtrat dans un erlenmeyer. Le filtrat été par la suite stocké dans des flacons en 

verre, ambrés et étiquetés ; préparés préalablement.  



                                                                                      Matériel et Méthodes                                                         
 

32 
 

 
                                             Figure 27 : La technique de filtration. 

Afin de récupérer l’extrait phénolique il est nécessaire de le séparer du solvant 

(éthanol), en utilisant un rota-vapeur, le filtrat été placé dans un ballon fixé au rota-vapeur et 

plongé dans un bain marie à 45°C, après quelques minutes on a observé que l’éthanol s’évapore 

et on a obtenu l’extrait phénolique sous forme d’une pate qui reste collé à l’intérieure du ballon. 

Ensuite on a récupéré l’extrait phénolique qui sera conserver dans un réfrigérateur.  

 
Figure 28 : Utilisation du rota-vapeur pour séparer le solvant éthanolique. 

3. La préparation des milieux de conservation du sperme  

3.1. Préparation du milieu de base (Tris)  
Dans une fiole de 100ml, on a mis 2.42g de tris (hydroxyméthyl)aminométhane, 1g de 

fructose et 1.38 de l’acide citrique, remplir avec 60 ml de l’eau distillée puis passer à l’agitation 
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en mettant un barreau magnétique dans la fiole puis la placer sur l’agitateur, une fois terminer 

on a enlevé le barreau magnétique, et on a complété le volume avec de l’eau distillée jusqu’au 

trait de jauge, puis la conserver au réfrigérateur. 

3.2.  Préparation des milieux de traitement  

3.2.1. La quercétine  

On a pris 1mg de la quercétine en poudre et on lui a rajouté 50 ml de la solution Tris 

préparé déjà pour obtenir une concentration finale de 20µg/ml. De cette solution mère, on a 

préparé des solutions filles avec différentes concentrations : 

         - Quercétine 10µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 1ml de la solution Tris 

         - Quercétine 5µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 3ml de la solution Tris  

3.2.2. Acide gallique   

On a pris 1mg de l’acide gallique en poudre puis on a lui rajouté 50 ml de la solution 

Tris pour obtenir une concentration finale de 20µg/ml. De cette solution mère on a préparé 

des solutions filles avec différentes concentrations : 

          - Acide gallique 10µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 1ml de la solution Tris 

          - Acide gallique 5µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 3ml de la solution Tris 

3.2.3. Extraits phénoliques  

On a pris 10 mg de l’extrait phénolique récupéré sous forme de patte et ensuite le 

diluer dans 50 ml de la solution Tris déjà préparé, puis on obtient alors une solution mère 

d’une concentration de 200 µg/ml. 

Les solutions filles sont préparées à partir de la solution mère de la manière suivante: 

 - Extrait phénolique 100µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 1ml de la solution Tris 

 - Extrait phénolique 50µg/ml : on a pris 1ml de la solution mère + 3ml de la solution Tris 

 - Extrait phénolique 10ug/ml : on a pris 0.5ml de la solution mère + 9.5ml de la solution Tris 

4. La collecte épididymaire du sperme  
Le sperme épididymaire est récupéré par une technique de rétrograde-flushing 

décrite par Martinez-Pastor et al., (2006). Cette technique de prélèvement permet de 

collecter les spermatozoïdes contenus dans la queue épididymaire d’animaux abattues avec 

une quantité suffisante pour réaliser une série d’étude. Les étapes à suivre sont comme 

suivant : 

- Enlever la gaine externe du testicule (albuginée) à l’aide d’un bistouri.  

- Isoler soigneusement l’épididyme et le canal déférent du testicule toujours à l’aide 

du bistouri. 

- Se débarrasser de la tunique qui enrobe le canal déférent. 

-  Nettoyer et rincer le canal déférent et l’épididyme avec la solution du Tris.  
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- A l’aide d’une seringue, réalisant une série des ponctions des vaisseaux sanguins 

qui irriguent la queue épididymaire, pour éviter toute contamination possible de la 

semence. 

- Réaliser une incision profonde au niveau de la queue épididymaire à l’aide du 

bistouri pour qu’on puisse récupérer le sperme. 

- Introduire une seringue remplie de 0.5ml de tris dans la lumière du canal déférent. 

- Appuyer sur le piston de la seringue afin de vider le Tris puis continuer avec de 

l’air pour créer une pression, résultant à l’écoulement du sperme dans le tube 

Eppendorf. 

 

 

Figure 29 : la collecte du sperme épididymaire d’un caprin par la technique de rétrograde-

flushing. 

4.1.  La dilution de la semence  
Dans cette étude nous avons utilisé la semence de 05 individus de chaque espèce, 

ovine et caprine. Pour diluer le sperme on a pris de chaque milieu préparé 990ul +10ul du 

sperme pur. Soit un taux de dilution de 10:1000 (volume/volume). 
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► La préparation des séries  

Pour un testicule, on a préparé 3 séries de 5 tubes. 

                                                   10 µl du sperme pur 

                                                                                                                               

                                    l’ajout 990 µl de chaque milieu 

Figure 30 : protocole de dilution des différents milieux. 

4.2. Analyse du sperme collecté  

4.2.1. Analyse macroscopique  

- La couleur : l’observation se fait à l’œil nu, le sperme doit être de couleur blanchâtre. Un 

sperme qui ne respecte pas une couleur conforme sera écarté. 

- Le volume : la lecture se fait direct sur le tube Eppendorf.  

4.2.3. Analyse assistée par ordinateur (CASA)  

La mobilité est l’un des paramètres les plus importants à utilisés pour l’évaluation in 

vitro de la qualité et de la fonction des spermatozoïdes (Van De Hoek et al., 2022). 

La technologie de l’analyse de sperme assistée par ordinateur (CASA) est développée 

pour la première fois à la fin des années 1980, fait référence à un système informatique 

automatisé utilisé pour l’analyse des caractéristiques du mouvement des spermatozoïdes (Van 

De Hoek et al., 2022). 

Le CASA est conçue pour fournir des informations précises et objectives sur la   

motilité des spermatozoïdes en utilisant des images continues des spermatozoïdes, le 

traitement numériques et l’analyse de l’information (Lu et al., 2014).  

 

D’abord on a placé une goutte de 10µl de chaque milieu au centre de la cellule de 

Makler, puis on a mis la lamelle de couverture. On a placé ensuite la cellule de Makler sur la 

platine du microscope, et lancer l’analyse en capturant 04 champs de chaque milieu. L’analyse 

est faite en cinétique à plusieurs temps différents à T0 (juste après la dilution), puis 2 heures 

(T2), 4heures (T4) et 24heures (T24) de réfrigération. Le pourcentage de la mobilité totale des 

spermatozoïdes progressifs et les paramètres de la mobilité (VCL, VSL, VAP, BCF) sont 

enregistrés. 
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Figure 31 : Une image du système d’analyse CASA. 

 

 

      Figure 32 : Les différents paramètres du cinétique trajectoires des spermatozoïdes. 

5. Test de viabilité   

Les tests de viabilité des spermatozoïdes sont utilisés pour déterminer le pourcentage 

des spermatozoïdes vivants. Le test se fait par l’utilisation des colorant éosine-négrosine décrit 

par (Morrier et al, 2002). Les tests d'exclusion de colorants reposent sur la capacité de la 

membrane des spermatozoïdes vivants à résister à l'absorption de certains colorants, alors que 

ces colorants pénètrent et colorent les spermatozoïdes non viables (Vasan et al., 2011). Dans 

cette étude, la viabilité des spermatozoïdes est évaluée par coloration à l'éosine (à cause de la 

non disponibilité de la négrosine).  

Après 24 heures de conservation de la semence dans les différents milieux, on a 

préparé les frottis. Une goutte de 10µl du sperme traité été mise sur une lame et mélanger avec 

2µl de l’éosine dilué à 2%. Les frottis sont réalisés grâce à une autre lame et ensuite on a laissé 

sécher. La lame été placée sous microscope optique après l’addition d’une goutte de l’huile à 

immersion, l’observation été faite au grossissement (10 × 100).  
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Figure 33 : la préparation du frotti. 

On a compté au moins 100 spermatozoïdes par lame au microscope optique afin 

d’obtenir le pourcentage des spermatozoïdes vivants et celui des morts. Les spermatozoïdes 

morts sont colorés en rose (leur membrane est perméable), et ceux qui restent non colorés sont 

vivants (leur membrane est imperméable) (Peris et al., 2004). 

        

Figure 34 : Une image des spermatozoïdes observés sous un microscope optique au 

(Grossissement 10 x 100). 

6. La peroxydation lipidique (TBARS)  
L’objectif de ce test est de calculer la concentration des malondialdéhydes (MDA) qui 

se trouvent dans la membrane et le cytoplasme de la cellule spermatique et ceci après lavage, 

sonication et centrifugation de chaque échantillon après congélation-décongélation. 

6.1. Le lavage   
Après décongélation, les spermatozoïdes de chaque traitement ont été centrifugés à 

1500xg pendant 5 min. on a obtenu alors un surnageant (le milieu de conservation) et un culot 

(les spermatozoïdes). Le surnageant été éliminé et remplacé par 01 ml d’eau distillé, répéter 

deux fois la procédure, la dernière suspension des spermatozoïdes se fait dans 500µl d’eau 

distillé. 
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          Figure 35 : Une centrifugeuse utilisée pour le lavage des spermatozoïdes. 

6.2. La sonication  
Après le lavage, on a passé directement à la sonication pour lyser les cellules. On a 

plongé la sonde du sonication dans l’échantillon avec une amplitude de 20 KHz. La sonication 

été répétée trois fois dans un récipient de glace durant 30 secondes à chaque fois avec un 

intervalle de 30 secondes. 

 

             Figure 36 : Un sonicateur utilisé pour la destruction des spermatozoïdes. 

6.3. La préparation de la solution TTH   
Une solution HCl (N=0.25) été préparé en mélangeant 4.41ml de HCl (37%) à 95.59ml 

d’eau distillé dans une éprouvette de 100ml. 

Dans un bécher on a mis 0.375g de TBA et 15g TCA avec 100ml de la solution HCl 

(N=0.25), la préparation été ensuite mise en agitation pendant 5 minutes. La solution TTH été 

conservée à -20°C dans des tubes de 10ml. 

6.4. Le dosage des malondialdéhydes   
Pour le dosage du malondialdéhydes (MDA), la procédure rapportée par Buege et 

Aust (1978) a été utilisée. 01ml de la solution TTH préparée préalablement (acide 
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trichloracétique 15%, poids / volume, acide thiobarbiturique 0.375%, poids / volume, dans de 

l’acide chlorhydrique 0.25N) été mélangée avec 500 µl du sperme (après lavage et sonication). 

Le mélange réactionnel été ensuite incubé à 95°C pendant 60 minutes pour induire la libération 

des MDA. Une couleur rose proportionnelle à la teneur en MDA été observée. Après l’arrêt de 

la réaction dans de l’eau glacée, les échantillons étaient centrifugés à 18000xg pendant 10 min 

et le surnageant est récupéré. 

 

Figure 37 : Une image qui montre la coloration rosâtre du surnageant des différents milieux 

traités par le test du TBARS. 

La teneur des malondialdéhydes (MDA) été mesurée par spectrophotométrie à 532 

nm et l’absorption de chaque échantillon été traduite en nmol/ml par l’équation suivante :      

                          

 

 

Figure 38 : Un spectrophotomètre pour la lecture des taux de MDA. 

7. Le test sanguin : (la toxicité des milieux sur les globules rouges)  
Dans le but de déterminer la toxicité de nos milieux utilisés pour la conservation de 

notre semence. On a pris la cellule sanguine (globules rouges) comme échantillon.  

On a préparé une série de nos milieux : Tris (control), la quercétine 5µg/ml, acide 

gallique 5µg/ml et les extraits phénoliques 10 et 50µg/ml. Pour 900 µl de chaque milieu on a 

[ ] MDA nm =
   

    
× 10 nmol / ml ou 108spz
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administré un volume de 100 µl de sang, puis on a réalisé des frottis. Ensuite on a passé à 

l’observation des globules rouges sous microscope optique au grossissement (10 × 40). 

8. Test antioxidant DPPH : (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  
La méthode DPPH est un test rapide, simple, précis et peu coûteux. Il est largement 

utilisé pour mesurer la capacité des antioxydants à piéger les radicaux libres autrement dit pour 

le dépistage de l'activité de piégeage des radicaux libres dans de nombreux échantillons où bien 

être comme donneurs d'hydrogène (Marinova et al., 2011). 

Afin d’effectuer le test DPPH, une solution méthanolique de DPPH été préparé (0.3 

Mm), une gamme de concentrations croissantes de notre extrait ainsi que de notre témoin positif 

(acide ascorbique) été préparé dans du méthanol. 

Après solubilisation de notre extrait ainsi que la solution l’acide ascorbique tous les 

deux dans le méthanol. 2,5 ml de notre extrait été ajouté à 1ml de la solution DPPH dans des 

tubes a essais, mise à l’abri de la lumière pendant 30 minutes, à la fin les mesures de 

l’absorbance sont faites à 517 nm Le % de radical piégé été calculé à l’aide de l’équation 

suivante :  

                

Où, absorbance control : l’absorbance de la solution methanolique de DDPH qui ne 

doit pas dépasser 0.7, à 0,8 grand max  

Absorbance of sample : c’est l’absorbance de notre extrait ou du contrôle positif  

NB : si l’absorbance de DDPH est très concentrée ce qui va être le cas procéder à une 

dilution par exemple (prendre 5ml de solution DPPH dans 10 ml méthanol et mesurer 

l’absorbance. 

L’absorbance été mesuré avec un spectrophotomètre. Commençant par la solution pur 

de DPPH et calibrer, puis chercher la dilution du control dont l’absorption ne doit pas dépasser 

0.7, à 0.8. Après les 30 minutes on a passé les milieux avec les différentes concentrations dans 

le spectrophotomètre pour mesurer l’absorbance afin de calculer l’activité de piégeage des 

radicaux libres des antioxydants de chaque milieu et chaque concentration. Seule l’absorbance 

la plus élevée de chaque milieu été prise en compte. 

9. Etude statistique  

Pour faire les tableaux statistiques, nous avons utilisé le logiciel tableur excel et pour 

étudier les différences significatives on a utilisé le test ANOVA avec le test F schelle à un 

niveau d’erreur 5%, réaliser les barres d'erreur. La version de stat-view utilisé est de « 5.0. 

Abacus Concepts Inc, Berkeley, CA, USA ». L’Histogramme du test DPPH a été réalisé par 

logiciel excel. 
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Résultats  
Cette partie sera consacré à la présentation et la discussion de l’ensemble des résultats 

obtenus lors des différentes expérimentations.  

En premier lieu, nous présenteront les résultats de l’optimisation des concentrations de 

chaque substance utilisée. Par la suite, les résultats relatifs à l’effet des différents milieux de 

conservation sur le sperme réfrigéré à 04°C seront présenté. 

La mobilité de la cellule spermatique est considérée comme une indication de son état 

physiologique. Il est reconnu que l’analyse informatique CASA offre des données essentielles 

pour évaluer la qualité du sperme étudier et permet de donner la possibilité de produire des 

résultats quantitatifs, objectifs, permettant de mesurer l'effet des divers traitements sur la qualité 

du sperme. L’analyse de la viabilité et du stress oxydatif par le test TBARS offrent également 

la possibilité d'approfondir l'analyse de la qualité des spermatozoïdes et de rendre compte des 

divers niveaux d'altération, notamment les attaques radicalaires. Et en termine par le test de 

DPPH qui démontre le pouvoir de piégeage des ROS de chaque milieu et le test sanguin pour 

définir le taux de toxicité. 

L'analyse du sperme chez les ruminants a été l'objet de cette étude, en particulier chez 

les caprins et les ovins. Ces deux espèces partagent des caractéristiques communes, mais 

présentent également des différences spécifiques. 

1. Analyse de la motilité spermatique  

1.1. La motilité du sperme ovin  
▪ La cinétique de mouvement des spermatozoïdes  

La vitesse linéaire des spermatozoïdes (VSL) est déterminée en considérant la distance 

entre le point d’arrivée et le point de départ, en ligne droite des gamètes. La vitesse moyenne 

de trajet (VAP) quant à elle considère la distance parcourue par les spermatozoïdes sur un trajet 

moyen pendant la durée d’observation, alors que la vitesse curviligne (VCL) tient compte de la 

distance réelle parcourue tout au long du trajectoire, et la fréquence de battement (BCF) 

représente le nombre de battements de flagelle par unité (Hz).  

▪ Tris (control)   

L’extenseur tris (à base d’hydroxyméthyl aminométhane) a été utilisé avec succès dans 

la cryoconservation de sperme et sert de modèle pour l’étude de nouveaux extenseurs, la 

solution tris a donné de meilleurs résultats que d’autres diluants de sperme (Silva et al., 2002).   
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1.1.1 Les différentes concentrations de la quercétine  

La figure 39 nous montre que la valeur de la concentration de quercétine 5µg/ml à T0 

est plus élevé par rapport aux autres concentrations et au control. On remarque aussi dans les 

autres temps une disparité de valeurs entre les concentrations des différents milieux. 

                 

                               VCL                                                                  VSL 

        

                                VAP                                                                  BCF 

Figure 39 : Histogramme montrant les paramètres de mobilité à 0, 2, 4 et 24h de réfrigération 

à 04°C du sperme ovin dans les différentes concentrations de la quercétine à 5, 10 et 20 

µg/ml. 

1.1.2. Les différentes concentrations de l’acide gallique  

La figure 40 montre que la concentration de 5µg/ml présente la meilleure valeur 

comparée aux autres concentrations d’acide gallique. Cependant, toutes les concentrations 

testées ont des valeurs inferieurs au contrôle dans les divers temps.  

             

                              VCL                                                                          VSL 

0

5

10

15

20

25

30

35

µ
m

/s

0 2 4 24
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

µ
m

/s
0 2 4 24

Q 20 µg/ml

Q 10 µg/ml

Q 5 µg/ml

tris

0

2

4

6

8

10

12

14

16

µ
m

/s

0 2 4 24
0

,5

1

1,5

2

2,5

3

H
z

0 2 4 24

0

5

10

15

20

25

30

µ
m

/s

0 2 4 24
0

1

2

3

4

5

6

7

8

µ
m

/s

0 2 4 24
AG 20 µg/ml

AG 10 µg/ml

AG 5 µg/ml

tris



                                                                          Résultats et Discussion 

43 
 

       

                                  VAP                                                                     BCF 

Figure 40 : Histogramme représentant les paramètres de mobilité pendant 0, 2, 4 et 24h de 

réfrigération à 04°C du sperme ovin dans différentes concentrations de l’acide gallique à 5, 10 

et 20 µg/ml. 

1.1.3. Les différentes concentrations de l’extrait phénolique  

La figure 41 montre qu’à T0 la valeur de concentration de l’extrait phénolique 

50µg/ml est légèrement élevé comparé aux autres concentrations 100µg/ml et 200µg/ml. 

Cependant, les paramètres de mobilité les plus élevés sont celles du contrôle (Tris). Après 2h 

de conservation on remarque que les valeurs de chaque concentration se rapproche entre elles 

et au contrôle. 

          

                                    VCL                                                                   VSL 

         

                                   VAP                                                                      BCF  

Figure 41 : Histogramme qui montre les paramètres de mobilité à 0, 2, 4 et 24h de 

réfrigération à 04°C du sperme ovin dans différentes concentrations de l’extrait phénolique à 

50, 100 et 200 µg/ml. 
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1.1.4. La comparaison entre les différents milieux de conservation  

Sur la figure 42 on peut observer que les valeurs élevées sont celles du contrôle (Tris) 

à T0, les valeurs de mobilité dans le contrôle exhibent une diminution en fonction du temps 

comme celle de l’extrait phénolique à 10µg/ml. La concentration de 50µg/ml de l’extrait 

phénolique présente la meilleure valeur d’environ 8µm/s suivie par la quercétine d’environ 

6,2µm/s après 2h de conservation. Par ailleurs, l’acide gallique présente la valeur la plus faible 

par rapport aux autres milieux tout au long de l’analyse.  

          

                                   VCL                                                                       VSL 

         

                                   VAP                                                                        BCF    

Figure 42 : Histogramme qui présente les paramètres de mobilité à 0, 2, 4 et 24h de 

réfrigération à 04°C du sperme ovin dans différentes concentrations des milieux de 

conservation (Tris, quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 

50µg/ml). 

1.2. La motilité du sperme du caprin  

1.2.1. La comparaison entre les différents milieux de conservation  

Dans la figure 43 on observe une large différence dans les paramètres de motilité qui 

ont des valeurs très élevés chez le caprin comparant à celles de l’ovin. Après, c’est surtout dans 

le contrôle (Tris) et l’extrait phénolique 10µg/ml qui maintiennent le plus de mobilité à T0. Une 

diminution importante de la motilité est observée après 2h de conservation à l’exception de 

l’extrait phénolique à 50µg/ml qui garde une certaine stabilité. L’acide gallique et la quercétine 

montrent des valeurs faibles de mobilité tout au long de la conservation.  
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                          VCL                                                                    VSL 

       

                                     VAP                                                                    BCF 

Figure 43 : Histogramme montrant les paramètres de mobilité à 0, 2, 4 et 24h de réfrigération 

à 04°C du sperme de caprin dans différentes concentrations des milieux de conservation (Tris, 

quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 

1.2.2. Le pourcentage de mobilité massale et progressive  

Les valeurs du pourcentage des spermatozoïdes mobile et la motilité progressive des 

spermatozoïdes sont présentées dans la figure 44. Les résultats de la mobilité progressive 

montrent qu’à T0 le Tris présente le meilleur pourcentage, suivit de l’extrait phénolique à 

10µg/ml puis l’extrait phénolique à 50µg/ml, la quercétine montre un très faible pourcentage 

dans tous les temps. Après 2h de réfrigération, on observe une diminution remarquable dans 

tous les milieux et presque inexistante après 24h, à l’exception de l’acide gallique qui montre 

une augmentation progressive à T2 et T4. 

Concernant le pourcentage des spermatozoïdes mobile, on observe que le Tris présente 

un pourcentage très élevé qui est de 75% à T0, puis ça diminue au fil du temps. Juste après le 

control, les meilleures valeurs sont celles de l’extrait phénolique 1 0µg/ml qui diminue à son 

tour après 2h de conservation. A T2 et T4 l’extrait phénolique à 50 µg/ml exhibe le meilleur 

pourcentage après le Tris. La quercétine est le plus faible pourcentage dépassé légèrement par 

l’acide gallique, ce dernier présente une augmentation de la mobilité totale au fil du temps, pour 

devenir le meilleur pourcentage à 24h de conservation. 
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Le pourcentage des spermatozoïdes mobile                Motilité progressive 

Figure 44 : Histogramme montrant le pourcentage des spermatozoïdes mobile et la motilité 

progressive du sperme de caprin conservé dans différents traitements (Tris, quercétine 

5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 

2. Analyse de la viabilité du spermatique  
Dans cette étude, on a réalisé une analyse de la viabilité des spermatozoïdes après une 

période de conservation de 24 heures, pour déterminer si les spermatozoïdes sont vivants ou 

morts en fonction de leur coloration.  

2.1. La viabilité du sperme ovin  

2.1.1. Les différentes concentrations de la quercétine  

La figure 45 nous montre une disparité très notable de viabilité entre les différents 

milieux, on remarque qu’il y a plus de viabilité dans la quercétine 5µg/ml avec un pourcentage 

d’environ 34% et presque inexistante à la concentration 20µg/ml. La concentration de 10 µg/ml 

est presque similaire au Tris qui est d’environ 10%. 

 

Figure 45 : Histogramme qui montre le pourcentage de viabilité après 24h de réfrigération à 

04°C du sperme ovin dans les différentes concentrations de la quercétine (5, 10 et 20 µg/ml). 

 2.1.2. Les différentes concentrations de l’acide gallique  

Ce que nous pouvons le constater sur la figure 46, le pourcentage des spermatozoïdes 

vivant est élevé au contrôle (Tris) avec un pourcentage d’environ 9% par rapport aux autres 

milieux de l’acide gallique, la concentration 20µg/ml est spermicide avec 0% de viabilité. 
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Figure 46 : Histogramme qui montre le pourcentage de viabilité après 24h de réfrigération à 

04°C du sperme ovin dans les différentes concentrations de l’acide gallique (5, 10 et 20 

µg/ml). 

2.1.3. Les différentes concentrations de l’extrait phénolique  

On peut remarquer dans la figure 47 que le pourcentage de viabilité est très bas dans 

tous les milieux à l’exception de la concentration 50µg/ml qui révèle une légère augmentation 

environ 11%, plus élevé que celle du Tris. 

                    

Figure 47 : Histogramme présentant le pourcentage de viabilité après 24h de réfrigération à 

04°C du sperme ovin dans les différentes concentrations de l’extrait phénolique (50, 100 et 

200 µg/ml). 

2.1.4. La comparaison de viabilité entre les différents milieux de conservation  

On voit dans la figure 48 que le pourcentage des vivant est toujours très bas et presque 

inexistant dans tous les milieux utilisés, sauf pour l’extrait phénolique 50µg/ml qui présente 

une mince augmentation, avec un pourcentage d’environ 11%. 
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Figure 48 : Histogramme présentant le pourcentage de viabilité après 24h de réfrigération à 

04°C du sperme ovin dans les différentes concentrations des milieux de conservation (tris, 

quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 

2.2. La viabilité du sperme caprin  

2.2.1. La comparaison de viabilité entre les différents milieux de conservation  

Dans la figure 49 on remarque une certaine augmentation en pourcentage de viabilité 

chez le caprin par rapport à l’ovin, et la valeur maximale est celle de la quercétine 5µg/ml avec 

un pourcentage d’environ 43%. Ce qui veut dire qu’il y a une viabilité très abondante chez les 

spermatozoïdes du caprin que chez l’ovin.  

                     

Figure 49 : Histogramme présentant le pourcentage de viabilité après 24h de réfrigération à 

04°C du sperme du caprin dans les différentes concentrations des milieux de conservation 

(Tris, quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 

3. Test de peroxydation lipidique (TBARS)  
▪ Détermination de la peroxydation lipidique (LPO)  

Le test TBARS mesure principalement le malondialdéhyde (MDA), un produit final 

de la peroxydation lipidique. Le MDA réagit avec l'acide thiobarbiturique (TBA) pour former 

un composé coloré mesurable par spectrophotométrie.  La concentration du complexe 

MDA+TBA a été mesurée à 532 nm. La quantité d'absorption de lumière du mélange 

réactionnel se fait mesurée après centrifugation (Jumintono et al., 2021). 
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3.1. Test de peroxydation lipidique chez l’ovin  
La figure 50 présente un décalage de distribution du MDA dans les différents milieux 

de conservation qui peut indiquer des valeurs élevées surtout dans la quercétine 5µg/ml avec 

une valeur (d’environ 1,4 nmol/ml) et les deux milieux de l’extrait phénolique 10 et 50 µg/ml 

avec des valeurs d’environ 1,12 nmol/ml et 0,9 nmol/ml ce qui désigne un taux élevé du stress 

oxydatif, mais comparativement au contrôle, le taux du MDA sont significativement plus 

élevés. L’acide gallique donne les mêmes valeurs comparées au contrôle (Tris).  

               

Figure 50 : Histogramme présentant le taux de la peroxydation des lipides membranaires 

(MDA) après la décongélation du sperme ovin dans les différents traitements (Tris, quercétine 

5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 

3.2. Test de peroxydation lipidique chez le caprin  
La figure 51 montre une convergence de distribution des taux de MDA dans les 

différents milieux de conservation avec des valeurs entre 0,9 jusqu’à 1 nmol/ml dans tous les 

milieux ce qui indique également un faible stress oxydatif. 

                     

Figure 51 : Histogramme présentant le taux de la peroxydation des lipides membranaires 

(MDA) après la décongélation du sperme de caprin dans les différents traitements (tris, 

quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 et 50µg/ml). 
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4. Test de DPPH  
▪ Le DPPH- (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) 

Le DPPH est l'un des rares radicaux azotés organiques stables. Une solution de DPPH• 

dans le méthanol a une couleur violette. Lorsqu'il réagit avec un antioxydant, le radical DPPH• 

est converti en DPPH, et sa couleur passe du violet au jaune. L'effet antioxydant peut être 

facilement évalué en mesurant sa capacité à réduire l'absorption de la lumière à une longueur 

d'onde de 517 nm (Martysiak-Żurowska et al., 2012).  

                           

Figure 52 : Histogramme présentant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH dans les 

différents milieux ((Cntrl : témoin positif (vitamine C), quercétine, acide gallique et l’extrait 

phénolique). 

La figure 52 montre que la quercétine a eu un taux élevé de piégeage des radicaux 

libres par rapport aux autres milieux avec un pourcentage de 99,04% ce qui indique une activité 

antioxydante plus élevée que celle du contrôle positif (Vitamine C) qui donne une valeur de 

98,36%. L’acide gallique montre également une valeur élevée de 97,81. Même si la valeur de 

84,82 de l’extrait phénolique est élevée mais reste moins importante par rapport aux autres 

milieux. 

5. Le test sanguin (la toxicité des milieux sur les globules rouges)  
▪ Les tests sanguins de toxicité  

Les tests sanguins de toxicité évaluent les effets potentiellement nocifs de substances 

ou de milieux sur les cellules du sang. Ils permettent de : mesurer la viabilité cellulaire, détecter 

des dommages à l'ADN, évaluer les changements morphologiques et analyser les marqueurs de 

stress oxydatif (Dinardo et al., 2019). 
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                                    Tris                                                       Quercétine 5µg/ml 

                                  

                 Acide gallique 5µg/ml                                          Ex Phénolique 10µg/ml 

                                              

                                                   Ex Phénolique 50µg/ml 

Figure 53 : Des images des cellules sanguines traitées par les différents milieux de 

conservations étudié (Tris, quercétine 5µg/ml, acide gallique 5µg/ml et l’extrait phénolique 10 

et 50µg/ml). 

Dans les différentes figures si dessus on peut observer que le Tris a détruit presque 

toutes les membranes des cellules sanguines ce qui veut dire que le Tris est toxique pour les 

cellules sanguines. Par contre, la quercétine à garder presque toutes les cellules sanguines saines 

ce qui indique que la quercétine est bénéfique pour eux. En revanche pour l’acide gallique, on 

observe que la moitié des cellules sanguines sont restées telles qu’elles sont, tandis que l’autre 

moitié des cellules sanguines sont détruites. L’extrait phénolique pour les deux concentrations 
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10 et 50µg/ml on trouve que presque toutes les cellules sont détruites, concluant que ces 

concentration l’extrait phénolique est néfaste pour les cellules sanguines.  
Discussion  

La conservation des spermatozoïdes entraîne différents dégâts sur les cellules 

spermatique en particulier par le stress oxydatif. Il est donc essentiel d'améliorer des milieux de 

conservation dont l'objectif sera de maintenir la qualité des divers paramètres des 

spermatozoïdes tels que la motilité et la viabilité du sperme des petits ruminants et de garantir 

leur protection contre le stress oxydatif pendant la réfrigération à 04°C. Dans ce mémoire 

l’extrait phénolique de la laitue sauvage (Lactuca virosa) et la quercétine ainsi que l’acide 

gallique ont été étudiés pour démontrer leur impact sur le sperme après conservation à 04°C. 

Le control Tris montre les meilleurs résultats initiaux pour la motilité progressive et le 

pourcentage de spermatozoïdes mobiles. Cela est cohérent avec les études de Salamon et al., 

(2000) qui ont souligné l'efficacité du Tris comme diluant standard pour la conservation du 

sperme de bélier, notant sa capacité à maintenir la motilité et la viabilité des spermatozoïdes 

pendant le stockage. 

Une faible performance de la quercétine 5µg/ml en ce qui concerne la motilité des 

spermatozoïdes chez le caprin, contrairement aux spermatozoïdes de l’ovin qui montrent une 

mobilité élevée comparé au contrôle. Cela peut être expliqué par les concentrations utilisé, et 

la spécificité de l'espèce.  

En outre, nos résultats ont montré que la quercétine a préservé le taux de viabilité des 

spermatozoïdes le plus élevé et a eu l'effet antioxydant le plus élevé par rapport aux autres 

milieux dans le test DPPH avec une valeur de 99,04%. Mais malgré cela, la quercétine montre 

des taux de MDA supérieures comparé aux autres milieux, supposant qu’un stress oxydatif est 

instauré en intracellulaire. Ceci nous mène à conclure que la quercétine n’a pas pu jouer son 

effet antioxydant à l’intérieur de la cellule spermatique à cause de sa faible solubilité dans le 

milieu de conservation, donc une faible perméabilité cellulaire, et son effet antioxydant est 

limité en extracellulaire.   

L'acide gallique, connu pour ses propriétés antioxydantes (Yilmaz et Toledo, 2004), 

a montré un effet modéré dans cette étude contrairement à l'effet observé dans l'étude de Bucak 

et al., (2015). Il a montré également des effets moyennes sur la viabilité et la motilité des 

spermatozoïdes. Cette différence pourrait s'expliquer par les mécanismes d'action spécifiques 

de chaque antioxydant et leur interaction avec les membranes des spermatozoïdes de chaque 

espèce. De plus, dans cette étude, une concentration de 10µg/ml a montré un effet spermicide. 

Cela affirme les conclusions d'Agarwal et al., (2014), qui ont montré que des concentrations 

excessives d'antioxydants peuvent parfois avoir des effets différents sur les fonctions 

spermatiques, soulignant l'importance de trouver une concentration optimale. 

L'extrait phénolique à 10μg/ml et celui à 50μg/ml montrent des résultats similaires au 

control (Tris) dans les différents tests, à l'exception de mobilité où la concentration de 50μg/ml 

a eu un impact plus élevé par rapport à tous les autres milieux, notamment chez l'ovin. L'extrait 

phénolique de Lactuca virosa, particulièrement à 50 µg/ml, possède de puissantes propriétés 

antioxydantes. Ses composés phénoliques peuvent neutraliser les radicaux libres et réduisant 

ainsi le stress oxydatif cellulaire.  
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Cette étude ouvre des perspectives intéressantes pour l'amélioration des techniques de 

conservation du sperme en utilisant des substances naturelles. Cependant, il est essentiel de 

mener des études supplémentaires afin de confirmer ces résultats et explorer leur application 

pratique dans différents contextes. 

 L'utilisation de molécules cages, permet d'améliorer la solubilité et la biodisponibilité 

de la quercétine. Cette méthode consiste à encapsuler la quercétine dans des complexes 

d'inclusion, augmentant ainsi sa solubilité dans l'eau et la protégeant contre la dégradation. 

L'optimisation des concentrations et le développement de nouvelles structures de cages 

moléculaires sont des axes de recherche prometteurs pour améliorer l'efficacité de cette 

approche dans les applications pharmaceutiques et nutraceutiques. 
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Conclusion  

Le présent mémoire avait pour objectif d’évaluer et examiner l’effet et l’efficacité des 

extraits phénoliques de la plante « Lactuca virosa » sur le maintien de la qualité des différentes 

caractéristiques du sperme des petits ruminants et s’ils peuvent améliorer la motilité, la viabilité 

et la fonctionnalité des spermatozoïdes après conservation à 04°C. 

Les résultats ont montré que les meilleurs paramètres de la cinétique de mobilité des 

spermatozoïdes et les pourcentages des spermatozoïdes progressifs les plus élevés sont 

recueillis dans le milieu de base (Tris), et ce qui fait du control un bon milieu de conservation. 

Les données collectées ont révélé également que la quercétine 5µg/ml à donner un 

effet négatif sur la mobilité des spermatozoïdes. Tandis qu’elle à présenter un effet positif sur 

la viabilité et un taux élevé de piégeage des radicaux libres via le test DPPH se qui fait d’elle 

un mécanisme de protection pour les spermatozoïdes contre les dommages lors de la 

réfrigération. 

Les observations réalisées ont montré aussi que l’acide gallique 5µg/ml déminue la 

mobilité des spermatozoïdes car il rend ces derniers inactifs. Et à des concentrations de 20µg/ml 

il présente un taux de mortalité à 100% après 24h de conservation, ce qui fait de ce composé 

un spermicide. 

Dans l’évaluation de l’effet des extraits phénoliques. Des variations d'efficacité ont été 

notées et que ces composés bioactifs doivent être utilisés avec des concentrations adéquates et 

convenable, car les concentrations de l’extrait phénolique ont montré que celle de 50µg /ml et 

un peu meilleure que la concentration 10µg/ml dans les différents tests étudiés. Donc supposant 

que si on optimise encore la concentration de l’extrait on peut obtenir des résultats meilleurs 

que celles qui sont déjà faites. 

Ces résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour l'amélioration des techniques 

de conservation du sperme, et il serait intéressant d’approfondir notre étude afin de : 

➢ Poursuivre les optimisations afin de trouver la concentration adéquates des 

différents composés bioactive pour un meilleur résultat sur les paramètres 

spermatiques. 

➢ Etudier l’effet de ces milieux sur le sperme de différentes espèces in vitro et in 

vivo.  

➢ L’utilisation des dispositives pour l’amélioration de la solubilité de ces 

composés bioactives dans les milieux de conservation. 
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Résumé  

L’objectif du présent travail a été d’examiné l'impact de l'extrait de laitue sauvage (Lactuca virosa) et de deux 

composés naturels, à savoir : la quercétine et l’acide gallique, sur le sperme épididymaire des petits ruminants (ovin et caprin) 

après conservation à 04°C. Trois paramètres indicateurs de la qualité spermatique : la mobilité, la viabilité et le statut oxydatif 

sont mesurés ainsi que deux autres tests ont été étudié dont, le DPPH et le test de toxicité sanguine. L’analyse est effectuée à 

des temps d’intervalles spécifiques de 0, 2, 4 et 24 heures. Les résultats ont montré que la quercétine à 5µg/ml a démontré des 

effets bénéfiques sur la viabilité des spermatozoïdes appuyé par le test de toxicité sanguine et un taux de piégeage des radicaux 

libre le plus élevé, mais son impact sur la motilité été négatif. D’autre part, l’acide gallique à 5µg/ml à donner des résultats 

modérés dans la plupart des tests et présente un effet spermicide à une concentration de 20µg/ml. Les deux concentrations de 

l'extrait phénolique à 10μg/ml et celui de 50μg/ml ont donné des résultats égalent au control (Tris) dans les divers tests, à 

l'exception des paramètres de mobilité spermatique où la concentration de 50μg/ml montre un effet plus important comparé à 

tous les autres milieux en particulier chez l’ovin. Cette étude suggère que l’utilisation des concentrations adéquates des 

composés et extraits naturels peuvent avoir des effets bénéfiques sur la qualité du sperme conservé à 04°C, avec un effet 

spécifique pour chaque espère. 

Mots clés : sperme, petits ruminants, conservation, Lactuca virosa, composés bioactifs, paramètres spermatiques. 

 

Abstract 

The aim of the present work was to examine the impact of wild lettuce (Lactuca virosa) extract and two natural 

compounds, namely quercetin and gallic acid, on epididymal sperm from small ruminants (sheep and goats) after preservation 

at 04°C. Three parameters indicative of sperm quality were measured: motility, viability and oxidative status. Two other tests 

were also studied: DPPH and the blood toxicity test. Analysis was carried out at specific time intervals of 0, 2, 4 and 24 hours. 

The results showed that quercetin at 5µg/ml demonstrated beneficial effects on sperm viability supported by the blood toxicity 

test and the highest free radical scavenging rate, but its impact on motility was negative. On the other hand, gallic acid at 5µg/ml 

gave moderate results in most tests and showed a spermicidal effect at a concentration of 20µg/ml. The two concentrations of 

phenolic extract at 10μg/ml and that of 50μg/ml gave results equal to the control (Tris) in the various tests, with the exception 

of sperm mobility parameters where the 50μg/ml concentration showed a greater effect compared to all other media, particularly 

in sheep. This study suggests that the use of appropriate concentrations of natural compounds and extracts can have beneficial 

effects on the quality of semen stored at 04°C, with a specific effect for each hope. 

Key words: sperm, small ruminants, conservation, Lactuca virosa, bioactive compounds, sperm parameters. 

 

    ملخص                                                                                                                                                                                

الغاليك، على  ومركبين طبيعيين، وهما الكيرسيتين وحمض   (Lactuca virosa) كان الهدف من هذه الدراسة هو فحص تأثير مستخلص الخس البري

درجة مئوية. تم قياس ثلاثة معايير تدل على جودة الحيوانات المنوية:  04لمنوية من المجترات الصغيرة )الأغنام والماعز( بعد حفظها في درجة حرارة الحيوانات ا

 4و 2و 0ترات زمنية محددة من . تم إجراء التحليل على ف واختبار سمية الدم DPPH الحركة، والحيوية والحالة التأكسدية، كما تمت دراسة اختبارين آخرين: اختبار

ميكروغرام/مل أظهر تأثيرات مفيدة على حيوية الحيوانات المنوية مدعومة باختبار سمية الدم وأعلى معدل مسح    5ساعة. أظهرت النتائج أن الكيرسيتين بجرعة    24و

ميكروغرام/مل نتائج معتدلة في معظم الاختبارات وكان له تأثير   5ركيز  خرى، أعطى حمض الغاليك بتللجذور الحرة، لكن تأثيره على الحركة كان سلبياً. من ناحية أ

ميكروغرام/مل نتائج مساوية  50ميكروغرام/مل وتركيز  10ميكروغرام/مل. أعطى تركيزان من المستخلص الفينولي بتركيز  20مبيد للحيوانات المنوية بتركيز 

ميكروغرام/مل تأثيراً أكبر مقارنةً بجميع الوسائط   50ناء معايير حركة الحيوانات المنوية حيث أظهر تركيز ختبارات المختلفة، باستثفي الا (Tris) للوسط الضابِط

يدة على جودة يرات مفالأخرى، خاصةً في الأغنام. تشير هذه الدراسة إلى أن استخدام تركيزات مناسبة من المركبات والمستخلصات الطبيعية يمكن أن يكون له تأث

 .درجة مئوية، مع تأثير محدد لكل نوع 04وي المخزن في درجة حرارة السائل المن

الحيوانات المنوية، الحيوانات المجترة الصغيرة، الحفظ، لاكتوكا فيروسا، المركبات النشطة بيولوجياً، معايير الحيوانات المنوية الكلمات المفتاحية:  

 

 

 

 

 

 


