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INTRODUCTION

Développée au cours des années 1980, I’insémination artificielle (IA) est maintenant

communément utilisée pour la reproduction équine. *

Cette méthode qui regroupe les techniques d'insémination avec de la semence fraiche,
réfrigérée ou congelée, confere de nombreux avantages. Par exemple, cela permet de diffuser la
génétique des étalons, d’inséminer de nombreuses juments dans des lieux plus ou moins éloignés

géographiquement ou encore de diminuer les risques sanitaires.

Le pourcentage de poulains né¢ d’une insémination artificielle en France, selon les
statistiques annuelles des Haras Nationaux en 2015, était de 41%. Parmi les techniques utilisées,
l'insémination en semence congelée a connu un essor passant de 0,2% des saillies en 1993 a 15,6%

des saillies en 2023. 7

Mais malgré les progrés qu'ont connu les techniques de congélation et la qualité de la
semence fraiche, il n’est pas possible de congeler avec succés tous les éjaculats.”® En effet il y a une
grande variabilité individuelle entre étalons, environ 20% ? d’entre eux produisent du sperme qui
ne peut pas €tre congelé a cause d’une faible mobilité et viabilité aprés congélation et

décongélation. IlIs sont qualifiés de “poor” freezers. ®

Pour minimiser cette variabilité entre étalon, des études ont été conduites visant a
développer un protocole optimal de congélation. Comme le protocole de congélation joue un role
important sur la viabilité des spermatozoides apres décongélation, des améliorations conduisant a
une meilleure survie cryogénique des spermatozoides permettent de congeler avec succes

d’avantage d’éjaculats provenant d’un plus grand nombre d’étalons.!

I1 existe de nombreuses étapes lors du protocole de congélation et chacune d’entre elles est
importante pour la conservation de la qualité du sperme post-décongélation. Les milieux de
congélation utilisés sont aussi nombreux, avec des caractéristiques qui varient, et en constante
recherche d’amélioration. ! Notre étude ici porte sur une étape particuliére, celle du refroidissement
a 4°C dite d’équilibration juste avant la congélation. Cette étape permet au sperme de s’adapter a
des températures plus faibles, au cryoprotecteur de traverser la membrane cellulaire, de permettre

les mouvements d'eau en dehors du spermatozoide et de réduire les dommages cellulaires. '
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Parmi les recommandations actuelles, 1’étape d’équilibration est de 75 min a 5°C. Crockett
et a/ ont montré qu’une réfrigération de 12h avant la congélation dans un milieu de réfrigération
pouvait étre bénéfique pour la mobilité des spermatozoides aprés décongélation.’® Mais aucune
¢tude n'a testé I’allongement de la durée d’équilibration dans un milieu de congélation chez

I’étalon.

Le but de cette étude est donc de tester différentes durées d’équilibration : 2h, 4h et 6h ;
dans un milicu donné, I’'INRA FREEZE ®, et de mesurer des paramétres cinétiques des

spermatozoides apres décongélation.

Dans une premiére partie, nous présenterons des rappels anatomiques et physiologiques de
I’appareil reproducteur de 1’étalon. Nous nous intéresserons dans une seconde partie aux méthodes
de congélation et a 1I’é¢tude de la qualité du sperme en post-décongélation. Enfin nous
expérimenterons dans une derniere partie les différentes durées d’équilibration lors de la

congélation sur la qualité du sperme d'étalon.
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1ERE PARTIE :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA PRODUCTION
ET LA CONGELATION DU SPERME CHEZ I’ETALON
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Le but de cette premicre partie est de présenter les bases de I’anatomie et de la physiologie
de la fonction de reproduction chez 1’étalon pour pouvoir acquérir les éléments de base nécessaire

pour notre étude expérimentale.

1. PRODUCTION DE SPERME CHEZ L'ETALON
A. ANATOMIE DE ’APPAREIL GENITAL DE L'ETALON:

L’appareil génital male est constitué de I’ensemble des organes chargés de la production du

sperme de son transport et de son dépdt dans les voies génitales femelles.

Condust déférent

Rachis Ampoule

Glande vésicolaire

Rectum

Prostate
Pl génital
Urétre pelvien
Vessie

Artére et veine testiculaire Glande bulbo-urétrale

Plancher du bassin Muscle rétracteur
du pénis
Anneau inguinal interne
Urétre pénien

Cordon spermatique

Muscle bulbo spongieux

Corps caverneux du pénis
Gland ® P

Corps spongieux du pénis

Prépuce ~

Scrotum Testicule

Epididyme

Figure 1 : Schéma de I'appareil reproducteur de ['étalon vu du coté latéral gauche '*°
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1. Enveloppes testiculaires

Le scrotum (figure 1 et 2) enveloppe de tissu fibromusculaire, contient les gonades et assure

un role de maintien et de protection.

Composé de deux compartiments il est séparé par un septum.’’ Le scrotum est constitué de
plusieurs couches : la peau, le dartos, le fascia spermatique associé¢ au muscle crémaster et la

tunique vaginale.

La peau, couche la plus externe, permet de protéger les testicules du milieu extérieur. Le
fascia spermatique, tissu conjonctif lache, protége contre les chocs et il est en continuité avec le
muscle crémaster qui, lorsqu’il se contracte, permet une remontée volontaire du testicule. Le dartos
est un tissu musculaire adhérent a la peau du scrotum, qui permet de rapprocher ou d’¢loigner les

testicules de I’abdomen et participe a leur thermorégulation.™

Anneau inguinal profond
Conduit déférent
Canal vaginal

Péritoine pariétal

Tendon prépubien
Muscle crémaster
Corps caverneux du pénis

Sac du dartos gauche
Cone vasculaire du cordon
spermatique

Corps spongieux du pénis
et muscle bulbo-spongieux
Epididyme gauche

Fascia spermatique interne
(et tunique vaginale)
Testicule gauche

Muscles de la cuisse

Dartos
Scrotum
Peau du scrotum

Anneau inguinal
profond

Muscle oblique
interne de

I’abdomen Espace
inguinal
Arcade inguinale

Anneau inguinal
superficiel J

Cordon spermatique
Fascia fémoral

Feuillet pariétal
Tunique

Feuillet viscéral vaginale

Cavité vaginale
Epididyme droit
Sac du dartos droit
Muscle crémaster
Testicule droit
Septum du scrotum
Scrotum

Raphe du scrotum

Figure 2 : Schéma des enveloppes des testicules, coupe transversale en vue caudale '’
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2. Les testicules

Les testicules sont des organes parenchymateux, de structure ovoide, 1égérement
comprimés et contenus dans le scrotum (figure 1).°' Les testicules ont comme principale fonction la
spermatogenese (production de spermatozoides) et la stéroidogenése (production d’hormones

stéroides).

Canal déférent

Artére testiculaire ~—

Veines testiculaires

Plexus pampiniforme

Tunique vaginale

Tubules séminiféres
contournés

Rete tastis

Téte de I'épididyme

Tubules séminiféres

Canal épididymaire droits

Canalicules éfférents

Tunique albuginée
Queue de I'épididyme

Figure 3 : Schéma d’une coupe sagittale d’un testicule d’étalon montrant sa conformation
intérieure et sa structure '’

Ils descendent lors des 3 dernicres semaines de gestation ou lors des 2 premieres semaines

de vie. Certaines fois, ils restent en position inguinale, dans ce cas 1’étalon est dit cryptorchide. *°

Leur taille varie en fonction de 1’age, de la saison, de la race et aussi en fonction de la
production journaliere de sperme. Mais en moyenne un testicule d’étalon mesure 5 a 6,5

centimétre de hauteur, 9,5 a 11,5 centimétres de longueur et 4,5 a 6 centimétres d’épaisseur.'*

Les testicules sont recouverts par la tunique albuginée (Figure 3). C’est une membrane
fibreuse, épaisse et ¢lastique. Elle est creusée de canalicules dans lesquels circulent les vaisseaux,
qui se prolonge en formant des septums qui divisent le parenchyme testiculaire en lobules. Les
cloisons de ces lobules convergent vers un axe conjonctif épais : le mediastinum testis. Chez
I’étalon, la tunique albuginée contient un muscle lisse permettant de réguler le tonus testiculaire et

donc participe au transport du sperme. ! L’albuginée enveloppe aussi 1’épididyme.
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Le parenchyme testiculaire est composé de tubes séminiferes et de tissu interstitiel. Les
tubes séminiferes sont le sicge de la spermatogénése et constituent 70% du parenchyme

testiculaire. Ils sont dans un premier temps contournés puis deviennent droits (figure 2).

L’¢épithélium des tubes séminiféres contournés est composé¢ des cellules germinales, et des
cellules de Sertoli unies les unes aux autres. Ensuite les tubes séminiféres droits se raccordent dans

leur portion terminale au rete testis qui constitue la premiére voie de I’excrétion du sperme.

Enfin le tissu interstitiel ou stroma entoure les tubules séminiferes. Il contient les cellules de

Leydig, des fibroblastes, des lymphocytes ainsi que des vaisseaux sanguins et lymphatiques.”!

3. Voies spermatiques

Epididyme
L’épididyme assure un role de maturation des spermatozoides, nécessaire pour 1’acquisition
de leur pouvoir fécondant. C’est un organe allongé¢ mesurant une douzaine de centimetres de

longueur, accolé a la partie médiane du testicule (figure 3) ou les spermatozoides circulent quand

ils quittent le testicule. "’

La téte de 1’¢épididyme est attachée au pdle cranio-dorsal du testicule. Le corps de
I’épididyme est libre et parcourt caudalement le c6té dorso latéral du testicule. ">’ Son épithélium
produit des protéines et enzymes participant a la maturation et a la capacitation des spermatozoides.
Enfin la queue de I’épididyme s’abouche au canal déférent et est attachée au testicule par le
ligament propre et a la tunique vaginale par le ligament de la queue de I’épididyme. Son role est le

stockage des spermatozoides matures.’!

Le cordon spermatique

Le cordon spermatique est une structure contenant : I'artére, la veine spermatique, le muscle
crémaster et le conduit déférent. La veine spermatique se divise en plexus pampiniform qui entoure
I’artére et permet au sang de se refroidir lorsqu'il parcourt le testicule. Le muscle crémaster a lui
aussi un role dans la thermorégulation du testicule en permettant de varier la distance du testicule.™
Par exemple, par temps chaud, les testicules ont tendance a s’¢loigner de la paroi abdominale et a
augmenter les échanges par évaporation, et a I’inverse pour réduire les pertes de chaleur par temps

froid a se rapprocher de la paroi abdominale.
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Le conduit déférent

Le conduit déférent est en continuité avec 1’épididyme et permet le transport des
spermatozoides jusqu’a I'urétre. Il est situé¢ en position abdominale puis ensuite passe dans le canal
inguinal. A son extrémité distale il se dilate pour prendre la forme d’une ampoule permettant le

stockage temporaire des spermatozoides. *°

L’uretre
L’uretre est un canal permettant I’excrétion de I’urine provenant de la vessie, vers

Pextérieur. Il permet aussi le transport des spermatozoides lors de 1’éjaculation.™

Pénis
Le pénis est I’organe male permettant la copulation et la miction. Chez I'étalon, il est de

type musculo-caverneux et est constitué de trois parties : la racine, le corps et le gland.

Artére

; Muscle rétracteur
obturatrice

du pénis, partie
rectale

Tubérosité
ischiatique
Muscle

Artére honteuse externe 1schio-caverneux

Ligament suspenseur
du pénis

Artére criniale du pénis

Processus

dorsal du gland

Artére dorsale du pénis
Muscle rétracteur du pénis
Couronne du gland Muscle bulbo-spongieux

Corps caverneux du pénis

Processus urétral Col du gland

Figure 4 : Schéma de la structure du pénis d’étalon et de ses attaches osseuses, vue latérale
6
gauche
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La racine du pénis est épaisse et large. Elle est formée de deux muscles ischio-caverneux et
du bulbe érectile. Les muscles prennent leur origine sur la face ventrale de I’arcade ischiatique et
fusionnent distalement pour former le corps caverneux du pénis qui est la cavité érectile majeure du
corps du pénis. Le bulbe prend son origine caudalement aux glandes bulbo-urétrales, et est en
continuité avec le corps spongieux du pénis qui entoure 'uretére apres avoir rejoint le corps

caverneux. '

Le corps caverneux et le corps spongieux (figure 4) forment le tissu érectile du pénis et
I”érection est provoquée par 1’afflux de sang, provenant des branches des artéres pudendales

internes et externes et des artéres obturatrices.

Enfin le gland du pénis est la partie terminale du pénis. Il est volumineux, surtout lors de
I’érection. Cela est permis grace a 1’¢lasticité du stroma et de la peau du gland. Cet ¢élargissement

permet d’aider a I’éjaculation intra-utérine en bloquant le col de 1’utérus. *’

Prépuce

Le prépuce permet de protéger la partie libre du pénis lorsqu’il n’est pas en érection. Il est
formé de deux replis, un externe et un interne qui s’effacent lorsque le pénis rentre en érection. Le
replis externe forme 1’orifice préputial et le repli interne forme 1’anneau préputial. Lorsque le pénis
rentre en érection 1’orifice préputial est situé a la base du pénis et ’anneau préputial est représenté

par un pli de peau a mi-longueur de la partie libre du pénis.”!
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4. Glandes accessoires

Les glandes accessoires participent dans des proportions variables a la production du

plasma séminal, la fraction liquide de 1’¢jaculat.

Vessie
Conduit déférent

Pli génital Ampoule du

conduit déférent
Uretére gauche

Glande vésiculaire droite

Lobe droit de la prostate
Isthme de la prostate

Ischium

Muscle urétral
Glande bulbo-urétrale droite

Muscle bulbo-spongieux
Muscle rétracteur

du pénis Muscle ischio-caverneux

Figure 5 : Schéma présentant les glandes accessoires sexuelles de [’étalon (vue dorsale de la
partie pelvienne de l'appareil reproducteur) '*

Les glandes accessoires sexuelles chez 1'étalon visibles sur les figures 1 et 5 sont : les

vésicules séminales, ampoule du canal déférent, la prostate, et les glandes bulbo-urétrales.”
Les vésicules séminales

Les vésicules séminales sont des glandes triangulaires, tubulo-alvéolaires situées
dorsalement et de part et d’autre du canal déférent (figure 5). Elles se terminent par un conduit
¢jaculateur, commun au conduit déférent. Ce conduit éjaculateur débouche ensuite dans 1’urétre

distalement a I’ampoule.

Leur taille varie en fonction de 1'excitation sexuelle, elle mesure de 10 a 12 centimeétres de
long par 2 a 3 centimétre de diamétre en période de repos sexuel et peuvent faire jusqu’a 15 a 20

centimétre de long par 4 a 5 centimétres de diamétre lors d’excitation sexuelle. '’
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Les ampoules du canal déférent

Les ampoules se situent sur la portion distale des canaux déférents, dorsalement a la vessie,
entre les deux vésicules séminales (figure 5). Une ampoule mesure environ 15 cm de long et 2 cm
de diamétre. "7 Ces glandes sont une dilatation de la paroi des canaux déférents, avec la présence
de cryptes et de glandes sécrétrices. Elles ont une fonction glandulaire et jouent le role de stockage

des spermatozoides.®

La prostate

La prostate est une glande bilobée connectée par un isthme, située en partie caudale du
pelvis. "7 Chez I’étalon mature chaque lobe mesure environ 4 4 6 cm de large et 2 a 4 cm de
longueur.” Elle se situe sur le col de la vessie dorsalement a ’urétre, et est formée d’un ensemble

de canaux formant le sinus prostatique qui s’abouchent dans 1’urétre pelvien.

Les glandes bulbo-urétrales

Les glandes bulbo-urétrales sont des glandes paires et situées caudalement a la prostate en
se terminant a la surface dorsale de I'urétre (figure 3).°° De forme ovale, elles mesurent environ 3 a

4 cm de long par 2 a 2,5 cm de large."’
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B. LA SPERMATOGENESE

Aprées avoir vu décrit ’anatomie de 1’appareil génital de 1’étalon, nous allons dans cette

partie nous intéresser au processus de fabrication des spermatozoides : la spermatogencse.
1. Définition

La spermatogénese est un processus de divisions et de différenciation cellulaire au cours

duquel les spermatozoides sont formés a partir d’une spermatogonie.'*

La spermatogénése se déroule dans les tubules séminiferes contournés des testicules
(figure 2), qui constituent la majeure partie du volume testiculaire.” L’épithélium spermatogéne
situé dans ces tubules est constitu¢ de I’ensemble des cellules dérivées des gamétocytes, cellules a
’origine des spermatogonies. ' Il est aussi formé des cellules de Sertoli qui constituent 1’épaisseur

de la paroi des tubes séminiferes.

Le stroma testiculaire quant a lui, contient les cellules de Leydig, des vaisseaux, des fibres
nerveuses, des vaisseaux lymphatiques, des macrophages, des fibroblastes, des lymphocytes ainsi

que du tissu conjonctif.'”

Chez I’étalon la spermatogenése débute a la puberté, qui survient entre 15 et 21 mois d’age
et est longue (environ 50 jours). Elle est stable durant la plus grande partie de leur vie, de 4 a 20
ans environ, mais par la suite avec I’age certains étalons développent une sénescence. *° La
production de spermatozoides s’effectue durant toute I’année mais de nombreux parameétres

qualitatifs varient en fonction de la saison. %

2. Mécanisme:

La spermatogenese peut étre divisée en 3 parties : la spermatocytogenese, la méiose et la

spermiogenése. '
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Figure 6 : Schéma synthétique des différentes étapes de la spermatogénése '

Spermatocytogénese

La spermatocytogénese correspond a la production de spermatocytes a partir des
spermatogonies (figure 6).”' Les spermatogonies, cellules souches, sont issues des gonocytes et

sont localisées a la base des tubes séminiféres chez I’adulte (figure 7)."°

Deux types de spermatogonies ont été mis en évidence. Le type “ad” a petit noyau foncé,
correspond aux cellules souches de réserves. Et le type “ap” a gros noyau granuleux correspond
aux spermatogonies de renouvellement. °” Elles sont renouvelées par un phénoméne de mitose, ce
qui permet d’assurer leur production d’une maniére continue. La spermatocytogénese permet donc
de continuer la lignée des cellules souches en produisant des spermatogonies de réserve et d’autres
qui se divisent par la suite et se différencient en spermatozoides. En parallele de cette production de

spermatogonies il y a aussi un phénoméne de dégénérescence cellulaire pour réduire leur nombre.”

Avec cette division continue, la moyenne de production de spermatozoides lors de la saison

de reproduction, est de 70 000 spermatozoides par seconde.®
Méiose

La méiose est le processus au cours duquel une cellule mére diploide se divise en cellules
filles haploides. Au cours de la méiose, les spermatocytes produisent des spermatides haploides

(figure 6).
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Spermiogéneése

La spermiogénése, dernicre étape, est la différenciation des spermatides en spermatozoides.
Les spermatides produites lors de la deuxi¢me division sont des cellules sphériques avec un nucléi
non condensé. Elles se différencient ensuite en cellules avec une téte allongée contenant un nucléi

condensé et un flagelle. '’

Le flagelle est formé a partir des deux centrioles de la spermatide. Ces deux centrioles sont
positionnées a 90° 1’une par rapport a I’autre. Celle qui est la plus proche du noyau se différencie

en piéce connective qui permet la jonction entre le noyau et le flagelle. '’

La spermiogénese n’implique pas de divisions cellulaires, la synthése ADN est minimale et

stirement restreint a la seule réparation de I’ADN.

Spermatides

Compartiment
luminal
1

Spermatocyte primaire

Jonction intercellulaire

Cellule de Sertoli

Spermatogonie

Compartiment
basal
1

Lame basale

|

— Cellule de Leydig

Tissu
interstitiel

Vaisseau sanguin

Figure 7 : Coupe d’un tube séminifere chez [’étalon avec les différentes cellules impliquées dans la
spermatogénése '
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3. Cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont des cellules pyramidales qui s'étendent sur toute la hauteur de
I’épithélium séminifere (figure 7). Cette cellule possede une plasticité lui permettant une variation
de sa forme et de son volume au cours du cycle de 1’épithélium séminifére, en synchronisation avec

I’évolution des cellules germinales. '**

compartiment
basal compartiment central

FSH

complexes

C jonctionnels ;
AMPc phagocytose

N - QO corps
synthéses protéiques résiduels
- hormones
/ - parahormones

testostérone

spermatozoides

spermatides
spermatocytes

fluide
interstitiel

lymphe

testostérone :
estradiol

sang

spermatogonies  spermatocytes

L DR, barriére
préléptoténe

hémotesticulaire

Figure 8 : Coupe d’un tube séminifére avec une cellule de Sertoli chez les mammiféres '

En contact avec les cellules germinales a tous les stades de développement, elles assurent
un role structurel et nutritionnel. Leur nombre a ét€ mis en corrélation avec le nombre de

spermatogonies, de spermatides ainsi que du taux de production de spermatozoides.”

Elles sont nécessaires au développement des cellules souches lors de la spermatogenése et
assurent la phagocytose des cellules souches dégénérées (figure 8). Elles participent également a la
spermiation des spermatides matures ainsi qu’a la sécrétion de liquide et de protéines dans le
lumen. Leur réle complet n’est pas complétement élucidé, mais elles sécrétent aussi du lactate,
source d’énergie nécessaire pour les cellules souches, ainsi que des polypeptides mitogéniques qui

pourraient stimuler la prolifération des cellules souches ou des cellules de Sertoli.'**””’

Les cellules de Sertoli posseédent aussi des récepteurs a la FSH. Leur stimulation aboutit a la

conversion de la testostérone en cestrogeéne et active certains génes qui régulent la spermatogéneése.
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Elles produisent également d’autres protéines comme par exemple 1’inhibine ou encore I’ABP

(protéine de liaison a ’androgéne). '**

Enfin ces cellules sont séparées par des jonctions serrées (figure 8), permettant la formation
d’une barriére hémato-testiculaire. Cette barriére assure une séparation des cellules germinales en

cours de formation du systéme immunitaire.

4. Cellules de Leydig:

Les cellules de Leydig sont des cellules polygonales qui constituent la composante majeure
du tissu interstitiel. Leur importance relative dans le parenchyme testiculaire augmente avec 1’age
de I’étalon. ™ Elles sont en contact étroit avec des vaisseaux veineux et lymphatiques qui assurent
le passage des hormones dans la circulation générale. Elles jouxtent aussi les parties basales des

tubes séminiferes constitués des cellules de Sertoli.

Les cellules de Leydig sont la source principale d’androgénes. '** Les androgénes ont un
role majeur dans le maintien de la spermatogenése. Ils diffusent dans les vaisseaux, les espaces
interstitiels et les tubes séminiferes. La testostérone est la plus commune des androgenes impliqués
dans le maintien de la spermatogéneése. Ainsi les cellules de Leydig participent a la spermatogénese

en produisant des concentrations élevées de testostérone a proximité des tubes séminiféres. ”’

Cette synthése de stéroides prend place dans deux compartiments cellulaires distincts : la
membrane interne des mitochondries et la membrane microsomale du réticulum endoplasmique
lisse. Chez les étalons, les cellules de Leydig ont un réticulum endoplasmique lisse abondant ou le

cholestérol est synthétisé et ou la pregnenolone est rapidement métabolisée en testostérone. ”’

Les cellules de Leydig permettent aussi la régulation de la spermatogénése en influengant la
production de certains facteurs de croissance comme les IGF (Insulin-like Growth Factor),
I’inhibine, I’activine ou encore ’INSL3 (Insulin-Like Factor 3). IGF-1 joue un réle dans la
différenciation des spermatogonies et I’inhibine et 1’activine sont des glycoprotéines de la famille
de TGF (Transforming Growth Factors) qui ont un role possible dans la régulation et le maintien de

la spermatogénése. '*°
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5. Cellules myoides

Les cellules myoides sont les constituants cellulaire du tissu autour des tubes séminiféres.

Elles sont sous influence des facteurs de croissance testiculaire.

Ces cellules contiendraient des filaments d'actine et seraient impliquées dans les
contractions rythmiques des tubes séminiferes. Elles permettent donc I’intégrité structurelle des

tubules et pourraient participer dans les mouvements propulsifs des spermatozoides. 7’

6. Régulation endocrinienne

La spermatogénese et la stéroidogénese sont sous dépendance du systéme nerveux central et

endocrinien.

Photopériode

\L HYPOTHALAMUS | < <————
(O TetE
GnRH
+

.
> | ADENOHYPOPHYSE |

Sl

CELLULES
DE
SERTOLI

A

@ TetE

!

(Estrogénes
Testostérone

> o I
Comportement sexuel

Spermatogénése . .
p g Maintien des caractéres
sexuels secondaires
Glandes sexuelles accessoires

. Inhibine
Activine

Figure 9 : Schéma de la régulation de la fonction de reproduction chez [’étalon '

A: activine E: oestrogenes 1. inhibine T: testostérone

Les hormones FSH et LH libérées par I’hypophyse sous controle de la GnRH permettent la
spermatogénese et la stéroidogénese. Plus précisément, I’hormone LH agit sur les cellules de

Leydig et entraine la synthése de testostérone et d’oestrogénes. '’ Le niveau de testostérone
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devient plus élevé au niveau des tubes séminiféres que dans la circulation sanguine. Ce niveau
élevé permet un bon déroulement de la spermatogenése.® La testostérone, a son tour, contrdle la
sécrétion de la LH par rétro-inhibition au niveau du complexe hypothalamo-hypophysaire (figure
9). Les oestrogenes sont sécrétés en grande quantité, notamment le sulfate d'oestrone. Ce stéroide

serait impliqué localement dans la production et la maturation des spermatozoides.'®’

La FSH agit sur I’épithélium séminal et les cellules de Sertoli, qui sécrétent par la suite de
I’ABP ( Androgen-binding protein), de I’inhibine et de I’activine."”’” L'inhibine diminue la sécrétion
de FSH par rétro-contrdle négatif sur I’hypophyse et I’activine au contraire active cette sécrétion

par rétro-contrdle positif en réponse a la GnRH.

L’ABP permet la fixation des androgénes issus des cellules de Leydig et leur circulation

jusqu’aux récepteurs cytosoliques des cellules germinales.

Les deux hormones hypophysaires FSH et LH permettent, par leur action synergique et

simultanée, I’intégrité structurale et fonctionnelle des tubes séminiferes.'’

Les taux hormonaux de LH, de FSH, de testostérone et enfin d'oestrogeénes sont plus élevés

pendant le printemps et I’été, période pendant laquelle la photopériode est la plus importante.

L’age est aussi un facteur de variation des taux de FSH et de LH. Ces taux sont faibles jusqu’a deux

ans puis augmentent par la suite jusqu’a 13-20 ans.'%’
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C. LE SPERMATOZOIDE

1. Anatomie:
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Figure 10 : Anatomie du spermatozoide '*
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Le spermatozoide est une cellule haploide d’environ 61 a 86 um avec un rdle précis, celui
de féconder un ovocyte. ' Cette cellule est hautement différenciée a la suite de la spermatogénése
et des modifications qui surviennent lors de la maturation épididymaire et apres €jaculation. Le
spermatozoide a une entité immunologique propre, une spécialisation de certains organites ainsi

qu’un rapport noyau/cytoplasme trés élevé."!

Il comporte deux grandes parties (figure 10) : la téte et le flagelle. La téte contient
I’acrosome le noyau, et quelques éléments cytoplasmiques. Elle peut étre divisée en plusieurs
régions : la région acrosomale, le segment équatorial, la région post-acrosomale et 1’anneau
postérieur qui marque la démarcation avec le corps. Cette anneau postérieur est le point d’ancrage
de la membrane plasmique a I’enveloppe nucléaire ce qui permet la séparation des ¢léments
cytoplasmiques de la téte et du flagelle. Le flagelle contient la piece intermédiaire, la piece
principale et la piece terminale. Toutes ces différentes parties du spermatozoide sont entourées

d’une membrane plasmique.'®

La membrane plasmique

La membrane plasmique, composant le plus externe, englobe la totalité du spermatozoide
(figure 10). Sa nature et sa fonctionnalité varient en fonction des régions. Mais, toutes ses fonctions

n’ont pas encore été ¢lucidées.
Sa structure de base comporte une bicouche lipidique et des protéines.'?”

Dans la bicouche lipidique on retrouve en majorité¢ des phospholipides et du cholestérol (avec un
ratio de 0.36).'% Chez les mammiféres, la composition de la membrane plasmique est asymétrique,
avec une proportion plus importante de phosphatidylcholine et de sphingomy¢éline sur la membrane
externe et une proportion plus importante de phosphatidylsérine et phosphatidylethanolamine sur la
membrane interne.?* Les protéines enchissées dans cette bicouche représentent 50% du poids
moléculaire et peuvent tre intrinséques ou périphériques. Celles qui sont intrinséques sont des

canaux, des pores ou des récepteurs.

A la température corporelle, la membrane plasmique est fluide, permettant le mouvement
de ses composants. '® Cette fluidité dépend de la nature des phospholipides et du ratio de

cholestérol. Plus le ratio en cholestérol est important, moins la fluidité est importante.
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La configuration des phospholipides ainsi que la présence de cholestérol permet a la
membrane de rester intégre, ce qui est nécessaire pour la fécondation. Mais il peut arriver, par
exemple lors de la congélation, que cette structure soit altérée, et qu’elle subisse des dommages

irréversibles. %

La téte

La téte du spermatozoide contient le nucleus avec son enveloppe, 1’acrosome, espace
pré-acrosomal et la membrane plasmique (figure 10). '% Chez I’étalon la téte est plate et large avec

une forme elliptique, et elle est plus épaisse en région postérieure qu’en région apicale. '

Le nucléus est contenu dans une enveloppe nucléaire avec une double membrane et des
pores hexagonaux dans la région cervicale. Il occupe la majorité de 1’espace. Il contient le matériel
génétique paternel sous forme de chromatine condensée, avec un volume qui approche seulement 5

a 10% du volume d’une cellule somatique.'®

Cette condensation est le résultat d’un changement de composition des protéines nucléaires
qui survient lors de la spermatogénese et lors du transit épididymaire. En effet, le génome des
spermatides code des protamines qui prédominent comme protéine nucléaire lors de la maturation
dans 1’épididyme des spermatozoides. Ces protamines sont riches en arginine et cystéine. Elles sont
capables d'établir entre elles des ponts disulfures et permettent ainsi la compaction et la

stabilisation de I’ADN. '

L’acrosome est un organite formé lors de la spermiogéneése a partir des vésicules
golgiennes. Il est épaissi et effilé dans sa partie rostrale. *® Il est constitué d’une membrane divisée
en deux parties : une interne qui est en apposition avec I’enveloppe nucléaire et une externe qui est
située sous la membrane plasmique. Ces deux membranes convergent au niveau du segment
équatorial. ' Elles délimitent un compartiment hétérogéne : la matrice acrosomale. Chez le
spermatozoide mature I’acrosome contient de nombreuses molécules actives dans la matrice mais
aussi liées a la face interne de la membrane acrosomique. Parmi ces molécules on retrouve des
glycolipides et des enzymes (hyaluronidase, pro-acrosine, acrosine et lipases). Ces derniéres sont
nécessaires lors de la fécondation, durant la réaction acrosomique, pour permettre 1’adhésion et la
pénétration de la zone pellucide. Durant cette phase la membrane externe fusionne avec la
membrane plasmique ce qui crée des pores et des vésicules libérant ainsi le contenu acrosomique

)'106

(figure 11
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Le compartiment cytosolique du spermatozoide mature ne contient pas d’organites autres
que I’acrosome. Il contient cependant des protéines du cytosquelette qui sont nécessaires pour sa

fonction. Durant la spermiogénése des changements au niveau du cytosquelettes apparaissent ce

qui permet I’allongement de la téte des spermatides.
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Figure 11 : Représentation de la téte du spermatozoide normal (A) et apres la réaction
acrosomique (B) *'

La région cervicale

La région cervicale se situe entre la piece intermédiaire et la téte. Elle permet la production
et la stabilisation des composants structuraux du flagelle. On y retrouve une fossette d’implantation
constituée d’un renforcement nommé capitulum, ainsi que des colonnes de fibres et d’une centriole
distale et proximale. Le capitulum s’articule avec la téte au niveau de la fosse d’implantation, via
des fins filaments. Les centrioles sont impliquées dans le développement de I’axonéme. La

centriole proximale est fixée au niveau de la fosse d’implantation et la centriole distale produit

I’axonéme lors du développement de la queue.'®

Cette région est déviée par rapport a I’axe central du spermatozoide et est fragile.'
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Piece intermédiaire

La piece intermédiaire est caractérisée par la présence d’un axonéme, de fibres denses ainsi

que de mitochondries.

Piéce intermediaire

Figure 12 : Schéma de la structure du flagelle de spermatozoide équin '*

Ces mitochondries sont disposées sous forme d’une double spirale continue de la région

Piece principale

Piéce terminale

Membrane plasmique
Mitochondries

Fibres denses

Paire centrale de microtubules
Doublets de microtubules

Membrane plasmique
Mitochondries

Colonne longitudinale
Fibres denses

Doublets de microtubules
Membrane plasmigque

Colonne longitudinale
Gaine fibreuse

Membrane plasmigue

Doublets de microtubules

cervicale a I’annulus et sont soutenues par 9 fibres denses. Cette spirale mitochondriale se situe a la

périphérie de I’axonéme. '™

L’axonéme est un tube cylindrique composé de 9 paires de microtubules périphériques
entourant une paire centrale de microtubules, qui sont connectés par des ponts (figure 12). Les
microtubules sont composés de protéines de la famille des tubulines. Chaque paires de

microtubules périphériques est composée d’une sous unité “A” cylindrique, composée de 13

protofilaments, ainsi que d'une sous unité “B” composée de 10 a 11 protofilaments. La sous unité

A permet un point d’ancrage pour les bras externes et les bras internes de dynéine qui possedent
une activité ATPase. Ainsi ces bras de dynéines permettent de générer la force nécessaire pour un
mouvement flagellaire a travers un cycle d'attachement et de détachement entre les deux sous

unités A et B. Des filaments de nexines permettent de connecter les doublets de microtubules.

Les fibres denses en périphéries apportent un support structurel ainsi qu’une certaine

¢lasticité lorsque le flagelle se courbe.
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Figure 13 : Schéma de [’organisation d'un axonéme chez un spermatozoide d’Homme '**

Piece principale et piece terminale

L’annulus, caractérisé par une forte adhérence de la membrane plasmique, marque le

commencement de la pi¢ce principale.

A ce niveau, la gaine mitochondriale est remplacée par une gaine fibreuse qui parcourt
toute la longueur de la piece principale jusqu’a la piece terminale. Cette gaine est composée de
deux colonnes longitudinales de fibres qui sont liées par une série d’anneaux fibreux. Cette gaine
fibreuse permet d’apporter un support structurel et de 1’¢lasticité au flagelle mais a aussi un role de

transmission pour de nombreux signaux cellulaires et d> événements métaboliques. '

2. Métabolisme du spermatozoide

Dans I’espece €quine le site de dépdt du sperme, 1’utérus, est distant du site de fécondation :
I’oviducte. Les contractions utérines permettent de faciliter le déplacement des spermatozoides,
mais ils doivent étre mobiles pour pouvoir traverser 1’utérus et la jonction utéro-tubaire ainsi que
pour localiser I’ovule. Pour cela, les spermatozoides doivent étre capables de générer de 1’énergie

sous forme d’ATP pour pouvoir assurer leur mobilité. '
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En plus de leur mobilité, les spermatozoides subissent de nombreuses modifications a
travers un processus appelé capacitation. Ce processus, leur permettant d'acquérir leur pouvoir

fécondant, est trés coliteux en énergie.

De plus cette cellule spécialisée est trés compacte avec peu de cytoplasme et peu
d’organites par rapport aux cellules somatiques. Le nucleus, lui aussi compact, atteint un état quasi
cristallin lors de la spermatogénése, ce qui est incompatible avec la transcription génique. ® Une
majorité¢ du cytoplasme et des organites régulant le métabolisme dans les cellules somatiques (
réticulum endoplasmique, ribosomes et appareil de golgi), sont aussi résorbées. En résultat, le
spermatozoide est dépourvu d’énergie intracellulaire sous forme de gouttelettes lipidiques ou
encore de glycogen. Le spermatozoide est donc dépendant de son environnement extracellulaire

pour son approvisionnement d’énergie mais aussi pour son activité enzymatique.'>®

Les deux principales voies métaboliques permettant la production d’ATP pour le
spermatozoide sont la glycolyse et la phosphorylation oxydative. Les phosphorylations oxydatives
ont lieu dans les mitochondries de la pi¢ce intermédiaire. Elles ont un meilleur rendement en
termes d’ATP que la glycolyse. Les enzymes de la glycolyse sont localisées dans la piece

principale de la queue, en association avec la gaine fibreuse.

La glycolyse

La glycolyse est une voie métabolique qui convertit le glucose en pyruvate. Ce processus

utilise les molécules de glucose, fructose ou encore mannitol comme substrat. '’

La glycolyse et la mobilité des spermatozoides a été beaucoup étudi¢e. Kasahara et Hinkle
ont mis en évidence en 1977 les transporteurs de glucose GLUTSs.'® Cette famille complexe permet
aux molécules de glucose, de large taille, de traverser la membrane plasmique. De nombreux
GLUTs ont été identifiés avec des capacités différentes en fonction des hexoses ( glucose, fructose,
mannitol). Les transporteurs GLUT 1,2, 3, 5 ont été identifiés au niveau de la queue et de
I’acrosome du spermatozoide d’étalon tandis que GLUT 4 a ét¢ mis en évidence sans localisation

particuliére.

Cette localisation au niveau de I’acrosome, suggere que les processus glycolytiques sont
impliqués dans la génération d’énergie pour les modifications membranaires que nécessite la

capacitation et la réaction acrosomiale.
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Lorsque le glucose rentre dans le spermatozoide, il est phosphorylé en glucose-6-phosphate
et peut entrer dans différentes voies métaboliques : la voie des pentoses phosphates, la synthese de
glycogene ou la glycolyse. Le produit de cette derniére réaction , le pyruvate, est ensuite oxydé en
acétyl CoA, si il rentre dans le cycle de Krebs, mais peut aussi étre réduit en lactate en conditions
aérobies.'” Le lactate peut ensuite étre oxydé dans les mitochondries et produire de nouveau du

lactate.

L’importance de la glycolyse pour la production d’ATP impliqué dans la motilité, la
capacitation ou encore la réaction acrosomique n’a pas été complétement élucidée.'®® Mais chez
I’étalon contrairement a d’autres mammiferes les phosphorylation oxydative sont nécessaires pour

I’apport d’ ATP.

Phosphorylations oxydatives

Une étude de Gibb a permis de montrer que la mobilité des spermatozoides d’étalons
dépend quasiment entierement des phosphorylations oxydatives pour la génération d’ATP. En effet
lors de l'utilisation d’inhibiteurs de mitochondries, les spermatozoides perdent en vélocité et la

concentration d’ATP chute.*

Les mitochondries sont des organites semi-autonomes essentiels pour la production d’ATP a
travers ces phosphorylations oxydatives (OXPHOS). C’est une voie métabolique dans laquelle
I’oxygene réagit avec des coenzymes réduits via une série de réactions d’oxydoréduction
successives catalysées par des complexes protéiques hautement structurés, numérotés de [ a IV

ainsi que des cofacteurs ( cytochrome C et coenzyme Q). '*!

Situ¢ dans la membrane interne mitochondriale cet agencement de protéines est appelé
chaine de transport d’électrons.'? Cette chaine de transport d’électrons transfére des électrons a
I’oxygene, qui est réduit en H20, et I’énergie qui est générée a travers ce processus est I’ATP. Le
spermatozoide de I’étalon est donc une cellule fortement dépendante de I’ ATP généré par cette

chaine de transport d’¢lectrons.

Cette cascade métabolique est une source d’espece réactive a I’oxygene (ROS). En effet,
une partie de 1’02 (2%) réduit dans cette chaine de transport d’électron forme des superoxydes.®
Ces superoxydes induisent la peroxydation des lipides dans la membrane plasmique. Leur
peroxydation entraine un dysfonctionnement de certaines enzymes métaboliques, ce qui augmente

la perméabilité membranaire et peut conduire a une altération du spermatozoide.
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Dans une étude de Baumber, il a été montré que les spermatozoides non viables ou de

mauvaise qualité généraient plus de ROS.'®

Mais les spermatozoides avec un métabolisme rapide chez des étalons hautement fertiles
ont un niveau de phosphorylation oxydative plus ¢levé et ont donc ainsi des niveaux de ROS et de

peroxydation lipidique plus élevés.'®

Pour contrer ces potentiels dommages provoqués par les ROS, le spermatozoide de 1’étalon

a aussi une défense, les catalases qui sont en grande quantité par comparaison aux autres especes.

Donc, malgré le fait que le stress oxydatif entraine des dommages sur les spermatozoides
€quins, sur un temps court avec la forte activité mitochondriale, il y a une corrélation positive entre
les ROS, la peroxydation des lipides et la fertilité¢. Mais sur un temps plus long lorsqu'on souhaite
les réfrigérer ou les congeler il y a une corrélation négative car la génération prolongée des ROS
entraine des dommages oxydatifs irréversibles en impactant I’intégrité de I’ADN et la

fonctionnalité du spermatozoide.'®

3. La maturation des spermatozoides

Lors de leur libération et de leur transit dans 1’oviducte, les spermatozoides subissent des
modifications de leurs lipides membranaires. La membrane plasmique perd ainsi sa symétrie et une
zone de fusion se forme, ainsi qu’une externalisation des récepteurs de la liaison avec la zone
pellucide. Tout au long du trajet dans 1’oviducte, les spermatozoides interagissent avec le liquide

présent dans I’appareil reproducteur de la jument ainsi qu’avec les cellules épithéliales. '*

La capacitation

A la sortie de I’épididyme les spermatozoides sont matures mais incapable de féconder un
ovocyte. C’est I’étape de capacitation qui est nécessaire pour acquérir le pouvoir fécondant, c’est a
dire la capacité a se lier a la zone pellucide, pénétrer le cumulus de I’ovocyte, provoquer la réaction

acrosomique et enfin fusionner avec 1’ovocyte.

Cette étape se produit dans les voies génitales de la jument ou in vitro dans certains cas

d’insémination artificielle.
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Lors de cette étape, des protéines membranaire et cytosolique subissent des phosphorylation
et le cholestérol membranaire est éliminé, ce qui augmente la fluidit¢ membranaire et donc facilite

sa fusion avec I’acrosome ( figure 11). '

La réaction acrosomique

La réaction acrosomique a lieu a proximité de la zone pellucide dans les voies génitales de
la jument. Elle a lieu aprés la capacitation. Lors de ce processus, les enzymes contenues dans
I’acrosome sont libérées a travers les pores de la membrane des spermatozoides ce qui permet la

pénétration de ’ovocyte par le spermatozoide. '*

D. L'EJACULAT

Apres avoir étudié la spermatogénese et les particularités du spermatozoide nous allons

nous intéresser a 1'éjaculat et donc au milieu dans lequel le spermatozoide est expulsé.

1. Volume et concentration :

Le volume moyen d’un €jaculat est de 60-70 ml avec des valeurs qui peuvent varier de 20 a
250ml. '*7 Ce volume n’est pas fixe et peut étre modifié en fonction des variations individuelles, de
I'importance de la phase de la stimulation sexuelle, des variations saisonnieres et de la fréquence

des ¢jaculats.

Le volume total et le nombre total de spermatozoides diminuent lorsqu’il y a plusieurs
¢jaculats. Ils diminuent de moitié entre le premier et le deuxiéme ¢€jaculat car la majeure partie du

gel, sécrétion aqueuse issue des sécrétion des vésicules séminales, est ¢liminée lors du premier.

La concentration en spermatozoides est inversement proportionnelle au volume de 1'éjaculat. Elle

varie de 20 a 600 millions de spermatozoides/ml avec une moyenne de 120 a 180 millions/ml."’

2. Composition

L’¢jaculat est composé de spermatozoides et de plasma séminal. Chez I’étalon, le processus
de I’éjaculation est composé de 5 a 8 fractions spermatiques qui varient en composition. °* Environ

70% des spermatozoides sont présents dans les 3 premiers jets.
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Le fluide bulbo-urétrale est le premier a étre sécrété correspondant au pré-sperme. Ensuite
les sécrétions de ’ampoule et les sécrétions prostatiques sont ¢jectées. Et enfin les sécrétions de la

glande vésiculaire sont libérées lorsque 1’activité de la prostate cesse. ™

Le plasma séminal produit par les testicules, 1’épididyme et les glandes accessoires,
représente jusqu’a 98% du volume de 1’éjaculat. '*° Ce liquide est un milieu de transport pour les
spermatozoides et il permet leur nutrition temporairement. Il peut étre produit en grande quantité

par certains €talons, notamment dans la partie latente de 1’¢jaculat.

Sa composition exacte n’est pas encore totalement connue. Les résultats d’études ont
montré que le plasma séminal permettait la protection des spermatozoides dans le tractus génital de
la femelle et 1’élimination des spermatozoides non viables de I'utérus. En effet, certaines protéines
présentes dans le plasma séminal protégent sélectivement les spermatozoides vivants en empéchant

leur liaison avec des polynucléaires neutrophiles.

Ce plasma a aussi un réle de “médiateur” sur la réponse inflammatoire post-insémination ou
post-accouplement. ' Lorsque les spermatozoides passent dans le tractus reproducteur de la
jument, ils déclenchent une réponse inflammatoire. Chez la plupart des juments cette réponse est
physiologique mais chez certaines juments sensibles cette réponse inflammatoire est prolongée.
Elle devient alors pathologique et provoque une endométrite post-insémination. Le plasma séminal

permettrait de réguler cette réponse inflammatoire.'®!

Le plasma séminal est aussi une source d’énergie, d’antioxydants, d'enzymes et de
minéraux. Par exemple, le calcium et le phosphore présents dans le plasma séminal maintiennent
I’intégrité fonctionnelle du spermatozoide et le calcium a un effet positif sur la mobilité des
spermatozoides. '** D’autres métaux sont retrouvés comme par exemple le zinc, le sélénium et le
fer. Le Zinc serait impliqué dans la capacitation et la réaction acrosomique,et, avec d’autres métaux
comme le fer, le manganese, le nickel, et le cuivre, ils sont les principaux cofacteurs de la famille
des superoxydes dismutases, qui sont les enzymes anti-oxydantes les plus abondantes du plasma

séminal chez les mammiféres. 8'-'?
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2. LA CONGELATION DU SPERME

Dans cette partie nous allons décrire la méthode de congélation du sperme €quin, de sa
récolte a son conditionnement, puis nous allons nous intéresser aux parametres permettant

d’évaluer la qualité du sperme apres décongélation.

A. POURQUOI CONGELER ?
1. Avantages :

La congélation du sperme présente de nombreux avantages.

e ['avantage de production :

L’insémination artificielle (IA) permet d’avoir un plus grand nombre de choix d’étalon et

donc de choisir I’étalon avec la génétique désirée. 2

Elle permet une utilisation efficace des étalons. En effet, I’éjaculat d’un étalon en saillie
naturelle est déposé dans une seule jument contre de nombreuses lors d’utilisation de sperme
congelé ou de sperme frais en IA. L’étalon peut ainsi se reproduire avec plus de juments qu’il ne

peut le faire en monte naturelle. '®°

La barriere de distance peut étre franchie puisque les semences congelées d’étalons peuvent
saillir des juments a de grandes distances et ainsi éviter le transport des étalons avec tous les
risques associés. De plus cela représente un avantage économique certain, car le colt du transport

du sperme est moins élevé que celui du transport de la jument ou de 1’étalon. 2

La barric¢re du temps peut elle aussi étre franchie car les semences congelées peuvent étre
conservées apres la mort d’un étalon. Ainsi ce maintien de souches génétiques dans le temps
permet la sauvegarde de certaines races ( comme le Barbe en Afrique du nord, ou les anciennes

souches de pur-sang arabe au moyen Orient, les chevaux de trait etc.) '

Et enfin la qualité du sperme peut aussi €tre analysée avant son envoi, ce qui permet d’avoir

une semence de bonne qualité.
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e Avantages pour la gestion des écuries :

En effet lors d’utilisation de I’insémination artificielle le mouvement des étalons mais aussi
des juments est réduit, ce qui permet un gain de temps. En plus de cela, les risques d’accidents pour

les juments, les étalons ainsi que le personnel sont diminués.?®

e Avantage médical :

L’insémination artificielle permet aussi de provoquer moins de stress pour la jument et
permet de diminuer le risque de transmission de maladies contagieuses ou vénériennes car il n’y a

pas de contact direct.?®

De plus le sperme est souvent dilué¢ avec des dilueurs contenant des
antibiotiques ce qui permettrait de diminuer le risque de transmission de germes ou le

développement d’endométrites surtout chez les juments sensibles aux infections utérines.'®

Lorsque des €talons ne sont plus capables d’assurer la monte naturelle pour des raisons

médicales, le prélévement peut s’effectuer par des traitements pharmacologiques.

Et enfin lorsqu’un étalon doit étre euthanasié il est possible de récupérer du sperme dans la

queue de I’épididyme. Mais la fertilité de ce sperme n'est pas la meilleure.

2. Inconvénient

La congélation a cependant certains inconvénients. Le principal est la diminution du taux de
fertilité. Certains éjaculats d’étalon ne supportent pas la congélation. ** En effet, malgré une bonne

qualité de sperme frais, environ 20% des éjaculats équins ne peuvent pas étre congelé.'®

Ensuite la congélation nécessite une expertise supplémentaire, pour la collecte du sperme,

pour son évaluation mais aussi pour I’insémination des juments. **

Pour I’insémination des juments, du fait de la durée de vie raccourcie apres décongélation
des spermatozoides, il est nécessaire d’échographier plus souvent les juments.* Cela engendre des
colts et des risques supplémentaires. A ces dépenses s’ajoutent aussi celles des dilueurs, mais qui

restent faibles, celles des équipements nécessaires et les frais de transport du sperme.

Une obligation réglementaire concernant la production et I’expédition de sperme congelé

est aussi nécessaire; en effet certains vétérinaires doivent obtenir le certificat d’aptitude aux
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fonctions de chef de centre d’insémination artificielle équine, délivré par le Ministere de

I’ Agriculture.'
B. LE MECANISME DE CONGELATION

La congélation des spermatozoides a pour but de réduire un maximum leur métabolisme
cellulaire afin d’augmenter leur durée de conservation. La diminution de température impacte les
différents éléments constitutifs du spermatozoide. Mais ce choc thermique peut provoquer des
altérations. En effet, cela peut entrainer la dénaturation de certaines proté€ines et une cristallisation
intracellulaire qui peut provoquer des 1ésions des organites ou méme altérer la membrane

plasmique du spermatozoide.”

Cela provoque aussi des changements d’osmolarité qui entrainent la formation d’un milieu
extracellulaire hyperosmotique pendant la congélation et donc une déshydratation cellulaire, et une
immersion des spermatozoides dans un milieu extracellulaire hypotonique lors de la décongélation
qui conduit a une réhydratation et une augmentation du volume des spermatozoides par diffusion
passive d’eau. '"*"*° Cette déshydratation intracellulaire provoque la dénaturation de certaines

protéines et I’accumulation de composés toxiques. >
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1. Conséquences sur la membrane plasmique :
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Figure 14 : Schéma des conséquences de la baisse de température sur la membrane plasmique **

Avec les différents mécanismes impliqués lors de la congélation, c'est la membrane
plasmique qui est principalement impactée. Le choc de température lors de la congélation et
décongélation entraine des altérations de la bicouche lipidique et des protéines. Lorsque la
température baisse, la configuration des phospholipides est modifiée. Cette modification est
permise par leur mouvement au sein de la bicouche et I’adhésion aux protéines. Cela fragilise la
membrane qui devient plus rigide lors de la conversions d’un état liquide a un état de gel cristallin,

elle devient donc plus perméable. *°

La composition de la membrane plasmique influe la sensibilité au choc du froid. Lors de la
maturation des spermatozoides dans 1’épididyme la teneur en cholestérol de la membrane

plasmique diminue, ce qui entraine une sensibilité plus importante au froid des spermatozoides

éjaculés. '

A une température d’environ 20°C il y a une transition avec une perte des liaisons
hydrogénes des phospholipides entrainant une augmentation des liaisons de Van Der Waals entre la
chaine lipidique et les groupements acyl, ce qui rend la membrane plus compacte (figure 9).”” Avec
ces différentes liaisons les protéines sont modifiés et des zones avec des lipides plus fluides se

forment aboutissant 4 une membrane instable et dysfonctionnelle. ’
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Cela altere aussi la fonctionnalité de la NADPH oxydase présente dans la membrane de la
téte du spermatozoide entrainant la formation de ROS, qui déstabilisent la membrane plasmique.'"”
La microarchitecture de la membrane est modifiée et certaines protéines altérées notamment celles
nécessaires pour la mobilité du spermatozoide (pompes ioniques dépendantes a I’ ATP ou encore les
canaux ioniques.) En parallele des peroxydations lipidiques produisent des sous-produits qui par
réaction en chaine entraine la formation de ROS supplémentaires. Ces ROS peuvent activer une
cascade apoptotique, une baisse de potentiel membranaire mitochondrial qui entraine des cassures

de ’ADN et enfin la mort cellulaire.**

Le stress osmotique peut aussi activer du stress oxydatif et donc ce mécanisme de
e g s I . . .
peroxydation lipidique.® Lors de la congélation, le spermatozoide est soumis a un environnement
hyperosmotique puis, lors de la décongélation, a un environnement hypoosmotique. Par conséquent

des altérations apparaissent en raison de ces deux sources de stress osmotique.'**

Les différences de susceptibilité a la peroxydation lipidique des spermatozoides lors de la
congélation sont un facteur pouvant expliquer la variation de résistance a la congélation entre
¢jaculats et entre étalon. Il a ét¢ montré que la proportion de phospholipides dans la membrane
plasmique varie d’un étalon a I’autre et la répartition de différents types de phospholipide est

responsable des bons ou moins bon étalons pour la congélation.”

La vitesse de refroidissement est aussi un parametre important a prendre en compte. En
effet les altérations ne seront pas les mémes. A des vitesses de refroidissement lentes, la formation
de glace extracellulaire est plus importante, ce qui entraine une déshydratation des spermatozoides
et donc des 1ésions dues a une augmentation de la concentration de solutés intracellulaires. Et a des
vitesses de refroidissement élevées, les spermatozoides n’ont pas assez de temps pour se
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déshydrater, ce qui augmente le taux de formation de glace intracellulaire néfaste.'” Il est donc

nécessaire de contrdler la courbe de baisse de température pour minimiser les dommages.

2. Conséquence sur I'environnement intracellulaire

Le cytosquelette du spermatozoide est une autre structure intracellulaire qui peut étre 1ésée
lors du processus de congélation. En effet, la modification de volume provoquée par les
changements osmotiques lors de la congélation et décongélation entraine des 1ésions du
cytosquelette. L’hypertonicité entraine une dépolymérisation et une réorganisation des filaments
d’actine. Ces Iésions alterent la stabilité¢ du cytosquelette du spermatozoide le rendant plus

fragile.'
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La cryoconservation expose les spermatozoides au stress induit par les basses températures
et les déséquilibres osmotiques. '* L’exposition des biomolécules a des températures basses peut

entrainer des changements de leur conformation qui sont parfois irréversibles.

Lors de la congélation, il y a aussi la formation de glace extracellulaire qui entraine une
augmentation de la concentration en soluté dans la fraction non gelée. Cela provoque une sortie
d’eau hors du spermatozoide pour maintenir 1’équilibre et donc la déshydratation des cellules. Cela
provoque un stress osmotique et si le spermatozoide se contracte ou se dilate au-dela de sa limite de
tolérance osmotique il peut entrer en apoptose.'®?! Lorsque la vitesse de refroidissement est rapide,
les spermatozoides n’ont pas le temps de perdre beaucoup d’eau et donc la teneur en eau
intracellulaire reste importante, ce qui entraine la formation de glace intracellulaire qui risque de

léser les composants du spermatozoide notamment la membrane plasmique. '
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Figure 15 : Altérations structurales et moléculaires lors de la cryopréservation du sperme de
mammifere. Le processus de congélation/décongélation altere l'intégrité de la membrane
plasmique, de I’acrosome, de la mobilité, activité métabolique et mitochondriale et augmente la
production de ROS. Cela augmente aussi la fragmentation de [’ADN et peut affecter la méthylation
de I’ADN, dégrade les ARNm, micro ARN et induit des altérations dans l’intégrité de la structure
nucléoprotéique ) '’
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De plus, la congélation entraine I’accumulation de ROS dommageables pour le
spermatozoide. La cryotolérance de ces cellules est liée en partie a 1’étendue et la production de

ROS dans les mitochondries. "

La diminution de température, le stress oxydatif avec la production de ROS et le stress
mécanique lors de la contraction du spermatozoide peuvent aussi entrainer une altération de

’intégrité de la double hélice d’ADN.®

Chez certaines espéces il a été suggéré aussi que le processus de congélation et
décongélation provoque des altérations significatives de la structure nucléoprotéique (composée de
protamine 1 et 2 ainsi que d’histones ) de la téte des spermatozoides par un mécanisme de rupture

des ponts disulfures entre résidus de cystéines au sein de I’ADN.>*

Un autre élément important est I’impact sur les ARN messagers. En effet la congélation
peut modifier le contenu des ARN messagers et ainsi altérer leur fonction alors qu’ils jouent un

role important lors des premiéres étapes du développement embryonnaire.'>

De plus des études ont montré des facteurs épigénétiques impliqués dans 1’expression
génique, c’est a dire les ARN non codants, la méthylation de I’ADN ou encore le remodelage de la
chromatine et les modifications des histones, peuvent aussi étre modifiés par la congélation et la
décongélation. '**'"* Chez I’étalon par exemple, la méthylation de ’ADN est plus élevée aprés
cryoconservation que dans le sperme frais.'> Ces facteurs épigénétiques sont essentiels pour le
développement embryonnaire juste avant 1’implantation.*® Le taux plus bas de fertilité avec du

sperme congelé peut donc étre en partie expliqué par la méthylation de la cytosine plus étendue. 2

54



C. RECOLTE DU SPERME
1. Examen de ’étalon

L’examen de I’étalon est réalis¢€ au préalable de la récolte du sperme.
Libido

Il est assez difficile d’estimer la libido d’un étalon de maniére objective, en dehors des
conditions naturelles lorsqu’il est en liberté. En effet, en liberté 1’étalon et la jument interagissent
longtemps ensemble. Lors de la récolte, il est estimé que I’érection doit étre atteinte dans les 5 a 10
minutes apres la présentation de la jument. L’¢jaculation doit ensuite avoir lieu apreés 6 a 8 coups de
rein en moyenne."*! Sous contrdle de la testostérone, la libido peut étre plus faible lors de
pathologies dégénératives testiculaires ou lors de certaines pathologies tumorales du testicule
induisant des déséquilibres hormonaux. '% Et enfin si I’étalon n’est pas encore pubére il y aura

aussi un manque de libido.

Donc si la libido est faible ou absente, il faut s’assurer que 1’étalon est pubere, effectuer un
examen des testicules et analyser le profil hormonal pour s’assurer qu’il n’y a pas d’anomalie.”' La
douleur lors de pathologies ostéo-articulaires, le stress ou I’agressivité lors de la récolte de sperme

sont aussi des facteurs qui peuvent entrainer une diminution ou une perte de libido. '°

Examen physique

Général

Avant une récolte de sperme, 1’état général de 1’étalon doit étre examiné pour vérifier s'il est
en bonne santé. ’examen clinique ne doit pas présenter d’anomalie particuliére et sa note d’état
corporelle doit étre correcte. "' Il est nécessaire de porter une attention sur le systéme
musculo-squelettique. En effet, lorsque 1’étalon effectue 1’acte de monte, cela provoque des
contraintes au niveau de certaines articulations. Il doit donc étre capable de se déplacer
normalement, d’avoir une extension totale des articulations notamment des membres postérieurs
ainsi qu’étre exempt de douleur dorsale.”” En cas d’ataxie, de raideurs ou de douleur, ses capacités

a saillir en toute sécurité sont limitées ou méme absentes.?®
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Le pénis de I’étalon doit étre examiné. Il doit pouvoir s’extérioriser et rentrer dans le
fourreau librement. Pour extérioriser le pénis lors de I’examen, 1’examinateur pourra mettre
I’étalon en présence d’une jument ou bien utiliser une tranquillisation avec de I’ Acépromazine ou
des Alpha-2-agonistes. L’utilisation d’une tranquillisation permet a I’examinateur d’effectuer ses
observations en toute sécurité, mais il existe des effets secondaires et notamment un risque de
paraphimosis chez certains étalons, c'est-a-dire une perte de motricité du pénis et son prolapsus

permanent.”

Une fois le pénis extériorisé, il doit étre lavé a I’eau claire pour pouvoir détecter des 1ésions.
Son inspection et sa palpation permettent ensuite de détecter d’éventuelles anomalies comme par
exemple des tumeurs ou des ulcéres.?® Si les 1ésions du pénis provoquent de la douleur elles
peuvent compromettre la saillie. Cela peut aussi nuire a la qualité du sperme s'il est contaminé par
des cellules sanguines ou inflammatoires. La fosse urétrale doit aussi systématiquement étre
examinée car I’accumulation du smegma peut provoquer la création de calculs de la fosse urétrale

qui peuvent provoquer de la douleur. !

Testicules

Il est nécessaire dans un premier temps de palper les testicules afin de vérifier qu’ils sont
présents dans les bourses. L’anamnése est aussi a prendre en compte pour avoir 1’historique des
pathologies pouvant impliquer une castration unilatérale. Si aucune pathologies n’est rapportée et
qu’un testicule est manquant 1’étalon est alors considéré comme cryptorchide ce qui I’interdit de

reproduction car il y a une composante héréditaire a cette anomalie. '’

La consistance des testicules doit €tre ferme et réguliere. Si elle est diminuée, cela peut étre
da a une pathologie inflammatoire ou dégénérative. Si au contraire elle est augmentée et que le

volume est diminué une pathologie dégénérative a un stade avancée doit étre envisagée."!

Lors de la palpation la température élevée du testicule peut étre un signe d’une pathologie

inflammatoire comme par exemple une orchite ou une épididymite.

Le testicule ne doit pas présenter d’adhérences aux enveloppes testiculaires, il doit étre libre

dans la bourse.
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Il est aussi possible de palper la queue de 1’épididyme en arriere du testicule. C’est une zone
ovoide de 1,5 a 2 cm de diametre et de consistance plus molle que le testicule. Cette palpation
permet de repérer 1’axe du testicule, si celui-ci se trouve dévié cela peut évoquer une torsion

testiculaire avec d’autres symptdmes associés. !

La taille des testicules est ensuite mesurée a I’aide d’un compas qui inclut les enveloppes
testiculaires. Pour un cheval de taille moyenne, les testicules mesurent environ 5 a 6 cm de large et
de haut, et 8 a 10 cm de long. ** Une fois la taille obtenue, il est possible d’obtenir le volume

testiculaire en utilisant la formule suivante :

Volume testiculaire (VT en ml) = 0.5233 x largeur x longueur x épaisseur (en cm) Ce
volume testiculaire est corrélé a la production journaliére de spermatozoides (DSO). Cette DSO

donne une information sur les capacités reproductives de 1’étalon.?*%°

I1 est estimé qu’un gramme de testicule produit environ 15 a 20.106 spermatozoides par

jour.?® Avec le volume testiculaire obtenu la DSO se calcule avec cette formule :
DSO (Daily Sperm Output) (x109) = (0.024 x VT) — (0.76 a 1.26)

La derniére constante dépend de la saison et de facteurs individuels a 1’étalon. 2

Analyses sanitaires

Pour qu’un étalon puisse étre approuvé comme reproducteur, il doit étre indemne de
maladies vénériennes. Un dépistage est donc réalisé pour certaines maladies qui varient en fonction
des pays. Par exemple en Europe et dans certains stud-book le test de la métrite contagieuse équine
(Taylorella equigenitalis) est réalisé a I’aide d'écouvillons dans le fourreau, la fosse urétrale et
I’uretre. Il est aussi possible de réaliser le test de I’anémie infectieuse équine avec un test de
Coggins et un test pour I’artérite virale équine avec une séroneutralisation. Le dépistage de ces
maladies est obligatoire pour pouvoir exporter du sperme d’étalon en Europe. '*' La vaccination

contre la Grippe Equine et la Rhinopneumonie est obligatoire pour que 1’étalon soit agréeé.

Examen échographique

L’examen échographique permet d’investiguer le contenu des testicules mais aussi les
organes internes du tractus génital par une échographie transrectale. Ce test peut étre réalisé si une

anomalie est détectée lors de la palpation des testicules.
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En échographie le testicule est homogene et a une échogénicité élevée (supérieure a celle du
foie). La veine centro-testiculaire au centre du testicule, apparait anéchogeéne et mesure moins de 3

mm de diamétre. !

L’échographie permet de mesurer la circonférence des testicules de fagon précise, sans
inclure les enveloppes, ce qui permet d’estimer le volume du testicule et donc la production

quotidienne (DSO) plus précisément.

De plus, cet examen des testicules permet de repérer des pathologies. Certaines pathologies
méme bénignes peuvent avoir des répercussions sur la spermatogenése en modifiant la
thermorégulation testiculaire par exemple, et donc avec potentiellement des répercussions
irréversibles. Avec cette technique on peut notamment repérer une augmentation de liquide entre

les feuillets de la vaginale, la présence d’intestin ou toute autre structures dans la bourse etc. '*!

L’utilisation de 1’échographie Doppler permet d’apporter des informations supplémentaires,
avec 1’évaluation du flux sanguin arrivant au testicule. La réduction du flux sanguin dans le
testicule peut provoquer des dommages ischémiques dans les tubes séminiferes et impacter la

qualité de la production de sperme.'*"*

L’échographie transrectale est aussi utilisée associée a la palpation, pour déterminer la
taille, la consistance, la structure interne ainsi que les liquides contenues dans les glandes

accessoires.'””

2. Récolte de I'éjaculat
Préparation de I'étalon
Avant de prélever un étalon, il est nécessaire de nettoyer le pénis. Lorsque ’étalon rentre en
€rection et extériorise son pénis en présence d’une jument en chaleur, le gland du pénis, la fosse et

les diverticules urétraux ainsi que le corps du pénis sont rincés a 1’eau tiede puis séchés avec une

serviette jetable. ©
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Récolte a I'aide d’un vagin artificiel

Vagin artificiel fermé

Une fois I’étape de nettoyage terminée, de nombreuses techniques et procédures existent
pour récolter I’¢jaculat. Il est possible de prélever I’étalon a 1’aide d’un vagin artificiel, c’est une
technique largement répandue. Elle est relativement simple, la grande majorité des étalons l'accepte

dés le premier essai.'”’

Il en existe plusieurs types. Parmi les plus utilisés en routine on retrouve le Colorado,

Nishikawa et le Missouri. **

Le Nishikawa a été développé au japon. Il est plus petit que les modeles qui étaient utilisés
avant (Cambridge, Milovanov). C’est un boitier en aluminium avec un revétement en caoutchouc
amovible (figure 11). Un coussin en forme de donut peut étre utilisé en 1’insérant sur 1’extrémité

distale pour augmenter la pression sur le gland de I’étalon. **

Figure 16 : Modéle de vagin artificiel NISHIKAWA '*
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Figure 17 : Modele Missouri (Equibreed)

Le mod¢le Missouri (Figure 17) est plus long et permet d’avoir le gland pénien qui pénetre
au-dela de la partie chauffée de la doublure, ce qui réduit le risque de dommages thermique aux
spermatozoides. Il posséde des doublures intérieures et extérieures scellées et est donc étanche avec
une pression qui peut étre ajustée. La stimulation du gland peut aussi étre améliorée en appliquant
une pression manuelle sur la partie conique lorsque le pénis est inséré dans le vagin. Ce vagin

artificiel est facilement manipulable par I’opérateur de par sa légéreté et sa flexibilité.”

Enfin I’autre type de vagin artificiel fréquemment utilisé est le modele Colorado. Il est
constitué d’un boitier extérieur rigide (métal ou plastique) et d’un revétement en caoutchouc
amovible (figure 12). Il est plus grand et lourd en raison du volume d’eau qu’il retient. Ce volume
d’eau important permet de maintenir la chaleur plus longtemps mais rend sa manipulation plus
difficile. Son montage est aussi plus long que les autres vagins ce qui demande du temps
supplémentaire. De plus I’¢jaculat passe le long de la partie chauffée du vagin ce qui peut entrainer

des dommages thermiques sur les spermatozoides si la température de la doublure est trop élevée.”
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Figure 18 : Modele Colorado utilisé a ONIRIS VetAgroBio

Une maintenance du vagin artificiel est nécessaire pour garantir qu’aucune substance
spermicide soit introduite et pour empécher la transmission de maladies infectieuses. Entre chaque
utilisation, le vagin doit donc étre nettoyé avec un savon ne laissant pas de résidus. Si le vagin
artificiel n’est pas utilisé sur du plus long terme, il doit étre saupoudré de talc et congelé, ce qui

permet de limiter I’oxydation et maintenir la longévité du caoutchouc. **

La préparation du vagin artificiel doit étre adéquate pour pouvoir récupérer le sperme dans
de bonnes conditions. Tous les composants qui entrent en contact avec 1’¢jaculat doivent étre non

spermicide.

Pour faciliter I’introduction du pénis un lubrifiant doit étre appliqué a I’intérieur du vagin
artificiel. Le gel lubrifiant utilisé doit étre soluble dans I’eau et non spermicide. En effet les
lubrifiants a base de pétrole et bactéricides sont a éviter pour leur risque de toxicité sur les
spermatozoides. IIs provoquent un changement de pH ou de pression osmotique et peuvent avoir un
impact sur la mobilité des spermatozoides. * Quel que soit le type de lubrifiant, il doit étre utilisé
en quantité minimale. Un gant propre est utilisé pour appliquer ce lubrifiant sur la surface interne

du vagin artificiel.

La température de la surface de contact est importante pour 1'éjaculation et I’impact sur la
qualité du sperme. La température optimale se situe entre 45°C et 50°C."* Une étude a montré que
les étalons répondaient mieux a des températures avoisinant les 50°C, mais au-dela 43°C les
spermatozoides peuvent étre endommagés.®® 11 est donc nécessaire de trouver un compromis. De
plus,certains étalons peuvent étre aussi trés pointilleux sur la température, c’est donc un parameétre
trés important & maitriser.”* Pour avoir une température avoisinant les 43°C il faut remplir le vagin

artificiel avec de 1’eau a 50-55°C.
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Des variations existent entre les types de vagins artificiels, par exemple, le modéle du Colorado
nécessite une température plus élevée pour réchauffer ses deux revétements de caoutchouc et
atteindre une température interne correcte comparé aux modeles Nishikawa et Missouri. Pour
prolonger la rétention de chaleur, le sur remplissage est utilisé et I’exces d’eau est retiré juste avant
la collecte. Toute eau renversée a la surface du vagin artificiel doit aussi étre retirée avant

I’introduction du pénis de 1’étalon pour éviter tout risque de dommage sur les spermatozoides. **

Le vagin artificiel doit étre correctement positionné pour simuler la posture et le
positionnement du vagin de la jument. Pour collecter I'éjaculat en routine il est nécessaire d’avoir
une jument en chaleur ou bien un mannequin de monte. Lorsque 1’étalon monte, son pénis est dévié
vers le coté ou se trouve le manipulateur. Le pré-sperme est expulsé et le pénis est placé dans le
vagin. Il doit étre placé horizontalement et doit étre fermement maintenu dans cette position. Cette
technique simule au mieux la position de la jument en chaleur. Il est rarement nécessaire
d’effectuer des mouvements avec le vagin artificiel pour provoquer 1’éjaculation. * En effet lorsque
la jument est en chaleur elle maintient sa position et ne réalise pas de mouvements pour provoquer
I’¢jaculation. Certains étalons saisissent la criniére ou I’encolure de la jument ou bien sur le
mannequin en cuir pour se stabiliser. ** De nombreux étalons sont sensibles aux variations, méme

légéres, de la technique de collecte.

Une fois que 1’étalon éjacule, il faut éviter de retirer rapidement le vagin artificiel. En effet,
le gland étant dilaté il y a un risque de blessure ou bien de déversement du contenu du vagin
artificiel. '*" Une fois retiré, 1'eau est retirée et I’extrémité distale du vagin est abaissée pour que le
sperme s’écoule dans le tube de collecte. Apres obtention de I’éjaculat ce dernier doit

immédiatement étre amené au laboratoire.’*

Vagin artificiel ouvert

Pour cette technique un vagin artificiel de type Colorado est souvent utilisé. Il posséde une
ouverture au niveau du gland qui permet de I’extérioriser partiellement lors de 1’¢jaculation. Il n’y

a pas de tube collecteur mais un entonnoir et un récipient stérile changé a chaque émission.

Cette technique est utilisée pour le prélevement de sperme et plus particulierement de la

fraction spermatique avec un minimum de contamination par le milieu avec 1’utilisation d’un
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récipient stérile. indication majeure de cette technique est aussi le fractionnement de

I’¢jaculat pour analyser le processus d’éjaculation, la toxicité¢ du plasma séminal, 1’étude de

origine de certains contaminants ainsi que le diagnostic de certains troubles éjaculatoires. "¢

Un mannequin a été ¢laboré en 1999 permettant de collecter automatiquement les
différentes fractions de 1’éjaculat. *° Ce mannequin est équipé d’un vagin artificiel ouvert qui
déversent a I’aide d’entonnoirs détachables les fractions de 1’éjaculat dans des cuvettes différentes
controlées par un micro-ordinateur. Ce dernier permet de aussi régler la pression et la température
du vagin artificiel ainsi que le volume maximal a prélever dans chaque cuvette. *°La qualité du
sperme obtenue est similaire aux techniques traditionnelles mais la contamination bactérienne est

plus faible avec cette méthode et la concentration en spermatozoides plus €levée.

L’obtention d’un ¢jaculat complet avec une seule monte et une stimulation sexuelle
minimale de I’étalon est I’objectif du praticien pour optimiser 1'éjaculat obtenu avec un volume

relativement faible et une concentration de spermatozoides élevée.”

Le volume de 1’¢jaculat est affecté par le nombre de stimulations sexuelles avant

I’éjaculation mais pas la production totale de spermatozoides.'*®

Dans une étude rétrospective une relation entre le nombre de monte nécessaire pour
I’éjaculation et certains paramétres du sperme : volume, concentration et mobilité progressive apres
24 heures de stockage a 5°C, a été démontrée. Une augmentation du nombre de montes entrainerait
une augmentation du volume séminal et la production d’une quantité¢ importante de gel qui rend la
manipulation délicate par la suite. Cela entraine aussi une diminution de la concentration de
spermatozoides et une diminution de la mobilité progressive. Pour diminuer la quantité de liquide
séminal collecté une technique vise a évacuer les sécrétions des glandes bulbo-urétrale c'est-a-dire
le pré-sperme. Pour se faire le praticien dévie le pénis de 1’étalon pendant un court instant lorsque
le pré-sperme est émis. '** 11 est nécessaire de changer le manchon et récipient entre chaque collecte

pour diminuer la quantité de contaminants et de pré-sperme dans le sperme collecté.’

Cette technique est intéressante car elle permet d’éviter le contact direct avec une jument. La
fabrication d’un mannequin est relativement facile et cela permet de pallier tous les autres

problémes de manipulation de la jument.
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Les étalons sont peu rétifs a ce genre de technique dés lors qu’ils sont habitués au vagin artificiel.
"7 Leur entrainement pour le mannequin de monte consiste a les habituer a développer toute la
séquence de comportement sexuel en présence d’une femelle placée en face ou parall¢lement au

mannequin. Une fois qu’ils sont habitués, la jument peut étre retirée. *

Autres méthodes de récolte

Récupération de I'éjaculat apres saillie

C’est la technique la plus ancienne. La récupération du sperme se fait a I’intérieur de
’utérus ou du vagin a I’aide d’une éponge placée dans le vagin avant la saillie. ''> D’un point de
vue sanitaire cette technique entraine des risques infectieux et n’est donc plus utilisée en pratique.
Mais dans des situations spécifiques, lors d’évaluations de sperme de manicre rapide lorsque la
récolte n’est pas possible elle peut s’avérer utile. C’est le cas par exemple pour des chevaux
miniatures ou en liberté. On 'utilise aussi lorsque 1’on souhaite évaluer I’effet de I’endométre sur
le sperme, le sperme est alors récupéré a 1’aide d’une pipette stérile fixée sur une seringue placée

dans ’utérus.'®’

Utilisation d’un préservatif

Des préservatifs sont disponibles pour les étalons. Mais ils sont généralement insatisfaisants
de part la contamination du sperme ¢€jaculé sur I’extérieur du pénis de 1’étalon. Comme alternative
a ces préservatifs, des manchons en plastique souple sont disponibles. La position du manchon est
maintenue sur le pénis et permet une meilleure sensibilité pour I’étalon. Le sperme s’écoule dans

les doigts du manchon ce qui permet une réduction de la contamination du pénis. **

Récolte au sol

Cette technique est utilisée lorsque des étalons ont une incapacité physique a monter sur le
mannequin. Cela peut étre dii par exemple a des problémes ostéo-articulaires ou suite a des

chirurgies par exemple. Dans ce cas, on utilise un vagin artificiel sans la monte. On insére le pénis
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de I’étalon dans le vagin artificiel, de préférence celui de type Missouri, souple et 1éger il permet

d’exercer une pression sur le gland, en le gardant debout.

La présence d’une jument en chaleur ou d’un stimulus auditif et/ou olfactif permet de le stimuler.
Comme vu précédemment la température du vagin doit étre assez élevée aux alentours de 50°C, et
lubrifié. Une pression doit étre exercée sur la base du pénis et sur le gland. Il est nécessaire de faire
environ 5 a 6 mouvements de va et vient pour obtenir I’¢jaculation. Cette technique peut avec
certains €talons ne nécessiter qu’un seul praticien en toute sécurité et fonctionne bien lors du
premier essai ( varie de 30 4 66,7%). > McDonnelle et Love ont rapporté des caractéristiques
d’éjaculat similaire qu’avec les techniques traditionnelles sur mannequin de monte.'™ On note

cependant un pourcentage d’éjaculats incomplets de ’ordre de 8%. '**

Stimulation manuelle

Cette technique est semblable a la récolte au sol. Elle est utilisée pour des chevaux ne
pouvant monter sur le mannequin et pour des chevaux de petite taille. Un sac plastique est placé sur
le pénis de I'étalon et 1’¢jaculat est obtenu par friction le long de la région ventrale du pénis en
maintenant une pression sur le gland.*® 11 n’y a pas de différence des caractéristiques principales du
sperme entre cette technique et celle utilisant un vagin artificiel et le temps nécessaire pour

’apprentissage semble étre le méme aussi.'™

Méthodes pharmacologigues

L’¢éjaculation induite pharmacologiquement est une méthode utilisée pour la collecte
d’¢jaculat lorsque les méthodes traditionnelles ne peuvent pas étre mises en place. Par exemple,
lorsque 1’étalon ne peut réaliser 1’acte physique d’accouplement, ou lorsqu’il présente un probléme

d’érection et d’éjaculation ( paralysie du pénis, probléme osseux etc.)™ '’

De nombreux protocoles pharmacologiques existent. En général ces protocoles utilisent des
antidépresseurs tricycliques, des agonistes alpha-2-adrénergiques ou des agents a effet tonique sur
le muscle lisse, individuellement ou en combinaison. Les taux d’¢jaculation sont différents d’une
¢tude a une autre, mais la combinaison d’imipramine (antidépresseur, inhibiteur non sélectif de la

recapture de la monoamine) et de xylazine (alpha-2-agoniste) semble étre le plus efficace pour
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induire I’¢jaculation. Si ce protocole ne fonctionne pas, il est indiqué d’utiliser la combinaison
d'imipramine, de détomidine ( alpha-2-agoniste) et d’ocytocine (neuropeptide).

I1 est nécessaire de réaliser cette technique dans un environnement calme comme un box

pour de meilleurs résultats. 33

Le protocole le plus fiable et couramment utilisé consiste a I’administration orale de
3 mg/kg d’imipramine hydrochloride suivie d’une injection intraveineuse de 0,7 mg/kg de xylazine
deux heures plus tard. Avec cette méthode le taux de succes varie selon les études mais avoisine les

68%.

Le volume de 1’¢jaculat obtenu est plus faible, la concentration en spermatozoides

augmenté mais le nombre total de spermatozoides ainsi que le pH restent similaires aux ¢jaculats

obtenus naturellement.'®

Tableau 1 : Exemple de molécules, posologies et voies d’administrations utilisées pour la collecte
d’éjaculat.®

Molécules Posologie et voie d’administration Taux d’¢jaculation
Imipramine seule 50a 1000 mg IV 1%
Siemne sl 0,7mg/kg par voie IV 17-27 %
33-71 %
+

[ e 2 mg/kg + 0,3 mg/kg IV

1 0
Xylazine 3mg/kg PO + 0,7 mg/kg IV 68 %
Détomidine +
T 0,02 mg/kg IV + 20 UL IV + 3mg/kg PO 8.3-29 %
Imipramine
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Electro-éjaculation

L'¢lectro-¢jaculation est une technique non recommandée en routine. Elle est réalisée sous

anesthésie générale chez les étalons en dernier recours ou chez les étalons sauvages.’® !

D. METHODE DE CONGELATION

Dans cette partie nous allons voir les différentes étapes de la congélation du sperme

d’étalon, apres sa récolte.

Centrifugation

Descente g
4°C
e~ Mise en -140°C
paillettes

-196°C

Dilution 1
Dilution

ﬁ

|

Spermogramme Spermogramme
apres decongelation

Milieu de dilution 1 Milicu de dilution 2:

AVCC Crye I!*l’l Mectant

Figure 19 : Etapes simplifiées du processus de congélation du sperme d’étalon "*!

1. Filtration et dilution du sperme

Une fois le sperme récolté, il doit étre rapidement transporté au laboratoire. Son exposition
a la lumiére doit étre limitée et il est nécessaire d’éviter un éventuel choc thermique. Si la semence

n’a pas été filtrée lors de la collecte, elle est rapidement filtrée a travers une gaze stérile, pour
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¢liminer la fraction de gel du sperme produite par les glandes annexes ainsi que les squames
présentes sur la peau du pénis de 1’étalon ou tout autres débris éventuels récupérées dans le tube de
prélevement. Le retrait de ce gel peut aussi €tre fait par aspiration a la seringue. Ces méthodes

entrainent cependant une perte de spermatozoides.'!

La concentration multipliée par le volume permet d’obtenir le nombre de spermatozoides

dans I’¢jaculat.

Plusieurs méthodes existent pour I’obtenir. En routine les laboratoires utilisent des appareils

basés sur la spectrophotométrie ou bien des hémocytométres. **

Ensuite la portion sans gel doit étre diluée avec un diluant a base de lait écrémé ou de
caséine. La dilution doit étre de 1:1 de ratio, ou bien, lorsqu’on travaille avec du sperme trés
concentré, un ratio de 2:1 pour réduire les dommages lors de la prochaine étape de concentration du
sperme. Pour un ¢jaculat normalement concentré, le taux de dilution est de 74 de sperme pour % de
dilueur, sans jamais dépasser les 2,5 milliards de spermatozoides par pot. Le dilueur doit étre a une

température de 37°C avant d’étre ajouté au sperme pour éviter un choc thermique. °

Sur le marché, il existe de nombreux milieux. Ils apportent les nutriments nécessaires pour
le métabolisme des spermatozoides, permettent le maintien d’un pH correct et controlent
I’osmolarité; ils proteégent également ainsi que protégent la membrane plasmique contre le choc
thermique et les dommages du stress oxydatif. L’ajout d'antibiotiques dans ces derniers joue un role
de prévention contre la croissance bactérienne. Nous verrons par la suite plus en détail ces

propriétés.’
2. Evaluation de la qualité du sperme lors de la congélation
La plupart du temps la diminution de la fertilité¢ des spermatozoides apres décongélation
reste inexpliquée, malgré des caractéristiques spermatiques acceptables et conventionnelles. Une

¢valuation et un certain nombre de tests de laboratoire supplémentaires sur le sperme sont

recommandés. '
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Aspect macroscopique

Une premiére évaluation de la couleur et de I’apparence du sperme frais est nécessaire. En
effet avant tout traitement le sperme doit étre gris ou blanc et la turbidité de 1’¢jaculat peut donner

une estimation de sa concentration.?®

Un éjaculat concentré semble plus épais et d'apparence crémeuse tandis qu’un éjaculat de

faible concentration sera plus gris et translucide.

Siil y a certaines anomalies comme la présence d’urine ou de sang alors le sperme sera

respectivement jaunatre ou roseé.

Volume

Pour connaitre la quantité de spermatozoides dans 1’¢jaculat il est nécessaire de mesurer son
volume ainsi que sa concentration. Le volume de I’¢jaculat est divisé en deux parties, la partie avec
le gel et la partie sans gel. Elles peuvent étre séparées via un systeme de filtration. Ensuite, en
routine, chaque fraction est introduite dans un cylindre gradué qui permet d’approximer le volume.

Une autre méthode permet d'obtenir le volume a partir du poids.

L’¢équipement utilisé doit étre systématiquement stérilis¢ et chaufté a 37°C s' il rentre en
contact avec le sperme pour éviter un choc thermique ou une contamination du sperme et donc son
altération. La mesure du volume doit étre réalisée rapidement pour mettre directement le sperme

dans le dilueur le plus vite possible. %

Concentration
Connaitre la concentration en spermatozoide de la partie sans gel de 1’¢jaculat est important

lorsqu’on veut déterminer I’aptitude a la reproduction d’un étalon mais aussi lorsqu’on veut

préparer le sperme pour une insémination artificielle.
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Mobilité
Origine
Lorsque les spermatozoides sont relachés dans les tubes séminiferes, ils ne sont pas

mobiles. Ils sont propulsés, par des contractions péristaltiques,dans la refe testis puis dans les

conduits efférents et ensuite dans 1’épididyme. C’est lors du passage dans 1’épididyme que le

spermatozoide mature et acquiert sa mobilité. %7

Analyse de la mobilité

La mobilité des spermatozoides est facilement identifiable et est importante car elle refléte
certains aspects essentiels du métabolisme des spermatozoides. Elle ne doit pas étre étudiée seule

mais elle permet d’obtenir une estimation de la qualité de 1’¢jaculat.

11 existe plusieurs types de mobilité. La mobilité totale regroupant tous les types ainsi que la
mobilité progressive sont les paramétres qu’on retrouve le plus souvent. La mobilité progressive

regroupe les spermatozoides se déplagant activement en ligne droite vers 1’avant.

Cette mobilité peut également étre décrite comme oscillante, circulaire ou en serpentine. La

vitesse des spermatozoides peut également étre évaluée. ”

La mobilité doit étre évaluée rapidement apres le prélévement. Différentes techniques
existent : subjective ou objective. > De la méme maniére que pour 1’évaluation du volume tout le
matériel qui rentre en contact avec le sperme doit étre chauffé a 37°C pour éviter sa dégradation. 11
peut étre difficile d'évaluer la motilité avec la semence fraiche non diluée. En effet, lorsque la
concentration en spermatozoides est élevée, il est difficile d’évaluer chaque spermatozoide et la
motilité peut étre sous-estimée avec I’agglutination de spermatozoides ou leur adhérence au
contenant. >' Mais savoir analyser la mobilité avec de fortes concentrations peut étre utile lorsqu’on
travaille sur du sperme congelé qui est a de fortes concentrations.'” Si I’on veut étre plus précis
pour cette analyse on peut diluer le sperme a des concentrations de 25 a 50 millions de
spermatozoides/ml. Le milieu utilisé doit étre 1a encore chauffé¢ a 37°C avant de rentrer en contact

avec le sperme. **
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e Meéthode subjective

Pour évaluer la mobilité de maniére subjective, une goutte de sperme est déposée sur une
lame et recouverte d’une lamelle. L'échantillon doit étre maintenu a 37°C par une platine
chauffante par exemple. Idéalement la lame est observée au microscope a contraste de phase avec
l'objectif 200x.’! La lecture de la lame s’effectue proche du centre de la lamelle en évitant les
bordures en contact avec I’air. Quatre a six champs sont ainsi examinés et une moyenne est faite de

ces champs pour chaque paramétre. '

L’évaluation de la mobilité doit inclure la mobilité totale, la mobilité progressive et la
vélocité (graduée sur une échelle de 0 a 4). ** La précision de cette méthode nécessite de

’expérience et peut étre améliorée en utilisant plusieurs observateurs.'*

e Me¢thode objective

Pour supprimer les biais de la méthode subjective on peut utiliser d’autres méthodes. Parmi
ces méthodes on peut citer la photomicrographie en accélérée, la spectrophotométrie et plus
largement utilisé, ’analyseur CASA (Computer-assisted Sperm Analysis). Ce dernier permet
d'évaluer rapidement un grand nombre de spermatozoides avec des mesures objectives et
quantitatives."*® Développé et utilisé dans un premier temps en médecine humaine, il a été étendu
aux animaux de production dans les années 2000. L’appareil est composé d’un systéme optique
interne avec un microscope et d’une lumiére intermittente. Il comprend aussi une plaque

chauffante, ainsi qu’une caméra associée a un analyseur d’image.

Les échantillons de sperme sont déposés dans des cellules de Leja puis disposés sur la

plaque chauffante. L’analyse des images successives est ensuite réalisée par I’analyseur.
Les données fournies avec cette technique CASA sont les suivantes :

e Le nombre de cellules comptées

e [a concentration

e [es vitesses de déplacement (um/s) :
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% Vitesse progressive moyenne = VAP (Velocity Average Pathway) : il s’agit de la
vitesse de trajectoire moyenne (vitesse de la trajectoire lissée entre n positions par
intervalle de n temps)

% Vitesse linéaire = VSL (Velocity Straight Line) : il s’agit de la vitesse moyenne des
déplacements linéaires (vitesse de la trajectoire entre deux positions entre n
intervalle de temps)

% Vitesse curvilinéaire = VCL (Velocity Curvilinear Line) : il s’agit de la vitesse
moyenne des déplacements curvilignes (vitesse de la trajectoire dans un intervalle

de temps défini)

e La mobilité individuelle et le pourcentage de mobilité :
% Le pourcentage de spermatozoides mobiles (MOT : Total Spermatozoal Motility) : il

s’agit de la proportion de spermatozoides dont la VAP est supérieure a 10-15 mm/s

% Le pourcentage de mobilité progressive (PMOT : Progessive Motility) : il s’agit de
la proportion de spermatozoides dont la VAP est supérieure a 10-15 mm/s, avec une

rectitude du mouvement égale a 100%
+ Le pourcentage de spermatozoides fléchants : il s’agit de la proportion de

m spermatozoides rapides avec une rectitude de mouvement supérieure a 80%

e [a vivacité :

% ALH : amplitude des mouvements latéraux de la téte des spermatozoides pendant

leur déplacement, pwm/s.
« BCF : fréquence de battement de la téte, Hz.

« ELON : I’¢longation, rapport entre la longueur minimale et la longueur maximale

téte-queue, %

e [c comportement du spermatozoide :

% Sarectitude : (STR = VSL/VAP)*100 exprimée en pourcentage
% Sa linéarité : (LN = VSL/VCL)*100 exprimée en pourcentage

% Les oscillations (WOB : wobble, WOB = VAP/VCL)*100 exprimée en pourcentage
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L’inconvénient a la généralisation de ces techniques est le cotit des analyseurs, tres

onéreux.?®

Ces systemes d’analyse informatisés permettent de s’affranchir de la subjectivité de I’ceil de
I’examinateur et fournissent également des informations supplémentaires, que la simple analyse
microscopique ne permet pas d’obtenir. En revanche, la comparaison des résultats obtenus par cette
méthode n’est pas possible entre les différents laboratoires, en raison du manque de standardisation

du matériel d’analyse et des réglages des machines.*!

Trajectoire ligne droite Trajectoire moyenne

Déplacement latéral de la téte Position du centroide

Trajectoire curvilinéaire

Figure 20 : L’analyse de trajectoires par les analyseurs de sperme assistés par ordinateur '

L’¢évaluation de la mobilité a quelques limites mais elle est facilement réalisable. Une valeur
seuil minimale a été retenue dans de nombreux laboratoires, il est nécessaire d’avoir une mobilité

progressive minimale de 30%.

Morphologie

L’¢évaluation de la morphologie des spermatozoides est un des parametres importants pour
I’évaluation du potentiel de fertilité des étalons.”® De nombreuses classifications et critéres ont été

utilisés pour décrire les défauts morphologiques des spermatozoides. Certains critéres sont basés
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sur le role présumé des altérations dans 1I’accomplissement de la fertilisation. En effet, certains
défauts jouent un role majeur alors que d’autres sont de faible importance. D’autres critéres sont
basés sur I’origine des défauts lors de la spermatogenese ou lors du passage des spermatozoides
dans les glandes accessoires. Dans ce cas, ils sont appelés respectivement défaut primaire ou
secondaire. Un méme spermatozoide peut avoir plusieurs défauts et il peut donc étre difficile de
juger ’anomalie la plus délétere a la fécondation. La fécondation nécessite qu’une quantité de
spermatozoides atteignent le site de fertilisation, se lie et pénétre dans I'ovocyte et a la fin forme un
zygote puis se développe en blastula et foetus. Ces étapes sont accomplies respectivement par la
piéce intermédiaire, la piéce principale, la membrane plasmique, I’acrosome puis le nucleus.” De
nombreux tests biochimiques sont disponibles pour évaluer le statut fonctionnel de ces organites.
Mais ces tests nécessitent un appareillage plus sophistiqué. Cela implique une contrainte de temps,

de laboratoire et de colit qui ne permet pas leur utilisation en pratique courante vétérinaire.

D’autres techniques plus simples et économiques sont utilisées en pratique. Etant donné que
la structure refléte probablement la fonction, la normalité ainsi que I’intégrité structurelle des
organites des spermatozoides, des études morphologiques sont réalisées. Par exemple on peut
utiliser la microscopie avec contraste de phase avec soit des préparation de sperme frais non
colorées, soit utiliser la microscopie en champs clair aprés coloration de frottis de sperme.*® Une
variété de défauts structuraux du noyau ainsi que des composants du flagelle peuvent étre
facilement identifiés en utilisant un microscope a contraste de phase. De la méme manicre
I’intégrité structurale de la membrane plasmique au niveau de la téte du spermatozoide peut étre

évaluée par des tests de colorations a 1’éosine en utilisant des champs clairs de microscope. *

Pour évaluer I’intégrité de la membrane du spermatozoide il existe un test simple de coloration a
I’€osine et nigrosine. L’€osine traverse les membranes des spermatozoides morts et ne colore donc
pas les spermatozoides vivants. Ce test peut étre utilisé facilement en pratique en évitant

I’utilisation d’autres techniques plus colteuses.?

D’autres techniques de coloration existent comme par exemple les méthodes Spermac ou
Diff Quick. Ces colorations permettent d’évaluer la morphologie des spermatozoides avec le moins
de modifications et fournissent plus de détails sur les parties de la cellule notamment de
I’acrosome. La méthode Spermac utilise différents colorants comme le rose Bengale, le rouge
neutre, le pyronine Y, d’orange G, de vert janus et enfin de vert brillant FCF.**'*® Tandis que la

coloration Diff Quick utilise I’€osine et le bleu de méthyléne.

74



Cytométrie de flux et microscopie fluorescente

La cytométrie de flux est une technique utilisée pour mesurer et analyser les caractéristiques
physiques et chimiques des spermatozoides. Cela permet de passer rapidement un grand nombre de
cellules individuelles devant un faisceau laser, et d’obtenir des informations détaillées sur chaque
cellule ou particule. Le faisceau laser permet d’exciter des fluorochromes, marqueurs spécifiques
des spermatozoides, qui émettent ainsi de la lumiére a une longueur d’onde connue. La lumiére
émise est ensuite observée au microscope a fluorescence ou enregistré par cytométrie de flux. Des
analyses multiparamétriques sont possibles en utilisant différents fluorochromes et cela pourrait
améliorer I'évaluation du sperme. A la différence de la cytométrie de flux, la microscopie a

fluorescence classique est manuelle ce qui limite le nombre de paramétres évalués.

La cytométrie en flux utilise un cytomeétre en flux associé¢ a un microscope et une caméra
ce qui permet d’observer la morphologie d’un spermatozoide a la fois. Certains CASA posseédent
aussi cette technologie ce qui permet d’analyser la mobilité, la morphologie et certains paramétres

fonctionnels.*

Pour évaluer la viabilité¢ du spermatozoide certains kit utilisent les fluorochromes SYBR et
iodure de propidium (PI) qui se lient a I’ADN. Ces fluorochromes sont utilisés chez plusieurs
especes domestiques. SYBR colore le noyau en vert de toutes les cellules et I’iodure de propidium
ne pénetre que dans les spermatozoides présentant une membrane 1€sée. Les spermatozoides morts

présentent ainsi une fluorescence rouge et les vivants une fluorescence verte.’’

Le fluorochrome calcein violet, plus récent, permet aussi de tester 1’intégrité de la

membrane spermatique, et donc la viabilité du spermatozoide.*

L’¢évaluation de I’intégrité de la membrane acrosomique est aussi essentielle. Pour cela des
lectines sont utilisées pour évaluer 1’état de I’acrosome (Arachis hypogea, Pisum sativum).'** Pour
vérifier son intégrité la sonde acrosomale LysoTracker Green DND-26 existe, elle se lie au

lysosomes. '*°

La cytométrie de flux permet aussi d’évaluer la viabilité des spermatozoides par
I’évaluation de 1’apoptose. La production de ROS ainsi que la peroxydation lipidique sont aussi
¢valuées par cette méthode ce qui est important au vu de 1’association entre activité mitochondriale
et fertilité. Pour évaluer le potentiel mitochondrial on peut utiliser le JC-1 composé fluorescent qui

se lie spécifiquement aux mitochondries.
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Une des méthode permettant d’évaluer I’intégrité de la chromatine est le SCSA ( Sperm
Chromatin Structure Assay). Ce test a été introduit par Evenson en 1980 et permet d’analyser la
chromatine nucléaire en utilisant la cytométrie de flux, avec comme paramétre le fluorochrome

métachromatique, ’acridine orange.*

Les dispositifs de cytométrie de flux sont faciles a utiliser et disponibles dans les

laboratoires de routines mais peu en pratique vétérinaire courante.*’

Analyse du protéome

Pour évaluer la qualité du sperme frais et décongelé des marqueurs protéiques

intracellulaires et des tests sont utilisés.

Par exemple, la concentration en proAKAP4, principale protéine structurelle de la gaine
fibreuse des spermatozoides, est mesurée.* Cette concentration a été corrélée avec la qualité des

spermatozoides post décongélation.

Une autre analyse récente a montré des différences entre le protéome des spermatozoides de
bonne ou de mauvaise qualité. Cette évaluation du protéome serait donc intéressante pour la suite

pour évaluer la capacité de congélation d’un éjaculat.*®

Pour résumer, la mobilité progressive et le nombre de spermatozoides progressifs par dose
b
sont des facteurs directement liés a la fertilité observée. *'°° La viabilité des spermatozoides est

indirectement associée a la mobilité

progressive mais d’autres données comme la morphologie ou celles obtenues avec la
cytométrie de flux ou encore avec les colorations permettent de comprendre 1’origine des
altérations et pourront donc fournir des informations supplémentaires. Des études essayent de

développer des tests pour prédire la qualité post-décongélation.®

3. Concentration du sperme

Le plasma séminal est en majorité produit par les glandes accessoires et expulsé en
fractions lors de 1’éjaculation. ° C’est un milieu de transport pour les spermatozoides qui les
protegent dans le tractus génital femelle et qui agit comme médiateur de la réponse inflammatoire

post insémination. 616!
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Lors du stockage des spermatozoides et notamment de leur congélation, il a été¢ démontré
que le plasma séminal était délétére. ° La plupart des protocoles ’enlévent complétement ou en
partie avant de refroidir le sperme. Cependant au vue de son role important dans le tractus génital
de la femelle, I’absence de plasma séminal entraine une diminution de la mobilité des
spermatozoides lors de leur stockage. "I est donc nécessaire d’éviter les protocoles éliminant la
totalité de ce plasma. Il est conseillé¢ de conserver aprés centrifugation 5% a 20% du plasma

séminal.

Centrifugation

Lorsque I’on souhaite congeler le sperme, on enléve la majorité du volume du plasma
séminal, permettant ainsi une meilleure conservation et une concentration du sperme.”®’ La
centrifugation est la technique la plus communément utilisée. > Mais certaines études montrent que
la centrifugation peut causer des dommages aux spermatozoides. En effet, la force et la durée de la
centrifugation pour le retrait du plasma séminal affecteraient négativement la mobilité, 1’intégrité et
le pourcentage de sperme récupéré avec succes. Pour retirer le plasma séminal communément le
sperme dilué est placé dans un tube conique de 50 ml et placé dans la centrifugeuse. Une force de
centrifugation ¢élevée cause de fortes adhésions du pellet, ce qui est dommageable au
spermatozoide alors qu’une force de centrifugation faible ne permet pas de récupérer tous les
spermatozoides. > Dans une étude Dell’aqua et al. ont montré que la meilleure combinaison entre
force et temps pour une meilleure récupération et le moins de dommages des spermatozoides, est

de 600 g pendant 10 min. *

Immeédiatement apres la centrifugation le surnageant est retiré a 1’aide d’un cathéter ou bien

d’une seringue et le culot est remis en suspension dans un dilueur de congélation.

Coussin de centrifugation

D’autres protocoles de centrifugation utilisant des milieux coussins sont utilis€s en pratique.
Cette méthode permet de maximiser la récupération des spermatozoides et en limitant leurs
altérations par diminution de leur compaction.”* Des forces de centrifugations plus élevées avec
un liquide amortisseur au fond du tube de centrifugation sont utilisées. Plusieurs produits

commerciaux sont disponibles comme par exemple 1’Eqcellsire, le Cushion Fluid et le Red
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Cushion.” Ces nouveaux protocoles permettent d’augmenter jusqu’a 90% le pourcentage de

spermatozoides récupérés sans provoquer de lésions du spermatozoides.'®®

Pour retirer le plasma séminal en utilisant un coussin de centrifugation le principe reste le
méme, le sperme doit étre dilué¢ avec un ratio de 1:1 et placé dans un tube conique de 50 mL puis
un a 5 mL d’amortisseur est placé au fond du tube a I’aide d’un cathéter couplé a une seringue.
Ensuite la centrifugation est lancée a 1000 g pendant 20 minutes. *° Apreés la centrifugation, le
surnageant est soigneusement retiré par aspiration et le liquide amortisseur est lui aussi retiré a

’aide d’un cathéter. Enfin le culot est remis en suspension dans le milieu de congélation.*

Centrifugation sur milieux colloidaux

La centrifugation sur milieux colloidaux est une étape qui peut étre ajoutée lors du
processus de congélation. Cette technique permet de séparer les spermatozoides anormaux, les
débris cellulaires ainsi que les bactéries. Cela permet d’améliorer la qualité du sperme aprés
décongélation en sélectionnant seulement les spermatozoides considérés comme normaux. Cette
méthode peut donc étre utilisée pour les étalons ayant une mauvaise qualité de sperme frais mais
elle nécessite plus de temps et entraine de grandes pertes en spermatozoides, la production de

paillettes par éjaculat sera donc plus faible.*’

Filtration

Comme alternative de la centrifugation, le sperme peut étre filtré a travers une membrane
hydrophile synthétique qui retient le sperme et permet uniquement le retrait du plasma séminal. *Le
sperme est ensuite dilué dans le milieu de notre choix. * Ce processus dure 5 a 10 minutes et le
méme filtre peut étre réutilisé plusieurs fois pour le méme étalon sans affecter la qualité du

sperme.’
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Figure 21 : Méthode de filtration pour extraire le plasma séminal °

4. Ajout du dilueur

Apres la centrifugation du sperme, la semence est diluée avec un milieu de congélation afin

d’obtenir une concentration de 100 millions de spermatozoides par mL.

Les milieux de congélation utilisés ont de nombreux roles. En effet, ils vont permettre
I’augmentation du volume inséminé et sont composés de substances qui vont permettre de
neutraliser le pH (effet tampon), de neutraliser certains toxiques produits par le métabolisme des
spermatozoides, de les protéger contre le choc thermique, de maintenir un équilibre osmotique, de
limiter la prolifération bactérienne, et enfin de fournir de I’énergie. Ils vont aussi avoir un role
cryoprotecteur grace a certains composés qui vont permettre de limiter la formation de glace intra

et extracellulaire. °

De nombreux dilueurs existent sur le marché. Parmi les plus utilisés on retrouve le Lactose EDTA
(Animal Reproduction Systems, Chino, CA), INRA Freeze (IMV) ou encore le BotuCrio
(Botupharma). °

Réle cryoprotecteur

Lors de la congélation, comme vu précédemment, le spermatozoide est exposé a un stress

qui entraine des dommages cellulaires compromettant la fonction des spermatozoides. Le milieu
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utilisé doit donc contenir des agents cryoprotecteurs permettant de minimiser les dommages liés a
la cryoconservation des structures intracellulaires et des biomolécules. Il est nécessaire de faire
attention a sa concentration car a des concentrations élevées, ils deviennent toxiques pour les

spermatozoides.'"

Ces agents cryoprotecteurs peuvent étre divisés en différentes catégories : pénétrants ou non
pénétrants et intracellulaires ou extracellulaires. '*° Les agents cryoprotecteurs intracellulaires sont
capables de se lier a I’eau et ont des propriétés colligatives c'est-a-dire qu’ils ne dépendent que de
la concentration en soluté sans dépendre de la nature du soluté et permettent un abaissement du
point de congélation . Tandis que les agents extracellulaires ont un effet osmotique permettant de
créer un environnement hypertonique et d’induire un mouvement d'eau hors des cellules et donc de

limiter la formation de cristaux de glace intracellulaire, cela limitant les altérations.’

Les non pénétrants permettent de protéger les spermatozoides lors de la congélation sans
pénétrer a 'intérieur de la cellule. Parmi les exemple de cryoprotecteurs non pénétrants on retrouve

le jaune d’oeuf, le lait et certains sucres.

Cette catégorie d’agent peut étre divisée en molécules osmotiquement actives comme les
disaccharides (saccharose et tréhalose), en composés osmotiquement inactifs comprenant des
polysaccharides ( amidon d’hydroxyéthyléne et maltodextrine) ainsi qu’en protéines (albumine et
polyvinylpyrrolidone). Les sucres agissent en modifiant la pression osmotique. Ils entrainent ainsi
une déshydratation cellulaire en augmentant I’osmolarité¢ du milieu, et déshydratent les cellules,
réduisant la formation potentielle de glace intracellulaire. ''® De plus, ils permettent de fournir une
source d’énergie pour les spermatozoides et fournissent aussi une protection de la membrane

plasmique par interaction directe avec la membrane cellulaire.’

Le jaune d’oeuf fournit un autre type de cryoprotection. Il est composé de 50% d’eau, 32%
de lipides, 16% de protéines, 1% de carbohydrates et 1% de cendres. Les lipides du jaune d’ceuf
sont entierement inclus dans des lipoprotéines, réparties dans chacune des fractions du jaune d’ceuf
: Les lipoprotéines de haute densité¢ (HDL) représentées par la lipovitelline sont contenues dans les
granules et les protéines de basse densité (LDL), représentant 60% de la maticre séche du jaune

d’oeuf, sont contenues dans le plasma.®

Le jaune d’oeuf a souvent été utilisé en raison de la présence des LDL.' Ces LDL sont des

particules sphériques mesurant qui possédent un noyau composé¢ de triglycérides, de cholestérol et
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d’esters de cholestérol. Ce noyau est entouré d’une monocouche d’apoprotéines et de

phospholipides, qui contient également du cholestérollipoprotéines. '*

Ils possedent des propriétés cryoprotectrices. En effet ils peuvent se lier a la membrane
plasmique lors de la congélation et former un film protecteur stabilisant la bicouche lipidique.”
Lors de la chute de température, la structure des LDL est modifiée, ils libeéreraient des triglycérides,
des phospholipides et des apoprotéines. Les protéines se fixent aux spermatozoides, et les
phospholipides formeraient le film protecteur en surface de leur membrane plasmique. Les LDL et

les phospholipides de la membrane plasmique échangeraient aussi des acides gras.

I1 a aussi été montré que les LDL du jaune d’oeuf protégent les membranes plasmiques des
spermatozoides en séquestrant les protéines SP du plasma séminal, empéchant ainsi I’efflux de
cholestérol et de phospholipides de la membrane plasmique qui provoquent la capacitation ce qui

est indésirable lors de la congélation.?>"’

Le jaune d’oeuf semblerait induire un changement transitoire de la composition en
phospholipide pour prévenir la rupture de la membrane plasmique des spermatozoide, risque

important lors de la congélation. La concentration du jaune d’oeuf utilisée est souvent de 20%.’

Mais il existe certains inconvénients a 1’utilisation du jaune d’oeuf notamment son origine
animal avec un risque potentiel de contamination bactérienne. De plus le jaune d’oeuf interfere
avec |’observation microscopique et les dosages biochimiques car il contient des granules. Enfin sa
composition est complexe et peu varier entre les lots. Les chercheurs ont donc travaillé a isoler les

LDL du jaune d’oeuf.

Moussa et al. ont mis au point une méthode d’extraction des LDL qui a permis de

remplacer le jaune d’oeuf, pour les espéces bovine et canine. '

Des dilueurs sans jaune d’oeuf a base de LDL ont été développé chez de nombreuses

especes. La viabilité des spermatozoides est similaire voir supérieure avec ces diluants.

Dans I’espece €équine des milieux a base de fractions de plasma de jaune d’oeuf pour
remplacer le jaune d’oeuf ont été étudiés. Ces travaux ont abouti a un nouveau milieu de
congélation : 'INRA-Freeze R par Pillet et al. Le remplacement du jaune d’oeuf entier par le
plasma permet de standardiser la composition des milieux de dilution et de s’affranchir de certains

composants du jaune d’oeuf aux effets délétéres sur les spermatozoides.'”
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Pour remplacer les LDL apporté par les jaunes d’oeufs qui entrainent des contaminations
bactériennes, des chercheurs les ont remplacés par des liposomes, qui ne contiennent pas d’agents
bactériens. L’effet protecteur des liposomes est permis par leur efficacité a modifier la

conformation et la perméabilité de la membrane plasmique pour I’eau et les agents perméables.

86,107

Le glycérol est le cryoprotecteur couramment utilisé.'”® C’est un agent pénétrant qui peut
traverser les membranes cellulaires par diffusion passive, et moduler la déshydratation cellulaire
lors des transitions de phases membranaires induites par la congélation. Ces agents perméants sont
généralement de petites molécules non ioniques. Le méthylformamide et le diméthylformamide
sont aussi utilisés. > Osmotiquement inactifs ces agents pénétrants sont répartis de la méme maniére
dans les compartiments intracellulaire et extracellulaire. Mais leur ajout impose un stress
osmotique aux cellules car I’eau se déplace plus rapidement a travers la membrane cellulaire que

les agent cryoprotecteurs perméants.

Ce déséquilibre osmotique initial provoque un rétrécissement des cellules suivi d’un influx d’eau et
d’agents cryoprotecteurs jusqu’a ce qu’un équilibre de ce dernier a l'intérieur et a I’extérieur de la
cellule soit atteint.'*” Un autre effet néfaste du glycérol est son action directe sur la membrane
plasmique. Cet agent se lie aux tétes des phospholipides réduisant ainsi la fluidit¢é membranaire.
Selon certains auteurs *2 le méthylformamide causerait moins de dommages aux spermatozoides du
fait de son poids moléculaire et de sa viscosité plus faible. Chez des étalons ayant un sperme avec

une mauvaise conservation cryogénique, il améliorerait la fertilité des spermatozoides.

Il serait intéressant de combiner les cryoprotecteurs pour obtenir une meilleure protection.
Par exemple, le BotuCrio cité au-dessus est régulierement utilisé, il contient une association de

méthylformamide et de glycérol. °
Antioxydant

Le stress oxydatif affecte aussi la viabilité des spermatozoides. De ce fait I’ajout
d’antioxydants aux milieux de congélation a été testé et permet d’améliorer leur viabilité.** Parmi
les antioxydants le Manganese (III) porphyrine tetrakis (acide benzoique 4-69) (MnTBAP), une
métalloporphyrine synthétique qui pénétre facilement les membranes cellulaires, a été testé et
apparait efficace en permettant une meilleure mobilité des spermatozoides, une meilleure intégrité

de la membrane plasmique et un potentiel de membrane mitochondriale plus élevé. **'¢* La
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glutathion a aussi été testé et permet une amélioration de la mobilité progressive et de la proportion

d’acrosomes intacts.’

Les antioxydants peuvent aussi étre ajoutés apres la décongélation. Treulen et al. ont
rapporté une mobilité et une viabilité des spermatozoides plus élevée lorsque le MnTBAP était

rajouté lors de cette phase de décongélation.'®

Le resvératrol est une autre substance aux propriétés anti-oxydantes. C’est un polyphénol
non flavonoide. Les spermatozoides d’étalon congelés en présence de cette molécule ont une
mobilité progressive accrue, une intégrité de la membrane plasmique et un potentiel de membrane

mitochondriale plus important ainsi qu’une diminution de I'altération de I’ADN. '’

Substances nutritive

Les milieux de dilution sont complémentés en substance nutritives pour couvrir les besoins
énergétiques des spermatozoides. Les sucres sont les principales substances ajoutées. En effet, ils

sont valorisés par les spermatozoides via la voie de la glycolyse."

Le glucose, le fructose et le sorbitol sont des sucres naturellement présents dans le plasma
séminal de I’étalon. Substrats énergétiques, ils permettent aussi une protection contre les effets
déléteres de la congélation, comme vu précédemment ils se comportent comme agents
cryoprotecteurs non pénétrants. En reproduction équine, le glucose et le fructose ont été le plus

fréquemment utilisés dans les milieux de congélation.'s”-'?’

Substances tampon

Les milieux de congélation pour diluer le sperme doivent permettre le maintien d’un pH et

d’une osmolarité adéquats pour la survie des spermatozoides.

Les spermatozoides produisent des sous-produits comme de 1’acide lactique réduisant ainsi le pH

du milieu extracellulaire, ce qui peut altérer les spermatozoides.

Le pH le plus favorable a la mobilité des spermatozoides est compris entre 6,6 et 7,2, avec un

optimum situé entre 6,7 a 6,9. En dessous de 6,5 les spermatozoides sont immobiles.

L’ajout de substances tampon dans les milieux de congélation est nécessaire pour limiter les

variations de pH au cours du stockage de la semence. Le citrate de sodium, le bicarbonate de
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sodium et I’Hepes (acide 4-(2-hydroxyéthyl)- 1-pipérazine éthane sulfonique) sont les principaux

tampons utilisés dans les dilueurs."’

La pression osmotique du sperme est comprise entre 280 et 340 mOsm. Elle varie en
fonction de la concentration de 1’¢jaculat en électrolytes. Lors de la congélation un milieu
hyper-osmotique est recherché mais lorsque le sperme est dilué avant la congélation un milieu
isotonique est nécessaire. Lorsque les variations de pression osmotique sont importantes, cela
engendre des altérations membranaires entrainant une perte du pouvoir fécondant des
spermatozoides. Les sucres, en plus de leurs autres avantages, permettent d’ajuster I’osmolarité¢ du

milieu.?1*0

Antibiotiques

Les milieux de congélations contiennent pour la plupart des antibiotiques. En effet
I’éjaculat est forcément contaminé par des bactéries issues du prépuce ou de la partie distale de

[’urétre.

La manipulation du sperme lors de la congélation du sperme constitue aussi un facteur de
risque supplémentaire de contamination bactérienne. La composition des dilueurs a base de lait ou

de jaune d’oeuf peuvent aussi présenter un risque.

Cette contamination entraine une compétition avec les spermatozoides pour les nutriments
mais aussi une production de métabolites nuisibles aux spermatozoides. Cela peut aussi augmenter

le risque d’endométrite chez les juments inséminées.

L’emploi d’antibiotiques ne doit pas endommager les spermatozoides, les concentrations

doivent donc étre testées dans chaque milieu utilisé.

En Europe les antibiotiques les plus utilisés sont la pénicilline et la gentamicine a des doses

recommandées de 100 mg/L et 50 mg/L respectivement.'*”'%

Autres molécules

Le choc de température et le choc osmotique de la congélation provoquent une altération de
I’ADN. Des ¢études de congélation avec des supplémentations de protéines antigels (AFP) ont été

testées. Les AFP ont la capacité d’empécher la formation de cristaux de glace en protégeant ainsi
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les spermatozoides. '*” De bons résultats ont été trouvés chez le mouton et les bovins mais, du fait

de leur difficulté et de leur colt de production, ils ne sont pas utilisés en pratique.'”*'*

Une autre méthode a émergé récemment avec 1’ajout de plasma enrichi en plaquettes (PRP) au
milieu de congélation. Le PRP est un concentré de plaquettes et de facteurs de croissance dans le
plasma obtenu avec le sang autologue. La concentration en plaquettes est trois a sept fois
supérieure a la concentration physiologique. Ce composé testé pour les humains et les ovins a une
action inhibante des dommages induits par les ROS, permettant de maintenir une viabilité des

spermatozoides.®

De nombreux milieux de congélation sont utilis€s sans procédure standardisée. Mais les
protocoles sur la maniere d'utiliser et d'ajouter des cryoprotecteurs et d’autres molécules sont des

compromis entre leurs effets bénéfiques et potentiellement néfastes.

Principaux milieux de congélation utilisés en espéce équine

Les principaux milieux de dilution de la semence utilisés dans 1’espéce équine sont soit des

préparations commerciales, soit des milieux a préparer. Le choix du milieu

employé¢ dépend du type de conservation souhaitée du sperme ( congélation ou réfrigération), du

colt et de considérations pratiques (milieu préts a I’emploi ou a préparer).

Tableau 2 : Composition chimique du dilueur INRA 96 ® %

Composants Quantité (g/L)
Glucose 13,21
Lactose 45,39
Hépes 4,76
Eau déminéralisée Qsp 1L
PPCN 27
Dichlorure de calcium 0,14
Chlorure de potassium 0,4
Phosphate de potassium 0,06
Sulfate de magnésium 0,2
Chlorure de sodium 1,25
Phosphate disodique 0,118
Bicarbonate de sodium 0,35

Citrate disodique

1,12
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Les principaux milieux de congélation employés pour le sperme d’étalon sont ’'INRA
82-Hépes ® additionné de jaune d’ceuf, de glycérol et d’antibiotiques, I'INRA 96 ® également
additionné de jaune d’ceuf et de glycérol, le milieu lactose-EDTA, le KENNEY ® modifié, le
BOTUCRIO ® et enfin le milieu INRA-Freeze ®. Les deux derniers sont directement préts a
I’emploi.""'* Ce dilueur est commercialisé prét a I’emploi, et contient déja des antibiotiques et un
antifongique. Sa composition est chimiquement définie, et il contient une concentration en micelles
de caséines deux fois supérieure a celle du milieu INRA 82 ®. De plus ces caséines sont présentes
sous leur forme native dans le milieu INRA 96 ®, représentée par une fraction purifiée de caséines

: la phosphocaséine native.'?®

5. Equilibration

La semence diluée est ensuite placée a + 4°C pendant 1 heure 20 minutes en moyenne.
Cette étape d’équilibration permet de laisser incuber le sperme avec le milieu de congélation avant

d’effectuer la congélation.

Cela permet de stabiliser 1’équilibre osmotique entre le milieu extracellulaire et

intracellulaire et permet la pénétration du glycérol a I’intérieur des spermatozoides. '*'2*

6. Conditionnement

Apres I’¢élimination du plasma séminal et 1’ajout de dilueur, le sperme doit étre conditionné
pour son stockage apres congélation. Pour cela des paillettes en plastique de 0,5 mL sont utilisées
ou plus rarement de 0,25 ml (utilisées notamment pour le stockage du sperme de taureau). Le

sperme est aspiré soit manuellement soit a I’aide d’un équipement automatisé cotliteux.

Pour que le sperme ne sorte pas des paillettes, elles sont scellées avec de la poudre de
polyvinyle alcool, des billes métalliques ou bien par soudure a ultrasons. Avant cette manipulation
il faut s'assurer que la paillette contienne une bulle d’air pour permettre 1’expansion du liquide lors

de la congélation et ainsi éviter son explosion.’

Dans une étude de Dias Maziero et al, les spermatozoides stockés dans des paillettes de 0,5
mL présentaient une meilleure qualité post décongélation que ceux stockés dans des paillettes de
0,25 mL. L’intégrité membranaire restait la méme.'” D’autres études sur des espéces différentes

ont montré des résultats similaires. '"!'® Selon Maxwell et a/, le rapport surface/volume qui est
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réduit dans les paillettes de 0,5 mL entrainerait un ralentissement de la congélation ce qui réduirait
les 1ésions liées a la cryoconservation. '** Cependant des résultats différents peuvent étre retrouvés

dans d’autres études mais les paramétres de congélation varient d’une étude a I’autre.'*

7. Congélation

Un processus de refroidissement a 5°C peut démarrer lorsque les paillettes sont préparées.
Le temps nécessaire pour atteindre 5°C est différent selon les milieux de congélations. Ensuite la
période de maintien au frais avant la congélation, appelée période d’équilibration, varie en fonction

des fabricants et des laboratoires.

Pour le refroidissement il a ét¢ montré qu’un refroidissement trop lent déshydrate les
spermatozoides et un refroidissement trop rapide peut provoquer la formation de glace

intracellulaire, mais en pratique c¢’est un taux de refroidissement lent qui est utilisé.'®!4?

Pour la congélation, deux techniques sont disponibles. La premiere est I'utilisation d’un
congélateur simple avec un support flottant sur de 1’azote liquide et I’autre est un congélateur

programmable. Elles ne présentent pas de différence en termes d’efficacité. >

Le taux de refroidissement optimal chez I’étalon pour passer de 4°C a -80°C est de
60°C/min. Avec un congélateur non programmable a 4 cm au-dessus de I’azote liquide ce taux de

congélation a été atteint.'9**

8. Décongélation des paillettes

L’¢étape de décongélation des paillettes est une phase importante pour la survie des
spermatozoides. Cette étape varie en fonction de la méthode de congélation, notamment de la

vitesse de congélation.

Les paillettes sont sorties d’une cuve d’azote et immédiatement plongées dans un
bain-marie a +37°C pendant 30 secondes. Ensuite elles sont essuyées et la semence est vidée dans

un tube. Un controle de la qualité est effectué au microscope.

La dose est ensuite aspirée dans un cathéter d'insémination et rapidement utilisée. %
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2EME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE SUR L’IMPACT DE LA
DUREE D’EQUILIBRATION LORS DE LA
CONGELATION DU SPERME D’ETALON
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1. EXPERIMENTATIONS

A. OBJECTIF

L’amélioration de la conservation de la semence équine passe par une meilleure maitrise de
chacune des étapes de préparation du sperme. Parmi les étapes de congélation, le temps

d’équilibration a ¢té étudié¢ chez de nombreuses especes.

Par exemple, chez le taureau, méme s' il n’y a pas de consensus sur la meilleure période
d’équilibration, il semblerait qu'une augmentation de cette derniere a 4h améliore la qualité du
sperme en post-décongélation. '* De méme pour le sperme de buffle certaines études montrent des
résultats positifs pour 1’allongement de la période d’équilibration malgré des résultats
contradictoires. '*” Chez le bélier ainsi que chez le chien, des études ont montré que 1I’augmentation
de la période d’équilibration améliorerait aussi la qualité du sperme aprés décongélation,
possiblement en réduisant I'efflux de cholestérol membranaire et en permettant une meilleure

préparation au choc thermique.'*""

Dans I’espece €quine, Crockett et al. ont étudié une période d’équilibration de 12h avant la
centrifugation dans un milieu de réfrigération ne contenant pas de Glycérol. Ce travail a montré
une amélioration de la qualité du sperme. ** Mais I’impact d’une augmentation de la période
d’équilibration dans un milieu de congélation contenant des cryoprotecteurs n’a pas encore été
étudié.

Dans cette étude, nous avons donc cherché a étudier différents temps d’équilibration chez
I’étalon dans un milieu de congélation. Nous avons étudi¢ 2, 4 et 6 heures d’équilibration en
utilisant le milieu de congélation commercial INRA FREEZE ®. Pour caractériser la qualité du
sperme apres décongélation nous avons utilisé le systeme CASA (analyse de sperme assistée par
ordinateur) ce qui nous a permis d’obtenir les parameétres cinétiques du sperme en

post-décongélation.
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B.MATERIEL ET METHODE

1. Etalons étudiés

Au cours de I’année d’étude 2023-2024, 8 étalons ont été prélevés a la station de monte
d’ONIRIS VetAgroSup a Nantes. Ces ¢étalons, de races différentes, sont agés entre 3 et 16 ans
(tableau 3).

Parmi eux, trois étalons n’ont pas pu étre inclus dans 1’étude. En effet, malgré
I’entrainement, deux d’entre eux n’ont pas réussi & monter sur le mannequin de monte, et un autre

s’est révelé infertile.
Chacun d’entre eux est resté dans la structure au moins 15 jours.

Tableau 3: Liste des étalons participants a [’étude. Dans un souci d’anonymat, la référence de
[’étalon est utilisée a la place de son nom.

) Nombre de
Etalon Race Age (ans)
prélévements
M Pur sang 14 5
A Espagnol 10 7
S Espagnol 8 4
Poney Francais
A% 16 4
de Selle
Poney Francais
J 4 3
de Selle
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2. Récolte du sperme

Utilisation d’un vagin artificiel

Nous avons réalisé la récolte du sperme des étalons a 1’aide d’un vagin artificiel. Cela nous
a permis I’obtention d’un éjaculat représentatif dans des conditions de sécurité pour le praticien et
I’étalon. Le vagin artificiel utilisé est de type Colorado. Pour les jeunes étalons que nous avons
inclus dans I’étude, avec peu d'entrainement et qui nécessitent plusieurs montes avant d’éjaculer, ce

vagin a un avantage car il permet de retenir la chaleur plus longtemps.”

Nous avons réalisé entre chaque étalon un nettoyage du vagin et nous utilisons

systématiquement une capote en plastique jetable.

Un des désavantages de ce type de vagin est que le sperme traverse une portion du vagin en
contact avec 1I’eau chaude avant d’arriver dans le réceptacle. Cela peut entrainer des altérations des
spermatozoides si la température est trop élevée. ** La température de 1’eau introduite dans le vagin

avant les prélévements oscillait entre 45 et 50 °C en fonction des préférences des étalons.

Mannequin de monte

Certains étalons inclus dans 1’étude connaissaient déja le mannequin de monte. D’autres ont
nécessité un entrainement au préalable. Pour ce faire, une jument en chaleur a été placée devant le

mannequin, ou paralléelement au mannequin si cela ne suffisait pas.

Les collectes de sperme ont été réalisées durant les années 2023 et 2024 apres deux purges

au minimum.

Avant de prélever a I’aide du vagin artificiel, la verge de 1’étalon est nettoyée a 1’aide d’eau

tiede puis, séchée avec un papier absorbant.

Ce nettoyage n’a pas pu €tre systématiquement réalis€ notamment chez les jeunes étalons,

car le risque était trop important.

Une fois prélevé, 1'éjaculat est directement mis au bain marie a 37°C.
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@ Sautejeau

Figure 22 : Mannequin de monte utilisé lors de nos préléevements a Oniris VetAgroBio

3. Congélation des paillettes

e Apres prélévement de 1’¢jaculat, ce dernier est directement filtré a travers des gazes stériles.

Le matériel est préalablement chauffé a 37°C.

(@ Sautejeau

Figure 23 : Photographie de la filtration sur gazes stériles utilisés a ONIRIS
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e Ensuite le volume de I’¢jaculat est mesuré a I’aide d’une pipette graduée.

e Le méme manipulateur, le Dr Bencharif, réalise aussi un premier examen de la semence.
La mobilité massale et la concentration en spermatozoides de 1’¢jaculat sont alors analysées
a I’aide d’un microscope a platine chauffante au grossissement x100. L’évaluation de la
mobilité massale étant un examen subjectif, il a été réalisé par le méme opérateur pour tous

les échantillons.

e Un échantillon de sperme est aussi analysé a I’aide du systéme CASA pour obtenir la

concentration et la mobilité de 1'échantillon.

e C(Cette premicre batterie d’examens nous a permis d’inclure ou d’exclure les prélévements

dans notre étude.

e e sperme est dilué avec un dilueur de centrifugation INRA 96 ® préalablement placé au
bain-marie a + 37°C. Le taux de dilution est de ¥4 de sperme pour % de dilueur environ en

ne dépassant pas une concentration de 2 milliards de spermatozoides par tube.

e Le plasma séminal est ensuite retiré par centrifugation. Cette derniére est effectuée a

température ambiante pendant 10 minutes a 600 x g, puis le surnageant est retiré.

e Apres la centrifugation une deuxiéme dilution est réalisée. Cette dilution est réalisée avec
de 'INRA FREEZE ® et permet d’obtenir une concentration finale de 100 millions de
spermatozoides par mL. Ce milieu est préalablement réchauffé au bain-marie a + 37°C et

mis a température ambiante au cours de la centrifugation pour éviter un choc thermique.

e Une fois cette étape finie, une deuxiéme analyse a I’aide du CASA est effectuée.
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e Le tube de sperme dilué est placé a +4°C dans une enceinte de réfrigération, ainsi que le
matériel nécessaire a la mise en paillette. Les paillettes de 0,5 mL sont préalablement
identifiées. Ce sont des paillettes Cassou. L’'une des extrémités est obstruée par deux
tampons de coton entre lesquels se trouve de la poudre d’alcool polyvinylique, et I’autre
extrémité est fermée en la trempant dans de la poudre d’alcool polyvinylique aprés les avoir

remplies de sperme.

e [es paillettes sont donc ensuite remplies manuellement 2h, 4h et 6h apres réfrigération puis
placées sur la rampe de congélation. Nous avons, en fonction de la quantité¢ de sperme,

réalisée entre 3 et 4 paillettes par lot.

e Pour la congélation, juste apres avoir été remplies, les paillettes sont placées pendant 10
minutes a 4 cm au-dessus du niveau d’azote liquide dans un récipient ce qui permet leur
congélation. Enfin, elles sont plongées dans un gobelet d’azote lui-méme placé dans la cuve

de stockage remplie d’azote.

@ Sautejeau

Figure 24 : Photographie de la cuve de congélation remplie d’azote a ONIRIS
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4. Décongélation des paillettes : préparation des échantillons

e Pour la décongélation d’un éjaculat, 2 paillettes de chaque lot (2h, 4h et 6h) sont sorties de
la cuve d’azote liquide au hasard, a la pince, et rapidement plongées dans un bain-marie a +

37°C pendant 30 secondes.

e [es paillettes sont ensuite essuyées avec du papier absorbant et chaque paire de chaque lot
est ensuite coupée a I’aide de ciseaux et le contenu est vidé dans un tube préalablement
rempli de milieu de dilution INRA 96 ® ne contenant pas de glycérol. 400 uL de sperme de
chaque paillette est dilué au quart dans I’'INRA 96® puis ré-homogénéisé délicatement.
Ainsi 3 solutions de sperme dilué (une par lot) a une concentration de 25 millions de

spermatozoides/mL sont obtenues par ¢jaculat avant I’analyse des paramétres cinétiques.

e Enfin les tubes sont placés a I’étuve a 37°C pendant 10 minutes puis analysés avec le

systeme CASA.

5. Analyse avec le systeme CASA

L’appareil utilisé est ’analyseur d’images IVOS II® (Hamilton Thorne, USA). Les lames

Leja® et I’appareil sont préalablement chauffés a 37° avant les mesures.

La lame Leja® est ensuite chargée de chaque solution puis placée sur la plaque chauffante

de I’appareil.

Le logiciel de mesure de ’appareil effectue une mise au point sur les spermatozoides au

grossissement x 200 puis enfin 10 champs de la lame sont aléatoirement balayés.

Les paramétres que nous étudierons avant la congélation et apres la décongélation, grace a
I’analyseur d’images CASA seront : le pourcentage de mobilité, le pourcentage de mobilité

progressive, la VAP, la VSP, la VCL, I’ALH, la BCF, Ia linéarité et I’élongation.
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Nous avons utilisé le systétme CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) qui permet une

¢valuation plus objective du sperme.

5. Analyse statistiques

Pour comparer les effets des différentes durées d’équilibration sur les paramétres de
mobilité, nous avons utilisé une Analyse de la Variance (ANOVA). L'ANOVA est une méthode
statistique qui permet de tester si les moyennes des différents paramétres mesurés sont
significativement différentes entre les trois durées d’équilibration.

En effectuant ' ANOVA, nous obtenons une statistique de test appelée F, qui mesure le
rapport entre la variance entre les lots et la variance au sein des lots. A partir de cette statistique,
une p-value est calculée.

Un code est utilisé pour évaluer ’intensité des différences significatives suivant les valeurs
des p-value obtenues :

e pour une p-value supérieure & 0,05 il n’y a pas de différence significative
e pour une p-value entre 0,01 et 0,05 la différence significative n’est pas trés marquée
e pour une p-value comprise entre 0,01 et 0,001 la différence est tres significative (noté “**””)

e pour une p-value inférieure a 0,001 la différence est hautement significative (noté “***>)
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Figure 25 : Schéma résumant les étapes de notre protocole
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C. RESULTATS

23 ¢jaculats ont été retenus pour notre expérimentation. Une ANOVA a un facteur a été
utilisée pour analyser les résultats de la mobilité générale des spermatozoides, de la mobilité
progressive, de la vitesse curvilinéaire (VCL), de la vitesse rectilinéaire (VSL), de la linéarité

(LIN) et de la rectitude (STR).

1. Mobilité :

Les moyennes des pourcentages de spermatozoides mobiles en fonction de la
durée d’équilibration sont représentées dans le tableau 5.
Nous remarquons que plus le temps d’équilibration des spermatozoides a +4°C est lent plus la
mobilité post-décongélation est élevée.

La représentation du boxplot de ces moyennes est illustrée dans la figure 24.

50-

40-

30-

MOBILITE TOTALE

20- ‘

10

2H 4H 6H
TEMPS D'EQUILIBRATION

Figure 26 : Boxplot de la mobilité totale en fonction du temps d’équilibration (2h, 4h ou 6h)

On constate que la différence est hautement significative entre un temps d'équilibration de

deux heures et un temps de six heures.

Le tableau suivant nous montre cependant qu’il n’y a pas de différence significative entre

les temps d’équilibration de 2h et 4h et de 4h et 6h.
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Tableau 4 : Tableau des moyennes et des p-values de la mobilité totale en fonction des durées
d’équilibration

2H 4H 6H

p-value : | p-value:

0,12 0,0004**

2H 23,9 %

p-value :

27,7 %
0,087

2. Mobilité progressive

Les moyennes des pourcentages des spermatozoides progressifs en fonction de la durée

d’équilibration sont représentées dans le tableau 6.

Nous remarquons a I’aide de la figure 29 que plus le temps d’équilibration des spermatozoides a
+4°C est augmentg, plus le pourcentage des spermatozoides progressifs post-décongélation est

important.

On constate que la différence est significative entre un temps d’équilibration de deux heures et six

heures.

100



30-

20-

10-

MOBILITE PROGRESSIVE

2H

TEMPS D'EQUILIBRATION

4H

6H

Figure 27 : Boxplot de la mobilité progressive en fonction du temps d’équilibration (2h, 4h

ou 6h)

Le tableau suivant nous montre cependant qu’il n’y a pas de différence significative entre

les temps d’équilibration de 2h et 4h et de 4h et 6h.

Tableau 5 : Tableau des moyennes et des p-values de la mobilité progressive en fonction des durées

d’équilibration

2H

4H

6H

2H

12 %

0,087

0,0042%*

0,45
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3. Autres parametres

Tableau 6 : Tableau des différentes moyennes en fonction des parametres de mobilité ainsi que les
p-values associées

Moyenne | Moyenne Moyenne sl vl sl
Lot2 (4h) | Lot 1(2h) |Lot3 (6h) (Lotl-Lot2) | (Lot2-Lot3) [(Lotl-Lot3)

ELONG | 72.1 72.3 73.3 0.96 0.17 0.27

LIN 41 41.5 423 0.85 0.37 0.69

STR 82.6 82.3 82.1 0.93 0.75 0.93

BCF 343 34.2 34.1 0.98 0.94 0.98

VAP 63.4 60.9 63.4 0.93 0.99 0.31

VCL 133 127 131 0.085 0.63 0.42

VSL 524 50.2 52.1 0.38 0.98 0.47

ALH 6.69 6.62 6.83 0.9 0.64 0.38

Quelle que soit la durée d’équilibration, les tests statistiques nous indiquent qu’il n’y a pas

de différence significative entre les différents parametres cinétiques (ELONG, LIN, STR, BCF,

VAP, VCL, VSL, ALH).
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On voit de maniere clairement significative que pour les paramétres de mobilité et de
mobilité progressive, qui restent les parameétres reconnus comme étant déterminants dans les
criteres décisionnels de I’insémination artificielle, la durée optimale d’équilibration est de six

heures.
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D. DISCUSSION

1. Echantillons

Nous avons pu ¢étudier 23 ¢jaculats provenant de 5 ¢talons différents afin que notre analyse
statistique soit significative. Nous avons écarté plusieurs €¢jaculats et plusieurs étalons avant méme
de congeler car ils présentaient une tres faible mobilité, non compatible avec la congélation.
D’autres étalons ne sont pas restés assez longtemps au centre pour effectuer une purge et plusieurs
prélevements. Nous avons donc écarté les étalons ayant €té prélevés une seule fois ou deux fois

pour que nos statistiques soient significatives.

Les ¢étalons ont été prélevés régulicrement une fois par jour ou tous les deux jours pendant
certaines périodes et ont été purgés. Malgré cela, certains étalons ont gardé une semence de
mauvaise qualité. Nous avons aussi fait le choix de garder toutes les données dans notre analyse
statistique, y compris les échantillons avec une mobilité inférieure a 35% apres décongélation pour
avoir un nombre de répétitions exploitables. Mais dans les centres de reproduction les paillettes
avec des résultats de mobilité faible sont retirées. '’ Cela peut nous laisser espérer qu’avec plus

d'échantillons et avec une semence de meilleure qualité, les résultats soient plus satisfaisants.

Nous avons utilisé des appareils fiables et précis, ce qui nous a permis d’avoir une bonne
répétabilité pour les parameétres cinétiques. Pour I’analyse des paramétres cinétiques nous avons
utilisé I’appareil IVOS équipé du logiciel IMSI-STRICTTM imaging analysis software de
Hamilton Thorne II. Nous avons respecté les consignes du constructeur et respecté la dilution pour
avoir le moins d’erreur possible notamment avec les spermatozoides morts. En effet, lorsque la
dilution est trop faible les spermatozoides vivants peuvent percuter les morts et ainsi créer un
mouvement ce qui peut fausser les résultats. Nous avons pour cela respecté les consignes du

constructeurs

2. Parametres de mobilité

Dans notre étude nous avons utilisé la mobilité des spermatozoides comme critére principal
pour évaluer la qualité du sperme de 1'étalon. Cette technique a été utilisée de maniere similaire par
d'autres auteurs. *>'* En effet, les spermatozoides doivent étre transportés vers l'oviducte pour
rencontrer et pénétrer I'ovocyte. Le pourcentage de spermatozoides ayant une mobilité totale et

progressive suffisante peut indiquer une bonne fertilité¢ du sperme.
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Notre étude montre qu’une mobilité aprés décongélation pour une durée d’équilibration de
six heures est meilleure. Cette variation d’environ 8% entre un temps d’équilibration de 2h et de 6h
est importante. En effet, avec notre dilution initiale de 100 millions de spermatozoides, cela fait
environ 8 millions de spermatozoides mobiles en plus. On peut donc aftirmer le fait qu’une
augmentation de la durée d’équilibration augmente de manicre significative les pourcentages de

spermatozoides mobiles totaux et progressifs.

Nous n’avons pas étudié des durées d’équilibration de plus de six heures pour des raisons
pratiques. Mais il serait peut-€tre intéressant de travailler sur une durée d’équilibration plus

importante comme cela a été fait dans d’autres espéces. '#'%

Ces observations peuvent laisser penser qu’un contact prolongé des cryoprotecteurs
(glycérol) et des stabilisateurs membranaires (jaune d’ceuf) avec le sperme d’étalon avant la
congélation, permettrait aux spermatozoides de mieux se préparer au choc thermique qu’ils
subissent lors de la congélation/décongélation. Des échanges entre le milieu intracellulaire et le
milieu extracellulaire permettraient une réorganisation de la structure membranaire des

spermatozoides.

Méme s'il n’y a pas de réel consensus sur le temps d’équilibrage, chez d’autres especes
comme chez le taureau de nombreux auteurs ont montré que ce temps était essentiel pour
I’adaptation de la membrane plasmique des spermatozoides a de nouvelles conditions.'*""'*# Les
milieux de congélations chez cette espéce semblent aussi jouer un role important dans la durée
d’équilibration, avec un optimum qui varie en fonction du milieu et de sa composition.'? Par
exemple, les dilueurs contenant des composants lipidiques, pourraient interagir plus efficacement
avec les membranes avec des temps d’€équilibration prolongés ou une température d'incubation plus

élevée. Ici notre étude serait donc spécifique du milieu de congélation INRA FREEZE ®. '*!

En ce qui concerne les autres parameétres de mobilité étudiés, une étude dissocie deux
groupes de population de spermatozoides, les rapides et linéaires, comme bons indicateurs de la
qualité de 1I’¢jaculat et les lents et non linéaires, qui sont des marqueurs d’'une mauvaise qualité
chez de nombreuses espéces.”” Mais chez 1’étalon il semblerait selon Quintero-moreno et al. que ce
soit une sous population de lente et linéaire qui soit preuve de meilleure fertilité. '** Une autre étude
de Barrier Battut et al. a montré une corrélation entre les spermatozoides progressifs et rapides et la
fertilité."® Dans notre étude, seules la mobilité totale et la mobilité progressive sont significatives.

Les autres paramétres ne sont pas significatifs et nous ne pouvons donc pas tirer de conclusion.'*!

105



La mobilité est un facteur important a prendre en compte en ce qui concerne la fertilité. En
effet, elle est nécessaire pour la fusion des gametes, puisqu’elle permet le rapprochement de
celles-ci. Mais si la membrane plasmique est endommagée ou si I’acrosome est déja capacité alors
la fécondation ne peut pas avoir lieu car la fusion entre les membranes de 1’ovocyte et du

spermatozoide est impossible.

Il serait donc intéressant d’aller plus loin dans notre recherche et d’étudier sur la
morphologie et le taux de 1ésions acrosomales en plus des parametres cinétiques, afin de déterminer

plus précisément 1’impact de la durée d’équilibration sur la fertilité.

Pour étudier la fertilité il serait aussi idéal de pouvoir mesurer les taux de gestation apres

insémination avec les paillettes des différents lots.
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CONCLUSION

Depuis quelques années, de nombreux progres ont été réalisés en reproduction dans
I’espéce équine. Mais la congélation reste une problématique, et un protocole optimal est recherché

pour améliorer la fertilité en post-décongélation en vue d’une insémination.

Notre étude s’est ainsi attachée a démontrer que 1’augmentation de la durée d’équilibration
de 2h a 6h dans le dilueur INRA FREEZE ® directement permettait de perfectionner la méthode de
congélation en améliorant certains parametres de mobilité des spermatozoides. Pour cela nous

avons testé différents parametres de mobilité grace a 1’analyseur d’image CASA.

Ce travail nous a permis de montrer, malgré le faible nombre d’étalons testés, qu'une durée
d’équilibration de 6h avait un impact significatif sur la mobilité totale et progressive sans affecter
les autres parametres tels que les mouvements et la fréquence de battements de la téte, la linéarité,
I’¢longation ou encore les différentes vitesses étudiées. Ces résultats sont en accord avec certaines

¢tudes menées sur des espéces différentes comme chez les chiens.

Il serait cependant intéressant de tester d’autres parameétres grace a d’autres technologies
comme la cytométrie en flux pour avoir une idée plus précise de I’impact de cette phase
d’équilibration sur la fertilit¢ du sperme. En effet la mobilité est nécessaire au spermatozoide mais
insuffisante, car cela ne garantit pas sa capacité a réaliser les différentes réorganisations
intracellulaires aboutissant a la fécondation, comme la capacitation ou encore la réaction

acrosomique.

Au vu des résultats obtenus avec I’analyseur d’image, on peut supposer qu’avec une
poursuite de 1’étude sur un plus grand nombre d’étalons ainsi qu’avec d’autres biotechnologies, un
nouveau protocole de congélation pourrait étre mis au point et conseillé pour améliorer la qualité

du sperme en post-décongélation et donc sa fertilité.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : EVOLUTION DES TECHNIQUES DE REPRODUCTION DE 2014 A 2023
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Figure 28 : Evolution des techniques de reproduction de 2014 a 2023 '”7

ANNEXE 2 : CLASSIFICATION DE LA QUALITE DES DOSES DE SPERME CONGELE

(166)

Tableau 7 : Classification de la qualité des doses de sperme congelé

Criteére Indice Définition
A™ >3 x 750 x 10° soit 2,25 x 10° spermatozoides pour 3 cycles
) A™ >2x 750 x 10° soit 2,25 x 10° spermatozoides pour 2 cycles
Nombre de spermatozoides pour la saison :
AT >1x 750 x 109 dans 2 paillettes pour un cycle

autres offres ou non spécifie

>35%

% de mobilité rapide en décongélation e
< 35 % ou non spéci

<4 %

% de glycérol dans la paillette

W | W= | W

>4 % ou non spécifie

Er

Un indice, représenté par une lettre, est attribué a chacun des trois critéres : I'offre A*"AA représente la qualité idéale alors que
["offre BBB est la moins bonne.
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Effect of different equilibration time in freezing process on post-thaw mobility parameters in
equine spermatozoa

Paola SAUTEJEAU-RIZZONI, Hamed FARNIA, Jean-Michel GALHARRET, Morgane
LE-GUIRIEC, Djemil BENCHARIF

Theriogenology Unit, ONIRIS, National College of Veterinary Medicine Food Science and Engineering Nantes,
France

Artificial insemination using frozen semen is widely practiced within the equine industry.
Despite the superior quality typically seen in fresh equine semen, around 20% of ejaculates suffer
damage during the freezing process, leading to significant declines in sperm quality. Consequently,
numerous studies dedicated to refining techniques to enhance fertility rates using frozen semen.
One adjustable factor is the equilibration period, which refers to the time semen spends at a certain
temperature before cryopreservation. For stallion semen, a standard equilibration period of
approximately 2 hours at 4°C is customary. However, research suggested that extending the
equilibration period before freezing might result in improved semen quality after thawing, as seen
in other species. Hence, our research aimed to assess the impact of preserving semen at 4°C for
varying durations (2, 4, or 6 hours) following dilution before freezing, and its subsequent effect on
the quality of the semen after thawing. To achieve this, we collected 10 ejaculates from five healthy
stallions. The spermatozoa were separated from the seminal plasma via centrifugation in INRA®
96 medium. After removal of the supernatant, the pellet is mixed with INRA FREEZE® solution at
a concentration of 100 million spermatozoa per milliliter. Subsequently, the semen was frozen in
0.5 ml straws after being kept at the designated temperature (Equilibration period) for either 2, 4, or
6 hours post-cooling. Post-thawed motility and progressive motility were assessed using
computer-assisted sperm analysis (CASA). Our results indicate that an equilibration period of 6
hours led to higher percentages of motile spermatozoa after thawing (average of 36.3% P<0,05),
compared to equilibration periods of 4 hours (average of 33.9%) and 2 hours (average of 28.3%).
Additionally, samples frozen 2 hours after cooling exhibited lower percentages of progressively
motile spermatozoa (average of 15.1% P<0,05) compared to samples frozen 4 hours (average
18,8%) and 6 hours (average 20,6 %) after cooling, which showed no significant difference. In
summary, based on our initial findings, we suggest that semen should be maintained at 4°C for 4 to
6 hours before undergoing the freezing process.
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA CONGELATION DU SPERME EQUIN :
INFLUENCE DE LA DUREE D’EQUILIBRATION.

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 18 septembre 2024

L'insémination artificielle, avec du sperme congelé, est couramment utilisée en
reproduction équine. Cependant, environ 20% des éjaculats ne peuvent pas étre congelés. De
nombreuses études visent donc a améliorer les techniques de congélation. Un facteur ajustable est
la période d’équilibration, correspondant au temps pendant lequel le sperme est maintenu a 4°C
avant la congélation. Pour le sperme d’étalon, une équilibration d'environ 2 heures a 4 °C est
couramment utilisée. Mais, chez d’autres especes, certaines recherches ont montré que prolonger
cette période permettait d’améliorer la qualité du sperme. Ainsi, notre étude vise a évaluer I'impact
de différentes durées d’équilibration (2, 4 ou 6 heures) sur la qualité du sperme apres
décongélation.

Pour cela, nous avons collecté 23 ¢jaculats provenant de cinq étalons. Aprés centrifugation les
spermatozoides ont été dilués dans le milieu INRA FREEZE® a une concentration de 100 millions
de spermatozoides par mL. Ensuite apres avoir ét€ maintenu pendant 2, 4 ou 6h a 4°C le sperme a
¢té congelé dans des paillettes de 0,5 ml.

Les parametres de mobilité ont été évalués a 1'aide de 'analyse assistée par ordinateur. Ainsi une
durée d’équilibration de 6h conduit a des pourcentages plus élevés de spermatozoides mobiles
aprés décongélation (31,8 % ; P<0,05) par rapport a une période de 4 heures (27,7%) et de 2 heures
(23,9 %), et la mobilité progressive est moins bonne pour une période d’équilibration de 2h (12% ;
P<0,05) comparé¢ aux durées d’équilibration de 6h (16%) et de 4h (14,6%).

Pour conclure, nous suggérons avec nos premiers résultats que le sperme soit maintenu a 4 °C
pendant 4 a 6 heures avant la congélation.

MOTS CLES :

-EQUIDE - ETALON - SPERME - REPRODUCTION - EQUILIBRATION - CONGELATION -
CONSERVATION DU SPERME

DATE DE SOUTENANCE : 18 septembre 2024

131



