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Introduction

Introduction :

Parmi les espéces domestiques, le lapin est élevé de plus en plus dans le monde ainsi
qu’en Algerie pour divers motifs, surtout nutritionnel. En effet, le lapin est une source
importante de protéines qui pourrait régler le probléme de I’insuffisance et de la cherté des

autres viandes (Thierry, 2015).

La conservation du sperme du lapin est un élément clé des pratiques de reproduction
en élevage de lapin, elle présente plusieurs intéréts économiques et sociaux importants
notamment la production de la viande pour la consommation, ainsi que d’autres intéréts
comme le transport et les échanges nationaux et internationaux de la semence conservée ,pour
éviter le déplacement des animaux et les dépenses de leur entretien , ou méme stocker les
spermes des males sélectionnés pour les utiliser méme aprés leur mort. La conservation du
sperme permet d’optimiser la reproduction des males en préservant leur fertilité et en incluant
des techniques de biotechnologie de la reproduction tel que 1’insémination artificielle (IA)

(Thierry, 2015).

Plusieurs études sont réalisées pour développer les méthodes de conservation du
sperme, et différents milieux de conservation sont utilisés, additionnés de diverses molécules
comme les huiles essentiels (Troisio et al., 2024), les vitamines (E, C...) (Azawi et al.,
2013), ainsi que le cholestérol (Moce et al., 2010 ). Ce dernier est utilisé pour son pouvoir de

maintenir la stabilité et I’intégrité des membranes cellulaires des spermatozoides.

Le cholestérol est une molécule hydrophobe, non soluble dans ’eau, ce qui entrave
I’expression optimale de son effet. les chercheurs 1’ont solubilisé avec succés, avec des
cyclodextrine (CCD) (MOCE et al., 2010), en ce qui nous concerne, nous voulons le
solubiliser avec du Polythelene glycol (Peg) (Yang et al., 2008). Les cyclodextrines, ont
montré leur efficacité dans 1’augmentation de la solubilité du cholestérol avec un effet positif
sur la mobilité spermatique (BELALA et al., 2016). Le Peg est un agent de solubilisation
utilise dans divers application (la médecine, 1’industric). Ce dernier a bien solubilisé le
cholestérol (Yang et al., 2008)., mais a notre connaissance aucune étude n’a montré 1’effet de

son association au cholestérol sur le sperme du lapin a T° ambiante.

L’objectif de notre étude est de tester 1’effet du polyéthyléne glycol (PEG) sur la
solubilisation du cholestérol et sur la conservation du sperme du lapin a température

ambiante, pour répondre a la question suivante : Quelle est I’avantage et I’efficacité de
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I’utilisation du cholestérol seul ou solubilis¢ a I’aide du Peg comme agent de conservation du

sperme du

lapin

récolté et conservé a température ambiante?




Chapitre |




Chapitre | La reproduction chez le lapin

|  Anatomie de ’appareil reproducteur méle chez le lapin :

Chez le lapin I’appareil génital male est similaire a celui des autres rongeurs. Il comporte
trois grandes portions: la portion glandulaire constituée par les testicules, la portion tubulaire
constituée par I’épididyme, le canal déférent et 1’urétre, la portion copulatrice par le pénis

(Barron, 2001) (figure 1).

.1 Glandes génitales :
Les testicules :

Organes paire de forme ovoide de 3 a 3,5 cm de long, logés dans des sacs scrotaux qui
communiquent avec la cavité abdominale (figure 1), a la naissance ils se différencient a

I’arriére des reins, ils descendent vers 1’age de 2mois (Barome, 1984 ; Thierry, 2015).

Les testicules sont des organes qui assurent une double fonction endocrine et

exocrine :

La fonction exocrine est la gamétogenese, qui est 1’élaboration des gamétes males ou

spermatozoides.

La seconde fonction, est la sécrétion des hormones sexuelles, qui déterminent les caractéres
sexuels primaires et secondaires (instinct a la saillie et la conformation physique)
(Gianinetti, 1984).

.2 Lesvoies spermatiques :

Sont représentées par 1’épididyme, le canal déférent, ’urétre et le pénis (figure 1).
Elles assurent la maturation des spermatozoides et leurs acheminements vers les voies
génitales femelles (Thierry, 2015; HIRECHE)

.3 Lesglandes annexes :

Elles sont constituées de la prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-
urétrales (figure 1). Elles participent a la formation du plasma séminal au moment de
I’éjaculation qui dilue les spermatozoides pour faciliter leur survie et leurs évacuations

complétes dans les voies génitales femelles (Thierry, 2015).
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L'APPAREIL REPRODUCTEUR
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Figure 1 : Anatomie de I’appareil reproducteur du lapin male (lebas, 2000).

Il Le développement des gonades et la puberté :
A partir de la puberté la mise a la reproduction est possible pour les lapins (Caoll,
2024). Les premicres manifestations du comportement sexuel peuvent apparaitre vers 1’age

de 60 a 70 jours (Thierry, 2015).

1.1 Lapuberté:

La puberté est la capacité des organes reproducteurs de produire de fagon constante
des spermatozoides fécondants. Elle varie de 3.5 a 10 moins, selon plusieurs facteurs dont la
race, les conditions d’élevage, I’alimentation, et le gabarit (plus le lapin est grand format, plus

I’apparition de la puberté est tardive) (Andre, 2021).

11.2 Laspermatogeneése :
La spermatogenése chez le lapin male est un processus complexe, désigne 1’ensemble
des divisions et des différenciations cellulaires, qui aboutissent a la production des gameétes

male matures haploides (n) (les spermatozoides), a partir des cellules souches diploides (2n).

La spermatogenése se déroule dans les testicules, elle passe par deux (2) étapes

(figure2) : La phase d’¢laboration(ou cycle spermatogénétique) dans les tubes séminiféres, et
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la phase de maturation au niveau de I’épididyme. Ce processus dure de 42 a 48 jrs et est

continue a partir de la puberté (Amann, 1993 ; Thierry, 2015).
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e )/ = \\' —
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Figure 2 : Différentes étapes de la spermatogenése (Marie b, 2006).

111 Le control hormonal de la reproduction :

La reproduction est étroitement associée a la régulation hormonale. Les hormones
jouent un role crucial dans la croissance et la maturation des spermatozoides sous la
surveillance des hormones gonadotropes et androgéne, dans lequel I'hypothalamus agit
comme un chef d'orchestre, indiquant a I'hypophyse quelles hormones produire et a quelle
quantité. L'hypophyse agit ensuite comme messager, envoyant ces hormones chimiques
(FSH, LH) vers leurs cibles pour réguler divers processus corporels (figure 3) (Thierry,
2015)
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Figure 3 : Régulation hormonale de la reproduction chez le male (Thierry, 2015).

IV Caractéristique générales de la semence du lapin :

Le sperme du lapin présente deux partie essentielles, une partie gélatineuse également

appelé gel séminal, et une partie liquide composée des spermatozoides et du plasma séminal
(Boussit, 1989 ; Vaissaire, 1995 ; Thierry, 2015).

IV.1 La composition de la semence du lapin :

IV.1.1 Spermatozoide :

C’est une cellule de 55 a 57 um de diametre, sa structure morphologique ressemble a

celle des autres mammiferes (figure 4), il se compose essentiellement de :

>
>

(présence

des mitochondries).

La téte : De forme ovoide (7x4x05um), qui porte le message génétique.

La piéce intermédiaire: Est la source énergétique nécessaire au mouvement

Le flagelle : Mesure de 45 a 55 um, permet le déplacement des spermatozoides (la

mobilité) (Baronne, 2001 ; Boiti, 2005 ; Thierry, 2015).
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Figure 4 : shéma de de spermatozoides mammifére ( Le Moigne et Foucrier, 2009)

1V.1.2 Plasma séminal :

Le plasma séminal est un fluide secrété par les glandes annexes et 1’épididyme, il est
considéré comme un diluant naturel des spermatozoides, joue un rble crucial dans la
conservation de la motilité (fournit des substances énergétiques protectrices et modulatrices

aux spermatozoides) (Thierry, 2015 ; Boussit, 1989).

1V.1.3 Granules séminales :
Parmi les substances modulatrices de la mobilité, elles sont trés abondantes dans le

sperme, de taille variable (0.5 a 6um) non homogenes. Elles modulent le processus de
capacitation et la réaction acrosomique des spermatozoides, leur cinétique, la réponse
immunitaire de ’appareil génital femelle, ainsi que le transit des spermatozoides dans le

tractus génital de la femelle (Castellini, 2008).

V Les facteurs influencant la production et la qualité du sperme :
La qualité et la production du sperme peuvent étre influencées par divers facteurs liés a

I’animal ou a I’environnement, comme :

V.1 L’age:
L’age peut agir négativement sur la production et la qualit¢ du sperme. Selon
Villagran et al (2003), les lapins jeunes et adultes ont un acte sexuel différent ; par ailleurs,

les plus &gés peuvent présenter un changement de motilité et de morphologie des
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spermatozoides, ainsi qu’une concentration et un volume faibles. Dans I’ensemble la fertilité

diminue avec 1’age (Theau-Clément et al., 2009).

V.2 Santé:

Divers probléemes de santé peuvent affecter négativement la production et la qualité de
sperme du lapin tel que, les infections du systéeme reproducteur, qui affectent les fonctions
testiculaires, la production séminale. D’autre part, le stress peut perturber la production

hormonale chez le male par I’augmentions de la production du cortisol (O’Bryan et al.,
2000).

V.3 L’environnement :

Le lapin est sensible face a tout ce qui I’entoure. En effet, le changement des
températures perturbe 1’activité sexuelle et la spermatogenése (Boussit, 1989 ; Kasa et
Thwaites, 1992). D’autre part il est important de fournir aux lapins un cycle lumiére-
obscurité adéquat pour optimiser leurs capacités de reproduction ; et des conditions d’hygiéne
contrdlées pour éviter la prolifération des bactéries et d’autres agents pathogenes, qui peuvent

influencer négativement sur la fertilité.

V.4 L’alimentation :
L’alimentation est un facteur important a maitriser pour soutenir la production des
spermatozoides sains et vigoureux par une alimentation équilibrée et riche en nutriments

essentiels (Joly et Theau-Clément, 2000)
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I  Technique de la récolte du sperme :
La collecte du sperme est la 1°¢ étape des techniques de biotechnologie de la

reproduction telle que (1A).

1.1 Vagin artificiel :

La récolte du sperme a I’aide du vagin artificiel est la méthode la plus courante et la
plus utilisée. Le vagin artificiel est un simple appareil composé d’une partie externe en
caoutchouc dur ou en plastique, sous forme d’un cylindre a deux extrémités, avec une partie
souples introduite dans ce cylindre, chauffée en utilisant de I’eau a la température comprise
entre 40 et 45°C, de maniére a étre a 39 °C au moment de la récolte pour étre proche de la
température corporelle du lapin (lebas et al., 1996). Un tube en verre ou en plastique est placé
au niveau de la petite extrémité pour la récupération de la semence (Bredderman et al.,
1994).

Afin de récolter le sperme, la lapine est introduite dans la cage du male, le vagin
artificiel placé sous son ventre entre ses membres postérieurs, d’'une fagon a présenter la

grande extrémité vers le pénis (Hansen, 2011-2012).

1.2 Collecte épididymiaire :
Le nombre de spermatozoides fertiles dans 1’épididyme est 5 a 15 fois plus ¢élevé que

celui de 1’¢jaculat (Johnes, 1998).

Le sperme épididymaire est récupéré apres incision transversale de la queue
épididymaire. Cette technique offre la possibilité de recueillir du sperme chez les espéces
animales dans lesquels 1’¢jaculation est difficile ou impossible (non collectables) (Thamayo-
Canulet al., 2011b).

Pour garantir I’absence de contamination sanguine et obtenir un nombre maximum des
spermatozoides epididymaires, la lumiére du conduit déférent est d’abord rétro rincée avec

de I’air (Kikuchi et al., 1998) ou d’eau physiologique ( Dacheux, 1980).

Il Analyse du sperme :

C’est un examen réalisé apres la récolte du sperme, pour le contrdler et le sélectionner.
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1.1 Examen macroscopique :

11.1.1 La couleur et I’odeur :
Un sperme normal a un aspect blanc nacré, la présence de différents éléments

étrangers modifie sa couleur :

» Présence de sang frais : couleur rougeatre.

> Présence des composantes sanguines dégradée ou matieres fécales: couleur
marron.

» Présence d’urine ou de pus : couleur jaune.

» La couleur blanchatre ou transparente : montre une faible concentration en

spermatozoides (Boiti et al., 2005 ; Alvarince, 1993).

De facon générale, le sperme est inodore, sauf en cas de contamination par les urines

ou le pus (Fontbonne, 1995).

11.1.2 Le volume :

Le volume de 1’¢jaculat est mesuré apres €¢limination du gel, par une lecture directe sur
le tube gradué (Bencheikh, 1995). Il varie selon plusieurs facteurs, chez le lapin il est entre
0,25 et 1 ml avec une moyenne de 0,6ml par €jaculat (Francisco et luis, 2003).

11.L1.3 Ph:

Le Ph du sperme du lapin varie entre 6 et 7,3, il représente 1’activité chimique des ions
H+ et considéré comme un bon indicateur de 1’activité des spermatozoides. Il peut étre
mesuré a 1’aide d’un papier Ph ou Ph métre. Tout changement du Ph diminue la qualité du

sperme (Boussit, 1989).
1.2 Examen microscopique :

11.2.1 Motilité massale :

L’analyse de la mobilit¢ massale est une étape importante pour I’évaluation de la
fertilité du male, elle doit se faire le plus vite possible apres la récolte, a une température
proche de la température corporelle, sous microscope.Elle est représentée par un mouvement
de vagues a différents degrés, noté suivant une échelle de 0 a 5 (Roca et al., 2000), de 1 a 5
(Garcia-Tomas et al., 2006) ou de 0 a 9 (Petitjean, 1965).

Tableau I : Notation de la mobilité massale du sperme d’aprées Petitjean(1965)
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Note | Aspects du mouvement

0 Le sperme ne présente aucun spermatozoide

1 Les spermatozoides sont immobiles

2 Un petit nombre de spermatozoides oscillent a leur place, ils sont agités

3 Un grand nombre de spermatozoides agités mais ne se déplacement pas

4 Présence de spermatozoides mobiles, ceux qui sont immobiles, et d’autres qui

bougent sur place,

5 Ressemble a (4) avec dominance des spermatozoides a mobiles, une mobilité

moyenne et non homogéne

La majorité des spermatozoides sont mobiles, une bonne motilité homogéne

Ressemble a (6) avec début d’un mouvement de vagues

Ressemble a (7) avec un lent mouvement de vagues

©O| O N| o

mobilité excellente en vagues énergiques a aspect de tourbillons,

Tableau Il : Notation de la mobilité massale du sperme d’apres Roca et al. (2000)

Note | Aspects du mouvement

Tous les spermatozoides sont immobilité

présence de mouvements individualisés

Les spermatozoides présentent un mouvement trés lent

Mobilité massale rapide, avec absence de ’aspect de tourbillon

0
1
2
3 Mobilité massale de faible amplitude
4
5

Mobilité massale rapide, avec présence de 1’aspect de tourbillon

11.2.2 Motilité individuelle :

C’est un examen réalisé aprés une dilution du sperme a raison de 10 a 40 fois, dans le
sérum physiologique ou dans un diluant. 1l se fait en placant une goutte de sperme dilué entre
lame et lamelle et en I’observant a 1’aide d’un microscope optique au grossissement x40 ou
du systeme CASA. Il sert a mesurer le pourcentage des spermatozoides mobiles (Hansen,

2011-2012), noté en se basant sur une échelle de 0 a 4 données par Andrieu (1974).

On considere que la motilité des spermatozoides est bonne, quand ils se déplacent rapidement
avec des mouvements de rotation de leurs tetes (spermatozoides traceurs ou fléchant)
(Andrieu, 1974).

11
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Tableau 111 : Notation de la mobilité individuelle des spermatozoides d’aprés Andrieu
(1974)

Note | Aspects du mouvement

0 Absence de mobilité

1 Les spermatozoides ne se déplacement pas mais présentent un mouvement du
flagelle

2 Les spermatozoides présentent un lent déplacement avec dominance du mouvement
circulaire

3 Le mouvement des spermatozoides est heurté, ils se déplacent suivant une hélice de

diamétre égale a leur longueur

4 Les spermatozoides se déplacent rapidement le suivant une hélice d’un diametre
faible

11.2.3 La concentration :

Elle représente le nombre des spermatozoides présents dans un volume de sperme. Le
comptage se fait a ’aide d’une lame spécialisée (hématimetre) sur un sperme dilué¢ au 100
eme dans un sérum physiologique formolé a 2%, pour fixer les spermatozoides et faciliter

donc, le comptage au microscope optique (Johnston et al., 2001 ; Bizimungu, 1991).

11.2.4 La viabilité :

Ce test permet de faire la différence entre les cellules vivantes et mortes. Il se fait sur un
frotti réalisé apres coloration a 1’éosine- nigrosine, en mélangeant une goutte du colorant avec
une goutte du sperme préalablement dilué et fixé. Ce mélange est étalé doucement sur toute la
lame et la laissé sécher un instant pour 1’observer, par la suite, sous microscope optique au
grossissement x40. Les spermatozoides permettant au colorant d’entré a travers leurs
membranes lésées, sont des cellules mortes, par contre les spermatozoides vivants sont
incolores, car leurs membranes sont fonctionnelles empéche, donc, la pénétration du colorant.
(Zambelli et Cuto, 2006 ; Zanbelli et al., 2008).

150 spermatozoides sont comptés au hasard sur tout le frotti pour séparer les

spermatozoides vivant des morts (Boussit, 1989).
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11.2.5 La morphologie :

L’analyse de la morphologie des spermatozoides sert a déterminer la qualité de la
semence. une observation sous microscope optique au grossissement x100 d’un frotti de
sperme dilué, fixé et coloré a la nigrosine/éosine permet de detecter les différentes anomalies
qui touchent les différentes parties des spermatozoides (la téte, la piéce intermédiaire et le
flagelle) (figure 5), et déterminer le pourcentage des spermatozoides normaux et anormaux
(Cabannes, 2008 ; Feldman et Nelson, 1987 ; Johnston et al., 2001).
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Figure 5 : les principales anomalies morphologiques des spermatozoides d’aprés (Ott zt al.,

1987).
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I11 Evaluation avec le CASA :

Juste apres la collecte, la motilité des spermatozoides peut étre analysée par le
systtme CASA (Computer Assisted Sperm Anzlysis), qui a été développé pour une
¢valuation objective de mobilité. Ce systéme est composé d’un microscope de contraste de
phase, relié a une caméra vidéo et a un ordinateur (Boiti et al., 2005). Il permet d’évaluer

divers parametres spermatiques (figure 6) (De Castro, Vicente et al., 1999), tels que.

VSL (Straight Line Velocity) : c’est la distance entre le point de départ et celui d’arrivé du
spermatozoide indépendamment de son trajet, en ligne droite (um/s).

VCL (Curvilinear velocity) : c’est la distance totale parcourue par le spermatozoide par un

temps donné (um/s).

VAP (Vilocity Average pathway) : C’est I’équivalent de la VCL aprés lissage de son trajet
(um/s).

VAP (Path velocity

VCL (Track speed)

VSL (Progressive velocity)

Figure 6: Graphe représente la motilité de spermatozoide (Kathiravan et al., 2011).
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I Type de conservation du sperme :

La conservation et le stockage des spermatozoides a longue ou a courte durée est une
méthode couramment utilisée pour divers especes y compris les lapins, a fin de préserver leurs
potentiel reproducteur (conserver les parametres spermatiques en impliquant plusieurs

méthodes).

1.1 La réfrigération :

La conservation par refrigeration vise a garder les spermatozoides a des basses
températures 4°C sans atteindre le seuil de température négatif pour préserver leurs capacités
de fécondation. Cette technique permet de prolonger la durée de conservation des
spermatozoides et leurs mobilités par la réduction de leurs métabolismes qui économise leurs
réserves énergétiques. Le métabolisme sera, par la suite, réactivé aprés réchauffement (De
castro, vicente et al., 1999).

I.1.1 Avantages et inconvénients :

La réfrigération est un processus plus simple et moins couteux que la congélation, il
permet le transport du sperme pour divers utilisation tels que 1’insémination artificielle (IA)
(Pinto al., 1999). Axnér et al. (2004) ont montrés que la réfrigération présente moins de

dommages pour les spermatozoides par rapport a la congélation.

D’autre part, cette technique permet une conservation a court terme (quelques jours
seulement), par rapport a la congélation qui favorise la conservation pendant une période

beaucoup plus longue (plusieurs années) (Englend et Ponzio, 1996).

1.2 La congélation :

La congélation du sperme ou la cryoconservation a apportée des nouvelles
connaissances grace a la découverte des cryoprotecteurs CPA, qui permet le stockage des
spermatozoides a une trés basse température (< -150°C) pour une durée indéfinie. Cette
technique permet la suspension des activités biologique, ainsi le blocage de la plupart des
processus métaboliques, qui peuvent étre rétablir apres réchauffement a la température
corporelle (Benson et al., 2012 ; Elliot et al., 2017).

La congélation est réalisée soit, en utilisant des appareils spécialisés qui baissent la
température automatiquement, ou en mettant les paillettes a la vapeur d’azote liquide pendant
une dizaine de minutes, ensuite les plongées dans 1’azote liquide a -196°C ( Chen, Foot

al.,1993 ; Ahmed et Foote, 1985).
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Le sperme doit étre décongelé avant son utilisation, en placant les paillettes dans un
bain marie a 35°C pendant 30s pour atteindre la température corporelle 37°C (Ahmed et
Foot, 1985).

1.2.1 Les dommages causes par la congélation et la décongélation :
La cryoconservation du sperme offre plusieurs avantages, mais elle peut aussi avoir

des effets néfastes sur la qualité des spermatozoides :

Les spermatozoides sont exposés a des lésions membranaires irréversibles a des
températures trés basses, appelé choc thermique (Drobnis, crowe et al., 1993). Le
refroidissement rapide du sperme provoque une diminution du pourcentage des
spermatozoides mobiles et des acrosomes sains ( Fiser et Fairfull, 1986), d’autre part, Rota
et al., (2005) ont noté que la congélation lente des spermatozoides améliore la conservation et

des meilleures résultats de motilité sont obtenus.

1.3 Température ambiante :

La conservation du sperme & température ambiante est une simple technique qui ne
nécessite pas plusieurs procédures (congélation, décongélation, réfrigération). Selon Sato et
Ishikawa (2004), il est possible de stocker les spermatozoides a température ambiante sans
affecter leur pouvoir fécondant, mais en maintenant le pH du milieu neutre, puisque ce dernier
peut prolonger la survie in vitro des spermatozoides. La conservation a la température
comprise entre 15 et 19°C permet de bons résultats de fertilité (De castro et al., 1999). Mais
malgré le développement de nombreux diluants la durée de vie fertile des spermatozoides a

température ambiante reste limitée de 3 a 5 jours (De pauw et al., 2003).

Il La dilution du sperme :

La dilution du sperme est un processus essentiel pour la conservation chez divers
especes, afin d’obtenir plusieurs doses fécondantes d’un éjaculat. Elle permet d’évaluer la
qualité du sperme et d’améliorer sa longévité. Le taux de dilution influence sur la survie des

spermatozoides (Hayden et al., 2015 ; Boiti et al., 2005).

1.1 milieux de conservation de la semence :
Pour améliorer la conservation du sperme, plusieurs composants peuvent étre ajoutés

au milieu de dilution, tels que :
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11.1.1 Le jaune d’ceuf :

Actuellement le jaune d’ceuf est considéré parmi les composants cryoprotecteurs les
plus courants, qui présentent un effet bénéfique sur la conservation du sperme. Son ajout
améliore la motilite des spermatozoides et protége la membrane plasmique ainsi que

I’acrosome contre le choc thermique (Terada et al., 2004 ; Kulaksiz et al., 2010).

11.L1.2 Lelait:

L’ajout du lait au diluant apporte des substances énergétiques pour les spermatozoides
et minimise les dommages de la congélation et la décongélation. Il protege la membrane
plasmique du stress osmotique et des altérations de la perméabilité membranaire (Layek et
al., 2016).

11.1.3 Les vitamines :

La vitamine E et C sont des antioxydants non enzymatiques qui permettent une
protection contre le stress oxydatif. Ils améliorent la longévité et la qualité du sperme lors de
sa conservation (Azawi et al., 2013).

11.1.4 Polyéthyléne glycol (Peg) :

Le Peg est un polymere hydrophyl qui présente une solubilité importante dans les
solvants avec un faible poids moléculaire (Kadajj et Betager, 2022). Il est efficace pour
I’augmentation de la solubilité et la biodisponibilité de différentes molécules actives tel que la

vitamine E (Amokrane et al., 2020) et utilisé dans plusieurs applications :

Domaine médical :
Le Peg est appelé aussi macrogol dans le domaine médical (Tani et Charoznpenich,
2007), il est utilisé comme un laxatif osmotique pour traiter la constipation (Dupont et al.,
2006).

Domaine biologique :
Le Peg est utilisé dans les processus biotechnologiques, il permet une forte solubilité
des sels (Lancera et al., 2002), une évolution de la résistance mécanique, ainsi qu’une forte
perméabilité des membranes (Feng et al., 2017). Il protége aussi les spermatozoides pendant

leur réfrigération lorsqu’il est associ¢ a la vitamine E (Amokrane et al., 2020).
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Domaine industriel :

Le Peg est utilise dans divers industries, grace a sa sécurité stable et ses propriétés
physicochimiques universelles. C’est un agent additif dans les produits pharmaceutiques et
alimentaires. Et utilisé comme humectant, émulsifiant, et lubrifiant dans les produits
cosmétiques, tels que : les déodorants, rouges a levres, dentifrices, produits de soins pour
cheveux (Ibrahim et al., 2022).

11.1.5 Le cholestérol (Chl) :
C’est une molécule hydrophobe, non soluble présente dans la membrane plasmique du
sperme de diverses espéces, le taux élevé de cette substance permet une forte résistance au

choc thermique tel que chez le lapin.

L’ajout du cholestérol pendant la conservation du sperme a plusieurs effets sur la
stabilité et la perméabilité membranaire ; il maintien I’arrangement des phospholipides a
basses températures, ce qui réduit les fuites membranaires et la séparation des phases et elle
permet les échanges entre les cellules. Il augment le pourcentage des spermatozoides avec une
membrane plasmique intacte, et améliore leurs qualité apres décongélation (Mocé et al.,
2010 ; Oliveira, et al., 2010).
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Objectif du travail :

Notre travail a pour but d’optimiser la conservation du sperme du lapin a température
ambiante, en développant de nouveaux milieux de conservation dans le but de protéger la

membrane plasmique des spermatozoides au cours de cette conservation.

I  Préparation des milieux de conservation :
Avant de passer a la conservation du sperme, il faut d’abord préparer les milicux de

conservation.

1.1 Matériels utilisés :
Le matériel technique que nous avons utilise dans notre étude est presenté dans la

figure 7, et les produits chimiques dans la figure 8.

1.1.1 Matériel technique :

1. Balance. 8. Mortier.

2. Cuillére a mesure. 9. Marqueur.

3. Papier aluminium. 10. Agitateur.

4.  Tubes eppendorfs. 11. Portoir

5. Micropipettes. 12. Papier absorbant.
6. Embouts.

7.  Etiquettes.
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1.1.2 Produits :

1.

2
3.
4

Tris.

Polyéthylene glycol.

Cholestérol.

Acide citrique.

—
f—ren o

L ol 4 esedae

=epr SV
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Figure 7 : Matériels techniques

5.
6.

7.

8.

Figure 8 : Produits chimiques
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1.2 Préparation des milieux :

1.2.1 Préparation du controéle tris :
Nous avons utilisé les produits ci-dessous pour préparer une solution du tris dans 50 ml
d’eau distillée :

Tris : 1,513g.

Acide citrique : 0,85g.
Avec agitation pendant 30 minutes.

D-glucose : 0,625¢.

Pénicilline : 0 ,05g.

Figure 9 : produits composants la Figure 10 : Agitation de la solution
solution du tris du tris

1.2.2 Préparation du milieu Peg (Peg+ tris) :
Pour 5 ml du tris, nous avons pesé 180mg du Peg, et nous avons laissé le mélange
agiter pendant deux (2) heures (Figure 11).

Figure 11 : Agitation de la solution du Peg
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1.2.3 Preparation du milieu Chl (Chl + Tris) :
Pour préparer ce milieu, nous avons utilisé 20mg du Cholestérol dans 5ml du tris avec
deux heures (2) d’agitation (figure 12).

Figure 12 : Agitation de la solution du Chl

1.2.4 Préparation du complexe Peg/Chl in-situ:
Nous avons broyé 20 mg de Chl et 180 mg de Peg et ajouter petit a petit dans 5ml du tris
(figure 13), puis agité pendant deux (2) heurs (figure 14).

Figure 13 : Broyage du Peg et Chl Figure 14 : Agitation de la solution
Peg/Chl
1.2.5 Préparation du complexe Peg/Chl rota-vapeur :
Pour 5ml du tris, nous avons pesé 200mg du complexe (Peg/ Chl) déja préparé par la
méthode de Co-évaporation a raison de 10% de Chl et 90% de Peg. Le mélange est agité
pendant deux (2) heurs (figure 15).
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Figure 16 : Les milieux de conservation

Il Collecte du sperme :
Nous avons utilisé dans notre étude 3 lapins de différentes races, logés au niveau de

I’animalerie de I’université de Bejaia (figure 17).
1.1 Matériel de collecte :

11.1.1 Matériel biologique :
Les lapins sont placés dans des cages individuelles, avec des bonnes conditions

d’hygiéne et un poids de 3kg..
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Figure 17: Le poids des lapins

11.1.2 Matériel technique :

Avant la collecte du sperme, nous avons d’abord pesé les males a 1’aide d’une balance

(Figurel?). Puis récolté le sperme en utilisant le matériel présenté dans la figure 18.

Gant

Cylindre

Bouchon
Seringue
Tube de collecte
Aiguille

Elastiques

Ciseau

Figure 18 : Le matériel nécessaire pour la préparation du vagin
artificiel

11.2 Préparation du vagin artificiel
Pour préparer le vagin artificiel, nous avons coupé un gant au niveau des doigts

(1),(2).Puis nous I’avons retourné sur sa face interne (3), et induit dans le cylindre du vagin
artificiel (4) et I’attacher aux deux extrémités a 1’aide des élastiques (5), aprés avoir réalisé ¥4

de tour du gant afin de mimer les replis du vagin (6). Ces replis empéchent aussi le passage du
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gel au moment de la récole. Un tube de collecte est enfin placé dans la petite extrémité du

cylindre.

Pour chauffer le vagin artificiel, nous avons inséré dans 1’espace créé entre le cylindre et le

gant, de I’eau chaude a I’aide d’une seringue, a travers le bouchon (7), (8).

Figure 19 : Les étapes de la préparation du vagin artificiel

11.2.1 Méthodes de collecte du sperme par VA :

Pour récolter le sperme, nous avons introduit la lapine dans la cage du male afin
d’augmenter sa libido (A) (Figure 20). Nous avons placé le vagin artificiel entre les membres
postérieurs de la lapine d’une fagon a présenter la grande extrémité vers le pénis (B) (Figure

20), et collecter ensuite le sperme aprés éjaculation (figure 21).
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Figure 21: Le sperme récolté

111 Analyse du sperme récolte :
Apres la collecte, le tube est retiré du vagin artificiel pour examiner le sperme récolté

(figure 22) macroscopiquement et microscopiquement.

Figure 22 : Tube de collecte retiré du vagin
artificiel

I11.1 Examen macroscopique :

Les résultats d’analyse macroscopique indiquent que, le sperme récolté¢ des 3 lapins a
une température comprise entre 15 et 22 °C est de couleur blanc nacré avec un volume qui

varie entre 0,1 ml et 0,375 ml mesuré a 1’aide d’un tube eppendorf gradué.

I111.2 Examen microscopique :
Dans cette étude nous avons utilisé le systeme CASA pour analyser les parametres de

mobilité des spermatozoides (figure 23).
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Figure 23 : Le systéme CASA (Computer assisted semen analyser)

Nous avons analysé la motilité massale des spermatozoides des 3 lapins sur une
échelle (Roca et al.2000), de 0 & 5, et on a obtenue a I’aide du microscope optique au
grossissement x10 des notes qui varient entre 3 et 4,5 avec une concentration entre
376,5x108 spz/ml et 474,3x10° spz/ml.

IV Préparation et analyse des traitements (Milieu + Sperme) :

IVV.1 Dilution :
Aprés la récolte nous avons obtenu le volume du sperme a 1’aide d’un tube gradué.

Nous avons par la suite dilué le sperme & 1/5°™ avec le tris buffer.
IV.2 Préparation des traitements (Milieu + Sperme) :

Nous avons divisé le volume du sperme dilué sur cing (5) tubes correspondants aux
quatre (4) traitements (Clh, Peg, Chl/Peg in-situ, Chl/Peg rota-vapeur), et un tube de contrdle
(Tris).

Nous avons ajouté dans chaque tube un méme volume de milieu et du sperme, a raison

d’une proportion de V/V.

Nous avons analysé les paramétres de la mobilité des spermatozoides avec le systeme
CASA (Computer assisted semen analyser), d’abords a TO juste apres la préparation des
différents traitements, puis chaque une heure (1), pendant leur conservation a température
ambiante du laboratoire (15°a 22°C) pour cing (5) temps (T1, T2, T3, T4, T5) (figure 24).
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| Interprétation des résultats :

I.1 Rythme de collecte :
Dans notre travail nous avons collecté le sperme du lapin a I’aide d’un vagin artificiel
(VA) suivant un rythme de collecte d’un jour /2 ( 3 fois par semaine), ce rytme a prouvé son

efficacité puisque la qualité des éjaculats est bonne ( Moce et al.,2000).

D’autres chercheurs ont opté pour d’autes rythmes de récolte.(Nizza et al., 2003), ont
montrés que la collecte du sperme au rythme d’une fois / semaine, est favorable pour
I’obtention d’une bonne qualité du sperme et meme pour la réussite de 1’insimination

artéficielle (1A).

1.2 Caractéristiqgues macroscopiques et miceoscopique des spermes analysées :

Nous avons d’abord analysé les caractéristiques macroscopiques et microscopiques
du sperme récolté, ensuite préparé et conservé les traitements a T° ambiante et analysé au
systeme CASA les paramétres de la mobilité des spermatozoides a différents temps. Nous
avons finalement discuté les résultats obtenus, traités par le logiciel de traitements des
données « stat-view 5.0. Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA ».

1.2.1 Caractéristiques macroscopiques :

Tableau VI : caractéristiques macroscopiques des spermes analysées

Numeéro de récolte Les males Le volume La couleur
1 Male 1 0,3 mil Blanc nacré
2 Male 1 0,15 ml Blanc nacré
3 Male 1 01 ml Blanc nacré
4 Male 2 0,375 ml Blanc nacré
5 Male 3 0,3 ml Blanc nacré
6 Male 1 0,12 ml Blanc nacré
7 Male 1 0,3 ml Blanc nacré

Le tableau VI représente les volumes des spermes récoltés des différents maéles
utilises dans notre étude. Le volume des spermes des trois (3) lapins varie entre 0,1 et 0,375
ml. Ce volume est faible puisque dans la littérature, les chercheurs ont obtenu un volume
compris entre 0.25 et 1 ml (Franciscoet et Luis, 2003). Ou entre 0,3 et 0 ,9 ml (Boiti, 2005).

Dans notre travail, ¢’est le male numéro 2 qui a donné le meilleur volume (0,375 ml).
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1.2.2 Caractéristiques microscopiques :

Tableau V : Résultats de concentration et mobilité massale des spermes utilisés

Nombre de récolte Le male La motilité massale La concentration des
spermatozoides
1 Male 1 4 403,6x10° spz/ml
2 Male 1 3,5 425,1x10° spz/ml
3 Male 1 3 446,1x10° spz/ml
4 Male 2 4 474,3x10° spz/ml
5 Male 3 45 388,8x10° spz/ml
6 Male 1 45 376,5x10° spz/ml
7 Male 1 4,5 418,7x10° spz/ml

Le tableau V représente les notes des mobilités et les concentrations des
spermatozoides, nous avons noté une mobilité massale qui varie entre 3et 4,5. La meilleur
note et celle du sperme du méale 1 et 3 ( 4,5: Mobilité massale rapide, avec absence de

I’aspect de tourbillon).

La meilleur concentration et celle du sperme du male 2 (474,3x10° spz /ml ) suivé de
celle du male 1 (446,1x10° spz/ml), ces concentrations restent dans I’intervalle donné par
(Joly et al., 2000) entre 150et 500x10° spz/ml mais reste inferieur a celle trouvé par
(Boulbina et Baziz, 2011) qui est de 734,9x10° spz/ml.

1.3 Résultats de la VSL dans les différents traitements utilisés :
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Figure 24 : Histogramme en batons représentant la VSL pum/sec des spz conserveés a

T° ambiante analysés a différents temps dans des différents traitements.

Nous avons remarqué qu’a t0 les spermatozoides mis dans le contrdle (tris) et dans le
complexe chl/peg rv présentent approximativement la méme et la meilleure VSL au début de
leurs conservation a T° ambiante (figure 25) (14um/sec). A ce moment le peg a probablement
exerce son effet de solubilisation sur le chl ainsi que sur les antioxydants du sperme tel que la
vitamine E (Amokrane et al., 2020), ce qui a permis au chl de bien exercer son role de
stabilisateur et inhibiteur de la perméabilité membranaire (Mocé, et al., 2010), par contre la
VSL du reste des traitements est inférieure a celle du contréle (tris), chl :11,5 um/sec, chl/peg

ist :12,5 um/sec, peg :13,5um/sec.

Apres 1h de conservation a T° ambiante, nous avons remarqué que les spermatozoides
conservés dans le contréle (tris) présentent toujours la meilleure VSL (14um/sec), suivi de
ceux mis dans le traitement peg (13 pum//sec). Ce résultat peut étre expliqué par I’effet du peg
sur la résistance et la perméabilité membranaire des spermatozoides (Feng et al., 2017). Par

ailleurs, le Chl a montré des effets supérieurs a TO comparativement a d’autres temps.

Apres quatre (4) heures de conservation & T° ambiante, nous avons remarqué que la
meilleure VSL est celle du complexe chl/peg ist. Ce traitement est le seul qui a montré a ce

temps une VSL (9,8 um/sec) supérieure a celle du contrble tris (9 pm/sec), et une
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amélioration par rapport a t2 et t3. Nous supposant que dans ce traitement, le chl et le peg ont

exercé, tardivement, leurs effets bénéfiques sur les spermatozoides.

Apreés cing (5) heurs & T° ambiante nous avons remarqué que la VSL dans tous les
traitements a diminué mais toujours avec une dominance dans le contrdle (8um/sec) et dans le

traitement peg (7,5um/sec).

1.3 Résultats de la mobilité des spermatozoides dans les différents traitements utilisés :

chl
chl /peg ist
peg
chl/ pegrv

tris

ONEDEN
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Figure 25 : Histogramme en béatons représentant le % des spz mobiles conservés a T°

ambiante analysés a différents temps dans des différents traitements.

Nous avons remarqué sur la figure 26, qu’a t0 la meilleure mobilité et celle des
spermatozoides mis dans le contrble (tris), avec un pourcentage de 85%, suivi de celle de
I’association chl/preg rv (80%), peg (77%), chl/peg ist (74%).

A t1 nous avons remarqué que la mobilité des spermatozoides conservés a T°
ambiante s’est améliorée et elle atteint le pourcentage de 81% dans le traitement peg, et 59%
dans le chl par rapport a t0, et que les deux (2) complexes chl/peg rv ; chl/peg ist présentent
le méme pourcentage de mobilité (68%). Une amélioration de mobilité des spermatozoides

est remarquable a t2 dans le complexe chl/peg rv (70%).

A t3, t4, t5 nous avons remarqué que la meilleure mobilité est celle des
spermatozoides conserves dans le controle (tris) et elle atteint presque le méme pourcentage

(72%), suivi par celle du peg qui est plus ou moins égale a 65%.
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A t4, t5 nous avons remarqué que la mobilité des spermatozoides conservés a T°
ambiante dans les deux (2) complexes chl/peg rv ; chl/peg ist présentent presque le méme
pourcentage (54%). Une amélioration de mobilité des spermatozoides et remarqué dans le

traitement chl a t5 par rapport a t4.

En effet, le tris est un milieu nutritif qui conserve les SPZ en vie, en répondant a
certains de leurs besoins (Cucho Dolmos et al., 2015). Le cholestérol, quant a lui, est un
important composant de la membrane plasmique. Il est naturellement responsable de son
renforcement (Mocé et al., 2010).

La dominance du pourcentage des spermatozoides mobiles dans 1’association chl/peg
par rapport au chl seul est probablement due a la solubilisation du chl par le peg (Amokrane
et al, 2020), ce qui I’a rendu disponible et capable de protéger la membrane plasmique en la

renforgant (Mocé et al., 2010).

I.5 Reésultats de la mobilité progressive dans les différents traitements utilisés :

50 1
45 A H ch
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Figure 26 : Histogramme en batons représentant le % des spz progressifs

conservés a T°ambiante analysés a différents temps dans des différents traitements.
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La figure 27 montre les différents pourcentages des spermatozoides progressifs dans

les différents milieux, aux différents temps et a T° ambiante.

A t0 la mobilité progressive est meilleure dans le contréle (tris) (48%), puis dans
’association chl/peg rv (45%), et chl/peg ist (38%). Le peg qui est un solubilisant (Amokrane
et al. 2020) a montré son effet sur le chl, ce qui lui permet d’exercé son role de la stabilité et

de diminution de la perméabilité membranaire (Moce, et al., 2010).

Aprés une heure (1h) de conservation a T° ambiante nous avons remarqué, une
amélioration de la mobilité progressive dans le traitement peg (41%), qui est proche de celle
du tris (42%). Cela est probablement da a 1’action directe du peg qui joue un réle important
dans la protection des membranes cellulaires contre les agressions physiques et chimiques
(Togo et al., 1999), associee a celle des antioxydants solubilisés par le peg tel que la

vitamine E.

A t2 la mobilité progressive des spermatozoides est remarquablement améliorée dans
le traitement chl par rapport a d’autre temps (40%), elle a montrée une mobilité progressive
supérieure a celle du contrdle (tris) et celle des autres traitements. Selon Oliveira,
Vasconcelos et al. (2010) le chl améliore la qualité des spermatozoides avec un pourcentage

élevé de membranes plasmiques intactes.

A t5, les traitements qui ont conservé au mieux la mobilité progressive des
spermatozoides sont le contrdle (tris) (28%), et le traitement peg (23%) par rapport aux autres
traitements chl/peg rv (13%) ; chl/peg ist (10%) ; chl (9%).
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Conclusion et perspectives

En conclusion, notre étude a montré que les différents traitements et leurs associations
ont des effets variables et que les résultats de VSL, de mobilité totale et de mobilité
progressive des spermatozoides conservés a T° ambiante presque toujours inférieures a ceux

du contrdle (Tris).

Nous avons remarqué gue le contrdle (tris) est le meilleur jusqu’a Sh de conservation a
T° ambiante, suivi de Peg seul qui a conservé la mobilité des spermatozoides jusqu’a Sh
mieux que les autres traitements Chl, Chl/Peg rv, Chl/Peg ist. L’ajout du Peg au Chl quelque
soit la méthode de leur association (Chl/Peg rv,; Chl/Peg ist) permet une meilleure
conservation du sperme que celle du Chl seul, mais reste toujours inférieure a celle du

contr6le (tris) et Peg seul.

En se basant sur ces résultats, il est recommandé de tester d’autres associations
moléculaires en ajoutant des antioxydants qui permettront une meilleure conservation durant

une période prolongée.

Des essais in vivo d’insémination artificielle seront nécessaires pour confirmer, si les
spermatozoides conservés dans les milieux controle (tris), Peg seul et Chl/Peg donnent une

bonne productivité.
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Résumé :

L’objectif de notre étude est de testé I’efficacité de 1’utilisation du cholestérol (chl)
seul ou solubilis¢ a I’aide du polyéthyléne glycol (Peg) comme agent de conservation du

sperme du lapin récolté et conservé a température ambiante pendant 5 heurs.

Pour cette raison, nous avons récolté le sperme de trois (3) lapins a 1’aide d’un vagin
artificiel, selon le rythme de collecte d’un jour/2. Nous avons par la suite conservé le sperme
récolté 5h a T° ambiante dans des traitements contenants du Chl, Peg, Chl/Peg rv, Chl/Peg ist
et dans le contrble (tris), puis analyse au systtme CASA (Computer Assisted Sperm

Anzlysis).

Les résultats ont montrés que les différents traitements et leurs associations ont des
effets variables et des résultats par fois supérieurs et par fois inférieurs a celle du contréle
(tris). Le tris présente toujours les meilleures paramétres de mobilité pendant 5h de
conservation a T° ambiante, suivi du Peg seul qui a montré son effet positif sur la mobilité des

spermatozoides, mieux que les complexes (Chl/Peg rv , Chl/Peg ist).

Nous concluons que parmi les traitements utilisés le Peg seul permet une bonne

conservation des spermatozoides a T° ambiante aprés le controle (tris).

Mots clés: température ambiante, sperme du lapin, conservation, Peg, Chl.




Abstract :

The objective of our study is to test the effectiveness of using cholesterol (Chl) alone,
solubilized with polyethylene glycol (PEG) as a conservation agent for rabbit sperm collected
and stored at ambient temperature for 5 hours.

For this reason, we collected sperm from three (3) rabbits using an artificial vagina,
following the collection rhythm of one ejaculation one day/2. Subsequently, we conserved the
sperm at ambient temperature for 5hours in treatments containing Chl, PEG, Chl/PEG ist
Chl/PEG rv, and the control (Tris), then analyzed it using the Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA) system.

The results show that the different treatments and their combinations have varying
effects, sometimes superior and sometimes inferior to the control (Tris). Tris consistently
presents the best motility parameters during conservation for 5 hours in ambient temperature,
followed by PEG alone, which has a positive effect on sperm motility better than the
complexes (Chl/PEG ist, Chl/PEG rv).

We conclude that among the treatments used, PEG alone allows good sperm
conservation at ambient temperature after the control (Tris).

Key words: Ambient temperature, Rabbit sperm, Preservation, peg, Chl.
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