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Avant-propos

La présente these est réalisée dans le cadre du projet dans les domaines
prioritaires de la recherche scientifique et du développement technologique intitulé
: « Caractérisation et cryoconservation de la semence des ressources génétiques
ovines : un préalable a la création d’une banque de génes a 'INRA Maroc » (de
référence PPR-2015/47) financé par le Ministére de I’Enseignement Supérieur et
de la Formation et le CNRST-Maroc. Elle est intitulée Caractérisation des
parametres de reproduction chez le bélier Boujaad : une approche intégrée

pour ’amélioration et la conservation de la race.

Le travail présenté dans cette thése a eté réalise dans les laboratoires suivants

+« Laboratoire de fourrages et des productions animales au Centre
Régional de la Recherche Agronomique de Settat sous la direction
Scientifique du Docteur Bouchra EL AMIRI.

% Laboratoire de Biochimie et Neurosciences (LBN) a la Faculté des
Sciences et Technique, Université Hassan 1*, Settat, Maroc, sous la

direction Scientifique de Monsieur le Professeur Boubker NASSER.
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Résumeé

Pour longtemps, la race Boujaad est restée confinée sur une aire géographique tres restreinte.
Sa diffusion a grande échelle, ainsi, son amélioration génétique, nécessitent le développement
d’un programme d’insémination artificielle (IA). L une des étapes cruciales pour ce programme
serait la production et la conservation d’un sperme de haute valeur génétique.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente thése qui vise d’une part, la caractérisation de la
reproduction, ainsi, I’amélioration de la production et de la conservation du sperme chez deux
groups de béliers de la race Boujadd (matures et ages).

Dans la premiere étude, nous avons comparé les mesures de la circonférence scrotale, ainsi, la
qualité initiale du sperme a savoir, le volume d’¢éjaculat, la concentration en spermatozoides, la
motilité individuelle et massale, et la résistance du sperme a la conservation apres dilution dans
le Lait écrémé ou dans le Tris jaune d’ceuf, tel que, la mobilité totale et progressive, la
peroxydation lipidique, le pourcentage d’anomalies et d’intégrité de la membrane, ainsi le
dosage des protéines, lipides et cholestérol du plasma séminale de deux groups de béliers
matures (3 ans, n=5) et agés (6 ans, n=3) durant une année.

Dans la deuxieme étude, le sperme des béliers (&gés, n=2 et matures, n=5) de la race étudiée a
été collecté et conservé dans le lait écrémé a 15°C et dans le Tris jaune d’ceuf a 5°C, avec ou
sans 1’ajout d’extrait aqueux de safran(60pug/ml) pendant 24h.

Dans la troisiéme €tude, nous avons testé 1’effet de la supplémentation de I’alimentation de
deux groups de béliers (agés, n=4 et matures, n=6) par 1’ajout de I’huile d’olive sur la
production du sperme et sa conservation dans le lait écrémée, ainsi, le dosage des protéines,
lipides et cholestérol du plasma séminale. Alors que, la quatriéme étudie a été pour but d’étudier
I’effet de 1’ajout d’extrait aqueux de safran (60ug/ml) dans le lait écrémé sur la qualité du
sperme conservé dans le lait écrémé a 15°C pendant 24h chez deux groups de béliers (agés, n=4
et matures, n=6) ayant recu la supplémentation alimentaire en huile d’olive.

Les résultats obtenus ont révélé la capacité des béliers matures a produire un sperme d’une
qualité suffisante pour la réalisation de 1’insémination artificielle avec une bonne aptitude a la
conservation liquide tout au long de I'année par apport aux béliers plus agés. Ceci a été d’autant
sure en particulier pendant I’automne et 1’été.

Par ailleurs, I’ajout d’extrait aqueux de safran dans le lait écrémé ou dans le tris jaune d’ceuf a
significativement amélioré la mobilité, la viabilité, I’intégrité de la membrane et a diminué la
peroxydation lipidique aprés 24h de conservation. De plus, une amélioration trés significative
de la mobilité progressive et de la linéarité, au début et apres 24h de conservation dans le Tris
jaune d’ceuf a été notée.

Le traitement alimentaire des béliers en huile d’olive a montré une nette amélioration de la
qualité de production et de conservation du sperme a partir d’'une semaine de traitement chez
les deux groupes de béliers. Ainsi, I’ajout d’extrait aqueux de safran au sperme de béliers traités
avec de I'huile d’olive et conservé dans le lait, a amélioré d’avantage la qualité de la
conservation du sperme chez le groupe &gé par apport aux groupe matures.

Mots clefs : Béliers Boujadd-Maroc ; saison ; qualité du sperme ; production et conservation
du sperme, huile d’olive, extrait aqueux de safran.



Abstract:

The Boujaad race remained confined to a very restricted geographical area. Its large-scale
dissemination and genetic improvement require the development of an artificial insemination
(Al) program. One of the crucial steps for this program would be the production and
conservation of sperm of high genetic value.

It is in this context that the present thesis is inscribed which aims on the one hand, the
characterization of reproduction and the improvement of the production and conservation of
sperm in two groups of Boujaad breed rams (mature and old).

In the first study, we compared the measurements of the scrotal circumference, thus, the initial
quality of the sperm namely, the ejaculate volume, the sperm concentration, the individual and
mass motility, and the resistance of the sperm to storage after dilution in skimmed milk or in
tris egg yolk, such as total and progressive mobility, lipid peroxidation, percentage of
membrane abnormalities and integrity, as well as the determination of proteins, lipids and
cholesterol seminal plasma from two groups of mature (3 years, n = 5) and old (6 years, n = 3)
rams for one year.

In the second study, the semen from two groups (old, n = 2 and mature, n = 5) was collected
and stored in skim milk at 15 °C or tris egg yolk at 5 °C, with or without the addition of aqueous
saffron extract (60 pg / ml) for 24 hours.

In the third study, we tested the effect of supplementing the diet of two groups of rams (old, n
= 4 and mature, n = 6) with the addition of olive oil on the production of sperm and its
preservation in skimmed milk, thus, the determination of proteins, lipids and cholesterol of the
seminal plasma.

While, the fourth study was aimed at studying the effect of the addition of aqueous extract of
saffron (60pg / ml) in skimmed milk on the quality of sperm preserved in skim milk at 15 °C
for 24 hours from two groups of rams (old, n = 4 and mature, n = 6) who received food
supplementation with olive oil.

The results obtained revealed the ability of mature rams to produce sperm of sufficient quality
for the achievement of artificial insemination with good ability to retain liquid throughout the
year by intake of older rams. This was especially safe in the fall and summer.

Furthermore, the addition of aqueous saffron extract in skimmed milk or in tris egg yolk
significantly improved mobility, viability, membrane integrity and decreased lipid peroxidation
after 24 hours of storage. In addition, a very significant improvement in progressive mobility
and linearity, at the start and after 24 hours of storage in the tris egg yolk sort was noted.

The dietary treatment of rams in olive oil showed a marked improvement in the quality of
production and storage of sperm after one week of treatment in both groups of rams.

Thus, the addition of aqueous extract of saffron to the semen of rams treated with olive oil and
preserved in milk, further improved the quality of sperm preservation in the elderly group by
providing mature.

Key words: Boujadd-Maroc rams; season; semen quality; production and storage of sperm,
olive oil, agueous saffron extract.
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Liste des abréviations

-A-
A" 1cm | Quantité de picrocricine, safranal et crocine.
AAT Amino acide transférase
ABN Anomalies
AGPI Acides gras polyinsaturés
AGMI Acides gras monoinsaturés
AGS Acides gras saturés
ALH Amplitude du déplacement latérale de la téte (en pum)
ANOC | Association Nationale Ovine et Caprine
ANOVA | Analyse de variance
ATP Adénine triphosphate
ALP Phosphatase alcaline
-B-
BCF Fréquence de battement
BCSP Composition biochimique du plasma séminal
BHT Butyle hydroxy toluéne
BSP Protéines d’adhésion au sperme (Binder of sperm protein)
-C-
CASA Analyseurs de sperme assistés par ordinateur
CAT Catalase
Chol Cholestérol
-D-
DAO Dérivés actifs de I’oxygéne
DHA Acide docosahexaénoique
D.o Densité optique
-E-
E® 1cm | Pouvoir colorant, aromatique et saveur
EAS Extrait aqueux de safran
-F-
FBC Fréquence de croisement de trajectoire (battement /s)
FSQ Qualité du sperme frais
-G-
GMQ Gains moyens quotidiens
GOT Oxaloacétique glutamique
GPx Glutathion peroxydase
GSH Forme réduite du glutathion
GSSG Forme oxydée du glutathion
-H-
H-A Béliers agés traités par huile d’olive
H-A+S | Béliers agés traité par huile d’olive et conservé avec le safran
HDL Lipoprotéines de haute densité
H-M Béliers matures traités par huile d’olive
H-M+S | Béliers matures traités par huile d’olive et conserveé avec le safran
HOST Test de gonflement hypo-osmotique




INRA Institut National de la Recherche Agronomique
1A Insémination Artificielle
-L-
LDL Lipoprotéines de basse densité
LDH Lactate deshydrogénase
LIN Linéarité de la trajectoire
Lipid-T | Lipide total
LOOH | Peroxyde de lipides
-M-
MC Masse de la capsule
MDA Malon-dialdéhyde
Ml Mobilité Individuel
MM Mobilité Massale
mOsm Milli-osmole
MP Motilité Progressive
MSC Motilité des spermatozoides conservés
MT Mobilité Totale
-p-
PBS Solution saline du tampon phosphate
PS Plasma séminal
Prot-T Protéine totale
-R-
| ROS | Réactive Oxygéne Species
-S-
SC Circonférence Scrotale
SHA Sperme du bélier agé traité par huile d’olive
SHAS Sperme du bélier 4gé traité par huile d’olive et conservé avec I’extrait de safran
SHM Sperme du bélier mature traité€ par huile d’olive
SHMS Sperme du bélier mature traité par huile d’olive et conservé avec I’extrait de
safran
SM Lait écréme de vache
SOD Superoxyde dismutase
SPC Concentration des Spermatozoides
Spz Spermatozoides
SRT Rectitude
STM Sperme du bélier ttmoin mature
STA Sperme du bélier ttmoin agé
STAS Sperme du bélier ttmoin &gé conservé avec I’extrait de safran,
STMS Sperme du bélier ttmoin mature conservé avec I’extrait de safran
-T-
T3 Triiodothyronine
T4 Thyroxine
TAC Capacité antioxydante totale
TBARS | Acide Trichloracétique
TEY Tris jaunes d’ceuf




V-

VAP Vitesse de trajectoire moyenne (en um/s)
VCL Vitesse curvilinéaire (en um/s)

VIAB Viabilité

VE Volume d’¢jaculat

VSL Vitesse linéaire (en um/s)

| WOB | Oscillation
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Introduction générale

Au Maroc, I’élevage ovin, fortement ancré dans les traditions joue un role
socioéconomique et rituel trés important. En effet, selon le Ministére de I’agriculture et de la
péche maritime (MAPM, 2017), le cheptel ovin est estimé a plus de 19,5 Millions de tétes,
constitué de 95% de races locales représentées par cing principales races standards a savoir :
Timahdite, Beni Guil, Sardi, D’man et Boujaad, qui sont essentiellement des races de parcours.
Suite & la demande en viande ovine qui ne cesse de croitre, le Maroc est demandé d’augmenter
sa production d’environ 2,5% par an (Boulanouar et al., 2006). La race Boujaad possede des
caractéristiques favorables a sa promotion. Elle montre des paramétres de croissance
intéressants, une qualité de viande meilleure par rapport aux autres races Marocaines et la
capacite de faire face a des conditions environnementales difficiles liées a I'eau, a I'agriculture
et au climat (Chikhi et Boujenane, 2003). Cependant, selon le Ministére de 1’Agriculture
Marocain, I’effectif de cette race est estimé a environ 230 000 dont 200 000 brebis, soit 1,4%
de I’effectif total des ovins a 1’échelle nationale (MAPM, 2017). Cette race est limitée dans la
zone de Bejaéd, et soumise a la pression de deux races locales qui sont la Sardi et la Timahdit,
représentées par une population importante (plus de 2 x 10° tétes chacune), situées
géographiquement dans les régions de Chaouia-ourdigha et du Moyen-Atlas, respectivement.
Malheureusement, les performances de reproduction de la race Boujadd sont mal connues, faute
de ne pas avoir bénéficié d’un programme de recherche visant sa caractérisation, son
amélioration génétique. Ainsi cette race peut énormément contribuer a I’amélioration de la
production de viande ovine au Maroc. Cependant, il faut remédier a certains problémes qui
I’entravent en milieu réel comme 1’insuffisance de béliers reproducteurs de qualité et I’absence
de connexion entre élevages. En effet, les animaux a haut potentiel se trouvent généralement
chez des éleveurs sélectionneurs (ANOC) et ils ne sont interchangeables qu’a ’intérieur de ce
réseau. Pour pouvoir profiter de ces animaux, I’insémination artificielle (IA) est la méthode de
diffusion du progrés génétique par excellence (Malafosse, 1990). Elle est a la fois rapide et
permet I’¢élargissement de la base de la sélection par I’utilisation d’un nombre réduit de males
sur un grand nombre de femelles. Par ailleurs, I’utilisation de I’IA permet la connaissance de la
paternité des produits et I’augmentation des connexions entre les troupeaux, ce qui se répercute
favorablement sur la précision de I’évaluation génétique. L’IA permet de réaliser des
accouplements raisonnés (saisonniers) chez les animaux sans faire appel au transfert de ces

derniers dans le cas d’un schéma de sélection a noyau ouvert.



Cependant, cette technique est basée sur la qualité de production et de conservation du
sperme a I'état liquide ou congelé. De méme, la qualité de production et de conservation des
sperme dépend, entre autres d’un certain nombre de facteurs intrinséques, a savoir 1’age (Saadi
et al., 2016 ; Belkhiri et al., 2017a) et extrinseques tels que, la saison de prélevement (Abecia
etal., 2016 ; Al-Anazi et al., 2017 ; Benmoula et al., 2017), I’alimentation (Tabbaa et al., 2006
; Aller et al., 2012), le type de dilueur (Kulaksiz et al., 2012 ; Benmoula et al., 2018b), la durée
de conservation (O'Hara et al., 2010), la température du stockage (Allai et al., 2015) et la

concentration de dilution (Waterhouse et al., 2004) pour ne citer que cela.

Dans le présent travail, nous avons mené différentes études pour contribuer a
I’amélioration et la promotion de la race Boujaad considérée comme race menacée. Ainsi, nous
avons démarré 1’étude par une caractérisation de la saisonnalité chez deux groupes de béliers
(Matures vs. Agés). Par la suite, nous avons testé 1’effet d’un anti-oxydant pour améliorer la
qualité de la semence et sa conservation chez le bélier Boujaad. En fin, nous avons testé I’ajout
de I’huile d’olive dans 1’alimentation des béliers agés afin d’améliorer la production et la

conservation de la semence.

Nous postulons que I’amélioration du taux de réussite de I’IA de cette race passe par le
développent de la production et 1’optimisation du procédé de conservation de sa semence
surtout chez les béliers agés. En I’ajoutant a la bonne qualité de la semence des béliers jeunes,

nous pourrions rapidement améliorer la génétique chez cette race.
Objectif global

L’objectif principal de la présente thése est d’une part, étudier 1’effet de la saison et de
I’age avancé sur la production et la conservation du sperme chez le bélier de race Boujaéd.
D’autre part, améliorer la production et la conservation du sperme en particulier chez les béliers
agés par la variation de la composition du dilueur (addition d’un anti-oxydant) ou par la

supplémentation de 1’alimentation en huile d’olive.
Objectifs spécifiques

* Etudier I’effet de la saison et de 1’age avancé sur la circonférence scrotale, la production

et la conservation du sperme chez le bélier Boujaad.

* Etudier I’effet de I’addition d’extrait aqueux de safran aux dilueurs (SM : lait écrémé et

TEY : Tris jaune d’ceuf), sur la conservation du sperme des béliers agés.

* Etudier I’effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la production et la

conservation du sperme des beliers &ges.



* Etudier P’effet de I’addition d’extrait aqueux de safran au dilueur (SM), sur la

conservation du sperme de béliers ayant re¢u une supplémentation alimentaire en huile d’olive.

Aprés une introduction explicative de la problématique, du contexte et des objectifs, le

manuscrit de cette thése est articulé en 3 différentes parties qui seront présentées comme suit :

- La premiére partie, représente une étude bibliographique, présentant un rappel sur la
race Boujaad, le role des biotechnologies, les outils et les moyens en relation avec la
reproduction et de la conservation du sperme de bélier. En plus, des connaissances actuelles
relatives aux facteurs qui affectent la production et la conservation du sperme. Ainsi, les
biomolécules qui améliorent la production et les conditions de stockage du sperme a savoir

I’extrait aqueux de safran et I’huile d’olive.
- La seconde partie décrira la méthodologie suivie pour la réalisation des objectifs.

- La troisieme partie, concerne la présentation des résultats obtenus et leurs discussions,

cette partie comporte trois chapitres :

Chapitre | : Effet de I’age avancé et de la variation saisonniére sur la circonférence

scrotale, la production du sperme et sa qualité durant la conservation a 1’état liquide.

Chapitre Il : Evaluation des effets d’extrait de safran sur la conservation de la semence

chez le bélier.
Chapitre 111 :

- Effets de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la production et la

conservation du sperme de bélier.

- Effet de ’addition d’extrait aqueux de safran au dilueur (SM), sur la conservation du

sperme de béliers ayant recu une supplémentation alimentaire en huile d’olive.

Enfin, le manuscrit de cette thése s’achéve par une conclusion générale et des

perspectives.
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1. Larace ovine Boujaad

La race Boujaad, d’origine arabe, connue dans le passé sous le nom de race Tadla
(Bourfia, 1989) et appelée aussi « Race jaune » en relation avec la couleur de sa téte est présente
sur les plateaux de Kasbat Tadla, Oued Zem, Khouribga et Bejaad d’ou elle a tiré son nom.
Depuis sa reconnaissance officielle en 1987, elle fait I'objet d'un programme d'amélioration
génétique. Elle est considérée actuellement parmi les cing principales races rustiques du Maroc.
Son effectif est estimé a environ 230 000 tétes dont 200000 brebis, soit 1,4% de 1’effectif total
des ovins a I’échelle nationale (MAPM, 2017) (Figure 1) et se trouve principalement dans la
zone de Bejaad (Figure 2).

Cette race est caractérisée par un corps régulier, relativement de grande taille (Figure 3)
allant jusqu’a 90 cm chez le male et 80 cm chez la femelle. Le poids de la brebis varie entre 45
et 65 kg et celui du male entre 75 a plus de 100 kg. La robe est de couleur blanche, avec une
téte de couleur jaune tres pale, large et Iégerement bombé avec des cornes puissantes
moyennement ouvertes en spirale chez le bélier contre une téte a chanfrein droit sans cornes ou
assez fine chez la femelle. L’encolure est longue, épaisse et porte un léger fanon. Le dessus est
assez large, ainsi un garrot ressorti. La couleur de la toison est blanche Iégerement jaunatre,
tassee, homogene, sans jarre, ni fibres colorées (Chikhi et Boujenane, 2005). Une laine peu
jarreuse et ne descend pas au-dessous du coude et du jarret. De méme cette race présente des
potentialités trés prometteuses qu’il est possible d’exploiter pour 1’augmentation de la
production de viande au Maroc (Chikhi et Boujenane, 2003) (Tableau 1). Cependant, le poids
moyen de la toison est de 1,9 kg, variant de 1,6 a 3,5 kg (Boujenane, 1999). Les brebis ont un
taux de fertilité¢ ¢levé 98% (Chikhi et Boujenane, 2003) qui augmente avec 1’age de 87% a
100% avec une performance plus élevée a un age plus de 78 mois (Chikhi et Boujenane, 2005).
La durée de gestation varie de 150,6 jours chez les femelles a moins de 30 mois et 152,1 a plus
chez celle de 78 mois (Chikhi et Boujenane, 2003).

Les productivités numérique et pondérale a 90 jours des brebis ayant agnelé sont en
moyenne de 1,24 agneaux et 26,9 kg respectivement avec un poids a la naissance de 3,89 kg.
Les vitesses de croissance des agneaux (gains moyens quotidiens) sont de 213g/j entre 0-30j et
190g/j entre 30 -90j (Chikhi et Boujenane, 2003).
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Figure 1: Importance des principales ressources génétiques ovines (en milliers de tétes)
(Http://www.anoc.ma/les-races/races-ovines/boujaad/ le 31/1/2018)
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Figure 2: Localisation géographique des principales races ovines au Maroc selon I’ANOC
http://www.anoc.ma/page2.htm (31/1/2018)
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Tableau 1:

Figure 3: la race Boujaéd : A- Bélier ; B- Brebis
(Photos d’un bélier et d’une brebis de la race Boujaad, prisent en Mai 2017 d’un élevage dans la région Bejaad)

Performance de reproduction de la race Boujaéd (Chikhi et Boujenane, 2003).
Performance Bélier Brebis
Taille adult (cm) 90 80
Fertilité 98+1,3
Prolificité 1,25
Taille de la portée a la naissance 1,29
Taille de la portée au sevrage 1,24
GMQ 0-30j (9/)) 213
GMQ 30-90j (g/)) 190
Poids a la naissance (kg) 3,89
Masse a 90j (kg) 21,8
Masse adulte (kg) 804100 | 55 & 65
Viabilité 0-90 j (%) 92
Durée de gestation des brebis 151,4+2,1

2. Anatomie de ’appareil génital du bélier

Le systeme de reproduction d’un mammifére male comprend trois parties avec des

fonctions différentes (Baronne, 2001) :

- une partie glandulaire représentée par les deux testicules dont le réle est la formation

des spermatozoides et I’¢laboration des hormones males telle que la testostérone.

- une partie tubulaire : les voies spermatiques qui acheminent les spermatozoides de

I’intérieur des testicules par I’épididyme vers 1’extérieur par le conduit déférent jusqu’a ’uretre.

- une partie uro-génitale, commune aux voies urinaire et génitale, composée elle-méme

de deux parties : ['urétre pelvien, situé dans le bassin, ou de nombreuses glandes sécrétrices qui

jouent un role dans la maturation des spermatozoides se terminent.
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Ainsi, 'urétre pénien qui aboutit au méat urinaire auquel s’ajoutent des formations

érectiles annexes volumineuses (Figure 4).

Ampoules

Vésicules séminales

Vessie

Prostate Anus

Glandes
bulbo-urétrales

Fourreau

Processus urétral Testicule

Corps
épididymaire

Queue épididymaire

Figure 4: Systéme reproducteur du bélier (Baril, 1993)

2.1. Les glandes annexes de ’appareil génital male

Les glandes annexes incluent la prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-
urétrales. Elles produisent le liquide séminal qui se mélange avec les spermatozoides pour

former la semence ou le sperme (Thibault, 2001).

a. Prostate

C’est une glande unique bilobée qui se situe sur le col de la vessie de part et d’autre de
I’urétre. Dans chaque lobule, des glandes tubulo-alvéolaires de type séreux déversent dans la
lumiere des sécrétions qui sont acheminées par des canaux dans l’uretre (Baronne, 2001)
(Figure 5). Le liquide prostatique est riche en acides aminés et en enzymes (phosphatases
alcalines et acides). Il permet le nettoyage de 1’urétre avant et pendant 1’¢jaculation. Il fournit
des minéraux au sperme qui neutralisent 1’acidité liée au métabolisme des Spz due a la
production de lactate et du CO: et declenche la mobilité des Spz. L’activité de la prostate est

sous la dépendance d’androgénes (Banerjee et al., 2018).

b. Les vésicules séminales

Les deux vésicules séminales (ou glandes vésiculaires), sont des glandes tubulo-
alvéolaires qui ressemblent a de petites poches bulbeuses situées juste au-dessus de la prostate,
situées de part et d’autre de I’insertion des conduits déférents avec le conduit commun ou

conduit €¢jaculateur qui débouche dans 1’uretre.
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Les cellules épitheliales des vésicules séminales sont androgéno-dépendantes, elles
sécretent le plasma seminal, un liquide alcalin riche en protéines (enzymes, inhibiteurs
d’enzymes, protéines structurales) et du mucus gélatineux, épais et blanc, composeé entre autres
de fructose, d’acide citrique et de prostaglandines. Ces derniéres jouent un réle dans les
contractions des voies génitales femelles en favorisant la migration des Spz dans les voies
femelles (Baronne, 2001) (Figure 5).

c. Les glandes bulbo-urétrales

Appelées aussi glandes de cowper, elles déversent leur sécrétion dans 1’urétre
membraneux. Le principal composant de la secrétion des glandes bulbo-urétrales est la
sialomucine, un liquide albumineux transparent responsable de la gélification de la semence
apres son émission. Les sécrétions des glandes bulbo-urétrales permettent de lubrifier le pénis
et le vagin mais surtout de protéger et nettoyer I'uretre des restes d’urine avant 1’¢jaculation
(Baronne, 2001).

Le role majeur de ces glandes et de produire un plasma séminal qui apporte de 1’énergie
aux Spz qui permet la dilution des gametes afin d’activer leur mobilité progressive, d’assurer
leur transfert dans le tractus génital femelle et de maintenir leur pouvoir fécondant. Cependant,
des études ont montré des taux de fécondation élevés avec des Spz prélevés de 1’épididyme
chez les Bovins (Cunha et al., 2019), ainsi qu’une possibilité d'utiliser des Spz épididymaires
récupérés jusqu'a 24 heures apres le déces de I’animal pour I’insémination artificielle ou
fécondation in vitro chez les ovins (Bergstein-Galan et al., 2017). En revanche, des differences
durant la conservation ont été enregistrées entre le sperme éjaculé et celui prélevé de
I’épididyme (Bertol et al., 2013 ; Bergstein-Galan et al., 2017).

Vesicule seminale
("/\
Prostate \ / — \ossic

L) )
Glande de Cowper"_>‘t e = "= Spemiducte
S pénien j——— \
Penis
‘\ ‘ e, Tosticule
«
Gland » Epididyme

Figure 5 : Schéma explicatif de I’appareil reproducteur du bélier
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3. Physiologie de I’appareil reproducteur du bélier

Le sperme est le mélange de produits testiculaires (spermatozoides (Spz)) par un
phénomene appelé Spermatogenese et les secrétions des différentes glandes annexes (plasma
séminal (PS)) élaborées au cours de la progression des spermatozoides dans les différentes
parties du tractus génital.

3.1. Production du sperme
a. Spermatogeneése

C’est la formation de Spz a partir de cellules souches (spermatogonies) dans les tubes
séminiféres se déroule en quatre étapes et selon trois évolutions majeures :

- La multiplication infinie par mitose qui donne des spermatogonies actives (2n).

- La réduction du nombre de chromosomes (phase d’accroissement) qui débute a la
puberté sous I’effet de la testostérone et qui se caractérise par une accumulation des réserves
avec concentration en mitochondries et enzymes.

- Le changement complet de 1’aspect de 1a spermatogonie qui comporte deux phases : la
maturation et la différenciation ou la spermatide se métamorphose en Spz (n) fonctionnel qui
transite dans 1’épididyme pour finir sa maturation (Dacheux et Dacheux, 2001) (Figure 6).

A la fin de ce processus, on obtient des Spz formés d’une cellule hautement différenciée
de 50 a 80uM de longueur, comportant trois parties principales : la téte, la piece intermédiaire
et le flagelle. Dont le flagelle peut étre divisé en quatre segments distincts suivants : la piéce de
connexion (le cou), la piece médiane, la piece principale et I'embout (Cummins et al., 1985).
La largeur et la longueur de la téte du sperme varient en raison des variations de la taille et de
I'organisation de I'acrosome et des noyaux (Mortimer, 2018). En général, la taille et la forme du
Spz varient selon les espéeces (Fawcett 1970 ; Gage, 1998). Les volumes mitochondriaux étaient
positivement corrélés avec le contenu en ATP et les vitesses de déplacement des Spz (Gu et al.,
2019). La production de Spz est continue au cours de la vie de I'animal. La durée de la
spermatogenese est d'environ 49 jours chez le bélier. Le temps de transit moyen dans
I'épididyme est de 8 jours (Hochereau et al., 1964). Cela signifie que la durée de la
spermatogenese est d’environ deux mois. C’est pourquoi ce délai doit étre pris en compte pour
mesurer ’effet de différents facteurs sur la spermatogenese et la fonction testiculaire. Le
stockage des Spz peut durer jusqu’a trois semaines et se fait essentiellement dans la queue de
1I’épididyme (70%). Ils peuvent aussi étre stockés dans le canal déférent (2 %). Les Spz non

éjaculés sont résorbés ou éliminés dans les urines.
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Figure 6: Le testicule et d'un tube séminifere, en coupe transversale lieu de la
Spermatogenese chez les mammiferes.

A. Schéma d’un testicule reli¢ au canal déférent par I’intermédiaire de I’épididyme (Belleannée et al., 2012)
B. Coupe histologique transversale de testicule humain montrant un tubule séminifere (Clermont et al., 2009).
C. Schéma de la paroi d’un tubule séminifére présentant 2 cellules de Sertoli en contact avec des cellules
germinales aux principaux stades de différenciation de la spermatogenése (Holstein, 1994).

b. Régulation hormonale de la spermatogenése
La sécrétion de testostérone et la production des spermatozoides sont stimulées par deux
gonadostimulines hypophysaires, FSH et LH. La production de ces hormones dépend elle-

méme de la sécrétion pulsatile de gonadolibérine, ou GnRH, une neurohormone
hypothalamique (Figure 7).

HYPOTHALAMUS { neurones
o hypothalamiques
. (GnRH)
——— X _cibles
cellules a FSH et LH =\ Périphériques
HYPOPHYSE N
ANTERIEURE \,

“circulation © | circulation
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testostérone

o)) =
tube EZ

d cellules
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Figure 7: Principe de la régulation physiologique de 1’axe gonadotrope male
https://www.cap-concours.fr/sanitaire-et-social/concours-paramedicaux/reviser/la-regulation-de-la-fonction-
reproductrice-cc_bio _06/image-t t204i04 le 20/12/2020
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L'hypothalamus est un centre nerveux qui subit des influences du reste du systéme nerveux.
Il permet ainsi la mise en relation entre environnement et reproduction.
Le taux de testostérone est maintenu a un niveau sensiblement constant gréce a la rétroaction
négative que cette hormone exerce sur l'axe hypothalamo-hypophysaire. Il en résulte un
freinage de l'activité de ce complexe et, par conséquent, une baisse de la production des
gonadostimulines puis de celle de la testostérone. A l'inverse, si la concentration de testostérone
diminue, il y a production accrue de gonadostimulines. Le taux de testostérone ne varie ainsi
que dans des limites étroites.

De plus, par son action sur les cibles périphériques, I'hormone male est indispensable au

bon fonctionnement du tractus génital, au maintien des caracteres sexuels secondaires ainsi

qu'a la spermatogenése (Brice et al., 1995).

c. Le Spermatozoide

Un spermatozoide est constitué de deux parties : la téte et le flagelle (Figure 8).
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Figure 8: Structure d'un spermatozoide. A) Schéma d’un spermatozoide. B) Schéma de la téte

d’un spermatozoide.
https://www.dakaractu.com/Le-sperme-en-chiffres al4502.html le 20/12/2020

12


https://www.dakaractu.com/Le-sperme-en-chiffres_a14502.html

Revue bibliographique

La téte est composée d’un noyau, un acrosome, une faible quantité de cytoplasme et de
composantes cytosquelettiques (Knobil et Neill, 1988). L’acrosome est une organelle dérivant
de I’appareil de Golgi et il est situé dans la partie antérieure de la téte du spermatozoide. Il est
constitué de deux membranes : une membrane intérieure qui suit la partie antérieure du noyau
et une membrane extérieure qui est accolée a la membrane plasmique. L’acrosome contient
plusieurs enzymes protéolytiques nécessaires a la fusion entre le spermatozoide et 1’ovocyte.
Certaines de ces enzymes ne sont retrouvees que chez les spermatozoides de mammiferes, telles
que I’hyaluronidase (glycosidase) et I’acrosine (protéase a sérine). L’acrosome contient
¢galement d’autres enzymes en plus petite concentration qui sont fréquemment retrouvées dans
les lysosomes primaires (Knobil et al., 1988). Le flagelle du spermatozoide lui permet de se
mouvoir dans le tractus génital femelle et atteindre 1’ovocyte afin de le féconder. Il est composé
de quatre parties distinctes : la piéce connective, la piéce intermédiaire, la piéce principale et la
piéce terminale (Eddy et al., 2003) (Figure 8). La piéce connective est située entre la téte et la
piece intermédiaire, dans une zone que 1’on nomme le col, qui a pour fonction de lier la té€te au
flagelle. La piece intermédiaire contient une couche de mitochondries qui entoure les structures
cytosquelettiques. La pi¢ce principale est entourée d’une couche fibreuse qui est unique aux
spermatozoides et qui sert d’échafaudage aux protéines des voies de signalisation qui sont
possiblement impliquées dans la maturation, la motilité, I’hyperactivation et/ou la réaction de
I’acrosome (Eddy et al., 2003). Le flagelle contient un axoneme central qui va de la téte jusqu’a
la partie terminale de la queue, formé par un complexe de microtubules, entouré au niveau de
la piece intermédiaire par des fibres denses extérieures. L’ATP est utilisée comme source

d’énergie afin de permettre le mouvement du flagelle (Eddy et al., 2003).

d. La membrane plasmique des spermatozoides

La membrane plasmique du spermatozoide est divisée en différents domaines dont la
composition et la fonction varient. La membrane plasmique de la téte est segmentée en trois
parties : I’acrosome antérieur, le segment équatorial et la région post-acrosomique. Le flagelle
du spermatozoide est divisé aussi en quatre parties qui sont entourées par la membrane
plasmique. La composition en lipides de la membrane des spermatozoides de mammiféres varie
d’une espéce a l'autre (Hinkovska et al., 1986). La composition phospholipidique des
membranes plasmiques des spermatozoides présente un intérét particulier en raison de la
participation des phospholipides aux processus de capacitation et de fusion dans la réaction
acrosomale. Toutefois, les principales fractions phospholipidiques des membranes plasmiques
des spermatozoides de bélier sont la phosphatidylcholine (PC), la sphingomyeline (SM) et la
phsophatidyléthanolamine (PE), avec environ 56%, 13% et 12% respectivement des

phospholipides totaux.
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Les fractions PC et PE contiennent respectivement 40 et 20% de deérivés diacyleés, tandis
que les 60 et 80% correspondants sont présentés par des éther phospholipides (Hinkovska et al.,
1986).

Les membranes plasmiques des spermatozoides de bélier contiennent un pourcentage
comparativement élevé de phosphatidylglycérol (PG) et de diphosphatidylglycérol (DPG)
environ 5,8 et 7,8% respectivement. Les rapports chofestérol / phospholipide (CH / PL) et SM
/ PC sont plus élevés, d’environ 0,360 et 0,236 respectivement. Ainsi le rapport acide gras
saturés / insaturés est de I’ordre de 0,24. Les principaux acides gras saturés de la PC sont I’acide
palmitique (16 : 0) et stéarique (18 : 0) étaient régnant, alors que les acides gras polyinsaturés
comme acides ocosahexaéniques (22 :6, n-3), docosapentaénique (22 : 5, n-6) et I’achidonique
(20 : 4, n-6), sont plus abondants dans les molécules PC (Hinkovska et al., 1986).

La composition et ’organisation de la membrane plasmique du spermatozoide sont
modifiées lors de son transit dans I’épididyme, pendant 1’éjaculation et durant son passage dans
le tractus génital femelle.

e. Capacitation des spermatozoides et réaction de I’acrosome

Les spermatozoides fraichement éjaculés ne possedent pas encore leur pouvoir fécondant.
Ils doivent subir plusieurs modifications biochimiques et physiologiques qui ont lieu dans le
tractus génital femelle afin d’étre capable d’enclencher la réaction de 1’acrosome qui est
nécessaire a la fécondation. L’ensemble de ces changements est connu sous le nom de
capacitation et a été décrit pour la premiére fois par Austin et Chang (Austin, 1951 ; Chang,
1951). Durant la capacitation, il y a une augmentation des ions Ca?*, HCO3 and Na* a I’intérieur
du spermatozoide, ainsi qu’une augmentation intracellulaire du pH. De plus, il y a une
diminution du ratio cholestérol/phospholipide de la membrane, une perte de certaines protéines
présentes a la surface du spermatozoide, une production d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS), une augmentation de I’AMP. intracellulaire, ainsi qu’une augmentation de la
phosphorylation sur tyrosine de certaines protéines (Travis et Kopf, 2002 ; Jha et al., 2003).

Dans le tractus génital femelle, la capacitation des spermatozoides est initiee par les
lipoprotéines de haute densité (HDL), qui sont des accepteurs de cholestérol, ainsi que les
glycosaminoglycanes (héparane sulfate et chondroitine sulfate (Lane et al., 1999 ; Thérien et
al., 2005). In vitro, la capacitation des spermatozoides peut étre induite par 1’héparine (Thérien
et al., 1995), un glycosaminoglycane. Les spermatozoides capacités peuvent ensuite se lier a la
zone pellucide qui entoure ’ovocyte via la protéine ZP3 et déclenchent la réaction de
I’acrosome par la libération des enzymes hydrolytiques acrosomiques qui servent a digérer

partiellement la zone pellucide.
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Cette action favorise la fusion de sa membrane acrosomique externe avec la membrane
plasmique (Wassarman et Litscher, 2008), qui se termine par la fécondation (Knobil et Neill,
1988).

f. Le plasma séminal

Du testicule a la queue de I'épididyme, les Spz subissent des modifications biochimiques

et fonctionnelles qui conduisent a I'acquisition du pouvoir fertilisant. Lors de I'éjaculation et de
leur dépdt dans le tractus génital féminin, les Spz sont transportés par un fluide biologique
complexe appeler plasma séminale (PS) qui représente 95 a 98% du sperme (Vitku et al., 2017).
Le PS résulte des sécrétions de plusieurs glandes du tractus génital masculin, a savoir
I'épididyme, la prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-urétrales (Maxwell et al.,
2007) qui sont étroitement régulées par les androgénes (Smith et Walker, 2014).
Cependant, sa composition principale en protéines, ainsi qu’en d’autres familles de molécules
tels que les sucres, les lipides, les ions comme le magnésium, le calcium et le zinc (Morrel,
2011) suggere des interactions entre ces éléments et la surface du sperme qui assurent plusieurs
fonctions biologiques (Rodriguez-Martinez et al., 2011) et a des effets positifs ou négatifs sur
la qualité et la fertilité des Spz (Asadpour, 2012 ; Halenar et al., 2015 ; Halenar et al., 2017).

En plus d’étre un moyen de transport permettant la pénétration d’un Spz dans 1’ovule
(Krakowski et al., 2015), le PS remplit plusieurs fonctions dont on cite : 1) il stimule la motilité
des Spz pendant 1’¢jaculation (Btaszczyk et al., 2013), 2) il présente une source d'énergie sous
forme de fructose pour les Spz lors de leur parcours (Morrel, 2011), 3) il protege contre les
infections et les agents toxiques, ainsi de vaincre le milieu chimique et immunologique de la
mucus vaginale (Vitku et al., 2017), 4) il joue un réle indirect sur la reproduction via I'activation
des mécanismes inflammatoires et immunitaires chez la femme (Schjenken et Robertson, 2014
; Rath et al., 2016).

La composition du PS influence la qualit¢ du sperme des étalons a 1’état frais et post-
décongelés (Usuga et al., 2017). Cette composition biochimique varie au sein de la méme
espece, entre especes, entre individus (Ackay et al., 2006 ; Yotov et al., 2014), au sein du méme
individu d’une collecte a I’autre (Aguirre et al., 2007 ; Juyena et al., 2011), de la saison au cours
de laquelle le sperme est collectée (Abecia et al., 2016) et 1’age de bélier (Fraser et al., 2016).

La maturation des Spz dans I’épididyme consiste en 1’acquisition progressive de la
mobilité et de la liaison avec la zone pelliculaire lors de leur transit (Dacheux et Dacheux, 2013
; Sullivan et Mieusset, 2016) suite aux mécanismes associés a l'activité de I’épididyme
(Dacheux et al., 2012). Lors d’¢jaculation, les Spz interagissent pendant une courte période

avec le plasma séminal.
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Une longue durée de contact entre les Spz avec le plasma séminal non dilué, induit leur
mort rapide, alors que les Spz de I'épididyme peuvent étre conservés non dilués dans le fluide
épididymale pendant plusieurs jours tout en conservant leur capacité de fertilisation (Abella et
al., 2015 ; Bergstein-Galan et al., 2017). Cependant, une dilution du sperme permet d’éviter les
effets négatifs du plasma seminal dont la concentration finale, variable selon les espéces, est
généralement bénéfique pour la conservation du sperme a I'état liquide ou congelé (Kershaw-
Young et Maxwell, 2011 ; Mata-Campuzano et al., 2015b).

L’origine et le profil du protéome plasmatique séminal varie entre les especes de
mammiferes (Druart et al., 2013). En effet, il est principalement produit par I'épididyme
(Guyonnet et al., 2011 ; Belleannee et al., 2012) au niveau des régions proximale et distale
(Guyonnet et al., 2011 ; Belleannee et al., 2012). Chez les bovins la vésicule séminale est la
source majeure des protéines du plasma séminal (Westfalewicz et al., 2017), ajoutées aux
protéines d'origine épididymale (Westfalewicz et al., 2017). Ces protéines s’interagissent avec
les composants des membranes des Spz (Cornwall, 2014 ; Dacheux et al., 2016 ; Gadella, 2017).

Cependant, les protéines sont impliquées dans plusieurs mécanismes tels que la protection
contre le stress oxydatif, les infections, la motilité des Spz, le maintien du pouvoir tampon
(28,5%), le remodelage de la membrane plasmique, la capacitation des Spz, la réaction de
l'acrosome, 1’interaction spermatozoides-ovocyte, la fécondation (Poiani, 2006 ; Gadella,
2008), la fertilité (Druart et de Graaf, 2018), le développement embryonnaire (Moura et al.,
2011) ainsi que la prévention contre les dommages induits par la variation de la température
(Pérez-Pé et al., 2001). Certaines protéines pourraient avoir des effets négatifs sur le sperme
chez le bélier, tels que la glycoprotéine alpha de zinc (Rickard et al., 2015) et les Binder of
Sperm proteines (BSP) chez les bovins (D'Amours et al., 2010 ; Sarsaifi et al., 2015). Les
protéines majoritaires du protéome plasmatique différent d’une espece a ’autre.

En effet, chez les equines les études récentes ont identifié 59 protéines dont la kallikréine
E1 comme I’'une des principales avec les BSP et les protéines sécrétoires riches en cystéine
(HSP3, CRISP) (Druart et al., 2013). Chez le porc, des spermadhésines (Strzezek et al., 2005)
et la fibronectine (Druart et al., 2013) parmi 536 protéines identifiées (Perez-Patino et al., 2016).
Chez le chien, l'arginine estérase et la lactoferrine prostatique (Kikuchi et al., 2003) sur 268
protéines (Aquino Cortez et al., 2017). Le"B-nerve growth factor" ou B-NGF sur les 20 protéines
identifiées, responsable d’induction d'ovulation, constitue respectivement 47% et 25% de la
quantité totale de protéines dans le plasma séminal de 1’ Alpaga et Dromadaire (Druart et al.,
2013). 1l reste a signaler que le protéome plasmatique séminal chez I’Homme est le plus étudié

avec plus de 2000 protéines identifiées par (Milardi et al., 2013 ; Gilany et al., 2015).
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Chez le bélier, I'analyse du PS en utilisant des méthodes de spectrométrie de masse a
haute résolution a permis d'identifier plus de 700 protéines avec une forte abondance de
protéines de la famille Binder of Sperm (BSP1, BSP5, SPADH1, SPADH?2), la famille des
spermadhesines (bodhesin2) les bodhesines présents aussi chez le bouc (Souza et al., 2012).
Les BSPs régulent la capacitation durant le transit des Spz montrant une relation négative avec
la capacité de congélation et la fertilité chez les bovins (Leahy et de Graaf, 2012 ; Plante et al.,
2015b ; Sarsaifi et al., 2015). Alors que, les protéines du liquide séminal acide telles que les
spermadhésine (SPADH) protegent la membrane des spermatozoides contre les dommages
causés par la cryoconservation (Somashekar et al., 2015, 2017).

D’autres protéines ont été identifiées, comme I’albumine qui protége les spermatozoides
contre le stress oxydatif en piégeant les radicaux libres (Roche et al., 2008), la lactoferrine
secrétée par les cellules de sertoli, I’épithélium de 1’épididymaire et par certaines glandes
annexes (Sinha et al., 2013). De méme, une lipoprotéine de haute densité (HDL) appelé
I’ Apolipoprotéine (A1), présente dans le PS de bélier et de bovin (Moura et al., 2011 ; Souza et
al., 2012) capte le cholestérol et les phospholipides durant la capacitation des Spz induite par
les BSPs (Manjunath et al., 1989), ainsi par d’autres protéines nouvellement identifiées comme
UPF0762 (géne C60rf58) (Soleilhavoup et al., 2014).

En plus, Il existe une large gamme d'acides aminés dans le PS dont la plupart sont issus
des testicules ou des épididymes. Leurs concentrations augmentent aprés I'éjaculation en raison
d'une activité protéolytique étendue qui a lieu dans le sperme (Mann, 1964). Ces acides aminés
servent comme substrat facilement oxydable pour la production de I'énergie utilisée dans la
motilité¢ des Spz (Neumark et Schindler, 1967) comme I’arginine (Patel et al., 1998) ou pour
I’intensification de I’activité de la transaminase oxaloacétiques glutamiques (GOT) (Flipse,
1960) comme I'acide glutamique a grande concentration dans le PS.

Pour protéger les Spz contre le stress oxydatif, les Spz et le PS contiennent plusieurs
enzymes antioxydants tel que la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion réductase (GR), la
glutathion peroxydases (GPx) et la catalase (CAT).

De maniere surprenante, le PS a une concentration plus élevée d'antioxydants que tout
autre fluide biologique, y compris le sérum sanguin (Mann, 1964). Ces antioxydants présents
dans le PS compensent principalement la déficience en enzymes cytoplasmiques. D'autres
enzymes présentes dans le PS comme la GOT, I’aspartate aminotransférase (AAT), le pyruvate
glutamique transaminase, 1’alanine aminotransférase, la phosphatase alcaline (ALP) et la lactate
déshydrogénase (LDH), sont utilisées comme bon indicateurs de la qualité du sperme car elles

ont un effet sur la stabilité de la membrane plasmique (Sirat et al., 1996).
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On pense que les sources possibles de ces enzymes sont les testicules, les Spz ou
I’épididymes parce qu'ils montrent une corrélation positive avec la concentration en Spz et une
corrélation négative avec le volume de sperme (Kareskoski et Katila, 2008). Le PS des
ruminants contient des hormones comme les cestrogeénes, la progestérone, la testostérone,
I'normone lutéinisante (LH), la prolactine et les prostaglandines. Les fonctions spécifiques de
ces hormones dans le PS sont encore mal connues. Elles sont secrétées par les cellules de
Leydig, de I'épididyme, de la vésicule séminale, de la prostate, ainsi que par des Spz (Hess et
al., 2001). Le profil hormonal du PS varie selon les espéces, 1’age, la saison et méme entre des
individus de la méme espéce (...etc.).

Le PS de bélier contient la prostaglandine qui stimule I'activité contractile du col et de
I'utérus améliorant ainsi le transport des Spz dans cet organe (Juyena et Stelletta, 2011).

On note aussi la présence du fructose dans le PS des ruminants. 1l est utilisé de préférence
par les Spz pour produire de I'ATP nécessaire a leur motilité (Sanchez-Partida et al., 1999). Le
fructose est synthétise a partir du glucose selon la voie de la phosphorylation par lI'intermédiaire
de la sorbitol déshydrogénase et de I'aldose réductase (Agarwal et al., 2004). 1l est secrété par
les vésicules séminales (Buckett et Lewis-Jones, 2002) et stimulé par la testostérone (Kumar et
Farooq, 1994) dont sa concentration dans le PS est corrélée positivement avec la motilité des
Spz (Goeritz et al., 2003). La concentration en fructose dans le PS tend a augmenter pendant la
saison de reproduction (Matsuoka et al., 2006).

La composition lipidique de la membrane plasmique et du PS est une caractéristique clé
de la fonction des Spz. L’épididyme et la membrane des Spz pourraient étre la source des lipides
du PS (Pickett et Komarek, 1966). Les profils lipidiques comprennent le cholestérol, les
phospholipides, les diglycérides et les triglycérides. Les phospholipides et le cholestérol ont
une importance particuliere dans la structure et la fonction de la membrane plasmique des Spz
(Cross, 1998) et jouent un role important dans la structure, le métabolisme, la capacitation et la
fécondation des ovocytes (Hafez, 1987).

De méme, les lipides du PS jouent un réle important dans la structure de la membrane des
Spz, son métabolisme, sa capacitation et sa fertilité (Tavilani et al., 2008). Certains chercheurs
ont rapporté la réduction de la concentration des Spz et celle de la motilité sont associées a une
diminution de la teneur en lipides du plasma séminale (Taha et al., 2000).

En outre, la fonction du sperme déepend fortement de I'environnement ionique (Hamamah
et Gatti, 1998). Des cations tels que Na*, K*, Ca®" et Mg?®" présents dans le PS, ont un role
important dans I’équilibre osmotique et ils rentrent dans la composition de nombreuses enzymes

(Cevik et al., 2007).
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Chez le sanglier, le sodium et le chlore sont les ions les plus abondants et, entre autres
fonctions, ils influencent le métabolisme et donc la motilité des spermatozoides et la stabilité
de la membrane, ce qui peut modifier la morphologie des spermatozoides (LOpez-Rodriguez et
al., 2013). Le potassium, un inhibiteur métabolique, diminue le métabolisme et la motilité des
spermatozoides (Massanyi et al., 2003 ; Juyena et Stelletta, 2012).

Le Ca®* et le Mg?* se trouvent dans presque tous les systémes enzymatiques. Ils sont
considérés comme des marqueurs de la sécrétion de vésicules séminales (Wong et al., 2001).
Le calcium, d'une importance capitale pour les variations de motilité des spermatozoides, est
essentiel pour déclencher la réaction acrosomique (Juyena et Stelletta, 2012).

Le magnésium est impliqué dans presque toutes les réactions enzymatiques, et donc lié a
la motilité du sperme et a la préservation de la membrane du sperme (Juyena et Stelletta, 2012;
Lopez-Rodriguez et al., 2013 ; Halo et al., 2018).

En outre, le Cu?*, le Mn?*, le Mg?* et le Zn?" agissent en tant que cofacteurs pour diverses
enzymes associées a la qualité du sperme chez les rongeurs et les humains (Wirth et al., 2007 ;
Singhi et al., 2010 ; Pipan et al., 2017). lls sont impliqués dans la protection cellulaire contre
les radicaux libres (Eghbali et al., 2008 ; Arinola et al., 2008). Cependant, il a été prouvé que le
Zn?* et le Mg montrent une corrélation avec la fertilité (Shquirat et al., 2013 ; Zhao et al.,
2016), I’oligospermie, 1'asthénospermie et la prostatite (Yamaguchi et al., 2009). Le Mn?* est
I’un des puissants stimulateurs de la motilité (Lapointe et al., 1996), des taux sériques ¢levés de
Mn?* présentent un effet néfaste sur la morphologie et la motilité des Spz chez I’homme (Yuyan
etal., 2012).

Le zinc stabilise la membrane plasmique des Spz (Lewis-Jones et al., 1996 ; Chia et al.,
2000) et l'assemblage final de nucléoprotéines d'ADN en protégeant I’ADN contre la
fragmentation (Garcia-Contreras et al., 2011 ; Wani et al., 2017). Le Zinc est un marqueur de
la fonction prostatique et joue un rdle dans le développement testiculaire tel que, la
spermatogenese, la concentration (Fallah et al., 2018), la capacitation, la réaction acrosomique
(Eggert-Kruse et al., 2002) et la motilité des Spz (Khan et al., 2011 ; Fallah et al., 2018). Il
controle aussi l'utilisation de I'énergie a travers les systémes d’adénosine triphosphate ainsi que
la régulation des réserves d'énergie, des phospholipides (Hidiroglou et Knipfel, 1984), préserve
la fonction mitochondriale et agit comme un agent protecteur contre le stress oxydatif (Gavella
et Lipovac, 1998 ; Guthrie et al., 2008) et contribue a l'activité antibactérienne de la SP (Juyena
et Stelletta, 2012) du PS. Cependant, un faible apport en zinc pourrait entrainer un arrét de la
spermatogenése (Cheah et al., 2011) et une faible concentration sérique en testostérone (Fallah
etal., 2018).

19



Revue bibliographique

Dautres ions comme le sélénium qui est un composant de la glutathion peroxydase, une
enzyme aux propriétés antioxydantes dont la présence dans le SP a été associée a la viabilite, la
fertilité in vivo (Barranco et al., 2016), la motilité, la morphologie des spermatozoides et a
I'intégrité de I'ADN (Pipan et al., 2017).

Enfin, des niveaux plus élevés d'autres ions, y compris le fer et le cuivre, ont été corrélés

positivement avec le nombre des Spz fonctionnels apres stockage (Pipan et al., 2017).

4. Facteurs qui influencent la production du sperme

Plusieurs facteurs influencent la production du sperme et la libido des béliers notamment
la saison, la durée d’éclairement, 1’age, ’alimentation, la santé et le stress. L’activité de
production du sperme est maximale pendant les mois d’automne et d’été (période de la saison
sexuelle), contre une diminution claire de la libido, de la circonférence scrotale, de la quantité
et de la qualité de production de Spz, avec une baisse de la fertilité en hiver et en printemps

(période de contre-saison sexuelle).

4.1. L’Age

Au début de la puberté, les animaux sont de trop petite taille pour effectuer correctement
la saillie et manquent d’expérience (Meyer et al., 2004).

Chez le bélier, si la production de Spz commence a la puberté environ (100 a 150 jours)
(Rassu et al., 2004). Les premiers cycles spermatiques sont incomplets, ce qui implique un
sperme de mauvaise qualité et de faible fertilité. Ce n'est qu'a 1'dge de 18 mois qu’il peut
présenter une fécondité acceptable (Boukhlig, 2002).

L'age du bélier est I'un des principaux facteurs contribuant aux différences dans la
circonférence scrotale et les caractéristiques du sperme (Maksimovic et al., 2016), qui sont
étroitement liées a la production totale de sperme (Etim, 2015).

Plusieurs études ont montré une amélioration de la qualité de la production du sperme
avec l'age apres la puberté (Focsaneanu et al., 2014 ; Maksimovic et al., 2016) pour atteindre
un plateau vers I'age de 3 ans (Hassan et al., 2009). Mais cette capacité de production du sperme
n'est pas toujours croissante car elle diminue avec le vieillissement du male (Bhakat et al.,
2011). En effet, Chella et al. (2017) ont rapporté une diminution significative de la qualité
d'éjaculation ainsi qu’une diminution de la résistance a la conservation avec 1’age avancé,

confirmant les travaux de Stolc et al., (2009).
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4.2. Lasaison

Les ovins sont largement connus comme des animaux a saisonnalité marquée de I'activité
reproductrice, en particulier dans les latitudes et les altitudes les plus élevées. Cependant, plus
la latitude est élevée, plus la photo-dépendance est grande, plus la période d'activité de
reproduction est restreinte (Poulton, 1987).

Chez la plupart des races ovines, la saison de reproduction commence pendant I'été ou au
début d'automne (Chemineau et al., 1992) et sa longueur varie largement d’une race a I’autre,
mais en général, elle se termine pendant 1'hiver (Hafez, 1952). A I’exception des régions
équatoriales, les ovins sont exposés a des changements saisonniers qui affectent leur
reproduction (Balthazart et Fabre-Nys, 2001 ; Malpaux, 2001). Les béliers sont capables de
produire de la semence durant toute l'année. Cependant, des variations quantitatives et
qualitatives ont été observées (Saadi et al., 2016 ; Al-Anazi et al., 2017 ; Belkadi et al., 2017).

Plusieurs études ont montré que les fluctuations saisonniéres affectent Il'activité
hormonale (Zamiri et al., 2005 ; Aller et al., 2012), la gamétogénese (Barenton et Pelletier,
1983), le poids corporel (Allaoui et al., 2014), la taille testiculaire (Allaoui et al., 2014 ; Olah
et al., 2014 ; Belkhiri et al., 2017), la qualité de la production du sperme (Moghaddam et al.,
2012 ; Pourseif et al., 2013), la composition du plasma séminal (Fraser et al., 2016), la
composition en acides gras du sperme (Argov et al., 2007 ; Aurich et al., 2018), ainsi que la

conservation du sperme (Perumal et al., 2015).
4.3. La photopériode, la mélatonine et les hormones thyroidiennes

A des grandes latitudes, les animaux sont exposés a des changements des conditions
environnementales (la température, 1’éclairement et I’alimentation) qui influencent leur
reproduction (Chalivoixa, 2010). Le changement de la photopériode est nécessaire pour la
synchronisation saisonniere de la reproduction des ovins (Chalivoixa, 2010).

L’information photopériodique pergue par la rétine de I’ceil est acheminée par plusieurs
étapes nerveuses (hypothalamus et ganglions cervicaux) a la glande pinéale qui la traduit en un
signal hormonal en synthétisant et en sécrétant la mélatonine. Comme c’est la photopériode qui
controle les variations saisonniéres de I’activité sexuelle chez les ovins, la mélatonine est donc
une substance clé qui module la reprise ou I’arrét de la reproduction. Pendant la saison a jours
courts ou I’administration de longue durée de la mélatonine induit I’activité sexuelle chez les
brebis. Au contraire, la saison a jours longs ou I’administration de courte durée de mélatonine
inhibe I’activité sexuelle. Cela signifie que la mélatonine est capable de reproduire I’effet de la

photopériode chez la brebis, dans les conditions naturelles (Castonguay, 2018).
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La glande pinéale est la source principale de la mélatonine. Elle est synthétisée a partir
du tryptophane et de la sérotonine, sous l’effet de plusieurs enzymes dont I’activité est
commandée par la perception jour/nuit. Cette hormone est sécrétée exclusivement de fagon
pulsatile durant I’obscurité (100 a 500 pg/ml dans la nuit). Finalement, elle est métabolisée dans
le foie, les reins et le cerveau et est excrétée dans 1’urine.

La mélatonine agirait en augmentant la sécrétion de la GnRH. Son effet sur la GnRH n’est
pas direct. Il impliquerait différents neurotransmetteurs (dopamine, sérotonine noradrénaline)
qui joueraient le role de relais entre les cellules cibles de la mélatonine dans 1I’hypothalamus et
les cellules secrétrices de GnRH (neurones a GnRH) (Castonguay, 2018).

Chemineau et al. (1996b) et Rosa et al. (2012) ont montré que chez les petits ruminants,
I'implantation de la mélatonine ou le traitement photopériodique provoquent la croissance
testiculaire et I’amélioration de la production du sperme. Ainsi, la supplémentation de la
mélatonine dans le milieu de conservation réduit le stress oxydatif et améliore la résistance des
Spz a la conservation (Medrano et al., 2017).

De méme, les hormones thyroidiennes jouent un réle clé dans le développement de la
croissance, comme elles sont impliquées dans I’expression des événements neuroendocriniens
qui participent a la rythmicité saisonniére de la reproduction (Bechtold et Loudon, 2007).
Woitkewitsch (1940), a découvert chez I’étourneau (Sturnus vulgaris), que la thyroidectomie
empéche la diminution de I’activité testiculaire et prolonge indéfiniment la saison de
reproduction.

Chez les ovins, de nombreuses études ont montré que les hormones thyroidiennes
participent a I’arrét de la période de reproduction saisonniére (Nicholls et al., 1988). Cette action
inhibitrice de I’axe reproducteur montre 1’existence d’une rythmicité saisonniere (Thrun et al.,
1996). De méme, un apport d’hormone thyroidienne a des animaux thyroidectomisés entre
décembre et juin, provoque la restauration de 1’état d’ancestrus saisonnier (Billings et al., 2002).
Cependant, le passage d’un traitement lumineux a jours courts a un traitement a jours longs, a
¢été associé a une augmentation de 1’expression de la diodinase 2 (Di02) (catalyse la conversion
de la T4 en T3 dans le cerveau) avec une augmentation locale de la T3 (Yen, 2001 ; Yasuo et
al., 2006).

Chez le hamster Djungarian, a reproduction pendant les jours longs, on a enregistré une
inhibition de 1’expression de la Dio2 pendant les jours courts (Watanabe et al., 2004), comme
le cas du bélier (Hanon et al., 2008). Par contre, cette expression est inhibée pendant les jours
longs chez des animaux de jours courts comme le bouc (Yasuo et al., 2006). Cependant, I’action
de la photopériode sur I’expression de la Dio2 serait régulée par la mélatonine chez les hamsters

Djungarian et Syrien (Watanabe et al., 2004 ; Revel et al., 2006).
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4.4, L’alimentation

Il existe une forte relation entre la nutrition et la reproduction (Ghorbankhani et al., 2015).
Ce mécanisme semble étroitement lié aux concentrations péeriphériques de leptine (Counis et
al., 2001), hormone principalement synthétisée et sécrétée par le tissu adipeux, impliquée dans
la régulation centrale de plusieurs fonctions telle que I'activité reproductrice (Blache et al.,
2006). Brown. (1994) rapporte que les apports énergétiques élevés ont des effets béenéfiques
sur I’avancement de la puberté et la production de sperme, avec une augmentation de la taille
des testicules. Cependant, la consommation excessive peut avoir des effets nocifs sur la
reproduction. De méme, des restrictions énergétiques ou protéiques sont plus néfastes sur la
production de la semence chez les prépubéres que chez les adultes (Maurya et al., 2016), alors
qu’une restriction sévere peut méme conduire a des lésions irréversibles des gonades a 1’age
pré-pubertaire et transitoires chez les adultes (Nicolino et Forest, 2001). De méme, une
restriction alimentaire pendant la période feetale ou a 1’age pré-pubertaire entraine une baisse
trés significative du nombre de cellules de Sertoli par tube séminifére et par testicule a 1’age
adulte, ce qui entraine une baisse de la production journaliére en Spz (Kheradmand et al., 2006 ;
Genovese et al., 2010).

Certaines études indiquent que les performances des béliers sont aussi modulées par les
apports alimentaires avant et au cours de la lutte (Ghorbankhani et al., 2015). Par contre, une
complémentation alimentaire des béliers huit semaines avant la lutte est nécessaire. Elle se
manifeste par 1’amélioration de leur poids vif, la croissance testiculaire, la production
spermatique, la qualité de production des gamétes et la libido.

Le rapport des acides gras polyinsaturés oméga-6 (n-6) au (n-3) peut jouer un role
important dans plusieurs aspects de la santé et de la reproduction des animaux (Abayasekara et
Wathes, 1999).

Chez les mammiféres, la membrane des Spz est riche en acides gras polyinsaturés (AGPI)
sous forme d’oméga-3 (AGPI : n-3) (Diaz et al., 2015) et en acide docosahexaénoique Omega-
3 (DHA ; C22 : 6n-3) (Zachut et al., 2011). C’est I’un des facteurs déterminant de la qualité du
sperme et de la fertilite (Rooke et al., 2001), ainsi que la fluidité membranaire nécessaire aux
fonctions cellulaires normales (Wathes et al., 2007).

Des études antérieures ont démontré que le profil en acides gras de la membrane du
sperme peut étre modifié par I'alimentation (Castellano et al., 2010). Cependant, la série (n-3)
et (n-6) ne peut pas étre synthetisée par les vertebres et doit donc étre fournie par I'alimentation,
soit sous forme de précurseurs végétaux a 18 carbones (acide linolénique ou acide linoléique)
ou dérivés a longue chaine dans les tissus animaux (20 a 22 atomes de carbone) avec 4, 5 ou 6

doubles liaisons (Samadian et al., 2010).
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Tran et al. (2016) ont montré que les AGPI sont associés a l'activité des hormones telles
que la LH, la FSH et la testostérone. D’autres chercheurs ont rapporté une réduction
significative de la concentration en AGPI du sperme, en particulier I'acide docosahexaénoique
(DHA, C22 : 6n-3) avec I'age chez les taureaux (Kelso et al., 1997b). Ce résultat a stimulé
I'intérét commercial de l'utilisation de suppléments alimentaires pour modifier la teneur en
AGPI des Spz et augmenter le potentiel de reproduction.

Pour cette raison, différentes stratégies d'alimentation ont été developpées pour améliorer
la qualité du sperme apres le dégel (Jafaroghli et al., 2014). La supplémentation alimentaire
avec une composante énergétique (16,4 mégajoules/kg) et protéique (337,59 protéine brute/kg
matiére seche) stimule la sécrétion pulsatile de la LH et la sécrétion tonique de la FSH (Boukhliq
et Martin, 1997). Elle augmente aussi la circonférence scrotale (1centimétre par semaine). La
substitution de 1’orge par I’avoine dans le régime des béliers améliore significativement le
volume de I’éjaculat (+50%), le nombre de Spz produits (+60%) et diminue considérablement
la proportion des gamétes morts (4,5% vs 23,6%) et celle des anomalies de la téte des Spz (1,7%
Vs 8,3 %). Les mémes variables sont significativement améliorées par I’injection d’une solution
de vitamines (A, D et K) (Mahouachi et al., 2011).

Dans ce sens, plusieurs additifs alimentaires ont été testés chez différentes especes. En
effet, la supplémentation en (AGPI : n-3) associée a des composés antioxydants comme I’huile
de foie de requin ou I'huile de poisson augmente : - 1) la teneur en lipides des Spz chez plusieurs
espéces (Castellano et al., 2010 ; Towhidi et al., 2012 ; Fair et al., 2014 ; Liu et al., 2015 ;
Khoshvaght et al., 2016), en particulier chez les dindons agés (Blesbois et al., 2004), -2) le
pouvoir antioxydant du sperme chez le taureau (Gdrler et al., 2015 ; Tran et al., 2016), - 3) la
concentration des Spz chez le bélier (Fair et al., 2014), -4) la résistance a la conservation chez
le bélier (Esmaeili et al., 2014) et le taureau (Gurler et al., 2015), -5) la motilité progressive et
le pourcentage de Spz normaux chez le verrat (Rooke et al., 2001) et le sangliers (Liu et al.,
2015), -6) les performances de reproduction des ruminants males (Tran et al., 2016), -7) ainsi
la qualité du sperme chez les hommes stériles (Falsig et al., 2019).

De méme, la supplémentation alimentaire en huile de poisson a des effets positifs sur la
motilité progressive, la morphologie et la viabilité des Spz aprés décongélation chez les
taureaux (Khoshvaght et al., 2016).

La supplémentation alimentaire en acide docosahexaénoique (DHA) ou d’algues riches
en acide DHA augmente le volume de sperme et le nombre total de Spz, améliore la motilité
totale et progressive, la viabilité, la vélocité moyenne et I’intégrité de la membrane des Spz

chez le verrat (Murphy et al., 2017).
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Cette supplémentation n’a pas d’effet sur le poids corporel, la circonférence scrotale et
sur la congélation aprés 12 semaines de traitement chez le taureau (Gholami et al., 2010).

Récemment, Zadeh Hashem et al. (2017), ont rapporté que la supplémentation en acide
oléique augmente la viabilité, I'intégrité de la membrane plasmique, la capacité antioxydante
totale et celle de superoxyde dismutase et diminue les quantités de malonyl dialdéhyde et
d'oxyde nitrique pendant le stockage liquide du sperme de bélier. Cependant, d’autres études
n’ont montré aucune amélioration de la supplémentation sur la quantité, la qualité (Byrne et al.,
2017) et la conservation du sperme (Fair et al., 2014 ; Kaka et al., 2017). Ces résultats ont été
attribués a la différence entre espéces, entre races, a I'age, a la source d'AGPIl oméga-3 et a la

durée de la supplémentation.
5. La conservation de la semence du bélier

Avec le développement des programmes d’insémination artificiel (IA) a grande échelle,
le besoin de transport de la semence sur de longues distances est apparu et la nécessité de la
conservation du sperme pendant plusieurs jours s’est imposée.

La conservation du sperme permet la dissémination d’une race dans différents élevages
ou a travers le monde en divisant un éjaculat en plusieurs petites doses (250 a 500ul) pour
inséminer les brebis (Medeiros et al., 2002).

De méme, elle permet une bonne gestion de la reproduction des animaux de ferme (les
Spz d’un bélier sélectionné peuvent ainsi €tre utilisés au moment voulu pour I’TA des brebis
choisies), ce qui contribue a I’amélioration génétique. Elle est aussi considérée comme un outil
puissant pour la conservation d’une race menacée de disparition (le stockage de sperme dans
des banques de géne animal).

Dans ce sens, le développement des techniques d’IA chez les ovins a été orienté vers
I’amélioration des milieux de dilution, la durée et la température de conservation. D’ou la
nécessité de développer des méthodes de conservation du sperme a 1’état liquide ou congelé,
avec des fertilites acceptables pour un protocole d’insémination facile et rapide a mettre en

ceuvre.
5.1. La conservation a I’état liquide de la semence du bélier

La réussite de I'IA dépend principalement de la qualité initiale du sperme et de sa

conservation (Alkan et al., 2002). Les IA realisées avec de la semence fraiche ont un taux de

succes trés satisfaisant qui varie selon I’espece et la technique d’insémination utilisée (King et

al., 2004 ; Cseh et al., 2012).
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Les Spz des mammiféres peuvent étre conservés (a 4°C ou entre 15-20°C) sans étre
congelé pendant une courte durée, soit de quelques heures a quelques jours (Kulaksiz et al.,
2012). En général, la semence fraiche de bélier doit étre inséminée dans les 8h suivant sa

collecte afin d’obtenir des taux de gestation optimaux (Salamon et Maxwell, 2000).
a. Principe de la conservation a I’état liquide de la semence de bélier

Toutes les méthodes de conservation de la semence sont basées sur le méme principe :
limiter voire arréter le métabolisme des Spz afin de prolonger leur durée de vie. La méthode la
plus efficace pour I'insémination cervicale est I'application du sperme conservé a 15°C pendant
6-8 heures (Anel et al., 2006).

Par ailleurs, le choix du dilueur utilisé présente 1’étape cruciale pour réussir la
conservation (Salvador et al., 2006).

Le sperme dilué nécessite une durée de conservation minimale de 2 & 4 jours afin d'étre
utilisé a grande échelle (Anel et al., 2006). Le stockage des Spz a basse température peut inhiber
l'activité métabolique, ce qui peut contribuer a 1’amélioration du taux de survie (Anel et al.,
2006). Dans ce sens, Allai et al. (2015) et Benmoula et al. (2017) ont noté une diminution de la
motilité, de l'intégrité morphologique et de la fertilité apres le stockage liquide & basse
température chez le bélier. Ceci est d0 a la perte de perméabilité sélective a basse température
(Crowe et al., 2001).

Dans ce sens, deux principaux dilueurs de semence fraiche sont utilisés : le dilueur lacté
qui est composé d'eau, de poudre de lait et d'antibiotiques et le dilueur a base de lactose et de
jaune d'ceuf (Baril et al., 1993).

b. Les différents dilueurs utilisés

Il existe une grande variété de diluants protecteurs utilisés pour la conservation des Spz
de mammiféres. Certains sont commercialisés, d’autres sont préparés selon les recettes
existantes.

Les dilueurs de semences sont des solutions servant a augmenter le volume d’un éjaculat
pour I’amener a une concentration de conservation souhaitée (0,8 10° Spz/ml). Les dilueurs
doivent aussi apporter les nutriments nécessaires au maintien métabolique des Spz (glucose ou
fructose), présenter un pouvoir tampon, genéralement a base de phosphate de Tris ou de citrate
de sodium (Vishwanath et Shannon, 2000), afin de garder un pH extracellulaire optimal pour la
survie des Spz (varie de 6,7 a 7,0). De méme, les dilueurs doivent avoir une osmolarité
physiologique adéquate a base de (NaCl, KCI) (entre 320-350 mOsm/I), des antibiotiques pour

empécher la prolifération bactérienne, ainsi, d’agent cryoprotecteur (Gadea, 2003).
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Depuis les 50 derniéres années, les dilueurs a base de jaune d’ceuf et de lait de vache sont

les plus répandus pour la conservation des semences d’animaux d’élevage en frais ou en congelé

(Iritani et Nishikawa, 1963 ; O'Shea et Wales, 1966).
«»+ Les dilueurs a base de lait

Le lait est un milieu biologique de complexe composé de cinq constituants majeurs : I’eau
(87,5%), les protéines (3,2%), les sucres (principalement lactose 4,6%), les lipides (3,7% vs.
<0,1% pour le lait ecrémé) et les minéraux (0,8%) (Amiot et al., 2002 ; Druart, 2009). Les
recherches ont montré I’effet bénéfique des protéines du lait sur la conservation du sperme
(Bergeron et Manjunath, 2006).

Les principales protéines du lait sont les caséines (a 80%) et le lactosérum (a 20%) qui
présentent une matrice efficace d’encapsulation de bioactifs (Livney, 2010 ; Augustin et
Olivier, 2014). Les caséines sont composées de phosphoprotéines nommées osl, as2, - et k-
caséine qui s'auto-agre pour former des micelles de caséine. Leur poids moléculaire est compris
entre 19 et 25 kDa et leur point isoélectrique (Phi) est compris entre 4,6 et 4,8. Elles sont
caractérisées par la présence de groupements phosphates estérifiés sur les résidus sérine
permettant la fixation du calcium (Augustin et Oliver, 2014) et une certaine résistance a la
chaleur (O’Mahony et Fox, 2013 ; Fox et al., 2017).

L’organisation des acides aminés polaires et apolaires, la faible présence de structure
secondaire et 1’absence d’une structure tertiaire permanente conférent aux caséines une
conformation flexible plus un caractére amphiphile et une certaine plasticité (Dalgleish et al.,
2004 ; Horne, 2014).

Des recherches ont montré que, les micelles de caséine isolées du lait peuvent protéger le
sperme d'étalon (Lagares et al., 2012), de chévre (De Menezes et al., 2016), de bélier, de sanglier
(Plante et al., 2015) et des taureaux (Bergeron et al., 2007 ; Lusignan et al., 2011) pendant le
stockage a 4-5°C et pendant la congélation en présence de glycérol chez le taureau (Lagares et
al., 2012 ; Del Valle et al., 2013), ainsi, ils empéchent la liaison des facteurs nocifs du plasma
séminal bovin (protéines BSP) a la membrane des Spz en maintenant la viabilité du sperme
pendant la conservation (Bergeron et al., 2007 ; Lusignan et al., 2011) chez 1’étalon, le sanglier
le bélier et le bouc (Bergeron et Manjunath, 2006 ; Plante et al., 2015 ; De Menezes et al., 2016).

Les principales protéines de lactosérum sont L'a-lactalbumine (22%) et la B-
lactoglobuline des immunoglobulines et la lactoferrine (55%) (Amiot et al., 2002). La B-
lactoglobuline est une protéine globulaire comprenant 162 acides aminés dont la masse
moléculaire avoisine les 18 kDa, qui constitue une matrice d’encapsulation de bioactifs

hydrophobes tels que les aromes, les vitamines, les acides gras et les polyphénols.
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Elle peut étre associée a la pectine et former des particules permettant une encapsulation
efficace et un relargage controlé de lipides (Chanasattru et al., 2009) (Figure 7-A), ainsi, de

protéger seule les Spz d’étalon a une concentration optimale de 45 g/L (Batellier et al., 1997).

- A- -B-

Figure 9: A- Structure de la B-lactoglobuline (Crowther et al., 2016), B- Structure de I’a-
lactalbumine (Johnke et al., 2012).

Cependant, I’a-lactalbumine, est une petite protéine globulaire compacte de 123 acides
aminés et d’une masse moléculaire de 14 kDa. Cette métalloprotéine présente une structure
stabilisée par 4 ponts disulfures et un ion calcium (Ribadeau-Dumas, 1981).

Son pH isoélectrique est de 4,8 (Cayot et Lorient, 1998). Sa structure tertiaire est rigidifiée
par la présence d’un ion calcium au cceur de celle-ci qui lui confére une meilleure résistance
aux traitements thermiques par apport a la B-lactoglobuline. L’a-lactaloumine est aussi une
matrice d’encapsulation de bioactifs qui peut interagir avec 1’acide palmitique et le rétinol
(Considine et al., 2014) (Figure 7-B), elle semple étre capable d’améliorer 1’efficacité des
diluants utilisés pour cryoconserver les Spz de bélier (Ollero et al., 1998).

Les phospholipides majeurs du lait sont la Phosphatidylcholine (33%), la
Phosphatidyléthanolamine (33%) et les sphingomyeélines (25%). Le lait contient aussi des
enzymes, des vitamines, des gaz et des pigments en tres faible quantité, du phosphate de calcium
qui relie les caséines entre elles. Chague micelle contient entre 20 000 et 150 000 molécules de
caseines (Griffin et Roberts, 1985 ; Dalgleish, 2011) (Figure 10).

Q Sous-micelle

\,zf?_A Chaine peptidique
¥
Phosphate de calcium

50 nm

Figure 10 : Modele « a sous-unités » de micelle de caséine du lait (Walstra, 1990).
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Le lait contient le lactose qui est également un composant courant dans les dilueur a base
de jaune d'ceuf utilisé pour congeler le sperme du verrat (Yi et al., 2002) et de I'étalon (Loomis
etal., 1983). 1l a

protection extracellulaire des Spz (Watson, 1990).

une faible perméabilité cellulaire qui peut étre le mécanisme responsable de la

Il est bien connu que le lait entier et le lait écrémé sont les plus efficaces pour le stockage
liquide ou congelé du sperme des ovins, des caprins et des bovins, grace a la présence de
molécules protectrices de sperme (O'Hara et al., 2010). D’autres études ont montré que
’utilisation du lait améliore la qualité du Spz chez le bélier soit a I’état frai ou bien congelé
(Kasimanickam et al., 2011 ; Kulaksiz et al., 2012). Sa fraction protéique joue un réle tampon
contre les modifications du pH (7,0 environ) et assure une chélation des métaux lourds (Baker
et Baker, 2005). La pression osmotique du lait est proche a celle de la semence (300-280
mOsm/kg) (Hafez, 1993) et protege contre le choc thermique. Le lait doit étre chauffé a la
température de 95 °C pendant 10 min afin d’inactiver la Lactinine présente dans la fraction
protéique. Cette derniere possede des radicaux libres qui ont un effet toxique sur les Spz (Druart,
2009). Par contre, le lait UHT peut étre utilisé sans traitement préalable puisqu’il a déja subi
un traitement thermique. L'exposition prolongée des Spz aux protéines BSP provoque des
Iésions membranaires (Lusignan et al., 2011) et diminue la capacité fécondante des Spz éjaculés
(Rodriguez-Villamil et al., 2016). D'apres des études menées sur le taureau (Ardon et Suarez,
2013), le bélier (Barrios et al., 2000) et le bouc (Coloma et al., 2011), I'exposition prolongée
des Spz au plasma séminal pendant le refroidissement ou la congélation-décongélation, peut
modifier les protéines liées a la membrane, qui sont associées a des effets positifs ou négatifs
aux différentes fonctions des Spz (Druart et al., 2013 ; Westfalewicz et al., 2015 ; Plante et al.,
2016).
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Figure 11: Mécanisme de protection des spermatozoides par le lait d'apres (De Menezes et al.,

2016)
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Selon De Menezes et al. (2016), les composants du lait protegent le sperme par un
mécanisme base sur une interactions protéine-protéine (Figure 11).

s Les dilueurs a base de jaune d’ceuf

Le jaune d’ceuf est un agent protecteur non-pénétrant (Kulaksiz et al., 2010). 1l représente
environ 36% du poids de I'ceuf de poule entier frais. La matiere séche du jaune fraichement
pondu varie de 50 a 52% selon I'age de la poule pondeuse.

Ces principaux composants sont des lipides (environ 65% de la matiére seche) avec un
rapport lipides/protéines d'environ 2 /1. Les lipides du jaune d’ceuf sont exclusivement associés
aux assemblages de lipoprotéines.

Ils sont composés de 62% de triglycérides, de 33% de phospholipides et de moins de 5%
de cholestérol. Les caroténoides représentent moins de 1% des lipides du vitellus et lui donnent
sa couleur.

Les protéines sont présentes sous forme de protéines libres ou d’apoprotéines (incluses
dans les assemblages de lipoprotéines). Les interactions entre les lipides et les protéines
entrainent la formation de lipoprotéines (basse et haute densité) qui constituent les principaux
constituants du jaune d’ceuf. Ainsi, sur la base de sa maticre séche, le jaune d’ceuf est constitué
de cing constituants principaux : 68% de lipoprotéines de basse densité (LDL), 16% de
lipoprotéines de haute densité (HDL), 10% de protéines globulaires (Livétines), 4% de
phosphoprotéines (Phosvitine) et 2% de protéines mineures (Powrie et Nakai, 1986). Les acides
gras des lipides sont composés de 30-35% des acides gras saturés, 40-45% d'acides gras
monoinsaturés et 20-25% d'acides gras polyinsaturés. Les principaux acides gras sont l'acide
oléique (C18 : 40-45%), l'acide palmitique (C16 : 20-25%) et I'acide linoléique (C18 : 15—
20%) (Kuksis, 1992).

Plusieurs études ont montré que les LDL sont les constituants du jaune d’ceuf qui
protégent les Spz durant la cryoconservation (Watson, 1976). Ce sont des particules sphériques
composées approximativement de 11% de protéines et 89% de lipides dont (70%) de
triglycérides et (26%) de phospholipides, ces derniers sont composeés de 73% (m/m) des diacyl
-PC et 4% de cholestérol (Kuksis, 1992). Cependant, cette composition est sujette a de fortes
variations, notamment en fonction de la nature des acides gras ingérés par la poule (Anton et
Gandemer, 1997 a, b). Le jaune d’ceuf est généralement utilisé en forte concentration dans le
dilueur (20% v/v) (Rajabi-Toustani et al., 2014), ce qui a poussé plusieurs études a identifier
son principe actif qui serait responsable de I’effet protecteur (Foulkes, 1977 ; Watson, 1981).
C’est le dilueur le plus utilis€ et le premier qui a été testé avec succes pour la congélation de la

semence bovine (Holt, 2000).

30



Revue bibliographique

Il a été utilisé pour la conservation des Spz de taureau (EI-Sisy et al., 2016a) ainsi que de
plusieurs mammifeéres tels que le buffle (EI-Sisy et al., 2016b), le bélier (Islam et al., 2010 ;
Kulaksiz et al., 2012 ; Allai et al., 2015 ; Benmoula et al., 2018b), le bouc (Yodmingkwan et
al., 2016 ; Barbas et al., 2018), I’¢étalon (Pillet et al., 2011), le porc (Johnson et al., 2000), le
chien (Van den Berghe et al., 2018), I’Homme (Reed et al., 2009), le cerf (Garde et al., 2008),
le singe (Dong et al., 2009) et le chat (Toyonaga et Tsutsui, 2012).

Plusieurs chercheurs ont montré que grace a ses composants protecteurs (Dongand Van
de Voort, 2009), le jaune d’ceuf prévient les dommages de la membrane (Anand et al., 2017) en
régulant le flux de protéines intégrales, de phospholipides et de cholestérol, protégeant ainsi la
membrane et I’acrosome contre le choc thermique (Amirat et al., 2004 ; Sen et al., 2015). 1l
empéche aussi la formation de cristaux et améliore la mobilité des Spz (Hu et al., 2010 ; Valente
etal., 2010).

Le jaune d'ceuf contient des antioxydants efficaces tels que la Phosvitine et I'a-tocophérol
qui peuvent réduire les réactions d'oxydation en chaine et la peroxydation lipidique de la
membrane des spermatozoides (Alcay et al., 2015). Ainsi, des LDL isolés a partir du jaune
d’ceuf protégent aussi efficacement les Spz que le jaune d’ceuf entier lors du refroidissement et
la congélation (Anand et al., 2014). Plusieurs hypothéses sont proposées pour expliquer le
mécanisme par lequel le jaune d’ceuf protége les Spz pendant la conservation.

Les LDL s’associent a la membrane des Spz, stabilisent et protegent les phospholipides
des Spz. Il forment un film protecteur a la surface des Spz et remplacent les phospholipides
perdus ou endommageés de leur membrane durant la cryoconservation (Quinn et al., 1980 ;
Foulkes et al., 1980). Le jaune d’ceuf empéche les agrégats de peptides cationiques (< 5 kDa),
présents dans le PS bovin qui sont néfastes pour les Spz (Vishwanath et al., 1992), d’interagir
avec la membrane des Spz (Al-Somai et al., 1994).

Des études ont montré que les protéines BSP peuvent se lier aux LDL du jaune d’ceuf par
une interaction rapide, spécifique et saturable. Le complexe formé est stable aprés le processus
de congélation/décongélation du sperme chez le bovin (Manjunath et al., 2002). Une seule
particule de LDL peut se lier a 240-555 molécules de protéines BSP. C’est pour cette raison
qu’un nouveau mécanisme de protection des Spz par le jaune d’ceuf a été proposé par Bergeron
et Manjunath. (2006) qui consiste a la liaison d’une quantité de protéines BSP nécessaire a la
capacitation a la membrane plasmique du Spz.

Pendant la conservation, le contact des Spz avec 1’exces de BSP induit un flux de lipides

membranaire des Spz (Bergeron et Manjunath, 2004).
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Un diluant a base du jaune d’ceuf permet de séquestrer ’excés de BSP grace aux
molécules LDL, ce qui permet de préserver 1’intégrité de la membrane plasmique (Bergeron et
Manjunath, 2006), la motilité, I’intégrité de I’acrosome et la viabilité des Spz durant la
conservation (Bergeron et Manjunath, 2004). Ce qui montre que le jaune d’ceuf proteége les Spz
par un mecanisme basé sur une interaction protéine—lipoprotéine (Manjunath et al., 2002)
(Figure 12).
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Figure 12 : Mécanisme de protection des spermatozoides par le jaune d'ceuf adapté par
Manjunath et al. (2002).

Dans ce sens, le tampon Tris (Tris hydroxymethyl amino-méthane) associé a du glucose
et du jaune d’ceuf peut étre une alternative au lait vue que la motilité des Spz de bélier aprés 24
h de conservation a 5°C dans des milieux lait écrémé/jaune d’ceufs ou Tris jaune d’ceufs n’est
pas significativement différente (Paulenz et al., 2002).

L’inconvénient majeure du jaune d’ceuf, ¢’est qu’il peut contenir des agents pathogénes
(Thun et al., 2002). En effet, certaines recherches ont montré que les dilueurs a base de jaune
d'ceuf peuvent avoir des effets négatifs sur la mobilité des Spz dus a des substances spécifiques
qu'ils contiennent (Amirat et al., 2005). Le jaune d’ceuf a aussi une tendance a se coaguler en
présence du PS a cause d'une lipase spécifique appartenant a la famille 2 secrétée par les glandes
boulbo-urétrales (enzyme coagulante du jaune d'ceuf ou BUSgp60) (Cseh et al., 2012). De plus,
la préparation du jaune d'ceuf est délicate et fastidieuse. Son l'utilisation a 1’état frais entraine
une augmentation de la viscosité du milieu qui influe négativement la respiration et la mobilité
des Spz (Sharafi et al., 2009 ; Forouzanfar et al., 2010) en réduisant la vitesse liniere de leur
déplacement (Aires et al., 2003).
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Alternativement, le sperme peut étre dilué avec des diluants contenant une tres faible
teneur en jaune d'ceuf (2 & 3%) (Anand et Yadav, 2016) et jusqu'a 12% de jaune d'ceuf sans
lavage (Cabrera et al., 2005) ou bien, un lavage avec du PBS (centrifugation a 700 x g pendant
15 minutes) pour I’éjaculat de bouc (Batista et al., 2014).

R/

< Les dilueurs commerciaux (synthétiques)

A I'neure actuelle, les dilueurs a base de lécithine de soja, de lait et de jaune d’ceuf sont
les plus utilisés pour le stockage du sperme de bélier (Oke et al., 2010 ; Papa et al., 2010 ;
Khalifa et Lymberopoulos, 2013).

L’utilisation de produits d’origine animale dans la composition des dilueurs comme le
jaune d’ceuf présente parfois un risque de transmission des maladies (Akhter et al., 2011). Pour
cette raison, plusieurs dilueurs commerciaux sont disponibles dans le marché pour la
conservation des Spz de différentes espéces, dont la majorité sont congus pour la conservation
des Spz de taureau. Ces dilueurs contiennent un agent protecteur d’origine animale (Jaune
d’ceuf) ou végétale (lécithine de soja), utilisés pour la conservation des Spz en milieu liquide
et/ou congelé.

La lécithine, notamment, présente un effet émulsifiant et permet de maintenir un niveau
bas de toxicité pour les Spz (Sariozkan et al., 2010 ; Papa et al., 2011). Elle est aussi efficace
que le jaune d’ceuf pour préserver le sperme de chien contre le choc froid pendant la
cryoconservation grace a son apport en phospholipides (Beccaglia et al., 2009). 1l a été utilisé
avec succes dans la cryoconservation chez le taureau (Sariozkan et al., 2010) et chez le bélier
(Forouzanfa et al., 2010). Cependant, la plupart des diluants commerciaux sont formulés pour
conserver les Spz d’une espece en particulier. Leur composition est partiellement ou totalement
secréte, ce qui rend leur modification impossible pour les utiliser chez d’autres espéces. Parmi
les diluants commerciaux les plus souvent cités dans la littérature on note :

» Les diluants a base de jaune d’ceuf comme le Triladyl® (Minitiib, Allemagne) utilisé
majoritairement pour la semence du taureau, le bélier, le bouc et le chien (Benmoula et al.,
2018b ; Salamon et Maxwell, 2000 ; Santiago-Moreno et al., 2006). L’Optidyl® (Biovet,
France) utilisé par plusieurs centres d’insémination artificielle en France (Amirat et al., 2004).

» Les dilueurs a base de lait comme EquiPro® et INRA-96® sont utilisés pour conserver
la semence du cheval (El-Sharkawy et al., 2016). Par contre, des dilueurs contiennent des
produits d’origine végétale, tel que Andromed® (Minitiib) et Biociphos Plus® (IMV) sont les
premiers dilueurs de composition définie disponibles commercialement a base de la lécithine
de soja (Muino et al., 2007).
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» Les dilueur a base de 1écithine de soja tels que 1I’Ovixcell (IMV-Technologies, France)
qui a montré une meilleure efficacité de préservation de I’intégrité de la chromatine et de la
motilité du sperme qu’un dilueur commercial a base de jaune d’ceuf (Khalifa et Lymberopoulos,
2013). Andromed® (Minitiib) et Biociphos Plus® (IMV) sont les premiers dilueurs de
composition définie disponibles commercialement a base de la lécithine de soja (Muino et al.,
2007). Bioxcell® remplace actuellement Biociphos Plus® a base de lécithine et de
phospholipides en particulier la phosphatidylcholine d’origine végétale (Scholfield, 1981). Il
est efficace lors de la cryoconservation avec des taux de fertilité élevés (Gil et al., 2003). Un
notre dilueur Caprogen® est utilisé pour la conservation de la semence bovine a température
ambiante (18-24 °C) (Vishwanath et Shannon, 2000).

Ces diluants ne sont pas aussi efficaces que des diluants a base du jaune d’ceuf pour protéger

les Spz des bovins en particulier lors de la cryoconservation (Thun et al., 2002).

5.2. L’Effet de la conservation sur la qualité du sperme

a. La fluidité membranaire

La fluidité membranaire des Spz dépend de la composition en lipides membranaires
notamment les AGS, a longue chaine carbonée qui sont des éléments rigidifiant.

Ainsi, le Cholestérol est un elément qui stabilise la membrane par 1’intermédiaire de son
noyau tétracyclique rigide qui interagit avec les chaines hydrocarbonées des lipides avoisinants.
De méme, certains phospholipides possédent un caractére rigidifiant, tels que la
Phosphatidyléthanolamine et la Sphingomyéline. Ces deux types de phospholipides sont
habituellement composés d’AGS chez les mammiféres, alors que la phosphatidylcholine est
essentiellement composée d’AGI. Cependant, I’augmentation de la température de transition
des phospholipides, ainsi la diminution de la fluidit¢ membranaire est en relation avec
I’augmentation de la chaine carbonée des acides gras et la diminution du nombre d’insaturations
(cis) (Wathes et al., 2007). En effet, plus les rapports acides gras saturés sur acides gras
polyinsaturés (AGS/AGPI) est élevé, plus la fluidité membranaire est faible (Murphy et al.,
2016). De méme, [I’augmentation des rapports Phosphatidyléthanolamine /
phosphatidylcholine, Sphingomyéline / phosphatidylcholine pour les phospholipides, ainsi le
rapport Cholestérol/Phospholipides au cours de la maturation entraine une diminution de la
fluidité et une élévation de la température de transition de phase (Ladha, 1998).

Les AGS tels que I’acide palmitique (C16 : 0) et ’acide stéarique (C18 : 0) sont
majoritairement représentés dans la membrane du Spz quel que soit I’espéce étudiée et le stade
de maturation. Comme on peut également trouver une grande proportion de AGPI qui dépasse
souvent les proportions de C16 : 0 et de C18: 0.
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Parmi ces AGPI a longue chaine de carbone, on retrouve fréquemment 1’acide
arachidonique, I’acide docosapentanoique (DPA) et I’acide docosahexaenoique (DHA) (Rejraji
et al., 2009).

La composition en AGPI des membranes des Spz varie fortement d’une espéce a 1’autre
(Parks et al., 1985 ; Ollero et al., 2000 ; Castellano et al., 2010 ; Argov et al., 2013 ; Esmaelie
et al., 2014 ; Fair et al., 2014 ; Gdrler et al., 2015), d’une race a 1’autre et entre les individues
de la méme race (Wathes et al., 2007). Chez les taureaux Holstein, la proportion de certains
acides gras (C18 : 0, acide alpha-linolénique, 1’acide arachidonique, acide eicosapentaénoique
et DPA n-3) était constante tout au long de I’année. Par contre, une augmentation des AGPI a
¢été enregistrée en automne et en hiver par rapport au printemps et 1’été. Alors que, c’est I’inverse
pour les AGS (Argov et al., 2007).

Le DHA joue un réle majeur sur la qualité de la semence en particulier sur la fluidité des
membranes (Parks et al., 1992), I’intégrité des membranes, la mobilité et la morphologie des
Spz (Gurler et al., 2015 ; Khoshvaght et al., 2016). En effet, les Spz sont extrémement sensibles
aux chocs thermiques pendant le processus de refroidissement ou de congélation. Ceci a été
attribué aux fortes concentrations d'acides gras polyinsaturés dans la membrane plasmatique
des Spz de bélier (Buhr et al., 1994). Une augmentation du rapport AGS/AGPI suite a une
diminution des AGPI en particulier de 15 % du DHA membranaires entre les semences fraiche
et décongelée a été démontrée par (Khoshvaght et al., 2016), ce qui conduit a une diminution
de la survie et de la capacité de fécondation des Spz (Martinez-Soto et al., 2013). Cette
diminution en DHA durant la cryopréservation a été expliquée par I’augmentation les dérivés

actifs de I’oxygeéne (DAO) dans le milieu de conservation (Blesbois et al., 1997).

b. Le stress oxydatif des spermatozoides

Les dérivés actifs de 1’oxygéne (DAO), indispensables & 1’acquisition du pouvoir
fécondant, contribuent a la condensation chromatinienne, au remodelage membranaire et a
’activation des voies de signalisation intracellulaires au cours de la maturation €pididymaire,
de la capacitation et de la réaction acrosomique. Toutefois, des facteurs endogenes et exogénes
peuvent rompre cet équilibre, en stimulant la production de DAO et/ou en diminuant les
défenses antioxydantes, situation qualifiée de stress oxydant.

Pendant le processus de conservation liquide a basse température, le métabolisme n'est
pas complétement arrété (Maxwell et al., 1998) et les Spz génerent des DAO comme une
conséquence normale du métabolisme oxydatif. Le stress oxydant est aujourd’hui décrit comme

une des causes majeures de I’infertilité.

35



Revue bibliographique

Il induit des altérations membranaires et nucléaires, entrainant une perte de la mobilité,
des anomalies, une diminution du pouvoir fécondant du spermatozoide et de faible taux de
fécondation (Figure 13).
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Figure 13 : Les dérives actifs de I’oxygéne ou (ROS) et noyau du spermatozoide (adapté de
Noblanc et al., 2012).

Les DAO ou Reactive Oxygen Species (ROS), ont au moins un électron non apparié, ce
qui en fait des molécules trés instables, capables de réagir avec les molécules voisines en les
transformant a leur tour en molécules radicalaires (Miranda-Vilela et al., 2010). Ils sont soit
sous forme ionique (I’ion hydroxyle (OH"), I’ion superoxyde (O27)), ou moléculaire (le peroxyde
d’hydrogene (H20.), I’acide hypochlorique (HOCL), le peroxyde de lipides (LOOH) et I’ozone
(03)).

36



Revue bibliographique

Cependant, une faible concentration des ROS est nécessaire pour accomplir les
principales fonctions des Spz des mammiferes, comme la capacitation, la réaction acrosomique
et la stabilisation de la capsule mitochondriale (Kodama et al., 1996 ; Baumber et al., 2000).
Alors qu’un exces des ROS provoque un stress oxydatif (Maia et al., 2010 ; La Falci et al.,
2011). Cela entraine une augmentation des taux de peroxydation lipidique, un changement de
milieu de conservation et une diminution du pH (Liu et al., 2016). L’accumulation de produits
toxiques tels que H20> et O2~ en présence de métaux comme le fer et le cuivre engendre par la
suite une substance extrémement toxique : OH". C’est un puissant initiateur d’une cascade de
réactions amenant a la peroxydation lipidique, 1’oxydation des protéines et la fragmentation
d’ADN (Hazout et al., 2008 ; Shiva et al., 2011 ; Chen et al., 2013) (Figure 11). Le principal
mécanisme a 1’origine des ROS dans le Spz est la réaction Redox NAD dépendante au niveau
de la mitochondrie. Elle provoque I’inhibition de production d’ATP par les mitochondries et
I’altération de la membrane plasmique (Vishwanath et Shannon, 1997 ; Armstrong et al., 2018).
La peroxydation lipidique des membranes pendant le refroidissement ou la congélation-
décongélation cause la perte de fluidité et 1’augmentation de la perméabilité de H* et d’autres
ions.

Quelques produits finaux de fragmentation de peroxyde sont aussi cytotoxiques
(Gutteridge et John, 1995). Partyka et al. (2012) ont montré une chute de 37,3% de ’intégrité
de la membrane avec l'augmentation significative simultanée de malondialdehyde (MDA) au
niveau du plasma séminal et dans les cellules spermatiques. Plusieurs modifications oxydatives
peuvent étre induites directement par les ROS ou indirectement par les réactions secondaires
des sous-produits du stress oxydant. L’attaque oxydative directe et indirecte de certains acides
aminés (Lysine, Arginine, Proline, Méthionine, Cystéine, Lysine) conduit a la formation de
protéines carbonylées et de produits dérivés (aldéhydes et cétones) ainsi, a des clivages de
chaines peptidiques et des ponts bityrosine intra et inter-chaines (Berlett et Stadtman, 1997).

Ces dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles
(non-reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique) comme
I’inactivation des enzymes mitochondriales touchant la capacité respiratoire cellulaire ou
encore ’inactivation des protéines membranaires affectant le transport ionique.

Des protéines de choc thermique (HSPs) régulent la conformation, 1’arrangement des
protéines et elles participent a la réparation des protéines au moindre dommage (Tutar et Tutar,
2010) dans des conditions de stress (Tkacova et al., 2012). Elles sont synthétisées en réponse
avec plusieurs types de stress tels que la température (Belhadj Slimen et al., 2014) et le stress
oxydatif (Oksala et al., 2014).
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Les HSPs protegent principalement les membranes lipidiques, les lipides, les protéines,
les composants cytosquelettiques et les acides nucléiques (Tkacova et al., 2012).

Les ROS affectent aussi la qualit¢ d’ADN en induisant une atteinte oxydative de la
chromatine et une fragmentation des bases d’ADN (Aitken et al., 2014). Cependant, une
corrélation négative entre le taux de 8-OHdG et les parametres spermatiques tels que la
morphologie et la mobilité a été enregistrée par Cambi et al. (2013). De méme, une forte
association existe entre 8-OHdG et la fragmentation d’ADN (Aitken et al., 2014 ; Muratori et
al., 2015) suggere une relation étroite entre les dommages oxydatifs d’ADN et la fragmentation
de I’ADN (Aitken, 2017). Ces dégats nucléaires, membranaires et mitochondriaux représentent
un facteur de risques de faible taux de fécondation, d’anomalies du développement
embryonnaire préimplantatoire et de fausses couches (Simon et al., 2017 ; Bui et al., 2018).

Le refroidissement a 5 °C provoque aussi la réduction de la concentration d'’ATP dans les
Spz (Nguyen et al., 2016 ; Alm-Kristiansen et al., 2018) indispensable aux activités cellulaires
telles que la motilité (Mukai et Okumo, 2004), la capacitation (Travis et al., 2002) et la réaction
acrosomique (Du Plessis et al., 2015).

Toutes ces modifications affectent le milieu de stockage de la semence et provoquent des
changements irréversibles a savoir : la perte de la fonctionnalité des Spz chez le sanglier (Awda
et al., 2009), l'altération de la mobilité chez le bélier (Agarwal et al., 2008 ; Bielas et al., 2017)
et d’autres especes (Maia et al., 2010 ; Gibb et Aitken, 2016 ; Liu et al., 2016) et I’altération de
I’intégrité acrosomique (Dziekonska et al., 2013). Elles provoquent aussi, I’augmentation du
pourcentage des Spz capacité, d’anomalie (Gundogan et al., 2003), une diminution de la
viabilité (Liu et al., 2016), de I’intégrité de ’ADN (Boe-Hansen et al., 2004), du degré de
méthylation d'ADN (Rather et al., 2017), de la fertilité (Boe-Hansen et al., 2008 ; O’Hara et al.,
2010 ; Bansal et Bilaspuri, 2010) et la capacité a franchir le cervix (Druart et al., 2009).

Afin de controler ou neutraliser la production des ROS, il existe de nombreuses enzymes
appartenant aux systéemes enzymatiques antioxydants impliqués dans le contréle des ROS, telles
que : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GSH-PXx)
qui constituent les principales enzymes impliquées dans la défense antioxydante enzymatique.

Les SOD ont pour role d’élimination des O2™ par une réaction de dismutation qui produit
une molécule d'oxygene et une molecule de H20- a partir de deux O2" (Amidi et al., 2016). 1l
existe trois isoenzymes qui se distinguent par leur localisation cellulaire : La SOD a manganese
(Mn-SOD) située dans la mitochondrie, la SOD a cuivre-zinc (Cu, Zn-SOD) retrouvée dans le
cytoplasme et la SOD (EC-SOD) localisée dans les fluides extracellulaires. 1l a été suggéré que
la Cu, Zn-SOD joue un r6le majeur dans la premiére ligne de défense antioxydante contre les
O (Favier, 2006 ; Johnson et Giulivi, 2005).
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La concentration intracellulaire de ces ROS est contr6lée principalement par deux
enzymes : la CAT et la GSH-Px. Elles catalysent la transformation du H2O2 en oxygene et en
eau (Amidi et al., 2016). La catalase est considérée comme 1’'une des enzymes dotées d'une
remarquable efficacité presque insaturable. De plus, elle possede un rdle important dans le
développement d'une réponse adaptative face au stress oxydant (Esposito et al., 2002 ; Favier,
2006). La GSH-Px est également impliquée dans la neutralisation du H20-. Elle existe au moins
cing isoformes chez les mammiferes qui catalysent la réduction des différents hydroperoxydes
organiques (ROOH et H,O>) en utilisant le glutathion (GSH) comme donneur d'électrons
(Favier, 2006). Malgré que la CAT et la GSH-Px partagent le méme substrat, la GSH-Px
constitue une source importante de la protection contre les faibles niveaux de stress oxydant
tandis que la CAT protége contre les hauts niveaux de stress oxydant (Halliwell, 2006).

Finalement, au niveau cellulaire, les activités des enzymes SOD, CAT et GSH-Px doivent

étre complémentaires pour une protection efficace contre les ROS (Figures 14).
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Figure 14: Principaux systemes enzymatiques antioxydants impliqués dans le controle des
ROS (Favier, 2006).

En paralléle, on trouve des antioxydants non-enzymatiques apportés par l'alimentation,
tels que les vitamines E (tocophérol) et C (acide L-ascorbique), les caroténoides, les flavonoides
et les polyphénols (Figure 15). La vitamine C est reconnue pour sa capacité a neutraliser les
radicaux Oz et OH" ainsi que les hydroperoxydes produits par la peroxydation lipidique, alors
que, la vitamine E, sous ses huit formes dont la plus active I'alpha-tocophérol (a-tocophérol),
inhibe la peroxydation lipidique. Les caroténoides ont la capacité de neutraliser différents types
de ROS.

39



Revue bibliographique

Ces composés antioxydants non-enzymatiques, stabilisent les électrons non appariés des
radicaux libres et les transforment en ions stables. Des études suggérent également que les
vitamines augmentent 1’activité des enzymes antioxydantes (Esposito et al., 2002 ; Fang et al.,
2002 ; Favier, 2006). De plus, les polyphénols regroupent des molécules naturelles possédant
des structures phénoliques variables dont on distingue les flavonoides qui regroupent plus de 4
000 composés (D'Archivio et al., 2007). Les polyphénols sont des molécules capables de
prévenir les dommages induits par les ROS (Esposito et al., 2002 ; Stevenson et Hurst, 2007 ;
Virgili et Marino, 2008) en neutralisant les radicaux libres par la capture de leurs électrons non

appariés et elles pourraient aussi augmenter l'activité des enzymes antioxydantes.

R2 El

R1=R2=R3=R4 =H: acide benzoigue (non phénoligue)
R3 COOH R1=R2=R4 =H R3=0H: acide p-hydroxybenzoigue
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4=H, R2=0CH3, R3 = OH : acide vaniligue
R4 R1=H,R2=R3=Rd4 = OH : acide gallique

R1=R2=R3=R4 =H: acide cinnamigue (non phénoligue)
R1=R3=R4 =H, R2 = 0OH : acide p-coumarique
R1=R2=0H,R3=Rd =H : acide caféique

R1=0CH;, RZ=0H, R3=Rd = H : acide férulique
R1=R3=0CH; R2 = OH, R4 =H : acide sinapique
R1=R2=0H, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chloragénique

C-
Figure 15: les polyphénols: A-Structures chimiques des acides hydroxy benzoiques

(Bruneton, 2008). B-Structures chimiques des acides hydroxy cinnamiques (Han et al., 2007 ;
Chira et al., 2008). C-Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

5.3. Les constituants qui améliorent la conservation de la semence chez le bélier

La conservation du sperme nécessite la réduction ou I’arrét du métabolisme des
spermatozoides afin de prolonger leur durée de vie fertile (Gibb et Aitken, 2016). Cependant,
la capacite antioxydante endogene du sperme est réduite aprés la dilution et le pouvoir

antioxydant devient insuffisant pendant un stockage prolongé.
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A cet effet, différents protocoles de conservation, de dilueurs et de composants
protecteurs tel que les enzymes, vitamines, acides aminés, protéines, extraits de plantes et autres
composés comme les sucres, les acides gras et méme le plasma séminal entier ont été utilisés
comme suppléments aux dilueurs afin de réduire le stresse d'oxydatif améliorer la qualité du
sperme et atteindre des taux de fertilité plus éleves.

Pour réduire les effets négatifs de la conservation, divers composants présentant une
activité antioxydante ont été ajoutés aux dilueurs pour réduire le processus d'oxydation,
maintenir la motilité, la fertilité et préserver l'intégrité de la membrane du sperme (HOST)
(Coyan et al., 2010 ; AminiPour et al., 2013 ; Amidi et al., 2016).

Dans ce sens, I’ajout aux dilueurs des antioxydants de type enzymatique comme la SOD
et la CAT améliorent la fertilité aprés I’insémination (Maxwell et Stojanovic, 1996), la motilité,
la viabilité, 1'intégrité d’acrosome et d’ADN (Thiangtum et al., 2012 ; Del Prete et al., 2018) et
limitent les effets négatifs des ROS (Maia et al., 2009). Toutefois, le codt et la fragilité de
I’activité antioxydante enzymatique limitent leur utilisation et des antioxydants non
enzymatiques sont de plus en plus recherchés.

L'ajout de vitamine E aux dilueurs montre un effet protecteur contre la peroxydation
lipidique (Sicherle et al., 2011 ; Mata-Campuzano et al., 2014), améliore la motilité et HOST
(Kheradmand et al., 2006), augmente la motilité et la viabilité des Spz conservés a 5 °C ou
cryoconservé chez le bélier (Azawi et Hussein, 2013 ; AminiPour et al., 2013). La vitamine C
ou (acide ascorbique) joue un réle pro-oxydant en présence d'ions métalliques (Amidi et al.,
2016) dont le maintien de l'intégrité de ' ADN (Fraga et al., 1991), I’amélioration de la viabilité
et la motilité des Spz de bélier Awassi conservés a 5 °C (Azawi et Hussein, 2013).

Une supplémentation de la vitamine B12 améliore les paramétres cinétiques des Spz de
bélier Dallagh a I’état liquide ou congelée (Asadpour et al., 2012 ; Hamedani et al., 2013). De
méme, la vitamine B peut améliorer la motilité et HOST des Spz chez le bélier pendant la
cryoconservation (Fu et Youzhang, 2003) ainsi que le nombre de Spz (Chatterjee et al., 2006)
et réduit les dommages d'ADN (Abad et al., 2013). Un traitement alimentaire d’antioxydant
comprenant la vitamine B12 améliore la viabilité, la motilité et I'intégrité d'ADN des Spz (Abad
et al., 2013). Ces effets bénéfiques de la vitamine B12 sur la qualité du sperme peuvent étre
attribués a une fonctionnalité accrue des organes reproducteurs ainsi qu’a une diminution de la
toxicité (Banihani, 2017).

De méme, il a été démontré que la supplémentation en acides aminés (taurine,
hypotaurine, proline, glutamine, glycine, histidine et cystéine) réduit la fragmentation d'ADN
et améliore la motilité post-dégel, la viabilité, ’HOST et la fertilité des Spz (Sanchez -Partida
etal., 1997 ; Bucak et al., 2013).
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L’ajout de cystéine seule (Coyan et al., 2011 ; Ansari et al., 2016) ou avec la lécithine de
soja (Sharafi et al., 2015) améliore la motilité, la viabilité, ’'HOST et I’intégrité¢ de I’ADN chez
le bélier apres decongélation. La méthionine ameéliore la mobilité, la viabilité et l'activité
mitochondriale des Spz pendant la conservation liquide (Coyan et al., 2010 ; Bucak et al., 2012).
Bucak et al. (2009) ont également rapporté que 1’addition de la glutamine améliore la motilité
et 'HOST ainsi que la viabilité (Roostaei-Ali et Noori et al., 2013 ; Sangeeta et al., 2015) dans
un dilueur de congélation conventionnelle et améliore ainsi le potentiel de fertilisation des Spz
(Bucak et al., 2009).

L'inclusion de la proline dans le diluant augmente également la viabilité et la motilité
totale, en plus de ’HOST et de I’intégrité¢ de I'acrosome des Spz épididymals chez le bélier
(Sangeeta et al., 2015).

Najafi et al. (2014) ont signalé que, I'ajout d'ergothionéine améliore la motilité, la
viabilité¢, ’HOST et réduit la peroxydation lipidique pendant la cryoconservation. Un effet
bénéfique a été enregistré suite a I’ajout de taurine sur la qualité de sperme réfrigéré (Rather et
al., 2016) a savoir I’amélioration de la mobilité, la viabilité et "HOST du sperme de bélier post-
dégel (Banday et al., 2017) ainsi que I’intégrité d’acrosome du sperme pendant la conservation
a4 °C (Rather et al., 2016).

Dans ce sens, des études ont montre une amélioration de la mobilité et la viabilité des Spz
suite a I’utilisation de la BSA (10% ou 15%) comme substitut du jaune d'ceuf dans les diluants
de sperme de bélier aprés le processus de congélation-décongélation (Matsuoka et al., 2006 ;
Fukui et al., 2007).

D’autres études ont étudié ’effet des extraits de différents types de plantes (Syzygium
aromaticum, Rosmarinus officinalis, Camellia sinensis) sur I’amélioration de la qualité du
sperme de bélier (Motlagh et al., 2014 ; Mehdipour et al., 2016). Baghshahi et al. (2014) ont
signalé que le Tris-jaune d'ceuf supplémenté de gousses de clou de girofle, améliore la motilité
des Spz de bélier pendant le refroidissement a 1’état liquide ou aprés décongélation. De méme,
un dilueur a base de lécithine de soja additionné d'extrait aqueux de romarin a amélioré les
pourcentages de la motilité totale, la motilité progressive et ’HOST (Gil et al., 2010 ; 2014).
Alors que, la supplémentation par le thé vert (Mehdipour et al., 2016) protége les Spz de bélier
contre les dommages causés par le stress oxydatif pendant la cryoconservation. Des études
récentes indiquent que l'addition d'huile d'argan, d'huile de graines de cactus ou d'extrait
d'Opuntia ficus-indica aux dilueurs a base de Tris jaune d'ceuf ou a base de lait écrémé augmente
la motilité totale des Spz, la motilité progressive, la viabilité et ’THOST comme elle réduit la
peroxydation lipidique spontanée ou induite du sperme chez le bélier Boujaad conservé a I’état
liquide (Allai et al., 2015, 2016, 2017).
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Le trans-resvératrol et la quercétine sont des polyphénols ayant une activité antioxydante
(Stojanovi¢ et al., 2001). L'utilisation du resvératrol améliore la mobilité et inhibe la
peroxydation lipidique du sperme chez le bélier (Sarlos et al., 2002). Ainsi la catéchine chez le
bouc (Purdy et al., 2004). L'ajout de resvératrol ou de quercétine aux dilueurs a base de Tris
jaune d'ceuf, diminue le potenticl membranaire mitochondrial et améliore la viabilité des Spz
(Silva et al., 2012).

Plusieurs types de sucres ont été ajoutés aux dilueurs de conservation a I’état frais ou
congelé. La raffinose ajoutée a un dilueur a base de Tris maintient la motilité, la viabilité,
I'activité mitochondriale et I'intégrité de l'acrosome des Spz de bélier apres décongélation
(Jafaroghli et al., 2011 ; Bucak et al., 2013). De méme, le tréhalose ou le saccharose aprés un
refroidissement a 5 °C ont amélioré la motilité, 1’intégrité de la membrane, la viabilité, la
morphologie et I’'intégrit¢é de ’acrosome et ont diminué la fragmentation d’ADN apres
décongélation chez les bovins (El-Sheshtawy et al., 2015). Le tréhalose semble étre plus
efficace que d'autres sucres pour la protection des Spz dans les milieux de cryoconservation.
De nombreux auteurs ont rapporté son effet bénéfique sur la cryoconservation du sperme chez
différentes especes telles que le taureau (Al-Badry et al., 2017), le buffle (Badr et al., 2010), le
bélier (Jafaroghli et al., 2011), le bouc (Tuncer et al., 2013), le lapin (Dalimate et Graham,
1997) et I’étalon (El-Badry et al., 2017). Ceci est d( aux effets protecteurs du tréhalose en tant
que stabilisateur de la membrane du sperme qui empéche I'efflux de cholestérol et la formation
de peroxyde lipidique lors de la conservation (Perumal et al., 2015b). Il présente en plus un
effet synergique avec le glycérol et empéche la formation de cristaux de glace intracellulaires
(Gutiérrez-Pérez et al., 2009).

Hashem et al. (2017) ont rapporté que la supplémentation en acide oléique augmente la
viabilité, I'HOST, la capacité antioxydante totale ainsi que la concentration en superoxyde
dismutase et diminue les quantités de MDA et d'oxyde nitrique pendant le stockage liquide du
sperme chez le bélier. Des études ont montré des effets positives de 1’ajout d’acide a-linolénique
(Kaka et al., 2015 a, b), d’acide docosahexaénoique (Ansari et al., 2012) et d’acide gras omega-
3 (Abavisani et al., 2013) sur la résistance du sperme a la conservation.

Dans le méme sens, I’ajout du plasma séminal (PS) a amélioré les caractéristiques du
sperme de bélier a 1’état liquide ou congelé comme la motilité, la viabilité, l'intégrité de
I'acrosome, la capacitation et I'activité mitochondriale (Bernardini et al., 2011 ; Rovegno et al.,
2013 ; Mata-Campuzano et al., 2015a). L'ajout de PS (Gunay et al., 2006), ou 40% de PS de
sanglier dans le sperme de bélier cryoconservé a augmenté le taux de gestation suite a une 1A

intracervicale (Fang et al., 2018).
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Toutefois, si les antioxydants permettent d’améliorer la mobilité de la semence conservée
sous forme liquide ou congelée, plusieurs résultats ont montré 1’impact positif de quelques
antioxydants sur la fertilité (Agarwal et al., 2010 ; Ross et al., 2010).

D’autres ¢études ont essayé de maintenir un pH stable pendant le stockage du sperme
liquide, ce qui a considérablement amélioré la viabilité des Spz et le potentiel de fertilisation
(Liu et al., 2016) comme 1’addition d’huile de poisson (Abdi-Benemar et al., 2015) ou des
tréhaloses dans un dilueur a base de jaune d'ceuf aprés insémination cervicale avec sperme
congelé (Jafaroghli et al., 2011). De plus, des essais préliminaires d’IA cervicale avec sperme
conservé a 1’état liquide supplémenté par GSH peut améliorer les taux de gestation chez les
brebis (Mata-Campuzano et al., 2014).

6. Les plantes médicinales

6.1. Le safran et ses biomolécules actives

Le mot safran désigne a la fois 1’espéce Crocus sativus L. C’est le produit du pistil de
cette plante. Ce mot safran, est un dérivé de I’appellation arabe : Zaafrane. Les arabes ont
diffusé le safran dans le bassin méditerranéen (Gresta et al., 2008), comme le Maroc au XM
siecle environ (Lage et al., 2007). C’est une plante pérenne dont le bulbe souterrain mesure 3 a
5 cm de diamétre. C'est une plante originaire du Moyen-Orient (Melnyk et al., 2010) et elle est
actuellement cultivée en Chine, Inde, Iran, Azerbaidjan, Turquie, Egypte, Maroc, Gréce,
Espagne, Italie, France et Mexique (Alavizadeh et al., 2014). Plus de 80% du safran mondial
est produit en Iran, principalement dans la province du Khorasan méridional. La production
mondiale annuelle de safran est d'environ 220 000 kg.

Un kg de safran séché est obtenu a partir de 80 kg de fleurs (Shahi et al., 2016). Sa
composition globale est généralement de I’ordre de 10 a 14% d’eau, 8% des cendres (Melnyk
et al.,, 2010), 12% de protéines, 5% de lipides, 5% de cellulose brute et 63 % de sucres
(Mollazadeh et al., 2015).

Sa composition minérale est d’environ : 0,87 g de Phosphate de magnésie, 0,74 g de
Sulfate de chaux, 0,33 g de Silicate de chaux, 1,94 g Silicate de potasse, 2,46 g de Carbonate
de potasse et des traces d’alumine, de fer et de Chlorure de sodium.

La plante développe des fleurs hermaphrodites de couleur violette, au nombre de 1 a 8
par bulbe, possédant 6 pétales et 3 étamines de couleur jaune. Le gynecée comprend un ovaire
a trois loges, surmonté d’un style long et fin et de 3 stigmates de couleur rouge-orange, qui
constitue le safran en tant que tel. Les fleurs étant stériles. La plante ne peut se reproduire que

par multiplication végétative des bulbes.
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Les feuilles sont longues et étroites : 2 a 5 mm de largeur pour 300 a 400 mm de long et

sont au nombre de 6 a 10 par bulbe (Figure 16).
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Figure 16 : (a) aspect général de Crocus sativus L. (Arvy et Gallouin, 2003) ; (b) stigmates
obtenus apres émondage.

La classification taxonomique de cette plante est donnée par Winterhalter et Straubinger (2000).

Division : Spermatophytes

Clade : Angiospermes

Clade : Monocotylédones

Ordre : Asparagales

Famille : Iridaceae

Genre : Crocus

Espece : Crocus sativus L

Le genre Crocus comprend environ 88 especes dont Crocus sativus L qui est le membre

de la famille des Iridacées le plus étudiée. Parmi les 150 composés volatils et non volatils
présents dans le safran, moins de 50 constituants ont été identifiés a ce jour (Winterhalter et
Straubinger, 2000). Les composés volatils sont constitués de plus de 34 composants
principalement des terpénes, des alcools terpéniques et leurs esters, parmi lesquels le safranal
est le principal constituant (Abdullaev et al., 2006) (Figure 17).

Des études ont montré la présence de glucides, protéines, anthocyanes, flavonoides,
vitamines (en particulier riboflavine et thiamine), acides aminés, matieres minérales, gommes
et de nombreux autres composés chimiques dans le safran (Liakopoulou-Kyriakides et
Kyriakidis, 2002). Le safran est principalement utilisé comme additif alimentaire aromatisant,
colorant et comme ingrédient de parfum (Abdullaev et al., 2006). Il a été utilisé en médecine

traditionnelle pour le traitement de diverses maladies.
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Figure 17 : Structures moléculaires de I'acide Polyxéne du safran (Crocétine) et de son ester
déglycosylée (crocine), de I'aldéhyde monoterpene (safranal) et de sa forme glycosidique
(Picrocrocine). (Alavizadeh, et al., 2014)

Des études biomédicales ont rapporté plusieurs effets thérapeutiques de cette plante. Il a
été démontré que ses propriétés thérapeutiques sont dues a leurs composés tels que les facteurs
volatils (Safranal), les principes amers (Picrocrocine), les matieres colorantes (Crocétine et ses
glycosides, Crocine) (Abdullaev et Espinosa-Aguirre, 2004 ; Hazman et Bozkurt, 2015) et aux
composés phénoliques tels que les flavonoides et les anthocyanes (Hosseinzadeh et Younesi,
2002 ; Goli et al.,, 2012). Il semble que ces molécules modulent des cytokines pro-
inflammatoires, des marqueurs de stress oxydatif et des facteurs immunitaires (Boskabady et
al., 2011 ; El-Beshbishy et al., 2012 ; Hassan et al., 2015).

La crocine et les composants caroténoides ont présenté des activités anti-radicaux, anti-
oxydantes (Hosseinzadeh et al., 2009b) et antimicrobiennes (Yousefi et al., 2014).

Le safran (Bolhassani et al., 2014) ou ces différents constituants isolés tels que la
Crocétine (Li et al., 2012), le safranal (Samarghandian et al., 2014), la crocine (D'Alessandro
et al., 2013) et les caroténoides (Bolhassani et al., 2014) ont montré une activité antitumorale
et anti-cancer. De plus, le safran a une activité anti-mutagene (Bhandari, 2015), génoprotective
(Premkumar et al., 2006 ; Hosseinzadeh et Sadeghnia, 2007a), anti-inflammatoire (boskabady
et Farkhondeh, 2016), antidépresseur (Ghasemi et al., 2015) et il peut contribuer aux
traitements contre les maladies neuro-dégéneratives (Hosseinzadeh et Nassiri-Asl, 2013),
coronariennes (Zhang et al., 2009), respiratoires (Boskabady et al., 2010), gastro-intestinales
(Sun et al., 2014 ; EI-Maraghy et al., 2015) et les troubles du systéme urinaires (Hazman et
Bozkurt, 2015) et cardiaques (Goyal et al., 2010). De plus, il améliore et stimule la mémoire
(Papandreou et al., 2011 ; Ghadrdoost et al., 2011).
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Dans certains pays comme I'Inde, I'Espagne et la Chine, depuis longtemps, le safran a eté
utilise pour traiter I'infertilité et I'impuissance (Chatterjee et al., 2005) et pour stimuler le
potentiel sexuel (Mansoori et al., 2011).

L'addition de quantités appropriées d'extraits aqueux de safran (EAS) améliore la
maturation des ovocytes et le développement de I'embryon (Tavana et al., 2012), alors que
I'administration orale de safran a un effet sur la spermatogenese (Khayatnouri et al., 2011).

Le safran, en tant qu'antioxydant, affecte positivement la morphologie et la motilité des
Spz chez les hommes infertiles (Asr Badr et al., 2017), les propriétés antioxydantes et ’HOST
(Vaez et al., 2014), protége les Spz contre les dommages d'ADN et les anomalies de la
chromatine chez le rat (Mardani et al., 2014). Dans des conditions in vitro, la crocine a eu un

effet bénéfique sur la mobilité des Spz apres décongélation (Sapanidou et al., 2015) (Figure 18).

Antitumorigenic
i Genoprotective

J Crocetin \\ Crocin .
g

Anti-Alzheimer Anti-inflammatory
L Anti-schemic ‘, Asntiosddant

Anti depressant
-
Picrocrocin J Safranal
Axnti-anxdiolytic Anti.atherosclerosis
Anti-conwvulsive Anti-hyperlipidemic
Anti-Parkinson Anti-hypertensive

Figure 18 : Quelques effets pharmacologiques du safran et de ses constituants. (Alavizadeh,
etal., 2014)

6.2. L’olivier et ses biomolécules actifs
a. L’olivier

L’Olivier (Olea europaea) est un arbre fruitier qui produit des olives. C’est un fruit
consommeé sous diverses formes dont on extrait une des principales huiles alimentaires, I'huile
d'olive. C'est la variété, domestiquée depuis plusieurs millénaires et cultivée principalement
dans les régions de climat méditerranéen (Figure 19).

L'olivier appartient a la famille largement distribuée des Oleaceae qui comprend 25 genres
et plus de 500 especes dont le genre Olea regroupe 30 a 40 espéces suivant les auteurs.
(Cronquist, 1988) et (Gaussen, 1982).
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C'est une famille caractérisée par ses fleurs régulieres, souvent de parfum agreable, qui

alternes.

Selon (Henry, 2003) l'olivier appartient a :

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogames
Clade : Angiospermes

Clade : Eudicotylédones

Clade : Pentapetalae

Clade ; Superastéridées

Clade : Noyau des Dicotylédones vraies
Clade : Asteridae

Clade : Lamiidées

Ordre : Lamiales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espéce : Olea europaea L
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b. Huile d’olive

L'huile d'olive est un liquide transparent, jaunatre et aromatique, qui est extrait d'olive par

divisée en fractions majeures et mineures.

simple pression. C’est la seule graisse végétale obtenue a partir du fruit. Depuis la préhistoire,
il a été considéré comme la principale source de matiére grasse dans le régime mediterranéen
(Psaltopoulou et al., 2004). En plus d'acides gras monoinsaturés, il contient des composants

mineurs possédant des propriétés biologiques. La composition chimique, d’huile d’olive est
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Les principaux composants de la fraction saponifiable (majeure) sont les triacylglycérides
qui représentent 98-99% du poids total, dont les propriétés bénéfiques sont attribuables a I'acide
oléique (18:1n-9) comme principal composant (68-81%) par rapport aux autres acides tels que
I'acide palmitique, I'acide stéarique, I’acide linoléique (oméga-6) et 1’acide alpha-linolénique
(oméga -3) (Gunstone et al., 1994).

Les composants mineurs d'huile d'olive vierge représentent environ (de 2 a 4%) du poids
total d'huile, avec plus de 230 composés chimiques, classés en deux types : une fraction
insaponifiable, définie comme la fraction extraite avec des solvants aprés saponification d'huile
d’olive et une fraction soluble qui comprend les composés phénoliques. Parmi les composants
mineurs de I'huile d'olive vierge, on trouve :

% Les stérols ou phytostérols représentent environ 50% en poids de 1’insaponifiable. En
effet, ¢’est la seule huile qui contient un taux particuliérement élevé de B-sitostérol, substance
qui s’oppose a I’absorption intestinale du cholestérol (Osland et al., 2002). La composition
stérolique est spécifique pour chaque espece végétale. Plusieurs études ont identifié trois
principaux stérols dans les huiles d’olive : le B- sitostérol, le Campestérol et le stigmastérol
(Bentemime et al., 2008).

% Les alcools : lls sont présents dans I'huile d'olive sous plusieurs formes tel que :

> Les dialcools triterpéniques qui contiennent deux composés : 1’erythrodiol et
I’'uvaol sont les principaux composeés triterpéniques présents dans les olives, les feuilles et
I'nuile (Covas et al., 2006 ; Guinda et al., 2010), ils pourraient atteindre plus de 600 mg / kg
d'huile dans I'huile d'olive de grignons (Canabate-Diaz et al., 2007). Pour une huile d’olive
vierge, le taux de ces molécules ne doit pas excéder 4,5%.

> Les Alcools terpéniques qui sont présents a de tres faibles taux a I'état libre ou
bien estérifiés avec les acides gras.

> Les Alcools triterpéniques : Les composants dominants de cette famille sont le
24-méthyléne-cycloarthénol, le cycloarthénol et la béta-amirine. Le premier triterpéne
synthétisé chez 1’olivier est le cycloartheénol qui est obtenu suite a une cyclisation du squaléne
(Lopez-Lopez et al., 2008).

> Les alcools aliphatiques : les plus importants rencontrés dans 1’huiles d’olive
sont le Docosanol C22, tétracosanol C24 et hexacosanol C26 dont la teneur est fortement
influencée par le mode d’extraction (Lopez-LOpez et al., 2008).

% Les composés phénoliques : L’une des caractéristiques les plus importantes de 1’huile

d’olive est sa richesse en composés phénoliques.
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Ce sont des composés phénoliques simples hydrophiles (40 a 1 000 mg / kg), de puissants
antioxydants (Covas et al., 2006 ; Covas, 2008), qui peuvent étre divises en différentes classes
tels que :

> Les alcools phénoliques : Le Tyrosol, I'Hydroxytyrosol et leurs dérivés
secoiridoides représentent entre 113,7 et 381,2 mg / kg (Fernandez-Bolafios et al., 2002) et les
autres formes conjuguées telles que I'oleuropéine et le ligstroside aglycone représentent pres de
la moitié de la teneur phénolique totale d'une huile d'olive vierge (Owen et al., 2000 c). En fait,
le 3-O-glucuronide de I'nydroxytyrosol présente une activité plus forte en tant que capteur de
radicaux que I'hydroxytyrosol lui-méme (Tuck et al., 2002). D’autre part, ces cOmMpOSES
contribuent largement a la stabilité de I’huile. Des études montrent que ces composés ont des
propriétés bénéfiques sur la santé humaine tels que la prévention des phénomenes de
vieillissement cérébral, I’augmentation de 1’espérance de vie et un role antioxydant qui protege
les lipoprotéines (Khady et al., 2010 ; Popovici et al., 2009). Les composés phénoliques varient
principalement d’une huile a I’autre selon I’origine géographique (Vinha, 2005), la conduite
des arbres, I’irrigation (Gomez et al., 2009) et la variété (Gomez, 2008 ; Tura, 2008).
> Les acides phénoliques, particulierement les dérivés des acides hydroxy-
benzoique (la série benzoique : acides gallique, vanillique, benzoique, etc.) et hydroxy-
cinnamique (la série cinnamique : acides cinnamique, acide caféique, etc.) (Ocakoglu et al.,
2009).

% Les tocophérols : ce sont des vitamines liposolubles (vitamine E) a double action
bénéfique avec une forte activité antioxydante (Burton et al., 1986). La teneur totale en
tocophérols dans les huiles d’olive est trés variable (Boskou et al., 2006). L’alpha-tocophérol
représente a lui seul 90% de la totalité des tocophérols et posséde la plus forte activité. Les
teneurs en alpha et gamma-tocophérol (200 mg / kg) et béta-carotene varient de 0,33 a 3,69 mg
/ kg et peuvent atteindre 10 mg / kg en fonction de certains facteurs associés a la chlorophylle
a et b et leurs produits d’oxydation (Rahmani et al., 1991 ; Ranalli et al., 1999). Les
phéophytines sont responsables de la couleur verdatre de I'huile.

% Les hydrocarbures : Ce sont les principaux composants de la fraction insaponifiable
dont le squaléne (hydrocarbure polyénique) constitue 30 a 50 % de cette fraction. C’est un
précurseur métabolique du cholestérol et autres stérols (Samaniego-Sanchez et al., 2001). La
fraction d’hydrocarbures d’huile d’olive vierge contient plus de 77 composés des hydrocarbures
aromatiques, di-terpenes, tri-terpenes, polyoléfines iso-sphénoidal, et des n-paraffines (Lanzon
et al., 1994) qui conférent a I'huile d'olive I’ardbme et la saveur (Jacotot, 1993).

% Les pigments colorants : La coloration d’huile d’olive vierge est due essentiellement a

la présence de pigments colorants appartenant a la famille des caroténoides et chlorophylle.
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> Les pigments caroténoides : Les pigments présents dans 1’huile d’olive sont les
B-caroténe (provitamine A) avec un taux de 0,3 a 3,7 mg / kg d’huile.

La provitamine A se transforme en vitamine A au cours de I’absorption intestinale (1mg
de carotene = 0,5 mg de vitamine A) (Tuomola, 2008). Le B-caroténe présente une action
vitaminique et antioxydante. Certains auteurs ont noté que les facteurs biologiques et
technologiques, influent sur la composition en pigments caroténoides d’huile d’olive (Nieves
Criado et al., 2008).

» Lachlorophylle : sa teneur varie en fonction de nombreux facteurs. Elle exerce
biologiquement une action d’excitation métabolique, stimule la croissance cellulaire et
I’accélére les processus de cicatrisation (Criado et al., 2008).

Les phospholipides polyinsaturés modulent l'organisation de la membrane et I'activité
protéique (Brown, 1994 ; Shaikh et al., 2015). Les acides gras saturés augmentent les taux
plasmatiques des lipoprotéines de basse densité (HDL) tandis que I'acide oléique augmente le
taux plasmatique de lipoprotéine de haute densité tout en abaissant légerement ceux des LDL
(Romani et al., 2007).

En effet, la supplémentation en acides gras mono-insaturés entraine une résistance accrue
des LDL a l'oxydation (Bonanome et al., 1992). Il faut cependant noter que, I'acide oléique est
l'un des acides gras prédominants dans ’alimentation des animaux consommeés dans les pays
occidentaux tels que la volaille et le porc (Linseisen et al., 2002). Ainsi, un apport élevé en
acide oléique n'est peut-étre pas le seul agent responsable des propriétés saines d'huile d'olive.
Des teneurs élevées en acide oléique et en composants mineurs, notamment le squalene, les
stérols végetaux, les tocophérols et les polyphénols, contribuent a la composition unique d'huile
d’olive. Plusieurs de ces composants sont considérés seul ou en mélanges, responsables de ses
effets bénéfiques. L’effet combiné des acides gras monoinsaturé (AGMI) et du contenu
phénolique d'huile d'olive vierge pourrait réduire les dommages lipidiques en relation avec le
stress oxydatif.

Les acides phénoliques d'huile d'olive ont montré in vitro et in vivo des propriétés
antioxydantes supérieures a celles de la vitamine E contre I'oxydation des lipides et d'ADN
(Owen et al., 2000a ; Fito et al., 2000).

En revanche, au cours des derniéres années, des effets protecteurs des phénols d'huile
d'olive sur l'oxydation des LDL et I'oxydation d'ADN in vivo ont été observés chez des hommes
sains (Weinbrenner et al., 2004 ; Marrugatet al., 2004), chez les patients atteints de maladie
coronarienne stable (Fito et al., 2005) et chez les femmes ménopausées (Salvini et al., 2006).
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Les effets les plus importants sur l'augmentation du taux de cholestérol HDL et la
diminution de 1’oxydation lipidiques ont été¢ observés apres la consommation ¢élevée d'huile
d'olive avec ces composés phénoliques.

Cependant, ces composés phénoliques sont liés aux LDL (De la Torre-Carbot et al., 2006)
de maniere dose-dépendante in vitro (Covas et al., 2000) ainsi qu’in vivo chez I'nomme (Covas
etal., 2006b). En outre, les composés phénoliques d'huile d'olive ont été signalés pour améliorer
la transcription d'ARNm de I'enzyme antioxydante glutathion peroxydase (Masella et al., 2006).
L’une des fonctions principales de 1'alpha-tocophérol est d'empécher I'oxydation des lipides
polyinsaturés particulierement vulnérables aux attaques des radicaux libres dans les membranes
subcellulaires et plasmatiques (Niki et Traber, 2012).

Plusieurs biomolécules d’huile d’olive ont été utilisées dans diverses expériences
d'alimentation ou de supplémentation dans des dilueurs pour modifier la composition en acides
gras de la membrane spermatique afin d'améliorer sa qualité et sa fertilité.

La supplémentation en acide a-linolénique (18 : 3 n-3) a augmenté la teneur en acide
Docosahexaénoique (22 :6n-3) (DHA) chez les taureaux (Gdrler et al., 2015). Des résultats
suggerent que I'ajout de DHA accompagné d’un antioxydant au dilueur peut améliorer la cryo-
surveillance des Spz en modifiant la composition lipidique des membranes (Nasiri et al., 2011).
En outre, les acides gras présents dans 1’alimentation affectent la composition en acides gras
des Spz chez ’homme (Conquer et al., 2000) et chez divers animaux de ferme (Kelso et al.,
1997a, b ; Harrison et Abhyankar, 2005 ; Zaniboni et al., 2006).

De méme, il a été observé que, des faibles teneurs en AGPI, C20 ou C22 dans le sperme
de taureaux plus agés (Kelso et al., 1997b), étaient liées a une diminution de la capacité a
fertiliser les ovocytes et a une diminution des niveaux d'antioxydants enzymatiques de type GPx
et SOD dans le plasma séminal des taureaux vieillissants au cours de la période de reproduction
(Kelso et al., 1997b). De méme, une supplémentation alimentaire en AGPI augmentait la teneur
en lipides des Spz chez plusieurs especes (Mitre et al., 2004 ; Zaniboni et al., 2006).

11 a été suggéré que I’ajout des AGPI aux diluants protégent la membrane des Spz pendant
la cryoconservation contre le stress oxydatif en modifiant la fluidité de la membrane
spermatique (Kaeoket et al., 2008) du verrat (Maldjian et al., 2005) et du taureau (Kaka et al.,
2017). Hashem et al. (2017) ont rapporté que la supplémentation en acide oléique augmente la
motilité totale et progressive, la viabilité, la Vitesse curvilinéaire (VCL), I’intégrité de la
membrane (HOST), la capacité antioxydante totale et la SOD et diminue la quantité de MDA
et d'oxyde nitrique pendant le stockage liquide du sperme de bélier. L ajout de 0,5 et 1 mM de
I'acide oléique augmente la qualité du sperme de bélier pendant le stockage liquide apres 48 h
et 72 h.
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Une supplémentation alimentaire de 400 mg / kg de vitamine E améliore la mobilité
progressive des Spz, augmente la DHA, les acides gras polyinsaturés n-3 et le statut antioxydant
en augmentant la teneur en SOD, TAC et SOD contre une diminution de MDA (Liu et al.,
2015).

De méme, l'ajout de vitamine E aux dilueurs montre un effet protecteur contre la
peroxydation lipidique (Mata-Campuzano et al., 2014), une amélioration de la motilité et
I’HOST (Kheradmand et al., 2006), ainsi de la motilité et la viabilité des Spz conservés a 5 °C
ou cryoconservation chez le bélier (Azawi et Hussein, 2013 ; AminiPour et al., 2013).

Cependant, des résultats contradictoires ont été rapportés par plusieurs auteurs. En effet,
un régime alimentaire supplémenté en DHA n’avait aucune amélioration de la qualité de la
semence congelée de taureau (Gholami et al., 2010).

De plus, un apport alimentaire en AGPI est associé a une altération de la capacité
antioxydante des tissus animaux, du sang et du sperme (Surai et al., 2000 ; Castellini et al.,
2003). Khoshvaght et al. (2016) ont trouvé que les acides linoléique et oléique ont un impact
négatif sur la motilité totale des Spz, la viabilité et I'intégrité de I'acrosome aprés une période
de supplémentation alimentaire de 6 semaines (Khoshvaght et al., 2016).
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I. Animaux, localisation et alimentation

Les animaux ont été logés a la station de I'institut National de Recherche Agronomique,
Centre Régional de Settat-Maroc (latitude : 33° 00’ 00" nord, 7° 37’ 00” ouest). Avant le
démarrage des différentes expérimentations, les groupes de béliers utilisés ont subi un examen
clinique de leur état de santé et de leurs organes génitaux externes. Tous les animaux ont été
gardés a l'intérieur de la bergerie, dans un abri couvert, loin des brebis, une photopériode et

température naturelles et sans aucun type de stresse (Figure 21).

Béliers de
6 ans : Agés Béliers de

3 ans : Mature

Figure 20 : Les groupes d'age de béliers Boujaad

Il. Expérimentations

Expérimentation 1 : Effet de la variation saisonniere sur la production et la
conservation du sperme de bélier de la race Boujaad

Cette étude a été réalisée durant une année, entre le mois d’avril 2014 et le mois de mars
2015. Cinq béliers Boujadd matures (2-3 ans) et 3 ages (5-6 ans) ont été maintenus dans des
conditions d'alimentation, de logement et d'éclairage naturel similaires. Les béliers ont été
nourris avec de la paille a volonté, puis un mélange de 1,2 kg/téte et par jour (2/3 orge/1/3
tournesol) pendant toute la période de 1’étude. Le poids vif ainsi que la circonférence scrotale
sont réalisés mensuellement. Le sperme a été également prélevé et immédiatement aprés son
volume, la concentration en spermatozoides, la motilité individuelle et massale ont été
déterminés. Chaque échantillon a été subdivisé en deux. Une partie des échantillons prélevés a
été conservé dans le lait écréemé de vache, aprés 24h la qualité du sperme (mobilité,
peroxydation lipidique, anomalies...) a été évaluée. L autre partie a été utilisée pour isoler le
plasma séminal, qui été stockée a -28°C pour des analyses biochimiques (protéines, lipides et

cholestérol).
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Expérimentation 2 : Effet de I’ajout d’EAS dans de dilueur sur la conservation du
sperme de bélier Boujaad

Cette étude a été réalisée pendant trois mois (avril, mai et juin 2015). Cing béliers Boujaad
matures (3,5 ans) et deux agés (6 ans) ont été maintenus dans des conditions de
I’expérimentation précédente. Chaque semaine, un prélévement du sperme a été réalisé a 1’aide
d’un vagin artificiel. En plus, un aliquote du sperme a servi pour la conservation dans le lait
écrémé a 15°C et dans le Tris jaune d’ceuf a 5°C pendant 24h, avec ou sans 1’ajout d’EAS. La
lecture été réalisée a I’aide d’un systeme CASA. Par ailleurs, la détermination de la viabilité,
I’intégrité de la membrane et la peroxydation lipidique par le dosage de la MDA ont été

également réalisés.

Expérimentation 3 : Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur
la production et la conservation du sperme de bélier Boujaad

L'étude a été réalisée pendant deux mois (avril et mai 2016). Les Béliers de race Boujaad,
ont été réparties en deux lots. Le lot témoin (recevant une ration alimentaire conventionnelle)
et le lot test (recevant un supplément alimentaire a base d’huile d’olive), composé chacun de 2
béliers &gés et trois béliers matures. Les beliers ont subi une phase d’épuisement pendant deux
semaines a raison de deux collectes par semaine et une autre phase d’adaptation a I’aliment de
deux semaines (supplémentation en huile d’olive de fagon progressive chaque 5 jours : 5ml-
10ml-15ml). En outre, les béliers ont recu du foin et de I’eau a volonté, en plus de la ration de
base composée de 600 g de concentré et 600g d’orge) additionné de 20 ml ou 18,49 d’huile
d’olive / bélier/jour pour le groupe test. Pour le groupe témoin, les béliers ont recu la méme
ration alimentaire en plus d’une quantité d’orge énergétiquement équivalente a 20 ml de I’huile
d’olive. Chaque semaine, des prises de poids et des mesures de la circonférence scrotale ont
réalisées. En méme temps, un prélevement du sperme a été effectué pour déterminer le volume
de I’¢jaculat, la concentration en Spz, la mobilité individuelle et massale. En plus, un aliquote
du sperme a servi pour la conservation dans le lait écrémé pendant 24h. L’ensemble de ces tests,
ont été effectué immédiatement aprés la collecte et apres 24h de conservation. Une autre partie
du sperme collecté a été immédiatement utilisée pour déterminer les paramétres biochimiques

apres séparation du plasma séminale.
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Expérimentation 4 : Effet de I’ajout d’EAS au sperme de bélier ayant recu une
supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la conservation du sperme
de deux groupes d’age de bélier Boujaad

Ce test a éte réalise en méme temps que le test 3 : a partir de la deuxieme semaine du
traitement, a chaque collecte, une partie du sperme de chaque aliquote des quatre groupes de
béliers a été conservé dans le SM supplémenté d’EAS a raison de 60ug/ml. Puis, conservé a
15°C pendant 24h. Des mesures concernant la motilité progressive (MP) et la motilité totale
(MT), et les autres formes de vitesse ont été¢ obtenu par un microscope optique mené d’un

systeme CASA.
I11.  Analyses

I11.1. La circonférence scrotale

La circonférence scrotale (SC) a été mesurée avec une bande scrotale « Coulter » selon la
méthode de Mucsi. (1997). En bref, chague mois, le cou du scrotum de chaque bélier était saisi
avec la main en utilisant les doigts pour pousser les testicules de maniére ventrale. Le cone
métallique de mesure a été passé autour du scrotum et serré a la plus grande largeur des deux

testicules et mesuré en centimetres.

I11.2. Collecte et évaluation du sperme
a. Collecte du sperme

Le sperme a été collecté mensuellement de chaque bélier, en utilisant un vagin artificiel
d’une température de 42°C. Immédiatement apres la collecte, tous les €jaculats étaient placés
dans un bain-marie a 37°C. Les échantillons de sperme de chaque bélier ont été évalués pour le
volume (ml), la concentration de sperme (10° Spz / ml), motilité massale (échelle arbitrale de 0
(immobile) a 5 (mobilité vigoureuse), la motilité individuelle, la viabilité et les anomalies (de
0 a 100%).

b. Evaluation du sperme
% Le Volume

Le volume en sperme (VE, ml) pour chaque collecte a été évalué en utilisant un tube

conique gradué a 0,1 ml.
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«» La Concentration

La concentration en spermatozoides (SPC x 10° Spz / ml) a été déterminée au moyen d'un
spectrophotometre (Minitube model SDM6-GERMANY).

Pour cette manipulation, le sperme est dilué dans du sérum physiologique au 1/400°™
(10pl sperme pur dans 4 ml de sérum physiologique plus une solution a 3% de formole).

c. Evaluation de la mobilité des spermatozoides

¢ Mobilité massale (MM)

Elle est analysée au microscope a faible grossissement (x10). Une goutte de sperme pure
est déposée sur une lame chauffée a 37°C, on observe le mouvement de I’ensemble des
spermatozoides qui forment des tourbillons plus ou moins rapides. Ceux-ci sont notés

subjectivement sur une échelle de 0 a 5 selon (Baril et al., 1993) :

- Mouvements tourbillonnaires : 5 ; - Mouvements amples et rapides : 4 ; - Mouvements limités

: 3; - Mouvements faibles : 2 ; - Mouvements tres légers : 1 ; - Pas de mouvements : 0
% Mobilité individuelle (MI)

Une goutte de sperme diluée dans du sérum physiologique a 1/400éme (10ul sperme pur
dans 4 ml de sérum physiologique) est placée entre lame et lamelle sur la platine & 37°C. A
I’aide d’un microscope, on observe, au fort grossissement (x40), individuellement les
spermatozoides, I’intensité, la rapidité et la trajectoire de leurs mouvements. On peut aussi
apprécier d’une maniére subjective, le pourcentage de spermatozoides vivants ou morts,
fléchant ou tournant en rond. Cet examen peut se faire également aprés dilution et
refroidissement pour juger dans le temps, le comportement et la résistance des spermatozoides.
Il est aussi possible de réaliser une évaluation objective de la motilité par le systeme : Computer
Assisted Sperm Analysis (C.A.S.A.). Cette analyse informatisée de la cinétique des
spermatozoides, permet une mesure plus fine des mouvements, puisqu'il est possible avec cette
méthode, d'identifier chaque spermatozoide et de suivre son déplacement (Kumar et Nagvi,
2010).

< Les différents formes et paramétres de vitesse mesures par le systtme CASA
Le pourcentage de spermatozoides mobiles (mobilité totale : MT), et mobilité progressive
(MP), les différentes formes de trajectoires a savoir VSL, VCL, VAP, le rapport des vitesses tel

que LIN, SRT, WOB, en plus I’amplitude de déplacement latéral de la téte (ALH) ont été évalué
objectivement par CASA.
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Un volume de 5 pl des échantillons de spermatozoides dilués (20 x 10® Spz / ml) ont été
placés sur une lame préalablement-chauffées a 37°C et recouverte par une lamelle puis placé
immédiat dans le CASA.

Les paramétres de la mobilité ont été déterminés par une évaluation d'au moins six champs
microscopiques choisis au hasard (> 300 spermatozoides / champs), en utilisant les parametres
d’analyse des spermatozoides de bélier a une fréquence d'image de 60Hz.

Les parameétres de configuration établis étaient les suivants : taille de la cellule (min /
max) 14/70 um2 ; vitesse curviligne minimale (VCL) 10 um-1 ; connectivité 14 ; et nombre
minimum de points / trajectoire 5.

d. Viabilité (VIAB)

La proportion de spermatozoides vivants et morts a été déterminée a l'aide de la technique
de coloration d'éosine nigrosine (1g d’éosine soluble dans, 2g de nigrosine soluble dans I'eau,
3,579 de Tri-Citrate de sodium, 5,5 H202 100ml d’eau distillée) en comptant au moins 200
cellules de spermatozoides avec un microscope a champ clair (400x). Les spermatozoides
présentant une tache colorée pourpre ou partielle ont été considérés comme non viables et seuls
les spermatozoides présentant une exclusion stricte du colorant ont été considérés comme
vivants (Kulaksz et al., 2010).

e. Anomalies (ABN)

Le pourcentage d'anomalie a été évalué a l'aide d'une coloration Diff-Quik (Automatic
Diagnostic Systems, S.L., Barcelone, Espagne). Brievement, un frottis de 3ul de sperme dilué
(20x10° Spz / ml) a été étalé sur une lame et séché a I'air pendant 4 minutes. Ensuite, la lame a
été trempée pendant une minute dans la solution fixatrice Diff-Quik (0,002g/l de Vert rapide
dans le méthanol) avant d'étre colorée avec la solution 1 de Diff-Quik (1,22g/1 d’Eosin Y dans
le tampon phosphate a pH 6,6 et 0,1% (w/v) de sodium azide comme conservateur) pendant 50
secondes et avec la solution 2 de Diff-Quik (1,1¢/l de thiazine dans du tampon phosphate a pH
6,6) pendant 50 s. Entre I'étape de fixation et chacune des solutions Diff-Quik, 1’excés de
solution sur la lame a été sechée en utilisant un papier absorbant. Au moins 200 spermatozoides

ont été évalués a l'aide d'un microscope UB203 (400x).

f. Intégrité de la membrane (HOST)

L'intégrité de la membrane plasmatique du sperme a été déterminée a l'aide d'un test de
gonflement hypo-osmotique (HOST) (99 de fructose, 4,9 g de citrate de sodium par litre d'eau
distillée) comme décrit par Revell. (2003).
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Pour évaluer l'intégrité¢ de la membrane plasmatique, 50 pl de sperme ont été mélangés
avec 500 pl de solution HOST et incubés pendant 60 min a 37°C. Par la suite, 300 pul du mélange
ont été étalés sur une lame placée sur une plaque chauffante. Au moins deux cent
spermatozoides ont été examingés a I'aide d’un microscope a contraste de phase (400x) UB203.
Les spermatozoides avec une queue gonflée ont été evalués comme ceux ayant conservé leur

intégrité membranaire (Akhter et al., 2008).

g. Peroxydation lipidique (MDA)

La peroxydation lipidique a été determinée dans les spermatozoides dilués en mesurant
la quantité d'espéces réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS) formées, selon une procédure
modifiée décrite par Maia. (2006). Un ml du réactif TBA (acide trichloracétique 15%, p / v,
acide chlorhydrique 0,25N, acide thiobarbiturique 0,375% (p / v) dans de I'eau distillée) et 1%
(v /v) de la solution BHT (Hydroxytoluéne butylé) dans 50 um étaient ajoutés aux échantillons
de 250 pl dilués avec (Tris-hydroxyméthyl-amino méthane 1,8184g, acide citrique mono-
hydraté 0,9901g, puis I’eau distillée douce jusqu'a 50ml, pH 7,4) préparés a I'heure fraiche pour
obtenir un volume de 500 pl a 108 Spz / ml. Le mélange a été chauffé a 100 °C pendant 15
minutes, puis on I’a laissé refroidir dans de la glace. L'échantillon a été centrifugé a 1000 x g
pendant 10 minutes. Le surnageant a été recueilli et le TBARS a été quantifié avec un
spectrophotomeétre a 532 nm contre un blanc préparé dans des conditions similaires. La quantité
de TBARS a été calculée en utilisant un coefficient d'extinction molaire de 1,56 x 10°MM-
Yemt pour 'acide thiobarbiturique et exprimé en nmol TBARS / 10%spz.

h. L’analyse biochimique du plasma séminale

Les éjaculats des différents béliers ont été centrifugé a 13000 trs / min ou (1000xQ)
pendant 10 minutes a 4°C, afin de séparer le plasma séminal des Spz. Les surnageant de chaque

groupe d’age ont été mélangés et stockés a -20°C jusqu'a utilisation.

< Protéines totales

Les valeurs de protéines totales ont été mesurées par une réaction colorimétrique par la
méthode de Lowry (Lowry et al., 1951) en utilisant le sérum albumine bovin (BSA) comme
standard. Un volume de 2,5 ml de réactif D (96ml de Na,CQOgz a 2% + 2ml Tartrate double Na*,

K* 2ml CuSOQs) a été ajoutés dans des tubes contenant 50 pl du plasma séminal.
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Puis, 0,5ml de réactif de follin dilué 1/3 a été ajouté apres 10 minutes a une température
ambiante, les tubes agités au vortex puis gardés pendant 30 min a I’obscurité, la densité optique

est mesurée a 490 nm.

% Lipides totaux

Les lipides totaux ont été estimés selon la méthode de Woodman et Price. (1972).
* Protocole : Le plasma seminal est dilué (1/10) avec de I'eau et 0,1ml transféré dans un tube a
essai, 1ml d'acide sulfurique concentré est ajouté et tous les tubes sont placés dans un bain d'eau
bouillant pendant 20 minutes. Les tubes sont ensuite refroidis et 2ml de réactif colorimétrique
(solution aqueuse de 6% de KH2PO4 et de 0,3% de vanilline) sont ajoutés a chaque tube et ceux-
ci sont de nouveau refroidis.

L'absorbance est lue aprées exactement 10 minutes a 530 nm contre le blanc. Les sérums
standards sont traités de maniere similaire et le blanc contient 0,1ml d'eau a la place de

I'échantillon.

« Cholestérol

Les concentrations de cholestérol ont été mesurées par une méthode calorimétrique
(Wybenga, 1970).

* Reéactif au cholestérol : 520 mg de réactif (perchlorate ferrique) ont été dissous dans 600 ml
de réactif (acétate d'éthyle). Ensuite le ballon (2 litres) est placé dans un bain de glace et le
contenu a éte refroidi a 4°C.

400 ml d'acide sulfurique concentré a froid ont été ajoutés progressivement, en petites portions
(on mélange apres chaque partie, mais on ne laisse pas la température dépasse 45°C). Le réactif
est stable pendant au moins une année a 25°C, ou deux ans lorsqu'il est réfrigéré (5°C).

* Echantillon de cholestérol : deux cents milligrammes de cholestérol par 100 ml d'acide
acétique glacial.

* Protocole expérimental : 50ul de plasma séminale ou standard sont ajoutés a S0ml du réactif
de cholestérol puis on mélange le contenu pendant au moins 10 secondes. Le mélange
réactionnel est chauffé pour 15 min a 100°C, (on développe une couleur suffisante qui absorbe
a 560 nm). Ensuite, on immerge I'eau du robinet (20°C ou refroidisseur) pendant 5 min, puis on

mélange leur contenu par inversion avant de lire.
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I11.3. Préparation des dilueurs

a. A base de lait écrémé de vache

Le dilueur a base de lait de vache écrémeé (LE) a été préparé a partir de lait écrémé en
poudre (11% p/v) et d'eau distillée, chauffé a 95°C pendant 10 minutes (Colas et al., 1968) et
complété par de la pénicilline (50 pg / ml).

b. A base de tris jaune d’ceuf

Les Tris jaune d’ceuf contient 2,42g de Tris, 1,48g acide citrique, 1,00g fructose, 20ml
jaune d'ceuf, 25mg gentamycine, 50,000 Ul pénicilline et 100ml d'eau bi-distillée (Paulenz et
al., 2002).

I11.4. Conservation de la semence

Immédiatement aprés la collecte et I'évaluation initiale, 250 pl de chaque éjaculat de
béliers ont été regroupés, puis diluer pour atteindre 0,8 x 10° Spz/ml puis évalués a (T0). Le
sperme dilué a été équilibré a 15°C et stocké pendant 24 heures. Par la suite, la motilité totale,
progressive et les formes de trajectoire ont été évaluées a différents temps de stockage (a 0 et a
24 heures).

I11.5. Préparation des extraits agueux de safran (EAS)

Notre échantillon de safran est de la région de Taliouine, acheté a I’état fraie a partir d’une
coopérative locale pendant la saison de récolte. Des mesures de la masse (des échantillons de
0,59 et de 1g) ont été effectuées directes apres la récolte et avant utilisation pour quantifier
I’évaporation des échantillons entre la récolte et I’extraction.

La préparation de I’extrait soluble du Safran dans I’eau froide a été effectuée
conformément a la méthode telle que spécifiée dans ISO/TS 3632-2 :2003, selon la procédure
suivante :

Un échantillon de 500 mg de safran a été pesés avec une précision de £ 1 mg dans une
balance analytique, transféré dans un flacon de 1000 ml ou on ajoute 900 ml d’eau distillée,
puis mélangé au moyen d’un agitateur magnétique (a 112g) pendant une heure & 4°C et en
absence de lumiere. Ensuite, le volume est ajusté par I’eau jusqu’au 1000ml et 1’échantillon est
homogénéisé avec agitation. Un volume de 20 ml de cette solution est transféré dans un flacon
de 200 ml, dont on ajoute de I’eau jusqu’a la marque, puis la solution est homogénéisée par
agitation. La solution est filtrée avec 1’emploi de filtre hydrophile du poly-tétra-fluoro-éthyléene

a 0,45 um de diamétre.
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Des échantillons du filtrat ont été placés dans une cuvette de quartz pour lire les
différentes valeurs de 1’absorbance entre 200 et 700 nm, contre I’eau comme liquide de
référence.

a. Préparation de I’EAS pour la conservation

Cette préparation a été faite selon la procédure de Hosseinzadeh et al. (2009). Environ 1¢g
de stigmates a été séché a I’ombre a la température ambiante, puis broyé en poudre. La poudre
seche a été décocté dans 200 ml d'eau pendant 72 h a 4 °C, puis centrifugé pendant 5 min a
(1006 @), et filtré par une membrane de 0,22 um. En suite le filtrat a été évaporé a sec sous
pression réduite a (30 & 40 °C). Le rendement de I’extraction était de 47,8% (m / m). Une

solution mére de 1mg/ml d’EAS a été préparée et conserveée.

b. Détermination des principales caractéristiques par des méthodes Spectrophotométrie
UV / visible

Cette méthode permet de déterminer les principales caractéristiques du Safran tels que le
safranal, la crocine et la Picrocrocine s’effectue au moyen de mesures d’absorbance. Le spectre

d’absorption obtenu entre 200 nm et 700 nm est le suivant.

» Principe

Spécification Technique ISO/TS 3632-2 :2003.

Ainsi, 1’absorbance des différents composants du safran est mesurée aux longueurs d’ondes
suivantes :

- a 257 nm, ou la Picrocrocine a son niveau d’absorbance maximum,

- a 330 nm, ou le safranal a son niveau d’absorbance maximum,

- a 440 nm, ce qui correspond a I’absorbance maximale de la crocine, déterminant ainsi le

pouvoir colorant du safran.
La détermination de la Picrocrocine, Safranal et de la Crocine (A lcm (A max)) de

notre échantillon (essai moyen) a été calculée par la formule suivante :

(AY%  (Amax)) = D x 200

D : Absorbance spécifique caractérisation de 1’extrait
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I11.6. Caractérisation de I’extrait aqueux de Safran
a. Humidité
C’est la perte de masse subite par le produit aprés chauffage a 103°C pendant 16h, elle
est exprimée en % masse.

> Protocole

- Peser avec une balance analytique avec une précision £+ de 0,001 g, exactement 2, 5 g du

Safran dans un verre de montre lequel a été bien séché précédemment.
- Le verre de montre avec 1’échantillon est placé dans le four a 103°C+ 2°C pendant 16h.

» Expression des résultats
La détermination de I’humidité en pourcentage et des composantes volatiles se fait avec

la formule suivante :

H (%) =100* (mo-ms) / mo

H % = I’humidité en pourcentage
Mo = Est la masse initiale de 1I’échantillon en grammes.
ms = Est la masse de 1’échantillon aprés séchage en grammes.

b. La détermination de la qualité du safran

R/

< Le pourcentage en crocine.

% Crocine = € (crocine) x pouvoir colorant

(Avec € (crocine) = 4,9 x 102

c. Détermination de la teneur en polyphénols et flavonoides

« Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux de I’extrait aqueux de safran a été déterminée par la méthode
de Singleton et Rossi. (1965) utilisant le reactif de Folin—Ciocalteu. Un volume de 200 pl pour
chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, et un mélange composé d’1 ml de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5 % est additionné. Les tubes sont
agités et conservés durant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le

spectrophotomeétre Jenway 6405 UV/ Vis.
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Une courbe d’étalonnage a différente concentration d’acide gallique a été préparée. Les
teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme (mg) équivalent

d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiére séche (mg EAG/ g MS).

+ Dosages des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué suivant la méthode décrite par Zhishen et al.
(1999) en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICIs) : Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe
dans le visible a 510 nm (Marinova et al., 2005). Un volume de 250 pL d'extrait est mélangé
avec 1000 pl d'eau distillée, puis 75 ul d'une solution de nitrite de sodium (NaNO>) a 15 %.
Aprés 6 minutes d'incubation a température ambiante, 75 pl de chlorure d'aluminium (AICI3) a
10% est ajouté. Aprés 6 minutes d'incubation a température ambiante, 1000 ul d'hydroxyde de
sodium (NaOH) (4%) est ajouté. Le volume total est complété a 2500 ul d'eau distillée. Apres
agitation et incubation pendant 15 minutes, I'absorbance est mesurée au spectrophotometre a
510 nm contre un blanc contenant l'eau distillée. Une courbe d'étalonnage est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine a concentrations de 0
a 260 pg.ml™. Les résultats obtenus sont exprimés en microgrammes équivalent quercétine par

milligramme de la matiere végétale séche (ug EQ/mg MS).

111.7. Analyse statistique

Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + erreur type de la moyenne
(SEM). Toutes les analyses ont été effectuées a I'aide du logiciel statistigue JMP SAS 11.0.0
(SAS Institute Inc., Cory, NC, Etats-Unis) pour tous les tests effectués.

Etude 1 : effet d’dge sur la production et la conservation du sperme

Pour la comparaison de la valeur moyenne de la circonférence scrotale, des paramétres
de qualité du sperme et de la composition du plasma séminal pour les deux groupes d'age au
cours des différentes saisons, les données ont été analysées par ANOVA avec un plan factoriel.
Le modg¢le statistique comprenait les effets fixes des deux groupes d’age et des quatre saisons.

Lorsque des différences statistiquement significatives ont été trouvees, le test post hoc de
Tue a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les saisons.

Le test t de Student a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les
groupes, en considérant un niveau de signification de P <0,05. Les données sur la mobilité des

spermatozoides stockés ont été examinees par ANOVA avec un plan factoriel.
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Le modele statistique incluait les effets fixes de I'age, de la saison, pour chaque période
de stockage (0, 8 et 24 h), ainsi pour les effets de diluant, de la durée de conservation et de
I’interaction saison X age, dilueurs x durée de conservation, age x durée de conservation et age
x Dilueurs x durée de conservation sur la motilité, intégrité membranaire, anomalie, viabilité et
peroxydation lipidique.

Lorsque des différences statistiquement significatives ont été détectées, le test post hoc
de Tue a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les saisons.

Le test t de Student a été appliqué pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les
groupes, en appliquant le niveau de signification de P <0,05. Des corrélations multiples ont été
calculées pour établir la relation entre les mesures moyennes issues de la circonférence scrotale,
les paramétres de qualité du sperme frais, la composition du plasma séminal et la motilité du

sperme stocké. Les corrélations avec P <0,01 ont été considérées comme significatives.
Etude 2 : Effet d’EAS sur la conservation du sperme de bélier dans le SM et TEY.

De la méme maniere, comparaison des valeurs moyennes de la mobilité totale et
progressive, pour les différentes concentrations en EAS dans SM un témoin sans EAS, ont été
analysées par ANOVA avec un plan factoriel. Le modeéle statistique comprenait les effets fixes
de I’age, et la supplémentation avec I’EAS pour les deux types de dilueur SM et TEY. Lorsque
des différences statistiquement significatives ont été trouvées, le test post hoc de Tue a été utilisé
pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les groupes et les semaines du traitement.

Le test t de Student a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les
groupes, en considérant un niveau de signification de P <0,05. Les données sur la mobilité des
spermatozoides stockés ont été examinées par ANOVA avec un plan factoriel. Le modéle
statistique incluait les effets fixes de I'age, ’EAS et le dilueurs, pour chaque période de stockage
(0, et 24 h), ainsi pour les interactions age x EAS, EAS x durée de stockage et age x EAS x
durée de stockage, sur la MT, MP, VIAB, ABN, MDA. Ainsi sur les formes de trajectoires pour
les deux types de dilueurs ; de méme pour I’interaction entre 1’age x EAS (SM) xgroupe de
traitement alimentaire en huile d’olive, pour chaque période de stockage (0, et 24 h). Lorsque
des différences statistiguement significatives ont été détectées, le test post hoc de Tue a été
utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les groupes d’age et/ou de
traitement et pour chaque période de stockage (0, et 24 h).

Le test t de Student a été appliqué pour comparer les moyennes et les erreurs types entre
les groupes, en appliquant le niveau de signification de P <0,05.
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Etude 3 : Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la production et la

conservation du sperme de bélier

La comparaison des valeurs moyennes de la circonférence scrotale, du poids corporel,
ainsi que les différents parameétres de la qualité du sperme au cours des différentes semaines du
traitement, au début et a la fin du traitement concernant la composition du plasma seminal pour
les deux groupes d'age témoins et traités, ont été analysées par ANOVA avec un plan factoriel.

Le mod¢le statistique comprenait les effets fixes de groupes d’age, le groupe traitement
(traité - non traité) et la du traitement.

Lorsque des différences statistiguement significatives ont été trouvees, le test post hoc de
Tue a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les groupes et les
semaines du traitement.

Le test t de Student a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les
groupes, en considérant un niveau de signification de P <0,05. Les données sur la mobilité des
spermatozoides stockés ont été examinées par ANOVA avec un plan factoriel. Le modéle
statistique incluait les effets fixes de I'dge, du traitement et la durée du traitement, pour chaque
période de stockage (0, et 24 h), ainsi pour les interactions age x groupe de traitement, age x
durée de traitement et 4ge x groupe de traitement x durée de traitement sur la SC, Poids, MM,
MI, VE, VIAB, ABN, SPC, cholestérol, protéine et lipide totale.

Lorsque des différences statistiquement significatives ont été détectées, le test post hoc
de Tue a été utilisé pour comparer les moyennes et les erreurs types entre les groupes et les
semaines du traitement pour les deux groupes d'age.

Le test t de Student a été appliqué pour comparer les moyennes et les erreurs types entre

les groupes, en appliquant le niveau de signification de P <0,05.
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Résultats & Discussions

Chapitre 1 : Effet de la variation saisonniére et de I’age avancé sur la

production, la conservation du sperme et la composition biochimique du
plasma séminal, chez les béliers Boujaad

Pour une meilleure gestion de la reproduction chez les ovins, I’IA apparait la meilleure
technique qui peut étre utiliser dans les différentes fermes, en utilisant une semence fraiche
collecté a partir des béliers géniteurs de haute qualité génétique. Cela demande une production
suffisante du sperme de bonne qualité. Parmes les facteurs influencgant la qualité de production
et de conservation du sperme on note, la saison et I'dge du bélier. Dans ce premier chapitre on
va présenter les résultats concernant 1’effet de la variation saisonniere et de I’age avancé sur la

qualité de la production et de la conservation du sperme de bélier de la race Boujaad.

I. Résultats

1. Effet de la variation saisonniére sur la circonférence scrotale et les
caractéristiques du sperme chez les deux groupes d'age

Les effets de la saison, de I'dge et de leur interaction sont présentés dans les tableaux 2, 3
et 5. La saison a affecté la SC et toutes les autres variables de la qualité du sperme a 1’état frais
étudiées (Tableaux 2, 3 et 5). De méme, I'age a affecté la SC (P <0,05) et tous les autres
caracteres de la qualité du sperme frais (P <0,01), alors qu’il n’a pas d’effet sur le VE et le SPC
(P> 0,05) (Tableaux 2 et 4). L'interaction entre la saison et I'dge a affecté de maniére
significative le VE, le MM, I'MI et 'ABN (P <0,05) (Tableaux 2 et 5). En ce qui concerne les
changements de la SC pour les deux groupes d'age, les valeurs moyennes les plus élevées ont
été obtenue en été et en automne. Tandis que, la valeur la plus basse a été enregistrée en hiver,
avec une période de transition au printemps pour les deux groupes d'age. Cependant, la valeur
la plus élevée de la SC a été observée chez le groupe age par rapport au groupe mature (Tableau
4). Pour les deux groupes d'age, la valeur la plus élevée de la SPC a été enregistrée au printemps,
et elle adiminué en été et en automne. Les plus faibles valeurs de la VIAB (%) a été enregistrées
en hiver, puis ces valeurs ont augmenté au printemps pour atteindre des valeurs plus élevées en
été et en automne (Tableau 3). Quelle que soit la saison, la VIAB était plus élevée chez les
béliers matures par apport aux béliers ages (Tableau 4).

Des valeurs maximales du VE ont été enregistrées en été pour le groupe mature et pendant
deux saisons (€été et automne) pour le groupe agé, avant de chuter au printemps pour les deux

groupes d'age (Tableau 2).
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Concernant le ABN (%), les valeurs ont montré une augmentation en hiver et une
diminution au printemps, avec des valeurs intermediaires enregistrées en été et en automne.
Les valeurs maximales de la MM et MI ont été enregistrées durant les saisons d’été et de

printemps pour les béliers matures, et seulement en été pour le groupe agé (Tableau 2).

Toutefois, les valeurs les plus faibles ont été enregistrées en hiver pour les deux groupes d’age.
Il convient de souligner que le groupe de béliers &gés présentait un pourcentage d’ABN plus
élevé et des pourcentages de MM, Ml et VIAB plus faibles par rapport au groupe mature durant

les différentes saisons (Tableau 5).

Tableau 2 : Les effets de 1’age, de la saison, et I’interaction age x saison

P-value

Variables Saison Age Saison* Age
SC (cm) <0,01%* <0,05* NS

VE (ml) <0,01%* NS <0,05*
SPC (x10°%ml) <0,01** NS NS
MM (score 1-5) <0,01** <0,01** <0,01**
M1 (%0) <0,01** <0,01** <0,05*
VIAB (%) <0,01** <0,01** NS
ABN (%) <0,01** <0,01** <0,05*

NS : Non significatif. * significatif & P <0,05. ** significatif & P <0,01. *** significatif & P <0,001.
SC : Circonférence Scrotale ; VE : Volume d’éjaculat ; SPC : Concentration du sperme ; MM : Mobilité massale

; Ml : Mobilité individuelle ; VIAB : Viabilité ; ABN : Anomalie.

Tableau 3: Effets de la saison sur la circonférence Scrotale et les parametres de qualité du
sperme (concentration et la Viabilité) chez les béliers Boujadd (moyenne + SEM)

Variables Eté Automne Hiver Printemps

Circonférence Scrotale (cm) 33,65+0,232 33,68+0,212 31,07+0,29° 32,67+0,23°
Concentration en SPZ (x10%ml)  3,59+0,08" 3,43+0,08"° 3,22+0,06° 4,08+0,042
Viabilité des SPZ (%) 93,91+0,442 93,99+0,392 90,83+0,52° 92,21+0,39°

abe  Différents exposants dans les lignes indiquent un effet de la saison pour chaque paramétre (P <0,05)

70



Résultats & Discussions

Tableau 4 : Effets de I'dge sur la circonférence scrotale et la viabilité du sperme chez les
béliers Boujaad (moyenne £ SEM)

Variables Mature Agé
Circonférence Scrotale (cm) 32,50+0,19° 33,04+0,232
Viabilité des SPZ (%) 94,24+0,25% 91,23+0,33°

a.b- Différents exposants dans les lignes indiquent un effet de groupe d'age pour chaque paramétre (P <0,05)

Tableau 5 : Effets de la saison et de I'age sur les parameétres de qualité du sperme (volume
d’¢jaculat, mobilit¢ massale et individuelle, anomalie) et les parametres biochimiques du
plasma séminal (protéines totale, cholestérol, lipides totale) chez les béliers Boujaad (moyenne

+ SEM)
Variables Groupe Eté Automne Hiver Printemps
Matures 1,27 +0,07 PA 1,32+0,02*4 1,05+0,05°4 1,23+0,04
Volume d’¢jaculat (ml) ~
Ageés 1,35+ 0,05 A 1,38+0,03* 1,11+0,05%* 1,29+0,03°
Matures 4,91 + 0,06 465+0,05° 440+0,04°A 4,90+0,04%
Mobilité Massale (score 1-5) ~
Ages 4,76 £ 0,05 *® 430+0,09°® 380+0,08%® 457+0,07"
Matures 93,74+0,162*  9350+0,322* 91,33+0,35% 92,83+ 0,20 A
Mobilité Individuelle (%) ~
Agés 92,44+0,37%  91,22+0,54"® 87,55+0,37% 89,00+ 0,28 B
Matures 5,88 + 0,26 6,61+0,37°4 844+0,25% 7,50+0,20 A
Anomalies (%0) ~
Agés 10,77+0,36%®  9,61+0,63% 1344+0,42°® 11,72+0,22"8
Matures 25,62 + 0,414° 28,18 £0,11%* 21,18 £0,26"¢ 25,05+ 0,16"°
Protéines Totale (g/l) ~
Ages 20,58 + 0,155° 21,97 £0,08%% 18,83 +0,12%¢ 19,87 +0,108¢
Matures 1,37 +0,03”2 1,43+0,04%  1,08+0,06"° 1,29 +0,02%
Cholesterol (g/l) ~
Agés 1,16 + 0,065 1,21+£0,03%  1,13+0,04"* 1,14 +£0,045%
Matures 2,95 * 0,044 3,13+0,074  239+0,02% 2,86+ 0,05
Lipides Totale (g/l) ~
Ages 2,51 + 0,068 2,69+0,078  248+0,09%  2,51+0,05%

abe Différents exposants dans les lignes indiquent un effet de la saison pour chaque paramétre (P <0,05).

A B. Différents exposants dans les colonnes indiquent un effet de groupe d'age pour chaque paramétre (P <0,05).
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2.  Effetde lasaison et de I’age sur la composition biochimique du plasma séminal

Les résultats concernant la composition biochimique de quelques parametres du plasma

séminal sont présentés dans le (tableau 5).

Tous les paramétres du plasma séminal étudiés ont été affectés par I'age, la saison et leurs
interactions. Les concentrations de protéines ont été plus élevées chez le groupe mature par
apport au groupe agé aux différentes saisons. Tandis que, le groupe de bélier mature avait des
valeurs plus élevées en lipides totaux et cholestérol durant les trois saisons (éte, automne et

printemps). En hiver, les deux groupes ont présenté des valeurs similaires.

Chez le groupe agé, la concentration en protéines totales du PS a été plus élevee en
automne et a diminué en I'été puis en hiver, pour atteindre les valeurs les plus faibles au
printemps. Contrairement au groupe mature, une concentration plus élevée en protéines totales
a été observee en automne, suivies des valeurs moyennes au printemps et en éte, alors que les
valeurs les plus faibles ont été enregistrées en hiver. Les lipides totaux et le cholestérol séminal
n'ont pas été affectés par la saison chez le groupe agé. Par opposition, les béliers matures,
montraient des valeurs maximales en été, en automne et au printemps pour les lipides totaux,

ont des valeurs plus élevées en été en automne pour le cholestérol.

3.  Effet de I’age et de la variation saisonniére sur la conservation du sperme a
I’état liquide

Les résultats concernant la motilité totale (MT) et progressive (MP) du sperme pendant

le stockage a 1’état liquide sont présentés dans le tableau 6.

Les valeurs de la MT et la MP ont été significativement affectées par la saison, I'age et
I'interaction age-saison, indépendamment du temps de stockage. Cependant, a 0 h, les plus
grandes valeurs de la MT et de la MP ont été enregistrées en automne suite a une augmentation
pendant le printemps et 1’été¢ de la MP chez les deux groupes d'age et de la MT chez le groupe
mature, alors que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées en hiver pour les deux groupes.
A 8 h, MT et MP ont été a leur maximum chez les deux groupes en automne. Pour le groupe
agé, la MT a diminué en été puis au printemps pour arriver a des valeurs minimales en hiver,
alors que chez le groupe mature, des valeurs plus faibles le la MT été enregistrées en hiver,

suivie d’une augmentation au printemps pour se stabiliser en été.
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En ce qui concerne la MP, chez le groupe agé, elle a diminué significativement en hiver,

avec une période de transition durant le printemps et 1’été, alors que chez le groupe mature, la

MP a diminué¢ de maniére significative en hiver et au printemps suivie d’'une augmentation a

nouveau en été. Apres 24 h de conservation a 1’état liquide, les valeurs les plus faibles de MP

et de MT ont été enregistrées en hiver. Chez le groupe agé, ces valeurs ont de nouveau augmenté

au printemps et en été. Cependant, chez le groupe mature, la MT a augmenté significativement

au printemps et a continué a augmenter en été pour enregistrer des valeurs maximales en

automne, contre une augmentation de la MP au printemps et en été pour arriver a des valeurs

plus élevées en automne.

Tableau 6 : Valeurs moyennes globales, de la mobilité totale et de la progression des
spermatozoides a différentes durées de conservation a 15 ° C (0, 8 et 24h) et pendant les quatre
saisons de I'année chez les deux groupes d’Age de béliers (moyenne £ SEM).

Durée de ) Saison

stockage Variables  Grolpes Eté Automne Hiver Printemps
Agés 89,21+0,3980 91,08+0,31B 86,44+0,445¢ 87,57+0,498¢
MT Matures  92,13+0,294 93,63+0,2742 91,11+0,424° 91,31+0,28%°

Oh MP Agés 68,29+0,565° 73,38+0,4182 61,11+0,675¢ 67,5+0,408°
Matures  73,31+0,394° 75,63+0,362 70,78+0,624¢ 73,130,454
Agés 85,50+0,3480 89,31+0,418 84,44+0,538° 85,29+0,4280
MT Matures  90,19+0,26°% 91,19+0,29 88,56+0,55"¢ 89,63+0,26¢
8h Agés 62,93+0,278° 69,54+0,3782 59,11+0,638¢ 61,07+0,418¢
MP Matures  69,81+0,324 73,31+0,36"¢ 67,56+0,60"° 67,69+0,444¢
Agés 80,69+0,58E0 87,38+0,4652 77,89+0,548¢ 80,08+0,448°
MT Matures  87,85+0,46"° 90,54+0,4072 83,89+0,594¢ 86,19+0,36"°
24h Agés 50,92+0,52B0 55,77+0,4382 43,67+0,71B¢ 49,38+0,428°
MP Matures 53,540,474 61,15+0,492 48,33+0,58"° 52,310,487

abe. Différents exposants dans les lignes indiquent un effet de la saison sur chaque paramétre (P <0,05).
A, B. Différents exposants dans les colonnes indiquent un effet de I'dge sur chaque paramétre (P<0,05).
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4.  Corrélation entre les parametres de qualité de la semence fraiche, de la
composition du plasma séminal et de la mobilité des spermatozoides conservée

Les résultats des tests de corrélation multiples sont présentés dans les tableaux (7, 8 et 9).
La corrélation multiple a montré une relation positive significative entre la SC et le VE, la MM
ainsi la MP apreés 24h de conservation a 1’état liquide (Tableau 7).

Le VE a été significativement (P <0,01) corrélé a la MP aprés 24h de conservation. Une
corrélation significativement positive a été notée entre la MM et la Ml, la VIAB, la MP, la MT
et les protéines totales séminale (Tableau 8).

La MI a été positivement corrélée (P <0,01) au VIAB, MP, MT (Tableau 7) et a la
composition du plasma séminal (Tableau 9).

Le pourcentage de la VIAB a été corrélé positivement (P <0,01) a la composition du
plasma séminal et a la mobilité des spermatozoides conservé. Le pourcentage d’ABN a été
négativement corrélé a la viabilité, a la motilité de masse, a la motilité individuelle, a la motilité
des spermatozoides conserves et a la composition plasmatique séminale (P <0,01) (Tableau 7
et 9).

Aucune corrélation significative n'a été enregistrée entre la concentration de
spermatozoides et les autres parametres testés (P> 0,05) (Tableaux 7 et 8).

La composition du plasma séminal a été positivement (P <0,01) corrélée & la motilité des

spermatozoides conservé (Tableau 9).
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Tableau 7 : Coefficients de corrélation entre la circonférence scrotale (SC), la qualité de la semence fraiche (QSF) et la motilité des spermatozoides
conservés (MSC) (apres 0, 8 et 24 heures de conservation) a 1’état liquide a 15°C chez les béliers de la race Boujaad

sC FSQ MSC
Parametres SC VE SPC MM Ml VIAB ABN MT MP MT MP MT MP
(Oh) (Oh) (8h) (8h) (24h)  (24h)
SC  sc 1 073" 002 039" 027 029 .01 0,15 0,15 004 023 0,23 037"
VE 1 013 028 028 02 003 011 0,12 008 018 0,19 037"
SPC 1 017 022 023 019 021 0,02 017 0,24 0,22 0,09
MM 1 071" 066 .062" 065" 069" 055" 061" 057" 059
FSQ |\ 1 085" 079" 081" 076" 077" 085" 080" 069"
VIAB 1 -08™ 079" 073" 072" 084" 08" 0727
ABN 1 083" 080" 082" 08" 08" 068"
MT (0h) 1 085" 082" 085" 082" 073"
MP (Oh) 1 079 083" 084" 080"
MT (8h) 1 084™ 081" 069"
MSC  MP (8h) 1 088" 081"
MT (24h) 1 0,78™
MP (24h) 1

* Significatif a P <0,01. ** significatif a p <0,001.

SC = circonférence scrotale (cm). VE (ml). = volume d’éjaculat. SPC = concentration de sperme (10° spz / ml). MM = Motilité massale. M1 (%) = Motilité individuelle (%).
VIAB (%) = pourcentage de spermatozoides vivants (%). ABN (%) = pourcentage de spermatozoides anormaux (%). MT (%) = matilité totale (%). MP (%) = motilité

progressive.
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Tableau 8 : Coefficients de corrélation entre la circonférence scrotale (SC), la qualité du sperme frais (FSQ) et la composition biochimique du

plasma séminal (BCSP) chez les béliers de la race Boujaad

SC FSQ BCSP

Parametres SC VE SPC MM Ml  VIAB ABN Prot-T  Chol Lipid-T
SC SC 1 073" 0,02 039" 0,27 0,29 0,1 0,12 0,13 0,06
VE 1 013 028 1028 026 003 019 006 0,19
SPC 1 0,17 0,22 0,23 0,19 0,18 0,25 0,32

FSQ MM 1 0,717 0,66: .0,62: 0,60*: 0,4§* 0,47*
M1 1 085" .079° 080" 0,64 0,61

VIAB 1 -0,86~ 0,797 054 0,61

ABN 1 .08 .057" .0,65

Prot-T 1 0,83 0,917

BCSP  Chol 1 0,74™

Lipid-T 1

* Significatif & P <0,01. ** significatif & P <0,001

SC = circonférence scrotale (cm). VE = volume éjaculé (ml). SPC = concentration de sperme (10° spermatozoides / ml). MM = Motilité de masse. M1 = Motilité individuelle
(%). VIAB = pourcentage de spermatozoides vivants. ABN = pourcentage de spermatozoides anormaux. Prot-T = Protéines totales (g / I). Chol = Cholestérol (g / I). Lipid-T

= lipides totaux (g / )
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Tableau 9 : Coefficients de corrélation entre la composition biochimique du plasma séminal
(BCSP) et la motilité du sperme conservé (MSC) (apres 0, 8 et 24 heures) chez des béliers

Boujaad
BCSP MSC
Parametres ProtT  Chol LipidT MT __MP __MT _ MP __ MT  MP

(Oh)  (0h)  (8h)  (8h)  (24h)  (24h)
Prot-T 1 083" 091 079" 079" 077" 083" 081" 080"
Chol 1 074"  066™ 058" 067" 067" 065" 071"
BCSP Lipid 1 058 063 063" 069" 069" 077"
MT (Oh) 1 085" 082 085" 082" 073"
MP (Oh) 1 079" 083" 084™ 080"
MSC | MT (8h) 1 0,84~ 081" 0,69
MP (8h) 1 088" 081"
MT (24h) 1 0,78"

MP (24h) 1

* Significatif a P <0,01. ** significatif & P <0,001

MT = motilité totale (%). MP = motilité progressive (%). Prot-T = Protéines totales (g / I). Chol = Cholestérol (g
/). Lipid-T = lipides totaux (g / ).

5. Effet des dilueurs (SM et TEY) sur la conservation du sperme a 5°C chez les
deux groupes d’ages de béliers

Les résultats expérimentaux sont présentés dans les tableaux (de 10 a 14). Tous les
facteurs étudiés (dilueurs, durée de conservation, groupe d'age et leurs interactions) ont un effet
statistiquement significatif (P <0,01) sur la motilité progressive et la LPO. Cependant, la
motilité totale n'a été affectée que par la combinaison groupe d'age * temps de stockage (P
<0,01). Le pourcentage de la viabilité (VIAB%) a été affecté par la durée de stockage (P <0,05)
et la combinaison durée de stockage*dilueur (P <0,05). Le pourcentage d'anomalies des
spermatozoides était significativement affecté par la durée de conservation (P <0,001) et la
combinaison entre la durée de stockage*groupe d'age (P <0,05) (Tableau 10). Enfin, I’intégrité
de la membrane (HOST) était significativement affectée par le temps de stockage (P <0,001),
la combinaison entre le temps de stockage * dilueur (P <0,001) et aussi entre le groupe d’age *

durée de stockage * dilueur (P <0,05) (Tableau 10).
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Tableau 10 : Les effets de 1’age, du diluant, de la durée de conservation et de 1’interaction X
age, dilueurs x durée de conservation, &ge x durée de conservation et age x Dilueurs x durée
de conservation sur la motilité, intégrité membranaire, les anomalies, la viabilité et la
peroxydation lipidique

MP MT  VIAB (%) ABN (%) HOST LPO
Temps de stockage (h) il NS * Fhx faleiel faleiel
Dilueurs * Temps de stockage (h) folekel NS * NS il ikl
Group* Temps de stockage (h) *x ** NS * NS faleiel
Dilueurs *Group* Temps de . NS NS NS * o

stockage

NS : Non significatif. * significatif & P <0,05. ** significatif & P <0,01. *** significatif & P <0,001.

MT : mobilité totale ; MP : mobilité progressive ; VIAB% : le pourcentage de viabilité ; HOST : test d’intégrité
membranaire ; ABN% : le pourcentage des anomalies. LPO : la peroxydation lipidique exprimée en nmoles de
TBARS / 108 spermatozoides.

Il n’y a pas eu d’effet significatif de la durée de conservation sur la mobilité totale a Oh et
apres 24h de conservation (P> 0,05) pour les deux groupes d’age. Cependant, la mobilité totale
a été significativement meilleure, chez le groupe mature a 24 h (P <0,05). Le pourcentage
d’anomalie des spermatozoides (ABN%) a été plus élevé chez les béliers agés et ont augmenté
dans les deux groupes d'age aprées 8 h de stockage (P <0,05). La motilité progressive a diminué
avec la durée de conservation dans les deux groupes d'age (P <0,05) mais était généralement
meilleure chez le groupe mature (P <0,05). La peroxydation lipidique (LPO) a augmenté
significativement (P <0,05) avec la durée de conservation chez les deux groupes d'age et les
deux diluants (Tableau 11).

Tableau 11 : Effet du groupe d’age sur la qualité du sperme conservé a 1’état liquide a 5 °C
(moyenne £ ESM)

Groupes Durée (h) MT% MP% ABN% LPO
0 88,73+0,83®  57,34+1,62%°®  8,46+0,23"8 1,02+0,02¢A
Groupe
Ag 8 85,89+1,39%8  4577+1,44°8  9,30+0,448 1,74%0,04°A
é
J 24 86,61+1,15%8 34,542 24°®  13,75+0,50%8  2,67+0,06%
90,78+0,58""  68,53+1,25%A  6,77+0,30°* 0,83+0,02¢®
Groupe
92,07+0,56%" 53,18+1,39°A  7,64+0,37°A 1,39+0,038
Mature
24 90,55+0,56°"  49,9+245"*  10,16+0,36**  2,19+0,03%

Différents exposants (a, b, ¢) dans la méme colonne indiquent un effet significatif du temps de stockage pour
chaque dilueur (P <0,05).
Différents exposants (A, B) dans la méme ligne indiquent un effet significatif de groupe d’age a chaque durée de
conservation (P <0,05).
MT : mobilité totale ; MP : mobilité progressive, ABN : anomalie, LPO : peroxydation lipidique exprimée en
nmoles de TBARS / 108 spermatozoides.
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A 0Oh, il n’y a pas eu de différence significative entre les deux dilueurs en termes de
mobilité progressive (P <0,05). Cependant, la diminution de la mobilité progressive a été
significativement (P <0,05) plus prononcée dans le test Tris jaune d’ceuf que dans le Lait écrémé
de vache (Tableau 12).

De plus, les spermatozoides de bélier &gé ou conserves dans le Lait écrémé de vache ont
éteé plus affectés par la peroxydation lipidique que ceux de béliers mature ou conserveés dans le
Tris jaune d’ceuf (Tableaux 11 et 12).

La durée de conservation dans les deux dilueurs n'a pas affecté (P> 0,05) la VIAB% des
spermatozoides. Cependant, des valeurs significativement (P <0,05) plus élevées ont été
enregistré dans le Tris jaune d’ceuf (Tableau 13).

Les valeurs de I’intégrité de la membrane ont diminué de maniere significative (P <0,05)
avec la durée de conservation de Oh a 24h. Il y a eu une différence significative (P <0,05) entre
les deux dilueurs apreés 8 heures de stockage. Des valeurs de I’intégrité de la membrane ont été
plus élevées dans le Lait écrémé de vache que dans le Tris jaune d’ceuf. Les valeurs de I’intégrité
de la membrane ont été significativement (P <0,05) élevées chez le groupe mature que chez le

groupe agé dans les deux dilueurs (Tableaux 12 et 14).

Un effet significativement négatif de 1’age avancé de bélier sur ’HOST et positif sur la
LPO pendant les deux saisons, a tOh et apres 24h. De méme, un effet significatif (P <0,05) de
I’age avancé sur la VCL, VSL, VAP, LIN et la SRT pendant le non-saison apres 24h de
conservation, alors que le WOB a été significativement (P <0,05) affecté par 1’age pendant la
saison a tOh et aprés 24h. La variation saisonniere a affecté significativement (P <0,05) les
variables VCL, VSL, VAP, LIN, I’intégrité de la membrane et la peroxydation lipidique chez
les deux groupes d’ages a t0 et a t24h, mais seulement aprés 24h de conservation pour la
SRT (Tableau 14).
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Tableau 12 : Qualité des spermatozoides pendant le stockage dans le lait écrémé et dans le Tris jaune d'ceuf'a 5 °C chez les deux groupes de béliers

d'age différents

Groupes Dilueurs Durée (h) MP (%) HOST (%) LPO
0 74,16 + 1,25 77,28 + 0,56%4 0,87 + 0,024
SM 8 63,07 + 1,39°A 71,12 +£0,51°A 1,31 + 0,038
Groupe 24 63,50 + 0,43%A 68,16 + 0,704 2,28 +0,03%
Mature 0 65,71 + 1,48% 75,83 + 0,60% 0,79 + 0,028
TEY 8 47,64 + 0,838 71,00 + 0,588 1,49 +0,02PA
24 44,07 + 1,568 66,16 + 0,708 2,11 + 0,03
0 63,66 + 1,32% 73,33 + 0,60 1,08 + 0,024
SM 8 53,00 + 1,69°A 68,57 + 0,724 1,60 + 0,02°8
Groupe 24 46,33 + 1,054 65,50 + 0,76°* 2,82 + 0,07
Agé 0 53,21 + 2,15% 72,50 +0,76%4 0,93 + 0,028
TEY 8 41,25 + 1,488 65,50 + 0,708 1,91 +0,03%A
24 28,58 + 1,358 57,16 + 0,798 2,52 +0,03%8

*Les valeurs sont exprimées en (moyenne + ESM).

*Différents exposants (a, b, ¢) dans la méme colonne indiquent un effet significatif de la durée de stockage dans chaque dilueur (P <0,05).
*Différents exposants (A, B) dans la méme rangée indiquent un effet significatif de dilueur dans chaque point temporel (P <0,05).

*SM = Lait écrémé de vache. TEY=Tris jaune d’ceuf.

* MP : mobilité progressive, HOST : I’intégrité de la membrane, LPO : peroxydation lipidique exprimée en nmoles de TBARS / 108 spermatozoides.
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Tableau 13 : Viabilité des spermatozoides (VIAB%) pendant le stockage a 5 °C

Dilueurs Lait écrémé Tris jaunes d’ceuf
Durée (h) Oh 8h 24 h Oh 8h 24 h
VIAB (%) 91,12+0,79%A  88,4+1,35"®  86,25+1,10°® 92,33+0,39** 92,16+0,68*"  91,91+0,53*

VIAB% : Le pourcentage de viabilité. Les valeurs sont exprimées en (moyenne + ESM).
Différents exposants (a, b, c) indiquent un effet significatif du temps dans chaque dilueur (P <0,05).
Différents exposants (A, B) indiquent un effet significatif du dilueurs a différente périodes de conservation (P <0,05).

Tableau 14 : Effet de la saison sur les formes de la mobilité, I’intégrité de la membrane et la peroxydation lipidique chez les deux groupes de
bélier de différent age

Groupes Temps (h) VCL VSL VAP LIN SRT WOB HOST LPO

0 220 £ 4,83~ 12242837 149+283A 55+0,53A  81,6+0,53 67,2+0,538 84,1+0,4 28 1,18+0,01 PA

Groupe Agé
24 175+3,43A  92+1,73 117+283A 52+0,23A 78+05P* 66,5+0,4 28 66,3+0,6 28 2,94+0,02 PA

Saison

0 224 +4,9°%A 126 +2,823A 155+3 33 56,2+0,5% 81,240,432 69,1+0,6 ** 89,3+0,5 2 1,09+0,01 B

Groupe Mature
24 181+3,42A 095+1823A 122425237 52 3+0,23A 775+0,2PA 67,840,224 73,2+0,53" 246+0,01 P8

0 206 £3,6 A 109 +2,8PA 133+3,3PA 53+0,5PA 81,840,423 64,1+0,7 A 73,5+0,6 P8 1,31+0,02 34

Groupe Agé
24 86,61+1,2P8 77+19b8 Q7+23bB  508+0,2b8 79+0,338  64+0,2PA 60,4+0,58 3,46+0,01 A

0 213+4,3P4  113+4,9bPA 136+3,3°A 52,740,2 P4 81,2+0,4 2~ 64,6+0,4 A 85,2+0,4 PA 1,27+0,02 2B

non-Saison

Groupe Mature
24 158 +4,1PA 82+2,2bA 102+2,6 PA 51,7+0,3 "~ 80,2+0,3 23" 64+0,3°A 62,3+0,3 A 2,83+0,01 2B

Différents exposants (a, b) indiquent un effet significatif de la saison (P <0,05). Différents exposants (A, B) indiquent un effet significatif de 1’age (P <0,05).

VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire (en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100 /
VCL) ; SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ; HOST : I’intégrité de la membrane, LPO :
peroxydation lipidique exprimée en nmoles de TBARS / 108 spermatozoides.
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I1. Discussion

Les effets de la saison et de I'dge sur les caractéristiques de reproduction ont déja été
signalés pour plusieurs races de bélier (Kafi et al., 2004 ; Zamiri et Khodaei, 2005 ; Perumal,
2014 ; Benmoula et al., 2017). Cependant, cette étude est la premiére a rapporter les effets
collectifs de 1’age et de la variation saisonnicre sur le SC, la qualité du sperme, les modifications
de certains composés du plasma séminal et le stockage du sperme chez la race Boujaad sous

dans un climat semi-aride.

Les saisons ont affecté de maniére significative tous les parameétres de qualité du sperme
et le SC des béliers Boujaad, alors que I'dge n'a eu aucun effet sur la concentration et le volume
du sperme. L'interaction entre I'age et la saison n'a affecté que le volume d’éjaculat, la motilité
massale, la motilité totale et le pourcentage d'anomalies. Cependant, la circonférence scrotale
et la viabilité ont suivi les mémes tendances chez les deux groupes d'age. La taille des testicules
est un caractere hautement héréditaire et est considérée comme un indice supérieur de la
production de sperme chez les béliers (Toe et al., 2000). Pour les béliers Boujaad, la SC a été
significativement liée a la qualité de la semence fraiche. En outre, les variations saisonniéres
de la circonférence testiculaire sont similaires a celles enregistrées dans les races Pampinta-
Corriedale et Ouled Djellal, a des latitudes respectives de 32,3 ° N et 37 ° N (Aller et al., 2012
; Allaoui et al., 2014). Pour les béliers Boujaad, les valeurs les plus élevées été enregistrées en
été et ont été maintenues en automne et les valeurs les plus faibles ont été enregistrees en hiver,
avec une légere augmentation observée au printemps. Cette constatation est une réponse
normale liée a la sécrétion de gonadotrophines qui augmente avec la diminution de la durée du
jour (Lindsay et al., 1984).

Cependant, la SC des béliers plus agés était plus élevée que celle enregistrée chez le groupe
mature, ce qui est en accord avec les résultats rapportés précédemment par Al-kawmani et al.
(2014) chez la race Najdi. En effet, les changements de la circonférence scrotale étaient plus
importants chez les béliers plus agés (8,48%) que chez les béliers matures (7,53%), ce qui
pourrait étre di a une diminution de la sensibilité a la testostérone avec I'age, a une réduction
de la production de testostérone ou a une diminution de la sensibilité des cellules de Leydig a
LH a un age avancé (Chen et al., 1994).

Le volume de I'éjaculat, la concentration de sperme et la viabilité avaient une tendance a étre
influencés par la saison. Les valeurs numériques de ces parametres éetaient les plus basses en
hiver. Des résultats similaires ont été rapportés par Azawi et Ismaeel. (2012) chez les béliers

Awassi.
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Aucun effet significatif concernant le volume d’€jaculat, la concentration en
spermatozoides et le pourcentage de viabilité n’a été observé entre les deux groupes, quelle que
soit la saison.

Bien que les béliers plus geés aient une SC plus important, aucune différence significative
entre les deux groupes n’a été enregistrée. Ces résultats sont en accord avec Tabbaa et al. (2006)
sur les béliers Awassi, qui ont rapporté une activité de production de sperme plus élevée dans
le groupe mature. D’autre part, la mobilité massale des spermatozoides est associée a la fertilité
chez le mouton et affecte les résultats de I'lA (David et al., 2015).

Dans cette étude, la variation saisonniére de la mobilité massale (MM) et mobilité
individuelle (MI) a été observée dans les deux groupes d'age, les meilleurs résultats étant
obtenus en été et au printemps chez les béliers matures. Les plus grandes valeurs de la Ml ont
été obtenues au printemps, en été et en automne. Dans le cas des vieux béliers, les plus grandes
valeurs de la Ml et de MM ont été enregistrées en éte, avec une différence significative par
rapport aux autres saisons. Cette constatation est en accord avec celle enregistrée chez les
béliers a queue grasse iranienne (Zamiri et al., 2010) et chez les béliers Karakul (Kafi et al.,
2004). Dans le méme sens, le pourcentage d'anomalie (ABN%) a été également influencé par
les variations saisonniéres. Les valeurs les plus élevés en (ABN%) ont été observées en hiver
chez les beéliers matures. Des résultats similaires ont été rapportés par Zamiri et al. (2010),
Sarlos et al. (2013) et Pourseif et al. (2013) respectivement chez les béliers a queue grasse
iranienne, les béliers Racka et certains béliers croisée (Baluchi x Moghani et Arkharmerino x
Moghani). Cependant, ce pourcentage était plus élevé chez le groupe agé que chez le groupe
mature, ce qui indique que les béliers matures présentent une qualité de production de sperme
qui est maintenue plus longtemps au cours de ’année par apport aux béliers agés. Cette
constatation était en accord avec celle enregistrée chez les béliers zoulous (Chella et al., 2017).
De nos jours, les paramétres mentionnés ci-dessus (circonférence scrotale et caractéristiques du
sperme) ne suffisent pas pour évaluer la semence dans la pratique quotidienne de I'insémination
artificielle commerciale (Glindogan et Serteser, 2005).

Pour cette raison, I'analyse biochimique du plasma séminal est également utilisée pour
I'évaluation du sperme. Des rapports antérieurs (Gundogan, 2006 ; Dogan et al., 2009) ont
montré que les variations saisonniéres pouvaient également affecter les constituants du plasma
séminal. Dans la présente étude, les concentrations de protéines totales, de lipides et de
cholestérol du plasma séminal ont été significativement influencées par la saison, I'age et leurs
interactions et présentaient une forte corrélation avec la viabilité, la morphologie et la mobilité
du sperme a I’état frais. Des résultats similaires ont suggéré qu'elles pourraient étre influencées

par la saison, la race et I'age (Asadpour, 2012).
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Nos résultats confirment confirme les résultats présentés par Almadaly et al. (2016) sur
protection les spermatozoides par les protéines du PS pendant I'éjaculation et que sa faible
concentration est associée a une mauvaise qualité du sperme ainsi a une réduction du pouvoir
tampon (Mahsud et al., 2013). Cette teneur est hautement corrélée positivement avec toutes les
caractéristiques du sperme chez les béliers Barki (Mahsud et al., 2013). Récemment, Carvajal-
Serna et al. (2018) ont trouvé une relation entre I'activité des enzymes antioxydantes et les
protéines du PS avec la qualité du sperme. En plus les protéines RSVP14 et RSVP20 de la
famille des BSPs augmentent la résistance des spermatozoides de bélier au choc froid (Barrios
et al., 2005), d’autres stabilisent la membrane des spermatozoides, réduisent les dommages dus
au stress (Colés et al., 2009 ; Agarwal et al., 2014c) et augmentent la fertilité des Spz (Jodar et
al., 2017 ; Somashekar et al., 2017).

Concernant les lipides et le cholestérol, il a été démontré gu'ils ont une importance
particuliere dans la structure et le fonctionnement de la membrane plasmique des
spermatozoides (Cross, 1998). Comme ils pourraient également jouer un réle important dans la
structure des spermatozoides, le métabolisme, la capacitation et la fécondation (Hafez, 1987).
Cependant, plusieurs travaux ont montre que les variations saisonniéres des concentrations de
lipides totaux et de cholestérol dans les fluides séminaux sont associées a une réduction de la
mobilité chez les bovins, (Argov et al., 2007) et les béliers (Glindogan et Elitok, 2004). De plus,
la concentration en cholestérol a été associée a la qualité du sperme (Haila et Tulsiani, 2009).
De méme, il a été rapporté gu'une diminution de la concentration et de la mobilité des
spermatozoides était associée a une diminution des lipides du plasma séminal (Taha et al.,
2000).

Nos résultats ont montré que les lipides et le cholestérol totaux sont affectés par I'age,
sans aucun effet saisonnier de ces parametres chez les béliers plus agés. En revanche, le plasma
séminal du groupe mature, présente une diminution significative de lipide et du cholestérol
totaux en hiver. Tous les parameétres biochimiques mesurés étaient plus élevés chez les béliers
matures en comparaison avec les béliers agés, confirmé par les travaux de (Fraser et al., 2016).
La différence de concentration entre les deux groupes d’ages pourrait étre dii a une diminution
de l'activité des glandes sexuelles accessoires avec 1’age avancé (Elzanaty, 2007 ; Rodrigues et
al., 2013).

Concernant la conservation a I’état liquide, la présente ¢tude est cohérente avec les
rapports precédents selon lesquels, les paramétres de qualité du sperme diminuent de maniére
significative avec la durée de conservation (De Paz et al., 2010) et indépendamment des
conditions de stockage a savoir le type de dilueur, le taux de dilution et la température (L6pez-
Séez et al., 2000).
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Cela pourrait étre da principalement au stress oxydatif extracellulaire (Hong et al., 2010).
Cependant, nos résultats suggerent que I'age et les variations saisonniéres affectent la mobilité
des spermatozoides conservés dans le lait écrémé (SM). De plus, le sperme des béliers matures
présente une meilleure résistance au refroidissement et a la conservation dans les deux dilueurs
les plus courants (Lait écrémé et Tris jaune d'ceuf). Plusieurs facteurs peuvent étre impliqués
dans cet effet d'dge sur la qualité apres stockage, y compris la meilleure qualité initiale du
sperme chez les béliers matures par apport aux béliers plus &ges (Hassan et al., 2009 ; Mahmood
et al., 2014), ou a une augmentation du stress oxydatif dans les tissus des glandes accessoires
(Jara et al., 2004). En outre, cela peut étre également expliqué par la diminution de la
concentration des protéines, lipides et cholestérol du plasma séminal chez le groupe agé
(Caballero et al., 2012). Ce qui favorise des graves dommages d’ADN des spermatozoides qui
augmentent significativement avec I'age, comme 1’a été¢ démontré chez I'homme (Vagnini et al.,
2007 ; Schmid et al., 2007). De plus, il pourrait probablement étre lié a la qualité du plasma
séminal qui est en relation avec la stabilité de la membrane des spermatozoides grace a ses
effets protecteurs contre les dommages causés par la forte dilution, le stockage et le stress
oxydatif (Leahy et al., 2010). De méme, le sperme stocké dans le Lait écrémé de vache (SM) a
montré une meilleure mobilité et une meilleure intégrité de la membrane que le sperme stocké
dans Tris jaune d’ceuf.

Ansi, le stockage de la semence dans Tris jaune d’ceuf (TEY) avait moins de peroxydation
lipidique. Ceci est en accord avec le résultat de Tekin et Dagkin. (2016), qui ont indiqué que la
mobilité des spermatozoides de bélier était meilleure dans le SM que dans le TEY. Une étude
antérieure dans notre laboratoire a montre une supériorité de TEY sur SM pour la préservation
de la semence de béliers Boujaad a I'état liquide a 5 °C (Allai et al., 2015). Le TEY semble
offrir une meilleure viabilité et une meilleure protection contre la peroxydation lipidique,
comme le suggerent Quan et al. (2016). Cela pourrait étre expliqué par la différence du
mécanisme de protection de TEY en comparaison avec SM pendant le stockage. Les micelles
de caséine SM inhibent la liaison et empéchent les effets indésirables des protéines BSP «
Binder of Sperm » sur la membrane des spermatozoides tout en maintenant la motilité et la
viabilité des spermatozoides pendant le stockage (Bergeron et al., 2007). De plus, cette fraction
protéique, peut agir comme tampon contre les changements de pH et comme agent de chélation
contre les métaux lourds (Salamon et Maxwell, 2000). Alors que, les lipoprotéines de basse
densité¢ (LDL) du jaune d'ceuf offrent une protection des spermatozoides (Amirat et al., 2004)
contre les effets néfastes des protéines BSP pendant le stockage (Bergeron et al., 2004), en
stabilisant la membrane (MacDonald et Foulkes, 1981) par la formation d’un film protecteur

sur la surface des spermatozoides (Quinn et al., 1980).
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Comme ils assurent le remplacement des phospholipides membranaires des
spermatozoides perdus ou endommages durant la conservation (Graham et Foote, 1987).

Des études ont montré une corrélation entre les paramétres de la mobilité CASA et la
capacité de fertilisation des éjaculats (Broekhuijse et al., 2012). Nos résultats ont montré une
diminution significative de toutes les formes de vitesse ainsi que 1’intégrité de la membrane et
la peroxydation lipidique pendant la contre-saison chez les deux groups de béliers mature et
agé. De plus, les formes de vitesses (VCL, VAP et VSL) ainsi que LIN et STR étaient corrélées
avec une meilleure résistance a la conservation liquide pour le groupe de béliers matures
pendant les deux saisons par apport aux béliers ages. Cela est en accord avec (Lange-Consiglio
et al., 2013). De méme, le VAP est un parameétre nécessaire pour le sperme a des fins d'lA et
qui est le seul parametre du CASA qui montrait une relation positive avec la fertilité. Une
relation entre VSL et la fertilité a déja été mise en évidence chez le verrat (Holt et al., 1997), le
cog (McLean et al., 1997), le dindon (King et al., 2000) et I'nomme (Liu et al., 1991). L'ALH
est nécessaire a la pénétration de la zone pellucide (Gadea, 2005), il devrait étre faible pour un
sperme destiné a I'lA (Leahy et Gadella, 2011). En plus une relation positive entre le
pourcentage de cellules mobiles et des valeurs de vitesse (VCL, VAP et VSL) ainsi que LIN et
STR élevé, et une faible PLO et un HOST éleve a été signalé par la présente étude. Cela suggere
que le sperme de béliers mature présente une fertilité élevée en comparaison avec celui de
béliers agés. Cependant, des résultats similaires ont été enregistrés par Vyt et al. (2008) et Holt
et al. (1997), qui ont révélé des relations entre les parametres de base (VAP, VSL, VCL, ALH
et BCF) et la fertilité, alors que d’autres ont trouvé des corrélations positive, entre la mobilité
progressive, la VCL et BCF avec le taux de mise bas et entre la VAP, VSL et ALH avec la
fertilité (Broekhuijse et al., 2011). 1l est évident dans la présente étude que les spermatozoides
provenant de béliers matures conservent une meilleure qualité et viabilité pendant le stockage
liquides, par rapport aux spermatozoides de béliers plus agés, dans les deux types de dilueur
utilisés et pendant les différentes saisons.

Dans cette étude, il a été démontré statistiquement que la mobilité du sperme conserveé
présentait une forte corrélation avec les parametres biochimiques chez le bélier. Cela confirme
les résultats enregistrés par Benmoula et al. (2017) pour la race INRA 180, ce qui suggére que
la qualité du plasma séminal peut étre responsable de la résistance saisonniere des
spermatozoides pendant le stockage liquides. Des études plus approfondies sur les aspects
moléculaires de la modification d'/ADN et de l'apoptose seraient utiles pour déterminer le

mécanisme de 1’effet de I'4ge sur la qualité du sperme et sa capacité a résister a la conservation.
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La diminution de la mobilité enregistrée apres 24 h de stockage a 1’état liquide n’a pas
affecté la possibilité d’utiliser la semence conservée dans la technologie de la reproduction
assistée tel que les programmes d’IA durant toute 1’année.

Notamment, des études suggerent que la mobilité progressive est un paramétre potentiel
et predictif de la fertilisation des spermatozoides (Herrara et al., 2005 ; Li et al., 2016).

Cela implique la possibilité de prévoir un programme de fertilité réussi pour Boujaéd en

utilisant de I'TA avec de la semence stockée a 1’état liquide.

I11. Conclusion

Cette étude demontre que chez les béliers de la race Boujaéd, la SC, la composition du plasma
séminal, la qualité du sperme et sa conservation a 1’état liquide (a 15 °C), changent avec la
saison, et ils sont négativement affectés par 1'age avancé a 1’exception de la circonférence
scrotale, le volume et la concentration des spermatozoides.

L'automne et I'été sont les saisons présentant la meilleure qualité du sperme, en particulier chez
les béliers matures. De méme, une forte corrélation positive entre la composition biochimique
du plasma séminale a savoir les teneurs en protéine totale, lipides totaux et cholestérol et les
différents types de mobilité des spermatozoides conservé chez le bélier de la race Boujaad. En
outre, il a été confirmé que les deux dilueurs (Lait écrémé de vache et le Tris jaune d’ceuf)
offrent une protection aux spermatozoides pendant la conservation liquide. Notamment, le Tris
jaune d’ceuf protége mieux contre le stress oxydatif alors que le Lait écrémé de vache conserve
d’avantage la mobilité progressive et la linéarité des spermatozoides. Malgré I’effet de la saison,
le sperme des deux groupes d'age de bélier Boujaad peut étre stockée a 15 °C a des fins
d'insémination artificielle tout au long de I'année. Des essais d'l A sont donc nécessaires pour
déterminer si ces différences ont un effet sur la fertilité ou non.

Souvent, les ¢éleveurs ont besoin d’utiliser des béliers plus agés de trés haute qualité
génétique dans des programmes d’TA. L'age avancé des beliers affecte négativement la qualité
initiale du sperme et la composition biochimique du plasma séminale, ce qui diminuent leur
capacité de resister au refroidissement et a la conservation. En outre, une amélioration du
pouvoir antioxydant du Lait écrémé de vache et une amélioration de la motilité progressive et
de la linéarité des spermatozoides conservés dans le Tris jaune d’ceuf sont nécessaires. Dans le
chapitre suivant nous avons testé 1’addition d’extrait aqueux du safran (EAS) aux dilueurs et
huile d’olive dans 1’alimentation des béliers comme antioxydant naturels sur la qualité de

production et/ou la conservation du sperme, en particulier chez les béliers plus agés.
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Chapitre 2. Amélioration de la conservation du sperme par
I’addition d’extrait aqueux de safran (EAS) aux
dilueurs (SM et TEY) chez le bélier Boujaad

D’apres les résultats du premier chapitre, il est donc nécessaire d’améliorer la résistance
des spermatozoides a la conservation. Ceci en particulier chez le groupe de béliers agés, qui
présentent une faible qualité initiale du sperme et une faible résistance a la conservation par
apport au groupe mature. Pour cela, grace a ses propriétés antioxydantes, 1’extrait aqueux du
safran pourrait protéger le sperme contre la peroxydation lipidique. Dans ce deuxiéme chapitre,
nous allons étudier 1’effet d’addition d’EAS dans les deux dilueurs de routine a savoir le Lait
écrémé de vache (SM) de vache et le Tris jaune d’ceuf (TEY), sur la conservation du sperme de

deux groupes de béliers Boujaad de différents ages : Mature 3 ans et Agé 6 ans.

I. Reésultats

I.1. Caractérisation de PEAS

1. Ladétermination de la qualité du safran

Le tableau 15 présente les valeurs concernant le pourcentage d’humidité et de la Crocine

ainsi, la saveur le pouvoir aromatique et colorant de 1’échantillon du safran.

Tableau 15. Détermination de I’humidité, la saveur, le pouvoir aromatique et colorant, et

le pourcentage en Crocine de I’extrait aqueux de Safran

E™ 1ena (A250) [E™ 1ma(A320) [E™1ma(M435) | Crocine% [ Humidité %
637 36,9 1751 9,604 11,15

e EY 4250 nm : Saveur amére (exprimé en Picrocrocine)

e EY . a320 nm : Pouvoir aromatique (exprimé en Safranal)

e EY . a435nm : Pouvoir colorant (exprimé en Crocine)

2. Spectre d’absorption UV-Vis caractéristique d’extrait aqueux de safran

Le spectre d’absorbance (Figure 22) montre la présence de trois pics correspondant aux
trois molécules principales du Safran, avec une absorbance maximale a la longueur d’onde de
435 nm spécifique a la Crocine, les deux autres piques d’absorbance correspondent au Safranal
et a la Picrocrocine a 320 nm et 250 nm, respectivement. Nos résultats sont en accord avec ceux
du comité technique ISO/TC 34-2010. De petites variations entre le spectre obtenu et celui de

la littérature, peuvent étre justifier par I’effet du pH de I’eau utilisée (Alexandra Caudron, 2004).
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En effet, la valeur de la longueur d’onde maximale augmente avec I’acidité ou par 1’effet
de la température qui provoque la délocalisation des liaisons C-O et C=C conjuguees (Bloch et
Errera, 1935).

Ces résultats montrent que le safran analysé est de bonne qualité, car il a un gout fort,
arome acceptable et une couleur remarquable. 1l a été classé en catégorie Il selon la norme
ISO/TS (2003). Notre résultat est en accord avec celui présenté par Garcin et Carral. (2007)

effectués sur cing échantillons de la méme région de Taliouine en 2003.

Spectre UV-Vis du Safran
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Figure 21 : Spectre d’absorption UV- Vis caractéristique d’extrait aqueux de safran

3. Lateneur en polyphénols et flavonoides

De plus, notre échantillon présente une teneur trés importante en polyphénols et
flavonoides avec des valeurs de 226,44 pgEG/QE et 69,58 HgEQ/QE respectivement (Tableau
16). Plusieurs études ont montré des teneurs élevées en polyphénols et flavonoides dans
différente partie de Crocus sativus. L (Karimi et al., 2010 ; Mir et al., 2016 ; Sanchez-Vioque
et al., 2016). Cependant, des résultats variables ont été décrites et ont été souvent expliquees
par des différences liées au climat, la qualité du sol (Ebrahimi et al., 2008) ainsi qu’aux

méthodes d’extraction (solvant, température et durée) (Abdi et al., 2011).

Tableau 16 : La teneur en polyphénols et en flavonoides dans ’EAS

Polyphénol (ug EG/g E) 226,44 £5/1
Flavonoide (ug EQ/g E) 69,58 +1,3
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11.2. L’effet de la concentration de I’extrait aqueux de safran (EAS)

1. Conservation du sperme a 15 °C dans le Lait écrémé (SM)

L’effet de la concentration de EAS dans le SM sur la motilité du sperme de bélier conservé
a 15°C est présenté dans la Figure 23 (a, b). Les résultats ont montré une amélioration
significative de la mobilité totale (MT) apres I'ajout de 40 pg et de 60 ug de EAS avec (P<0,05)
et (P<0,01) respectivement, et seulement aprés 1’ajout de 60ug (P<0,05) pour la mobilité
progressive (MP) a TOh. En paralléle, un effet significativement négatif a été enregistré apres
I’ajout de 100ug sur la MP (P<0,05). Apres 24h de conservation, une amélioration significative
de la MT a été enregistrée suite a I’ajout de 20 pg, 40 ug (P<0,05) et 60ug (P<0,01) d’EAS. De
méme, une amélioration de la MP a été notée aprés 1’ajout de 40 ug et 60ug avec (P<0,05) et
(P<0,001) respectivement. Par contre, un effet significativement négatif a été enregistré apres
I’ajout de 100pg d’EAS sur la MT (P<0,05) et la MP (P<0,01) en comparaison toujours avec le

témoin.

2. Conservation du sperme & 5 °C dans le Tris jaune d’ceuf (TEY)

L’effet de la concentration de EAS dans le TEY sur la motilit¢ du sperme de bélier

conservé a 5°C est présenté dans la Figure 23 (c, d).

ATOh, les résultats ont montré une amélioration significative de la MT aprés I'ajout de 40
pg de EAS (P<0,05), contre une amélioration a partir de I’ajout de 10 pg (P<0,05) et 20 pg, 40
ug et 60ug (P<0,001) pour la MP. En paralléle, un effet significativement négatif a été
enregistré apres 1’ajout de 100pg sur la MT (P<0,05) et la MP (P<0,001).

Apres 24h de conservation, une amélioration significative de la MT a été enregistrée suite
a I’ajout de 60pg (P<0,05) d’EAS, contre une amélioration de la MP apres ’ajout de 10, 20, 40,
60 et 100pg avec (P<0,001). Cependant, un effet significativement négatif a ét¢ enregistré apres

I’ajout de 100pg d’EAS sur la MT (P<0,001) en comparaison toujours avec le témoin.
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Figure 22 : Effet de la concentration en EAS sur la mobilité totale (MT) & progressive (MP) dans le SM : fig. aetbetdansle TEY : fig. cetd

* Significatif & P <0,05. ** significatif a P <0,01 et. *** significatif a P <0,001 en comparaison par apport au témoin.
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111.3. Effet de I’EAS et de I’age, sur la conservation du sperme a 1'état liquide
chez le bélier
1. Conservation du sperme dans le SM a 15 °C

Les résultats concernant 1’effet de 1’ajout de EAS dans le SM, ainsi que I'dge avance sur la
conservation du sperme du bélier a 15°C ont été présenté dans les tableaux 17 et 18. D’abord, au
début, les deux groupes d’age ont eu la méme tendance pour les variables MP, VCL, SRT, VIAB,
HOST et ALH (Tableau 17). Cependant, I’ajout d’EAS a déminué la VCL et a amélioré
d’avantage la MT, VSL, VAP, BCF et WOB chez le groupe agé par apport au groupe mature,
contrairement au LIN et MDA (Tableau 18). Aprés 24h de conservation, les deux groupes d’age
ont montré la méme tendance pour la MP, SRT, WOB et I’ALH, par contre le groupe agé a
montré une amélioration plus importante par rapport au groupe mature pour la VAP, LIN, SRT,
WOB, BCF, VIAB, HOST et MDA (Tableau 18). De méme, un effet significatif d’age a été
enregistré pour la MP et HOST (P<0,001), aussi pour la MT et la MDA (P<0,01) et pour la VSL,
VAP, LIN, SRT et VIAB (P<0,05) directement apres la dilution du sperme. Par contre, aprés 24h
de conservation, I’age avancé a affecté significativement ’HOST (P<0,001), la MP, VCL, VSL,
VAP, VIAB et MDA (P<0,01) et la MT, SRT, LIN et BCF (P<0,05) (Tableau 17).

Pour la conservation dans SM, a Oh de stockage, les résultats ont montré un effet significatif
de I’ajout d’EAS dans le SM sur la MP, MT, VAP (P<0,01), ainsi sur la VSL, LIN, SRT, WOB
et la MDA (P<0,05), alors qu’il n’a pas d’effet sur la VCL, ALH, BCF, VIAB et ’HOST.
Cependant, apres 24 heures de conservation, un effet significatif a été enregistré pour la VIAB,
I’HOST et la MDA (P<0,001), ainsi pour la MP, MT, VCL, VAP, VSL, LIN (P<0,01) et pour la
SRT, WOB et BCF (P<0,05) (Tableau 17).

Dans le SM seule, a Oh, un effet significatif d’age a été enregistré pour la MT, la MP et
I’HOST (P<0,001), la MDA (P<0,01), ainsi la VSL, VAP, VIAB et LIN (P<0,05), alors qu’il n’a
pas d’effet sur la VCL, ALH, WOB, SRT et BCF. Apres 24h de conservation, un effet d’age a
été enregistré pour VCL, ’'HOST, MDA (P<0,001), pour la MT, MP, VSL, VAP et la VIAB
(P<0,01), de méme pour la LIN, SRT et WOB (P<0,05) et sans effet sur I’ALH et BCF.

Cependant, dans le SM supplémenté par I’EAS, a Oh de conservation, 1’dge a
significativement affecté la MP et ’HOST a (P<0,001), la MT et la MDA a (P<0,01), ainsi, la
VSL, laVCL, la LIN, la SRT et la VIAB a (P<0,05). Aprés 24h de conservation, un effet d’age
a été enregistré pour la VCL, VSL et VAP a (P<0,01), ainsi la MT, MP, SRT, ALH, BCF, VIAB,
HOST a (P<0,05), alors qu’il n’a pas effet sur la LIN, WOB et la MDA (Tableaux 17 et 18).
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Tableau 17 : Le degré de signification concernant l'effet d’EAS, 1'effet d'age et la combinaison
EAS * Age, a0Oh et apres 24 heures le stockage dans le SM a 15 °C

MP MT VCL VSL VAP LIN SRT WOB ALH BCF VIAB HOST MDA
. 043 036 -0,17 0,23 o037 031 02 033 0218 -01 -0,02 0,13 -0,22
Dllueur (SM+ EAS) ** ** ns * ** * * * ns ns ns ns *
-0,81 -0,47 -0,19 -0,34 -0,29 -0,23 -0,2 -0,48 -0,08 -0,01 -0,21 -0,84 0,59
Oh Age *kk ** ns * * * * ns ns ns * *kk **
0,12 0,21 -008 02 039 -0,2 -0,18 0,22 0,05 -0,33 0,02 0,15 -0,29
* ] ] 1 1 1 1 ] ] ] ] ) ] ]
(SM+ EAS) * Age ns * ns * ** * ns * ns * ns ns *
. 046 051 05 053 045 054 024 021 0,09 -03 0,81 0,88 -0,94
Dllueur (SM+ EAS) ** *% *% *% ** ** * * nS * *k*k *kx *k*k
-045 -0,27 -059 -051 -05 -022 -0,2 0,12 -0,07 -0,26 -0,55 -0,79 0,54
24h Age ** * ** ** ** * * ns ns * ** *kk **
0,18 0,21 -0,34 -0,37 0,26 0,22 -0,12 0,04 -0,11 -0,29 0,58 0,85 0,87
(SM+ EAS) * Age ns * ** ** * * ns ns ns * ** *kk **k*k
* Significatif a P <0,05. ** significatif a P <0,01 et. *** significatif & P <0,001. ns : pas de signification P>0,05
Tableau 18 : Effet du SM supplémenté avec I’EAS (moyenne + SEM) sur la conservation du
sperme chez les deux groupes d’age de bélier a 15 °C
Oh 24h
STM STA STMS STAS STM STA STMS STAS
MT 94,2+0,4°x 91,8+0,2% 95,8+0,2% 94+0,3% 92,4+0,3% 91+0,3% 94,2+0,2% 93,1+0,3%
MP 77,10,7° 73+0,2% 79,4+0,5% 75,7+0,5% 71,7+0,3% 70,6+0,3% 75,2+0,8* 74+0,2°%
VCL 215,3+0,3* 213,941,730 214,241 210+1,7% 179,6+1,1°  172,7+1,7% 184,9+2,6®  176%1,3%
VSL  1258422b%  1210+0,8Y  1285+15% 124+15% | 109,2+¢1°*  103,10,9% 114,1+14%®  107,9+1%
VAP 153,7+£1,4* 149,2+0,9%  155x1,7* 152+1,6% 133+1,4%% 126,3+2,0% 137,4+1,6®  131,6+1.2%
LIN 58,6+0,4% 57+0,6% 60+0,3% 59+0,3% 60,8+0,4* 59,9+0,3%  61,7+0,2% 61,340,423
SRT 81,6+0,4 ™ 81,7+0,4 ™ 82,8+0,2*  81,6+0,2% | 82,1+0,4" 81,6+0,2% 82,8+0,2% 82+0,3%
WOB 71,2+0,9 % 69,8+0,6™ 72,7+£0,3* 72,2+0,3% 74,1+0,420% 72,9+0,5% 74,1+0,3% 74,8+0,7%
ALH 2,77£0,1 2,65+0,1 2,91+0,1®  2,86+0,1 ™ | 2,3+0,2% 2,040,2° 2,44+0,1 2,23+0,1%
BCF 24,4405 % 25 1+0,4% 24,640,323  23.8+0,3% | 24,3+0,8* 23,61 23,5+0,9% 21,7+0,4%
VIAB 96,7+0,2% 95,1+0,3% 96,7+0,2% 95+0,3% 93,7+0,2% 91+0,3% 95+0,2% 94,2+0,2
HOST  91,4+0,2% 87+0,4% 91,7+0,2% 87,8+0,3% 79,3+0,2% 76,5+0,2%  81,6+0,2% 80,8+0,2%Y
MDA 1,66+0,05°¢  1,79+0,06%  1,54+0,05* 1,75+0,04% | 3,05+0,08°  3,55+0,07% 2,58+0,05*  2,66+0,06%

a,b : Différentes lettres dans les lignes indiquent un effet de groupe de traitement (P <0,05).
X, y. Différentes lettres dans les lignes indiquent un effet de groupe d'age (P <0,05).

STM : sperme du bélier mature, STA : sperme du bélier agé, STMS : sperme du bélier mature conservé a I'extrait
de safran, STAS : sperme de l'ancien bélier témoin conservé a l'extrait de safran.
VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire (en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en
um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100 / VCL) ; SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation
représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ; BCF : Fréquence de croisement de trajectoire (battements
/s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en um).
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2. Conservation du sperme a5 °C dans le TEY

Les tableaux 19 et 20 présentent les résultats concernant 1’effet de 1'age et de 1’ajout d’EAS
dans le TEY sur la conservation du sperme du bélier a 5°C. Le sperme des deux groupes d’age a
répondu de la méme manicre directement suite a 1’ajout d’EAS dans le TEY pour la MT, LIN,
WOB, ALH, BCF, VIAB, HOST et MDA. Par contre, la MP, la VSL et la VAP ont éte
positivement affecté par 1’age avancé et négativement pour la VCL et la SRT. Mais apres 24h de
conservation, les deux groupes d’age ont suit la méme tendance pour I’ALH et BCF (Tableau
19). Cependant, I’ajout d’EAS au TEY a diminué directement I’effet age pour la MP, WOB et
la VCL contre une augmentation de cet effet pour la VVSL, VAP, LIN et SRT, contre une réduction
de I’effet age enregistré pour la MP, laVVCL, laVSL, laVAP, la LIN, la WOB, la VIAB, ’HOST
et la MDA apres 24h de conservation (Tableau 20). En plus, avant la conservation, un effet
significativement positif de I’age a été enregistré pour la VCL et la MDA (P<0,05), et négatif
pour la PM (P<0,001), la MT, la VIAB et ’HOST (P<0,01), ainsi pour la VSL, VAP, LIN, SRT,
et WOB (P<0,05). De méme, aprés 24h de stockage, un effet significativement positif de I’age
a été enregistré pour la MDA (P<0,001), et négatif pour la MP, la VAP, la VIAB et ’HOST
(P<0,01), ainsi pour la MT, la VCL, la VSL, la LIN, la SRT et la WOB (P<0,05) (Tableau 19).

D’autre part, une amélioration significative a ét€ observé directement apres la dilution du
sperme dans le TEY supplémenté d’EAS pour la VAP (P<0,001), de méme pour la MP, la VSL,
LIN et WOB (P<0,01), contre diminution de I’ALH et la MDA (P<0,01), alors qu’il n’a pas effet
sur la MT, la VCL, la SRT, la BCF, la VIAB et ’THOST. Mais apres 24h de conservation, les
résultats ont montré une amélioration significative suite a ’ajout d’EAS dans le TEY sur la MP,
la SRT, ’HOST (P<0,001), ainsi sur la VSL, VAP, LIN, VIAB (P<0,01) et sur la MT, la VCL
et la WOB (P<0,05), contre une diminution des valeurs de I’ALH et la MDA (P<0,001) et de
BCF (P<0,05) (Tableau 19).

Dans le TEY seule, a Oh, un effet significativement négatif de I’age a été enregistré pour la
MP a (P<0,001), pour la VIAB, HOST et MT a (P<0,01), ainsi pour la LIN et la WOB (P<0,05),
positive sur la VCL a (P<0,001), ainsi sur I’ALH, la BCF et la MDA (P<0,05) et sans effet sur
la VSL, VAP et la SRT. Apres 24h de conservation, on a enregistré une diminution significative
des valeurs avec I’age pour la VSL a (P<0,001), de méme pour la MP, VAP, LIN, SRT, VIAB
et HOST a (P<0,01), ainsi pour la MT et WOB a (P<0,05), contre une augmentation pour la
MDA a (P<0,01), et sans variation significative pour la VCL, I’ALH et la BCF.
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Dans de TEY supplémenté par I’EAS, a Oh de conservation, les résultats ont montré un
effet significativement négatif de 1’age sur la VSL a (P<0,001), la MP, VAP, LIN, SRT, VIAB
et HOST a (P<0,01), de méme pour la MT, la VCL et la WOB a (P<0,05) et positif sur la MDA
a (P<0,01) et la BCF a (P<0,05), alors qu’il n’a pas d’effet sur la ALH. Aprés 24h de
conservation, un effet significativement négatif de 1’age a été enregistré pour la MT et la MP
(P<0,01), 1a VSL, VAP, LIN, WOB, VIAB et I’THOST a (P<0,05) et positif sur la MDA a
(P<0,05), alors qu’il n’a pas d’effet sur la VCL, SRT, ALH, et BCF (Tableaux 19 et 20).

Tableau 19 : Le degré de signification concernant l'effet d’EAS, de 1'dge et la combinaison EAS
* age, pendant 24 heures de stockage dans le TEY a5 °C

MP MT VCL VSL VAP LIN SRT WOB ALH BCF VIAB HOST MDA
. 067 -008 -01 061 091 0,72 0,18 0,69 -0,71 -0,08 01 0,15 -0,74
Dllueur (TEY+ EAS) ** nS nS ** *kk ** nS ** ** nS ns ns **
-0,76 -042 0,29 -0,37 -0,36 -0,25 -0,37 -04 0,18 0,19 -051 -0,62 0,37

Oh Age *kk ** * * * * * * nS nS ** ** *
0,31 002 -035 048 0,24 0,04 -0,34 0,14 0,08 0,04 0,09 0,07 0,01

(SM+EAS) *Age * ns * ** * ns * ns ns ns ns ns ns
. 097 0,27 038 066 069 0,71 0,98 0,37 -0,78 -0,3 047 0,95 -0,78
Dllueur (TEY+ EAS) **k*x * * *%* *%* *%* **%* * **%* * ** *kxx **k%*
-0,42 -0,35 -0,21 -0,27 -0,54 -0,25 -0,27 -0,33 -0,17 0,19 -0,45 -0,46 0,48

24h Age *%* * * * *%* * * * ns ns ** *%* **
0,27 0,21 0,28 0,24 21 0,22 0,2 0,23 0,00 0,01 0,32 0,35 0,65

(TEY+ EAS) *Age * * * * * * * * ns ns * * **

* Significatif & P <0,05. ** significatif a P <0,01. *** significatif a P <0,001. ns : pas de
signification P>0,05.

95



Résultats & Discussions

Tableau 20 : Effet du TEY supplémenté avec I’EAS (moyenne + SEM) sur la conservation du

sperme chez les deux groupes d’age de bélier a 5 °C

Oh 24h

STM STA STMS STAS STM STA STMS STAS
MT 93,58+0,4*  91,84+0,8”  93,33+0,3®  91,92+0,5% | 89,67+0,4>  86,33+0,4%  91,4+0,5% 87,43+0,4%
MP 76,75£0,9  66,31+0,5%  79,5+0,4% 76,67+0,7% | 46,8+0,3% 38,50,6% 66,73+0,8%  61,430,3%
VCL 212,1+1,4%  2253+1,7%  219,3+12"  216+1,8% 211,3+1,17  211,2+41,7%  216,4+2,6™  213,1+1,3%%
VSL 106,4+4,4>  106+0,9% 122+0,9% 110,2+1,4% | 71,7541 65,1+0,9% 87,1+1,4% 83,9+1%
VAP 137,25+4,9%  134,75+2,6% 149,1+0.8>  143,1+2Y 112+1 4P 105,3+2,0%  118,4+1,6%  114+12%
LIN 50420 47+0,4% 55,67+0,3%  51,92+0,8” | 34,4+0,5% 30,8+0,3% 40,2+0,2* 39,4+0,4%
SRT 77,2 £0,3% 78,6+1,5> 81,8+0,2* 77+0.5% 65,4+0,4° 61,8+0,2% 73,5+0,2% 73,6+0,3%
WOB 64,7+2,1> 60+1,2% 68,08+0,3%  66,25+0,6” | 53,1+0,4 49,9+0,5% 54,5+0,3* 53,4%0,7%
ALH 3,25+0,22%  3,83+0,17%  2,75+0,24”  3,23+0,45%* | 4,23+0,15™  4,04+0,2% 2,44+0,1° 2,3+0,08™
BCF 25,54+0,5%  27,67+0,56* 2533+0,3%  27,25+0,83% | 23,3+0,8%*  24,6+1¥ 21,5+0,9 22,7+0,4>
VIAB  9555+0,3"  93,8+0,2% 96,13+0,2*  93,9+0,2% 91,17+0,3>  88,18+0,3¥  92,25+0,2®  91,38+0,3%
HOST  85,58+0,3™  81,88+0,4"  86,18+0,4%*  82,27+0,3" | 67,1705  64,58+0,3%  74,92+0,4®  74,07+0,2%
MDA 1,68+0,03>  1,8+0,04% 1,52+0,03  1,63+0,04% | 2,58+0,08™  3,23+0,07%  1,73+0,05®  1,87+0,06%

a,b : Différentes lettres dans les lignes indiquent un effet de groupe de traitement (P <0,05).

STM : sperme du bélier mature, STA : sperme du bélier &gé, STMS : sperme du bélier mature conservé a l'extrait

de safran, STAS : sperme de I'ancien bélier témoin conservé a l'extrait de safran

VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire (en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en
um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100 / VCL) ; SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation
représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ; BCF : Fréquence de croisement de trajectoire (battements
/s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en um).
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I1. Discussion

Pendant la conservation, des SPZ dans des niveaux plus élevés des ROS peuvent
endommager les membranes cellulaires et 'ADN en reduisant la fertilité (Fraser et al., 2017). Par
ailleurs ils peuvent conduire a l'apoptose (Agarwal et al., 2008). Le plasma séminal offre une
certaine protection contre le stress oxydatif (Agarwal et al., 2014). Cependant, cette capacité
devient insuffisante lors d'un stockage prolongé (Agarwal et al., 2006 ; Du Plessis et al., 2008).
Devant cette situation 1’utilisation d’antioxydants exogenes peut étre une opportunité pour réduire
I'effet des ROS et minimiser 1’effet du choc thermique lors du refroidissement lent (Salamon et
Maxwell, 2000).

Plusieurs travaux ont montré 1’effet bénéfique des anti-oxydants dans la protection contre la
peroxydation. En plus ils permettent d’améliorer la fluidité, la stabilité, la perméabilité, la
production d’énergie, la motilité, la fertilité et I’intégrité de la membrane du sperme (Maia et al.,
2009 ; Coyan et al., 2010 ; AminiPour et al., 2013). Dans ce sens, le safran ou ses composantes
ont montré des effets bénéfiques pour améliorer la conservation du sperme chez I’homme stérile
(Vaez et al., 2014 ; Asr Badr et al., 2017) le rat (Mardani et al., 2014) et le bovin (Sapanidou et
al., 2015). D’autre part, le safran réduit la viscosité plasmatique (Ghanbari-Niaki et al., 2015),
comme il inhibe l'agrégation plaquettaire (Liakopoulou-Kyriakides et al., 1985 ; Jessie et al.,
2005), et empéche I'oxydation des lipides (Jessie et Krishnakantha, 2005 ; Kianbakht et al., 2009).

Le jaune d'ceuf est connu par son effet bénéfique pour la conservation des spermatozoides
en tant que protecteur de la membrane plasmique et de I'acrosome contre les Iésions liées a la
température. Ceci est surtout lié a la présence de phospholipides en combinaison avec d'autres
composants (Surai et al., 2000). En revanche, le jaune d'ceuf, a tendance a se coaguler en présence
de plasma séminal, grace a une lipase pancréatique (enzyme coagulante du jaune d'ceuf ou
BUSgp60) (Cseh et al., 2012). De plus, il entraine une augmentation de la viscosité du milieu, ce
qui influe négativement la respiration des Spz, leur mobilite (Sharafi et al., 2009 ; Forouzanfar et
al., 2010) et leur linéarite (Aires et al., 2003). De méme, le lait écréme présente un effet similaire
grace a la caséine, mais son pouvoir anti oxydant diminue considérablement avec la durée de
stockage.

L'objectif principal de cette étude était d'améliorer la conservation du sperme de deux
groupes d'age de bélier dans les deux milieux de conservation de base a savoir le SM et le TEY.
Suivant cette hypothése, nous avons examiné l'extrait aqueux de stigmatisation du safran en tant

qu'antioxydant, anti-coagulant ainsi pour diminuer la viscosité de ces milieux.
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Nos résultats concernant la caractérisation de safran ainsi la détermination de sa qualité sont
en accord avec celui présenté par Garcin et Carral. (2007) réalisé sur cing échantillons de la méme
région de Taliouine en 2003.

De plus, I’ajout de 60 ug d'EAS dans les deux milieux de conservation a savoir SM et TEY,
a révéle une meilleure résistance des spermatozoides durant 24 heures de stockage liquide, avec
des valeurs de MT et PM plus éleveées, utilisées comme variables fortement corrélées avec la
résistance a la conservation (Lasley, 1951). Par ailleurs, une toxicité a partir de I'addition de 100ug
d'EAS peut étre notée confirmant ainsi les résultats présentés par (Abdoulaye et al., 2004 ; Bostan
etal., 2017).

Les résultats ont montré que I'addition d'EAS au SM avait un effet significativement positif
a Oh de conservation sur la MP, MT, VSL, VAP, WOB, LIN, SRT et négatif sur la production de
la MDA, contre une amélioration significativement de tous les paramétres étudiés sauf ALH ainsi
une réduction des valeurs de la MDA aprés 24h. De méme, avec la durée de conservation, une
amélioration signification suite a I'addition d'EAS au dilueur SM entre Oh et 24h a été enregistrée
pour la VCL, VSL, LIN, VIAB et HOST contre une diminution de la BCF et la MDA, ce qui
montre 1’effet protecteur d’EAS sur la membrane du sperme par le pouvoir anti-radicalaire et
antioxydant du EAS lié a ses différentes molécules, notamment la crocine avec les polyphénols et
les flavonoides (Ross et al., 2010 ; Papandreou et al., 2011 ; Mashmoul et al., 2013 ; Imamovic
Kumalic et al., 2014).

De méme, a Oh de conservation, un effet significativement négatif de I’age a été enregistré
pour la MP, MT, VSL, VAP, LIN, SRT, VIAB, HOST et positive pour la MDA, qui peut étre
expliqueé par la différence de la qualité initiale du sperme entre les deux groupes, confirmant les
résultats présentés dans la premiere expérimentation. Alors que tous les parameétres testés sauf la
WOB et I’ALH ont été significativement affecté par 1’age apres 24h de stockage. Cependant,
d'EAS a significativement diminué 1’effet de 1’age pour MP, MT contre une augmentation de cet
effet pour VCL, VSL, VAP et BCF en faveur du groupe mature. Cela indique que ce traitement a
amélioré d’avantage la MP, MT chez le groupe agé, contrairement aux VCL, VSL, VAP et BCF.

Plusieurs études ont montré I'effet bénéfique du safran sur la motilité des spermatozoides
chez les hommes stériles (Heidary et al., 2008 ; Papandreou et al., 2011 ; Asr Badr et al., 2017),
la morphologie, les propriétés antioxydantes et l'intégrité de la membrane (Vaez et al., 2014).
Comme il diminue les dommages de I'ADN et les anomalies de la chromatine chez le rat (Mardani
et al., 2014). Cependant, la crocine a (1 mM) avait des effets positifs sur la mobilité, la viabilité,
I'intégrité acrosomique et la fertilité, ainsi qu'une réduction de la peroxydation lipidique et
fragmentation d’ADN (Sapanidou et al., 2015).
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Dans une autre expérimentation, I’ajout d’EAS au TEY a trés significativement amélioré la
MP, VSL, VAP, LIN et WOB contre une diminution de ’ALH et la MDA, directement apres la

dilution.

Cependant, aprés 24h de conservation, nous avons enregistré une amélioration de 1’effet de
I’ajout d’EAS au TEY sur la MP, la MT, la VCL, la VSL, la VAP, la LIN, la SRT, la VIAB et
I’HOST, contre une diminution de la ALH, la BCF et la MDA par rapport au groupe témoin.

Cela pourrait étre attribué a une réduction de I’interaction entre les facteurs de coagulation
du plasma séminal et les constituants du jaune d’ceuf par I’EAS, a une diminution de la libération
des acides gras et de lysolécithine (Iritani et Nishikawa, 1963), ainsi la viscosité du milieux
(Ghanbari-Niaki et al., 2015), ou a I’inhibition de l'agrégation des membranes (Liakopoulou-
Kyriakides et al., 1985 ; Jessie et Krishnakantha, 2005). De plus, ’EAS permet une protection
contre les dommages oxydatifs qui pourrait étre un facteur d'hyperviscosité du plasma séminal
(Aydemir et al., 2007). Des résultats similaires ont montré une amélioration de I’HOST, contre
une diminution de la production de la MDA suite a la supplémentation par le safran (Jessie et
Krishnakantha, 2005 ; Kianbakht et al., 2009).

D’autre part, a I’exception de I’ALH et BCF, ce traitement a révélé un effet de 1’ge sur
toutes les formes de vitesse ainsi que pour la VIAB, HOST et MDA. De plus, on a enregistré une
diminution de cet effet apres 24h de stockage pour la MP et la MT, contre une augmentation de
la VAP et la MDA. Ce résultat indique une amélioration d’avantage des formes de la trajectoire
chez les béliers mature, qui n’empéche pas la possibilité d’amélioré la motilité des spermatozoides
des béliers 4gés en particulier la MP et MT par I’EAS. Des corrélations positives entre la fécondité
et les paramétres de la mobilité analysés par CASA (Ben Ali, 2013), prévoient une amélioration
de la réussite de I’TA avec I’utilisation d’un sperme traité par I’EAS. Des résultats similaires ont
été enregistrés sur I’effet bénéfique du safran sur la conservation (Asr Badr et al., 2017 ; Sapanidou
et al., 2015), la motilité, I’intégrité de la membrane et la fertilité (Maia et al., 2009 ; Coyan et al.,
2010 ; AminiPour et al., 2013).

Les résultats de la présente étude sont trés prometteurs pour améliorer la motilité du sperme,
déminuer la viscositeé et la toxicité du milieu pendant la conservation liquide en particulier lors de
I’utilisation des dilueurs a base du TEY. Aussi pour inhiber ’effet négatif des enzymes de
coagulation et éviter le lavage du sperme en particulier chez les chévres avant le processus de
conservation (Bliss et al., 2012 ; Chelucci et al., 2015 ; Barbas et al., 2018). Cela peut aider a
développer le potentiel de fertilité pour la réussite de I’insémination artificielle, en particulier lors

de I'utilisation de la semence de bélier plus agé.
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Chapitre 3 : Amélioration de la production et de la conservation du sperme
par la supplémentation alimentaire en huile d’olive en absence
et en présence de ’EAS chez le bélier Boujaad

Dans le deuxiéme chapitre, on a pu améliorer la résistance du sperme a la conservation chez
les deux groupes d’age de béliers par I’ajout d’extrait aqueux de safran dans les deux types de
dilueurs de base (SM et TEY). Cependant, la résistance du sperme a la conservation des béliers
matures est significativement plus élevée par rapport aux béliers agés. Ce qui est peut-étre di a la
diminution de la qualité initiale du sperme et au faible teneur en lipides, protéines et cholestérol
dans le plasma séminal chez les béliers &gés démontrer dans le premier chapitre. Dans 1’objectif
d’améliorer la qualité de production et de conservation du sperme, des additifs alimentaires riches
en antioxydants et en acides gras polyinsaturés tels que 1’huile d’olive, pourrait étre une bonne
solution. Dans ce troisieme chapitre, nous allons présenter les résultats de I’effet de la
supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la qualité de production et de la conservation du
sperme, et la composition de plasma séminale. Ainsi, I’effet de ’ajout d’extrait aqueux de safran

dans le dilueur (SM), sur la conservation du sperme des béliers traités par I’huile d’olive.

I. Résultats

|.1. Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur le poids, la
circonférence Scrotale, la production du sperme et sa conservation

Les résultats concernant la supplémentation alimentaire en huile d’olive n’ont montré
(P>0,05) aucun effet de la combinaison entre la durée de traitement et I’age de bélier sur le poids
la circonférence scrotale et le pourcentage d’anomalies. Par contre, un effet significativement
positif (P <0,05) du traitement alimentaire en huile d’olive sur la motilité massale, le volume

d’¢jaculat et le pourcentage de la viabilité a été enregistré (Tableau 21).

Tableau 21 : Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive pendant six semaines sur la
masse, la Circonférence Scrotale et la production du sperme chez le bélier Boujaad

Groupes MC (Kg) SC (cm) ABN (%) MM VE (ml) VIAB%

Témoin 7334+16% 31,73+05% 10,71+09% 4,64+0,10° 1,25+0,07° 90,55+0,8°
Test 71,12+12% 3224+08% 965+12% 4,83+0,06% 1,46+0,06% 92,98+1,2°%

a, b. Des lettres différentes dans les colonnes un effet de groupe (P <0,05)
MC : masse corporelle ; SC : Circonférence scrotale ; ABN % : le pourcentage d’anomalies MM : la motilité massale ;
VE : le volume d’éjaculat ; VIAB% : le pourcentage de viabilité
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La durée du traitement a montré un effet positif et significatif (P<0,05), aprés deux semaines
sur la concentration (P<0,01) la mobilité individuelle et la viabilité. De méme, un effet positivement
significatif (P<0,01) du traitement sur la mobilité massale a été enregistré aprés seulement une

semaine (Tableau 22)

Tableau 22 : Effet de la durée de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la qualité
du sperme de béliers Boujaad

Semaines SPC (10%pz/ml) MM MI (%0) VIAB (%)
PO 4,21+ 0,33 4,60+0,09 ° 89,70+1,2° 91,28+0,7°
P1 4,13+ 0,53" 4,85+0,102 91,49+0,9 91,82+1,2
P2 4,82+ 0,61 2 4,90+0,07 2 93,27+0,72 93,41+1,12
P3 4,69+ 0,30 4,87+0,04 2 92,82+1,32 93,80+1,32
P4 4,91+ 0,48 4,930,042 93,14+1,1° 94,58+0,9 2

a, b. Des lettres différentes dans les colonnes indiquent un effet de la durée de traitement (P <0,05).

SPC : la concentration du sperme ; Ml : la motilité individuelle ; MM : la motilité massale ; VIAB% : le
pourcentage de viabilité

PO : avant la supplémentation alimentaire en huile d’olive, P1 : aprés une semaine de supplémentation alimentaire
en huile d’olive, P2 : aprés deux semaines de supplémentation alimentaire en huile d’olive, P3 : aprés quatre
semaines de supplémentation alimentaire en huile d’olive, P4 : aprés six semaines de supplémentation alimentaire
en huile d’olive

Chez les deux groups (contrdle et test), les résultats n’ont montré aucun effet d’age sur la
circonférence scrotale, le volume d’éjaculat et la concentration du sperme, par contre le Poids
¢tait significativement différent entre les deux groupes d’age, ainsi qu’une diminution de la
motilit¢ massale, la motilité individuelle et le pourcentage de la viabilité contre une
augmentation du pourcentage d’anomalies ont été enregistré avec 1’dge avancé et durant toute

la période d’étude (Tableaux 23 et 24).

Cependant, les résultats ne montrent aucun effet du traitement en huile d’olive sur le
poids, la circonférence scrotale et le pourcentage d’anomalies chez le groupe mature.
Contrairement aux autres variables, la concentration du sperme, la motilité massale, la motilité
individuelle et le pourcentage de viabilité qui ont présenté une augmentation significative avec
ce traitement. En revanche, une amélioration de la concentration du sperme, la motilité
individuelle et le volume d’éjaculat chez les deux groupes d’age a partir de la deuxiéme semaine
du traitement. Alors que la motilité massale a enregistré une augmentation significative

(P<0,01) aprés une semaine chez le groupe mature et aprés deux semaines chez le groupe age.
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Résultats & Discussions

Chez le groupe mature, une augmentation significative du pourcentage de la viabilité a
été enregistrer apres deux semaines de traitement. La méme variation a été observer apres six
semaines de traitement chez le groupe &gé. En plus, nous avons enregistré une diminution du

pourcentage d’anomalies chez le groupe agé aprés quatre semaines du traitement (Tableau 24).
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Résultats & Discussions

Tableau 23 : Effet de la durée du traitement par 1’huile d’olive sur le Poids, Circonférence scrotale, et la qualité initiale du sperme chez les deux

groups controles

Semaines Groupes Poids SC VE SPC MM Ml VIAB% ABN%
Agé 76,12+1,3" 31,6+0,3% 1,350,034 4,240,052 4,4+0,14° 87,93+0,54° 88,70,74° 12,33+0,74
70 Mature  70,5+1,14° 31,54+0,4%  1,21+0,0742 4,3+0,0742 4,8+0,1242 91,87+0,8” 91,33£0,59%%  9,67+0,6A
Agé 77,940,9 A 31,2+0,5 A2 1,34+0,062 4,18+0,03"*  4,53+0,074° 88,451,057  89,39+0,334° 12,64+0,3142
i Mature 70,71 A0 31,750,3% 1,3+0,0442 4,23+0,04%%  4,75+0,054 92,33+1,13%%  92,36+0,81"% 9,82+0,344°
'g Agé 75,83+1,37 32,3+0,8" 1,310,074 4,5+0,06"2 4,37+0,06° 88,08+0,89”° 88,640,974 11,97+0,5%
\E " Mature 70,841,170 31,840,472 1,340,082 4,440,072 4,72+0,172 92,15+0,33%  92,67+0,74 9,87+0,8°
Agé 75,77+0,97 32,330,774 1,27+0,0342 4,3+0,05"2 4,59+0,094° 87,61+0,417°  88,27+0,674 11,49+0,46%2
e Mature 71,141,170 31,540,742 1,18+0,0942 4,5+0,04%2 4,85+0,11%2 91,67+1,10%  91,73+0,57/% 8,92+0,744°
Agé 75,530,944 32,01+0,2%¢  1,23+0,06" 4,440,072 4,58+0,08° 88,76+1,13A°  89,73+0,44"°  11,15+0,6"*
o Mature 71+1,67 31,29+0,5% 1,140,074 4,3+0,06"2 4,8+0,06"2 92,45+0,742 92,77+1,3342 9,28+0,74°

*a, b, c. Différentes lettres dans des colonnes indiquent un effet de groupe d’age de bélier (P <0,05).

*A, B, C. Différentes lettres dans les colonnes indiquent un effet de la durée de traitement en huile d’olive (P <0,05).

Poids : masse corporelle ; SC : Circonférence scrotale ; VE : le volume d’éjaculat ; SPC : la concentration du sperme ; Ml : la motilité individuelle ;
MM : la motilité massale ; VIAB% : le pourcentage de viabilité ; ABN % : le pourcentage d’anomalies

PO : avant la supplémentation alimentaire en huile d’olive, P1 : apres une semaine de supplémentation alimentaire en huile d’olive, P2 : apres deux semaines de supplémentation
alimentaire en huile d’olive, P3 : aprées quatre semaines de supplémentation alimentaire en huile d’olive, P4 : aprés six semaines de supplémentation alimentaire en huile d’olive
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Tableau 24 : Effet de la durée du traitement par I’huile d’olive sur le Poids, la SC, et la qualité initiale du sperme chez les deux groups Test

Résultats & Discussions

Semaines Groupe Poids sC VE SPC MM MI VIAB% ABN%
Agé  75,09+01,3"% 32,4+0,3"*  1,3+0,08%%  4,15+0,04%  450,1%°  88,12+0,4%° 90,07£0,78°  12,57+0,8"

" Mature  66,5+0,9”° 32,64+0,74% 1,34%0,05%% 4,37#0,05%  4,7+0,078%  91,28+0,7%2 92,5+0,68 B2 8,87+1,14°

Age  75,87+0,7%%  32,6+0,5% 1,3240,182  4,1+0,0782 4,740,038  89,13+1,218> 90,57+0,8BY  12,16+0,69"

o Mature  66,51+1,1A°  32,83+1”%  14640,18¢  4,16+0,03%2  5+0/@ 93,84+0,8°82  93,07+1,48% 8 21+0,79”°
E N Agé 75,1715  32,67+0,7A% 1,53+0,09%% 4,76+0,09%  4,83+0,07A° 91,22+0,73°  91,74+1,1%°  11,91+1,137B2
= Mature  66,83+0,9"°  32,3%142 1,56+0,26"2 4,88+0,08"2  4,98+0,04"2 9533+0,51A2 95081242  7,25+1,044
Agé 75,7327 33,03£0,9% 15+0,06"®  4,68+0,05%%  4,8+0,05°°  91,11+1,15°°  922+14”B> 10 25+1 1B2

~ Mature  66,67+2,5° 32,831,222 16+0,07A%  4,7+0,06°%  4,95+0,02A% 94,53+1,07A  954+1,17A%  7,48%0,524°

Agé  75,93+13"  33,17+1,3%% 14620,05% 4,83+0,142  4,85+0,04A0 91 5+1AP 93,28+0,44P  9,83+0,882

" Mature  66,71+3,4%°  32,8+13%  151+0,05% 4,98+0,08"2  5+0Aa 94,78+0,64%2  9588+1,152 7,97+1,3440

*a, b, ¢. Différentes lettres dans des colonnes indiquent un effet de groupe d’age de bélier (P <0,05).

*A, B, C. Différentes lettres dans les colonnes indiquent un effet de la durée de traitement en huile d’olive (P <0,05)

Poids : masse corporelle ; SC : Circonférence scrotale ; VE : le volume d’éjaculat ; SPC : la concentration du sperme ;

MM : la motilité massale ; VIAB% : le pourcentage de viabilité ; ABN % : le pourcentage d’anomalies

M1 : la motilité individuelle ;
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Résultats & Discussions

1.2. Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive sur la conservation
du sperme dans le SM a 15°C

Les deux groupes de béliers ttmoins ont montré une stabilité des valeurs de la mobilité
totale (MT) et progressive (MP) a Oh et aprés 24h de conservation durant la période du
traitement, avec des valeurs plus élevées enregistrés chez le groupe mature (Figures 24, 25, 26
et 27).

Par contre, a Oh de conservation, les deux groupes d’dge traités ont montré une
augmentation significative de la mobilité a partir d’une semaine du traitement, avec une
amélioration significative de la MT a (P<0,01) et de la MP a (P<0,05) chez le groupe agé, contre
une augmentation significative de la MT a (P<0,05) et de la MP a (P<0,01) enregistré par le
groupe mature. Des valeurs maximales ont €té enregistrées apres quatre semaines de traitement

pour les deux groupes d’age (Figures 24, 25).

Aprés 24h de conservation, les valeurs de la MT ont montré une augmentation
significative (P<0,05) a partir de la deuxiéme semaine avec un maximum a partir de la sixieme
semaine pour les deux groupes d’ages. De méme, une augmentation significative de la MP a
(P<0,05) a été enregistrée apres une semaine de traitement chez les deux groupes. Des valeurs
plus élevées ont été obtenues aprés deux semaines chez le groupe age et quatre semaines chez

le groupe mature (Figures 26, 27).

0 HT-A mH-A
La MT% TA atA
L 94 941% *
go,gxx 933%  93.4%+ 930 gge
92,5 92.7 92.6 922
922 91.9 :
90.6 I
90.3 903 90.1
P2 P3 P4

Figure 23: Effet de la durée du traitement sur le pourcentage de la MT du sperme a
tOh de conservation a 15°C dans le Lait écrémé de vache

*Significatif & P<0,05, ** significatif & P<0,01, NS = non significatif : P>0,05.

T-A : groupe de béliers témoains agés, T-M : groupe de béliers témoins matures, H-A : groupe de béliers agés

traités par I’huile d’olive, H-M : groupe de béliers matures traités par I’huile d’olive.
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Figure 24: Effet de la durée du traitement sur le pourcentage de la MT du sperme apres 24h de
conservation & 15°C dans le Lait écrémé de vache
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Figure 25: Effet de la durée de traitement sur le pourcentage de la MP du sperme a tOh de
conservation a 15°C dans le Lait écrémé de vache

74,37*

0 ET-A mH-A
La MP% LA
201 73,3* 74,7* 73,6%
65,5% ! 67,4%* 66,3** 66**
59.759.363.1 64 60.7 63 60.3 62.8 60 63 59.8 62.9
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Figure 26: Effet de la duree du traitement sur le pourcentage de la MP du sperme apres 24h
de conservation a 15°C dans le Lait écrémé de vache

*Significatif & P<0,05, ** significatif & P<0,01, NS = non significatif : P>0,05.
T-A : groupe de béliers témoains agés, T-M : groupe de béliers témoins matures, H-A : groupe de béliers agés

traités par I’huile d’olive, H-M : groupe de béliers matures traités par I’huile d’olive.
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Résultats & Discussions

1.3. Effet de la supplémentation alimentaire par I’huile d’olive sur les parameétres
biochimiques du plasma séminale

L’analyse biochimique du plasma séminal a révélé un effet significativement positif du
traitement alimentaire en huile d’olive sur la concentration en protéines (P<0,01) et en lipides

totaux (P<0,05), alors qu’il n’a pas affecté la concentration du cholestérol (Tableau 25).

Tableau 25 : Effet du traitement alimentaire par 1’huile d’olive sur la composition biochimique
du plasma séminal des béliers Boujaad

Groupes Protéine Totale (g/l) Cholestérol (g/l) Lipide totale (g/l)
Témoin 26,04 £0,17° 1,42+0,172 3,31+0,17°

Teste 29,13+0,64 % 1,67+0,14° 3,88 +0,092
P- value 0,45** 0,14™ 0,22*

a, b. Différentes lettres dans des colonnes indiquent un effet du traitement d’huile d’olive (P <0,05).
*Significatif a P<0,05, ** significatif a P<0,01, ns = non significatif : P>0,05.

|.4. Effet de ’ajout d’EAS dans le dilueur SM, sur la conservation du sperme de
béliers supplémentés en huile d’olive

a. Effet du traitement en huile d’olive

A 0Oh de conservation : La supplémentation alimentaire en huile d’olive a montré un effet
significativement positif sur la MP (P<0,01), ainsi la linéarité de la trajectoire (LIN), la MT, la
vitesse linéaire (VSL), la vitesse de trajectoire moyenne (VAP) et la rectitude (SRT) (P<0,05),
alors qu’elle n’a pas eu d’effet sur la vitesse curvilinéaire (VCL), I’oscillation (WOB),
I’amplitude du déplacement laterale de la téte (ALH) et la fréquence de croisement de trajectoire
BCF (P>0,05). L ajout d’EAS au milieu de conservation a significativement amélioré la MP et
la LIN (P<0,01), la MT, la VSL, la VAP et la WOB (P<0,05), alors qu’il n’a pas eu d’effet sur
la VCL, la SRT, ’ALH et la BCF. Cependant, la supplémentation alimentaire en huile d’olive
plus I’ajout d’EAS ont amélioré la MP (P<0,001), la MT, la VSL, la SRT et la LIN (P<0,01), la
VCL et la VAP (P<0,05), alors qu’ils n’ont pas eu d’effet sur le WOB, I’ALH et la BCF (P>0,05)
(Tableaux 26 et 27).
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Tableau 26 : Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive et I’ajout d’EAS dans le dilueur (SM) sur les formes de mobilité¢ des

spermatozoides a Oh de conservation a 15°C chez le bélier Boujaad

A Oh STM STA SHM SHA STMS STAS SHMS SHAS
MT 92,24+0,56 8  90,28+0,64° 93,86+0,51~ 92,42+0,39 B 93,84+0,35” 91,47+0,39¢ 94,19+0,45A 92,45+0,54 B
MP 73,06£0,87 ¢ 71,24+0,72P 78,2+0,75”8  74,58+0,66 ¢ 7552+0,658 73,63+0,67¢  78,89+0,75%  74,24+0,41C
VCL 200+4,34 P 223+2,65 4 213+2,3 8 208+2,55 ¢ 215+2,81 B 195+3,77P 215+2,228 215+1,18 B
VSL 120+2,22 B¢ 1194254 ¢ 128+1,35 4 123+1,6 B 130+1,45 4 116+2,91¢ 131+2,37A 125+1,57 B
VAP 148+2,38 B 147+2,58 B 156+1,38 A 149+1,64 B 159+1,68 A 146+3,71 B 157+2,6 A 150+1,8 B
LIN 60+0,94 A 52+1,65 © 60+0,93 A 59+0,81 A8 60+1,11 4 59+1,37 AB 61+1,65 4 58+0,65 B
SRT 81+0,4 B 78+0,9 © 82+0,34 A8 82,540,654  82+0,66 ~B 79+0,99 © 83+0,91 A8 83+0,45 A8
WOB 74+0,94 A 66+1,54 € 730,91 A 71+0,91 8 74+0,94 A 75+1,21 A 73+1,42 A 700,68 B
ALH 2,740,118 3,46+0,11A  2,86+0,06 B 2,740,1B 2,840,1B 2,840,158 2,8940,18 B 3,12+0,2 AB
BCF 23,540,458 25,2+0,47A  252+0,39A  24,3+0,48 A  24+0,36 B 22,7058 23,560,548  23,53+0,52 B

A, B, C. Différentes lettres dans les lignes indiquent un effet de groupe de traitement (P <0,05).

STM : sperme du bélier témoin mature, STA : sperme du bélier témoin 4gé, SHM : sperme du bélier traité par huile d’olive mature, SHA : sperme du bélier traité par huile
d’olive, STMS : sperme du bélier tmoin mature conservé avec I’extrait de safran, STAS : sperme du bélier témoin 4gé conservé avec I’extrait de safran, SHMS : sperme du
bélier mature traité par huile d’olive et conservé avec 1’extrait de safran, SHAS : bélier agé traité par huile d’olive conservé avec 1’extrait de safran

VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire (en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en pm/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100/ VCL)
; SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ; BCF : Fréquence de croisement de trajectoire (battements
/s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en pm).
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Tableau 27 : Le degré de signification concernant l'effet de 1’age, d’EAS, de la supplémentation
par I’huile d’olive et la combinaison d’EAS * huile d’olive, a 0 heure de conservation du sperme
dans le SM a 15 °C chez les béliers Boujaad

A Oh Effet age Effet safran Effet huile  Effet huile d’olive

d’olive + safran
MT -0,49 ** 0,31* 0,21* 0,52 **
MP -0,70 ** 0,47 ** 0,46 ** 0,78 ***
VCL -0,15 ns -0,13 0,17 ns 0,21 *
VSL -0,30 * 0,21 ~* 0,31* 0,41 **
VAP -0,25 * 0,32 * 0,34 * 0,28 *
LIN -0,22 * 0,43 ** 0,21 * 0,47**
SRT -0,23 * 0,18 "™ 0,22 * 0,20 *
wWOB -0,20 * 0,27 * 0,18 ns 0,16 ns
ALH -0,07 ns 0,16 ns -0,09 s 0,12 ns
BCF -0,04 ns -0,08 s -0,18 ™ -0,11 ™

* Significatif a P <0,05. ** Significatif a P <0,01 et. *** Significatif a P <0,001. ns : Pas de signification P>0,05.

MT : la motilité totale ; MP : la motilité progressive ; VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire
(en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en pm/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100 / VCL) ;
SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ;
BCF : Fréquence de croisement de trajectoire (battements /s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte

(en pm).

Apres 24h de conservation : 1’ajout d’EAS au milieu de conservation a amélioré
significativement la MP, la VSL, la VAP, la WOB et la LIN (P<0,001), la SRT a (P<0,01), la BCF
a (P<0,05), alors qu’il n’a pas eu d’effet sur la VCL, I’ALH et la MT (P>0,05).

De méme, la supplémentation alimentaire en huile d’olive a montré significativement la MP,
la VCL, la VSL, la VAP et la BCF (P<0,001), ainsi la MT (P<0,05). Toutefois elle n’a pas eu
d’effet sur la LIN, la SRT, la WOB et ’ALH (P>0,05).

L’ajout d’EAS au sperme des béliers traités par huile d’olive, a montré une amélioration
significative de la MP, la VSL, la VAP, la LIN et la WOB (P<0,001), ainsi la VCL et la SRT
(P<0,01), la MT (P<0,05), contre une diminution de I’ALH, alors qu’il n’a eu pas affecté la BCF
(Tableaux 28 et 29).
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b. Effet des deux traitements sur la conservation du sperme selon I’age de bélier

A Oh de conservation : la supplémentation alimentaire en huile d’olive a montré un effet
significativement négatif avec 1’age sur la MT et la MP a (P<0,01), ainsi sur la VSL, la VAP, la
LIN, la SRT et la WOB (P<0,05), alors qu’elle n’a pas eu d’effet sur la VCL, I’ALH et la BCF
(Tableau 27).

Notamment, le groupe de bélier mature a montré une amelioration significative de la MP
(P<0,001), la MT, la VCL, la VSL et la VAP (P<0,01), et sans aucune variation significative de la
SRT, la LIN, la WOB, I’ALH et la BCF (P>0,05).

Alors que, le groupe agé a enregistré une augmentation significative des valeurs de la MT,
la MP, la LIN, la SRT et la WOB a (P<0,01), ainsi de la VSL, contre une diminution de la VCL et
la BCF (P<0,05), alors que chez le méme groupe, la VAP et ’ALH (P>0,05) n’ont montré aucune

différence significative par comparaison avec le groupe témoin, (Tableau 30).

110



Tableau 28 : Effet de la supplémentation alimentaire en huile d’olive et/ou I’ajout d’EAS dans le dilueur SM sur les formes de la motilité des

spermatozoides aprés 24h de conservation chez les béliers Boujaad

A 24h STM STA SHM SHA STMS STAS SHMS SHAS
MT 90,04+0,56 B¢ 87,91+0,86°  92,81+0,45A  90,76+0,548  90,83+0,7 B 89,15+0,69 ¢  91,97+0,49*  90,81+0,6 B
MP 62,9+0,72 P 60,03+t0,81 &  73,86+0,67” 66,77+0,99¢ 7281+0,814  66,33+0,93¢  73,18+1,48"  68,33+0,8 B
VCL 161+1,54 € 157+1,59 P 189+2 A 188+4,23 A 162+3,89 BC 162+1,83 € 164+3,82 BC 167+3,17 B
VSL 94+1,39 E 89+0,89 * 111+1,58 B 103+2,81 P 112+2,41 A8 107+0,72 ¢ 115+1,28 A 114+1,38 A
VAP 117+1,35° 113+1,98 E 136+1,7 A 129+2,9 BC 132+1,63 B 126+1,24 € 134+1,52 A8 133+1,98 AB
LIN 58,4+0,76 € 56,7+0,42 P 58,7+0,44 € 55+1,36 P 69,1+1,24 A 66+0,82 B 70,1+1,62 A 68,2+1,04 A
SRT 80,3+0,41 € 78,7£0,58 P 81,6+0,33 B 79,840,94 € 84,8+0,44 A 85+0,6 A 85,8+1,08 A 85,7£0,95 A
WOB 72,7£0,74 € 72+0,51 ¢ 71,940,44 € 68,6+1,31 P 81,5+1,82 A 78+0,6 B 81,7+1,82 A 79,610,94 B
ALH 240,11 ¢ 2,310,16 B 2,4+0,11 A8 2,610,124 2,1+0,09 B 1,740,19P 1,740,330 1,840,23P
BCF 20,8+0,54 € 21,940,66 B 23+0,54 B 24,740,39 A 21,740,96 B¢ 19,7+0,3P 20,5+0,23 © 21+0,57 BC

A, B, C. Différentes lettres dans les lignes indiquent un effet de groupe de traitement (P <0,05).

STM : sperme du bélier témoin mature, STA : sperme du bélier témoin 4gé, SHM : sperme du bélier traité par huile d’olive mature, SHA : sperme du bélier traité par huile
d’olive, STMS : sperme du bélier témoin mature conservé avec I’extrait de safran, STAS : sperme du bélier témoin 4gé conservé avec I’extrait de safran, SHMS : sperme du
bélier mature traité par huile d’olive et conservé avec I’extrait de safran, SHAS : bélier 4gé traité par huile d’olive conservé avec I’extrait de safran.

MT : la motilité totale ; MP : la motilité progressive ; VSL : Vitesse linéaire (en pm/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire (en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en
um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100 / VCL) ; SRT : Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ;

BCF : Fréquence de croisement de trajectoire (battements /s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en pm).
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Tableau 29 : Le degré de signification concernant l'effet de 1’age, d’EAS, de la supplémentation
par I’huile d’olive et la combinaison d’EAS * huile d’olive, aprés 24 heures de conservation du
sperme dans le SM a 15 °C chez les béliers Boujaad

A 24h Effet age Effet safran Effet huile  Effet huile d’olive

d’olive + safran
MT -0,34 * 0,14 " 0,37 * 0,35*
MP -0 ,75 *** 0,84 *** 0,86 *** 0,88 ***
VCL -0,08 ™ 0,08 ™ 0,89 *** 0,41 **
VSL -0,22 * 0,87 *** 0,79 *** 0,91 ***
VAP -0,21 * 0,75 *** 0,87 *** 0,88 ***
LIN -0,27 * 0,81 *** -0,07 "™ 0,83 ***
SRT -0,11™ 0,56 ** 0,08 " 0,58 **
WOB -0,14 ™ 0,77 *** -0,15™ 0,79 ***
ALH 0,07 " -0,06 ™ 0,11"™ -0,20 *
BCF 0,18 ™ -0,2* 0,43 ** -0,17 "™

* Significatif & P <0,05. ** Significatif a P <0,01 et. *** Significatif & P <0,001. ns : Pas de signification P>0,05.

MT : la motilité totale ; MP : la motilité progressive ; VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire
(en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100/VCL) ; SRT
: Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VCL) ; BCF :
Fréquence de croisement de trajectoire (battements /s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en um).

Aprés 24h de conservation : L’ajout d’EAS au sperme de béliers ayant recu une
supplémentation alimentaire en huile d’olive, a montré un effet significativement négatif de I’age
sur la MP a (P<0,001), ainsi sur la MT, la VSL, la VAP et la LIN a (P<0,05), mais sans effet sur la
VCL, la SRT, la WOB, I’ALH et la BCF (P>0,05) (Tableau 29).

Cependant, le groupe de béliers matures a montré une amélioration significative de la MP, la
VSL, la SRT et la LIN a (P<0,01), la MT et la VAP a (P<0,05), contre une diminution de I’ALH a
(P<0,05), alors qu’il n’a pas montré de variation de la VCL, WOB et la BCF (P>0,05).

De méme, le groupe &gé a enregistré une amélioration significative de la MP et la LIN a
(P<0,001), de laMT, laVCL, laVSL, la VAP, la SRT et la WOB a (P<0,01), contre une diminution
de ’ALH a (P<0,05), alors qu’il n’a pas eu de variation de la BCF (P>0,05) en comparaison avec

le groupe témoin, (Tableau 31).
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Tableau 30 : Le degré de signification concernant I’effet de la supplémentation alimentaire par
I’huile d’olive et ’ajout d’EAS & 0 heure de conservation du sperme dans le SM a 15 °C
chez les deux groupes d'age de béliers Boujaad

A Oh Groupe agé Groupe Mature
MT 0,45 ** 0,42 **
MP 0,51 ** 0,73 ***
VCL -0,21 * 0,44 **
VSL 0,22 * 0,42 **
VAP 0,13™ 0,41 **
LIN 0,46 ** 0,12
SRT 0,41 ** 0,16 ™
WOB 0,40 ** -0,08 ™
ALH -0,15 "™ 0,09 "
BCF -0,33* 0,05"™

* Significatif a P <0,05. ** significatif & P <0,01 et. *** significatif & P <0,001. ns : pas de signification P>0,05.

Tableau 31: Le degre de signification concernant I’effet de la supplémentation alimentaire par
I’huile d’olive et I’ajout d’EAS apres 24 heures de conservation du sperme dans le SM a
15 °C chez les deux groupes d'age de béliers Boujaad

A 24h Groupe agé Groupe Mature
MT 0,41 ** 0,36 *
MP 0,73 *** 0,42 **
VCL 0,45** 0,1m™
VSL 0,48 ** 0,44 **
VAP 0,51 ** 0,29 *
LIN 0,74 *** 0,43 **
SRT 0,41 ** 0,45 **
WOB 0,42 ** 0,08 "
ALH -0,20 * -0,26*
BCF 0,15 -0,17 ™

* Significatif a P <0,05. ** Significatif a P <0,01 et. *** Significatif a P <0,001. ns : Pas de signification P>0,05.

MT : la maotilité totale ; MP : la motilité progressive ; VSL : Vitesse linéaire (en um/s) ; VCL : Vitesse curvilinéaire
(en um/s) ; VAP : Vitesse de trajectoire moyenne (en um/s) ; LIN : Linéarité de la trajectoire (VSL*100/ VCL) ; SRT
: Rectitude (VSL*100/VAP) ; WOB : Oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP*100/VVCL) ; BCF :
Fréquence de croisement de trajectoire (battements /s) ; ALH : Amplitude du déplacement latérale de la téte (en pm).
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I1. Discussion :

La membrane des spermatozoides des mammiféres est riche en acides gras polyinsaturés
(AGPI) (Kelso et al., 1997 ; Diaz et al., 2015), tels que le DHA et d'acide docosapentaénoique
(DPA). Cependant, ces AGPI sont trés sensibles a I'attaque des espéces réactives de I'oxygeéne.
Cette peroxydation lipidique est en relation avec plusieurs étapes du processus de fécondation
telles que I'hyperactivation des spermatozoides, la capacitation, la réaction acrosomique et la
fécondation (Lenzi et al., 2002). Des variations spécifiques en acides gras (Wathes et al., 2007),
non seulement entre les especes (Swain and Miller, 2000 ; Waterhouse et al., 2006), mais
également au sein de la méme espéce (Poulos et al., 1976 ; White, 1993). Ont été rapportées que
cette composition lipidique présente un facteur important dans le maintien de l'activité de
différentes enzymes liées a la membrane, la flexibilité, la compressibilité (Neuringer et al., 1988)
et la perméabilité (Wassall and Stillwell, 2009). Cependant, les vertébrés ne peuvent pas
synthétiser les acides gras polyinsaturés (AGPI : n-3 et n-6). Ils doivent donc étre fournis dans le
régime alimentaire, sous forme de précurseurs végétaux a 18 carbones (acide linolénique) ou de
dérivés de 20 a 22 atomes de carbone trouvés dans les tissus animaux (Samadian et al., 2010).

Dans cette troisieme étude, nous avons évalué 1’effet de la supplémentation alimentaire en
huile d’olive (comme source d’AGPI de vitamine E et de a-Tocophérols), sur la production du
sperme, en méme temps avec I’effet de 1’addition d’EAS dans le dilueur (comme source d’anti-
oxydant), sur I’amélioration de la résistance des Spz a la conservation. Les résultats ont montré
des améliorations significatives de la qualité et la quantité du sperme. Notamment, des
augmentations significatives du volume d’¢jaculat, de la concentration du sperme, la mobilité
individuelle et massale, le pourcentage de la viabilité des Spz, avec une tendance a la diminution
du % d’ABN en particulier chez les deux groupes d’age ont eté observées. En outre, les AGPI
fournissent les précurseurs de la synthese des prostaglandines et peuvent moduler les profils
d'expression de nombreuses enzymes clés impliquées dans le métabolisme des prostaglandines
et des stéroides. Ils sont aussi associés a l'activité d'hormones telles que la LH, la FSH, la
testostérone, PGF2a, IGF-1 (Tran et al., 2016). De méme, une supplémentation alimentaire avec
une composante énergétique (16,4 mégajoules/kg) et protéique (337,5g protéine brute/kg matiére
seche) stimule la secrétion pulsatile de la LH apres seulement 2-3 jours, et la sécrétion tonique
de la FSH apres 1 semaine a 10 jours qui se maintient pendant plusieurs semaines et une
augmentation aussi de la circonférence scrotale détectée aprés 2 semaines qui continue pendant

au moins 5 semaines chez les béliers mérinos (Boukhlig et Martin, 1997).
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De plus, le traitement par ’huile d’olive a montré une amélioration significative de la
mobilité progressive et la mobilité totale et les autres formes de vitesse a savoir VCL, VSL, VAP
et BCF. Cela refléte une amélioration de la résistance des spermatozoides a la conservation, qui
pourrait étre expliquée par une augmentation de la teneur en lipide et en protéines dans le plasma
séminal consécutive au traitement par I’huile d’olive a partir de la 2°™ semaine. Des résultats
similaires ont montré 1’effet positif des régimes enrichis par les AGPI sur la motilité, la viabilité
et la fertilité des spermatozoides pendant le refroidissement et la congélation (Samadian et al.,
2010 ; Towhidi et Parks, 2012 ; Abavisani et al., 2013 ; Jafaroghli et al., 2014), ainsi chez d’autres
especes (Castellano et al., 2011 ; Towhidi et al., 2012 ; Fair et al., 2014). De méme, I’ajout
d’AGPI dans les diluants protegent la membrane des spermatozoides pendant la cryoconservation
contre le stress oxydatif par des modifications de la fluidité de la membrane spermatique (Wathes
etal., 2007 ; Kaeoket et al., 2008), ce qui réduit le cryodamage des spermatozoides chez le verrat
(Maldjian et al., 2005) et le taureau (Kaka et al., 2015a, 2017).

Cette augmentation de la motilité des spermatozoides pourrait étre liée a I'incorporation
d'acides gras polyinsaturés dans leur membrane plasmatique a la fin de la maturation
épididymaire comme 1’été démontré chez le chien, (Ramos Angrimani et al., 2017). Ces
modifications du profil lipidique stabilisent la membrane plasmique des spermatozoides pour
acquérir une motilité progressive (Amann et al., 1993 ; Jervis et Robaire, 2001), son intégrité
cellulaire et sa capacité de fécondation (Parks et al., 1985 ; Petruszak et al., 1991).

Il a été établi qu’une supplémentation alimentaire en AGPI était capable de modifier le
profil des acides gras membranaires des spermatozoides (Fair et al., 2014 ; Moallemet al., 2015)
et d’augmenter ainsi la teneur en acide docosahexaénoique (DHA) (D"1az et al., 2017).

D’autres travaux ont rapporté des effets positifs de 1’enrichissement d’aliments par
plusieurs types d’AG comme, l'acide oléique, l'acide linoléique et le DHA sur la qualité du
sperme de bélier (Samadian et al., 2010 ; Jafaroghli et al., 2014 ; Esmaeili et al., 2014). En outre,
des résultats similaires ont été obtenues aprés 1’addition de I’huile de poisson (Khoshvaght et al.,
2016), des AG (n-3) ou de l'acide a-linolénique aux dilueurs in vitro chez le taureau (Nasiri et
al., 2011 ; Kaka et al., 2015b). De plus, une diminution du pourcentage d’anomalies et une
augmentation de la motilité progressive, la viabilité et la motilité des spermatozoides des bovins
frais apres une supplémentation alimentaire en huile de thon pendant six semaines a été signalée
par (Rooke et al., 2001 ; Gholami et al., 2010).
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Il existe une relation entre les AGPI et les taux d'antioxydants (GPx et SOD) dans le plasma
séminal, la motilité et la fertilité du sperme (Kwon et al., 20153, b).

Chez le bélier, Hashem et al. (2017) ont rapporté que la supplémentation en acide oléique
augmentait la motilité totale, la motilité progressive, la VCL, la viabilité, l'intégrité de la
membrane plasmique, la capacité antioxydante totale et le superoxyde dismutase et diminuait les
quantités de Malon dialdéhyde et d'oxyde nitrique dans le plasma séminal durant le stockage
liquide des spermatozoides.

De plus, les résultats de la présente étude ont montré une amélioration de la viabilité aprés
deux semaines contre une diminution du pourcentage des anomalies aprés quatre semaines chez
le groupe de béliers ayant été supplémentés par de I’huile d’olive. Ce résultat peut étre attribue a
1”incorporation efficace d’AG (n-3) dans la membrane plasmique des spermatozoides au cours
de la maturation épididymaire vers la fin du traitement (Wathes et al., 2007 ; Kaeoket et al., 2008
; Ramos Angrimani et al., 2017 ; Kaka et al., 2015 ; 2017).

Les effets positifs des acides gras sur la qualité du sperme peuvent varier en raison des
sources d'acides gras, des types d'acides gras (Esmaeili et al., 2014), de la quantité d'acides gras
incorporés dans le dilueur (Castellanoet al., 2010 ; Kandelousi et al., 2013 ; Kaka et al., 2015),
ainsi que du moment et de la durée du traitement (Kelso et al., 1997 ; Moallemet al.,
2015).Cependant, la stabilité de la concentration en cholestérol dans la présente étude pourrait
étre due a la période de traitement qui est relativement insuffisante pour 1’incorporation du
cholestérol dans la membrane des spermatozoides (D"1az et al., 2017). En outre, les résultats de
la quatrieéme étude ont monté que, 1’ajout d’EAS dans le dilueur du sperme des béliers traités par
I’huile d’olive a augmenté la MT, la MP, la VCL, la VSL, la VAP, la LIN et la SRT la chez les
deux groupes d’age. Une amélioration d’avantage de la LIN, la SRT et la WOB a 0Oh, ainsi de la
MP, la MT, laVVCL, la LIN et la WOB apres 24h de conservation a été enregistrée chez le groupe
agé par apport aux béliers matures. Ces résultats qui indiquent que le double traitement avait un
impact positif plus important sur la qualité de conservation du sperme chez le groupe agé en
comparaison avec le groupe mature. Cela peut étre attribué a I’effet synergique entre 1’élévation
de la teneur en lipides et I’effet protecteur des antioxydants d’EAS et des a-Tocophérols de

I’huile d’olive.
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Des résultats similaires ont démontré que la combinaison des AGPI et de vitamines E ou
vitamines C dans les régimes alimentaires ou dans les dilueurs a un niveau approprié en fonction de
chaque espéce, pourrait améliorer le pouvoir antioxydant du sperme en augmentant la teneur en SOD,
TAC et SOD sérique et dans le plasma séminal, le maintien de I’intégrité membranaire des
spermatozoides (Dolatpanah et al., 2008 ; Towhidi et al., 2013 ; Alizadeh et al., 2014 ; Jafaroghli et
al., 2014), I’augmentation de la mobilité progressive des spermatozoides, la DHA, les (AGPI n-3) et
diminuant la production de la MDA (Liu et al., 2015).

De méme, I'ajout de la DHA et d'un antioxydant au dilueur pourrait améliorer la viabilité des
spermatozoides cryoconservés en modifiant la composition lipidique des membranes (Nasiri et al.,
2011).

Cependant, ’ajout d’EAS au sperme du groupe agé dilué dans le SM, a montre une amélioration
de la résistance a la conservation apres 24h de stockage. Une amélioration d’avantage de la MT a Oh
et de la MP aprés 24h de conservation chez le groupe agé par apport au béliers matures a été notée.

Vue que la teneur en lipides des spermatozoides diminue avec 1’dge chez plusieurs especes
(Blesbois et al., 2004 ; Castellano et al., 2011 ; Towhidi et al., 2012 ; Fair et al., 2014 ; Liu et al., 2015),
ainsi qu’une diminution significative de la concentration en AGPI, de la motilité et du nombre des
spermatozoides du sperme chez les taureaux agés pendant la période de reproduction (Kelso et al.,
1997).

Ces résultats suggerent qu’on peut améliorer la qualité de production du sperme, ainsi que la
composition du plasma séminal par la supplémentation alimentaire par I’huile d’olive en particulier la
teneur en protéines et en lipides totaux, ce qui pourraient augmentés la résistance des spermatozoides
a la conservation, en particulier avec 1’ajout des antioxydants dans le milieu de conservations comme
I’EAS, afin de protéger et /ou réparer les membranes des spermatozoides en particulier chez le groupe
de béliers plus agés lors de la conservation liquide a faible température.

D’autres études concernant I’incorporation d’AGPI dans la membrane des spermatozoides, avec
une durée du traitement plus longue, ainsi I'utilisation du sperme des béliers agés supplémenté par

I’huile d’olive et conservé avec EAS dans I’TA serons nécessaires pour la confirmation.
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Conclusion générale

La présente étude nous a permet d’avoir plusieurs informations sur la saisonnalité de la reproduction chez
les béliers de la race Boujaad. Notamment, 1’étude de 1’effet d’age avancé sur la qualité de production et de
la conservation du sperme. En plus, I’amélioration de la conservation du sperme par I’ajout d’extrait aqueux

de safran et sa production par la supplémentation alimentaire en huile d’olive.

Les résultats, ont montré que les béliers de cette race présentent une saisonnalité non marquée de la
reproduction, qui n’empéche pas I’utilisation du sperme de cette race durant toute 1’année pour I’IA, de

préférence pendant 1'été et ’automne.

Notamment, la saison a affecté la circonférence scrotale, la composition du plasma séminal, la qualité du
sperme et sa conservation a 1’état liquide (a 15 °C). De méme, 1’age avancé a affecté négativement la qualité
de production du sperme a I’exception de la circonférence scrotale, le volume et la concentration des
spermatozoides et sa conservation, ainsi la composition biochimique du plasma séminale.

En plus, une corrélation positive a été enregistrer entre la qualité de production du sperme, la composition
biochimique du plasma séminale a savoir les teneurs en protéine totale, lipides totaux et cholestérol et la
résistance des spermatozoides a la conservation.

En outre, nous avons constaté que, le Tris jaune d’ceuf protége mieux contre le stress oxydatif alors que le
Lait écrémé de vache conserve d’avantage la mobilité progressive et la linéarité des spermatozoides pendant
la conservation liquide pendant 24h.

L’ajout d’extrait aqueux de safran dans le dilueur (TEY), a permet d’améliore la résistance du sperme a la
conservation en particulier la motilité progressive 1’intégrité de la membrane la viabilité la linéarité la VSL
et VAP, contre une diminution des valeurs de I’ALH et la MDA. Une réduction significative de 1’effet age
enregistré pour la MP, la VCL, la VSL, la VAP, la LIN, la WOB, la VIAB, ’'HOST et la MDA aprés 24h

de conservation.

De méme, I’ajout d’extrait aqueux de safran dans le dilueur (SM), a montré une amélioration significative
de la VIAB, ’'HOST, la MP, MT, VCL, VAP, VSL, LIN, la SRT, WOB et BCF contre une diminution de
la MDA, avec une réduction significative de 1’effet d’age enregistré pour la MT et MP, contre une
augmentation de cet effet pour la VCL, VSL et VAP et la VIAB.

Concernant la supplémentation alimentaire en huile d’olive, les résultats ont montré un effet

significativement positif sur la production et la conservation du sperme.
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Notamment, ce traitement a amélioré la concentration du sperme, la motilité individuelle et le volume
d’¢jaculat chez les deux groupes d’age a partir de la deuxieme semaine du traitement, la motilité massale
apres une semaine chez le groupe mature et apres deux semaines chez le groupe age, la viabilité aprés deux
semaines chez le groupe mature et apres six semaines de traitement chez le groupe agé, contre une

diminution du pourcentage d’anomalies chez le groupe agé apres quatre semaines du traitement.

De méme, aprés 24h de conservation, une augmentation significative de la MT a partir de la deuxiéeme
semaine et de la MP apres une semaine de traitement chez les deux groupes. Des valeurs plus élevées ont
été obtenues apres deux semaines chez le groupe agé et quatre semaines chez le groupe mature, ainsi sur la
VCL, la VSL, la VAP et la BCF. En plus, le traitement alimentaire en huile d’olive a révélé un effet

significativement positif sur la concentration en protéines et en lipides totaux.

L’amélioration de la résistance a la conservation par 1’ajout d’EAS aux dilueurs (SM et TEY), ainsi
I’amélioration de la production et la conservation par le traitement alimentaire en huile d’olive, a touché

les deux groupes d’ages plus ou moins de la méme maniere.

Cependant, le double traitement (supplémentation alimentaire en huile d’olive, plus ’ajout d’EAS dans le
dilueur), a amélioreé significativement la résistance du sperme a la conservation en particulier chez le groupe
agé.

Notamment, I’ajout d’EAS au sperme des béliers traités par huile d’olive, a montré une amélioration
significative de la MP, la VSL, la VAP, la LIN et la WOB, ainsi la VCL, la SRT et la MT, contre une
diminution de I’ALH. Cependant, le groupe de béliers matures a montré une amélioration significative de
la MP, la VSL, la SRT, la LIN, la MT et la VAP et une diminution de I’ALH, contre une amélioration
significative de la MP, la LIN, la MT, la VCL, la VSL, la VAP, la SRT la WOB et une diminution de ’ALH
en comparaison avec le groupe témoin. Ce qui révele une amélioration d’avantage de la résistance du

sperme de béliers agés a la conservation par ce double traitement.
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Perspectives

Les résultats présentés dans ce document sont tres prometteurs pour la
préparation des béliers que ce soit pour la lutte naturelle ou pour la production du
sperme destiné a 1A (in situ et ex situ). Cependant, nous proposants des perspectives

pour exploiter les résultats obtenus qui sont articulé comme suite :

Les résultats obtenus in vitro dans ce document doivent étre confirmes par des

tests d’insémination artificielle chez les éleveurs.

Des études approfondies sur la recherche du principe actif présent dans le safran
responsable de 1’amélioration de la mobilité et de la diminution d’effet négatif des

enzymes de coagulation du sperme avec le jaune d’ceuf.

L’application d’EAS dans la cryoconservation du sperme de béliers traités par
I’huile d’olive en particulier avec des dilueurs a base de jaune d‘ceuf et chez les béliers

ages.
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ANNEXES :

Annexes 1 : Spécifications chimiques du safran en filaments coupés et en poudre.

Tableau : spécifications chimiques du safran en filaments, filaments coupés et en poudre
Caracteéristiques Specifications Méthodes d'essai
Categories
| Il ]
Humidité et teneur en matiéres volatiles (fraction ISO 3632-2 2010,
massique), %max article 7
safran sous forme de filaments et filaments 12 12 12
coupés
safran sous forme de poudre 10 10 10
Cendres totales (masse), sur matieres seche, % 8 8 8 ISO 928 et 1ISO
max 3632-2 : 2010,
article 12
Cendres insolubles dans [lacide (fraction 1,0 10 10 ISO 930 et ISO
massique), %, sur matiéres séche, max 3632-2 : 2010,
article 13
Extrait soluble dans leau froide, (fraction 65 65 65 ISO 941 et 1SO
massique), %, sur matiére séche, max 3632-2 : 2010,
article 11
Saveur amere (exprimé en picrocrocine)
E1% 257 nm, sur matiére séche, min 70 55 40
ISO 3632-2 : 2010,
(a cette longueur d'onde, l'absorbance de la article 14
picrocrocine est maximale)
Pouvoir aromatique (expnme en safranal)
El% 330nm, sur matiére séche,
min 20 20 20
max S0 50 S0 ISO 3632-2 : 2010,
(@ cette longueur d'onde, Ilabsorbance du article 14
safranal est maximale)
Pouvoir colorant (exprimé en crocine)
Ell:,n 440 nm, sur matiére séche, min 200 170 120 ISO 3632-2:2010:
(a cette longueur d'onde, I'absorbance de la article 14
crocine est maximale)
Colorants artificiels absence | Absence | absence | SO 3632-2: 2010,
article 16 et /ou 17

NOTE : des analyses complémentaires peuvent étre réalisées (l'azote total et Iindice
d'insoluble dit cellulosique), si nécessaire et si l'on dispose d'un échantillon suffisant.
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Annexe 2 : Analyse du Safran de Taliouine.

SAFRAN DE TALIOUINE (MAROC) / Analyse de 5 échantillons + 1

Lab. I.C.C.R.F. (Marseille, F)

03-01-2003

Crocine (pouvoir colorant)

3 échantillons classés en Catégorie |

3 échantillons classés en Catégorie IlI

Observations:

pouvoir colorant moyen, correct

(la norme ISO compte 4 catégories)

Picrocrocine (saveur)

6 échantillons classées en Catégorie |

O bservations:

pouvoir gustatif excellent

(la norme ISO compte 4 catégories)

Safranal (arome)

6 valeurs comprises entre 27 et 35

Observations:

arome satisfaisant

(la norme ISO indique min/max: 20/50)
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Annexe 3 : Le systeme d’analyse d’images automatisées CASA

> Les différents types de trajectoire d’un spermatozoide

sl S AR O

- Trajet linéaire - Trajet fléchissant - Trajet en zig-zag - Trajet circulaire - Trajet irrégulier.

Figure 27 : Représentation de cing types de trajets de spermatozoides de bélier (Varner et al., 1991)

Trajectoire ligne droite Trajectoire moyenne

v

Déplacement latéral de la téte Position du centroide

Trajectoire curvilinéaire

Figure 28 : Trajectoires analysées par les analyseurs de sperme assistés par ordinateur (computer assisted
semen analyser, CASA). (Ponthier et al., 2014).
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Centroids

Figure 29 : Terminologie des différents paramétres mesurés par le systtme CASA (Amann et al., 2014)

Le systeme CASA permet de déterminer différentes formes de vitesse (Figure 29) a savoir :

-VCL = Vitesse curvilinéaire (en pm/s), elle représente la vitesse le long de la trajectoire réelle,
mesurée entre chaque point de son déplacement.

-VSL = Vitesse linéaire droite (en pum/s). C’est la vitesse du spermatozoide mesurée sur une
trajectoire en ligne droite entre sa position initiale et sa position finale de son déplacement.

-VAP = vitesse de trajectoire moyenne (en pm/s). C’est la vitesse moyenne du spermatozoide le
long de sa trajectoire lissée du déplacement calculée et exprimée en tant que vitesse moyenne sur la
trajectoire.

-La linéarité de la trajectoire (LIN) estime la proximité de la trace de la cellule par rapport a une
ligne droite (VSL / VCL) et elle est exprimé en pourcentage.

-La rectitude (STR) c’est le pourcentage du ratio (VSL/VAP).

-FBC, c’est la fréquence de croisement de trajectoire (battements /s).

-WOB, c’est ’oscillation représentée par le pourcentage du ratio (VAP/VCL).

D'aprés la classification de I'OMS, la population globale de spermatozoides est subdivisée en
quatre catégories selon que la valeur de la VAP est faible (LVV) ou moyenne (MVV) (Yeung et al.,
1997) :

1) catégorie rapide quand VAP> MVV.

2) catégorie moyenne quand LVV < VAP <MVV.

3) catégorie lente quand VAP < LVV.
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4) la categorie statique constitué par la fraction de toutes les cellules qui ne bougent pas pendant
I'analyse.

Par exemple, les Spz relativement rapides sont caractérises par (VCL, VAP, VSL> 100 pm / s)
avec une trajectoire linéaire (LIN> 50%).

Les Spz ayant une VAP> 75 um/s et une STR >80% présentent une motilité progressive. La

motilité totale est exprimée en pourcentage de Spz ayant une VCL> 15 um /s.
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