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Introduction

Introduction

En Algérie, le cheptel ovin est composé d’environ 23 millions de tétes. Il est réparti
en 3 principales races: OuledDjellal, Rumbi et Hamra (Ministére de 1’Agriculture et
Développement Rural ; 2010, Chellig, 1992). 1l représente la premiére source de viandes rouges
pour la population Algérienne. Cependant, ce cheptel ne permet pas de couvrir la demande
nationale, de plus en plus croissante (Chemmam, 2007), contraignant les autorités & recourir a
son importation avec des factures colossales (170 millions de dollars pour le premier semestre de
2016, Ministere du commerce ; 2016). L’accroissement de 1’effectif, 1’amélioration génétique
ainsi que le développement de la productivité de notre cheptel ovin, permettrait de diminuer les
couts d’importation de cette denrée et contribuera a 1’autosuffisance. Ceci est rendu possible

grace a ’application de I’insémination artificielle au moyen d’une semence conservée (Manafi,

2011 ; Vishwanath, 2003).

En effet, la conservation de la semence, notamment la cryoconservation est la seule
technologie permettant la diffusion du progres génétique a grand échelle. Elle permet, aussi, de
créer des banques de matériel génétique d’animaux menacés de disparitionoumorts. En effet, il
est possible de préserver la génétique des animaux morts ou abattus a partir du sperme
épididymaire (Ehlinget al., 2006 ; Fickelet al., 2007).

Cependant, malgré ses avantages, la cryoconservation du sperme chez le bélier
octroiune fertilité insatisfaisante aprés I'insémination artificielle par rapport au sperme frais
(Watson, 2000 ; Hammerstedtet al.,1990). Les dommages des membranes plasmiques des
spermatozoides durant la cryoconservation est la principale cause de la perte de la fertilité. Le
stress oxydatif est considéré comme principale cause des dommages membranaires séveres et
irréversibles (Agarwalet al., 2014 ; Aitken et al., 1991 ; Darin-Bennett et White, 1977). De ce
fait, la lutte contre le stress oxydatif durant la cryoconservation du sperme du bélier est une
stratégie indéniable pour améliorer la qualité du sperme post conservation en vue d’augmenter sa
fertilité aprés I’insémination. Afin de combattre le stress oxydatif, une stratégie basée sur la
supplémentation des milieux de conservation par des antioxydants enzymatique (Catalase et

glutathion) ou non enzymatique (vitamine E et C), est largement étudiée (Agarwalet al., 2014).
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

I. 1. Rappels anatomiques sur I’appareil génital du bélier
I-1. 1. Les testicules

Les testicules ont une forme ovoide ou sphéroide, et sont assez volumineux par rapport
au format de 1’animal, ils pendent entre les cuisses de ’animal (Regaudie et Reveleau, 1977 ;
Vaissaire, 1977 ; Barone, 1990), le poids des deux testicules rapportés au poids total du
corps représente 1/1000 chez le bélier (Barone, 1990). Chez cette espéce, chaque testicule
représente 0,4% du poids corporel soit 300g (Setchell, 1991). 1l varie en fonction 1’age, de la
race, de la saison et de 1’¢état nutritionnel (Baril et al., 1993).

I-1. 2. Les voies geénitales :

Teéte de I'épididyme

_ Canal de 'épididyme

Lobule du

~
parenchyme +‘ Canal déférent

\
Quene de Iépididyme

FigureO1l : Anses des tubes séminiferes, retetestis, épididyme et
Canal déférent (Brice et al., 1995)
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

I-1. 2. 1. L’épididyme :
C’est un organe plaqué sur I’arriere du testicule, d’une longueur de 60 m, reliant les
canaux efférents (a la sortie du testicule) au canal deférent. Il est divisé en trois parties : la
téte, le corps et la queue. La paroi de ce tube est entourée d’une mince couche de fibres
musculaires lisses dont les contractions permettent le transit des spermatozoides (Dacheux et
al., 2001 ; Bonnes et al., 2005).

I-1. 2. 2. Le canal déférent :

Faisant suite au canal épididymaire, ce canal s’engage dans le trajet inguinal ou il
contribue a former le cordon testiculaire, il pénetre dans la cavité abdominale et atteint la face
dorsale de la vessie formant un trés léger renflement pelvien avant de se jeter dans l'urétre
(Barone, 1978 ; Bonnes et al., 2005).

Vesicnle seminale _ . Glande bulbo urérrale

Vessie -
S : . Muscle résrractenr
Canal deferent (vas deferens) ——o du pemis
" Courbure sigmoide
Gland o
Plasms
o - Tesricules

Appendice filjforme ~ Prépuce
2 3 . Corps de I"épididyme
Tére de epididyme

Onene de 'epididymi

Scromm

Figure02 :I’appareil reproducteur du bélier (EvansetMaxwell,1987).
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

I-2. Rappels physiologiques sur ’appareil reproducteur du bélier
I-2.1. Spermatogenese :

La spermatogenése est un processus complexe et continu de multiplication, de
différenciation cellulaire et d’apoptose, qui, a partir des cellules germinales souches diploides
(2n), les spermatogonies, aboutit & la formation des spermatozoides, cellules haploides (n)
hautement spécialisées chez le bélier, la spermatogenese dure 49 jours. Chez le bélier
sexuellement mature, la production de spermatozoides est de 21 millions par gramme de
testicule et par jour (Thibault C. et al., 2001).

1-2.1.1. Le sperme

C’est un fluide organique expulsé du corps lors de I’¢jaculation contenant les
spermatozoides secrétés par les organes sexuels males (Girod et Czyba, 1997).
Les spermatozoides représentent 20 % et le liquide séminal 80% du volume de 1’éjaculét.
1-2.1.2. Les spermatozoides

Le spermatozoide est une cellule hautement spécialisée, il comporte trois principales
parties qui sont (Figure03) :
- la téte, partie essentielle qui contient le noyau surmonté de I'acrosome élaboré par I'appareil

de Golgi.

- la piéce intermédiaire, qui est constituée de mitochondries et d’enzymes propres aux

métabolismes des spermatozoides.

- le flagelle, ses mouvements favorisent le déplacement des spermatozoides.

A B

Membrane plasmique

Téte Picce de Noyan .
Membrane acrosomique

externe

¢¢¢¢¢ don - Centrtole
Piice 2B ‘
B d? i !.; Mitodiondries A crosomme <N

Membrane acrosomique
interne

Flagelle

Piéce principale Novau

Picce terminale

Figure03 : Structure d'un spermatozoide. A) Schéma d’un spermatozoide.

B) Schéma de la téte d’un spermatozoide
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

I-2.2.1 Anatomie des spermatozoides
» La forme : sont général de forme allongé ils ont une partie renflée, dite
corps ou téte, suivie d’une partie plus longue et effilée, appelée la queue

> Dimension : leurs dimensions varient

TableauOl : Taille des différentes parties du spermatozoide du bélier (um).

Piéce principale de la
Téte Piéce intermédiaire Queue
Longueur |Largeur Langueur Largeur Langueur Largeur
Bélier .
8,2 4,25 14 0,80 40 a 45 0,50

Source : Setchell, 1977.

1-2.2.1.1 La membrane plasmique

La membrane plasmique du spermatozoide est une structure primordiale qui sépare le milieu
intérieur de la cellule du celui extérieur. Elle délimite le compartiment intérieur de la cellule
notamment le noyau et les organites cytoplasmiques. 1l sert pour protéger la cellule du milieu
extérieur et pour assurer les différentes fonctions physiologiques de la cellule (Apel-
Paz,2003). La membrane plasmique du spermatozoide possede une particularité structurale
représentée par différentes parties hétérogenes assurant différentes fonctions requises pour la
fécondation. En effet, la membrane au niveau de 1’acrosome de la téte du spermatozoide est le
lieu de capacitation, réaction acrosomiale et de la fusion avec la membrane de 1’ovocyte.
Malgré ces particularités, la membrane plasmique du spermatozoide, comme toutes les
membranes cellulaires, conforme au modele mosaique fluide (Singer et Nicolson, 1972);
mosaique, car la composition de la membrane est hétérogene ; lipides, protéines et
glycocalyx (les glycolipides et les glycoprotéines), fluide, car le noyau hydrophobe de la
bicouche lipidique est désordonné permettant aux phospholipides difféerents mode de mobilité
notamment un mouvement latéral dans le plan de la bicouche lipidique et des mouvements de

rotation autour de I’axe de la bicouche lipidique (Flesch,Gadela,2000) (Figure n°4).
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

I III I IE L IL IR

LA DB RC A AW AN

Figure04 : Mouvement latéral et rotation des phospholipides (Cooper et Haussman,
2007)

Les composants de la membrane plasmique sont organisés pour donner la structure
suivante : une double couche phospholipidique constitue une matrice de base fluide, des
protéines membranaires, soit completement intégrées, dans (protéines intégrales) ou
faiblement attachés a (protéines périphériques) la bicouche lipidique, des oligosaccharides, a
la surface de la membrane, peuvent s’associer a des molécules lipidiques ou protéiques

formant les glycolipides et les glycoprotéines (Singer et Nicolson, 1972) (Figure n°05 ).
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Chapitre | la reproduction chez le bélier

Peripheral o & _— Carbohydrate
membrane -~ e
protein

Peripheral membrane protein

Figure 05 : Architecture de la membrane plasmique, modéle mosaique et fluide selon

le modele de Singer et Nicolson (1992) (Cooper et Haussman, 2007)

Durant la cryoconservation, la membrane cellulaire du spermatozoide subit des altérations au
niveau des composants lipidiques. Ces altérations sont issues des modifications de sa structure
architecturale due au choc au froid et des attaques des espéces réactives de ’oxygeéne
générées. La perte du cholestérol, stabilisateur de la membrane, est la principale modification
survient au niveau de la membrane. La peroxydation des lipides est la lésion principale causée
par les ERO. Au niveau de la membrane, la déplétion du cholestérol et la peroxydation des
lipides pourraient conduire a la mort cellulaire ou a la perte de différentes fonctions du
spermatozoide nécessaire pour la fécondation (Agarwal et al., 2014 ; Aitken etal., 1991 ;
Darin-Bennett et White, 1977).

1-2.2.1.1.1. Composition lipidique des membranes cellulaires : particularités des

membranes plasmiques des spermatozoides.

On distingue trois grands groupes de lipides entrants dans la composition des membranes
plasmiques : (i) les lipides complexes composés d’au moins trois éléments de nature
differente. 1ls comprennent les phosphoglycérides (phospholipides et plasmalogenes) et les
glycolipides ; (ii) les lipides simples. Ils englobent principalement les acylglycérols ou
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glycérides (mono-, di- et triglycérides), les acides gras (AG) et les stérols ; (iii) les
protéolipides, constitués d’une protéine et d’une ancre lipidique permettant le fichage de la
protéine dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique. L’essentiel de notre propos va
concerner les lipides complexes, notamment les phosphoglycérides, et les lipides simples,
notamment, les acides gras et le cholestérol. Les autres composants lipidiques, dont
I’importance pour le gaméte n’est pas a négliger, ne seront pas traités ici (Rejraji et al.,

2009 ; Darin-Bennet et White, 1977 ; Darin-Bennet et al., 1974, 1973).
A- Les lipides complexes :

Les phosphoglycérides sont composes du glycérol & 3 carbones, chacun des deux
premiers carbones est 1ié¢ a un acide gras, le troisiéme est lié a 1’acide phosphorique. Les
acides gras sont liés au glycérol soit par une liaison ester formant un phospholipide, soit par
une liaison éther formant un plasmalogéne. Les phosphoglycérides forment la structure
primordiale de la membrane cellulaire : la bicouche phospholipidique. Le phospholipide est
une molécule amphipatique, composée de deux groupes hydrophobes formés de 2 acides gras,
et un autre groupe polaire hydrophile formé de I’acide phosphorique. Dans les milieux
aqueux, les phospholipides forment spontanément deux couches dont les acides gras de
chaque phospholipide sont tournés vers le coeur de la membrane et le groupe polaire exposé
sur I’'un ou l’autre de la surface membranaire. La nature du substituant fixé sur 1’acide
phosphorique permet de définir différentes catégories de phospholipides. Les phospholipides
les plus fréguemment rencontrés dans les membranes des cellules animales sont la
phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylsérine (PS), le
phosphatidylinositol (PI), le phosphatidylglycérol (PG) et la diphosphatidylglycérol (Fig.n®
7). Chez le bélier, PE et PI représentent a elles seules 70 a 80 % des phospholipides de la
membrane plasmique du spermatozoide. Le PS et le Pl représentent respectivement 4 et 3 %
des phospholipides totaux des spermatozoides. Les plasmalogénes sont les « lipides éther »
les plus fréquents dans les cellules animales, y compris dans la membrane spermatique. Ils
représentent entre 30 et 50 % des phospholipides membranaires suivant les espéces. lls
interviennent également dans les phénomeénes de fusion membranaire, de transports ioniques,

de flux de cholestérol et agissent parfois comme antioxydants (Rejraji et al., 2009).
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Figure06 : principaux composants lipidiques de la membrane cellulaire (Cooper et
Haussman, 2007).

B- Les lipides simples
> Les acides gras

Les acides gras sous forme libre sont des constituants mineurs des membranes. Ils
sont généralement sous forme d’esters associés a la partie polaire des lipides.
Comparativement aux cellules somatiques, le spermatozoide chez toutes especes confondues
contiennent une proportion élevée en acides gras polyinsaturés (AGPI). Chez le bélier et le
taureau, le ratio acide gras insaturé/acides gras saturé est approximativement 3/1 (Holt et
North, 1985). Les AGPI les plus rencontrés sont les acides arachidonique (20 : 4n-6),
docosapentanoique (22 : 5n-3) et docosahexaénoique. Chez le bélier, on retrouve une forte
concentration de docosahexaénoique mais pas du tout de docosapentanoique. Les AGPI,
particulierement, docosapentanoique, donnent une grande fluidité pour la membrane, par
conséquent, une élasticité élevée octroyant au spermatozoide une résistance a la variation du
volume (Rejraji et al., 2009 ). Cependant, les AGPI rendent le spermatozoide plus vulnérable
aux attaques des ERO engendrant la peroxydation des lipides, le mécanisme de peroxydation

des AGPI est détaillé dans la section, Iésions de cryoconservation (Agarwal et al., 2014).
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> Les stérols, le cholestérol

Les stérols sont des molécules plus compactes et plus apolaires que les phosphoglycérides. Ils
sont des éléments essentiels des membranes cellulaires, ils représentent le deuxiéme
constituant lipidique majeur des membranes spermatiques aprés les phospholipides. Le
Cholestérol est le stérol le plus répandu dans les membranes plasmiques, lysosomiales,
endosomiales et golgiennes. Il constitue 30 % des lipides totaux des membranes plasmiques.
Le cholestérol est composé d’une queue hydrophile composée de 4 cycles hydrocarbonés et
une téte polaire hydrophobe composee de groupe béta-hydroxyle (Flesch and
Gadella,2000,Visconti et al;1995) . Le cholestérol s’insére dans la bicouche
phospholipidique dont le groupe hydroxyle de sa téte est placé & la hauteur des groupes
polaires hydrophiles des phospholipides, tandis que la queue hydrocarbonée du cholestérol
interagit avec les chaines hydrocarbonées des acides gras voisins de la téte du cholestérol
(Figure n°05). Grace a cette propriété d’insertion dans la membrane cellulaire, le cholestérol
est, par excellence, un stabilisateur de la membrane. Le cholestérol augmente 1’ordre
membranaire, et sa perte est une étape obligatoire dans la capacitation du spermatozoide. La
fluidité de la membrane plasmique est nécessaire pour les différentes fonctions du
spermatozoide et est tributaire a la quantité du cholestérol. La quantité de cholestérol dans la
membrane est toujours a comparer a celle des phospholipides (Rejraji et al., 2009 ; Cooper
et Haussman, 2006). Le rapport cholestérol/phospholipides est indicateur principal de la
fluidité membranaire et est déterminant dans les phénomenes de capacitation et de réaction
acrosomiale (Cross, 1998). Durant la cryoconservation, le refroidissement de la semence
pourrait altérer les composants lipidiques de la membrane modifiant sa fluidité, c’est le choc
au froid, le mécanisme de choc au froid est détaillé dans la section, lésion de la
cryoconservation. Chez les espéces ayant un rapport cholestérol/phospholipides élevé, tel que
I’homme (0.99), résiste mieux au choc au froid. Cependant, certaines especes telles que le
bélier (0.38), possédant un rapport cholestérol/phospholipides faible rendent le spermatozoide

plus sensible au choc au froid (Darin-Bennett et White, 1977).
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FigureO7 : Insertion de cholestérol dans la bicouche phospholipidique (Cooper et
Haussman, 2007).

1.2.2.1.2. Latete

La téte du spermatozoide (SPZ) du bélier ou du taureau est en forme ovale et
aplatie. Elle est divisée en deux segments: (i) I’acrosome antérieur et la région post-
acrosomiale, la jonction entre les 2 régions antérieure et postérieure est appelée 1’anneau
nucléaire ou segment équatorial. Sous-jacent de 1’acrosome antérieur et continu jusqu’a la

base de la téte c’est le noyau (Figure n°8).
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Figure08 : Schéma d’illustration de la téte du spermatozoide chez les
mammiferes (Saake etAlmquist, 1964a; Garner etHafez, 2000).

» Le noyau : c’est un composant large de la téte du SPZ, il contient un ADN haploide trés
condensé résultant de I’implication des protéines spécifiques appelées les protamines. Cet
ADN condensé caractérise la cellule qui ne se divise pas, toutes les activités de
transcription sont inactivées. Le noyau est entouré par un complexe de cytosquelette
spécial de la theque périnucléaire appelé la feuille post-acrosomiale (Guraya, 1987).

» L’acrosome : c’est un organite unique développée de I’appareil de Golgi apparait durant
les premiers stades de spermatogénese. Il est composé de la membrane acrosomiale
interne et la membrane acrosomiale externe et une matrice remplie de protéase. Chez les
mammiferes, la superposition de I’acrosome est de manicre semblable a un capuchon. Il

représente 60 % de la région apicale de la téte (Guraya, 1987).

La membrane acrosomiale externe est juste sous la membrane plasmique, tandis que la
membrane acrosomiale interne superpose sur le noyau et continue avec la membrane

acrosomiale externe (Guraya, 1987).

Le segment équatorial est référé comme lysosome spécialisé. La région post
acrosomiale subit des changements durant la maturation au niveau de 1’épididyme, ces
changements jouent un rdle significatif dans la fusion du SPZ avec la membrane plasmique de
I’ovocyte. Cette derniére est une étape qui suit la pénétration du SPZ a travers la corona
radiata et la zone pellucide (réaction acrosomiale). Les principales enzymes présentes dans

I’acrosome sont Hyaluronidase, proacrosine, Acrosine, Estérase, Neuraminidase, Acide
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Phosphatase, Phospholipase, collagénase, B-N-acétyl glucosaminidase et I’enzyme de
pénétration de corona (CPE : corona pénétration enzyme). Les fonctions ces enzymes sont la
digestion de la zone pellucide et la pénétration dans 1’ovocyte facilitant ainsi la fécondation
(Guraya, 1987 ; Chenoweth et Lorton, 2014 ; Eddy, 2006 ; De Jonge et Barrat, 2006 ;
Tulsani, 2003).

1.2.2.1.3. Le col

Le col (collet ou la piéce connectrice), est une région complexe, il correspondant a
I’espace compris entre les centrioles proximal et distal, c’est un segment reliant entre la téte et
la piéce intermédiaire (Figure n° 9). Le col est composé de la fossette d’implantation, la
plaque basale et la piece d’articulation ou de jonction. La fossette d’implantation est une
dépression ou une cavité avec un aspect concave présente au pble postérieur du noyau
(Barrat, 2006). La plaque basale tapisse la fossette d’implantation, elle est doublée
extérieurement par la membrane nucléaire. La piéce d’articulation est une structure en forme
tronquée qui entoure le centriole proximal Guraya, 1987). Elle s’étend de la fossette
d’implantation jusqu’a le démarrage de la piece intermédiaire. Elle se fixe solidement a la
plaque basale par le capitulum. La piéce d’articulation résulte de I’union complexe de 9
colonnes longitudinales segmentées. Chaque deux colonnes latérales (2 a droite et 2 a gauche)
se fusionnent pour former 2 colonnes latérales épaisses dites colonnes majeures. Ces derniéres
se soudent cranialement pour former le capitulum. Ce dernier s’articule avec la plaque basale.
Les cing autres colonnes longitudinales segmentées sont dites alors colonnes. Des colonnes
segmentées prennent naissance 9 fibres denses entourant 1’axonéme (De Jonge et Barrat,
2006) . Le col et ’axonéme sont formés d’une paire de centriole (un proximal et 1’autre
distal). Ces de centrioles sont présent dans les spermatides au moment de la formation du
flagelle. Le centriole distal forme le col et ’axoneme, tandis que le proximal est associé avec
la formation du col. Le centriole proximal se trouve a I’intérieur de la piece de 1’articulation et
immédiatement sous le capitulum. Cependant, le centriole distal disparait chez le
spermatozoide mature (Guraya, 1987 ; Chenoweth et Lorton, 2014 ; Eddy, 2006 ; De
Jonge et Barrat, 2006 ; Tulsani, 2003).
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Figure09 :Schéma d’illustration du Col du spermatozoide chez les mammiféres
(SaakeetAlmaquist, 1964Db)

1.2.2.1.4L e flagelle

Le flagelle du spermatozoide est constitué de 3 segments, la piéce intermédiaire,
la piece principale et la piéce terminale (Figure n10). Les 3 segments sont entourés par une

seule membrane plasmique commune.
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FigurelO: Schéma d’illustration du flagelle (piéces intermédiaire, principale et terminale)
du spermatozoide chez les mammifére (Turner, 2003 ; Saake etAlmquist, 1964b, Guraya,
1987; Eddy, 2006

Les parties structurales primaires du flagelle sont I’axoneme (filament axial) (Figure n°

11), la gaine mitochondriale, les fibres denses externes et la gaine fibreuse (Figure n° 12).
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Figure 11 : Structure de ’axonéme (Guraya, 1987)

L’axonéme situé au centre s’étend sur toute la longueur du flagelle. Il est composé de 9
doublets de microtubules périphériques régulierement espacés et une paire centrale de
microtubules singlets (9+2). Chaque doublet de microtubules externes est lié au doublet
adjacent par des liens de nexine. Chaque doublet de microtubules externes est composé de 2
tubules A et B. le tubule A est composé de 13 protofilaments, tandis que le tubule B est
composé de 10 protofilaments. Les bras radiaux sont des structures protéiques de réticulation
faisant reliant chaque tubule A a la gaine centrale. La paire centrale de microtubules est
composee de 2 tubules, C1 et C2. Ces deux tubules sont reliés entre eux par des ponts
réguliers ressemblent a des barreaux d’une échelle. Chaque tubule central est constitué de 13
protofilaments. Chaque tubule A est attaché par un bras interne et externe de dynéine. Les

bras dynéines s’étendent vers le tubule B du doublet adjacent.

Les dynéines sont des protéines motrices qui sont responsables de la génération de
la force requise pour le mouvement du flagelle. Elles transforment I’énergie chimique
contenue dans I’ATP en énergie mécanique en provoquant le glissement les microtubules les
uns par les autres. Ces glissements se manifestent par des flexions du flagelle. Celles-ci sont
grace aux structures de réticulation entre les doublets de microtubules externes et la gaine

centrale (Guraya, 1987).

Les fibres denses ont une structure cytosquelette tres remarquable, composés de 9

fibres qui entoure I’axonéme et s’étendent a travers le col, la piece intermédiaire et la piece
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principale. La gaine mitochondriale est un ensemble de mitochondries disposées en forme
d’hélice auteur les fibres denses de la piece intermédiaire, tandis que les fibres denses
externes de la piéce principale sont entourées seulement par la gaine fibreuse. La piece
terminale est composée seulement de I’axonéme (Guraya, 1987 ; Chenoweth et Lorton,
2014 ; Eddy, 2006 ; De Jonge et Barrat, 2006 ; Tulsani, 2003).

» La piece intermédiaire : c’est le segment du flagelle situant entre le col et 1’anneau.
L’anneau est 1’élément structural dense et filamenteux qui relie la piéce intermédiaire et la
piece principale. Dans la piéce intermédiaire, le complexe axonéme-les fibres denses
externes sont est entouré par une gaine de mitochondries. Le complexe axoneme-les fibres
denses externes- gaine mitochondriale est recouvert par la membrane plasmique. Les
mitochondries de la piece intermédiaire générent 1’énergie sous forme d’ATP utilisé pour la
locomotion du Spz. La membrane interne de la mitochondrie est le site de production
d’énergie 80% dans la pi¢ce intermédiaire. Le nombre et la taille des mitochondries varient
d’une espéce a I’autre.(Guraya, 1987 ; Chenoweth et Lorton, 2014 ; Eddy, 2006 ; De
Jonge et Barrat, 2006 ; Tulsani, 2003).

» La piéce principale : elle est le segment le plus long du flagelle qui s’é¢tend de I’anneau
jusqu’a la piece terminale. En raison de I’absence de la gaine mitochondriale dans la piéce
principale, le diametre a ce niveau est réduit. La piéce principale est caractérisée par la
présence d’une gaine fibreuse. Cette gaine est constituée de nervures semi-circulaires qui se
regroupent pour former deux colonnes latérales le long de la piéce principale. La gaine
fibreuse assure la stabilité pour les éléments contractiles du flagelle. La gaine fibreuse se
termine a la limite distale de la piéce principale et le commencement de la piece terminale
(Guraya, 1987 ; Chenoweth et Lorton, 2014 ; Eddy, 2006 ; De Jonge et Barrat, 2006 ;
Tulsani, 2003).

» La piece terminale : elle est le segment au-dela de I’extrémité terminale de la gaine
fibreuse. Elle contient seulement I’axonéme couvert directement par la membrane

plasmique.

Les fibres denses externes et les gaines fibreuses sont des cytosquelettes du flagelle non
contractiles. Les roles exacts de ces structures ne sont pas connus. Cependant, elles
fournissent un recul élastique nécessaire pour les mouvements du flagelle (Guraya, 1987 ;
Chenoweth et Lorton, 2014 ; Eddy, 2006 ; De Jonge et Barrat, 2006 ; Tulsani, 2003).
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I-2.2.2. Production de spermatozoide

Les spermatozoides sont produits par spermatogenese, un processus qui a lieu dans les
tubules seminiferes des testicules. La spermatogenese est constituée de trois
élémentsimportants : des mitoses permettant le renouvellement des cellules souches
(Spermatogonies), la méiose permettant la réduction du nombre de chromosomes, ainsique
des changements morphologiques (spermiogenese) qui vont permettre a une spermatidede
devenir un spermatozoide.

1-2.2.3 Le transit épididymaire

Lors de leur production dans les tubes séminiféres les spermatozoides ne sont pas
aptes a la fécondation. Ils acquiérent leur pouvoir fécondant lors de leur transit dans

I’épididyme, c’est : la maturation épididymaire.

1-2.2.4 Les glandes annexes et leurs sécrétions
» Le plasma séminal

Le plasma séminal est un milieu extrémement complexe qui contient de nombreuses
substances. 1l est constitué, lors de I'éjaculation, par différentes sécrétions : le plasma
épididymaire, qui transporte les spermatozoides a la fin du canal efférent et qui contient
beaucoup de phospholipides (Edward,2000,Rodriguez et al ,2005).

Les sécrétions ampoulaires, qui sont en quantité limitée. Les sécréetions des vésicules
séminales qui constituent la majeure partie du volume du plasma séminal éjaculé et qui
contiennent des constituants importants pour la survie des spermatozoides. Le fructose, par
exemple, est sécrété par les vésicules séminales sous le contrble de la testostérone qui stimule
sa synthese et sa sécrétion. L'acide citrique et les prostaglandines viennent également des
vesicules séminale (Sostaric et al ,2008). Les glandes bulbo-urétrales, ou glandes de Cowper,
ont la particularité de sécréter en grandes quantités chez le bouc, mais pas chez le bélier.

Le plasma séminal, dans son ensemble, parait étre néfaste a la survie in vitro des
spermatozoides de bélier. Chez bélier, I'adjonction de plasma séminal aux spermatozoides
épididymaire stimule la motilité pendant trois a sept heures, mais celle-ci diminue fortement
ensuite, alors que les spermatozoides epididymaire seuls sont capables de maintenir leur

motilité pendant plus de 22 heures.
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Tableau02 : Composition biochimique de quelques éléments du plasma séminal De bélier.

PH (semence totale) 5,9-7,3
Fructose (ng/100 ml) 150-600
Sorbitol (ng/100 ml) 26-120
Acide citrique (ng/100 ml) 137
Acide ascorbique (ng/100 ml) 5
Inositol (ng/100 ml) 10-15
Acide glutamique (ng/100 ml) 76
Glycérophosphorylcholine (ng/100 ml) 1 600-2 000
Sodium (nmoles/litre) 7,8
Potassium (nmoles/litre) 23
Calcium (nmoles/litre) 1,9
Magnésium (nmoles/litre) 2,4
Chlorure (nmoles/litre) 1

Source : Setchell, 1977.

I-2.2.5 Variation de la production spermatique chez le bélier

La production spermatique est variable selon la race, ex : le bélier touareg ayant
une production plus importante que le bélier peul blanc (6414,24.10%pz et 3723.10%spz
respectivement), et selon les saisons de I’année un gramme de testicule de bélier produit
12,2.10° spermatozoides en automne contre seulement 9,3.10° au printemps & cause de la

diminution du rendement de la spermatogénése (Rosa and Bryant, 2003).

Page 19



Chapitre Il :

Conservation du Sperme



Chapitre 11 Conservation du sperme

I1-1. Evaluation et examen du sperme

L'évaluation de la qualité du sperme est I'élément le plus important pour prédire la
fertilité des animaux domestiques. En raison de la complexité du processus de fécondation, un
test d'évaluation de sperme unique n'est pas en mesure de prédire la fertilité. Au lieu de cela,
une seérie de tests de sperme doit étre sélectionnée avec une haute pertinence pour
d'importantes caractéristiqgues du sperme et les résultats montrent une faible redondance
(Petrunkina et al., 2000).

Un spermatozoide peut encore étre infertile pour d'autres raisons, cela implique qu'un
spermatozoide fécond devra avoir toutes ses parties fonctionnelles dans le processus.
(Madhuri et al.,2012).

I1-1-1. Récolte du sperme

La récolte du sperme constitue la premicre opération de 1I’inséminationartificielle et/ou
de son examen. C’est la premiére étape pour faire 1’évaluationdu sperme. Trois techniques
sont utilisées : le vagin artificiel constitue le moyenclassiquement utilisé, quelleque soit
I’espece animale. L’¢lectro-éjaculation estégalement d’application dans les espéces bovine,
ovine, canine et les volailles(Hanzan, 2016).1a récolte du sperme épididymaire des animaux
abattus ou morts est aussi faisable, surtout pour récupérer le matériel génétique précieux des
animaux geniteurs.

I1-1-1-1. Récolte par vagin artificiel

Le vagin artificiel est la méthode la plus utilisée, et dont le principe consiste afaire
éjaculer le méale dans un appareil qui réunit toutes les conditions naturellesque les organes
génitaux externes féminins pendant le coit. Cette méthode, simple et rapide, permet d’obtenir
ou de récupérer un éjaculat total et non contaminé, il y’a cependant une 1égere difficulté due
au fait que le bélier est tres sensible aux conditions de température et de pression du vagin.

L’appareil employ¢ est le méme que celui utilisé pour le taureau, mais en plus petit, sa
longueur est de 18 a 20cm et son diametre de 5cm environ, il se compose en général d’un
corps ou armature tubulaire, d’une chemise qui représente le revétement interne, d’un
adaptateur conique qui permet de fixer aune de ses extrémités le tube collecteur et a 1’autre

bout le corps du vagin et enfin d’un collecteur gradué en verre (Michelat, 1974).
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11-1-1-2. Récolte par électrostimulation ou electroejaculateur

L’¢lectro-¢jaculateur est un appareil constitué d’une sonde rectale (longueur 26cm,
diamétre 2.5cm) et d’un systéme électronique, permettant d’envoyer des impulsions
électriques cycliques via la sonde. Ces impulsions stimulent ’asphére génitale, excitent la
zone lombo-sacrée médullaire et donc les zones déterminant 1’érection et 1’éjaculation (Douet,
2000). Bien que la fertilité de lasemence recueillie soit similaire a celle obtenue avec le vagin
artificiel, quelquespreuves récentes suggérent que la semence du bélier obtenue par induction
électrique est plus susceptible aux chocs du froid et posséde une moins bonne résistance
spermatique a la réfrigération et a la congélation (Villena et al. ,2003).
11-1-1-3. Récolte du sperme épididymaire par la méthode « retrograde-flushing » :
L’animal mort

La méthode de ringage est décrite par (Martinez-pasteur et al.,2006). Les parties
caudales et les canaux déférents sont isolés du reste de I’épididyme en faisant une coupe avec
un scalpel prés de la jonction du corps et de la partie proximale (figl5). Ensuite, une
aiguilleest introduite dans la lumiére du canal déférent, le fluide spermatique est alors rincé
avec uneseringue chargée avec 4 ml d’une solution isotonique (chauffée a 37°C dans une
directionrétrograde en allant du canal déférent vers la partie caudale (Martinez-pasteur et
al.,2006).

Figure 12 : collecte de semence avec la méthode « retrograde-flushing » :(Stout, M.2012).
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11-1-2. Contrdle et évaluation de la qualité de la semence.

Apres la collecte, la semence est rapidement contrdlée, les tests d’évaluationsont
regroupés en trois types d’examen : macroscopiques (volume, couleur, consistance, et poids
specifique), microscopiques (motilité, concentration, morphologie), et biochimiques (pH et
tests métaboliques). Les examens de routine sont effectués au niveau des centres
d’insémination artificielle ovine sont ceux de la mesure de la motilittmassale des
spermatozoides, du volume éjaculat et de la concentration en spermatozoides.
11-1-2-1. Analyse macroscopique du sperme

L’analyse macroscopique et microscopique de la semence récoltée est évaluée en
fonction des parametres suivants :volume, couleur et consistance.
11-1-2-1-1. Volume de I’éjaculat

C’est un facteur secondaire d’appréciation, méme si une quantité normale collectée est
un indice favorable. Chez les especes a déposition vaginale, cas du bélier, le volume est peu
abondant mais trés concentré, en général les secondes ¢jaculations d’une méme session de
collecte sont plus abondantes que les premiéres (Villena et al. ,2003). Le volume d’éjaculation
moyenne d’un béliervarie entre 0,7 ml et 2 ml, la valeur la plus fréquente est de 1’ordre de 1

ml(Lacroix, 1976).

11-1-2-1-2. Couleur et consistance de sperme

L’échantillon normal a un aspect de lait concentré, en général plus le sperme estblanc
et visqueux, plus sa concentration en spermatozoides est élevée. Par exemple chez le bélier :
- Sperme crémeux épais correspond a une concentration de 5x10°spermatozoides/ ml,
- Sperme laiteux correspond & 2x10%spermatozoides/ ml,
- Sperme trouble correspond a 0.7x10°spermatozoides/ ml (Douet, 2000).
11-1-2-1-3. Poids spécifique

Dans la pratique le poids spécifigue moyen de la semence est directement
proportionnel a la concentration spermatique. Aussi les variations de ce parameétre sont en
relation avec le nombre des spermatozoides mars (plus lourds) et immatures (plus légers)
(Villena et al. ,2003).
11.1.2.1.4. Viscosité du sperme

Elle est traduite par la consistance du sperme et sa concentration en spermatozoides.
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Une bonne viscosité est probablement synonyme d’une bonne concentration
enspermatozoides. Le sperme a généralement une consistance « laiteuse » a « crémeuse
»(Cabannes, 2008).

11-1-2-2. Analyse microscopique
11-1-2-2-1. Motilité

C’est un ¢élément d’appréciation de la fonction du spermatozoide et qui comporte :

> Motilité massale

C’est un mouvement des spermatozoides qui s’observe sur une goutte du sperme au
microscope a faible grossissement (x10) (Najjar et Ben Mrad, 2013). Une note de 0 a 5
(Tableau 1) est attribuée en fonction de I’intensité des vagues observables (Chemineau et al.,
1993).

Tableau 03 : Détermination la note de motilité massale de la semence.

Note Aspects du mouvement

0 Immobilité totale

1 Mouvements individualisés

Mouvements trés lents

Motilité massale générale de faible amplitude

2
3
4 Motilité massale rapide, sans tourbillons
5

Motilité massale rapide avec tourbillons

Source : (Chemineau et al., 1993)

Motilité individuelle : C’est un mouvement de chaque spermatozoide qui s’apprécie au
microscope au grossissement x40 pour une dilution del a 5 avec de la solution tris-bufferou

une autre solution physiologique. Une échelle de 0 a 5 (tableau 2) est notée (Kabera, 2008).
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Tableau 04 : Détermination de la note de motilité individuelle des Spermatozoides.

(Baril et al. 1993)

Note Motilité individuelle
0 Pas de déplacement des spermatozoides
1 Déplacement trés lent ou pas de déplacement, tremblements du

Spermatozoide, oscillations de la queue

2 Déplacement lent, tremblements, mouvements inorganisés, que

spermatozoides se déplacent plus rapidement

3 Les spermatozoides effectuent des déplacements curvilinéaires

tremblement

4 Déplacement rapide, quelques cellules avec une trajectoire recti

d'autres avec une trajectoire courbe

5 Déplacement rectiligne et rapide des spermatozoides

11-1.2.2 2. La concentration

La concentration des spermatozoides est mesurée au moyen d’une cellule hématimetre
telle que celullue Malassez ou bien via 1’analyseur informatique (CASA) en utilisant une
cellule de Makler

11-2. Conservation du sperme

La conservation de la semence permet de préserver le potentiel génétique d’un animal
pendant une durée qui varie en général de quelques heures a plusieurs jours, voir une période
plus longue. Elle permet ainsi la possibilité de transmettre ce potentiel & la descendance
lorsque I’animal ne pourra plus se reproduire, suite a des affections pathologiques, a la
vieillesse ou aprés sa mort (Fuertes, 2008). La conservation permet en outre le transport de la
semence sur de longues distances sans avoir a faire subir le voyage au male ou a la femelle, ce
qui facilite I'échange et la diffusion de la génétique ou la vente internationale de la semence
(Fuertes, 2008).

I11. 2.1. Dilution
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Les dilueurs assurent un milieu favorable a la survie des spermatozoides in vitro et
augmentent le nombre de doses a inséminer (England, 1993). De plus, ils protegent les
spermatozoides de D’effet négatif des baisses températures (Pena, 2000 ; Stanescu et
Alin,2010).

I1. 2.1.1 Composition des dilueurs

Les dilueurs sont des substances qui ont un role de protéger les lipides membranaires
et de limiter les effets de la cristallisation de I’cau (Fuertes, 2008). Seul le glucose, le fructose
et le mannose sont métabolisés par la glycolyse au sein des spermatozoides (Rigaul et al.,
2001).

D’autres sucres (lactose, sucrose, raffinose tréhalose) agissent comme cryoprotecteurs
extracellulaires en créant une pression osmotique a 1’extérieur de la cellule, ce qui diminue la
formation de glace intracellulaire (Purdy, 2006b).

Les substances tampons sont aussi une composante majeure des dilueurs, leur présence
plus importante pour le sperme de bélier étant donné la concentration élevée en
spermatozoides et ou la glycogénolyse élevée engendre une diminution rapide du pH
(HanzenCh, 2010).

Le tri-hydroxy-méthyl-aminométhane ou TRIS est le plus communément employe. I
s’agit d’un composé soluble dans 1’eau qui se comporte comme une base faible et qui assure
aussi la pression osmotique nécessaire (Fuertes, 2008). Le jaune d’ceuf et le lait possedent
également un pouvoir tampon, mais qui reste limité, ils sont surtout utilisés pour leur apport
en cholestérol et en phospholipides (Hanzen, 2010).
Il. 2.1.2. Caractéristiques et roles des dilueurs

D’aprés ENGLAND (1993), un dilueur doit étre comme suit :
- étre isotonique a la semence, pour éviter les chocs osmotiques,
- posséder un pouvoir tampon, pour maintenir un pH optimal pendant tout le temps de la
conservation,
- posséder un pouvoir nutritif, pour conserver le métabolisme, la vitalité et la longévité des
spermatozoides
- avoir un pouvoir antioxydant, pour contrecarrer les actions des radicaux libres,
- posséder une action stabilisatrice et protectrice des membranes contre les chocs thermiques
et mécaniques,

- étre dépourvu d’agents infectieux.
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11-2.2. Types de Conservation du sperme

Les techniques de conservation consistent en la congélation et la réfrigération du
sperme.
11.2.2.1. Conservation a long terme : congélation

La congélation est définie comme un processus de conservation des cellules a de trés
basses températures souvent dans 1’azote liquide a -196°C. A cette température, toutes les
réactions chimiques, les processus biologiques et les interactions physiques intra et
extracellulaires sont figés (Bakhach et al., 2007).
11.2.2.2. Conservation a court terme : Réfrigération

La conservation du sperme par réfrigération consiste a maintenir les spermatozoides
dans des températures permettant de réduire leur mobilité et leur métabolisme sans atteindre
le seuil de températures négatives (Decuadro, 2004). La réfrigération du sperme de bélier se
fait @ une température voisine de4°C, pour éviter les chocs thermiques, elle doit étre atteinte
progressivement au rythme moyen de refroidissement de 0.5°C / minute entre 37 et 22°C et
del°C/minute entre 22 et 4°C. La semence peut conserver son pouvoir de fécondation pendant
2 a3 jours (Hanzen, 2010).
I1. 2.3. Dommages causés par la conservation

Les spermatozoides sont soumis a de nombreuses agressions au cours de la
conservation et qui peuvent étre :
- choc thermique lors de leur réfrigération, de leur conservation et de leur réchauffement
(Ponglowhapan et al., 2004a).
- acidification du milieu extra-cellulaire (Bue, 1992).
- choc osmotique lors de la dilution (Hermansson U. et Linde-Forsberg C., 2006).
La conservation est ainsi susceptible d’altérer la structure et la fonction des spermatozoides.
Dans ce contexte, Hermansson et Linde-Forsberg (2006) ont montré que la mobilité des
spermatozoides apres réfrigération est réduite, Rota et al. (1999) ont également prouvé que le
pourcentage de spermatozoides capacités de la semence réfrigérée est plus élevé que celui de
la semence fraiche. Enfin, England et Ponzio. (1996) ont démontré que plus le temps de
réfrigération augmente, plus la qualité de la semence se dégrade. Cependant, les effets de la

réfrigération sont moins nefastes pour les spermatozoides que ceux de la congélation.
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Chapitre III LE STRESS OXYDATIF

I11.1. Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre en faveur des oxydants (Figl2) contre les
antioxydants (Bettridge, 2000). Le stress oxydant est aujourd’hui décrit comme une des
causes majeures de I’infertilité masculine. Il induit des altérations membranaires et nucléaires,
entrainant une perte de mobilité et du pouvoir fécondant des spermatozoides (Pons et al.,
2009).

Desequilibre entre les oxydants et
les antioxydants = stress oxydatif

= s e Syétéfné de deéfense
Oxydants

antioxydante:
SOD, CAT, GSH-Px
ROS endogene Vit C/E, carotenoides,

58 ﬂévonolées

=

ROS exogene -

Figurel3 :Etat de déséquilibre oxydatif

111.2. Conséquences du stress oxydant

Le stress oxydant provoque des lésions directes sur les molécules biologiques
tellesque 1’oxydation des glucides, des lipides, des protéines et également des acides
nucléiques. Les conséquences de 1’action des especes réactives de 1’oxygene(ERO) sur toutes
ces molécules peuvent étre a I’origine de perturbations cellulaires graves allant méme jusqu’a
la mortcellulairepar activation des voies de 1’apoptose. (AITKEN et al., 2006).

111.3. Espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Sont des atomes ou des molécules possédant un ou plusieurs électrons non appariés
formés lors du métabolisme de I’oxygene. Trés instables, ils réagissent avec les molécules
voisines en leur arrachant un électron, les transformant a leur tour en especes radicalaires
(Pons et al., 2009) capables d’endommager les structures cellulaires. L’oxygéne est la
substance la plus oxydante de notre organisme. Ces especes ont une demi-vie tres courte
(Toussaint, 2007).

I11. 3.1. Les sources des ERO

En dehors des radiations ionisantes (UV, rayon X, rayon gamma) capables de produire

directement le radical hydroxyle a partir de 1’eau, le plus souvent la principale source d’ERO

est la chaine de transfert d’électrons des mitochondries des spermatozoides ; la production
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d’oxydants par les neutrophiles et les macrophages est également une source importante qui
dépend de I’activité enzymatique de la NADH-oxydase (WANG H.J. et al.,2009)
I11. 3.2. Principaux radicaux libres

Les ROS et les RNS sont les termes décrivant collectivement les radicaux libres
(Pham-Huy et al.,2008) avec les principales espéces radicalaires (Anion superoxyde O2- ,
radical Hydroxyle OH-, radical peroxyle ROO-) et non radicalaires (Peroxyde d’hydrogene
H202, OzoneO3, Tetroxyde de di-azotée N204) (Hadjigogos, 2003). Les especes oxygénees
et azotées non radicalaires exhibent également une action oxydante et peuvent étre facilement
converties en espéces radicalaires. (Hadjigogos, 2003).
111. 3.2.1. Origine des radicaux libres (RL)

La production de radicaux libres peut étre d’origine endogeéne ou exogene (Figl3)

etrésulte d’activités enzymatiques ou non enzymatiques (Pham-Huy et al.,2008).

/Sources endogenes : \ /Sources exogenes \

Chaine respiratoire - Irradiation
- Cellule (rayon X, UV,
(PNN, macrophages..) radioactivité)
- Enzymes - Polluants

\ (NOS, NADPH oxydase) j . (tabac, éléments Y

\

(Production des especes réactives
[0}
H,0,

\ NO," y

Figure 14: Les sources des espéces réactives de 1’oxygene(Poisson, 2013).
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111-3.3. Controle de la production des ERO
111.3.3.1. Le systeme antioxydant

C’est un réseau de molécules variées qui réagissent entre elles. Elles sont produites par
I’organisme ou apportées par 1’alimentation, pour empécher ou limiter les dommages
cellulaires, c’est un systéme de défense de I’organisme (BEGUEL J.P. et al.,2013).
111.3.3.1.1 Systéme antioxydant enzymatique

Ce sont des enzymes dont la séquence est trés conservée au cours de 1’évolution et qui
agissent de maniere coordonnée. Parmi les enzymes antioxydants, on cite :

a. La superoxydedismutase (SOD)

Superoxydedismutase est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de 1’O2-°en
H202. Cette réaction peut se faire spontanément mais de facon moins rapide, ce qui augmente
le temps de vie de 1’0O2-° lui permettant ainsi d’oxyder des composants cellulaires ou de
générer des EOR bien plus toxiques (GREGORY et al., 1974).

b. La catalase (CAT)

La catalase n’utilise que I’H202 comme substrat et fonctionne lorsque celui-Ci est
présent a des concentrations élevées bien supérieures aux conditions physiologiques de 1’ordre
de 10-6M (COHEN et HOCHSTEIN, 1963). L’H202 qui vient donc d’étre formé par la
SOD, peut étre a son tour métabolisé par la catalase : (figure 16) et La glutathion peroxydase
(GPxs). Le déclenchement de leur action respective est en fonction de la concentration du
substrat.

c. La glutathion peroxydase (GPx)

Elle existe sous une forme de GPxcytosolique, une forme plasmatique, une forme
gastro-intestinale ainsi qu’une iso-enzyme. Elle est considérée comme une enzyme
destructure tres proche ayant la propriété de réduire les peroxydes (URSINI F. etal., 1999).

d. La glutathion réductase (GR)

Contrairement a la catalase, les glutathions peroxydases métabolisent une
grandevariété d’hydro peroxydes (R-OOH) en plus de I’H202. Néanmoins pour certaines
formes deGP, (GPx2 et GPx3) le substrat H202 reste préférentiel. Par contre, la GPx4 est la
seule capable d’agir directement sur les hydroperoxydes de phospholipides (VAN KUIJK et
al.,1986).
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s50D CAT
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Figure 15: Systéme antioxydant enzymatique (Marfak, 2003).

GR \ GBPD

111.3.3.1.2. Les antioxydants non enzymatiques
A-Antioxydants liposolubles

» Lavitamine E

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui a des propriétés anti oxydantes en
conjugaison avec la vitamine C et le glutathion. Elle est présente en grande quantité dans les
huiles végétales, et il en existe huit formes dont la plus active est lI'alpha-tocophérol.
Celui-ci est capable d’interagir avec 1’02-°, H202, et °OH. La vitamine E joue son rdle
d'antioxydant principalement dans les membranes biologiques (TAPPEL et al.,1972).
Notamment au niveau de la membrane mitochondriale qui contient de forts taux de vitamine
E et qui est riche en acides gras polyinsaturés cibles du stress oxydant. Une supplementation
en vitamine E limite la peroxydation lipidique chez des sujets soumis a un stress oxydant
comme dans le cas d’une hypercholestérolémie ou d’un diabéte (DAVlet al., 1999)

> Les caroténoides

Les pigments caroténoides sont largement présents dans la nature, ils jouent un role
Important dans la protection cellulaire de I’organisme. Les caroténoides tels que le lycopene
et leB-caroténe sont d’importants composés biologiques pouvant désactiver les molécules
excitées électroniquement telles que I’oxygene avec un processus désigné sous le terme
guenching (Mascioet al., 1991).
B-Antioxydants hydrosolubles.

» Lavitamine C

C’est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a la lumiére. Il s'agit de 1'acide

ascorbique et de ses sels, les ascorbates de sodium et de calcium. Elle a un rdle antioxydant,
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Carelle réagit avec 1’02-°, °OH. Elle permet de limiter les mutations de I’ADN provoquées
par un stress oxydant (LUTSENKO et al., 2002). Elle agit également sur certains hydro
peroxydes lipidiques réduisant ainsi la peroxydation lipidique la vitamine C permet également
de régénérer la vitamine E qui a un réle antioxydant plus important. Elle est elle-méme
régénérée par le glutathion a partir de la forme oxydée de I’acide ascorbique.
Cependant a forte dose et en présence d’ions, comme le fer, la vitamine C peut devenir pro-
oxydante (POLJSAK et al., 2005).

» Lavitamine A

La vitamine A appelée également rétinol et ses précurseurs comme le [-caroténe est
liposolubles. Dans I'organisme, elle existe sous forme de rétinol, de rétinal, d'acide rétinoique
et de rétinyl phosphate. Ces molécules sont altérées par I'oxygene de l'air, et ce processus est
accéléré par la lumiere et la chaleur. Elles sont liposolubles et leur rdle principal est la
protection des membranes cellulaires en réduisant la peroxydation lipidique. Elles agissent
encapant les radicaux libres et les EOR (BURTON et INGOLS, 1984).
I11-4. Les ERO dans la fonction spermatique
111-4.1 Source des ERO au niveau du spermatozoide :

Le sperme est en particulier susceptible de l'attaque par ROS a cause des limites des
mécanismes antioxydants, leur activité métabolique élevée et le taux d’acide gras polyinsaturé
(AGPI) contenu de leurs membranes. (Bonisoli-Alquati., et al. 2011).

Dans le sperme, les ERO sont générés par les neutrophiles polynucléaires (PNN) et les
cellules germinales. Les PNN sont les sources principales produisent I’anion superoxyde
(O2¢-) via lenicotinamide adénine dinucléotide phosphate hydrogéne oxydase (NADPH).

L’anion superoxyde, peu réactif, est rapidement transformé en peroxyde
d’hydrogene(H202), spontanément ou par 1’action du superoxydedismutase (SOD). Méme si
I’H202 n’est pasun ERO au sens strict, il est décrit comme appartenant a cette famille ; c’est
un intermédiaire stable, capable de traverser les membranes lipidiques et il permet de générer
des radicaux hydroxyles (°OH), particuliérement toxiques. La présence de quantité élevée de
cellules germinales immatures spermatozoides morphologiquement anormaux dans le sperme
est généralement associée a unstress oxydant. (Pons-Rejraji et al., 2009)

Habituellement, la formation intracellulaire de ROS est le résultat de la fuite
d'électrons des mitochondries qui méne a la diminution du nombre de spermatozoides.

Le déclin de I'activité mitochondriale apres cryopréservation pourrait étre lié a
L’augmentation de la production de ROS (Prtyka et al., 2012). L’ensemble des constituants

cellulaires
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111-4.2. Les ERO et leurs effets déléteres sur le spermatozoide
A. Peroxydation lipidique

La premiere indication des effets nefastes des ERO sur les spermatozoides a été
Montrée en 1979 (JONES et al., 1979). Ces auteurs ont observé une corrélation entre la
peroxydation lipidique de la membrane plasmique des spermatozoides humains et la perte
sévere de leur motilité, I’exposition des gametes males aux ERO induit une perte de leur
motilité qui est directement corrélée au niveau de peroxydation lipidique de la membrane des
spermatozoides (GOMEZ et al., 1998).

L’addition de lea-tocophérol, qui a une capacité antioxydante importante notamment
en empéchant la peroxydation lipidique, induit la restauration de la motilité spermatique ce
quimontre que cette peroxydation est bien a I’origine de cette perte de motilité (SULEIMAN
etal., 1996).

Cette peroxydation lipidique par exposition des gametes males aux ERO ne modifie
pas seulement la motilité des spermatozoides mais agit également sur I’intégrité fonctionnelle
de la membrane plasmique des spermatozoides. En effet, cette peroxydation empéche
¢galement la fusion du spermatozoide a I’ovocyte et la réaction acrosomique (AITKEN et
al.,1989).

B-Dommages oxydatifs de ’ADN

Le stress oxydant est capable de causer des dommages aussi bien sur 1’ADN
mitochondrial que nucléaire des spermatozoides (SAWYER et al., 2003). Le génome
mitochondrial est particuliérement vulnérable aux attaques oxydatives. L’ADN nucléaire des
cellules germinales est cependant plus résistant que celui des cellules somatiques aux
dommages oxydatifs. Expérimentalement, un plus haut niveau d’irradiation est nécessaire
pour engendrer des dommages a I’ADN des gametes males comparés aux autres cellules.
I11-5. Systeme de défense du spermatozoide

La forte compaction de I’ADN du spermatozoide et son volume cytoplasmique faible
réduisent la capacité du spermatozoide a lutter contre les attaques radicalaires.

Les spermatozoides possédent néanmoins certains composés antioxydants comme du
glutathion reduit, de ’acide ascorbique ou encore de la vitamine E. Cette derniére est
retrouvée chez le rat en plus grande quantité sur les spermatozoides issus de la téte que de la
queue de 1’épididyme (TRAMER et al., 1998). Des enzymes antioxydants sont egalement
retrouvées au niveau des spermatozoides, notamment GPx1 et GPx4 ainsi que la glutathion

réductase
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(ALVAREZ et STOREY, 1989). La Cu-Zn SOD est exprimée dans 1’épididyme, elle est
sécrétée et est capable de se lier aux spermatozoides. La catalase est également présente sur

les spermatozoides mais seulement chez certaines espéces et son expression reste a un niveau
faible.
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Conclusion

Vu I’absence du milieu de cryoconservation commercialisé pour le sperme du bélier, le
sujet traité dans ce travail est un sujet d’actualité. De ce fait, les données bibliographiques de ce
travail pourraient étre exploitées pour développer des thématiques de recherche sur I’amélioration
de la qualité du sperme cryoconservé chez le bélier. Les données les plus importantes exposées
dans ce mémoire sont : le sperme ovin contient un taux trés élevé des acides gras polyinsaturés lui
rendant hautement sensible au stress oxydatif, notamment la peroxydation des lipides ; I’ajout des
antioxydants dans les milieux de conservation apparait 1’approche principale afin de fournir une

protection au sperme contre les attaques des espéces réactives de 1’oxygene.
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Résumé

En Algérie, I’amélioration de la qualité et la fertilité du sperme ovin conservé est une nécessité
inéluctable pour pratiquer I’insémination artificielle et par conséquent, 1’autosatisfaction en viande
rouge. De ce fait, I’objectif de ce travail est de présenter les particularités du spermatozoide du
bélier, notamment la composition membranaire, sa vulnérabilité aux attaques des espéces réactives
de I’oxygeéne durant la conservation et en fin les moyens de lutte contre le stress oxydatif. La
conclusion de cette synthése bibliographique est que le spermatozoide du bélier présente une
susceptibilité élevée vis-a-vis le stress oxydatif, particulierement durant le processus de
conservation. La supplémentation des milieux de conservation avec des antioxydant apparait la
stratégie fondamentale pour lutter contre le stress oxydatif. Notre travail constitue une source de
données importante pour développer des projets de recherche sur I’amélioration de la qualité et la

fertilité du sperme ovin conservé.
Abstract

In Algeria, the improvement of the quality and fertility of the preserved ovine semen is an
inescapable necessity to practice artificial insemination and consequently, the self-satisfaction in
red meat. Therefore, the objective of this work is to present the particularities of the ram sperm, in
particular the membrane composition, its vulnerability to the attacks of reactive oxygen species
during conservation and finally the means to fight against oxidative stress. The conclusion of this
bibliographical synthesis is that the ram spermatozoon presents a high susceptibility to oxidative
stress, particularly during the conservation process. The supplementation of preservation media
with antioxidants appears to be the fundamental strategy to fight against oxidative stress. Our work
constitutes an important source of data to develop research projects on the improvement of the

quality and fertility of preserved ovine semen.
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