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Résumé

En élevage cunicole, le méle est la base du succés de la reproduction. Il joue un role tres
important dans la réussite et dans la rentabilité de cet élevage, car il influence la fertilité et la
prolificité. Le succes de I’insémination artificielle (1A) qui est en cours de développement
chez le lapin, depend en grande partie de la qualité de la semence. C’est dans ce sens que
s’inscrit notre objectif principal qui est I’étude des facteurs de réussite de 1’insémination
artificielle liés au lapin male de la souche synthétique ITELV 2006.

97 lapins males et 15 femelles ont été utilisés pour réaliser trois expérimentations afin
d’obtenir trois objectifs. Durant toute I’expérimentation, deux éjaculats successif a intervalle
de 15 minutes ont été récolté sur chaque male.

Dans la premiére expérience, I’effet du rythme de collecte du sperme récolté au vagin
artificiel sur un ensemble de caractéres de production des spermatozoides a été analysé.
Pendant 4 semaines, 6 différents rythmes ont été comparés sur 10 males chacun : rythme
extensif (n = 80 ¢€jaculats), rythme intermédiaire (n = 159), rythme intensif (n = 228), rythme
trés intensif (n = 155), rythme ascendant (n = 194), rythme descendant (n = 188). Le sperme
récolté une fois par semaine (rythme 1) a eu une meilleure qualité pour l'insémination
artificielle : concentration = 502 + 29.10%spz / ml, volume = 0,48 + 0,11 ml, motilité massale
= 5,21 £ 0,77, motilité individuelle = 3,36 + 0,56, libido = 17,8 £ 2,4 secondes, pH = 6,86 *
0,12. Les rythmes les plus productifs (nombre moyen de doses de semence utilisables par
semaine) ont été les rythmes intensifs 3 et 4 avec le sperme récolté 3 fois ou 4 fois par
semaine.

Dans la deuxiéme expérience, I’effet de la durée et de la température de conservation du
sperme sur la qualité de la semence de lapins adultes. Quatre expériences ont été menées pour
évaluer la qualité de la semence de 10 males. Des échantillons de semence ont été mélangés
aprés analyse individuelle des éjaculats et divises en fractions, puis dilués dans un dilueur a
base de tris. lls étaient, ensuite conservés a quatre températures déférentes, pendants 96
heures. Des échantillons ont été préleves apres 24, 48, 72 et 96 h. L’expérimentation a été
répétée 4 fois durant 1 mois a raison d’une fois par semaine. Les paramétres microscopiques
de I’éjaculat ont été évalués avant et apres le processus de conservation. Les résultats de
I’analyse ont montré que le pourcentage de la motilité et de la vitalité des spz dans la
semence fraiche est de 82,86% + 7,82, 73,69% = 1,29 respectivement. Alors que pour la
semence conservée et pour les mémes parametres, une diminution des valeurs de la motilité et
de vitalité a été observée avec la durée de conservation (p<0,05). La semence conservee a
15°c pendant 24h a présenté les meilleures valeurs comparativement aux autres températures
(61,75%= 2,05 et 66,5%=1,12 respectivement pour la motilité et la vitalité, (p<0,05). Nous
avons enregistré une motilité et une vitalité nulles pour la semence conservée a 4°c a partir de
72h.

Dans la troisieme expeérience, l’objectif étudi¢ est 1’effet d’une augmentation du taux
protéique via I’alimentation sur I’ardeur sexuelle et les caractéristiques de leur semence a été
étudié. 27 lapins males ont été repartis en trois lots expérimentaux. Le 1 lot (A) recoit ad
libitum un aliment standard du type granulé contenant 14,5% de protéines. Le 2°™ ot (B)
recoit uniqguement 120 g/jour du méme aliment standard, sans aucune supplémentation. Le
3™ ot (C) recoit une ration de 120g/j du méme aliment standard dont la teneur en protéines
est augmentée a 19,7 % par une supplémentation avec 41,6g de peptone de viande. Des
pesées journalieres des quantités ingérées, ainsi que des mesures hebdomadaires du poids
corporel et de la libido des males, ont été effectuées. Pour chaque male, les éjaculats ont été
récoltés et évalués une fois par semaine. Les résultats montrent que la consommation
alimentaire journaliere moyenne des lapins était de 131,7g/j, 115,29/ et 112g/j
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respectivement pour les males des lots A, B et C. L’effet de I’alimentation n’était pas
accentue, car peu de variations ont été observées. En effet, les lapins ont bien réagi aux
sollicitations avec un taux de récolte utile tres élevé (100%). Il a été enregistré, par ailleurs,
un volume moyen de 0,48 + 0,10ml, une concentration moyenne de 444,58 + 54,83x10°
spermatozoides par ml (spz/ml) et des valeurs moyennes de 4,76 = 0,74 et 3,15 £ 0,56
respectivement pour la motilité massale et la motilité individuelle. De méme, peu de
variations significatives étaient observées, mis a part la vitalité et les anomalies, aucune
différence n’a été révélée pour les caractéristiques des éjaculats entre les trois lots. Par contre
la vitalité et le pourcentage des spermatozoides (spz) anormaux sont affectés lorsque les
males sont rationnés et lorsqu’ils n’ont subi aucune supplémentation. La supplémentation
corrige la carence liée au rationnement des males a raison de 120g/j d’aliment standard.

Mots clés: Performances de reproduction, lapin, semence, spermatozoide, spermogramme,
insémination artificielle.
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Abstract

In rabbit farming, the male is the basis for successful reproduction. It plays a very important
role in the success and profitability of this breeding, because it influences fertility and
prolificacy. The success of artificial insemination (Al), which is being developed in rabbits,
depends largely on the quality of the semen. It is in this sense that our main objective is
inscribed, which is the study of the success factors of artificial insemination linked to the
male rabbit of the synthetic strain ITELV 2006.

97 male and 15 female rabbits were used to carry out three experiments in order to obtain
three objectives. During the whole experiment, two successive ejaculates at 15-minute
intervals were collected from each male.

In the first experiment, the effect of the collection rate of sperm collected on the artificial
vagina on a set of spermatozoa production characteristics was analyzed. During 4 weeks, 6
different rhythms were compared on 10 males each: Extensive rhythm (n = 80 ejaculates),
intermediate rhythm (n = 159), intensive rhythm (n = 228), very intensive rhythm (n = 155),
ascending rhythm (n = 194), descending rhythm (n = 188). The sperm collected once a week
(rhythm 1) had a better quality for artificial insemination: concentration = 502 + 29.10° spz /
ml, volume = 0.48 + 0.11 ml, mass motility = 5.21 £ 0, 77, individual motility = 3.36 + 0.56,
libido = 17.8 £ 2.4 seconds, pH = 6.86 £ 0.12. The most productive rhythms (average number
of usable semen doses per week) were the intensive rhythms 3 and 4 with the sperm harvested
3 times or 4 times per week.

In the second experiment, the effect of the storage time and temperature on the semen quality
of adult rabbits. Four experiments were conducted to evaluate the semen quality of 10 males.
Semen samples were mixed after individual analysis of the ejaculates and divided into
fractions and then diluted in a Tris diluent. They were then kept at four different temperatures
for 96 hours. Samples were taken after 24, 48, 72 and 96 h. The experiment was repeated 4
times for 1 month once a week. The microscopic parameters of the ejaculate were evaluated
before and after the preservation process. The results of the analysis showed that the
percentage of motility and vitality of spz in fresh semen is 82.86% + 7.82, 73.69% + 1.29
respectively. For the conserved semen and for the same parameters, a decrease in the motility
and vitality values was observed with the conservation time (p <0.05). The semen kept at 15 °
C for 24 hours presented the best values compared to other temperatures (61.75% + 2.05 and
66.5% + 1.12 respectively for motility and vitality, p <0.05). We recorded zero motility and
vitality for the semen stored at 4 °c from 72 hours.

In the third experiment, the objective studied is the effect of an increase in dietary protein
level on sexual ardour and semen characteristics. 27 male rabbits were divided into three
experimental lots. Lot A received ad libitum a standard pelleted feed with 14.5% crude
proteins, and lot B received only 120 g/day of the same diet. The 3rd lot (C) received 120
g/day of the same pelleted feed, the protein level of which was increased up to 19.7% by daily
supplementation with 6.6 g/meat peptone. Daily measurements of intake quantities and
weekly measurements of body weight and male libido were carried out. For each male, the
ejaculates were collected once a week for 8 wk. The average daily intake was 131.7 g/d, 115.2
g/d and 112 g/d for the males of lots A, B and C respectively. Body weight gains in 8 wk
were +229, —134 and +59 g for lots A, B and C. Rabbits responded well to solicitations and
had a very high useful collection rate (100%). The mean volume of ejaculates was identical
for the 3 lots (0.48 ml). A mean concentration of 444.58 x 10° spermatozoa per ml of
ejaculate (spz/ml) and mean values of 4.76 and 3.15, respectively, for mass and individual
motility were recorded without significant difference between groups. In the same way, few
significant variations were observed, apart from vitality and abnormalities; no difference was
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revealed for the ejaculate characteristics between the three groups, although vitality and
percentage of abnormal spz are affected when the males are rationed and without
supplementation. It can be deduced from these results that the protein supplementation partly
corrected the reduction in performance associated with male feeding at 120 g/day of standard
diet with 14.5% proteins

Key words: Reproductive performance, rabbit, semen, spermatozoon, spermogram, artificial
insemination.
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INTRODUCTION

Le lapin est apprécié pour son cycle biologique court, il est également un herbivore
capable de bien valoriser plusieurs sources végétales et sous-produits des industries
agroalimentaires, mémes riches en cellulose. Il convertit 20% des protéines ingérées en
viande contre 8 a 12% pour les bovins. Enfin, le lapin produit une viande de bonnes qualités
nutritionnelle et organoleptique. La cuniculture s’avére une source de protéines non
négligeable. En effet, cette espece animale est réputée pour sa prolificité, 53 lapereaux d’un
poids vif de 2,47 kg abattus par lapine/an, ce qui représente une importante quantité de viande
soit 131 kg/ lapine/an (Coutelet, 2014).

Le lapin présente une source de protéines non négligeable compte tenu de sa prolificité et

de sa capacite a valoriser les sous-produits agro industriels.

En Algérie, la rationalisation de cet €levage n’est apparue qu’a partir de 1987 suite a
I’importation de reproducteurs hybrides (Hyplus). Toutefois, cette opération a rapidement
échouée (moins de deux années) en raison de I’indisponibilité d’aliments granulés de qualité
nutritionnelle ce qui a provoqué une importante mortalité. Aprés cet échec, la cuniculture
rationnelle est relancée une decennie plus tard en adoptant une stratégie basée sur
I’exploitation des reproducteurs de population locale. Cette nouvelle situation rencontrera
moins de difficultés pour disposer d’un aliment industriel de meilleure qualité ce qui a facilité
la multiplication des élevages rationnels notamment dans la région du centre du pays. Cette
promotion de la cuniculture a été appuyée par la mise en ceuvre de programmes de recherches
universitaires orientés vers la caractérisation des reproducteurs locaux et le contrble des
performances de production Afin de mettre a la disposition des éleveurs d'un matériel
biologique performant adapté aux conditions locales et d’un aliment équilibré. (Berchiche et
al., 2000 a et b ; Zerrouki et al., 2005 ; Lakabi-loualitene et al., 2008 ; Mefti-Korteby et al.,
2010 ; Kadi et al., 2011 ; Cherfaoui et al., 2013 ; Lounaouci-Ouyed et al., 2014 ; Mazouzi-
Hadid et al., 2014).

Pour cela I’Institut Technique de 1’Elevage (ITELV) a crée a partir de 2003 une souche
synthétique, issue du croisement entre des femelles de la population locale et des males d’une

souche de I'INRA, plus lourde et plus productive.

L’intérét de ce croisement est confirmé par la comparaison des performances de production

et de reproduction de cette souche avec deux populations locales disponibles en Algérie. Cette
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comparaison a permis d’augmenter trés significativement le poids de la femelle et ses
performances de prolificité. Le nouveau génotype (la souche synthétique) manifeste les
mémes qualités d’adaptation aux conditions locales, en conservant sa supériorité sur les deux

populations locales quelle que soit la saison. (Gacem et al., 2009).

En élevage rationnel, la conduite de la reproduction est passée de la saillie naturelle a
I’insémination artificielle (1A), technique qui permet la mise en place d'un nouveau systéme de
production : "la conduite en bande", facilitant, ainsi la gestion des élevages et
assurant une meilleure rentabilité. (Theau-Clément, 2005).

Malgreé la large utilisation de cette technique dans les grandes exploitations de lapins de
plusieurs pays dans le monde, elle n’est certes pas devenue une pratique courante en Algérie.
Son développement s’est accompagné d’une meilleure connaissance des facteurs de succes
lies a la femelle et au méale. En effet, les deux sexes contribuent a la fertilité, que ce soit en

saillie naturelle ou en IA.

Pour les males reproducteurs, les travaux expérimentaux sont peu nombreux que pour les
femelles et les jeunes males en croissance. Depuis qu’on s’intéresse a la pratique de I’IA, on
cherche a améliorer les performances chez le male soit par ’amélioration génétique soit par
I’amélioration des paramétres liés a son environnement tels que l'utilisation d'un regime
alimentaire spécialement concu pour les males afin d'optimiser la libido et la qualité du

sperme. (Nizza et al., 2000a).

Les facteurs de réussite de I'lA liés a la femelle ont fait I'objet de nombreuses études, dans
le monde. Néanmoins, une minorité de travaux de recherche avaient pour objectif les facteurs

liés au de la population locale.

Dans ce cadre s’inscrit le présent travail qui vise comme objectif d’étudier les facteurs de

réussite de I'1A liés au méale de la souche synthétique ITELV 2006 suivants:

* Pinfluence du rythme de récolte du sperme sur les caractéristiques des éjaculats

recueillis.

* L’effet de différentes durees de conservation a différentes températures sur la qualité de

la semence.

* L’effet du niveau d’alimentation et de la teneur protéique de la ration sur la libido et les

caractéristiques de la semence.
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CHAPITRE | Anatomie et physiologie de la reproduction chez le lapin

I.1. Anatomie de I’appareil génital male

L'appareil génital male est formé par I'ensemble des organes chargés de I'élaboration du
sperme et du dép6t de celui-ci dans les voies génitales de la femelle. Il est constitué de trois

grandes parties.
1.1.1. Section glandulaire
1.1.1.1. Morphologie

Est constituée des deux testicules ovoides, de 3 a 3,5cm de longueur et de 1 a 1,5cm de
largeur. Leur poids est de 1,5 a 2g chez le lapin adulte (Barone, 1978). lls sont placés dans
des sacs scrotaux et restent en communication avec la cavité abdominale, ou ils étaient a la
naissance (Lebas et al., 1996). La descente des testicules étant temporaire (Barone, 1978), ils
ont la particularité de pouvoir entrer et sortir de la cavité abdominale dés I'age de 2 mois
(Fromont et Tangay, 2001). (Figure 1).

canal déférent

tete de I'épididyme

corps de I'épididyme

canaux efférents -

rete-testis queue de

tubes droits Iépididyme

canal épididymairqg

tubes séminiféeres

z lobule testiculaire
cloisons

albuginée

Figure 1: Structure interne du testicule et de I'épididyme des lapins (Bonne et al., 1988).

1.1.1.2. Les enveloppes des testicules

Chague testicule est logé dans un sac musculaire tres développé qui est en continuité avec
le muscle oblique interne autour de I’anneau inguinal, appelé le crémaster. Ce dernier controle
la remontée et la descente du testicule, qui est presque horizontal quand sa descente est
maximale. (Bonne et al., 2005). Le testicule est enveloppé par le scrotum qui est presque

glabre et bien visible durant I’activité sexuelle (Bonne et al., 2005).

La gaine vaginale qui constitue la séreuse du testicule et de son cordon est tapissée

intérieurement par la tunique vaginale et extérieurement par une tunique fibreuse issue du

3
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fascia transversalis. Elle parcourt la paroi abdominale au travers d’un canal inguinal délimité

en haut et en bas par les anneaux inguinaux (Alvarino, 1993 ; Barone, 2001).
1.1.1.3. Les structures intra testiculaires

Le parenchyme testiculaire est composé de tubes séminiferes et d’espaces interstitiels et

divisé en lobes et lobules par des travées conjonctives issues de I’albuginée et du rete testis.

Les tubes séminiféres sont en nombre de 2 a 3 tubes par lobule, ils peuvent atteindre 70
metres. IlIs se jettent dans les tubes droits qui s’anastomosent au niveau du corps de Highmore
et forment un réseau de canalicules, appelé le « rete testis », d’ou partent une dizaine de

canaux efférents qui traversent 1’albuginée pour former la téte de 1’épididyme (Alvarino,
1993).

L’épithélium séminifere est constitué de cellules germinales a différents stades de la
spermatogenese (spermatogonies A et B, spermatocytes | et Il et spermatides) et de cellules
de Sertoli qui ont un réle de protection et de contrdle de la maturation et la migration des
cellules germinales par synthese de I’Androgen Binding Protein (ABP), de I’inhibine et de

’activine qui inhibent ou activent la sécrétion de FSH (Wrobel, 1990).

Les cellules répartis dans les espaces interstitiels (cellules de Leydig, fibroblastes,
macrophages, lymphocytes...) synthétisent 95% de la testostérone présente dans le sang et de
20 a 50% des autres androgeénes tels que la dihydrotestostérone, déhydroépiandrostérone et
I’androsténedione (Wrobel, 1990). (Figure 2).
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Figure 2 : Schémas de I'organisation des tubes séminiféres de mammifére. (Le Moigne et
Foucrier, 2009).
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1.1.2. Section tubulaire

Est formée par les voies de stockage et de transport du sperme jusqu'au sinus uro-génital.

Elle constitue les vois spermatiques. (Figure 3).
1.1.2.1. L'épididyme

Est un conduit qui recouvre chaque testicule, il est formé de trois parties : la téte, le corps

et la queue qui sont le siége de transport et de maturation des spz. (Garreau et al., 2015) .
1.1.2.2. Le conduit différent

Est long de 12 a 15cm, et relativement épais (Barone, 1978), Il se poursuit par le canal
déférent qui traverse un renflement fusiforme « ampoule différentielle », positionné au-dessus

de la vessie (Garreau et al., 2015).
1.1.2.3. La glande vésiculaire

Situee dorsalement a la vésicule séminale et a la portion antérieure de l'urétre. Elle posséde

2 canaux excréteurs qui s'ouvrent latéralement au colliculus. (Barone, 1978).
1.1.3. La section uro-génitale

Est formée par l'urétre de 12 a 13cm, dont 8 a 9 seulement pour la partie spongieuse.
(Barone, 2001). Celui-ci est annexé de la prostate qui est remplacée par un complexe de
plusieurs glandes: "une glande vésiculaire™(prostate craniale), une prostate caudale (prostate

proprement dite), et une paire de glandes para-prostatiques (Barone, 1978).

Ces dernieres recouvrent les ampoules différentielles et, parfois, la vésicule séminale.
(Garreau et al., 2015). Postérieurement a la prostate, se situent les glandes de Cowper
s'ouvrant par 2 paires de canaux dans l'uretre caverneux (Boussit, 1989). Le pénis du lapin est
dépourvu de gland. 1l est enfermé dans le fourreau. Il mesure de 3 a 5¢cm. En arriere, sont
situées 2 glandes préputiales, sécrétant une substance trés odorante, responsable du

déclenchement de l'ovulation chez la femelle (Garreau et al., 2015).
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Figure 3 : L’appareil reproducteur du lapin male. (Garreau et al., 2015 ; Di-Lorio., 2014).
1.2. La physiologie de ’activité sexuelle
1.2.1. Le développement des gonades et la puberté

Lebas et al. (1996) rapportent que la différenciation des gonades commence le 16°™ jour
qui suit la fécondation. Apres la naissance, les testicules se développent moins vite que le
reste du corps, puis connaissent une croissance extrémement rapide apres I'age de 5 semaines.
Les glandes annexes ont une croissance de méme type mais plus tardive. L'age de la puberté
varie selon la taille du lapin, les petites races deviennent sexuellement matures plus tét (4 a 5

mois) que les moyennes (4 a 8 mois) et que les grosses (5 a 8 mois) (Kolb, 1975).
1.2.2. La maturité sexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment ou la production quotidienne de sperme
n'augmente plus, est atteinte a 32 semaines pour la race Néo-Zélandaise en climat tempéré.
Toutefois, dans les mémes conditions, un jeune male peut étre utilisé pour la reproduction dés
I'dge de 20 semaines (Lebas et al., 1996). C'est une période de bouleversements causés par

I'apparition d'hormones sexuelles dans le sang (Tremblay, 2009).
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1.2.3. Spermatogenese et production de spermatozoide

Le testicule assure deux grandes fonctions, la production de spz, et la production
d'androgénes, responsables de l'apparition des caractéres sexuels secondaires, du
comportement sexuel et de la spermatogénése (Gayard, 2007).

La spermatogénése commence entre 40 et 50 jours et elle dure 51,8 jours, avec un cycle de
I'épithélium séminal de 10,5 jours (Gayard, 2007). Les tubes testiculaires sont actifs vers 84
jours. Les premiers spz sont présents dans I'éjaculat vers 110 jours (Lebas et al., 1996).

1.2.3.1. Le cycle spermatogénétique

Représente lI'ensemble des divisions et des differenciations cellulaires permettant a partir
d'une spermatogonie d'élaborer un spz non mature. Il se déroule dans le testicule, plus

particulierement au niveau des tubes seminifére. (Boussit, 1989).
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Figure 4 : Le cycle spermato-génétique chez le lapin. (Boussit 1989).

Un cycle spermato génétique (Figure 4) présente deux phases, I'évolution cytologique
jusqu'aux spermatides et la spermatogenese qui est une différentiation du spermatide en

spermatozoide aidée par la cellule de Sertoli. (Fortun-Lamothe et al., 2015).
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1.2.3.2. La maturation épididymaire

A leur sortie du testicule, les spz ne sont pas fécondants, ils le deviennent apres leur
passage dans I'épididyme (Gayard, 2007) qui les transporte par des contractions induites par la
testostérone. Le transit de la téte vers la queue dure de 8 a 10 jours. (Boussit, 1989).

Les spz sont ensuite stockés dans la queue de I'épididyme ou ils sont absorbés par les tissus
ou évacués par voie urinaire. L'épididyme intervient également pour absorber les fluides
excrétés, les produits de dégradation du métabolisme des spz et les cellules mortes des
différents tissus constituant I'appareil génital du male en amont. (Boussit, 1989).

1.2.3.3. Le spermatozoide

Il est de 50-60um de longueur. Il est constitué de la téte (7x4x0,5um) contient le noyau et
I’acrosome ; la piéce intermédiaire (8,8um) et le flagelle (45-55um) responsable du
mouvement. (Fortun-Lamothe et al., 2015) (Figure 05). L’acrosome est délimité par une
membrane tri-laminaire, et le reste de la facade de la téte est couvert par une structure
supplémentaire de nature protéique sulfuro-fibreuse pour conférer une grande résistance. (Di-
Lorio, 2014).

(A) (B) (C)
Figure 5 : Le spermatozoide du lapin : (A), SEM vue globale (x 2600) ; (B), SEM la téte (x
10000) ; (C) TEM section longitudinale (x 10.600). (Boiti et al., 2005 ).

1.2.4. Régulation hormonale

La production des spz est sous le contréle de I'axe hypothalamo-hypophysaire- gonadique ;
le GnRH stimule la sécrétion de la FSH et la LH hypophysaire de fagcon pulsatile. (Bresse,
1968).

La LH stimule la production de la testostérone par les cellules Leydig. Tandis que la FSH
stimule les cellules de Sertoli qui transforme la testostérone en cestradiol, et secréte de
I'inhibine. Ces derniers avec la testostérone exercent un feedback négative sur I'axe
hypothalamo-hypophysaires. (Boussit, 1989). (Figure 6).
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Figure 6: Régulation hormonale de la reproduction chez le male. (Boussit, 1989).

L'¢jaculation se produit sous contrdle d’une hormone voisine de 1’ocytocine. Cette
hormone hypophysaire est libérée par stimulation de la sphére génitale, ce qui explique que

I’on puisse récolter des males par simple masturbation. (Boussit, 1989).

La testostérone qui représente au moins 50% de tous les androgénes produits, avant et
aprés la puberté. (Martinet, 1978), est sécrétée de maniere épisodique au cours de la journée
(toutes les 4 a 5h). Martinet. (1978) observe en effet 5 ou 6 pics/24h dans le sang
périphérique. Le taux circulant augmente significativement aprés 1’accouplement.(Boussit,
1989).

1.2.5. Etablissement de la spermatogenese
La spermatogenése se fait en différentes phases au cours de I'age de I'animal:
1.2.5.1. La phase infantile

Martinet. (1978) définit cette phase comme la période allant de la naissance a 1’age de 40
jours. Elle est caractérisée par une croissance lente des testicules et des vésicules séminales,

ainsi que par des niveaux de FSH et de testostérone faibles.
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1.2.5.2. La phase pré pubertaire

Débute vers ’age de 40 jours et marque 1’accélération de la croissance testiculaire et de
I’¢élévation des androgeénes et des gonadostimulines, avec des concentrations maximales entre
60 et 70 jours d’age. Les premiéres cellules de Leydig matures apparaissent a 40 jours, leur
nombre augmente tres rapidement et entre 70 et 80 jours le tissu interstitiel acquis 1’aspect
adulte. (Berger et al., 1982 ; Boussit, 1989). La spermatogenése commence entre 40 et 50

jours d’age et tous les tubes testiculaires sont actifs vers 84 jours d’age (Lebas, 2009).

Les premiers spz apparaissent vers I’dge de 110 jours et ils présentent de nombreuses
malformations. La motilité est rapidement acquise mais la production totale est encore bien

inférieure a celle d’un adulte. (Skinner, 1967).
1.2.5.3. La puberté

C’est le moment ou les organes reproducteurs du méale sont capables de produire des spz
aptes a féconder un ovule, est atteint vers 4 a 5 mois Boussit. (1989). Cependant, Macari et
Machado. (1978) signalent que la puberté est atteinte lorsque le lapin devient capable de se
reproduire par 1’apparition des premiers spz dans 1’¢jaculat vers I’dge de 110 jours (Lebas,
2009). Sabbagh. (1983) rapporte que la puberté est le stade a partir duquel 1’éjaculat posséde
les mémes caractéristiques physiques et chimiques que chez 1’adulte. Ce stade est atteint a
partir de I’dge de 24 semaines chez le lapin Néo-Zélandais blanc et coincide alors en termes

de reproduction a la maturité sexuelle. (Macari et Machado, 1978).
1.2.5.4. La maturité sexuelle

Amman et Lambiase. (1967) définissent la maturité sexuelle comme le moment ou la
production journaliére de sperme n’augmente plus. La mise a la reproduction des méles doit
donc faire 1’objet d’une attention particuliére de la part de 1’éleveur sous peine de voir
apparaitre des problemes de fertilité. De facon pratique, les males ne devraient pas étre

utilisés en général avant 5 a 6 mois. (Boussit, 1989 ; Quiles et Hevia, 2000).
1.2.6. La fertilité du male
1.2.6.1. La production de spermatozoides par le testicule

La production journaliére de spz ou NSP (nombre de spz produits) est liée aux potentialités
physiques de production. Ainsi le NSP varie en fonction de la race (surtout selon le format) et
est fortement corrélé au poids testiculaire : de 25 a 60 millions de spz produits par gramme de

testicules suivant la race, pour une production journaliére de 100 a 250 millions de spz par
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animal adulte. Les spz produits sont stockés dans 1’épididyme et constituent ainsi des réserves
importantes (4 a 6 fois la valeur de NSP). (Boussit, 1989).

1.2.6.2. Le comportement sexuel

Les premiers coits peuvent survenir vers 100 jours, mais ne sont fécondants que vers 135 a
140 jours. Les males présentent une libido constante dés la puberté. lls suivent les femelles,
les reniflent, les lechent et peuvent émettre un jet d'urine sur leur partenaire. Pour les plus

expérimentés, quelques secondes suffisent pour la saillie. (Boussit, 1989).

Le réflexe d’éjaculation consiste en 2 phases: une premiere phase de production de la
fraction spermatique, une 2°™ de production de la fraction muco-gélatineuse. L’¢jaculation,
derniere étape du comportement sexuel, permet le mélange des spz au plasma séminal. Ce
reflex est sous contrdle hormonal, ce qui entraine une certaine préparation « psychologique »
du male avant la saillie si I'on veut que 1’¢jaculat soit de la meilleure qualité possible.
(Boussit, 1989).

1.2.6.3. La production de sperme

Le plasma séminal, sécrété par les vésicules seminales, la prostate et les glandes de cowper
sert de milieu nutritif pour les spz. (Bresse, 1968). Sa composition chimique est donnée dans

le tableau 1. Le mélange aux spz a lieu pendant 1’éjaculation. (Boussit, 1989).

Tableau 1 : Composition du plasma séminal chez le lapin. (Boussit, 1989).

Concentration intracellulaire des spermatozoides | Concentration dans le plasma séminal

Fructose (40-400mg/100ml) Na (140-160 mg/100g)
Glycérylphosphorylcholine (280mg/100ml) K (70-85 mg/100g)
Glucose (Traces parfois) Ca (5-7 mg/100g)
Inositol (30mg/100ml) Mg (22-31 mg/100g9)

Sorbitol (80mg/100ml)

Acide citrigue (110-550mg/100ml)
Acides gras libres (0,001meg/100ml)
Acides gras volatils (0,134meg/100ml)
Protéines totales (6g/100ml)

Catalase (27,5mg/ml)
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CHAPITRE Il L’insémination artificielle chez le lapin

En régle générale, I’'lA a pour objectif de remplacer I’introduction naturelle de la semence
du male dans les voies génitales de la femelle par une introduction contr6lée par 1’éleveur, au
moment ou les ovules sont libérés par les ovaires dans les voies génitales de la femelle.
(Lebas, 2001). Cette technique consiste a déposer le sperme au moyen d’un instrument, au
moment le plus opportun et a I’endroit le plus approprié du tractus génital femelle
(Koutinhouin, 2010). Elle est réalisée soit avec de la semence fraiche, prélevée et traitée dans
I’¢levage, soit avec de la semence réfrigérée fournie par une structure productrice de semence.

(Bencheikh, 1995).

L’IA a permis la mise en place d'un nouveau systéme de production : "la conduite en

bande" et une meilleure organisation des élevages. (Theau-clement, 2005).
I1.1. Les étapes de I’insémination artificielle
11.1.1. Récolte de sperme
11.1.1.1. Matériel de collecte

Le vagin artificiel utilis€ chez le lapin est un dérivé des modeles utilisés dans d’autres
especes. C’est un réceptacle qui fournit a I’organe copulateur des stimuli thermiques et
mécaniques et de I’¢lasticité nécessaire pour 1’éjaculation (Alvarino, 1993). Plusieurs modeéles
(commercial ou artisanal) ont été créés avec de 1’aluminium, le plastique ou méme le verre

(Castellini, 1996).

La température du liquide contenu dans le vagin, pour simuler le vagin naturel, doit
avoisiner 42°C au moment de la collecte (Boussit, 1989 ; Morrell, 1995 ; Boiti et al., 2005).
Afin de maintenir cette température, 10-15¢g de glycérol ou de glycérine peuvent étre ajouteés.
Aussi, de I’ecau préchauffée (50-58°C) peut également étre injectée régulierement (Arencibia
et Rosario, 2009). L’augmentation de la température de ’eau dans le vagin artificiel au-dela
de 50°C entraine une contamination de 1’¢jaculat avec 1’urine, En revanche, si la température
est inférieure a 40°C le lapin refuse d’¢jaculer et la quantité du gel des granules séminales
augmente, ce qui entrave la manipulation de 1’éjaculat et modifie sa qualité. (Morrell, 1995 ;

Areciba et Rosario, 2009).
11.1.1.2. La préparation du male a la collecte

Le male étant le premier concerné par la réussite de la collecte, il a été constaté qu’il
pouvait répondre plus ou moins bien a la sollicitation selon ’opérateur. Un opérateur calme,

attentif et patient augmentera ses chances de réussite. (Boussit, 1989).
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La femelle utilisée comme boute-en-train constitue un des stimuli de 1’éjaculation. Il est
plus prudent d’affecter une ou deux femelles a la cellule des males et de les présenter en

position de I’ordose. (Boussit, 1989).

Pendant la collecte du sperme, Le comportement du male est strictement identique a celui
observé lors de la saillie naturelle. L’opérateur peut néanmoins orienter le vagin artificiel afin
de faciliter I’intromission du pénis. (Boussit, 1989 ; Arencibia et Rosario, 2009). La durée de
la collecte peut aller de quelques secondes a plusieurs minutes. L’attente d’une récolte n’a
jamais dépassé 10 minutes (Theau-clement et al., 2011). Certain auteurs laissent penser que la
pratique d’une fausse monte améliore la réponse a I’¢jaculation, la qualité¢ de 1’¢jaculat et la

quantité de spermatozoides récoltés. (Macmillan et Hafs, 1967).

Garcia-Tomas et al. (2005), ont débuté 1’entrainement des males au vagin artificiel a I’dge
de 5 mois. A I’d4ge de 6 mois, ils entrent en phase de production. Pendant 7 semaines, 2
éjaculats par méle et par semaine ont été prélevés, avec un intervalle de 30 minutes entre les
prélevements. Brun et al. (2013) ont pratiqué la méme procédure de prélévement d’une fois

par semaine a raison de 2 éjaculats a 15 minutes d’intervalle.
I1. 2. Méthodes classiques d’évaluation du sperme

L’ardeur sexuelle est mesurée par le temps écoulé entre 1’introduction de la femelle dans la
cage du male et I’¢jaculation. L’examen du sperme doit étre effectué le plutdt possible apres

la récolte, a une température voisine de la température corporelle (Boussit, 1989).
11.2.1. Les mesures macroscopiques
a) L’aspect de I’éjaculat

Le sperme a une coloration blanchatre. Son opacité dépend surtout de la concentration
spermatique. Les ¢éjaculats de faible concentration sont claires, d’aspects aqueux voire
Iégerement jaunatres, ils contiennent parfois un gel muco-gélatineux secrété par les glandes
annexes, plus ou moins consistant et transparent. La présence ou 1’absence de gel peut étre

notée pour caractériser I’éjaculat et le male. (Boussit, 1989).
b) La couleur

La couleur idéale optimale de la semence est blanc nacré. Mais, elle peut étre modifiée par
la présence d’éléments anormaux (Alvarino, 1993). La couleur jaune peut étre liée a la
présence d’urine pouvant détériorer la qualité de la semence. La coloration grisatre est liee a

la précipitation au fond du tube, de cristaux et de cellules d’exfoliation, morte, provenant des
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tissus génitaux. La coloration rougeéatre voire rosée peut étre due a la présence de sang. Le
male ayant un sperme avec ces couleurs peut présenter un probléme pathologique dont I’effet
peut diminuer la qualité de la semence produite et doit étre, a cet effet, éloigné. Cependant,
Les éjaculats retenus sont ceux présentant un aspect crémeux (Boussit, 1989).

c) Le volume

Le volume de I’éjaculat est trés variable selon les individus, ’age, le type génétique et les
conditions d’¢levage. Ainsi, 1l a €té montré que le volume moyen de 1’éjaculat augmentait
jusqu’a 8 mois puis se stabilisait. Des néo-zélandais blancs de un an et de 3,9kg ont fourni un
volume moyen d’éjaculat de 0,41ml alors que, dans les mémes conditions, des Dutch Belted
de 2,4kg ont produisent seulement 0,34ml (Amann, 1966). Le volume varie également avec la
saison, certaines références faisant état d’'un maximum de mars a juin. (Boussit, 1989). La
fréquence d’utilisation du male a un effet sur le volume de I’éjaculat. Plus la fréquence est
¢levée, plus le volume diminue, jusqu’a déplétion (Desjardins et al., 1968). Bien qu’un
éjaculat de volume normal soit un indice favorable, le volume total collecté n’est qu’un

facteur secondaire d’appréciation. (Boussit, 1989).
d) Le pH

La mesure du pH, des la récolte, est un bon estimateur de la qualité de la semence certains
auteurs trouvent un pH nettement alcalin et le situe autour de 8. En revanche d’autres
données indiquent un pH trés légerement acide, de ’ordre de 6,8 - 6,9 (Alvarino, 1993 ;
Lebas, 2009 ; Quiles et Heevia, 2000). Cependant, un sperme de qualité a un pH qui oscille
entre 7,1 et 7,3 (extrémes 6,4 a 7,5). Certains auteurs italiens utilisent cette variable pour
caractériser la semence de lapin. lls éliminent tous les éjaculats dont le pH est supérieur a 7,3.
(Boussit, 1989).

Le sperme a tendance a s’acidifier par transformation des réserves de glucose en acide
lactique lors de la glycolyse, principale source d’énergie des spz. L’abaissement du pH en
cours de conservation peut constituer un test supplémentaire d’appréciation de la vitalité
métabolique du spz. Cependant, ce test n’a qu’une valeur limitée car I’augmentation de

I’acidité finit par inhiber le métabolisme et la mobilité. (Boussit, 1989).
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11.2.2. Les mesures microscopiques
a) La motilité des spermatozoides

Elle se traduit par des mouvements plus ou moins importants des spz. Elle est
indispensable pour que les spz remontent le tractus genital femelle. Elle peut étre mesurée,
SOus microscope, soit en semence pure, soit en semence diluée. (Nelson, 1985).

L’analyse d'images assistée par ordinateur est un bon outil d'analyse de la motilité¢ de la

semence de lapins (Theau-Clément et al., 1996a ; Lattaioli et Castellini, 1998).

La motilit¢ d’ensemble peut étre appréciée a 1’aide d’une grille comme celle de
Petitjean.(1965). Des notes de 8 et 9 (Annexe 1) sont un bon indice de la vitalité des spz mais
¢galement d’une concentration élevée, indispensable pour observer des vagues. (Boussit,

1989).

Pour caractériser la motilité individuelle des spz qui peut étre appréciée a I’aide de
I’échelle d’Andrrieu. (1974), deux variables peuvent étre utilisées, le pourcentage de spz

mobiles et le type du déplacement. (Boussit, 1989).

Un sperme de bonne qualité doit posséder au moins 60 a 70% de spz mobiles avec un
degré de motilité individuelle de 3 ou 4 (Annexe 2). Ceci correspond a des spz fléchants,
présentant une trajectoire quasi rectiligne et capables de traverser le champ en 2 a 3 secondes.
(Boussit, 1989).

b) Les spermatozoides anormaux

Plusieurs auteurs (Arroita et al., 2000 ;Mocée et al., 2000 ;Nizza et al., 2003 ; Roca et al.,
2005) affirment que la semence ne doit pas contenir plus 10 a 15% de spz anormaux, mais
d’autres auteurs suggérent que 20 a 30% d’anomalies totales sont acceptable (Amorim et
Santos, 2009). Les anomalies structurelles des spz (Annexe 3) peuvent atteindre isolément ou
simultanément les diverses parties du spz: La téte, I’acrosome, la piéce intermédiaire et la
queue. Une persistance de la gouttelette cytoplasmique, signe de spz éjaculés immatures est
parfois observée. (Derivaux, 1971). Ces anomalies peuvent étre dues a I’age, les carences en
vitamine A, les fortes chaleurs, le repos sexuel prolongé, les affections microbiennes et

I’entretien défectueux.

En principe, toute anomalie structurelle peut étre considérée comme pathologique. Il est
cependant difficile de distinguer les anomalies primaires dues a une spermatogenese

déficiente, des anomalies secondaires consécutives aux manipulations subies par le sperme
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depuis la récolte jusqu’a son examen. Les spz sans queue constituent une des premieres

manifestations de la dégénérescence séminifere chez beaucoup d’espéces (Derivaux, 1971).
c) La concentration

La concentration moyenne de 1’éjaculat du lapin est de I’ordre de 300 millions de spz/ml
avec des extrémes de plus de 750 millions/ml. (Boussit, 1989). La mesure de la concentration
peut s’effectuer par numération directe aprés une dilution du sperme dans une solution
susceptible de disperser et de tuer les spz (solution de chlorure de sodium a 3 % ou solution
de formaldéhyde a 1%) en utilisant un hématimetre (cellule de Thoma, Burker ou
Neubauer). (Boiti et al., 2005; Hanzen, 2009). La technique de néphélométrie simple et
rapide pour certaines espéces, n’est pas trés fiable pour la semence de lapin.(Boussit,
1989 ;Theau-Clément et al, 1996b). En conséquence, la technique longtemps utilisée en
laboratoire médical pour la numération sanguine (comptages sur hématimeétre) est la technique
de référence. (Boussit, 1989).

Theau-Clementet Falieres.(2005), ont Mesuré la concentration de la semence de lapins
selon 2 methodes : I'hématimetre (méthode de référence) et le NucleoCounter® (méthode
testée). Ils ont conclu que la corrélation élevée entre 2 mesures de concentration intra-
systéeme et entre systemes démontre que le NucleoCounter est un outil d'évaluation de la
concentration de semence de lapins aussi répétable et juste que la méthode de référence,
quelle que soit la concentration des échantillons. De plus, simple et rapide (35 secondes),

cette méthode devrait permettre une meilleure maitrise quantitative de la dose d'insémination.
d) la viabilité

C’est 1'un des critéres indispensables dans 1’évaluation spermatique surtout pour la
détermination des doses adéquates pour I’ A. 1l existe plusieurs techniques de coloration pour
I’évaluation de la viabilité : la coloration a 1’éosine-nigrosine, la coloration a 1’iodure de
propidium ou au trypan bleu. Les spz dont la membrane est endommagée laissent pénétrer le
colorant et apparaissent donc roses (éosine) sur fond bleu (nigrosine) alors que les spz vivants
ont une membrane intacte et apparaissent incolores. Une semence de bonne qualité présente
une viabilité de 60 a 80% (Boiti et al., 2005 ; Arencibia et Rosario,2009).

11.3. Limites des techniques classiques d’examen du sperme

L’examen de routine de la semence est par nature un examen subjectif entrainant une
variabilité intra et inter-laboratoires mais également une variabilité intra et inter-

opérateurs.(Cabannes, 2008).
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Les variations observées lors de I’examen morphologique des spz sont dues au manque de
standardisation des méthodes d’examen et de formation. Mais également choix de la
classification des anomalies morphologiques des spz (Davis et al., 1995), cité par
Cabannes.(2008).

Une autre limite de I’examen de la semence par les méthodes classiques est la durée de
I’analyse. De plus et compte tenu du faible nombre de cellules analysées, la population de spz

analysée n’est pas forcément représentative de celle présente dans 1’¢jaculat.(Cabannes,
2008).

Ainsi, La relation entre la fertilité évaluée in vitro et celle in vivo n’est toujours pas
clairement établie. Afin de déterminer la relation entre un paramétre séminologique mesuré in
vitro et la fertilité in vivo, il faut disposer non seulement de tests de laboratoires spécifiques
du paramétre a évaluer, mais également des données sur la fertilité (Amann, 1989), ce qui
n’est pas facile. Parallelement a cette analyse de la relation entre les parametres
séminologiques et la fertilité, de nouvelles techniques sont développées pour évaluer la
fertilité in vitro (Cabannes, 2008).

11.4.Les nouvelles méthodes d’évaluation de la semence

Compte tenu des limites de I’examen de routine du sperme, de nouvelles méthodes

d’analyse du sperme, plus répétables et plus exact font ’objet d’études.
11.4.1. Mesure de la concentration
11.4.1.1.La spectrophotométrie

Cette technique est la plus simple et la plus rapide chez d’autres especes, mais pas tres
fiable pour la semence du lapin qui renferme des particules séminales tres réfringentes qui
faussent les mesures de densité optiqgue (Boussit, 1989). Toutefois, une méthode
spectrophotométrique adaptée a la semence du lapin a été récemment validée par (Castellini et
al., 2007).

11.4.1.2.Le NucleoCounter

Le principe du NucleoCounter SP-100 est basé sur la fluorescence de I'iodure de propidium
fixé sur I'ADN des noyaux des spz de mammiféres. Une premiere étape consiste a lyser les
spz en suspension dans la semence, pour libérer les noyaux. Puis l'iodure de propidium est
ajouté a la semence lysée, la lumiere verte émise par une diode LED se transforme alors en

lumiere fluorescente rouge quand l'iodure de propidium se fixe spécifiqguement sur les
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noyaux. Une caméra CCD détecte les sighaux excités des noyaux. L'appareil étant équipé d'un
systeme d'analyse d'image, les signaux détectés sont analyses. Par ailleurs, un logiciel permet
de visualiser sur I'écran d'un ordinateur, les noyaux fluorescents sur fond noir. Le volume
d'analyse étant connu ainsi que le facteur de dilution, la concentration s'affiche directement
sur I'écran du NucleoCounter SP-100 (millions de spz /ml). (Theau-Clement et Falieres,
2005).

Le systeme NucleoCounter SP-100 comprend outre l'instrument de mesure, le réactif S100
(distribués par ChemoMetecGydevang 43, 3450 Allerod, Danemark) permettant de lyser les
cellules et des cassettes SP1 (figure 7). (Theau-Clement et Falieres, 2005).

(31234 DF=4i]

B

Figure 7: A: La cassette est introduite dans le NucleoCounter, I'analyse est lancée.
B: La concentration s'affiche sur I'écran 35 sec apres. ID= identification,
DF= facteur de dilution. (Theau-Clement et Falieres, 2005).

11.4.2. Evaluation de la motilité des spermatozoides

11.4.2.1. Analyse du sperme assistée par ordinateur (Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA)

Ces systeémes sont constitués d’un microscope a contraste de phase équipé par une plaque

chauffante, et connecté a une caméra vidéo a haute résolution et un ordinateur (Figure 8).

18



CHAPITRE Il L’insémination artificielle chez le lapin

Figure 8 : Systeme CASA de type Hamilton ThorneSperm Analyzer.
http://www.yourpurespermsource.com/products/ht_sperm_analyzer.html

Plusieurs parameétres cinétique sont évalués par le systeme CASA, avec toutefois une
organisation spéecifique definie pour la semence de lapin (Boiti et al., 2005). Ainsi, une forte
concentration de cellule par ml et la présence des particules de différentes tailles comme dans
la semence de lapin peuvent influencer 1’estimation de CASA (Theau-Clément et al., 1996a,
1996b).

11.4.3. Evaluation de I'intégrité de la membrane plasmatique
11.4.3.1. Test hypo-osmotique

Ce test permet d’évaluer I'intégrité de la membrane des cellules et présente 1’avantage
d’étre simple, fiable et répétable (Briffaut, 2007). Les cellules, présentant une membrane
plasmique intacte, permettent un transport sélectif des molécules. Lorsque la cellule est
exposée a des conditions hypo-osmotiques, ’eau pénétre dans le milieu intracellulaire
jusqu’a ce que I’équilibre osmotique soit atteint de part et d’autre de la membrane. Le
gonflement de la cellule est particulierement visible au niveau de la queue des spz, sous un
microscope a contraste de phase (Amorim et Santos, 2009). Les spz dont la membrane est
integre se déforment et se reconnaissent a leur flagelle qui se recourbe ou s’enroule, et selon
la forme prise, ils sont classée en sept catégories (Boiti et al., 2005 ; Briffaut, 2007 ;Amorim
et santos, 2009).
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11.4.3.2. La fluorescence

De nombreux fluorochromes peuvent étre utilisés pour évaluer I’intégrité membranaire: tel
que ’association SYBR-14 et Pl (Briffaut, 2007). L’examen en microscopie a fluorescence
révele que les spz vivants sont colorés en vert par le SYBR-14 qui s’intégre a I’ADN. Cette
molécule est capable de pénétrer a travers la membrane plasmique de cellules intactes. Les
spz morts ayant perdu leur intégrité membranaire sont colorés en rouge par le Pl (Garner et
Johnson, 1995) (Figure 9).

Figure 9: Spz morts et vivants colorés avec le mélange SYBR et Pl (Garner et Johnson, 1995
cité par Cabannes, 2008).

En comparaison a la coloration a 1’éosine-nigrosine, SYBR-14/Pl est une méthode
beaucoup plus sensible, elle permet de mettre en évidence des dommages membranaires
subtils. (Cabannes, 2008).

11.4.4. Evaluation morphologique et ultra-structurale
11.4.4.1. Les techniques de microscopie électronique

Les techniques de microscopie électronique (Figure 10) sont utilisées pour observer
toutes les anomalies morphologiques telles que les dommages membranaires, les Iésions de

I’acrosome, et en plus 1’ultra-structure du spz (Kuzminsky et al.,1996;Boiti et al., 2005).
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Figure 10: Différentes anomalies observés sous microscopie électronique (modifié de Pesch
et Bergmann, 2006).

(A) : double tétes ; (B) : double tétes entourés par une inclusion membranaire (la téte supérieure comporte une invagination
acrosomique ; I’inferieure congoit une inclusion membranaire). ; (C) : une gouttelette cytoplasmique sphérique (fleche) ; (D) :
cassure des microtubules avec perte de mitochondrie dans la piece intermédiaire ; (E) : anomalies de flagelle (en haut :
flagelle double ; en bas : défaillance de structure de microtubules (présence seulement de 5 paires périphériques). (A), (D),
(E) spermatozoide équin ; (B), (C) spermatozoide humain.

11.4.4.2. Analyse automatisée de la morphométrie du spermatozoide (ASMA)

Ces methodes ont été développées pour diminuer les variations observées lors de
I’évaluation morphométrique des spz par les techniques classiques en plus de la possibilité
d’évaluation de plusieurs parametres dans une seule analyse. La morphométrie des spz d’un
¢chantillon de semence est déterminée par 1’utilisation d’un microscope de phase a 400x, sur
lequel une caméra vidéo a haute résolution était montee, elle-méme est connectée a un logiciel
appelé sperm-Class Analyzer (SCA) pour détecter la téte des spz et mesurer donc
automatiquement les parametres morphométrique de la téte (longueur, largeur, superficie,

périmétre) de 100 spz pour chaque échantillon (Lavara et al., 2008 ;Safaa et al.,2008).
11.4.5. Capacitation

La capacitation peut étre évaluée par analyse assistée par ordinateur du mouvement du spz,
une hyperactivité signifie que la capacitation a eu lieu (Boiti et al., 2005). La chlortétracycline
(CTC), un antibiotique fluorescent permet d’évaluer le statut de la capacitation du spz ainsi
que la réaction acrosomiale .en traversant la membrane plasmique, la chlortétracycline se lie
aux ions Ca?* libres, le complexe Ca?* /CTC ainsi formé est fluorescent. Plus la fluorescence

est intense, plus la membrane est désorganisée (Cabannes, 2008).
11.4.6. Réaction acrosomique

Pour évaluer la qualité du sperme le test le plus pertinent consiste a déclencher la réaction
acrosomique et a estimer la proportion de spz vivants qui sont capables d’effectuer ce
processus. Le statut acrosomial peut étre évalué a ’aide de colorations fluorescentes ou non

fluorescentes (Boiti et al., 2005; Cabannes, 2008). D’autres techniques comme
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I’'immunofluorescence indirecte au moyen d’inticorpspolyclonaux ou monoclonaux ainsi que
la coloration a la chlortétracycline (antibiotique aux propriétés fluorescentes) peuvent
également étre utilisées pour évaluer le statut acrosomial (Boiti et al., 2005).

11.4.7. L’évaluation de la fertilité in vivo et in vitro

L’examen de fertilité in vivo nécessite de nombreuses femelles fertiles, et son colt reste
¢levé. Pour cela des techniques ont été développés in vitro comme les tests d’interaction
spermatozoide- ovocyte qui étudient D’attachement des spz a la zone pellucide et la
pénétration de 1’oocyte par le spz d’un coté et la fécondation in vitro d’un autre coté. Ces
méthodes donnent des informations sur la fertilité du méale mais ils sont également utiles pour

vérifier I’efficacité des méthodes de congélation (Castellini et al., 2006).
I1.5. Dilution

La dilution permet, en plus de ’augmentation du volume et du nombre de doses, le
maintien de la survie des spz. Ce milieu ne doit pas créer de choc osmotique pour les spz. Il
doit fournir des substrats nutritifs permettant de maintenir le métabolisme et la longévité des
spz. 11 doit en outre exempt de germe ou de toxines. Ceci justifie I'utilisation d’antibiotiques
compatibles avec le métabolisme des cellules mais limitant le développement de germes dans
la semence. Pour définir le taux de dilution, il faut prendre en compte deux facteurs : le
nombre minimum de spz nécessaires pour féconder une femelle et la concentration de
I’éjaculat. (Boussit, 1989).

Les taux de dilution les plus courent sont de 2 a 10 fois que ce soit en sperme frais (Kuttner
et al., 1975 ; Paufler, 1979) ou en sperme congelé (Andrieu et Courot, 1976 ; Laiblin et
Rohloff, 1974). Ainsi, I’éjaculat a été dilué 5 fois avec un dilueur composé du Tris
[hydroxymethyl] aminométhane (0,25 M, Sigma), acide citrique (88 mM, Sigma) et glucose.
(47 mM, Sigma). (Viudes De Castro et al., 1999). Il est possible de réduire le nombre de spz
jusqu’a 8 millions par dose dans 2 dilueurs commerciaux sans affecter la fertilité (66%) ni la
prolificité (10,2) des lapines. Cependant, une insémination avec une dose faible de 6 millions
de spz entraine pour certaines lignées de male une diminution des caractéristiques de la
semence et une diminution de la prolificité des femelles multipares. (Joly et Theau-Clément,
2000).

La dilution doit étre faite dans les 30 minutes suivant le prélévement d’un éjaculat afin de
préserver au maximum les qualités de la semence. Le dilueur doit étre ajouté avec précaution

a I’éjaculat et ne doit pas entrer directement en contact avec la semence mais couler lentement
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voire goutte a goutte sur la paroi inclinée. L’homogénéisation du tout s’effectue en retournant

4 & 5 fois de fagon lente afin d’éviter I’oxygénation du sperme. (Boussit, 1989).
11.6. L’insémination artificielle chez le lapin
11.6.1. Intérét de I'insémination artificielle chez le lapin
11.6.1.1. Intérét économique

Le recours a I'A permet de diminuer le nombre de lapin male nécessaire a la conduite
de la reproduction dans un élevage (Lopez et al., 1998). Cette diminution permet de réaliser

des économies en matiére d’achat, de colt de logement et de colit alimentaire (Le Roux,
2002).

L’TA de la lapine permet d'obtenir un nombre de lapereaux important. Par exemple, dans
de bonnes conditions d'élevage, une bonne lapine peut donner environ 40 lapereaux par an,
soit 50 a 60 kg de viande par an a commercialiser (Djagoet Kpodekon, 2007). Cette technique

permet également d'inséminer plusieurs femelles a partir d'un méme éjaculat (Ingrid, 2008).
11.6.1.2.Intérét génétique

Une semence de males de haute qualité génétique permet d’améliorer le résultat, sans avoir
pour risque I’introduction de maladies (Thewis, 2002). En outre, elle permet la Selection des

reproducteurs et la diffusion plus rapide du progres génétique. (Christian Meyer, 2009).
11.6.1.3.Intérét sanitaire

Les avantages sanitaires du prélevement de semence a la ferme sont liés a la diminution du
nombre de lapins dans les élevages, ce qui réduit d’autant le risque d’introduction des
maladies vénériennes (Haskouri, 2001). De plus la suppression des contacts rapprochés entre
les lapins et les lapines, la possibilité de contrdles de la semence, 1’utilisation de matériel a
usage unique, le nettoyage désinfectons des vulves des lapines avant I’lA et 1’addition

d’antibiotiques permettent de limiter la diffusion des pathologies (Le Roux, 2002).
11.6.2. Technique de I'insémination artificielle

L’1A de la lapine est réalisée verticalement par un seul opérateur ou horizontalement par 2
opérateurs (Figure 11). En parallele, le GnRH ou son analogue est injecté par voie

intramusculaire pour provoquer ’ovulation (Fromantet Tanguy, 2001).

La Dose jusqu’ici conseillée est de 0,2 ml (Meunier et al., 1982 ; Brun et al., 2013).

L’injection de GnRH provoque quasi systématiquement la ponte ovulaire et donc I’apparition
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des corps jaunes. Lorsque la fécondation n’a pas lieu ou qu’elle n’aboutit pas a la formation
d’un embryon, les corps jaunes persistent malgré tout, entrainant I’état de pseudogestation.

(Boussit, 1989).

A

Figure 11 : A : Le déroulement de I'TA de la lapine par un seul opérateur.
B : Le déroulement de I’TA de la lapine par 2 opérateurs (Davaoust, 2010).

Des "biostimulations” (Manipulation des animaux , Séparation ponctuelle de la mére et sa
portée, Programmes alimentaires, Programmes lumineux, Proximité des males) peuvent étre

proposées .(Theau-Clément, 2005).

Les inséminations sont réalisées, au plus tard 6h apres les collectes. Seuls les éjaculats non
contaminés d’urine, de volume supérieur a 0,4ml et de motilité¢ supérieure a 5 sont dilués 20
fois dans du Galap (IMV Technologies France)et conservés pour les IA. La semence de
chaque male est conditionnée en paillettes de 0,5ml et stockée a température ambiante. La
réceptivité des lapines est testée avant le chantier des insémination (présentation a un male)
afin d’attribuer a chaque male des lapines de différents états physiologiques (allaitante ou non

allaitante, réceptive ou non réceptive). (Theau-clement et al., 2011).
11.6.2.1. La mise en place de la semence

La semence peut étre controlée avant d’étre mise en place et conditionnée en paillettes de
0,5 ml ou dans des flacons de 20 a 100 doses de 0,5 ml (Lebas, 1996). Elle est injectée dans le
vagin des femelles avec une seringue hypodermique ou avec un tube dans lequel lI'opérateur

souffle.

Classiquement, pour déclencher 1’ovulation, une injection de 20-50 Ul de HCG ou de 20 a
25 Ul eCG (ancien nom PMSG, extraite de sérum de jument gravide) en intraveineuse est
faite a la marge de I’oreille au moment de la mise en place ou une injection IM de GnRH
(FAO, 1998) : 20 pg de gonadoréline ou 0,8 pg de buséréline (Lebas, 1996) ou encore 10 a 20
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mg de LH (Montaillé, 1992). Vaissaire.(1977) préconise I’injection de 20 Ul de HCG en

intraveineuse 8h avant la mise en place.

Un opérateur tient la lapine, ’autre place une canule coudée au niveau de la vulve,
I’introduit dans le vagin en la dirigeant vers le haut pour éviter de pénétrer dans la vessie puis
pivote pour atteindre le fond du vagin a I’entrée des 2 cols utérins. Le sperme y est déposé
(Vaissaire, 1977). L’eCG peut étre injecté 48h avant I’insémination, ce qui augmente la
fertilité sauf chez les nullipares (Theau-Clément, 2008). Il est possible de réduire la dose de
eCG de 25 Ul a 8 Ul en I’injectant 48h avant I’insémination en rythme de reproduction

intensif avec insémination 4 jours apres la mise bas (Theau-Clément et al., 2008).

Il est possible, pour faire une seule manipulation, d’inclure le GnRH dans la dose de
semence et de ’inséminer dans le vagin en méme temps. Les résultats obtenus par (Quintela
et al., 2004) ont été comparables a I’injection IM. Par contre, dans 3 fermes commerciales,
avec 10ug d’acétate de buséréline et 12 millions de spz/ml, (Mocé et al., 2009) ont obtenu un
taux de mise bas un peu plus faible (83,4% au lieu de 85,8%) avec des tailles de portée
comparables (9,6 au lieu de 10,4). L’injection de prostaglandines, qui lisent les corps jaunes,
2 a 3 jours avant I’insémination permet de synchroniser les cestrus et d’améliorer les

performances probablement en empéchant les pseudo-gestations (Theau-Clément, 2008).
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Le développement de I’ A s’est accompagné d’une meilleure connaissance des facteurs de
succes de I’insémination liés a la femelle et au male. En effet, les deux sexes contribuent a la

fertilité, que ce soit en 1A ou en saillie naturelle (Brun et al., 2013).
I11.1. Facteurs liés au male

La variabilité importante des caractéristiques de 1’éjaculat entre et intra males est soulignée
par plusieurs auteurs (Battaglini et al., 1992 ; Roca et al., 1993 ; Theau-Clément, 1994 ;
Bencheikh, 1995 ; Castellini, 2008). Cette importante variabilité entraine une diminution de la
répétabilité et de I’héritabilité des caractéristiques de la semence et rend 1’amélioration

génétique de ces derniéres difficile a réaliser (Castellini, 1996 ; Castellini, 2008).

Nous distinguerons successivement les facteurs liés a 1’animal proprement dit puis, ceux

liés a la semence.
111.1.1. Facteurs liés a I’animal

Le comportement des méles a la saillie peut étre perturbé d’une part au niveau physique
par des probléemes physio-pathologiques ou environnementaux, au niveau « mental » d’autre
part (Boussit, 1989).

I11.1.1.1.Le logement des males

L’utilisation des cages d’engraissement en remontant les fonds des cages, ce qui permet de
récolter les males au niveau des coudes de I’opérateur dans un premier temps. Dans un
deuxi¢me temps, I’assemblé des cages de maniére a avoir une ouverture frontale. Il faut
veiller a éviter les maux de pattes qui entrainent des refus de saillie en utilisant des systemes

amovibles qui peuvent étre nettoyés fréeqguemment. (Boussit, 1989).
111.1.1.2. Les conditions d’élevage

Les facteurs d’élevage ne permettent pas toujours d’expliquer le comportement des males.
Il semblerait que d’autres éléments puissent jouer sur ’ardeur sexuelle et la sensibilit¢ du
lapin : influence de la lune, électromagnétisme....autant de facteurs difficilement mesurables

mais dont il faudrait peut étre tenir compte pour expliquer les résultats. (Boussit, 1989).
111.1.1.3. Le facteur génétique

La qualité et la quantité de la semence produite par les males, varie en fonction de leur
origine génétique (Alvarino, 2000 ; Theau-Clément et al., 2003 ; Lebas, 2009). (Tableau 2).

Ainsi, une variabilité élevée de la qualité et de la quantité de la semence entre les lapins de
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quatre races étudiées (Néo-Zélandais Blanc, Californien, Fauve de bourgogne et Carmagnola

gris) est révélée par Crimella et al. (1992).

En revanche des performances identiques caractérisent la qualité du sperme des lapins de
la souche INRA 1601 et 2066, a I’exception du volume et du taux des spz motiles (Brun et al.,
2002a). De plus, en comparant la semence de 3 races élevées au Mexique (Californienne,

Néozélandaise et Chinchilla), Salcedo-Baca et al. (2004) montrent des différences de qualité

concernant seulement le volume et la motilité.

Tableau 2: caractéristiques de la semence du lapin.

Génotype/population Caractéristiques
pH | V (ml) MM Ml Con (x 10°)

Newzealand Crimella et al. (1992) 7,52 | 0,66 1,84 - -
Californien Crimella et al. (1992) 7,37 | 0,65 1,87 - -
Burgandy Crimella et al. (1992) 745 | 0,78 1,73 - -
Carmagnola Crimella et al. (1992) 7,33 | 0,67 1,52 - -
NZ (f) Virag et al. (1992) - 1,12 - 47,63% 3,26 (1-5)
NZ (g) Virag et al. (1992) - 0,89 - 50,89% 2,32(1-5)
NZ (h) Virag et al. (1992) - 0,88 - 56,71% 2,78(1-5)
Californien (k) Virag et al. (1992) - 1,29 - 52,85% 2,97(1-5)
NZ INRA-A1077 Bencheikh, (1993) 6,9 0,71 7,37(1-9) 3,88(1-4) 574
CAL INRA A1066 A2066 Bencheikh, (1993) 7,04 | 0,59 6,68(1-9) 3,64(1-4) 394
Black & Tan Al.varino, (2000) - 0,68 - 54% 97,6
NZ white Al.varino, (2000) - 0,97 - 66% 309,6
NZ red Al.varino, (2000) - 0,83 - 49% 221,7
German pied giant Al.varino, (2000) - 1,51 - 71% 502,5
NZ Ligné V Lignée V Vicente et al. (2000) - 0,9 - 81% 338
NZ Ligné A Lignée A Vicente et al. (2000) - 0,9 - 82% 257
NZ Ligné H Lignée H Vicente et al. (2000) - 0,9 - 80% 381
NZ Ligné R Lignée R Vicente et al. (2000) - 0,6 - 73% 230
1601(A) Brun et al. (2002) 7,23 | 0,68 32,5% 72,1% 441
2066 (B) Brun et al. (2002) 7,38 | 0,67 23,9% 66,6% 412
(AB) Brun et al. (2002) 7,25 | 0,61 25,9% 69,5% 524
(BA) Brun et al. (2002) 7,19 | 0,71 51,5% 75% 554
Lignée C Garcia-Thomas et al. (2006b) 7,8 - 3,2(1-5) 3,2(0-5) -
CR Garcia-Thomaés et al. (2006b) 7,8 - 3,2(1-5) 3,2(0-5) -
RC Garcia-Thomas et al. (2006b) 7,8 - 3,3(1-5) 3,1(0-5) -
Lignée R Garcia-Thomas et al. (2006b) 7,4 - 2,9(1-5) 3,3(0-5) -
Ligné L Brun et al. (2006) 6,94 0,6 6,78 76,3% 634
Lignée H Brun et al. (2006) 6,93 | 0,46 6,46 75,8% 738
Rex Hassanien et al. (2011) - 0,54 - 51,91% 415,1
New zealand Hassanien et al. (2011) - 0,57 - 54,55% 416,7
Californien Hassanien et al. (2011) - 0,62 - 59,89% 454,1
Baladi Egypte red Hassanien et al. (2011) - 0,56 - 55,41% 423,3
Pop Local DZ Boulbina, (2011) - 0,86 7,68 (1-9) - 734,9
Pop Locale DZ Nabi, (2013) - 0.68 5,1 (59%) - 428,9
Pop Locale DZ Nabi, (2017) - 0.42 6.7 (78%) 2,95 468.9

Bencheick.(1993) a bien démontré que

race Californienne, ont une production de

les males de la lignée 2066 ayant pour origine la

semence de moins bonne qualité n’apparente que

ceux de la lignée 1077 ayant pour origine la race Néo-Zélandais Blanc, pourtant élevés dans
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des conditions identiques. Par contre, l'utilisation de la semence de ces 2 lignées en 1A apres

dilution au 1/10 a donné des résultats tout a fait similaires.

Si intra-souche, les caractéristiques de la semence sont généralement bien corrélées avec
les résultats de la reproduction obtenue par saillie naturelle, et surtout en 1A, il ne faut jamais
"condamner"” une souche pour "défaut qualitatif de la semence" sans avoir effectué au

préalable un test de reproduction. (Lebas, 2002).

Selon Brun et al. (2006), la sélection pour un poids corporel et une vitesse de croissance
élevés diminue le nombre de spz utiles par éjaculat (-26%).

L’effet hétérosis améliore significativement la concentration en spz du sperme (37% de la
moyenne parentale), la motilité massale (6,8%) et le pourcentage de spz mobiles (4,1%) (Brun
et al., 2002a). Cependant, Garcia-Tomas et al. (2006b) indiquent que 1’utilisation des males

Ccroisés ne fournit pas un avantage majeur par rapport a I’utilisation des males purs.
111.1.1.4. L>4age

L’age minimum a la premiére récolte, en vue de la fécondation est de 5 mois pour une race
commune. Cependant en IA, il est vivement recommand¢é d’entrainer I’animal au vagin

artificiel, au moins un mois avant I’utilisation de la semence. (Boussit, 1989).

Le sperme des méles adultes par rapport a celui des jeunes (37-43 semaines) présente un
volume, une concentration et un nombre de spz totaux et motiles plus élevés (Alvarino, 1993 ;
Theau-Clément et al., 2009).

Selon Garcia et al. (2004), les males peuvent étre considérés comme immatures jusqu’a
I’age de 9 mois, car la production et la qualité de la semence sont faibles. La période entre 10
et 18 mois représente le meilleur moment d’utilisation des males pour I’1A et au-dela (19 - 25
mois), une nette diminution de la concentration et du volume avec une augmentation du taux

des anomalies spermatigques sont observées.

Certains auteurs ont montré que la structure de la chromatine des spz de lapins agés entre 5
et 28 mois est significativement changée. Les plus faibles pourcentages de spz avec une
chromatine endommagée (de 1,7 a 2,4%) ont été trouvés entre 6 et 16 mois d’age et les plus
élevés ont été trouvée dans les éjaculats prises des males de moins de 5 mois et plus de 20
mois d’age (Gogol et al., 2002).
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111.1.1.5. L>état de santé

L’inflammation de [D’appareil reproducteur male affecte les différentes fonctions
testiculaires et les caractéristiques séminales en altérant la biosynthese des eicosanoides pro-
inflammatoires et des cytokines. La concentration élevée des leucocytes induite par une
infection au cours de la spermatogénése réduit fortement 1’intégrité de 1’acrosome en

augmentant la production des radicaux libres (Castellini, 2008).

Selon Boussit. (1989), les facteurs pouvant affectés les facultés de reproduction chez le

male, sont les suivants:
a). La stérilité du male

Elle peut étre congénitale a l'origine d'une déficience totale et bien souvent définitive ou
acquise, Cette sterilité, qui n'est pas d'ordre génétique apparait & un moment donné de la vie
de l'animal, pouvant étre momentanée ou définitive. Il s'agit principalement d'infections
empéchant l'accouplement par lésion de Il'appareil copulateur ou provoquant la stérilité
proprement dite.

b). Les maux de patte

C’est une affection tres fréeqguemment rencontrée en éelevage sur grillage. Elle empéche
toute saillie et elle est a l'origine de I'élimination d'un nombre élevé de reproducteurs. Il est a
retenir que de maniere générale, toute maladie méme si elle n'est pas génitale atteint le

métabolisme des animaux et détériore la réussite de la reproduction.
I11.1.2. Facteurs liés a la semence
I11.1.2.1. Les chocs de la semence
111.1.2.1.1. Les chocs mécaniques

La manipulation du sperme doit lui assurer un maximum de protection contre différents
types de stress, notamment au cours du transport des éjaculats vers le laboratoire et de la
manipulation lors des observations. L’addition du dilueur a la semence devra étre la moins
brutal possible (Boussit, 1989). L’homogénéisation s’effectue lentement en retournant le tube
bouché quatre ou cing fois. Si le diluat fait de la mousse, la manipulation est trop brutale.
(Boussit, 1989). Durant toutes ces opérations, le sperme doit étre maintenu dans portoirs

opaque afin d’éviter le risque potentiel lié aux rayons ultra-violets. (Boussit, 1989).
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111.1.2.1.2. Les chocs thermiques

Un choc thermique peut perturber de fagon irréversible le métabolisme, entrainant la mort
du spz. Les spz sont produits par les testicules avoisinant 36°C. Au moment de la récolte, la
semence entre en contact avec le latex porté a 42°C. Il est donc nécessaire d’éviter les chocs
thermiques entre la collecte et le traitement de la semence au laboratoire, ainsi que lors de la

dilution, de la mise en paillettes et de I’insémination. (Boussit, 1989).

La semence est déposée dans les voies génitales a 36°C permettent la réactivation du
métabolisme. Il peut étre intéressant d’utiliser une enceinte isolante voire calorifugée et

thermostatée pour le transport et la manutention des paillettes. (Boussit, 1989).
111.1.2.1.3. Les chocs chimiques

Sur le plan chimique, la nature du dilueur est primordiale pour fournir aux spz un milieu
adéquat a leur survie. Les minéraux qui le composent et leur taux d’incorporation doivent étre

soigneusement étudiés. (Boussit, 1989).

Divers moyens de stérilisation sont envisageables de fagon peu onéreuse. Le principe est
basé dans la plupart des cas sur 1’utilisation de pastilles dégageant du chlore trés toxique pour
les spz. Il est également possible de steriliser le matériel en le trempant dans un d’alcool a
90°C. (Boussit, 1989).

111.1.2.2. La qualité de la semence

Alvarino. (1993) ; Arencibia et Rosario. (2009) indiquent que la concentration, la motilité
et la viabilité spermatique diminuent a partir d’un pH de 7,2 et que toute variation de celui-Ci
par rapport a I’optimum cause une mauvaise qualité de la semence. Selon les mémes auteurs,
la mesure du pH doit étre immédiate car le sperme s’acidifie rapidement suite a la formation

d’acide lactique, résultant de 1’utilisation des sucres par les spz.

Theauet Roustan. (1980) ont mis en évidence 1’effet significatif de la motilité du sperme

sur le taux de gestation.
111.1.2.3. Taux de dilution

Theau et Roustan. (1982) ne mettent pas en évidence d’effet significatif du taux de dilution
(quatre niveaux testés 10, 25, 50 et 100) sur le taux de gestation. lls insistent par contre sur la

diminution de la taille de portée avec I’augmentation de la dilution.

30



CHAPITRE Il Facteurs de réussite de 'insémination artificielle chez le lapin

111.1.2.4. Dilution et conservation du sperme a basse tempeérature

La conservation de la semence a moyen et long terme présente des intéréts indubitables.
Deux techniques répondent en partie ou en totalité a ses objectifs: la réfrigération et la
congélation. La premiere permet une conservation de quelques heures a quelques jours, la
seconde rend possible la dissociation totale de chantiers de collecte et d’insémination.

(Boussit, 1989).

L’intérét de conserver la semence de lapin pendant une période de 24-72h a fait I’objet de
plusieurs essais durant ces derniéres années, ainsi la possibilité de conserver la semence
pendant cette période améliorerait 1’organisation des centres de diffusion de semence de lapin.
Une diminution de la température permet d’augmenter la durée de conservation tout en

préservant la capacité fécondante du sperme. (Viudes De Castro et al., 1999).

De nombreux auteurs ont étudié 1’effet de la conservation sur la motilité. 1ls ont observé
qu’une température de conservation comprise entre 15 et 19°C est la plus favorable a la survie
des spz. De bons résultats de fertilité et de prolificité ont aussi été obtenus avec du sperme
conservé pendant 24-72h avec des doses d’insémination comprenant un nombre important de

spz (entre 26 et 48 x 10°). (Viudes De Castro et al., 1999).
111.1.2.4.1. La réfrigération

La conservation de la semence a température proche de 0°C (on retient freqguemment
+5°C) ne permet pas d’arréter le métabolisme des spz. Celui-ci est néanmoins diminué
(Mann, 1964 ; O’shea et Wales, 1966). Il est donc indispensable de fournir un milieu nutritif

d’ou I’emploi d’un dilueur adapté.

La réfrigération ne doit pas étre trop rapide pour éviter les chocs thermiques. Elle doit se

dérouler en quelques heures. (Boussit, 1989).

Bamba et Cran. (1988) ont clairement mis en évidence I’effet du réchauffement rapide de
la semence diluée de 5°C a 37°C. lls n’observaient pas de variations significatives de la
motilité. Par contre, ils notaient des changements morphologiques importants de 1’acrosome,
ce qui pouvait expliquer les baisses de fertilité enregistrées. Hahn et Remmers. (1974)
proposent pour la conservation a 5°C la combinaison suivante : solution Tris + 25% de jaune
d’ceuf + 12,5% de DMSO (diméthylsulfoxide). Avec des éjaculats de 0,5 ml minimum,
contenant au moins 100 a 120 millions de spz/ml, la dilution de la semence avec cette solution
et la conservation a 5°C n’auraient pas d’effet sur le taux de fertilité, jusqu’a deux jours apres

la récolte, selon les auteurs. Le terme de 48h est d’ailleurs confirmé par Koefoed-Johnsenet
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Fulka. (1966) ainsi que par Facchin. (1988) qui utilise un dilueur composé de Tris-buffer

additionné de 15% de jaune d’ceuf et d’antibiotiques.

D’autres produits ont été proposés pour conserver la semence a une température proche de
0°C : adjonction d’EDTA (I’éthyléne diaminotétra-acétate jouerait un role de stabilisateur du
volume cellulaire (Bredderman et Foote, 1971), par ses propriétés chélatrices, il préviendrait
la peroxydation des phospholipides membranaires (Shannon et Curson, 1972 ; Bronskaya et
al., 1972).

111.1.2.4.2. La congélation

Une longue conservation implique que 1’on « mette en sommeil » le métabolisme des spz.
La technique utilisée doit permettre leur reviviscence apres réchauffement. On constate
cependant que certains probléemes apparaissent lors du refroidissement avec la formation de

glace et lors du rechauffement. (Boussit, 1989).

Le glycérol permet aux spz de surmonter la phase critique liée a une solution saline trop
concentrée en réduisant le choc osmotique. Cependant, les spz de lapin sont extrémement

sensibles au glycérol (Juscenko, 1960) d’ou le recours a des taux faibles de celui-ci.

D’autres cryoprotecteurs sont utilisables seuls ou combinés tels que I’éthyléne-glycol, le
DMSO et/ou le propanédiol. De multiples combinaisons ont pu étre testées et de nombreux
résultats semblent conforter le choix d’un mélange Tris-DMSO avec une faible quantité pour
ce dernier. Deux méthodes peuvent étre citées ici: celle de Stranzinger et al. (1971) et la

méthode INRA mise au point par Andrieu et Courot. (1976).

e Prédilution a 35°C d’éjaculats mélangés, avec le milieu de Stranzinger et al. (1971)
modifié (5 ml DMSO au lieu de 15 ml).

e Réfrégeération a 5°C en quelques heures.

e Dilution finale dans le milieu de Nagase et Graham. (1964) modifier (1,3% de glycérol).

e Congélation dans des vapeurs d’azote liquide (-196°C) en 3 minutes.

Pour décongeler, Costantini. (1988) propose d’immerger les paillettes dans de I’eau a 35-
37°C, pendant 15 a 20 secondes.

La cryoconservation de la semence est un outil efficace et sr pour conserver les ressources
génétiques animales et pour diffuser le progrés génétique ; cependant, cette technique n’est

pas encore maitrisée chez le lapin. (Salvetti et al., 2005).
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Salvetti et al. (2005) ont testés plusieurs milieux de congélation qui sont : Andrieu et
Courot (1976) [eau, jaune d’oeuf (20%), DMSO (2,5%), glycérol (0,65%), lactose, D-
Glucose, tampon Tris], Chen et Foote (1989) [eau, jaune d’oeuf (20%), acétamide (5%),
lactose, glucose, raffinose], Mocé et al. (2003) [eau, DMSO (12,43%), saccharose, DGlucose,
tampon Tris]. Tous les milieux ont été réalisés a partir de produits chimiques de Fisher

Scientific SAS et de jaune d’oeufs BIO « Matines ». Les pH ont été ajustés a 6,8.

La congélation de la semence présente de nombreux intéréts dont la possibilité de
conserver a tres long terme les potentialités des spz en vue d’une utilisation ultérieure. Ainsi,
la dissociation spatio-temporelle entre la collecte et 1’utilisation de la semence, son
fractionnement et sa dilution entrainerait une meilleure valorisation du travail de sélection et
une diffusion plus efficace du progrés génétique par la voie male (Theau-Clement, 2001). Cité
par Salvetti et al. (2005).

La mise en place de semence congelée chez le lapin a parfois donné des résultats
prometteurs proches de ceux obtenus en fertilité et prolificité aprés insemination de semence
fraiche (Andrieu et Courot, 1976 ; Chen et Foote, 1989 ; Moce et al., 2003).Cependant, ces
résultats sont difficilement reproductibles avec une grande variabilit¢ de réponse a la
congélation entre les différentes populations, entre individus d’'une méme population et entre

¢jaculats d’un méme individu (Salvetti, 2004).
I11.2. Facteurs extrinseques
I11.2.1. La saison

De nombreux travaux ont décrit les variations saisonnieres de l'activité sexuelle du lapin
male dans la nature. Ainsi, l'activité de reproduction est importante pendant les jours

croissants (de février a juillet généralement) et devient quasi nulle en automne. (Lebas, 2009).

La spermatogénese du lapin montre une variation saisonniére liée a la photopériode et a la
température externe. L’activité est maximale au printemps (de mars a juin) et minimale au
début d’automne, et varie selon le climat de la région (Alvarino, 1993 ; Joly et Theau-
Clément, 2000).

La stérilité temporaire des lapins males peut étre due a la température ambiante élevée. La
diminution de la capacité reproductive des lapins males, pendant la période estivale, est liée a
Celle de I’ardeur sexuelle (Marai et al., 2002a ; Nizza et al., 2003 ; Safaa et al., 2008). Par
ailleurs, I’ardeur sexuelle des males est meilleure au printemps comparée a la période d’hiver

(Rodriguez De-Lara et al., 2008).
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Plusieurs données rapportent que le volume de la semence récolté par éjaculat est plus
important durant les saisons de printemps, d’hiver et d’automne, et le plus faible est enregistré
en été (Théau-Clément et al., 1991 ; Marai et al., 2002a ; Safaa et al., 2008 ; Théau-Clément
et al., 2009). Battaglini et al. (1992) signalent, lors d’une étude menée de juin a décembre,
que le volume d’¢jaculat collecté en juin (0,99 ml) est plus élevé que celui prélevé en
novembre (0,64 ml). Roca et al. (2005) rapportent, par ailleurs, que le volume du sperme sans
gel est significativement plus élevé en été comparativement a celui récolté durant les autres
saisons. De méme, Nizza et al. (2003) remarquent que le volume de sperme collecté est plus
¢levé en été qu’en hiver. La motilité des spz est faible en été, elle augmente progressivement
et atteint un pic au printemps (Marai et al., 2002a ; Roca et al., 2005 ; Rodriguez De-Lara et
al.,2008 ; Safaa et al., 2008 ; Théau-Clément et al., 2009).

Les plus faibles concentrations en spz sont enregistrées en automne et en eté (Virag et al.,
1992 ; Théau-Clément et al., 2009). Des études menées dans les conditions d’élevage
égyptiennes montrent que la concentration en spz du sperme du lapin de type Baladi Noir était
plus élevée en hiver qu’en été (Safaa et al., 2008). Les différentes études portant sur ’effet de
la saison sur le pH du sperme révelent une grande variabilité des données. Certains auteurs ne
rapportent aucun effet de la saison sur ce paramétre (Battaglini et al., 1992 ; Nizza et al., 2003
; Theau-Clément et al., 2009). En revanche, Alvarino. (1993) indique que I’augmentation du
pH du sperme du lapin ¢élevé en été (> 27°C) est a 'origine de la stérilit¢ temporaire
rencontrée durant cette période. Les anomalies spermatiques et le pourcentage de spz morts
par éjaculat augmentent en été (Safaa et al., 2008). Par ailleurs, le nombre total de spz vivants
normaux et motiles par éjaculat est plus important au printemps par rapport a I’hiver
(Rodriguez De-Lara et al., 2008). Cependant, Nizza et al. (2003) et Virag et al. (1992) n’ont
pas trouvé d’effet saison ni sur le pourcentage des anomalies ni sur le pourcentage des
cellules vivantes. De méme Roca et al. (2005) n’ont pas trouvé d’effet saison sur le taux

d’intégrité membranaire des spz et de I’acrosome ni sur le taux d’anomalies.

Selon Theau-Clément. (1991) le volume, la motilité (d’ensemble ou individuelle) et le
pourcentage de spz vivants sont significativement plus élevés en mars qu’en novembre. Il en
résulte que les éjaculats récoltés en mars contiennent 2,5 fois plus de spz vivants que ceux
récoltés en novembre (P<0,01). Par contre, ni I’ardeur sexuelle des males ni la concentration
des éjaculats ne varient significativement selon la période de récolte. Il existe une interaction

significative male x période pour toutes les variables étudiées sauf I’ardeur sexuelle.
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Selon Boulbina. (2011), les lapins nés en hiver (entrée précoce et rapide en puberte)
présentent une meilleure libido avec un volume d’éjaculat important mais caractérisé¢ par un

plus faible nombre de spz vivants par éjaculat et de plus nombreuses anomalies.
111.2.2. La température

Les testicules peuvent remonter en position abdominale et redescendre. Cette particularité
anatomique du lapin intervient dans la thermorégulation de la spermatogénése, dans certaines
limites bien entendu. Boussit, (1989). Les fortes chaleurs abaissent la libido des animaux
.Lebas et al., (1980). Yan et al. (1985) constatent que la motilité et la concentration du sperme
diminuent significativement lorsque la température passe de 28 a 30°C.

L’influence de températures élevées sur la spermatogénése est confirmée par Bagliaca et
al., (1987) qui montent que I’effet dépressif de fortes températures (30°C) pendant une
semaine, perdure bien apres le rétablissement de conditions normales. Cela peut étre du a un
déréglement du métabolisme basal de la spermatogénese suite a 1’élévation de la température
corporelle (Chapel, 1971). Au-dessus d’une température ambiante de 30°C, I’activité sexuelle
du lapin est réduite suivie d’une chute de la spermiogénése et de la qualité¢ de la semence
(Finzi, 1990 ; Lebas, 2009). Ainsi, un stress thermique de 8h a 34°C appliqué 1 ou 5 jours
consécutifs a des lapins, entraine un accroissement tres net du taux de spz morts et des
cellules pyriformes probablement lié a I'accroissement de la température rectale ou surtout
scrotale (Kasa et Thwaites, 1992). (Figure 12).

Ewvolution du %% de spermatozoides morts dans le sperme de males
soumis une fois ou 9 jours consécutifs a un séjour de 8h a 34°C

30 N

25 / \> —=— 5 x 8h
20 [ \ —=— 1 x 8h
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Figure 12: Influence d'un séjour de 8h a 34°C, pratiqué 1 j ou 5 j consécutifs sur le
pourcentage de spz morts déterminé au cours des 8 semaines suivantes, d'apres Kasa et
Thwaites.(1992).
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Par contre, l'effet de températures élevees appliquées pendant de plus longues périodes
semble plus controversé. Certains auteurs mentionnent une baisse du volume des éjaculats et
de la concentration spermatique chez les lapins laissés 5 semaines a 33°C (Oloufa et al.,
1951cités par Lebas, 2009), Alors que d’autres signalent que des lapins maintenus pendant 2
mois a raison de 21h/jour a 30°C ont une production spermatique (volume des éjaculats et
concentration en spz) nettement plus élevée pendant la période a haute température, que
durant la période a 20°C (Finzi et al., 1994). Les températures ambiantes élevées influent
négativement sur le taux d’anomalies des spz du sperme récolté sur les lapins soumis au stress
thermique (Finzi et al., 1995).

Les températures faibles (inférieures a 10°C, voire 0°C) ne semblent pas perturber les
lapins dans leurs activites sexuelles (Lebas, 2009). Le comportement sexuel des méales places
entre 8 et 12°C n’est pas modifié. Ces températures ne semblent pas affecter non plus les
caractéristiques de semence. (Boussit, 1989). Alors que (Joly et Theau-clément, 2000)
observent Pour des tempeératures comprises entre 13°C et 26°C, peu de variations sur les

caractéristiques de la semence. (Joly et Theau-clément, 2000).
111.2.3. La lumiére et la photopériode

Cooksey et Lasley. (1963) ont montré que la concentration en spz était minimum pour des
photopériodes claires supérieurs a 14h et maximum pour des photopériodes claires inferieurs
a 12h, a température constante. Une durée d’éclairement supéricure serait néfaste a la
production spermatique et a ’ardeur sexuelle (Adams et Sinch, 1981). Theau-Clément et al.
(1994) ont montré que par rapport a un éclairement de 16h/24h, un éclairement réduit a
8h/24h conduit a une production de semence plus faible en quantité et en qualité (Figure 13)

ainsi qu'a une réduction de la libido des males.

Si un éclairement pendant 16h par jour est favorable a la qualité de la semence produite,
une insolation directe, méme limitée a quelques heures par jour, est défavorable. Ainsi, un
travail conduit en Egypte en 1987 a permis de montrer qu'une insolation directe de 3h pendant
8 semaines consécutives au cours de la croissance (début de l'insolation a 5, 12 ou 20
semaines d'age) altére significativement la taille des testicules et la fertilité des males

contrélées a I'age de 30 ou 33 semaines.(Theau-Clément et al.,1994).
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Figure 13: Pourcentage de spz vivants dans les éjaculats de lapins soumis a un éclairement de
8h ou de 16h de lumiére par jour (Theau-Clément et al., 1994).

D’autre part, I’exposition des males durant 6 mois a ’obscurité (<5 1xX) améliore le volume
et le taux de spz viables comparativement aux males exposés a la lumiére naturelle. En
revanche, I’exposition a I’obscurité retarde 1’entrée en puberté des lapins, diminue le nombre

d’¢jaculats avec urine et augmente celui des éjaculats présentant des gels (Roca et al., 1995b).

La concentration en spz est minimale chez des lapins exposés a des photopériodes
supérieures a 14h d’éclairement comparativement aux lapins soumis a des photopériodes
inférieures a 12h (Cooksey et Lasley, 1963 cités par Boussit, 1989). Par ailleurs, Walter et al.
(1968) montrent que I’exposition a un éclairement constant de 8h/24 permet d’accroitre le
poids des testicules et les réserves spermatiques dans I’épididyme par rapport a des durées

d’éclairement plus longues de 12h ou 16h sur 24.
111.2.4. L altitude

L’exposition des lapins a des altitudes supérieures a 4500 metres affecte non seulement la
taille des testicules mais aussi celle des canaux déférents et de 1’épididyme, par conséquent, la
qualité de la semence se détériore suite a la diminution de la concentration en spz, a
I’augmentation des formes anormales et a I’altération de I’activité métabolique des spz

(Alvarino, 1993).
111.2.5.L’alimentation

L’alimentation des males est un facteur influencant les caractéristiques de la semence et la
libido, particulierement lorsque le niveau des apports nutritionnels est insuffisant (Joly et
Theau-Clément, 2000).
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Peu d’études ont porté sur I’effet de I’alimentation sur la fertilité du male. La
spermatogénese dépend du métabolisme de I’animal. Donc que tout effet contraire risque de

pénaliser la reproduction. (Florin, 1988).

En effet, le male adulte est un animal a I’entretien, dont les besoins sont couverts par un
aliment correspondant a peu prés a 13% de matiere protéique brutes, 16-17% de cellulose
brute. En élevage rationnel, on utilise souvent un aliment riche et performant qui ne dépend
pas a ces criteres. Il faudrait donc rationner dans ce cas ou utiliser un aliment du type fermier
(Florin, 1988).

Fengyaun et al. (1987) ont montré que le tourteau de coton contenant du gossypol pouvait
entrainer la dégénérescence des épithéliums séminiféres. Des carences en vitamine A peuvent
provoquer des lésions de I’appareil génital et bloquer la spermatogénese au niveau germinal
(Chevrel et Cormier, 1948). Ces mémes auteurs ont également montré que I’absence de
vitamine E dans la ration entrainait P’atrophie des testicules et la formation d’cedeme

interstitiel.

Chury et al. (1970) ont mis en évidence un effet négatif de la distribution de luzerne
(variété souche ville) a des méles. Cet effet ce manifestait par une dégénérescence des ceufs
fécondés. Ils n’observaient pas de modification apparente des tissus testiculaires ou de la

cytologie du sperme.

Mais ces deux dernieres hypothéses n’apparaissent que dans des cas extrémes. Par contre,
Rodroguez-Chapeton et Pozzi. (1964) mettent en évidence 1’effet inhibiteur de graisses rances

sur la spermatogénese, effet annulé par la présence de vitamine C dans la ration.

Le rationnement des lapins males a 75-80% de l'ad libitum réduit significativement le
poids vif, la libido, le volume des éjaculats mais pas la concentration spermatique par

millilitre et la qualité de la semence (Luzi et al., 1996).

Les différentes études relatives a ’effet de la teneur protéique de I’aliment sur les
caractéristiques de la semence recommandent un taux optimal de 14,5% (Luzi et al., 1996 ;
Nizza et al., 2000a). Par ailleurs, les taux de lysine et de méthionine dans I’alimentation des

lapins males influencent peu la libido et la qualité de la semence (Nizza et al., 2000b).

Dans les spz des mammiferes, les acides gras polyinsaturés n-3 et n-6 constituent la partie
la plus importante des lipides. Ces acides gras polyinsaturés sont associés a la fluidité
membranaire. Les animaux ne sont pas capables de synthétiser les acides gras polyinsaturés

essentiels (C18 : 2n-6 ou C18 : 3n-3) ou les acides gras de longue chaine (C > 20) (Castellini,

38



CHAPITRE Il Facteurs de réussite de 'insémination artificielle chez le lapin

2008). L'accroissement de la teneur en acide alpha-linolénique (5% graines de lin extrudees)
et en vitamine E (+200 mg/kg) de l'alimentation des lapins males s'accompagne d'une
amélioration de la qualité de la semence (Castellini et al., 2004), particuliérement chez les
lapins adultes (Castellini et al., 2003).

La supplémentation en vitamines liposolubles de type A, D3, E d’un aliment standard
couvrant les besoins des males ne permet pas d’améliorer la quantité et la qualité¢ de la
semence produite (nombre de spz, volume, concentration, anomalies morphologiques), ni le
comportement sexuel du jeune male (Lavara et al., 2000 ;Moce et al., 2000b). Par contre,
I’association des vitamines C et E améliore le statut oxydatif des males et les caractéristiques

de la semence (Castellini et al., 1999 ; Lebas, 2009).

L’ajout de I’alpha tocophérol (200 mg/kg) dans I’aliment et d’acide ascorbique (1 g/l de
boisson) augmente significativement la cinétique des spz sans aucun effet sur le taux de
fertilité (Castellini et al., 1999). En plus, cette supplémentation permet une meilleure
résistance aux stress osmotique et oxydatif et par conséquent, une meilleure aptitude a la
congélation de la semence (Castellini et al., 2000). Une supplémentation en zinc est
susceptible d'améliorer la spermatogenése (EI-Masry et al., 1994). D’aprés Mocé et
al.(2000b), le zinc est un oligo-élément qui influence directement la synthése des hormones
gonadotropes de I’axe hypothalamo-hypophysaire et stéroidiennes. L’utilisation de fortes
concentrations en sodium dans un régime alimentaire n'a pas d'influence sur les performances
de reproduction des males, ni sur les caractéristiques biochimiques de leur semence (Rizzi et
al., 2004).

111.2.6. Le rythme d’utilisation

Quel que soit le rythme de récolte, le contenu de la téte et du corps de 1’épididyme reste
constant. Par contre, le contenu de la queue varie en fonction de la fréquence des éjaculats et

le stock peut pratiqguement s’épuiser (Amann et Lambiasee, 1969).

Amann. (1969) a testé trois rythme d’utilisation : un éjaculat toutes les 12h, un toutes les
24h et deux éjaculats tous les 2 jours (a 15 minutes d’intervalle). Il a montré que le volume et
la concentration étaient inferieurs pour le 1" rythme par rapport aux 2 autres. Par contre, il a
montré que la production journaliere mesurée par le nombre total de spz produits en 24h

restait identique.

Lorsqu’ils ont appliqué un rythme trés intensif, Oshio et al. (1987) ont montré qu’il faut 3

semaines pour retrouver les caractéristiques initiales de la semence.
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Dans une expérience testant 2 lot de méales soumis pendant 43 semaines a 2 rythmes de
prélévement soit hebdomadaire, soit quotidien, il a été montré que dans le 2°™ cas la
concentration du sperme diminuait jusqu’a 50%, le volume 49%, et la motilité des spz 9%. On
pourrait donc pratiquer un rythme de collecte de 2 éjaculats successifs (a 15 minutes
d’intervalle) tous les 2 jours, sans dégrader les caractéristiques (Kirton et al., 1966).

Le nombre de prélévements par jour peut varier de 1 a 4 (Bodnar et al., 1996 ; Bunaciu et
al., 1996 ; Lopez et al., 1996 ; Mocé et al., 2000a). A partir du 3°™ prélévement, le volume, la
concentration et le nombre des doses pour I’insémination diminuent (Lopez et al., 1996). Le
nombre de jours de collecte par semaine peut varier d’un jour de prélévement (Bencheikh,
1995 ; Bunaciu et al., 1996 ; Arroita et al., 2000 ; Mocé et al., 2000a) a des prélevements
journaliers (Bodnar et al., 1996). Dans ce cas, le volume et la concentration spermatique sont
altéerés lorsque le rythme de collecte augmente (Bencheikh, 1995 ; Bodnar et al., 1996 ;
Bunaciu et al., 1996 ; Arroita et al., 2000) tandis que le nombre de spz prélevés par semaine
est plus elevé dans les rythmes les plus intensifs (Bencheikh, 1995 ; Nizza et al., 2003).
(Figure 14).
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Figure 14: Production hebdomadaire de spz en fonction du rythme de prélévement (d'apres
Bunaciu et al., 1996 ; barres vertes et Bencheickh, 1993 ; barres jaunes) (cités par Lebas,
2009).

Un rythme de prélevement extensif améliore la motilité et le pourcentage de spz vivants
(Bencheikh, 1995 ; Bodnar et al., 1996).

En revanche, certaines études ne soulignent aucun effet du rythme de collecte sur la
motilité, le pourcentage de spz vivants, le pourcentage d’anomalies de 1’acrosome et le
pourcentage d’anomalies spermatiques (Arroita et al., 2000 ; Nizza et al., 2001 ; Nizza et al.,
2003).
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111.2.7. L’ordre de collecte

Certains auteurs ne révelent pas de différence de volume du sperme collecté lors de 2
prélevements successifs (Nizza et al., 2000a ; Mocé et al., 2000a). En revanche, d’autres
données indiquent que le volume de I’éjaculat collecté lors du 1" prélévement est
significativement plus élevé que celui recueilli lors du 2°™ prélévement (Theau-Clément et
al., 1991 ; Bencheikh, 1995 ; Rodriguez-De Lara et al., 2008). Par ailleurs, 1’effet inverse est
observé concernant la concentration en spz (Holtz et Foote, 1978 ; Panella et Castellini, 1990
; Theau-Clément et al., 1991 ; Bencheikh, 1995 ; Alvarifio,2000)(Tableau 3), la mobilité des
spz (Abdel-Ghaffar et al., 1994 ; Bencheikh, 1995 ; Rodriguez-De Lara et al., 2008) et le
nombre en spz vivants (Bencheikh, 1995 ; Abdel-Ghaffar et al., 1994).

Le taux de spz normaux et 1’intégrité de I’acrosome ne sont pas influencés par ’ordre de

collecte (Mocé et al., 2000a ; Rodriguez-De Lara et al., 2008).

Selon Theau-Clément et al. (1991), ’ardeur sexuelle ne varie pas en fonction de 1’ordre de
I’éjaculat, par contre Rodriguez-De Lara et al. (2008) signalent que le temps de réaction est
plus court pour le 1 éjaculat (-1,1 seconde). De point de vue biochimique, le 2°™ éjaculat
présente une teneur en fructose plus faible que celui du 1, suggérant une utilisation plus
importante de cet élément en relation avec 1’¢lévation significative du nombre de spz mobiles
et vivants (Abdel-Ghaffar et al., 1994). Par ailleurs, le pH n’est pas différent entre les 2
éjaculats (Bencheikh, 1995).

Tableau 3 : Résume les principales caractéristiques de la semence des lapins pour le 1% et le
2°M® gjaculat, avec indication des amplitudes observées, d'aprés Alvarifio. (2000).

Parametres 1% éjaculat 2°™e gjaculat

- Volume en ml (sans le gel) 01-11 02-05

- Volume du "gel"” 0,32 - 0,50 0,10-0,18

- Pourcentage des éjaculats avec "gel" 54 15

- Spermatozoides par ml (millions) 280 - 1050 420 — 800

- % de spz mobile 58 — 90 57 — 87

- Taux de motilité des spz (note de 0 a 5) 23-33 2,0-48

- Agglutination du sperme (note de 0 a 5) 1,2-20 08-16

- pH de la semence 7,7-84 7,7-84
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111.2.8. L’effet du préleveur

Theau-Clément et al. (2009) signalent que la motilité massale, le pourcentage de cellules
motiles et la concentration en spz sont plus élevés dans les semences collectées par un

préleveur comparativement a un autre.

La technique de collecte ne doit pas stresser 1’animal. Aussi, il faut veiller a ne pas le
bousculer, prendre certaines habitudes dés le départ et les conserver par la suite (Boussit,
1989).

111.2.9. La stimulation des males
a). Les traitements hormonaux

Le volume du sperme recolté et les caractéristiques qualitatives de ce dernier sont
améliorés apreés des traitements avec le GnRH (El-Gaafary, 1994) ou avec ’'HCG (Yamani et
al., 1994) ou encore avec les prostaglandines (El-Gaafary et al., 1991 cités par Alvarino,
2000). Ces hormones sont également administrées pour stimuler la sécrétion des stéroides et

la spermatogénese chez les jeunes males.

Ainsi, EI-Gaafary et al. (1994) montrent que I’injection d’HCG, une fois par semaine, chez
des jeunes males agés entre 1,5 et 4 mois, augmente le poids corporel, le gain de poids, le
poids des testicules, la production spermatique ainsi que la concentration plasmatique en
testostérone. Par ailleurs, I’injection de 0,5 ml de la testostérone, 2 fois par semaine, a des
lapins méales agés de 4 mois, ameéliore la qualité spermatique et augmente la fertilité pendant
la saison d’été (Tawfeek et al., 1994).

Biwejnis-Klosowska et Klosowski.(1972) ont mis en évidence 1’effet dépressif d’injections
d’histamine sur les pourcentages de spz vivants et anormaux, alors que la concentration

n’était pas touchée.
b). Les méthodes de biostimulation

Les biostimulations sont des méthodes alternatives a I’utilisation d’hormones (Joly et
Theau-Clément, 2000 ; Rodriguez-De Lara et al., 2008).

Le déplacement et le regroupement du male en petits lots, pendant une courte duré,
améliore le comportement sexuel et stimule probablement Iactivité des glandes sexuelles en
augmentant le volume des éjaculats. L’amélioration de la mobilité des spz est probablement

liée a une modification de la composition du liquide séminal (Lopez et al., 1996).
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Tableau 4: Caractéristiques de la semence de males de deux lignées et Résultats des Al
pratiquées avec ces semences, d'aprés Bencheick.(1993).

Paramétres Lignées Signi_fic_ation
1077 2066 statistique

- Volume d'un éjaculat (ml) 0,71 0,59 P<0,01

- Motilité d'ensemble (note 0 - 9) 7,37 6,68 P<0,01

- Nb spz vivants / éjaculat 378 millions | 329 millions | P<0,01

- Taux de spz vivants 83,4% 72,9% P<0,01

- Nombre d'inséminations 288 242 -

- Taux de mise bas 51,8% 48,1% NS

- Nés totaux par mise bas 7,71 7,92 NS
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CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

IV.1. Objectifs

Plusieurs travaux et activités de 1’équipe de recherche CNEPRU ont été initiés au niveau
du laboratoire de recherche «bio ressource naturelles » de I’'université Hassiba Ben Bouali de
Chlef.

Cette these s’insére dans la thématique de recherche « Biotechnologies de la reproduction
et perspectives d’application dans la filiére cunicole visant comme objectif principal, 1’étude

des facteurs de réussite de I’insémination artificielle chez le lapin male.

1VV.2. Matériels

IV.2.1. Matériels biologiques

25 lapins adultes dont 5 males et 20 femelles de la souche hybride synthétique ITELV

2006 ramenés de I’Institut technique d’¢levage de Baba Ali d’Alger, se sont reproduits depuis
leur mise en place le 7 février 2017, apres une année d’élevage et de suivi de production, les
lapins males agés de 7,5 a 8 mois avec un poids moyen de 3,70kg, ont été utilisés pour les

essais.

Les manipulations sont effectués en respectant le bien étre de l'animal, excluant tout état
de stress et de nervosité susceptible d'interférer avec les résultats.

Au cours des essais, des femelles adultes sont utilisées comme femelles boute-en-train

pour stimuler les males au moment de la collecte spermatique.

IV.2.2. Conditions d’élevage

L’elevage des animaux a été réalisé dans I’animaleric de la faculté des sciences de la
nature et de la vie de l'université Hassiba Ben Bouali Chlef. (Figure 15) durant la période
allant du janvier 2017 au juin 2019, dans un batiment construit en dur, dispose de 4 fenétres
assurant l'aération et I'éclairage naturel, et 2 extracteurs pour la ventilation. Un systéeme de

refroidissement est installé.

44



CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

Les lapins males sont logés dans des batteries a engraissement en 2 étages, Chaque
cage, congue en grillage métallique, mesure 75 cm de longueur, sur 46 cm de largeur et 28 cm
de I’hauteur. Toutes les cages sont munies chacune d'une mangeoire et d'un abreuvoir

automatiques sous forme de tétines.

Les animaux éetaient nourris d’un aliment commercial standard de type granulé, donné aux
groupes témoins et expérimentaux a partir de 9h du matin. Il est composé de Mais, Tourteaux
de soja, Issues de meunerie, Calcium, Phosphates, Acides aminés, Oligo-éléments,
Polyvitamines, Antioxidant, Acides foliques, Huile de soja, Luzerne. L’eau est fournie ad

libitum.

Faute de disponibilité de moyens et d'appareils pour la détermination de la composition
chimique du granulé, les analyses sont réalisées au laboratoire central Baba Ali, institut

technique des élevages, selon la technique d'analyse conventionnelle. (Tableau 5).

Tableau 5: Analyse de I'aliment standard (%).

Analyse Résultat de I’échantillon Norme de la méthode
Matiere seche % 91,42 NA 1291-1994
Matiere minérales % 7,51 NA 650- 1994
Proteines brutes % 14,5 NA 652-1992
Cellulose brute% 9,49 NA 6138-1991
Matiere grasse % 3,38 NA 654-1992
Calcium % 0,89 NA 653- 1992
Phosphore % 0,60 NA 657-1992

IV.3. Méthodologie
Les différentes étapes expérimentales sont décrites dans le schéma de la figure 17.

Selon le type d’expérimentation, Des pesées journaliéres de la consommation alimentaire
ont été effectuées. Les quantités ingérées sont mesurées a l'aide d'une balance électronique
trés sensible "Sartorius®" avant chaque distribution. Ainsi que les refus pour chaque animal.
Le poids corporel des lapins utilisés a été mesuré a l'aide d'une balance électronique par
pesées individuelles des lapins d’une maniére hebdomadaire, pendant la matinée (9 heure
généralement), avant la distribution des aliments (Figure 16). La collecte de la semence est
effectuée avec deux éjaculats successifs séparés par 10 a 20 minutes et cela, entre 9 heures et
11heures du matin. La moyenne des deux éjaculats est considérée dans la présentation et

I’interprétation des résultats. La récolte de 2 éjaculats consécutifs par jour de prélévement et
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le choix des fréquences de collecte ont d’abord été motivés par les connaissances
bibliographiques. La collecte du sperme est effectuée a I’aide d’un vagin artificiel et en
présence d’une femelle réceptive boute-en-train.

La libido des lapins a été déterminée a I’aide d’un chronométre, d’apres Castellini et al.
(2006). et en comptant le temps écoulé en secondes entre I’introduction de la femelle et le

premier chevauchement (T1), et celui entre I’introduction de la femelle et 1’éjaculation (T2)

B
Figure 16: Materiel de pesée de ’aliment (A ) et de I’animal (B)
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Projet CNEPRU

Etude des facteurs de réussite de I’insémination
artificielle en cuniculture. Facteurs liés au male de
la souche synthétique ITELV 2006.
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Figure 17: Le protocole expérimental.
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1V.3.1. Récolte de la semence
1V.3.1.1.Préparation du matériel de collecte

Les males sont entrainés au prélévement du sperme au moyen du vagin artificiel dés I’age
de 5 mois. Le refus de prélévement est enregistré si le male n’a pu étre récolté dans un délai

de dix minutes de contact avec une premicre lapine ainsi qu’avec une seconde.

Le sperme est collecté a I’aide d’un vagin artificiel que nous avons confectionné en
utilisant un tuyau en PVC, une gaine en latex, deux élastiques et un tube de collecte gradué.
La gaine en latex est introduite a I’intérieur du tuyau, les bords inférieur et supérieur de la

gaine sont fixés a I’aide des élastiques.

Afin de reconstituer les conditions naturelles de température et de pression du vagin chez
la lapine, de I’eau chaude est introduite a travers un site d’injection placé sur le tuyau

(Figure 18). Enfin, le tube de collecte est introduit a travers la gaine.

Figure 18: Préparation du vagin artificiel.
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IV.3.1.2. Préparation des méales et récolte spermatique

La récolte a toujours lieu au méme endroit, de maniére a ce que le méle y soit familiarisé

en évitant tout stress susceptible d'influencer son ardeur sexuelle.
La stimulation est assurée par une femelle boute-en-train pour réaliser une bonne récolte.

Une fois le vagin artificiel est prét a étre utilisé, la lapine est introduite dans la cage du
male. Quand ce dernier tend a la chevaucher, la femelle est immobilisée par le préleveur.
La main libre tenant le vagin artificiel passe sous 1’abdomen entre les deux membres
postérieurs de la femelle, et oriente le vagin artificiel afin de faciliter I’intromission du
pénis. Apres 1’éjaculation, le male tombe sur le coté et pousse, parfois, un cri caractéristique.
L’ardeur sexuelle ou libido, mesurée a ’aide d’un chronometre, est le temps écoulé entre

I’introduction de la femelle dans la cage du male et I’¢jaculation.

Un male qui refuse d’étre collecté aprés 10 minutes de contact avec une premicre lapine
ainsi qu’avec une seconde, est considéré comme un méale qui répond negativement a cette
sollicitation. Afin d’éviter I’effet du préleveur, les prélevements sont effectués par le méme

opérateur.
1V.3.1.3. Méthodes d’analyse spermatique

Une fois le sperme récolté, le tube de collecte identifié est maintenu dans le creux de la
main jusqu’a son dépdt dans un portoir isolant, afin de le protéger de la lumiere et des chocs
thermiques. Les prélevements sont placés dans un bain marie a 37°C, dans un délai ne

dépassant pas les 15 minutes, pour procéder a 1’évaluation.

L’¢évaluation macroscopique et microscopique est effectuée, par le méme opérateur, sur
les deux éjaculats successifs récoltés sur un méme animal pendant toute la durée de

I’expérimentation. (Figure 19).
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Figure 19 : Matériel d’analyse de semence.

L’examen du sperme est effectué juste apres la récolte. Une platine chauffante est utilisée
pour maintenir la température au voisinage de la température corporelle lors des
manipulations du sperme.

Le volume total de I’¢jaculat recueilli est mesuré par lecture directe sur le tube gradué
servant a la collecte. Si le sperme recueilli contient du gel, ce dernier est retiré a I’aide d’une

pipette de Pasteur pour déterminer le volume sans gel (Figure 20).

Figure 20: Elimination du gel de la semence.
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Le pH de la I’éjaculat est déterminé par un pH-metre de type pH Spear (OAKTON ®)

La couleur du sperme est déterminée par observation de la semence dans le tube de
collecte transparent, Une note de 0 a 3 est attribuée a 1’échantillon selon la grille citée par
Roca et al.( 1993), (Tableau 6).

Tableau 6: Grille déterminant la couleur du sperme (Roca et al., 1993).

Note Couleur
0 Sperme contaminé avec de I'urine (jaunatre) ou le sang (rosétre ou rougeatre).
1 Sperme blanc aqueux
2 Sperme blanc laiteux
3 Sperme blanc nacré ou blanc ivoire.

L’évaluation de la motilité massale des spz est effectuée a partir de sperme pur, dans les
dix minutes qui suivent la récolte et sous microscope optique au grossissement x10. Une
microgoutte de sperme est déposee sur une lame et le mouvement global des spz est appréecié
en fonction de I’intensité des vagues observables. Une note de O (pas de spz) a 9 (aspects de

tourbillons) est attribuée a I’échantillon selon la grille de Petitjean (1965).

La motilité individuelle du spz est appréciée apres dilution de la semence. Une goutte de
sperme diluée dans lcc de sérum physiologique tiéde est placée entre lame et lamelle et
observée au microscope optique avec un grossissement x 40. Aprés I’examen de 5 champs
d’une méme préparation, le type des mouvements des spz est noté en utilisant I’échelle
d’Andrieu (1974) et allant de 0 a 4. La motilité individuelle correspond a la proportion de spz
qui traverse le champ du microscope avec un mouvement rectiligne. Les spz bougeant sur
place, tournant en petits cercles ou se déplacant en arriére du fait d’une queue repliée ne sont

pas considérés comme mobiles.

Le pourcentage de spz morts est déterminé par la préparation d’un frottis en utilisant la
coloration vitale éosine-nigrosine. Une goutte de sperme diluée dans le sérum physiologique
mélangée avec une goutte de colorant, a base d’éosine-nigrosine. le mélange est homogénéisé
et laissé au repos pendant gquelques secondes. Ce mélange est ensuite étalé délicatement sur
une lame a I'aide d’une lamelle et séché a I’air libre. Sous un microscope optique au
grossissement x 40, cent spz, a partir desquels est estimée la viabilité, sont comptés au hasard.

Les spz colorés correspondent aux spz morts dont la membrane endommagée est perméable a

51




CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

la coloration rose. Alors que les spz vivants avec leurs membranes fonctionnelles ne laissent

pas diffuser le colorant et restent par conséquent incolores.

La méme lame ayant servi au dénombrement des spz vivants est utilisée pour déceler les

anomalies sur cent spz comptés au hasard.

La concentration (C) en spz (en millions/ml) est déterminée en utilisant un hématimetre de
type cellule de Thoma. Cette mesure consiste a déterminer le nombre de spz par millilitre de
semence pure a partir d’une goutte de sperme diluée avec une solution de formaldéhyde a
0,9%. Ces mesures nous ont permis de calculer, pour chaque éjaculat, le nombre de spz totaux
(= concentration x volume) et vivants (= concentration X volume X pourcentage de spz
vivants/100.

IV.4. Conduite expérimentale

Durant cette étude, nous avons effectué trois essais experimentaux selon le calendrier

suivant :

= L’effet de la fréquence des prélévements sur la qualité de la semence du lapin de la
souche synthetique : de mars a juillet 2018.

= La variation des caractéristiques qualitatives de la semence de lapin de ce génotype
amélioré, en fonction de la température et de la durée de stockage, cet essai a été réalisé en
parallele avec le premier dans une période d’un mois (mars 2018).

» L’impact de I’alimentation, en particulier, une supplémentation protéique sur la libido

et sur les caractéristiques de la semence : d’aout a septembre 2018.

IV.4.1. Effet de la fréquence de récolte de sperme sur sa qualité chez des lapins de
souche ITELV 2006

Le poids moyen des 60 lapins méales (10 par modalité expérimentale), utilisés pour I’essai,

était de 3,70+ 0,13 kg (figure 21). La fréquence de récolte pour chague modalité est :

= Deux ¢jaculats successifs un seul jour par semaine (jeudi) : Pour le premier lot.

=  Deux prélévements successifs deux fois par semaine a trois a quatre jours d’intervalle
(vendredi et mardi): Le deuxiéme lot. (Ces deux lots (1 et 2) ont été préleves 4 semaines de
suite dans le méme mois pendant 30 jours (mars)).

= Deux éjaculats consécutifs trois fois par semaine, les dimanche, mardi et vendredi, de

48 a 72 h d’intervalle pendant un mois (avril) : Le troisiéme lot.
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= Deux éjaculats consécutifs quatre fois par semaine les dimanche, mardi, mercredi et
vendredi, soit de 24 a 48 h d’intervalle, pendant un mois (mai) : Le quatrieme lot.

= Une fréquence ascendante durant un mois (juin) débutée par deux éjaculats successifs
une fois pour la premiére semaine (dimanche) puis deux préléevements successifs deux fois
durant la deuxiéme semaine (dimanche et mercredi), ensuite 2 éjaculats consécutifs 3 fois
pour la troisieme semaine (dimanche, mardi et vendredi), et enfin 2 éjaculats consécutifs 4
fois pour la derniére semaine (dimanche, mardi, jeudi et samedi) : Le cinquiéme lot.

= Une fréquence descendante (pendant le mois juillet) en inversant le rythme du

cinquiéme lot : Le sixieme lot.

Durant I’expérimentation, toutes les mesures ont éte faites au cours des 4 semaines
directement apres la récolte. Quand la majorit¢ des prélevements d’un male ¢Etaient

contamines, nous avons procédé a 1’élimination de 1’ensemble des données de ce méle.

Nous avons exclu de I’analyse 2 males du lot 4 et un male du lot 3 suite a leur infection par
une pododermatite. Les éjaculats contaminés et les absences de récolte ont été considéres
comme des données manquantes. Les analyses ont porté finalement sur des effectifs de 9 et 8

males respectivement dans les lots 3 et 4, et 10 males dans les autres lots.

Expérience 1
Lot 01 Lot 02 Lot 03 Lot 04 Lot 05 Lot 06
(10 males)| | (10 males) | | (10 males) | | (10 males) | | (10 males) (10 males)
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ 2
f 1 ( 1 ( 1 ( ) | 1 fois par 4 fois par
semaine semaine
. . . ¥ 2
2 fois par 3 fois par 4 fois par Puis 2 fois Puis 3 fois
1 fois par semaine semaine semaine : ar semaine
semaine pendant 4 pendant 4 pendant 4 par se‘malne P .
penda}nt 4 semaines semaines semaines Puis 3 fois Puis 2 fois
semaines ~168h ~72h ~48h par semaine| |par semaine
d'intervalle | | d'intervalle | | d'intervalle 2 -
Puis 4 fois | | Puis 1 fois
L ) L ) L J L ) |Parsemaine| ipar semaine

Figure 21: Protocole expérimental. Effet de la fréquence de récolte de sperme sur sa
qualité chez des lapins de souche ITELV 2006
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IV.4.2. Effet de la température et de la durée de stockage du sperme sur la qualité de
la semence du lapin de la souche ITELV 2006

10 lapins males adultes de la souche ITELV 2006 agés de 7,5 a 8 mois et ayant, au début
de I’essai, un poids moyen de 3,70+ 0,13 kg ont été utilisées.

La collecte du sperme a été réalisée dans une période d’un mois (mars 2018) avec deux
éjaculats successifs un seul jour par semaine. Un intervalle de 10 minutes séparait les deux

prélévements successifs.

Le stockage a été effectué sur des échantillons préalablement analysés et mélangés (en
hétérospermie). Ceux ayant une bonne motilité ont été choisis pour étre stockés. En effet,
Seuls les éjaculats qui présentent une Mm >6/9, Mi >3/6 (un pourcentage de motilité >60%)

sont admis a I’étape de conservation.

Avant la conservation, une dilution de 1/10 avec le dilueur a base de « Tris » a éte faite, en
fonction de la concentration en spz des échantillons choisis. Une nouvelle préparation du

dilueur est faite la veille de chaque utilisation.

Ce dernier est composeé de Tris (hydroxy-methyl-aminomethane) (3,025g), d’acide citrique
(1,79), glucose (1,25g), Penicilline G (0,1g), di-hydrostreptomycine (0,1g), et Eau distillé
pour compléter a 100ml (QS 100ml).

La dilution est effectuée, selon Boussit (1989), le plus rapidement possible aprés I’analyse,
elle est achevée en générale dans un délai de 30 minutes apres le choix des éjaculats. Le
dilueur est préchauffé dans un bain marie et ajouté au mélange d’hétérosperme avec
précaution. Les directives de la technique de dilution sont respectées. En effet, le dilueur est

prie par une seringue, et ajouté en goute a goute sur la paroi du tube stérile.

Les échantillons de sperme dilués ont été divisés en quatre fractions égales. Chaque
fraction a été refroidie progressivement de 37°C a 5, 10, 15 et 20 ° C durant 120 minutes

puis conservé jusqu’a 96 h.
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(mars 2018) 10 lapins

La collecte de la semence est effectuée une fois par semaine avec deux éjaculats
successifs séparés par 10 a 20 mn.

Des analyses macroscopiques de chaque éjaculat a été réalisée pour les évaluer; seuls
les éjaculats de couleur blanche avaient un volume > a 0,25 ml, et avaient au moins
60% de motilité ont été utilisés pour I'étude.

Tous les éjaculats ont été regroupés afin d’éliminer les differences, puis les
échantillons hétérospermiques ont été dilués (1/10) dans un dilueur a base de Tris.

L’évaluation de la viabilité et de la motilité des spermatozoides a été déterminée a 24,
48, 72 et 96 h apres le début du refroidissement

Cette procédure expérimentale a été répétée 4 fois (une fois / semaine).

Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 Fraction 4
a i N !
refroidie refroidie refro_idie ref_roidie
progressivement progressivement de progressivement progressivement de
de 37°C a 5°C. 37°C a 10°C. de 37°C a 15°C. 37°C a 20°C.
L _J

Figure 22 : Le protocole expérimental. Effet de la température et de la température de
stockage du sperme sur la qualité de la semence du lapin de la souche ITELV 2006.

L’évaluation de la viabilité et de la motilité des spz a été déterminée a 24, 48, 72 et 96 h
aprés le début du refroidissement. Cette procédure expérimentale a été répétée quatre fois

(une fois par semaine). (Figure 22).

Dans I’expérience, toutes les mesures ont été faites au cours des 4 semaines directement
apres la récolte (0 h), a 24, a 48, a 72h et a 96h du début de la conservation.
1VV.4.3. Effet du niveau d’alimentation et du taux protéique de la ration sur la libido et

les caractéristiques de la semence du lapin de la souche ITELV 2006

27 males utilisés dans 1’étude ont été répartis en 3 lots homogeénes (n=9), en fonction du

régime alimentaire.

Le lot témoin (A), recevait, a volonté, un aliment standard commercial granulé avec un

niveau protéique de 14,5% (Tableau 5).
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Le lot (B) recevait 120 g/lapin/j du méme aliment standard.

Le lot (C) recevait une ration de 120g de l'aliment standard supplémentée par I’ajout

quotidien de 6,6 g de peptone de viande (Figure 23) , de maniére a obtenir un aliment a 19,7%
de protéines brutes. Pour le lot C, ’aliment granul¢ a été humidifi¢ pour permettre une
solubilisation de la peptone de viande qui est saupoudrée et mélée a I’aliment afin d’obtenir

un mélange homogene prét a étre distribué aux animaux.

Le choix de la peptone de viande comme source pour augmenter la teneur en protéines de
I’aliment standard est justifi¢ par 1’absence, au niveau des unités de fabrication locales d’un
aliment pour lapin de formule alimentaire contenant le taux protéique nécessaire pour
I’expérimentation, les autres farines d’origine animale étant absentes dans 1’alimentation en
Algérie, depuis la crise de I’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB). La peptone utilisée
était une "Peptone from meat, peptic digest for microbiology" de marque Sigma-Aldrich (lot
N° BCBM5829V). Selon le fournisseur, cette peptone contenait 93,8% de protéines brutes (N
X 6.25) et 6% de cendres (Tableau 7).

Les quantités d’aliment consommeées et refusées ont €té pesées quotidiennement.
L’évolution du poids individuel a été suivie par pesée hebdomadaire des animaux la matinée,
avant la distribution des aliments. La libido des lapins a été mesurée a 1’aide d’un

chronométre.

Figure 23 : La peptone de viande utilisée pour la supplémentation.
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Tableau 7 : Certificat d'analyse de Peptone de viande.

Test Spécification Résultat

Apparence (couleur). Faint jaune et faigue beige et Faint beige.
marron faint.

Apparence (forme) Poudre Poudre

Perte au séchage. <6% 4%

Résidus sur I’allumage. <12% 6%

Teneur en azote. > 10% 15,0%

Amino-N > 4% 4,1%

Solubilité (couleur). Jaune et brun clair. Jaune clair.

Solubilité (turbidité). Clair (visuel). Clair.

pH 6,5 - 7,5 (2% dans I’eau, a 25°C) 7,2

Solubilité (méthode). - 2% dans I’eau.

Sur une période de 2 mois (ao(t et septembre), les lapins des 3 lots étaient prélevés une

fois par semaine (tous les dimanches pour le lot A, les lundis pour le lot B et les mardis pour

le lot C), a I’aide d’un vagin artificiel et en présence de la femelle boute-en-train avec deux

éjaculats successifs séparés de 10 minutes. (Figure 24).

Expérience 3 (aolt et septembre 2018)

Pesées journalieres de la consommation alimentaire ont été effectuées.

Le poids corporel et la libido des lapins utilisés ont été mesurés toutes les semaines.

La collecte de la semence est effectuée une fois par semaine avec deux éjaculats
successifs séparés par 10 a 20 mn et cela, entre 9 heures et 11heures du matin.

Aliment standard 14,5%

. J

Lot A Lot B Lot C
(09 méles) (09 males) (09 males)
( * N\ * N\ (. * ] )
Rationné 120g/j (41,69 de
Ad libitum Rationné 120g/j peptone de viande)

.

Aliment standard 14,5% | | Aliment supplémenté avec

19,7 % peptone
J \\

Figure 24: Protocole expérimental. Effet du niveau d’alimentation et du taux protéique de
la ration sur la libido et les caractéristiques de la semence du lapin de la souche ITELV 2006
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IV.5. Analyse statistique

Pour I’expérimentation 1, ’analyse statistique des données obtenues a été faite par un

logiciel XLstat 2016 pour les calculs concernant d’abord les statistiques de position et de
dispersion. Les caractéristiques de 1’éjaculat ont ensuite été étudiées au moyen d’un modéle
d’analyse de variance a effets fixés incluant les effets du rythme de récolte, de 1’ordre de
I’¢jaculat, de la période de temps, et leurs interactions. On a utilisé le test de Student pour la
comparaison de 2 moyennes observées a partir de 2 échantillons indépendants. Nous avons
calculé ensuite les corrélations entre les caractéristiques du sperme, intra-modalité
expérimentale, au travers des corrélations résiduelles résultant d’un modéele d’analyse de

variance incluant comme effet fixé ’ordre de 1’¢jaculat.

L’¢tude statistique des données obtenues dans la deuxiéme et la troisieme expérimentation

a été faite par le méme logiciel XLstat 2016 pour les calculs concernant d’abord les analyses
descriptives. Les caractéristiques de 1’¢jaculat ont été étudiées au moyen d’un modele
d’analyse de variance a effets fixés incluant les effets du régime alimentaire, les effets de

température, de la durée de conservation et leurs interactions.
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Tableau 8 : Réponses aux sollicitations, taux des éjaculats utiles et présentant un gel

V.1. Effet de la fréquence de récolte de sperme sur sa qualité chez des lapins de souche
ITELV 2006

V.1.1. Evaluation de la production spermatique chez les lapins
V.1.1.1. Taux de récolte utile des lapins

Le terme de taux de récoltes utile désigne le rapport entre d’une part le nombre des
¢jaculats non contaminés par l’urine ou le sang, avec un volume supérieur a 0,1 ml et
contenant des spz vivants, et d’autre part le nombre total de sollicitations, donc de récoltes
potentielles. (Bencheikh 1995).

En général nous avons obtenu un taux global de récoltes utile élevé : 89,3%, révélant une
bonne réponse a la récolte artificielle du sperme pour cette souche synthétique. Nos résultats
corroborent ceux obtenus par Brun et al.(2006) et Nizza et al.(2001 et 2003) qui ont trouvé
des taux de réponses positives avoisinant respectivement 88,5% chez des lignées L et H
sélectionnées sur une croissance rapide et 85,1% chez des souches commerciales Hyla. Par
ailleurs, Garcia-Tomas et al.(2006a) ont marqué un taux de 93,9% chez des lignées
dénommées C et R sélectionnees sur la croissance. Le taux de sollicitation rapporté par
Bencheikh.(1995) chez des lapins de souche Hyplus soumis au méme deuxieme rythme de

collecte a été de 99,6%.

Les taux de récolte utiles ont été significativement plus élevés avec les rythmes extensif,
intermédiaire et intensif : 100%, 99,4%, 100% respectivement contre 60,5% 97,0%, 94,0%,
pour les rythmes tres intensif, ascendant et descendant. Deux situations principales ont été a
I’origine de ’absence de récolte utile : le refus de prélévement ou le volume réduit de
I’éjaculat (<0,1 ml). Bencheikh.(1995) désigne un taux de récoltes utiles significativement
élevé avec le rythme extensif de collecte : 78% contre 70% pour le rythme intensif dans

I’expérience I, 80% contre 69% pour le rythme intermédiaire dans 1’expérience II (P<0,01).

La fréquence des refus de prélevement a été nulle pour les trois premiers rythmes ; une
seule récolte a été perdue a cause de faute de manipulation dans le lot 2 (rythme
intermédiaire). La proportion de refus de prélevement a été plus élevée pour le rythme tres
intensif : 101 sur 256 sollicitations contre 12 et 6 respectivement pour les rythmes descendant
et ascendant. Ces résultats ne tiennent pas compte des refus quasi systématiques de

prélevement de trois males (lots 3 et 4) (Tableau 8)
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Lot1(10)] Lot2(10)|  Lot3(9) Lot4 (8)| Lot5 (10)| Lot6 (10)|T (57)
ci| c2| c1| c2| ci| c2| ci| c2| c1| c2| c1 c2

N sollicitations| 40 | 40 | 80 | 80 | 114 | 114 | 128 | 128 | 100| 100 | 100 | 100 | 1124

N €jaculats| 1 40 | g0 | 80 | 124 | 124 | 125 | 120 | 200| 200 | 200 | 100 | 1113
collectés

o

/Reponse aux| 4, 1100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 97,6 | 93,7 | 100| 100 | 100 | 200 | 99
sollicitations

Néjaculats| o | g | o1 | ¢ 0| 3 | 67 | 0| 06| 04] 08| 120
éliminés

Causes d’élimination

V réduitl 0 | 0 | 0 0 0O | 0| 3 |5 | 0] 06| 04/ 08]| 108

Refusdel 1 o | o | o0 | 0 | ol o3| o8| 0| o| ol ol u
sollicitation

Autresl 0 | ol o | o1 | o |l o] o | olo|lo]|o]| o] o1

N. éjaculats utiles| 40 | 40 | 80 | 79 | 114 | 114| 94 | 61 |100| 94 | 96 | 92 | 991

o

% e"”‘fj‘i:f‘;: 100|100 | 100 | 98,7 | 100 | 100 | 73,4 | 47.6 |100| 94 | 96 | 92 | 893

N.avecgel| 16 |03 | 37 | 07 | 46 |08 | 86 | 13 | 43| 7 | 41| 8 | 315

%avecgel| 40 | 7,5 | 46,2 | 8,86 | 40,3 | 7,01| 91,5 | 21,3 | 43 | 7.44|42,7|8,69| 317

N : nombre ; V : valeur ; % : pourcentage ; T : total ; C : collecte

Des auteurs ont déja relevé la fréquence faible des refus de prélevement chez le lapin
(Grégoire et al.,1958 ; Amann et Lambiase, 1967) et, a I’inverse, la fréquence plus importante
des éjaculats contaminés par 1’urine, en particulier chez certains individus (Adams, 1972),

mais ils n’ont pas fait de relation avec le rythme de récolte du sperme.

Le pourcentage de présence d’urine s’est montré nul. En revanche Bencheikh.(1993) a
trouvé un taux d’urine de 13,4% et 6,5% respectivement pour les souches A2066 et A1077.
Brun et al (2006) ont trouvé un taux de 4,7 et 13,9% respectivement pour les lignées L et H.

Boulbina.(2011) a vu un pourcentage de 4,8% chez la population locale algérienne.

Nos résultats révelent une proportion de 9,6% d’éjaculats de faible volume (<0,1 ml). 8%
pour le quatrieme lot (fréquence de 4 fois par semaine). En définitive, les males de la souche
synthétique semblent s’étre adaptés a la récolte du sperme a ’aide d’un vagin artificiel congu

par nos soins, et qui pourrait étre utilis¢ dans le cadre de 1’insémination artificielle.

Les éjaculations donnant lieu a des spermes avec du gel ont représenté 28,0% des cas. Ce

taux est proche de celui rapporté chez la race Néo-Zélandaise Blanche (27% ; Roca et al.,

60




CHAPITRE V Résultats et discussion

1993), et les lignées sélectionnées sur la croissance C et R (22,8% ; Garcia-Tomas et al.,
2006a). La présence du gel constitue une manipulation supplémentaire lors de 1’analyse du
sperme ou de la semence avant une insemination artificielle, mais dans les conditions
naturelles lors d’une saillie naturelle ce gel constitue un bouchon au niveau du vagin de la

lapine pour éviter le reflux du sperme aprés 1’accouplement (Alvarino, 1993).

Bencheikh. (1993) note que quel que soit le rythme de collecte, les valeurs de refus sont

restées faibles, et il indique que la réponse des males a la collecte peut constituer une

caractéristique de la souche. Le refus des méales de souches INRA A2066 et INRA 1077 était
respectivement de 1,7% et 8,2%.

V.1.2. Evolution hebdomadaire de ’ardeur sexuelle et des caractéristiques du sperme

en fonction du rythme de collecte
V.1.2.1. Ardeur sexuelle ou libido

Le temps séparant la présentation de la femelle boute-en-train du chevauchement (T1) a été
en moyenne de 10,4 secondes. Il semblerait en moyenne que le T1 se révele plus allongé que
celui obtenu par Bencheikh. (1993) pour les souches A 2066 et A 1077 (4 et 5,5 secondes).

Les moyennes de temps séparant la présentation de la femelle de 1’¢jaculation (T2) de ces

deux souches étaient respectivement de 14 et 18 secondes. Les lapins males de notre souche
synthétique (ITELV 2006) étudiés entre la 30éme et la 36¢éme semaine d’age, ont montré une
ardeur sexuelle moyenne avec 14,9 secondes, meilleure que celles des lapins de lignées L et H
(selectionnées sur le poids corporel) et estimées respectivement a 28,3 et 27,5 secondes (Brun
et al., 2006) ; de celles de trois phénotypes de la race égyptienne Baladi (Red : 21 secondes,
White : 18 secondes, Black : 22 secondes) indiquées par Khalil.(2002b). Par ailleurs, Nizza et
al.(2003) ont souligné que chez des males adultes de génotype Hyla (plus de 12 mois d’age)
la libido était de 23,2 secondes. Les libidos pour les six lots de notre étude ont été
respectivement: 17,8 : 17,8, 12,5, 12,5, 17,0, 14,1, 16,9 et 14,9 secondes pour les lots 1, 2, 3,
4, 5 et 6 (Figures 25 et 26). Par ailleurs, Safaa et al. (2008) ont rapporté une libido de 14,5
secondes chez des lapins de race Black Baladi et 21,9 secondes chez des lapins de race Néo-
Zélandaise blanche agés entre 24 et 36 semaines. Dans notre étude, le temps de réaction
enregistré entre la 30°™ semaine et la fin de I’expérimentation est inférieur de prés de 25% a

celui de la race égyptienne Black Baladi (7,7 secondes).
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Figure 25 : Comparaison de 1’ardeur sexuelle entre les deux collectes successives pour les six
lots

D’une maniére générale, nous pouvons dire que les males de la souche synthétique sont

caractérisés par un temps de réaction plus court par rapport aux différents types de lapins
¢tudiés dans la littérature, entrant ainsi dans I’intervalle de variation (entre 5 et 300 secondes)
énoncé par Alvarino.(1993). Ce résultat pourrait étre di a une caracteéristique de la souche ou
bien a la méthodologie de collecte que nous avons adoptée. En effet, en plus du méme
préleveur, plusieurs lapines boute-en-train ont été utilisées au cours de toute

I’expérimentation.
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Figure 26 : Effet du rythme de collecte sur I’ardeur sexuelle

V.1.3. Les caractéristiques de I’éjaculat
V.1. 3.1. Distribution des variables

Les distributions du volume, de la concentration, des motilités individuelles et massales par

lot ont montré des coefficients d’asymétrie et d’aplatissement inferieurs a zéro presque dans
tous les lots. Par rapport a une distribution normale, un déséquilibre a gauche a été enregistré
dans la plupart des distributions. Pour les pourcentages des anomalies et des vitalités on a
enregistré le contraire avec une asymétrie a droite et d’autre part une trop grande proportion
de données était égale ou proche de la moyenne. De ce fait, les résultats obtenus avec les
méthodes statistiques basées sur I’hypothése de normalité (analyse de variance) doivent étre

interprétés avec prudence.
V.1.3.2. Comparaison des 2 éjaculats successifs

L’effet de I’ordre de 1’¢jaculat a été significatif (p<0,01), quelle que soit la caractéristique
considérée pour le rythme, mis a part le pH. Le volume a été plus faible au second
préléevement (0,36 vs 0,57 ml) (Figures 27et 28), mais toutes les autres caractéristiques de
1’éjaculat ont été améliorées a la 2°™ récolte : la motilité d’ensemble (5,3 vs 5,12), la motilité
individuelle (3,47 vs 3,27), le pourcentage de spz vivants (74,4 vs 73,0%) et la concentration
(524 vs 480 millions par ml) (Figures 29, 30, 31, 32 et 33).

Une analyse analogue des autres rythmes confirme ces résultats. Les males répondent
mieux a la premiere sollicitation qu’a la deuxieéme. D’un autre coté, nos résultats ont montré
une prédominance significative pour le premier éjaculat avec gel comparé au second
(respectivement en moyenne 27,1% vs 4,64% soit un écart de 70,8%), telle que signalée par
Holtz et Foote.(1978) et Garcia-Tomas et al.(2006a) avec un écart de 72%.
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Au cours de notre expérimentation, sur le nombre total des éjaculats éliminés, 6,0% sont
survenus lors de la 2°™ collecte, ce qui est en accord avec les observations de

Benchikh.(1995), et Garcia-Tomas et al.(2006a).

V.1.3.3. Effet du rythme de récolte

L’analyse du sperme ne révele aucune différence apparente de la couleur pour la majorité
des résultats relevee chez les lapins. Selon la grille de la couleur de sperme de Roca et

al.(1993), variant de 0 & 3 (sperme blanc nacré ou blanc ivoire), une note de 3,0 a eté attribuee
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pour les lots 1 et 2 avec le symbole BN pour blanc nacré. Alors qu’on a enregistré

respectivement 2,77 ; 2,58 ; 2,62 ; 2,63 pour les lots 3, 4, 5 et 6. (Tableau 9)

Tableau 9 : Caractéristiques macroscopiques du sperme (la couleur)

lot N moy ETM Distr p
1 80 3,00 0,00 33
2 159 2,99 0,11 2—3
3 228 2,77 0,42 2—3
Couleur
4 155 2,58 0,56 1—3
5 194 2,63 0,56 1—3
6 188 2,64 0,64 1—3

n : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ; Distr : étendue
de la distribution des spermatozoides par méle ; p : seuil de signification de la différence
entre les moyennes (p<0,01).
Des travaux sur le sperme des lapins de race Californienne, Néo-Zélandaise et Chinchilla
agés de 10 mois, ont affecté une note moyenne de 2,03 a la couleur du sperme (Salcedo-Baca
et al.,2004). Ce dernier était un peu moins opaque que le sperme de notre souche synthétique
(avec une moyenne de 2,76 pour I’ensemble des éjaculats de 1’essai), en relation avec la

concentration en spz plus élevée (Roca et al., 1993).

Pour les lots 4 et 5 nous avons enregistré une dégradation de la note au cours de 1’essai

respectivement de 3 vers 1, 6 et de 3 vers 2 contrairement au lot 6 ou on a obtenu une
diminution de la note de 3 jusqu’a 2 vers la deuxieme semaine suivie d’une amélioration de 3.
La couleur est un indicateur de la qualité du sperme (Boussit 1989 ; Alvarino1993). Les
travaux de Roca et al.(1993) ont montré une corrélation positive entre la couleur et la
concentration spermatique. La diminution de la note attribuée a la couleur du sperme indique

une dépréciation de la concentration spermatique.

Le volume moyen de toutes les collectes de notre expérimentation est de 0,44+ 0,12 ml,

inférieur a celui prélevé chez différentes races (Californienne, Néo-Zélandaise Blanche et
Chinchilla du Mexique) agées entre 32 et 48 semaines d’age (1,15 ml) (Salcedo-Baca et al.,
2004). Selon Boulbina et al.(2011) chez le lapin local algérien, le volume total collecté entre
la 24°™ et la 33°™ semaine d’Age est estimé a 1,2 ml. Par ailleurs, chez les lapins hybrides,

agés entre 3 et 18 mois, le volume moyen du sperme était de 0,92 ml (Roca et al., 2005).

Le volume sans gel moyen du sperme récolté chez notre souche synthétique est similaire a

celui estimé chez la lignée H : 0,59 ml (Brun et al., 2006). La population locale algérienne

68




CHAPITRE V Résultats et discussion

enregistre un volume de 0,73 ml (Boulbina, 2011) nettement supérieur a celui récolté sur les
lapins de notre souche synthétique au méme age : 0,44 ml. En revanche, la race égyptienne
Baladi noir et la souche INRA1077 ont présenté un volume aussi supérieur : 0,73 ml et 0,79

ml respectivement (Safaa et al., 2008 ; Bencheikh, 1995).

Le pH du sperme récolté au cours de 1’expérimentation a été en moyenne de 7,04. Cette

valeur est considérée comme normale et comparable & celle rapportée par Brun et al.(2006).
Une variabilité du pH du sperme est révélée par les données de la littérature, entre les
différentes souches et races étudiées (de 6,94 a 7,63) (Garcia-Tomas et al., 2006a ; Brun et
al.,2002a ; Brun et al., 2009). La mesure du pH au pH-métre doit étre immédiate car le
sperme s’acidifie rapidement suite a la formation d’acide lactique, résultant de 1’utilisation

des sucres par les spermatozoides (Alvarino, 1993 ; Arencibia et Rosario, 2009). (Tableau 10)

Tableau 10 : Caractéristiques macroscopiques du sperme (pH)

lot N moy ETM Distr P
1 80 6,86 0,12 6,66—7,20
2 159 7,07 0,26 6,50—7,57 <0,01
<
H 3 228 7,18 0,25 6,59—7,60 0,01
p <
4 155 7,04 0,19 6,66—7,50 0,01
5 194 7.04 018 | 6,66—744 <001
<0,01
6 188 7,01 0,10 6,66—7,60

n : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ; Distr : étendue
de la distribution des spermatozoides par male ; p : seuil de signification de la différence
entre les moyennes (p<0,01).
La concentration affiche une moyenne de 415+ 81millions de spz qui se rapproche des
valeurs décrites par Boiti.(2005). L’évolution hebdomadaire de la concentration exprimée en
spz par millilitre pour les lapins diminue progressivement au cours de la période
expérimentale de 502x10° spz dans la premiére semaine jusqu’a 339x10° spz pour la fin de
I’expérimentation. Nos résultats sont plus faibles que ceux enregistrés par Bencheikh.(1993),
Brun et al.(2002a), Castellini et al.(2003), Theau-Clément et al.(2009) et Brun et al.(2006)
chez la lignée L (634x10° spz/ml) et la lignée H (738 x 10° spz/ml). IIs sont similaires a ceux
trouvés par Nabi 2013 (429 + 263 x 10°% pour le méme &ge. En effet, Boulbina.(2011) a
trouvé une valeur moyenne plus élevée (735 x 10 8spz et 506x10° spz/ml) entre 19 et 33
semaines d’age et de 642 x10%spz/ml chez les lapins récoltés & partir de la 24éme semaine

d’age et jusqu’a la 33°M d’age.
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Par ailleurs Safaa et al.(2008) indiquent des concentrations de 703x10 ®spz /ml pour la race
Baladi Noir et de 590x10° spz/ml pour la race Néo-Zélandaise Blanche (en Egypte).

Toutefois, des concentrations nettement plus faibles, de 1’ordre de 243 x 10° spz/éjaculat,

ont été¢ révélées chez différentes souches sélectionnées par I'INRA (1077, 2066, 2666 et

1001) (Theau-Clément et al., 2003 ; Brun et al., 2009) et de I’ordre de 245x10° spz/ml pour
les deux lignées C et R tel que rapporté par Garcia-Tomas et al.(2006a).

Les notes moyennes de motilités massale et individuelle ont été respectivement de 4,32 +
0,99 sur 9 et 2,8 £ 0,76 sur 4. L’ensemble des éjaculats présente un pourcentage moyen de spz
anormaux de 14,4 + 4,05 %.

Néanmoins, les notes moyennes de motilités massale et individuelle s’avérent faibles, au-

dessous du seuil d’une bonne mobilité (motilité massale : aspect de vagues (> 6/9) et motilité
individuelle : progression rapide (=>3/4)) et souhaitable pour des inséminations (Boussit,
1989). Cette faiblesse de motilité peut étre un caractére propre de la souche, comme elle
pourrait étre expliquée par le faible nombre d’observations enregistrées dans une durée

potentiellement courte.

Les spz dans le sperme du lapin de souche synthétique se caractérisent par une motilité
massale inférieure a celle mesurée chez les lapins de différentes origines (Bencheikh, 1995 ;
Theau-Clément et al., 2003 ; Brun et al.,, 2006 et 2009). En revanche, leur motilité
individuelle est tant6t supérieure, tantét plus faible que celles rapportées par les données
bibliographiques et ce en fonction de 1’origine génétique du lapin (Bencheikh, 1995 ; Garcia-
Tomas et al., 2006a).

Boulbina.(2011) a trouvé un taux faible de mobilité des spz, chez le lapin local (64,2%) et

de 74,8% a un age plus avancé chez la méme population (entre 24 et 33 semaines). Brun et al.
(2006) ont rapporté un taux de 76% en utilisant des males de lignées sélectionnées sur la
croissance. La mobilité des spz semble s’améliorer avec 1’age (Salcedo-Baca et al., 2004).
Chez le lapin, des travaux indiquent qu’une bonne motilité massale des spz accompagne un

bon taux de gestation (Brun et al., 2002b).

Quel que soient les caractéres considérés (volume, motilités, concentration), on a obtenu

des valeurs plus faibles que celles enregistrées par Bencheikh.(1993), Brun et al.(2002ab),
Castellini et al.(2003), Brun et al.(2006) et Theau-Clément et al.(2009) (France). En
occurrence, Boulbina.(2011) a trouve des valeurs moyennes plus élevées, a savoir le volume

(0,86 ml), la motilit¢ massale (7,68), la matilité individuelle (3,57), et la concentration
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(735x10°8spz). Ces différences de volume et de concentration spermaticque semblent étre liées

a ’origine génétique des lapins et au programme de sélection auquel ils seraient soumis.

Il est important de souligner que les méthodes utilisees par ces différentes études étaient
basées sur 1’observation et le comptage, qui probablement sont une source supplémentaire de
la variabilité des résultats (Cabannes, 2008), qui pourrait étre estompée par 1’utilisation de

méthodes d’analyse assistées par ordinateur.

Les anomalies totales observées chez les spz sont en proportion équivalentes a celles

rencontrées chez la race Néo-Zélandaise Blanche (Brésil) en moyenne 24,3% (Cardoso et
Bao, 2007). Toutefois, ce taux d’anomalies totales diminue avec 1’age de I’animal, atteignant
16,8% chez le lapin local agé entre 24 et 33 semaines d’age, et se rapproche de la valeur
minimale rapportée par la littérature (entre 11,6 et 30,5%) (Khalil, 2002b ; Safaa et al., 2008 ;

Garcia-Tomas et al., 2006a).

Hormis le pH et le volume, les moyennes des caractéristiques de 1’éjaculat obtenu avec le

rythme extensif (lot 1) sont supérieures a celle des autres rythmes ; les différences sont a
chaque fois significatives (P<0,01). (Tableaux 9 a 14). Le pH est significativement plus faible
avec le rythme extensif (6,86 = 0,12) qu’avec les 5 autres rythmes (7,06 ; 7,18 ; 7,04 ; 7,04 ;
7,01). La moyenne du volume du sperme est similaire pour les trois premiers rythmes et
supérieure a celles des trois derniers rythmes et son évolution au cours de la période d’essai
pour les deux premiers lots est presque constante (0,50 ml a 0,46 ml), pour le troisieme, le
quatrieme et le cinquiéme lots une diminution remarquable débutant par un volume de 0,54
ml et finissant par 0,24 ml, contrairement au 6°™lot pour lequel on a constaté une chute

remarquable dans la deuxieme semaine, suivie par une nette amélioration . (Tableau 11)

Tableau 11 : Caractéristiques macroscopiques du sperme (volume)

lot N moy ETM Distr Y

1 80 0,48 0,11 0,23—0,80

2 159 0,48 0,10 0,30—0,70 0.78

3 228 0,45 0,11 0,25—0,70 0.03
Volume (ml) <0.01

4 155 0,41 0,11 0,14—0,65 '

5 194 0,41 0,14 0,11—0,80 <001

6 188 0,42 0,11 0,12—0,69 <0.01

n : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ; Distr : étendue
de la distribution des spermatozoides par male ; p : seuil de signification de la différence
entre les moyennes (p<0,01).
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Par rapport aux frequences de rythmes extrémement intensifs (lot 4) et au rythme des deux
derniers lots, les trois premiers lots (1, 2 et 3) permettent de recueillir plus de 12% de volume
de semence en plus par éjaculat. Alors que par rapport aux fréquences étudiees (lot 2, 3, 4, 5
et 6), le pourcentage des spz vivants du rythme extensif (lot 1) a été amélioré respectivement
plus de 2,5%, 5,7%, 13,0%, 8,7%, 2,7%, 2,7%, en méme temps, la concentration a été
améliorée de plus de 12,1%, 19,9%, 32,5%, 24,5% 23,4% respectivement.

L’augmentation quantitative du volume et du nombre de spz s’accompagne d’une
amélioration de la motilité. Le regroupement en classe des notes de motilité massale rend
mieux compte de I’avantage du rythme extensif : 42,5% des éjaculats de ce groupe présentent
une note de 6/9, la proportion n’étant que de 4,4% dans le rythme intermédiaire. L.’examen de
la distribution de la motilité individuelle dégage des conclusions similaires. Les valeurs
moyennes des motilités massale et individuelle, ainsi que les pourcentages des anomalies
totales des spermatozoides en fonction de la fréquence de collecte sont répertoriées dans le
Tableaux 12, 13 et 14.

Tableau 12 : Caractéristiques microscopigques du sperme (concentration)

lot N moy ETM Distr P
1 80 502 28,9 437-564
<0,01
2 159 442 55,1 305-548 0.0
<
A 3 228 404 66,7 276--543 0.01
con x10° spz/ml <0,01
4 155 375 105 126--567
<
5 194 380 130 113--560 0.01
<
6 188 386 98,6 130--567 0.01

con : concentration ; spz : spermatozoides ; n . nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM :
écart type de la moyenne ; Distr : étendue de la distribution des spermatozoides par male ; p
: seuil de signification de la différence entre les moyennes (p<0,01).
Les motilités massale et individuelle et la concentration sont supérieures dans le rythme
extensif par rapport aux autres rythmes, ainsi qu’on a enregistré des pourcentages
moyennement faibles pour les taux de mortalité et d’anomalie dans ce premier lot contre les

valeurs des autres lots (Tableaux 12, 13 et 14). Ce qui est en accord avec Benchikh.(1995).
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Tableau 13 : Caractéristiques microscopiques du sperme (Motilités massale et individuelle)

lot N moy ETM Distr Y
1 80 5,21 0,77 46
2 159 4.98 0,53 4 | 00
N 3 228 3,89 0900 | 26 | OU
Motilité massale <0,01
4 155 3,88 1,21 1 6
5 194 3,02 1,29 1 | <00
6 188 4.04 1,25 1 | <00
1 80 3,36 0,56 >4
2 159 3,18 0,50 24 | <001
Motilité individuelle —2 228 2,68 0,74 1—4 | <001
4 155 2,51 0,92 14 | <001
5 194 2.36 0,94 14 | <001
6 188 271 0,90 14 | <001

n : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ; Distr : étendue de
la distribution des spermatozoides par male ; p : seuil de signification de la différence entre
les moyennes (p<0,01).
Cependant, Nizza et al. (2003) et Vigrag et al.,(1992) n’ont pas trouvé d’effet de la
fréquence ni sur le pourcentage des anomalies ni sur le pourcentage des cellules vivantes. La
fréquence extrémement intensive correspond a une détérioration de I’ensemble des

caractéristiques de 1’éjaculat : volume, motilité, concentration et pourcentage de spz vivants.

Tableau 14 : Caractéristiques microscopiques du sperme (mortalité)

lot N moy ETM Distr Y

1 80 26,3 1,29 24— 30

2 | 159 | 282 | 241 | 2535 <0.01

3 | 228 | 304 | 421 | 2142 <0.01
Pourcentage de spz morts <0.01

4 155 33,3 8,31 1958 '

5 194 32,6 7,68 23—52 <001

6 188 30,3 6,55 18—53 <001

spz : spermatozoides ; n : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la
moyenne ; Distr : étendue de la distribution des spermatozoides par male ; p : seuil de
signification de la différence entre les moyennes (p<0,01).
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La valeur du pH est plus faible avec le rythme extensif, mais le pH est corrélé
négativement avec les autres caractéristiques de 1’éjaculat. D’aprés Amann.(1981), un rythme
élevé de récolte, tel que la troisieme fréquence de collecte pratiquée ici, diminue les réserves

de la queue de 1’épididyme, ainsi que le nombre de spermatozoides dans 1’¢jaculat.

Selon Bodnar et al.(1996) et Arroita et al.(2000), le volume et la concentration

spermatique sont altérés lorsque le rythme de collecte augmente. Selon les mémes auteurs, un
rythme de prélevement extensif améliore la motilité et le pourcentage de spz vivants. Tandis
que Bunaciu et al.(1996) et Bencheikh.(1995) ont montré que le nombre de spz préleves par
semaine était plus élevé dans les rythmes les plus intensifs. Par contre, Bencheikh.(1995) a
signalé que sur la base de la quantité hebdomadaire de spz récoltés, une fréquence de 2 a 3

jours par semaine parait préférable au rythme extensif.

En revanche, certaines études plus récentes ne soulignent aucun effet du rythme de collecte
sur la motilité, le pourcentage de spz vivants, le pourcentage d’anomalies de 1’acrosome et le
pourcentage d’anomalies spermatiques (Arroita et al., 2000 ; Nizza et al., 2001 ; Nizza et al.,

2003) pour des rythmes comparables a ceux que nous avons étudie.

Des ¢études menées chez différentes espéces, basées sur I’estimation des réserves

testiculaires de spz, montrent que le rythme de récolte n’affecte pas le niveau de la production
spermatique dans le testicule (Bencheikh, 1993). Selon Amann.(1970), les mémes études
soulignent la diminution de la durée nécessaire pour le transit du spz dans I’épididyme, ainsi
que la réduction des réserves épididymaires, suite a 1’application d’un rythme intensif de

récolte.

Compte tenu du fait qu’aucune étude n’a inclue tous les rythmes tels que ceux pratiqués

ici, il est difficile de comparer toutes les valeurs moyennes des caractéristiques du sperme a
celles obtenues dans des travaux antérieurs. Nos résultats, en accord avec les études
antérieures, ont montré que la fréquence de collecte influence grandement les caractéristiques

de I’¢jaculat.

De plus, les souches de maéles utilisées étaient toujours différentes et les effectifs sont

réduits.
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V.1.3.4. Corrélations entre les caractéristiques de I’éjaculat

Dans notre expérience, environ 991 données (80 éjaculats du rythme extensif, 159 du
rythme intermédiaire, 228 du rythme intensif, 155 du rythme extrémement intensif, 194 du
rythme ascendant et 188 du rythme descendant) ont été intégrées dans le calcul des

corrélations.

Les variables mesurées ou calculées sont quasiment toutes corrélées (Tableau 15). Une

corrélation positive significative lie entre elles les criteres qualitatifs du sperme (motilité
massale et individuelle, concentration) ; la valeur du coefficient de corrélation varie alors de
0,82 a 0,85 pour I’ensemble des lots (p<0,01). Les mémes critéres paraissent positivement
mais faiblement liés au volume de 1’¢jaculat. En effet, un coefficient variant de 0,39 4 0,41 a a

été trouve.

Tableau 15: Corrélations entre les caractéristiques du sperme (6 lots)

VOL pH MM MI CON MOR ANO
VOL 1 -0,17 041 0,40 0,39 -0,48 0,49
pH -0,17 1 -0,30 -0,31 -0,30 0,22 0,18
MM 0,41 -0,30 1 0,85 0,83 -0,81 -0,81
M 0,40 -0,31 0,85 1 0,82 -0,77 -0,77
CON 0,39 -0,30 0,83 0,82 1 -0,86 -0,86
MOR -0,48 0,22 -0,81 -0,77 -0,86 1 0,89
ANO -0,49 0,18 -0,81 -0,77 -0,86 0,89 1

VOL : volume ; M M : motilité massale ; M | ; motilité individuelle ; CON : concentration ;
MOR : mortalité ; ANO : anomalies. Coefficient de corrélation de Pearson, les valeurs en
gras sont différentes de 0 & un niveau de signification a=0,01

Par ailleurs, une corrélation négative significative semble lier le taux de mortalité et les
anomalies aux critéres précédents, de -0,86 a -0,77 (p<0,01).

Selon Bencheikh et al.(1995), une corrélation positive significative entre les critéres
qualitatifs du sperme avec une valeur du coefficient de corrélation variant de 0,28 a 0,49 dans
le rythme extensif, et de 0,43 a 0,59 dans le rythme intensif.
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V.1.3.5. Nombre de doses de semence utilisables

En résumé ce nombre s’établit ainsi, si on considére qu’il convient d’avoir 12 x 10° spz par

dose pour insémination en semence fraiche.

Tableau 16: Nombre de doses de semence utilisables pour les méales selon le rythme de

collecte.
Rythmes | Sem. 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Moyenne SEM p
par sem. | (total)

1 8952 8272 8342 8312 847E 4,28 0,54

2 15832 16002 143020 1260° 1468P 4,28 0,16

3 21772 18820 1661° 1520¢ 18107 4,40 <0,001

4 25072 2065° 1587°¢ 1065¢ 1806" 4,79 <0,0001

5 8422 1642¢ 2254P 1597¢ 1584° 4,28 0,008

6 28982 1424P 1360° 805¢ 16228 4,28 <0,0001
Moyenne 1523

Sem. = semaine. (a, b, ¢, d) dans la méme ligne et pour les mémes rythmes, (A, B, C, D, E)
dans la méme colonne, les valeurs affectées de la méme lettre ne different pas
significativement (P>0,05).

Ainsi les rythmes ayant permis de produire le plus de spz dans la période sont par ordre

décroissant : 3 et 4, puis 6, puis 5 puis 2 et loin derriére 1. Il est possible de noter que dans la
4° semaine, les rythmes 2, 3, 4 et 6 sont beaucoup moins productifs que dans les autres
semaines (3,6 fois moins que la premiére semaine pour le rythme 6). De méme que la
premiére semaine du rythme 5 (deux €jaculats successifs une fois par semaine) par rapport
aux autres semaines. Par contre, on note une production constante, sans différence

significative pour les 4 semaines avec le 1* rythme (P>0,05) (Tableau 16).

Les résultats obtenus soulignent I’importance de la fréquence des collectes pour la

production de sperme et la quantité de spermatozoides récoltés, par éjaculat, ou en moyenne
par semaine. Concernant les caracteres macroscopiques et microscopiques du sperme collecté
durant notre travail, une bonne qualité de sperme collecté avec le rythme 1 (1 jour par
semaine) avait une concentration moyenne de 502.10%+28,9 spz / ml, un volume moyen de
0,48 0,11 ml, une libido moyenne de 17,8+2,4 secondes, une motilité massale moyenne de
5,21+0,77, une motilité individuelle de 3,36+0,56, un pourcentage de spz anormaux de

10,1£1,5%, et un pourcentage de spz morts de 26,3+£1,3 %.
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Néanmoins les rythmes ayant permis de produire le plus de spz dans la période (en
négligeant les effets saisonniers) sont par ordre décroissant : 3 et 4, puis les rythmes 6, 5, 2 et

enfin le rythme 1.
A D’issue des résultats de ces essais, nous pouvons conclure que :

La réponse des lapins méles a la sollicitation du vagin artificiel a présenté un faible taux de
refus, mais aussi une bonne récolte utile. Les males semblent s’adapter a la récolte de sperme
a I’aide d’un vagin artificiel congu par nos soins, et qui pourrait étre utilisé dans le cadre de

I’insémination artificielle.

Les résultats obtenus soulignent ’importance de la fréquence des collectes pour la
production de sperme en termes de quantité et de qualité. Ces données montrent qu’il est
possible de faire plusieurs types de rythme de collecte avec un trés bon taux de récolte, et une

bonne quantité de spermatozoides hebdomadaires (moyenne des semaines) collectés.

Les moyennes de la plupart des caractéristiques du sperme obtenues dans notre étude

montrent la nette supériorité du rythme extensif par rapport aux autres rythmes pour la qualité
du sperme obtenu. Ce qui est en accord avec Bencheikh.(1995) qui montre chez la souche
Hyplus que le rythme extensif permet de multiplier le nombre de spz par éjaculat du rythme
intermédiaire par 1,6 et celui du rythme intensif par 2,3, en méme temps, la qualité du sperme,
appréciée par la motilité, est améliorée. De plus, le rythme extensif de récolte permet de
réaliser la meilleure adéquation entre le nombre de spermatozoides par éjaculat et leur qualité,
le nombre total par semaine et la gestion rationnelle des chantiers de collecte. Mais la quantité

moyenne de semence utilisable par semaine est la plus faible.

La production de sperme a été trés variable entre les males et selon les éjaculats pour un
méme male ; la fréquence des collectes influence directement la quantité et la qualité du
sperme et de la semence. Un rythme de collecte trop intense altére la spermatogenese

(augmentation du nombre de spz immatures) et diminue les résultats de fertilité.
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V.2. Effet de la température et de la durée de stockage du sperme sur la qualité de la
semence du lapin de la souche ITELV 2006

Les valeurs moyennes et les écart-types globaux des différents critéres de 1’analyse

spermatique avant la conservation sont représentées dans le tableau 17.

Une note moyenne de 3,0 est attribuée a la couleur du sperme récolté pendant la période
expérimentale. Le volume moyen de toutes les collectes de notre expérimentation est de 0,48+
0,11 ml. Il est inferieur a celui prélevé chez différentes races (Californienne, Néo-Zélandaise
Blanche et Chinchilla du Mexique) agées entre 32 et 48 semaines (1,15 ml) (Salcedo-Baca et
al., 2004).

Selon Boulbina et al.(2011) chez le lapin local algérien, le volume total collecté entre la
24°Me et |a 33°M semaine d’age est estimé a 1,2 ml. Par ailleurs, chez les lapins hybrides, agés

entre 3 et 18 mois, le volume moyen du sperme était de 0,92 ml (Roca et al., 2005).

Le pH du sperme récolté au cours de 1’expérimentation a été en moyenne de 6,86. Cette
valeur est considérée comme normale et comparable a celle rapportée par Brun et al.(2006).
Une variabilité du pH du sperme est révélée par les données de la littérature, entre les
différentes souches et races étudiées (de 6,94 a 7,63) (Garcia-Tomas et al., 2006a ; Brun et
al., 2002a ; Brun et al., 2009). La mesure du pH au pH-metre doit étre immédiate car le
sperme s’acidifie rapidement suite a la formation d’acide lactique, résultant de 1’utilisation

des sucres par les spz (Alvarino, 1993).

La concentration affiche une moyenne de 502 + 29 millions de spz qui se rapproche des
valeurs décrites par Boiti.(2005) et Nabi.(2013) pour le méme age. Nos résultats sont plus
faibles que ceux enregistrés par Bencheikh.(1993), Brun et al.(2002a), Castellini et al. (2003),
Theau-Clément et al.(2009) et Brun et al.(2006) chez la lignée L (634x10°spz/ml) et la lignée
H (738 x 108 spz/ml). En effet, Boulbina.(2011) a trouvé une valeur moyenne plus élevée
(642 x 10 ®spz et 735x10° spz/ml) chez les lapins récoltés a partir de la 24°™ semaine d’age
et jusqu’a la 33°M d’age. Par ailleurs Safaa et al.(2008) indiquent des concentrations de
703x10 ®spz /ml pour la race Baladi Noir et de 590x10° spz/ml pour la race Néo-Zélandaise
Blanche (en Egypte).Toutefois, des concentrations nettement plus faibles, de I’ordre de 243 x
108 spz/éjaculat, ont été révélées chez différentes souches sélectionnées par I’INRA (1077,
2066, 2666 et 1001) (Theau-Clément et al., 2003 ; Brun et al., 2009) et de I’ordre de
245x108 spz/ml pour les deux lignées C et R tel que rapporté par Garcia-Tomas et al.(2006a).
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Les notes moyennes de motilités massale et individuelle ont été respectivement de 5,21 +
0,77 sur 9 et 3,36 = 0,56 sur 4. Néanmoins, les notes moyennes de motilités massale et
individuelle s’averent faibles, au-dessous du seuil d’une bonne mobilité (motilité massale :
aspect de vagues (= 6/9) et motilité individuelle : progression rapide (>3/4)) et souhaitable

pour des inséminations (Boussit, 1989).

Cette faible motilité peut étre un caractére propre de la souche, comme elle pourrait étre
expliquée par le faible nombre d’observations enregistrées dans une durée potentiellement
courte. Les spz dans le sperme du lapin de souche synthétique se caractérisent par une motilité
massale inférieure a celle mesurée chez les lapins de différentes origines (Bencheikh, 1995 ;
Theau-Clement et al., 2003 ; Brun et al., 2006 et 2009).

En revanche, leur motilité individuelle est tantét supérieure, tantét plus faible que celles

rapportées par les données bibliographiques et ce en fonction de 1’origine génétique du lapin

(Bencheikh, 1995 ; Garcia-Tomas et al., 2006a).

Boulbina.(2011) a trouvé un taux faible de mobilité des spz, chez le lapin local (64,2%) et
de 74,8% a un age plus avancé chez la méme population (entre 24 et 33 semaines). Brun et
al.(2006) ont rapporté un taux de 76% en utilisant des males de lignées sélectionnées sur la

croissance. La mobilité des spz semble s’améliorer avec 1’age (Salcedo-Baca et al., 2004).

Chez le lapin, des travaux indiquent qu’une bonne motilité massale des spz accompagne un
bon taux de gestation (Brun et al., 2002b). Quel que soient les caractéres considérés (volume,
motilités, concentration), on a obtenu des valeurs plus faibles que celles enregistrées par
Bencheikh.(1993), Brun et al.(2002b), Castellini et al.(2003), Brun et al.(2006) et Theau-
Clément et al.(2009) (France).

En occurrence, Boulbina.(2011) a trouvé des valeurs moyennes plus élevées, a savoir le
volume (0,86 ml), la motilit¢ massale (7,68), la motilité individuelle (3,57), et la

concentration (735x10° spz).

Les différences de volume et de concentration spermatique semblent étre liées a 1’origine
géneétique des lapins et au programme de sélection auquel ils seraient soumis. Il est important
de souligner que les méthodes utilisées par ces différentes études étaient basées sur
I’observation et le comptage, qui probablement sont une source supplémentaire de la
variabilite des résultats (Cabannes, 2008), qui pourrait étre estompée par I’utilisation de

méthodes d’analyse assistées par ordinateur.
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Selon Bodnar et al.(1996) le volume et la concentration spermatique sont altérés lorsque le
rythme de collecte augmente. Selon les mémes auteurs, un rythme de préléevement extensif

améliore la motilité et le pourcentage de spz vivants.

L’ensemble des éjaculats présente un pourcentage moyen de spz anormaux de 14,4 + 4,05
%. Les anomalies totales observées chez les spz sont en proportion équivalentes a celles
rencontrées chez la race Néo-Zélandaise Blanche (Brésil) en moyenne 24,3% (Cardoso et
Bao, 2007).

Toutefois, ce taux d’anomalies totales diminue avec 1’dge de 1’animal, et se rapproche de la
valeur minimale rapportée par la littérature (entre 11,6 et 30,5%) (Khalil, 2002b ; Safaa et al.,
2008 ; Garcia-Tomas et al., 2006a).

Tableau 17 : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques du sperme frais.

N moy ETM Distr
Couleur 80 3,00 0,00 3 3
pH| 80 6,86 0,12 6,66—7,20
Volume (ml) 80 0,48 0,11 0,23—0,80
Motilité massale 80 521 0,77 46
% MM 80 82,86 7,82 60--95
Motilité individuelle 80 3,36 0,56 24
Pourcentage de spz vivants 80 73,69 1,29 70—76
con x106 spz/ml 80 502 28,9 437-564

N : nombre d’éjaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ; Distr : étendue
de la distribution des spermatozoides par méle ; con : concentration ; spz : spermatozoides.

Les valeurs moyennes et les écart-types globaux des différents critéres de 1’analyse

spermatique apres conservation sont représentées dans le tableau 18.

Les résultats obtenus nous permettent de déduire que la motilité d’ensemble diminue au fil
du temps de conservation, passant de 5,21+0.77 a 24h vs 0 a 96h. Alors qu’on a enregistré
des valeurs variables pour les températures de conservation avec une détérioration des

caractéristiques étudiées a partir de 72h pour les déférentes températures de conservation.

L'effet de la durée et de la température de conservation sur la motilité et la vitalité de la
semence est représenté a la figure 34, les résultats ont montré que tous les parametres des spz
ont diminués avec le temps de stockage (P <0,05), quelle que soit la température de

réfrigération utilisée. Cela est comparable avec 1’étude d’El-Gaafary.(1994), utilisant un
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diluant Tris-jaune, qui a constaté que les spermatozoides refroidis et stockés a 5°C pendant 24
h, avaient une motilité moyenne de 45% se baissant a 25% aprées 48 heures. Cette forte baisse
de la viabilité du sperme pendant tout le temps de conservation peut étre dle a la température
de refroidissement. La température comme cause de perturbation du spermatozoide de lapin
n’a pas été établie, cependant des études comparant diverses températures de conservation du

sperme de lapin concluent que 15 °C est plus approprié que 5 ° C (Roca et al., 2000).

Tableau 18: Les caractéristiques de vitalité et de motilité de la semence conservée.

°C | frais 24h 48h 72h 96h ESM | P

| 4 25,50+1,12° 07+2,24%" | 0,50+0,87' 00’

S| 10| g& |4875+1,30°| 30,75+2,16° 114109 |  2,75+0,83"

S| 15| &% | 61,75+2,05" | 43,75+2,38° 30+2,12% 13,5+1,50"

=20 32,50+1,80¢ +2,241911 03+0,71M +0,43'0,25
4 03% |  1,25+0,43M oo" oo"

s | 10| o & | 375:043™ | 2,75:0,43" 1,540,59 |  0,75+0,43%"

2| 15| w9 4°| 3,25+0,43" 3% 2¢f 4
20 3¢ +0,43',75 |  +0,43%90,75 oo"| ¥ |8
4 2be 1% 00" o S |3

—| 10| o & | 275£0,43" | 1,75+0,43% 1] 0,25+0,43° Y
15 " +0,43%3,25 |  +0,43%2,75 20¢ 1
20 2k 1% +0,5%0,5 00'

| 4 36,75+1,789 |  9,75+1,09%" | 0,250,439 009

S| 10] g & +1,87°53 | 31,75+1,48¢ +1,8°14,5 541,221

B 15| @ 5 | #1,12%665 | +2,38° 53,75 | 36,755,179 | +2,77¢ 15,25

> 20 33,542,187 | +3,11° 1575| +0,839575 008

(a, b, c d, e f, g h i)dans la méme ligne et pour le méme parametre, les valeurs affectées de
la méme lettre ne different pas significativement (P>0,05).

Il existe des interactions entre la température et le temps de stockage (P <0,05) sur toutes

les parametres évalués. Apres 72 heures de conservation, la qualité de la semence conservée a
15°C a fourni des meilleurs résultats avec une différence significative (p <0,05) pour tous les
parametres étudiés par rapport aux autres températures utilisées. En effet, I’étude in vitro de
Roca.(2000) a démontré que 15° C peut étre une température adéquate pour stocker le sperme
de lapin lorsque des extensions de tampon Tris sont utilisées. Castellini.(1996) a conclu que
les tampons inorganiques ont un pouvoir tampon limité tandis que les tampons organiques,
comme le Tris, sont plus appropriés pour le stockage du sperme de lapin a basses

températures.
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L’utilisation efficace de la semence réfrigérée pour I’lA dépend de la vitalité et de la
motilité des spermatozoides apres le stockage. Dans notre étude la comparaison de la qualité
de la semence conservée a 4°C et 20°C dans le méme temps de stockage, n’affiche aucune

difference significative (P> 0,05) entre les spz examinés pour les parameétres de viabilité et

motilité.
TM% MM
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80 >
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4
m4°C m4°C
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frais 24h 48h 72h  96h frais 24h 48h 72h 96h

Figure 34: I'évolution des parameétres de variation de la semence durant la période de
conservation (TM: taux de mobilité ; MM: motilité massale ; MI: motilité individuel ; VIT:
taux de vitalité).

La qualité des spz était plus élevée (P <0,05) pour les semences conservées durant 24h par
rapport aux autres durées. Les spz examinés & 96 h ont montré les paramétres les plus faibles
(P <0,05).

Des études antérieures pour évaluer la fertilité du sperme stocké chez le lapin ont été

menées dans le cadre de conditions expérimentales (El-Gaafary, 1994; Maertens et Luzi,
1995). Elles ont considéré que le taux de conception ne diminuait pas lorsque le sperme était
stocké a 20° C pendant 6 h apres dilution dans un diluant commercial a base de Tris Maertens
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et Luzi.(1995). Alors que El-Gaafary.(1994) a montré une chute importante des taux de mise
bas lorsque le sperme était conservé a 5 °C pendant 24 et 48 h aprés dilution dans un diluant

Tris-jaune.

La température de stockage du sperme est un facteur important permettant de conserver le
pouvoir fertilisant des spermatozoides de lapin (Lopez et al., 1996) et la température de 15°C
semble étre meilleure que les températures 4° C, 10°C et 20°C avec une durée de

conservation ne dépassant pas les 72h et 1’utilisation des extensions de tampon Tris.

V.3. Effet du niveau d’alimentation et du taux protéique de la ration sur la libido et les

caractéristiques de la semence du lapin de la souche ITELV 2006
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V.3.1. La consommation alimentaire

Les quantités moyennes ingérées durant la période expérimentale varient en fonction des
lots et des individus (Figure 35), les lapins du lot C ou la ration est supplémentée par les
peptones de viande consomment la quantité d’aliment la plus faible (112,1+7,8g), suivi par
les animaux du lot rationné B (115,2+6,69), alors que les lapins du lot témoin (A) ingérent la
plus grande quantité d’aliment (131,7+£10,9g) (Tableaul9).

Tableau 19: La consommation alimentaire moyenne des males des trois lots
expérimentaux.

lot A lot B lot C

Nb. d'observations 600 600 600
Min — Max (g) 85-174 78-120 80-120
Moyenne (g/j) 132 (£11) | 115 (+7) 112(+8)

Box plots

210 +

190 + male | lot B

170 +

150 +

130 + f

] [ = ==

90 + 4

70 -

male | lot A male | lot C

+ Moyenne & Minimum/Maximum

Figure 35 : La consommation alimentaire des males des trois lots expérimentaux.

V.3.2. Evolution du poids corporel

Nos résultats indiquent une variation du poids vif relativement faible en fonction des lots

et des individus. On s’attendait a un gain de poids plus important pour les males du 3°™ lot,

suplémentés en protéines. Par contre, les résultats montrent des valeurs significativement plus

élevées en faveur des animaux du lot témoin A, comparativement aux deux autres lots
(P<0,05) ( Tableau 20), (Figure 36).
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Tableau 20: Poids corporel moyen et gain de poids moyen pour les trois lots
expérimentaux.

lot A lot B lot C
Nb. d'observations 72 12 72
Poids initial (g) 3671P 37752 36902
Poids final (g) 39002 3641° 3749°
Ecart moyen (g) +2292 -134° +59b
Comparaison lotAvs C lotAvs B lotBvs C
ESM 5,12 4,50 0,62
Valeur critique 2,92 2,92 2,92
p. <0,0001 <0,0001 0,810

(a, b, c) dans la méme ligne, les valeurs affectées de la méme lettre ne différent pas
significativement (P>0,05).
Valeur critique du d de Tukey : 3,41

De nombreux auteurs ont montré un effet dépressif du rationnement des males

reproducteurs sur leurs poids. En effet, Luzi et al.(1996) ont rapporté que les males rationnes
juste au besoin d'entretien, soit: 114 a 125 g/jour ou encore 75-80% de I'ad libitum,
présentent un poids vif réduit (4,0 vs 4,8 kg). D’autres études ont noté que chez le lapin de la
race Neéo-Zélandaise, 1’ingestion augmente moins rapidement que le poids vif car le lapin

régule son ingestion selon son besoin énergétique (Lebas et Gidenne, 2005).

Dans notre étude, les conditions de I’expérimentation, étaient maitris€ées dans le batiment
d’¢levage afin de supprimer I’effet des températures €levées de la saison estivale (climatiseurs

placés dans le batiment permettant de maintenir la température a 25°C).

—lot A —lot B lot C
3,95
EX -
385 ///
/
3.8 —
E 3,75 /4>\

3.7 /

3.65

Poids (Kg)
\
\

3.6
3,55

3.5
e 52 53 S4 55 s6 57 58

Semaines

Figure 36: L'évolution du poids moyen des 9 lapins de chaque lot au cours des 8 semaines
d'essai

V.3.3. Evaluation de la production spermatique chez les lapins

V.3.3.1.Taux de récolte utile des lapins
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En général, nous avons obtenu un taux global de récoltes utiles élevé 100%. Les
éjaculations donnant lieu a des éjaculats avec du gel représentent 26,05% avec une

prédominance significative pour le premier éjaculat comparé au second (18,88% vs 7,17%).

Le refus de la collecte est nul au cours des 8 semaines d'expérimentation. Contrairement a
Boulbina.(2011), qui a signalé que le taux de refus était plus élevé dans un essai de 6
semaines par rapport a un essai de 16 semaines (3,6% vs 1,6%). Bencheikh.(1993) a noté que
quelque soit le rythme de collecte, les valeurs de refus restent faibles, et il indique que la
réponse des males a la collecte, peut constituer une caractéristique de la souche. Le refus des
males INRA A2066 et celui de males INRA 1077 était respectivement de 1,7% et 8,2%
(Bencheikh,1993).

Le pourcentage de présence d’urine, ou celui des ¢jaculats a volume réduit s'avere nul,

contrairement aux résultats de Boulbina.(2011) qui a rapporté un pourcentage de 4,8% pour la
population locale algérienne. Bencheikh.(1993) a trouvé un taux d’éjaculats avec urine de
13,4% et 6,5% respectivement chez les males des souches A2066 et A1077. Brun et

al.(2006) ont trouve un taux de 4,7 et 13,9% respectivement pour les lignées L et H.

Le refus de la collecte nul de notre expérimentation ne pourrait étre expliqué par
I’adaptation et I’entrainement des males avant I’expérimentation d’une part et d’autre part, a

la bonne maitrise de la technique de récolte.

V.3.3.2. Evolution hebdomadaire de I’ardeur sexuelle et des caractéristiques de la

semence
V/.3.3.2.1. Ardeur sexuelle ou libido

Le temps séparant la présentation de la femelle boute- en-train du chevauchement (T1) est

en moyenne de 9,53;11,85 et 9,53 secondes pour les lots A , B et C respectivement. Le temps
séparant la présentation de la femelle et 1’¢jaculation (T2) est en moyenne de 15,71 secondes
pour le lot A,18,09 pour le lot B et 15,43pour le lot C, avec un temps significativement
prolongé des males de lot B avec une probabilité P<0,05. Ainsi la moyenne de la libido sur
toute la période d'essai est de 16.41+ 3,4 sec (Figure 37). 1l semblerait que les T2 se révélent
plus proches que ceux étudiés par Lankri et al.(2019) pour la méme souche synthétique (14,9
secondes) et que ceux enregistrés par Bencheikh.(1993) pour les souches A 2066 et A 1077,
les moyennes de T2 de ces deux souches étant respectivement de 14 et 18 secondes.
Boulbina.(2011) signale chez les méles de la population locale algérienne, une libido (T2)

moyenne de 14,5.
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La libido
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Figure 37: Effet du type d'alimentation sur la libido

V.3.3.2.2. Caractéristiques de la semence
- Caractéristiques macroscopiques

L’analyse macroscopique de la semence des males des trois lots ne révéle aucune
différence apparente de couleur de la semence. Selon la grille déterminant la couleur du
sperme de Roca et al.(1993), une note proche de 3 a été attribuée pour les trois lots
expérimentaux avec le symbole BN pour le blanc nacré. Les valeurs de pH déterminées sur
les spermes des trois lots ne montrent aucune différence significative ; elles sont en moyenne
de 7,06 £ 0,27 ; 7,06 + 0,23 et 7,03 £ 0,25 respectivement pour les lots A, B et C. Ces valeurs
sont considérées comme normales et comparables a celle rapportée par Lankri et al. (2019) et
Brun et al.(2006).

Pour le volume des éjaculats des trois lots, les valeurs oscillent autour d’une moyenne de

0,48 ml (Tableau 21). Nos résultats en termes de volume se rapprochent des valeurs décrites
par Lankri et al.,(2019) ; Boiti.(2005). Nous avons obtenu des valeurs plus faibles que celles
enregistrées par Bencheikh.(1993), Castellini et al. (2003), Brun et al. (2006) et Theau-
Clément et al.(2009). Boulbina.(2011) rapporte des valeurs moyennes supérieures, a savoir un

volume de 0,86 ml.
- Caractéristiques microscopiques

Les caractéristiques microscopiques de la semence des males de la souche synthétique

(concentration, les motilités massale et individuelle) sont relativement faibles et similaires a
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celles signalées par Nabi.(2013), sur les lapins males de population blanche et élevés dans la
région de Tizi-Ouzou, qui obtient une concentration moyenne de 428,94x10° spz. Par contre,
Boulbina.(2011), sur les lapins de population locale enregistre des valeurs moyennes plus
élevées pour les caractéres de motilité massale (7,68), motilité individuelle (3,57), et de

concentration (734,9 x10 ° spz).

Nos résultats sont également inferieurs a ceux signalés par plusieurs auteurs sur les
souches INRA (Bencheikh, 1993 ;Brun et al., 2006 ;Theau-Clément et al.,2009).

V.3.4. Effet du niveau d’alimentation et de la supplémentation protéique

Le plus bas niveau de protéines (14,5%) dans le régime B rationné de 120g/j a donné des

temps de libido significativement plus longs et des taux de vitalité et des anomalies des
spermatozoides plus faibles que dans les deux autres groupes. En ce qui concerne la quantité
d'aliments a administrer a des males, Luzi et al.(1996) montrent qu'un protocole diététique
restreint réduit la libido et certains coups séminaux. Cependant, le plus important facteur n'est

pas la quantité de diete fournie, mais ses caractéristiques chimiques.

Nos résultats montrent que le rationnement et la supplémentation ne semblent pas

influencer les caractéristiques de la semence (mis a part la libido, les anomalies, le % de
vitalité) (Figure 38), car aucune différence significative n’a été révélée. cela pourrait étre lié
a la courte durée de I’expérimentation. En revanche, Luzi et al.(1996) ont conclus que le
rationnement réduit significativement le poids vif, la libido et diminue le volume des éjaculats

ainsi que le nombre de spermatozoides par éjaculat.

Par contre, dans cette méme expérimentation, les auteurs n’observent aucune influence du
taux protéique (14,5% ou 19,7%) sur les caractéristiques de la semence de ces males. Les
différentes études relatives a 1’effet de la teneur protéique de 1’aliment sur les caractéristiques

de la semence recommandent un taux optimal de 14,5% (Luzi et al., 1996).

En revanche, Castrovilli et al.(1995), ont trouvé une concentration (spz/ml) faible avec une

augmentation du taux de protéines (13-17-21%) sans changement du volume de I'éjaculat.

Le contenu protéique du régime a, au contraire, considérablement influencé la qualité des

semences et les parametres de fertilité observés in vivo, soulignant, ainsi la nécessité de ne

pas abaisser les teneurs en protéines brutes de moins de 15% dans I'alimentation.(Nizza et al.,
2000a).
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Pour I’alimentation d’un lapin male reproducteur, la composition de I’aliment distribué a

Tableau 21: Effet du type d'alimentation sur la libido et les caractéristiques de la semence.
plus d’importance que le niveau d’alimentation lui-méme (Lebas, 2014 ; Nizza et al., 2000a).

Par ailleurs, les taux de lysine et de méthionine dans I’alimentation des lapins males

influencent peu la libido et la qualité de la semence (Nizza et al., 2000Db).

D’apres Nizza.(2000a), I’alimentation des males est un facteur important a maitriser car les

caractéristiques de la semence et la libido sont affectées lorsque le niveau des apports
nutritionnels est insuffisant. En effet, un régime alimentaire ne contenant que 13% de
protéines brutes entraine une diminution du volume de I’éjaculat et de la concentration en
spermatozoides. Les régimes contenant plus de 15% de protéines brutes sont recommandés

pour assurer une production de sperme appropriée (Nizza et al., 2000a).
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Figure 38: Effet du type d'alimentation sur les caractéristiques des spz
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CHAPITRE V

A 0 | 113°| 130°| 115°
nornmaux% |16y | (+30)| (x2.0)
27,9° | 29,12 | 280"

O 1 i) i)
Morts® 1 (2.3) | (24,9) | (22)
a a a
Concentra. x 10°spz/ml Mfmmomv MTwmmd Mwh%mv
e 3,212 | 3,04°| 3192
Motilité individ. (+0,50) | (+0,64) | (+0,51)
Moltilité | 4992 | 428°| 5002
Olite massale | 1052) | (+0,87) | (£0,54)
b | 7.08°| 706° ) 7,08
PP (£0,27) | (20,23) | (+0,25)
Couleur | 2997 | 284°| 299°
(£0,12) | (£0,37) | (£0,12)
Volume (ml) 0482 | 0482 | 048°?
(x0,10) | (£0,11) | (x0,10)
T2 (se0) 15,71° | 18,092 | 1543°
(+4,01) | (£2,40) | (3,96)
9,53 | 11,852 | 9,53"
T1(se0) | (4310) | (+2.24) | (+3.08)
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significativement (P>0,05).

(a, b) dans la méme colonne, les valeurs affectées de la méme lettre ne different pas
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Conclusion
L’objectif de ce travail vise a étudier l’effet de quelques facteurs de réussite de
I’insémination artificielle liés au male (la fréquence des préléevement, I’alimentation par la
supplémentation protéique, la température et la durée de stockage de la semence) sur les
variabilité des caractéres de la semence, et a collecter des éjaculats ayant un nombre maximal

de spz durant une période déterminée, afin d’obtenir un maximum de doses utilisables.

De point de vue quantitatif et qualitatif, nous avons montré que le rythme extensif avec une

seule récolte par semaine est le meilleur. Nous constatons, par ailleurs, que ce rythme est le
moins important par rapport aux autres fréquences, en tenant compte de la quantité totale de
la semence produite par semaine. Le 3°™ rythme de récolte (intensif, 3 fois par semaine) et
le 45™ rythme (trés intensif, 4 fois par semaine) ont réalisé les nombres les plus élevés de spz

par semaine et aussi les nombres de doses utilisables les plus intéressants.

Les diluants a tampon Tris sont efficaces pour la dilution et le stockage de sperme de lapin
a 15 ° C durant 72h. L'effet de la durée et de la temperature de conservation sur la motilité et
la vitalité de la semence a montré que tous les paramétres des spz sont diminués avec le

temps de stockage (P <0,05), quelle que soit la température de réfrigération utilisée.

Néanmoins, Apres 72 heures, la qualité de la semence conservée a 15°C a fourni des

meilleurs résultats avec une deférence significative (p <0,05) pour tous les parameétres étudiés
par rapport aux autres températures utilisés. Cette qualité étaient plus élevee (P <0,05) pour
les semences conservées durant 24h par rapport aux autres durées. Alors qu’on ne peut jamais

revenir a la qualité initiale de la semence fraiche.

La comparaison de la qualité de la semence conservée a 4°C et 20°C sur une méme durée
de stockage, n’affiche aucune différence significative (P> 0,05) entre les spz examinés pour

les paramétres de viabilité et motilité.

La température de 15°C semble étre meilleure que les températures 4° C, 10°C et 20°C

avec une durée de conservation ne dépassant pas les 72h. L’utilisation des extensions de

tampon Tris sont efficaces pour la dilution et le stockage de sperme de lapin a 15 ° C durant
72h.

La consommation alimentaire journaliere moyenne des lapins males de la souche
synthétique est de 120+8g/j. Néanmoins les lapins ont bien réagi aux sollicitations avec un
taux de récolte utile de 100% et une moyenne de I’ardeur sexuelle de 16,4secondes, avec un

temps plus court pour le lot C.
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L’analyse de la semence montre que les trois lots présentent une production spermatique

moyenne; les lapins males produisent un volume moyen de 0,48ml, avec une concentration

moyenne de 444,58+ 54,83x10%pz/ml. L’analyse de la motilité donne une note moyenne de
=~5/9 (bonne) et =3/4 (bonne) respectivement pour les motilités massale et individuelle.

Nous signalons que notre expérimentation a été menée sur un échantillon réduit de males et

sur une période courte. Il serait donc nécessaire de compléter cette étude préliminaire par des

essais portant sur un plus grand effectif et sur différentes modalités. A ce propos, plusieurs
parametres importants seraient a développer.

- Pour distinguer les facteurs génétiques des facteurs phénotypiques, il est recommandé
d’utiliser un échantillon beaucoup plus important, pour pouvoir calculer I'héritabilité de
chaque caractere et voir I’influence de I’environnement sur les variations de ces parametres.
Un effectif élevé, en incluant de jeunes lapins serait intéressant a mettre en place pour

confirmer I’effet de I’aliment sur les performances des lapins reproducteurs.

- Une bonne connaissance et une meilleure gestion des besoins nutritionnels, en tenant

compte d'autres élements nutritionnels (énergétiques,...).

- Une bonne maitrise de la collecte de la semence du lapin par le préleveur car la relation

entre celui-ci et ’animal occupe une place prépondérante dans la réussite de la collecte.
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Résumé

L'effet du rythme de collecte du sperme récolté au vagin artificiel sur un ensemble de
caracteres de production des spermatozoides (spermogramme : motilité massale et
individuelle, taux de spermatozoides (spz) vivants, volume du sperme, concentration et
nombre de spz vivants par éjaculat récolté) a été analysé entre mars et juillet chez des lapins
reproducteurs de souche synthétique ITELV 2006 en Algeérie. Pendant 4 semaines, 6
différents rythmes ont été comparés sur 10 méles chacun : 1- rythme extensif de 2 éjaculats
successifs un jour par semaine (n = 80 éjaculats), 2- rythme intermédiaire de 2 éjaculats
successifs 2 fois par semaine a 3-4 jours d’intervalle (n = 159), 3- rythme intensif de 2
éjaculats successifs 3 fois par semaine a 72h d’intervalle (n = 228), 4- rythme tres intensif
avec 2 éjaculats successifs 4 fois par semaine a 48h d’intervalle (n = 155), 5- rythme
ascendant de 4 fréquences différentes (n = 194), 6- rythme descendant de 4 fréquences
différentes (n = 188). Le sperme récolté une fois par semaine (rythme 1) a eu une meilleure
qualité pour l'insémination artificielle : concentration = 502+29.108 spz / ml, volume = 0,48
+0,11 ml, motilité massale = 5,21+0,77, motilité individuelle = 3,36+0,56, libido = 17,8+2,4
secondes, pH = 6,86+0,12. Les rythmes les plus productifs (nombre moyen de doses de
semence utilisables par semaine) ont été les rythmes intensifs 3 et 4 avec le sperme récolté 3
fois ou 4 fois par semaine.

Mots-clés : insémination artificielle, rythme de collecte, semence, spermatozoide,
spermogramme.

Effect of frequency of collecting sperm on the quality of the semen
in the rabbit line ITELV 2006

Abstract

The effect of the collection rate of sperm collected on the artificial vagina on a set of
spermatozoa production characteristics (spermogram: mass and individual motility,
spermatozoa (spz) level, sperm volume, concentration and number of live spz per ejaculate
harvested) was analyzed between March and July in ITELV 2006 synthetic breed rabbits in
Algeria. During 4 weeks, 6 different rhythms were compared on 10 males each: 1- extensive
rhythm of 2 successive ejaculates one day a week (n = 80 ejaculates), 2- intermediate rhythm
of 2 successive ejaculates 2 times a week at 3-4 days apart (n = 159), 3- intensive rhythm of 2
successive ejaculates 3 times a week from 48 to 72h intervals (n = 228), 4- very intensive
rhythm with 2 successive ejaculates 4 times a week 24 to 48h intervals (n = 155), 5-
ascending rhythm of 4 different frequencies (n = 194), 6- descending rhythm of 4 different
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frequencies (n = 188). The sperm collected once a week (rhythm 1) had a better quality for
artificial insemination: concentration = 502+29.10°spz / ml, volume = 0,48 + 0,11 ml, mass
motility = 5,21 £ 0,77, individual motility = 3,36 £ 0,56, libido = 17,8 + 2,43 seconds, pH =
6,86 £ 0,12.The most productive rhythms (mean number of usable semen doses per week)
were the intensive rhythms 3 and 4 with the sperm harvested 3 times or 4 times a week.

Key words: artificial insemination, collection rate, semen, spermatozoon, spermogram.

Introduction

L’insémination artificielle (IA) chez le lapin est en cours de développement en Algérie. Ce
mode de reproduction a permis la mise en place d'un nouveau systéme de production : "la
conduite en bande" et une meilleure organisation des élevages. Selon Alvarino (2000) le male
est la base du succes de la reproduction. Le lapin méale joue un réle trés important dans la
réussite et dans la rentabilité d’un élevage cunicole car il influence la fertilité et la prolificité
d’environ 8 a 11 lapines lorsqu’on pratique la saillie naturelle (Roca 1994, Osechas et Becerra
2006) et 100 lapines lorsqu’on pratique 1’insémination artificielle (Eid 2008).

Un aspect important est la détermination des conditions d’utilisation du male, afin d’obtenir
une quantité optimale et de bonne qualité de sperme donc de semence. Dans ce contexte
s’inscrit notre objectif : il s’agit d’estimer I’influence du rythme de récolte du sperme sur les
caractéristiques des éjaculats recueillis chez des lapins de souche synthétique ITELV2006.

Cette souche a été créée en 2003 dans le cadre d’un programme de coopération entre INRA et
I’'ITELV ; elle a eté obtenue par un croisement initial entre la population locale algérienne et
la souche INRA 2666 (Gacem et Bolet 2005).

Bien que la production de sperme soit tres variable entre les males et selon les éjaculats pour
un méme male, la fréquence des collectes ainsi que la saison de collecte influencent
directement la quantité et la qualité du sperme et donc de la semence (Joly et Theau-Clément
2000).

Différentes études ont rapporté I’effet du rythme de prélévement sur la qualité du sperme en
utilisant des protocoles differents. Le nombre de prélévements par jour peut varier de 1 a 4
(Bodnar et al 1996 ; Bunaciu et al 1996 ; Lopez et al 1996 ; Mocé et al 2000a). A partir du
3eme prélévement, le volume, la concentration et le nombre des doses pour 1’insémination
diminuent (Lopez et al 1996). Le nombre de jours de collecte par semaine peut varier d’un
jour de prélevement (Bencheikh 1995 ; Bunaciu et al 1996 ; Arroita et al 2000 ; Mocé et al
2000a) a 7 avec des prélevements journaliers (Bodnar et al 1996). Dans ce cas, le volume et la
concentration spermatique sont altérés lorsque le rythme de collecte augmente (Bencheikh
1995 ; Bodnar et al 1996 ; Bunaciu et al 1996 ; Arroita et al 2000) tandis que le nombre de
spermatozoides prélevés par semaine est plus élevé dans les rythmes les plus intensifs
(Bencheikh 1995 ; Nizza et al 2003). L’intérét pratique a viser est d’obtenir un maximum de
doses de semences utilisables en un temps donné et pendant la vie du male en respectant au
mieux le bien-étre des lapins.

Notre travail, qui rentre dans le cadre d’une these de doctorat de faculté de la SNVde
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I’Université de Chlef, vise a étudier I’effet de la fréquence de collecte du sperme sur cette
production de sperme de méles de la souche ITELV 2006, a travers un ensemble de
caracteristiques aussi bien quantitatives que qualitatives.

Animaux, matériels et méthodes

A I’Université de Chlef, 25 lapins adultes dont 5 méles et 20 femelles de la souche hybride
synthétique ITELV2006 ramenés de I’Institut technique d’élevage de Baba Ali d’Alger, se
sont reproduits depuis leur mise en place le 7 février 2017. Aprés une année d’élevage et de
suivi de production, 60 lapins méles ont été utilisés pour 1’essai, 10 par modalité
expérimentale, 4gés de 7,5 a 8 mois, donc au moment de leur maturité sexuelle. En effet, la
maturité sexuelle, définie par le moment ou le nombre de spermatozoides (spz) récoltés par
jour n’augmente plus, serait atteinte vers 1’age de 32 semaines (Amann et Lambiase 1967).
Cependant, des spzs ont présents dans 1’éjaculat a la puberté dés ’age de 16 semaines
(Martinet 1974). Le poids moyen en début d’essai était de 3,70+ 0,13 kg et les mémes
conditions de logement ont été utilisées. Les animaux étaient nourris de granulés pour lapins
équilibrés et abreuves ad libitum et places dans des cages individuelles grillagées (75 cm de
longueur, sur 46 cm de largeur et 28 cm de 1’hauteur) a I’intérieur d’un batiment climatise.

La collecte du sperme a éte réalisée pour les six lots dans une période de 5 mois (de mars
a juillet) selon le protocole suivant :

Pour le premier lot deux éjaculats successifs un seul jour par semaine (jeudi).

Le deuxieme lot : deux prélevements successifs deux fois par semaine a trois a quatre jours
d’intervalle (vendredi et mardi). Ces deux lots (1 et 2) ont été préleves 4 semaines de suite
dans le méme mois pendant 30 jours (mars).

Le troisieme lot : deux éjaculats consecutifs trois fois par semaine, les dimanche, mardi et
vendredi, de 48 a 72 h d’intervalle pendant un mois (avril).

Le quatrieme lot avec une fréquence de deux éjaculats consécutifs quatre fois par semaine les
dimanche, mardi, mercredi et vendredi, soit de 24 a 48 h d’intervalle, pendant un mois (mai).

Le cinquieme lot avec une fréquence ascendante durant un mois (juin) débutée par deux
éjaculats successifs une fois pour la premiére semaine (dimanche) puis deux prélévements
successifs deux fois durant la deuxieme semaine (dimanche et mercredi), ensuite 2 éjaculats
consécutifs 3 fois pour la troisieme semaine (dimanche, mardi et vendredi), et enfin 2
éjaculats consécutifs 4 fois pour la derniére semaine (dimanche, mardi, jeudi et samedi).

Le sixiéme lot pendant un mois aussi (juillet) avec une fréquence descendante en inversant le
rythme du cinquiéme lot.

Un intervalle de 10 min séparait les 2 prélévements successifs un jour donné. La récolte de 2

éjaculats consécutifs par jour de prélevement et le choix des fréquences de collecte ont
d’abord été motivés par les connaissances bibliographiques.

Les males sont entrainés au prélévement du sperme au moyen du vagin artificiel dés 1’age de
5 mois (Garcia et al 2004 ; Garcia-Thomas et al 2006b ; Lavara et al 2008 ; Theau-Clément et
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al 2009). Aucune préparation sexuelle n’est appliquée au male avant la collecte. Un refus de
préléevement est enregistré si le male n’a pu étre récolté dans un délai de dix minutes de
contact avec une premiere lapine ainsi qu’avec une seconde (Theau-Clément et al 1991 et
2009).

La libido des lapins a été comptée avec un chronometre. C'est le temps écoulé en secondes
entre 1’introduction de la femelle et le premier chevauchement (T1), et celui entre
I’introduction de la femelle et I’éjaculation (T2) (Castellini et al 2006). La collecte du sperme
est effectuée a ’aide d’un vagin artificiel et en présence d’une femelle réceptive boute-en-
train (Boussit 1989).

Méthodes d’analyse du sperme
Les méthodes d’analyse du sperme sont les suivantes :

Une fois le sperme récolté, le volume total de 1’éjaculat recueilli est mesuré par lecture directe
sur le tube gradué servant a la collecte. Si le sperme recueilli contient du gel, ce dernier est
retiré a I’aide d’une pipette Pasteur pour déterminer le volume sans gel. Le pH du sperme est
mesuré a I’aide d’un pH-metre. La couleur est determinée par observation du sperme dans le
tube de collecte transparent (Boussit 1989). Une notation a été appliquée a la couleur du
sperme selon la grille de Roca et al (1993), variant de 0 (sperme contaminé avec ’urine
(Jaunatre) ou le sang (rosatre ou rougeatre)) a 3 (sperme blanc nacré ou blanc ivoire).

Ensuite les motilites massale et individuelle des spz ont été déterminées sous microscope. La
motilité massale a été appréciée en plagcant une goutte de sperme pure entre lame et lamelle
observée au grossissement (x10). Une note a €té attribuée au mouvement de la masse des spz
observés selon la grille de Petitjean (1965) (Boussit 1989) allant de 0 a 9.

La motilité individuelle a été appréciée aprés dilution du sperme dans 1cc de sérum
physiologique. Une goutte de semence (sperme dilué) a été observée entre lame et lamelle
avec un grossissement (x 40). Le type des mouvements individuel des spz est noté en
utilisant I’échelle d’ Andrieu (1974) (Boussit 1989) allant de 0 a 4.

Le pourcentage de spz morts a été déterminé par la préparation d’un frottis utilisant la
coloration vitale éosine-nigrosine : une goutte de sperme diluée dans du sérum physiologique
a été mélangée avec une goutte de colorant, ensuite le mélange a été étalé délicatement sur
une lame a I’aide d’une lamelle et séché a I’air libre (Baril et al 1993). Puis il a été observé au
microscope au grossissement (x 40) ; 100 spz sont comptés, a partir desquels sont estimés le
pourcentage de spz colorés correspondant aux spz morts dont la membrane endommagée est
perméable a la coloration rose, alors que les spz vivants avec leurs membranes fonctionnelles
ne laissent pas diffuser le colorant et restent par conséquent incolores (Boussit 1989).

Le pourcentage de spz anormaux a été étudié sur la méme lame ayant servi au dénombrement
des spz vivants. 100 spz ont été comptés au hasard parmi lesquels on a distingué les spz
anormaux (Boussit 1989).

La concentration en spz (en millions/ml) a été déterminée en utilisant un hématimetre de type

cellule de Thoma a partir d’une goutte de sperme diluée. Le comptage a été effectué sous le
microscope au grossissement x40 (Boussit 1989).
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Analyse statistique

Dans I’expérience, toutes les mesures ont été faites au cours des 4 semaines directement apres
la récolte. Quand la majorité des prélévements d’un méale étaient contaminés, 1’ensemble des
données de cet animal ont été éliminées (Benchikh 1995). On a exclu de I’analyse 2 méles du
lot 4 et un male du lot 3 (pododermatite). Les éjaculats contaminés et les absences de récolte
ont été considérés comme des données manquantes. Les analyses ont porté finalement sur des
effectifs de 9 et 8 males respectivement dans les lots 3 et 4, et 10 méales dans les autres lots.

Notre étude statistique des données obtenues a été traitée par un logiciel XLstat 2016

pour les calculs concernant d’abord les statistiques de position et de dispersion. Les
caractéristiques de I’éjaculat ont ensuite été étudiées au moyen d’un modeéle d’analyse de
variance a effets fixés incluant les effets du rythme de récolte, de ’ordre de I’éjaculat, de la
période de temps, et leurs interactions. On a utilisé le test de Student pour la comparaison de 2
moyennes observées a partir de 2 échantillons indépendants. Nous avons calculé ensuite les
correlations entre les caractéristiques du sperme, intra-modalité expérimentale, au travers des
correlations résiduelles résultant d’un modeéle d’analyse de variance incluant comme effet fixé
I’ordre de I’¢jaculat.

Résultats et discussion

Evaluation de la production spermatique chez les lapins
Taux de récolte utile des lapins

Le terme de taux de récoltes utiles désigne le rapport entre d’une part le nombre des ¢jaculats
non contamings par 1’urine ou le sang, avec un volume supérieur a 0,1 ml et contenant des spz
vivants, et d’autre part le nombre total de sollicitations, donc de récoltes potentielles.
(Bencheikh 1995).

En général nous avons obtenu un taux global de récoltes utiles élevé : 89,3%, revélant une
bonne réponse a la récolte artificielle du sperme pour cette souche synthétique. Nos résultats
corroborent ceux obtenus par Brun et al (2006) et Nizza et al (2001 et 2003) qui ont trouvé
des taux de réponses positives avoisinant respectivement 88,5% chez des lignées L et H
sélectionnées sur une croissance rapide et 85,1% chez des souches commerciales Hyla. Par
ailleurs, Garcia-Tomas et al (2006) ont marqué un taux de 93,9% chez des lignées
dénommeées C et R sélectionnées sur la croissance. Le taux de sollicitation rapporté par
Bencheikh (1995) chez des lapins de souche Hyplus soumis au méme deuxieme rythme de
collecte a été de 99,6%.

Les taux de récolte utiles ont été significativement plus élevés avec les rythmes extensif,
intermédiaire et intensif : 100% , 99,4%, 100% respectivement contre 60,5% 97,0%, 94,0%,
pour les rythmes tres intensif, ascendant et descendant. Deux situations principales ont été a
’origine de I’absence de récolte utile : le refus de prélévement ou le volume réduit de
I’éjaculat (<0,1 ml). Bencheikh (1995) désigne un taux de récoltes utiles significativement
élevé avec le rythme extensif de collecte : 78% contre 70% pour le rythme intensif dans
I’expérience I, 80% contre 69% pour le rythme intermédiaire dans I’expérience 11 (P<0,01).
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La fréquence des refus de préléevement a été nulle pour les trois premiers rythmes ; une seule
récolte a été perdue a cause de faute de manipulation dans le lot 2 (rythme intermédiaire). La
proportion de refus de prélevement a été plus élevée pour le rythme tres intensif : 101 sur 256
sollicitations contre 12 et 6 respectivement pour les rythmes descendant et ascendant. Ces
résultats ne tiennent pas compte des refus quasi systématiques de prélévement de trois males
(lots 3 et 4) (Tableau 1).

Tableau 1. Réponses aux sollicitations, taux des éjaculats utiles et présentant un gel

Lot1(10) Lot2(10) Lot3 (9) Lot4 (8) Lot5 (10) Lot6 (10) T (57)
Cl Cc2 c1 C2 C1 C2 C1 C2 Cl cC2 C1 C2
N sollicitations 40 40 80 80 114 114 128 128 100 100 100 100 1124
N éjaculats collectés 40 40 80 80 114 114 125 120 100 100 100 100 1113
%Réponse aux 100 100 100 100 100 100 97,6 93,7 100 100 100 100 99
sollicitations
N éjaculats éliminés 0 0 0 01 0 0 34 67 0 06 04 08 120
Causes d’élimination
V réduit 0 0 0 0 0 0 31 59 0 06 04 08 108
Refus de sollicitation 0 0 0 0 0 0 03 08 0 0 0 0 11
Autres 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 01

N. éjaculats utiles 40 40 80 79 114 114 94 61 100 94 96 92 991
% éjaculats utiles 100 100 100 98,7 100 100 734 476 100 94 96 92 89,3
N. avec gel 16 03 37 07 46 08 86 13 43 7 41 8 315
% avec gel 40 75 462 88 403 7,00 915 213 43 744 427 869 317

N : nombre ; V : valeur ; % : pourcentage ; T : total ; C : collecte

Des auteurs ont déja relevé la fréquence faible des refus de prélevement chez le lapin
(Grégoire et al 1958 ; Amann et Lambiase 1967) et, a I’inverse, la fréquence plus importante
des éjaculats contaminés par I’urine, en particulier chez certains individus (Adams 1972),
mais ils n’ont pas fait de relation avec le rythme de récolte du sperme.

Le pourcentage de présence d’urine s’est montré nul. En revanche Bencheikh (1993) a trouvé
un taux d’urine de 13,4% et 6,5% respectivement pour les souches A2066 et A1077. Brun et
al (2006) ont trouvé un taux de 4,7 et 13,9% respectivement pour les lignées L et H. Boulbina
(2011) a vu un pourcentage de 4,8% chez la population locale.

Nos résultats révelent une proportion de 9,6% d’éjaculats de faible volume (<0,1 ml). 8%
pour le quatrieme lot (fréquence de 4 fois par semaine). En définitive, les males de la souche
synthétique semblent s’étre adaptés a la récolte du sperme a I’aide d’un vagin artificiel concu
par nos soins, et qui pourrait étre utilisé dans le cadre de I’insémination artificielle.

Les éjaculations donnant lieu a des spermes avec du gel ont représenté 28,0% des cas. Ce taux
est proche de celui rapporté chez la race Néo-Zélandaise Blanche (27% ; Roca et al 1993), et
les lignées sélectionnées sur la croissance C et R (22,8% ; Garcia-Tomas et al 2006a). La
présence du gel constitue une manipulation supplémentaire lors de 1’analyse du sperme ou de
la semence avant une insémination artificielle, mais dans les conditions naturelles lors d’une
saillie naturelle ce gel constitue un bouchon au niveau du vagin de la lapine pour éviter le
reflux du sperme apres I’accouplement (Alvarino 1993).

Bencheikh (1993) note que quel que soit le rythme de collecte, les valeurs de refus sont
restées faibles, et il indique que la réponse des males a la collecte peut constituer une
caractéristique de la souche. Le refus des males de souches INRA A2066 et INRA 1077 était
respectivement de 1,7% et 8,2%.
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Evolution hebdomadaire de I’ardeur sexuelle et des caractéristiques du sperme en fonction
du rythme de collecte

Ardeur sexuelle ou libido

Le temps séparant la présentation de la femelle boute-en-train du chevauchement (T1) a été en
moyenne de 10,4 secondes. Il semblerait en moyenne que le T1 se révéle plus allongé que
celui obtenu par Bencheikh (1993) pour les souches A 2066 et A 1077 (4 et 5,5 secondes).

Les moyennes de temps séparant la présentation de la femelle de 1’éjaculation (T2) de ces
deux souches étaient respectivement de 14 et 18 secondes. Les lapins méales de notre souche
synthétique (ITELV 2006) étudiés entre la 30éme et la 36éme semaine d’age, ont montré une
ardeur sexuelle moyenne avec 14,9 secondes, meilleure que celles des lapins de lignées L et H
(sélectionnées sur le poids corporel) et estimées respectivement a 28,3 et 27,5 secondes (Brun
et al 2006) ; de celles de trois phénotypes de la race égyptienne Baladi (Red : 21 secondes,
White : 18 secondes, Black : 22 secondes) indiquées par Khalil (2002b). Par ailleurs, Nizza et
al (2003) ont souligné que chez des males adultes de génotype Hyla (plus de 12 mois d’age)
la libido était de 23,2 secondes. Les libidos pour les six lots de notre étude ont été
respectivement :17,8, 12,5, 17,0, 14,1, 16,9 et 14,9 secondes pour les lots 1,2,3,4,5 et 6. Par
ailleurs, Safaa et al (2008) ont rapporté une libido de 14,5 secondes chez des lapins de race
Black Baladi et 21,9 secondes chez des lapins de race Néo-Zélandaise blanche &ges entre 24
et 36 semaines. Dans notre étude, le temps de réaction enregistré entre la 30éme semaine et la
fin de ’expérimentation est inférieur de pres de 25% a celui de la race égyptienne Black
Baladi (7,7 secondes).

D’une maniére générale, nous pouvons dire que les males de la souche synthétique se sont
caractérises par un temps de réaction plus court par rapport aux différents types de lapins
¢tudiés dans la littérature, entrant ainsi dans 1’intervalle de variation (entre 5 et 300 secondes)
énoncé par Alvarino (1993). Ce résultat pourrait étre dd a une caractéristique de la souche ou
bien a la méthodologie de collecte que nous avons adoptée. En effet, en plus du méme
préleveur, plusieurs lapines boute-en-train ont été utilisées au cours de toute
I’expérimentation.

Les caractéristiques de ’éjaculat
Distribution des variables

Les distributions du volume, de la concentration, des motilités individuelle et massale par lot
ont montré des coefficients d’asymétrie et d’aplatissement inferieurs & zéro presque dans tous
les lots. Par rapport a une distribution normale, un déséquilibre agauchea étéenregistré dans la
plupart des distributions. Pour les pourcentages des anomalies et des vitalités on a enregistré
le contraire avec une asymeétrie a droite et d’autre part une trop grande proportion de données
était égale ou proche de la moyenne. De ce fait, les résultats obtenus avec les méthodes
statistiques basées sur I’hypothése de normalité (analyse de variance) doivent étre interprétés
avec prudence.
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Comparaison des 2 éjaculats successifs

L’effet de I’ordre de 1’éjaculat a été significatif (p<0,01), quelle que soit la caractéristique
considérée pour le rythme, mis a part le pH. Le volume a été plus faible au second
prélevement (0,36 vs 0,57 ml), mais toutes les autres caractéristiques de I’éjaculat ont été
améliorées a la 2°™ récolte : la motilité d’ensemble (5,3 vs 5,12), la motilité individuelle
(3,47 vs 3,27), le pourcentage de spz vivants (74,4 vs 73,0%), la concentration (524 vs 480
millions par ml).

Une analyse analogue des autres rythmes confirme ces résultats. Les males répondent mieux a
la premiére sollicitation qu’a la deuxiéme. D’un autre coté, nos résultats ont montré une
prédominance significative pour le premier éjaculat avec gel comparé au second
(respectivement en moyenne 27,1% vs 4,64% soit un écart de 70,8%), telle que signalée par
Holtz et Foote (1978b) et Garcia-Tomas et al (2006a) avec un écart de 72%.

Au cours de notre expérimentation, sur le nombre total des éjaculats éliminés, 6,0% sont
survenus lors de la 2eme collecte, ce qui en accord avec les observations de Benchikh (1995),
et Garcia-Tomas et al (2006).

Effet du rythme de récolte

L’analyse du sperme ne révéle aucune différence apparente de la couleur pour la majorité des
résultats relevée chez les lapins. Selon la grille de la couleur de sperme de Roca et al (1993),
variant de 0 a 3 (sperme blanc nacré ou blanc ivoire), une note de 3,0 a été attribuée pour les
lots 1 et 2 avec le symbole BN pour blanc nacré. Alors qu’on a enregistré respectivement

2,77 ;2,58 ;2,62 ; 2,63 pour les lots 3, 4, 5 et 6. (Tableau 2)

Tableau 2. Caractéristiques macroscopiques du sperme

lot N moy ETM Distr p
1 80 3,00 0,00 3—3

e 2 159 299 0,11 2—3

3 3 228 2,77 042 2—3

2 4 155 2558 0,56 1—3

° 5 194 263 0,56 1—3
6 188 2,64 064 1—3

80 6,86 0,12 6,66—7,20

159 7,07 0,26 6,50—7,57 <0,01
228 7,18 0,25 6,59—7,60 <0,01
155 7,04 0,19 6,66—7,50 <0,01
194 7,04 0,18 6,66—7,44 <0,01
188 7,01 0,10 6,66—7,60 <0,01

p
coUhwWN R

80 0,48 0,11 0,23—0,80

159 0,48 0,10 0,30—0,70 0,78
228 045 0,111 0,25—0,70 0,03
155 041 011 0,14—0,65 <0,01
194 041 0,14 0,11-0,80 <0,01
188 042 011 0,12—0,69 <0,01
N . nombre d’ejaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la
moyenne ; Distr :étendue de la distribution des spermatozoides
par male ; p : seuil de signification de la différence entre les
moyennes (p<0,01).

Volume (ml)
OO WN P
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Des travaux sur le sperme des lapins de race Californienne, Néo-Zélandaise et Chinchilla agés
de 10 mois, ont affecté une note moyenne de 2,03 a la couleur du sperme (Salcedo-Baca et al
2004). Ce dernier était un peu moins opaque que le sperme de notre souche synthétique (avec
une moyenne de 2,76 pour ’ensemble des éjaculats de I’essai), en relation avec la
concentration en spz plus élevée (Roca et al 1993).

Pour les lots 4 et 5 on a enregistré une dégradation de la note au cours de I’essai
respectivement de 3 vers 1, 6 et de 3 vers 2 contrairement au lot 6 ou on a obtenu une
diminution de la note de 3 jusqu’a 2 vers la deuxieéme semaine suivie d’une amélioration de
3. La couleur est un indicateur de la qualité du sperme (Boussit 1989 ; Alvarino1993). Les
travaux de Roca et al (1993) ont montré une corrélation positive entre la couleur et la
concentration spermatique. La diminution de la note attribuée a la couleur du sperme indique
une dépréciation de la concentration spermatique.

Le volume moyen de toutes les collectes de notre expérimentation est de 0,44+ 0,12 ml,
inférieur & celui prélevé chez différentes races (Californienne, Néo-Zélandaise Blanche et
Chinchilla du Mexique) agées entre 32 et 48 semaines d’age (1,15 ml) (Salcedo-Baca et al
2004). Selon Boulbina et al (2011) chez le lapin local algérien, le volume total collecté entre
la 24éme et la 33¢me semaine d’age est estimé a 1,2 ml. Par ailleurs, chez les lapins hybrides,
agés entre 3 et 18 mois, le volume moyen du sperme était de 0,92 ml (Roca et al 2005).

Le volume sans gel moyen du sperme récolté chez notre souche synthetique est similaire a
celui estimé chez la lignée H : 0,59 ml (Brun et al 2006). La population locale algérienne
enregistre un volume de 0,73 ml (Boulbina 2011) nettement supérieur a celui récolte sur les
lapins de notre souche synthetique au méme age : 0,44 ml. En revanche, la race égyptienne
Baladi noir et la souche INRA1077 ont présente un volume aussi supérieur : 0,73 ml et 0,79
ml respectivement (Safaa et al 2008 ; Bencheikh 1995).

Le pH du sperme récolté au cours de I’expérimentation a été en moyenne de 7,04. Cette
valeur est considérée comme normale et comparable a celle rapportée par Brun et al (2006).
Une variabilité du pH du sperme est révélée par les données de la littérature, entre les
différentes souches et races étudiées (de 6,94 a 7,63) (Garcia-Tomas et al 2006a ; Brun et al
2002a ; Brun et al 2009). La mesure du pH au pH-meétre doit étre immédiate car le sperme
s’acidifie rapidement suite a la formation d’acide lactique, résultant de I’utilisation des sucres
par les spermatozoides (Alvarino 1993 ; Arencibia et Rosario 2009).

La concentration affiche une moyenne de 415+ 81millions de spz qui se rapproche des valeurs
décrites par Boiti (2005). L’évolution hebdomadaire de la concentration exprimée en spz par
millilitre pour les lapins diminue progressivement au cours de la période expérimentale de
502x10°%spz dans la premiére semaine jusqu’a 339x10° spz pour la fin de 1’expérimentation.
Nos résultats sont plus faibles que ceux enregistrés par Bencheikh (1993), Brun et al (2002),
Castellini et al (2003), Theau-Clément et al (2009) et Brun et al (2006) chez la lignée L
(634x10° spz/ml) et la lignée H (738 x 10° spz/ml). lls sont similaires & ceux trouvés par Nabi
2013 (429 + 263 x 10°) pour le méme age. En effet, Boulbina (2011) a trouvé une valeur
moyenne plus élevée (735 x 10 ° spz et 506x10° spz/ml) entre 19 et 33 semaines d’age et de
642 x10%spz/ml chez les lapins récoltés a partir de la 24éme semaine d’age et jusqu’a la 33
d’age.

Par ailleurs Safaa et al (2008) indiquent des concentrations de 703x108spz /ml pour la race
Baladi Noir et de 590x10° spz/ml pour la race Néo-Zélandaise Blanche (en Egypte).
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Toutefois, des concentrations nettement plus faibles, de I’ordre de 243 x 10° spz/éjaculat, ont
été révélées chez différentes souches sélectionnées par 'INRA (1077, 2066, 2666 et 1001)
(Theau-Clément et al 2003 ; Brun et al 2009) et de 1’ordre de 245x10° spz/ml pour les deux
lignées C et R tel que rapporté par Garcia-Tomas et al (2006a).

Les notes moyennes de motilités massale et individuelle ont été respectivement de 4,32
+ 0,99 sur 9 et 2,8 + 0,76 sur 4. L’ensemble des €jaculats présente un pourcentage moyen de
spz anormaux de 14,4 £ 4,05 %.

Néanmoins, les notes moyennes de motilités massale et individuelle s’avérent faibles, au-
dessous du seuil d’une bonne mobilité (motilité massale : aspect de vagues (26/9) et motilité
individuelle : progression rapide (23/4)) et souhaitable pour des inséminations (Boussit 1989).
Cette faiblesse de motilité peut étre un caractére propre de la souche, comme elle pourrait étre
expliquée par le faible nombre d’observations enregistrées dans une durée potentiellement
courte.

Les spz dans le sperme du lapin de souche synthétique se caractérisent par une motilité
massale inférieure a celle mesurée chez les lapins de differentes origines (Bencheikh, 1995 ;
Theau-Clément et al 2003 ; Brun et al 2006 et 2009). En revanche, leur motilité individuelle
est tantot supérieure, tantét plus faible que celles rapportées par les données bibliographiques
et ce en fonction de I’origine génétique du lapin (Bencheikh 1995 ; Garcia-Tomas et al
20064a).

Boulbina (2011) a trouve un taux faible de mobilité des spz, chez le lapin local (64,2%) et
de 74,8% a un age plus avancé chez la méme population (entre 24 et 33 semaines). Brun et al.
(2006) ont rapporté un taux de 76% en utilisant des males de lignées sélectionnées sur la
croissance. La mobilité des spz semble s’améliorer avec 1’age (Salcedo-Baca et al 2004).
Chez le lapin, des travaux indiquent qu’une bonne motilit¢é massale des Spz accompagne un
bon taux de gestation (Brun et al 2002b).

Quel que soient les caractéres considerés (volume, motilités, concentration), on a obtenu des
valeurs plus faibles que celles enregistrées par Bencheikh (1993), Brun et al (2002), Castellini
et al (2003), Brun et al (2006) et Theau-Clément et al (2009) (France). En occurrence,
Boulbina (2011) a trouveé des valeurs moyennes plus élevées, a savoir le volume (0,86 ml), la
motilité massale (7,68), la motilité individuelle (3,57), et la concentration (735x10° spz). Ces
différences de volume et de concentration spermatique semblent étre liées a 1’origine
génétique des lapins et au programme de sélection auquel ils seraient soumis.

Il est important de souligner que les méthodes utilisées par ces différentes études
étaientbasées sur ’observation et le comptage, qui probablement sont une source
supplémentaire de la variabilité des résultats (Cabannes 2008), qui pourrait étre estompée par
I’utilisation de méthodes d’analyse assistées par ordinateur.

Les anomalies totales observées chez les spz sont en proportion équivalentes a celles
rencontrées chez la race Néo-Zélandaise Blanche (Breésil) en moyenne 24,3% (Cardoso et Bao
2007). Toutefois, ce taux d’anomalies totales diminue avec I’age de ’animal, atteignant
16,8% chez le lapin local 4gé entre 24 et 33 semaines d’age, et se rapproche de la valeur
minimale rapportée par la littérature (entre 11,6 et 30,5%) (Khalil 2002b ; Safaa et al 2008 ;
Garcia-Tomas et al 2006a).
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Hormis le pH et le volume, les moyennes des caractéristiques de I’éjaculat obtenu avec le
rythme extensif (lot 1) sont supérieures a celle des autres rythmes ; les différences sont a
chaque fois significatives (P<0,01). (Tableaux 2 et 3). Le pH est significativement plus faible
avec le rythme extensif (6,86 + 0,12) qu’avec les5 autres rythme(respectivement 7,06 ; 7,18 ;
7,04 ;7,04 ; 7,01). La moyenne du volume du sperme est similaire pour les trois premiers
rythmes et supérieure a celles des trois derniers rythmes et son evolution au cours de la
periode d’essai pour les deux premiers lots est presque constante (0,50 ml a 0,46 ml), pour le
troixieme, le quatrieme etle cinquiéme lots une dimunition remarquable débutant par un
volume de 0,54 ml et finissant par 0,24 ml, contrairement au 6°™lot pour lequel on a constaté
une chute remarquable dans la deuxieme semaine, suivie par une nette amélioration.

Tableau 3. Caractéres microscopiques du sperme

lot N moy ETM Distr p
1 80 521 077 46
g0 2 159 498 053 46 <0,01
=g 3 228 38 090 26 <0,01
2 4 155 38 121 16 <0,01
5 194 392 129 16 <0,01
6 188 404 125 16 <0,01
1 80 336 056 24
@z 2 159 318 050 24 <0,01
=3 3 228 2,68 0,74 14 <0,01
8z 4 155 251 092 14 <0,01
2 5 194 236 0,94 1—4 <0,01
6 188 271 090 14 <0,01
. 1 80 263 129 2430
g5 2 159 282 241  25-35 <001
CE 3 228 304 421 2142 <001
S2 4 155 333 831 1958 <001
es 5 194 326 768 2352 <001
6 188 30,3 655 1853  <0,01
1 80 502 289  437-564
©_ 2 159 442 551  305-548  <0,01
SE 3 228 404 66,7  276--543 <0,01
S g 4 155 375 105 126--567  <0,01
° 5 194 380 130 113-560  <0,01

6 188 386 98,6 130--567  <0,01
con : concentration ; spz : spermatozoides ; n : nombre
d’ejaculats ; moy : moyenne ; ETM : écart type de la moyenne ;
Distr :étendue de la distribution des spermatozoides par méle ;
p : seuil de signification de la différence entre les moyennes
(p<0,01).

Par rapport aux fréquences de rythmes extrémement intensifs (lot 4) et au rythme des deux
derniers lots, les trois premiers lots (1, 2 et 3) permettent de recueillir plus de 12% de volume
de semence en plus par éjaculat. Alors que par rapport aux fréquences étudiées (lot 2, 3, 4, 5
et 6), le pourcentage des spz vivants de rythme extensif (lot 1) a été amélioré respectivement
plus de 2,5%, 5,7%, 13,0%, 8,7%, 2,7% , en méme temps que la concentration a étéaméliorée
de plus de 12,1%, 19,9%, 32,5%, 24,5% 23,4% respectivement.
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L’augmentation quantitative de volume et de nombre de spz s’accompagne d’une
amélioration de la motilité. Le regroupement en classe des notes de motilité massale rend
mieux compte del’avantage du rythme extensif : 42,5% des éjaculats de ce groupe présentent
une note de 6/9, la proportion n’étant que de 4,4% dans le rythme intermédiaire. L’examen de
la distribution de la motilité individuelle dégage des conclusions similaires. Les valeurs
moyennes des motilités massale et individuelle, ainsi que les pourcentages des anomalies
totales des spermatozoides en fonction de la fréquence de collecte sont répertoriées dans le
Tableau 3.

Les motilités massale, individuelle et la concentration sont supérieures dans le rythme
extensif par rapport aux autres rythmes, ainsi qu’on a enregistré des pourcentages
moyennement faible pour les taux de mortalité et d’anomalie dans ce premier lot contre les
rythmes des autres lots. Ce qui est en accord avec Benchikh (1995), cependant, Nizza et al
(2003) et Vigrag et al (1992) n’ont pas trouvé d’effet de la fréquence ni sur le pourcentage des
anomalies ni sur le pourcentage des cellules vivantes.

La fréquence extrémement intensive correspond a une détérioration de I’ensemble
descaractéristiques de I’éjaculat : volume, motilité, concentration et pourcentage de spz
vivants. La valeur du pH est plus faible avec le rythme extensif, mais le pH est corrélé
négativement avec les autres caractéristiques de 1’éjaculat. D’aprés Amann (1981), un rythme
élevé de récolte, tel que la troisieme fréquence de collecte pratiquée ici, diminue les réserves
de la queue de I’épididyme, ainsi que le nombre de spermatozoides dans I’¢jaculat.

Selon Bodnar et al (1996) et Arroita et al (2000), le volume et la concentration spermatique
sont altérés lorsque le rythme de collecte augmente. Selon les mémes auteurs, un rythme de
prélevement extensif améliore la motilité et le pourcentage de spz vivants. Tandis que
Bunaciu et al (1996) et Bencheikh (1995) ont montré que le nombre de spz prélevés par
semaine était plus élevé dans les rythmes les plus intensifs. Par contre, Bencheikh (1995) a
signalé que sur la base de la quantité hebdomadaire de spz récoltés, une fréquence de 2 a 3
jours par semaine parait préférable au rythme extensif.

En revanche, certaines études plus récentes ne soulignent aucun effet du rythme de collecte
sur la motilité, le pourcentage de spzvivants, le pourcentage d’anomalies de I’acrosome et le
pourcentage d’anomalies spermatiques (Arroita et al 2000) ; Nizza et al 2001 ; Nizza et al
2003) pour des rythmes comparables a ceux que nous avons étudiés.

Des études menées chez différentes especes, basées sur I’estimation des réserves testiculaires
de spz, montrent que le rythme de récolte n’affecte pas le niveau de la production spermatique
dans le testicule (Bencheikh 1993). Selon Amann (1970a), les mémes études soulignent la
diminution de la durée nécessaire pour le transit du spz dans I’épididyme, ainsi que la
réduction des réserves épididymaires, suite a I’application d’un rythme intensif de récolte.

Compte tenu du fait qu’aucune étude n’a inclu tous les rythmes tels que ceux pratiqués ici, il
est difficile de comparer toutes les valeurs moyennes des caractéristiques du sperme a celles
obtenues dans des travaux antérieurs. Nos résultats, en accord avec les études antérieures, ont
montré que la fréquence de collecte influence grandement les caractéristiques de 1’éjaculat.
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De plus, les souches de méles utilisées étaient toujours différentes et les effectifs réduits.
Corrélation entre les caracteéristiques de [’éjaculat

Dans notre expérience, environ 991 données (80 éjaculats du rythme extensif, 159 du rythme
intermédiaire, 228 du rythme intensif, 155 du rythme extrémement intensif, 194 du rythme
ascendant et 188 du rythme descendant) ont €té intégrées dans le calcul des corrélations.

Les variables mesurées ou calculées sont quasiment toutes corrélées (Tableau 4). Une
corrélation positive significative lie entre elles les critéres qualitatifs du sperme (motilité
massale et individuelle, concentration) ; la valeur du coefficient de corrélation varie alors de
0,82 a 0,85 pour I’ensemble des lots (p<0,01). Les mémes criteres paraissent positivement
mais faiblement liés au volume de I’éjaculat. En effet, un coefficient variant de 0,39 2 0,41 a
éteé trouve.

Tableau 4. Corrélations entre les caractéristiques du sperme (6 lots )

VOL pH MM M | CON MOR ANO
VOL 1 -0,17 0,41 0,40 0,39 -0,48 0,49
pH -0,17 1 -0,30 -0,31 -0,30 0,22 0,18
MM 0,41 -0,30 1 0,85 0,83 -0,81 -0,81
M I 0,40 -0,31 0,85 1 0,82 -0,77 -0,77
CON 0,39 -0,30 0,83 0,82 1 -0,86 -0,86
MOR  -0,48 0,22 -0,81 -0,77 -0,86 1 0,89
ANO  -0,49 0,18 -0,81 -0,77 -0,86 0,89 1

VOL : volume ; M M : motilité massale ; M | ; motilité individuelle ;

CON : concentration ; MOR : mortalité ; ANO : anomalies. Coefficient de
corrélation de Pearson, les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de
signification «=0,01

Par ailleurs, une correlation négative significative semble lier le taux de mortalité et les
anomalies aux criteres précedents, de -0,86 a -0,77 (p<0,01).

Selon Bencheikh et al (1995), une corrélation positive significative entre les criteres
qualitatifs du sperme avec une valeur du coefficient de corrélation variant de 0,28 a 0,49 dans
le rythme extensif, et de 0,43 a 0,59 dans le rythme intensif.

Nombre de doses de semence utilisables

En résumé ce nombre s’établit ainsi, si on considére qu’il convient d’avoir 12 x 10° spz par
dose pour insémination en semence fraiche.

Ainsi les rythmes ayant permis de produire le plus de spz dans la période sont par ordre
décroissant : 3 et 4, puis 6, puis 5 puis 2 et loin derriere 1. Il est possible de noter que dans la
4° semaine, les rythmes 2, 3, 4 et 6 sont beaucoup moins productifs que dans les autres
semaines (3,6 fois moins que la premiere semaine pour le rythme 6). De méme que la
premiére semaine du rythme 5 (deux éjaculats successifs une fois par semaine) par rapport
aux autres semaines. Par contre, on note une production constante, sans différence
significative pour les 4 semaines avec le 1°" rythme (P>0,05) (Tableau 5).
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Tableau 5. Nombre de doses de semence utilisables pour les méles selon le rythme de collecte.
Moyenne SEM

Rythmes Sem.1 Sem.2 Sem.3 Sem.4 par sem. (total) p.
1 8952 8272 8342 8312 847¢ 4,28 0,54
2 15832 1600  1430%*  1260° 1468P 4,28 0,16
3 21772 1882° 1661° 1520¢ 1810* 4,40 0,001
4 25078 2065° 1587¢ 1065¢ 1806* 4,79 <0,0001
5 8422 1642°¢ 2254P 1597¢ 1584¢ 4,28 0,008
6 28987 1424° 1360° 805° 16228 4,28 <0,0001

Moyenne 1523

Sem. = semaine. (a, b, ¢, d) dans la méme ligne et pour les mémes rythmes, (A, B, C, D, E) dans
la méme colonne, les valeurs affectées de la méme lettre ne different pas significativement
(P>0,05).

Les résultats obtenus soulignent I’importance de la fréquence des collectes pour la production
de sperme et la quantité de spermatozoides récoltés, par éjaculat, ou en moyenne par semaine.
Concernant les caractéres macroscopiques et microscopiques du sperme collecté durant notre
travail, une bonne qualité de sperme collecté avec le rythme 1 (1 jour par semaine) avait une
concentration moyenne de 502.10°+28,9 spz / ml, un volume moyen de 0,48 +0,11 ml, une
libido moyenne de 17,8+2,4 secondes, une motilité massale moyenne de 5,21+0,77, une
motilité individuelle de 3,36+0,56, un pourcentage de spz anormaux de 10,1+1,5%, et un
pourcentage de spz morts de 26,3+1,3 %.

Néanmoins les ryhtmes ayant permis de produire le plus de spz dans la période (en négligeant
les effets saisonniers) sont par ordre décroissant : 3 et 4, puis les rythmes 6, 5, 2 et enfin le
rythme 1.

A T’issue des résultats de ces essais, nous pouvons conclure que :

La réponse des lapins males a la sollicitation du vagin artificiel a présenté un faible taux de
refus, mais aussi une bonne récolte utile. Les males semblent s’adapter a la récolte de sperme
a I’aide d’un vagin artificiel congu par nos soins, et qui pourrait étre utilisé dans le cadre de
I’insémination artificielle.

Les résultats obtenus soulignent I’importance de la fréquence des collectes pour la production
de sperme en termes de quantité et de qualité. Ces données montrent qu’il est possible de
faire plusieurs types de rythme de collecte avec un trés bon taux de récolte, et une bonne
quantité de spermatozoides hebdomadaires (moyenne des semaines) collectés.

Les moyennes de la plupart des caractéristiques du sperme obtenues dans notre étude
montrent la nette supériorité du rythme extensif par rapport aux autres rythmes pour la qualité
du sperme obtenu.Ce qui est en accord avec Bencheikh (1995) qui montre chez la souche
Hyplus que le rythme extensif permet de multiplier le nombre de spz par éjaculat du rythme
intermédiaire par 1,6 et celui du rythme intensif par 2,3, en méme temps que la qualité du
sperme, appréciée par la motilité, est améliorée. De plus, le rythme extensif de récolte permet
de réaliser la meilleure adéquation entre le nombre de spermatozoides par éjaculat et leur
qualité, le nombre total par semaine et la gestion rationnelle des chantiers de collecte. Mais la
guantité moyenne de semence utilisables par semaine est la plus faible.

La production de sperme a été tres variable entre les males et selon les éjaculats pour un
méme male ; la fréquence des collectes influence directement la quantité et la qualité du
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sperme et de la semence. Un rythme de collecte trop intense altere la spermatogenése
(augmentation du nombre de spz immatures) et diminue les résultats de fertilité.

Conclusion

L’objectif de ce travail vise a collecter des éjaculats ayant un nombre maximal de spz durant
une période déterminée afin d’obtenir un maximum de doses utilisables. De point de vue
quantitatif et qualitatif de chaque éjaculat étudié a part, nous avons montré que le rythme
extensif du premier lot est le meilleur. Par ailleurs et en tenant compte de la quantité totale de
la semence produite par semaine avec les autres fréquences, nous constatons que ce rythme
est le moins important. Le 3e rythme de récolte (intensif 3 fois par semaine) et le 4° rythme
(intensif 4 fois par semaine) ont réalisé les nombres les plus élevés de spz par semaine et aussi
les nombres de doses utilisables les plus intéressants.
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Abstract

The present study aims to study the effect of storage time and temperature on the semen
quality of adult rabbits of the same age of the ITELV 2006 strain. In order to achieve our
goal, 04 experiments are conducted to evaluate the semen quality of 10 adult rabbits. The
semen samples are mixed the individual’s ejaculation analysis and divided into fractions, and
then diluted in a Tris diluent. They are then kept at four different temperatures for 96 hours.
Samples are taken after 24, 48, 72 and 96 h. The experiment is repeated 4 times during 1
month at a rate of once a week. The microscopic parameters of ejaculation are evaluated
before and after the preservation process. The results of the analysis showed that the
percentage of motility and vitality of spermatozoa in fresh semen is 82.86% + 7.82, 73.69% +
1.29 respectively. For the conserved semen and for the same parameters, a decrease in the
motility and vitality values is observed with the conservation time (p<0.05). For the storage
temperature, the semen kept at 15 °© C for 24h has the best values compared to other
temperatures (61.75% + 2.05 and 66.5% = 1.12 respectively for motility and vitality, p<0.05).
We record a zero motility and vitality for the semen kept at 4 ° C from 72h.

Key words: spermatozoa, refrigeration, Tris-based extender, vitality, motility.

Introduction

Despite the widespread use of Artificial Insemination (Al) in large rabbit farms in several
countries around the world, it has not become a common practice in Algeria. A limiting factor
for a more extensive practical application is related to the conservation of the semen. The
current practice of using freshly diluted sperm in a few hours following collection is mainly
limited to Al at the farm where the male is located, resulting to such high conception rates as
those obtained with natural mating. Short life imposes considerable stress on rabbit Al, as fast
delivery is essential. Since frozen semen is currently not suitable for routine Al in commercial
rabbit production (Morrell 1995 and Castellini 1996). The interest in preserving rabbit semen
for a period of 24-72h has been the subject of several trials (Alvarino et al., 1996, Gottardi,
1993, perrier, theau-clément et al 1998, Santa Maria et al, 1989). Badu et al 2004, have shown
that the semen kept 24h at 5 ° C in a saline solution (Tris- EDTA- citric acid) does not affect
the mobility nor the straightness of the displacement of the cells. The storage temperature and
its duration play an important role in sperm survival (Carluccio, and al., 2004) Temperatures
of 5 ° C to 25 ° C are suitable for the preservation of rabbit sperm for 72 h (Johinke, D. and
al., 2014; L6pez, FJ and Alvarifio, IMR 1998; Roca, J., and al., 2000). Mathur and al. (1992),
Gottardi (1993) and Lopez and al. (1996) found that a storage temperature of 15to 19 ° C is
the most favorable for sperm survival. Sperm refrigerated and stored for 24 to 72 hours may
facilitate their transport and subsequent widespread use of artificial insemination in rabbits
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while preserving the fertilizing capacity of sperm. In order to improve the management of
reproduction, the objective of this study is to evaluate the effect of different storage times at
different temperatures on the quality of the ITELV 2006 synthetic strain semen. This strain is
created in 2003 as part of a breeding program cooperation between INRA and ITELV; it is
obtained by an initial cross between the Algerian local population and the INRA 2666 strain
(Gacem and Bolet 2005).

Materials and Methods

At the level of the animal department of the Department of Agricultural Sciences and
Biotechnologies, Hassiba Ben Bouali University of Chlef, Algeria, 10 adult male rabbits of
the synthetic hybrid strain ITELV 2006 brought from the Baba Ali Breeding Technical
Institute of Algiers, aged 7.5 to 8 months, so at the time of sexual maturity. Indeed, sexual
maturity, defined by the time when the number of spermatozoa harvested per day no longer
increases, would be reached around the age of 32 weeks (Amann and Lambiase 1967).
However, spermatozoa have been present in the ejaculation at puberty as early as 16 weeks of
age (Martinet 1974). The average weight at the beginning of the test is 3.70 + 0.13 kg and the
same housing conditions are used. During the experimental period all animals receive,
voluntarily, a commercial feed in the form of granules, containing maize, soybean meal, mill
products, calcium, phosphates, amino acids, trace elements, poly vitamins, antioxidant, folic
acid, oil soybean and alfalfa (Table 1) and watered ad libitum and placed in individual wire
cages (75 cm long, 46 cm wide and 28 cm high) inside an air-conditioned building. The
livestock building is a concrete room, with an area of 220.80 m? and a height of 4m. It
consists of two separate rooms, one for the breeding of animals and the other in the form of a
laboratory for carrying out various analyzes. The two dirty ones are opened in the light of the
day by several lateral windows, having a system of cooling.

Table 1: Chemical composition of the standard feed

Component Content. (% as is) Reference of the method of analysis
Dry matter 91.42 NA 1291-1994

Mineral matter 7.51 NA 650 - 1994

Raw protein 14.5 NA 652-1992

Crude cellulose 9.49 NA 6138 -1991

Fat 3.38 NA 654 -1992

Calcium 0.89 NA 653 - 1992

Phosphorus 0.60 NA 657-1992

The sperm collection is carried out in a period of one month (March 2018) according to the
following protocol: two successive ejaculates a single day a week. An interval of 10 min
separated the 2 successive samples. The harvest of 2 consecutive ejaculates per day of
collection and the choice of collection frequencies are initially motivated by the bibliographic
knowledge. Males are trained to collect sperm using the artificial vagina as early as 5 months
of age (Garcia and al 2004, Garcia-Thomas and al 2006b, Lavara and al 2008, Theau-Clément
and al 2009). No sexual preparation is applied to the male before collection. A refusal of
harvest is recorded if the male could not be harvested within ten minutes of contact with a
first rabbit as well as with a second (Theau-Clément and al 1991 and 2009). Sperm collection
is performed using an artificial vagina and in the presence of a receptive female teaser
(Boussit 1989).
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The methods of sperm analysis are as follows: Once the sperm has been collected, the total
volume of ejaculate collected is measured by direct reading on the graduated tube used for
collection. If the sperm collected contains gel, the gel is removed using a Pasteur pipette to
determine the frost-free volume. Sperm pH is measured using a pH meter. Before dilution,
macroscopic analyzes of each ejaculation were performed to assess the color and volume of
the sample; Only white ejaculates had a volume greater than 0.25 ml, and had at least 70%
motility are used for the study. Then the mass and individual motility of spermatozoa are
determined under a microscope. Mass motility is appreciated by placing a drop of pure sperm
between slide and lamella observed at magnification (x10). A note is attributed to the
movement of the mass of spermatozoa observed according to the Petitjean grid (1965)
(Boussit 1989) ranging from 0 to 9. Individual motility is assessed after dilution of sperm in
1cc of saline. A drop of semen (diluted sperm) is observed between slide and coverslip at a
magnification (x 40). The type of individual movements of spermatozoa is noted using the
Andrieu (1974) scale (Boussit 1989) ranging from O to 4. The percentage of dead
spermatozoa is determined by the preparation of a smear using eosin-nigrosine vital staining:
a drop of sperm diluted in saline is mixed with a drop of dye, then the mixture is gently spread
on a blade with a coverslip and dried in the open air (Baril and al 1993). Then it is observed
under a microscope at magnification (x 40); 100 spermatozoa are counted, from which are
estimated the percentage of colored spermatozoa corresponding to the dead spermatozoa
whose damaged membrane is permeable to the pink coloring, whereas the living spermatozoa
with their functional membranes do not diffuse the dye and therefore remain colorless
(Boussit 1989). The percentage of abnormal spermatozoa is studied on the same slide used to
count living spermatozoa. 100 spermatozoa are randomized from which abnormal
spermatozoa are distinguished (Boussit 1989). The spermatozoa concentration (in million /
ml) is determined using a Thoma cell type hemocytometer from a diluted drop of semen.
Counting is performed under the microscope at x 40 magnification (Boussit 1989).

All ejaculates are pooled to eliminate the differences, then the heterosperm samples are
diluted (1/10) in a Tris diluent and the diluted sperm samples are divided into four equal
fractions. was cooled gradually from 37 ° C to 5, 10, 15 and 20 ° C for 120 minutes (Mocé, E.
and Vicente, JS 2009) and stored for up to 96 h. The evaluation of viability and motility of
spermatozoa are determined at 24, 48, 72 and 96 h after the start of cooling This experimental
procedure is repeated four times (once a week).

In the experiment, all measurements are made within 4 weeks directly after harvest, 24, 48,
72h and 96h. Our statistical study of the obtained data is processed by a software XLstat 2016
for the calculations concerning the descriptive statistics. The characteristics of ejaculate are
then studied using a fixed-effect model of variance analysis including the effects of storage
temperature, shelf life and their interactions.

Results and Discussion

The color for all the results found in rabbits. According to the Roca and al (1993) sperm color
chart, ranging from 0 to 3 (pearly white or ivory white sperm), a score of 3.0 is assigned for
all ejaculates (Table 2). The average volume of all collections in our experiment is 0.48 £ 0.11
ml, lower than that collected in different breeds (Californian, New Zealand White and
Chinchilla of Mexico) between 32 and 48 weeks of age ( 1.15 ml) (Salcedo-Baca and al
2004). According to Boulbina and al (2011) in the local Algerian rabbit, the total volume
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collected between the 24th and 33rd week of age is estimated at 1.2 ml. Furthermore, in
hybrid rabbits, aged between 3 and 18 months, the mean sperm volume was 0.92 ml (Roca
and al 2005). The pH of sperm collected during the experiment averaged 6.86. This value is
considered normal and comparable to that reported by Brun and al (2006). A variability in
sperm pH is revealed by the literature data between the different strains and races studied
(from 6.94 to 7.63) (Garcia-Tomas and al 2006a, Brun and al 2002a, Brun and al 2009) . The
measurement of the pH at the pH meter must be immediate because the semen is rapidly
acidified following the formation of lactic acid, resulting from the use of sugars by the
spermatozoa (Alvarino 1993, Arencibia and Rosario 2009). The concentration shows an
average of 502 + 29 million spermatozoa which is close to the values described by Boiti
(2005) and Nabi (2013) for the same age. Our results are weaker than those recorded by
Bencheikh (1993), Brun and al (2002), Castellini and al (2003), Theau-Clément and al (2009)
and Brun and al (2006) in the L line (634x106 spermatozoa/ ml) and line H (738 x 10°
spermatozoa / ml). Indeed, Boulbina (2011) found a higher mean value (642 x 10°
spermatozoa and 735x10° spermatozoa / ml) in rabbits harvested from the 24th week of age to
the 33rd age. Furthermore, Safaa and al (2008) indicate concentrations of 703 x 10°
spermatozoa / ml for the Black Baladi breed and 590 x 10® spermatozoa / ml for the White
New Zealand breed (in Egypt). However, significantly lower concentrations, of the order of
243 x 10° spermatozoa / ejaculate, are revealed in various strains selected by INRA (1077,
2066, 2666 and 1001) (Theau-Clément and al 2003; 2009) and of the order of 245x10°
spermatozoa / ml for both lines C and R as reported by Garcia-Tomas and al (2006a). The
mean scores of mass and individual motility were respectively 5.21 + 0.77 out of 9 and 3.36 +
0.56 out of 4. The whole of the ejaculates has an average percentage of spermatozoa abnormal
of 14.4 + 4.05%. Nevertheless, the average scores of mass and individual motility are low,
below the threshold of good mobility (mass motility: appearance of waves (> 6/9) and
individual motility: rapid progression (>3 / 4 ) and desirable for inseminations (Boussit 1989).
This weakness of motility can be a specific character of the strain, as it could be explained by
the small number of observations recorded in a potentially short duration. The spermatozoa in
sperm of synthetic rabbits are characterized by a lower mass motility than that measured in
rabbits of different origins (Bencheikh 1995, Theau-Clément and al 2003, Brun and al 2006
and 2009). On the other hand, their individual motility is sometimes superior, sometimes
weaker than those reported by the bibliographic data and this according to the genetic origin
of the rabbit (Bencheikh 1995, Garcia-Tomas and al 2006a).

Boulbina (2011) found a low rate of spermatozoa mobility in the local rabbit (64.2%) and
74.8% at older ages in the same population (between 24 and 33 weeks). Brun and al. (2006)
reported a rate of 76% using males of selected lines on growth. The mobility of spermatozoa
seems to improve with age (Salcedo-Baca and al 2004). In the rabbit, studies indicate that
good mass motility of spermatozoa accompanies a good pregnancy rate (Brun and al 2002b).
Whatever the characters considered (volume, motility, concentration), lower values are
obtained than those recorded by Bencheikh (1993), Brun and al (2002), Castellini and al
(2003), Brun and al (2006) and Theau-Clément and al (2009) (France). In fact, Boulbina
(2011) found higher average values, namely volume (0.86 ml), mass motility (7.68),
individual motility (3.57), and concentration (735x10° spermatozoa). ). These differences in
volume and sperm concentration appear to be related to the genetic origin of the rabbits and
the selection program to which they would be subjected. It is important to note that the
methods used by these different studies are based on observation and counting, which is likely
to be an additional source of variability in the results.
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Table 2. Macroscopic and microscopic features of fresh semen.

N avg ETM Distr
Color 80 3.00 0.00 33
pH 80 6.86 0.12 6.66—7.20
Volume (ml) 80 0.48 0.11 0.23—0.80
Massive motility 80 521 0.77 4—6
% MM 80 82.86 7.82 60--95
Individual motility 80 3.36 0.56 2—4
Percentage of live spz 80 73.69 1.29 70—76
con x10° spz/ml 80 502 28.9 437-564

n: number of ejaculates; avg: average; ETM: standard deviation of the mean; Distr: extent of
distribution of spermatozoa per male; con: concentration; spz: spermatozoa; n: number of
ejaculates; avg: average; ETM: standard deviation of the mean; Distr: extent of distribution of
spermatozoa per male.

Mean values and global standard deviations of the different criteria for sperm analysis after
storage are shown in Table 3.

The results obtained allow us to deduce that the overall motility decreases over the
conservation time, from 5.21 + 0.77 to 24h vs 0 to 96h, while variable values are recorded for
the storage temperatures with deterioration of the characteristics studied from 72h, for the
deferent storage temperature.

The effect of storage time and temperature on the motility and vitality of the semen is shown
in Figure 1, the results showed that all spermatozoa parameters are decreased with storage
time (P <0.05), regardless of the refrigeration temperature used. This is comparable to the EI-
Gaafary (1994) study, using a Tris-yellow diluent, which found that sperm are cooled and
stored at 5°C for 24 h. had an average motility of 45% and dropped to 25% after 48 hours.
This sharp decrease in sperm viability during the entire storage time may be due to the
cooling temperature. Temperature as a cause of disturbance of rabbit spermatozoa has not
been established, however studies comparing various conservation temperatures of rabbit
sperm conclude that 15 ° C is more appropriate than 5 ° C (Roca and al., 2000).

There are interactions between temperature and storage time (P <0.05) on all evaluated
parameters. After 72 hours of storage, the quality of the semen stored at 15 ° C provided
better results with significant deference (p <0.05) for all parameters studied compared to other
temperatures used. However, the in vitro study by J. Roca (2000) demonstrated that 15 ° C
may be a suitable temperature for storing rabbit semen when Tris buffer extensions are used.
Castellini, 1996 concluded that inorganic buffers have limited buffering capacity while
organic buffers, such as Tris, are more suitable for storage of rabbit sperm at low
temperatures.

The effective use of chilled semen for Al depends on the vitality and motility of the sperm
after storage. In our study the comparison of the quality of the semen keptat 4 ° C and 20 ° C
in the same storage time, showed no significant difference (P> 0.05) between the spermatozoa
examined for the viability parameters and motility.

Table 3: The vitality and motility characteristics of the preserved semen.
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Figure 1: Evolution of semen variation parameters during the storage period.
The quality of spermatozoa is higher (P <0.05) for semen’s kept for 24 hours compared to
other durations. Spermatozoa examined at 96 h shows the lowest parameters (P <0.05).
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Previous studies to evaluate the fertility of sperm stored in rabbits have been conducted under
experimental conditions (El-Gaafary 1994, Maertens and Luzi 1995). Whereas the conception
rate did not decrease when the semen was stored at 20 °© C for 6 h after dilution in a
commercial diluent based on Tris Maertens and Luzi (1995), while EI-Gaafary (1994) showed
a fall birth rates when sperm were stored at 5 ° C for 24 and 48 h after dilution in a Tris-
yellow diluent.

Sperm storage temperature is an important factor in maintaining the fertility of rabbit
spermatozoa (L6pez and al., 1996) and the temperature of 15 ° C seems to be better than the
temperatures of 4 ° C, 10 ° C and 20 ° C. ° C with a shelf life of no more than 72h and the use
of Tris buffer extensions.

Conclusion

It can be concluded that Tris buffer diluents are effective for dilution and storage of rabbit
sperm at 15 ° C for 72h. The effect of storage time and temperature on semen motility and
vitality shows that all spermatozoa parameters are decreased with storage time (P <0.05),
regardless of temperature refrigeration used.

Nevertheless, after 72 hours, the quality of the semen kept at 15 ° C provided better results
with a significant deference (p <0.05) for all the parameters studied compared to the other
temperatures used, this quality being higher (P <0.05) for semen’s kept for 24 hours compared
to other durations. So we can never go back to the original quality of the fresh semen.

The comparison of the quality of the semen kept at 4 ° C and 20 ° C in the same storage time,
shows no significant difference (P> 0.05) between the spermatozoa examined for viability and
motility parameters.

The temperature of 15 ° C seems to be better than the temperatures 4 ° C, 10 ° Cand 20 ° C
with a shelf life not exceeding 72h and the use of Tris buffer extensions, which allows to
conclude that are effective for dilution and storage of rabbit semen at 15 ° C for 72h.
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Résumé — 27 lapins males de la souche synthétique « ITELV 2006 », 4gés de 7,5 a 8 mois ont été repartis en
trois lots expérimentaux afin d’étudier ’effet d’une augmentation du taux protéique via I’alimentation sur
I’ardeur sexuelle et les caractéristiques de leur semence. Le 1" lot (A) recoit ad libitum un aliment standard du
type granulé contenant 14,5% de protéines, le 2°™ lot (B) regoit uniquement 120 g/jour du méme aliment
standard, sans aucune supplémentation. Le 3°™ lot (C) recoit une ration de 120g/j du méme aliment standard
dont la teneur en protéines est augmentée a 19,7 % par une supplémentation avec 41,6g de peptone de viande.
Des pesées journaliéres des quantités ingérées, ainsi que des mesures hebdomadaires du poids corporel et de la
libido des males, ont été effectuées. Pour chaque male, deux éjaculats successifs a intervalle de 10 mn, ont été
récoltés et évalués une fois par semaine. Les résultats montrent que la consommation alimentaire journaliére
moyenne des lapins était de 131,7g/j, 115,2g/j et 112g/j respectivement pour les males des lots A, B et C. L’effet
de I’alimentation n’était pas accentué car peu de variations ont été observées. En effet, les lapins ont bien réagi
aux sollicitations avec un taux de récolte utile trés élevé (100%). Il a été enregistré, par ailleurs, un volume
moyen de 0,48+0,10ml, une concentration moyenne de 444,58+54,83x10° spermatozoides par ml (spz/ml) et des
valeurs moyennes de 4,76+0,74 et 3,15+0,56 respectivement pour la motilité massale et la motilité individuelle.
De méme, peu de variations significatives étaient observées, mis a part la vitalité et les anomalies, aucune
différence n’a été révélée pour les caractéristiques des €jaculats entre les trois lots, par contre la vitalité et le
pourcentage des spz anormaux sont affectés lorsque les males sont rationnés et sans supplémentation. On peut
conclure que la supplémentation corrige la carence liée au rationnement des males a raison de 120g/j d’aliment
standard.

Abstract: Effect of feeding level and rate of protein intake on libido and characteristics of the seed of the
male rabbit.

Summary - 27 male rabbits of the synthetic strain "ITELV 2006", aged from 7.5 to 8 months, were divided into
three experimental plots to study the effect of an increase in protein content via diet on the sexual ardor and the
characteristics of semen. The 1st lot (A) received ad libitum a standard feed of the granular type with 14.5%
protein, the 2nd lot (B) only received 120 g/day of the same standard feed, without any supplementation. The 3rd
lot (C) received a 120g/day intake of the same standard feed with an increase in the protein level to 19.7% by
supplementation with 41.6g meat peptone. Daily measurements of intake quantities, as well as weekly
measurements of body weight and male libido, were carried out. For each male, two successive ejaculats at 10-
minute intervals were collected and evaluated once a week. The data show that the average daily intake was
131.7g/d, 115.2g/d and 112g/d for the males in lots A, B and C respectively. The effect of diet was not
pronounced as few variations were noted. In fact, Rabbits responded well to solicitations and had a very high
useful collection rate (100%). In addition, an mean volume of 0.48+0.10 ml, mean concentration of
444.58+54.83x10° spermatozoa per ml (spz/ml) and mean values of 4.76+0.74 and 3.15+0.56 respectively for
mass and individual motility were recorded. In the same way, few significant variations have been observed,
apart from vitality and abnormalities, no difference has been revealed for the ejaculate characteristics between
the three groups, however, vitality and percentage of abnormal spz are affected when the males are rationed and
without supplementation. It can be deduced from these results that the supplementation corrected the deficit
associated with male feeding at 120g/day of standard diet.

Introduction reproduction. Pour les lapins males en reproduction,

Une alimentation appropriée, permettant aux lapins de
satisfaire tous leurs besoins nutritionnels, assure non
seulement un bon développement du sujet mais aussi
une reproduction réguliére. La nutrition azotée du
lapin doit lui permettre a la fois d’assurer Ie
renouvellement de ses tissus et la synthése a
I’exportation mais aussi d’assurer ses différentes
fonctions  physiologiques en  particulier Ia
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les travaux expérimentaux sont peu nombreux que
pour les femelles et les jeunes males en croissance,
mais depuis qu’on s’intéresse a la pratique de
I’insémination artificielle, on cherche a améliorer les
performances chez le maéle soit par 1’amélioration
génétique soit par I’amélioration des paramétres liés a
son environnement tels que l'utilisation d'un régime
alimentaire spécialement congu pour les males afin
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d'optimiser la libido et la qualité du sperme (Nizza et
al., 2000a).

Notre travail s’inscrit dans ce cadre, il a pour objectif
de déterminer 1’effet du niveau d’alimentation et de la
teneur protéique de la ration sur la libido et les
caractéristiques de la semence du lapin.

1. Matériel et méthodes

Dans un batiment d’¢élevage disposant d’un systéme de
refroidissement et dans les mémes conditions, 27
lapins males de la souche synthétique ITELV 2006
agés de 7,5 a 8 mois et ayant un poids moyen de 3750
+ 124 g ont été répartis en trois lots. Durant la période
expérimentale tous les animaux regoivent un aliment
commercial sous forme de granulé, contenant du
mais, tourteaux de soja, issues de meunerie, calcium,
phosphates, acides amines, oligoéléments, poly
vitamines, antioxydant, acide folique, huile de soja et
luzerne. La composition chimique de 1’aliment est
donnée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composition chimique de I’aliment
standard

Composant Teneur. Référence de la
(% tel quel) méthode d'analyse
Matiére séche 91,42 NA 1291-1994
Matiére minérales 7,51 NA 650- 1994
Protéines brutes 14,5 NA 652-1992
Cellulose brute 9,49 NA 6138-1991
Matiere grasse 3,38 NA 654-1992
Calcium 0,89 NA 653- 1992
Phosphore 0,60 NA 657-1992

Les 27 males utilisés dans 1’étude ont été répartis en 3
lots homogénes (n=9), en fonction du régime
alimentaire. Le lot témoin (A), recevait, a volonté, un
aliment standard commercial granulé avec un niveau
protéique de 14,5% (tableau 1). Le lot (B) recevait 120
g/lapin/j du méme aliment standard. Le lot (C)
recevait une ration de 120g de I'aliment standard
supplémentée par 1’ajout quotidien de 6,6 g de peptone
de viande, de maniére a obtenir un aliment a 19,7% de
protéines brutes. Pour le lot C, ’aliment granulé a été
humidifié pour permettre une solubilisation de la
peptone de viande qui est saupoudrée et mélée a
I’aliment afin d’obtenir un mélange homogéne prét a
étre distribué aux animaux. Le choix de la peptone de
viande comme source pour augmenter la teneur en
protéines de 1’aliment standard est justifié par
I’absence, au niveau des unités de fabrication locales
d’un aliment pour lapin de formule alimentaire
contenant le taux protéique nécessaire pour
I’expérimentation, les autres farines d’origine animale
étant absentes dans 1’alimentation en Algérie, depuis
la crise de 1’ I’encéphalopathie spongiforme bovine
(ESB) en. La peptone utilisée était une "Peptone from
meat, peptic digest for microbiology" de marque
Sigma-Aldrich (lot N° BCBMS5829V). Selon le
fournisseur, cette peptone contenait 93,8% de
protéines brutes (N x 6.25) et 6% de cendres.

Les quantités d’aliment consommées et refusées ont
été pesées quotidiennement. L’évolution du poids
individuel a été suivie par pesée hebdomadaire des
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animaux la matinée, avant la distribution des aliments.
La libido des lapins définie par le temps écoulé en
seconde entre l'introduction de la femelle, boute-en-
train utilisée pour solliciter le mile a é&jaculer, et le
premier chevauchement (T1), et celui entre
I’introduction de la femelle et 1’¢jaculation effective
(T2), a été mesuré a I’aide d’un chronométre.

Sur une période de 2 mois (aolt et septembre), les
lapins des 3 lots étaient prélevés une fois par semaine
(tous les dimanches pour le lot A, les lundis pour le lot
B et les mardis pour le lot C), a 1’aide d’un vagin
artificiel et en présence de la femelle boute-en-train
avec deux éjaculats successifs séparés de 10 minutes.

L’évaluation de la qualité de 1’éjaculat a été faite
Immédiatement aprés la récolte, avec un délai ne
dépassant pas 15 min. Pendant ce temps, le sperme est
placé dans un bain marie a 37°C, a 1’aide d’un portoir
isolant, afin de le protéger de la lumiére et des chocs
thermiques.

Le volume total de 1’éjaculat recueilli est mesuré par
lecture directe sur le tube gradué servant a la collecte.
Une élimination du gel est effectuée en cas de
présence de celui-ci dans le tube de collecte.

La couleur est déterminée selon Boussit (1989), par
observation du sperme dans le tube de collecte
transparent. La motilité massale des spermatozoides
(spz), évaluée sous microscope optique a été
déterminée selon la grille de Petitjean (1965) (Boussit
1989) allant de 0 a 9. De la méme maniére, la motilité
individuelle a été appréciée aprés dilution du sperme
dans du sérum physiologique, le type du mouvement
individuel du spz a été noté en utilisant 1’échelle
d’Andrieu (1974) (Boussit 1989).

Le pourcentage de spz morts a été déterminé par la
coloration vitale €osine-nigrosine (Baril et al. 1993).
Ainsi, le nombre de spz vivants correspond aux spz
incolores & membranes fonctionnelles ne laissant pas
diffuser le colorant (Boussit 1989). Le pourcentage de
spz anormaux et la concentration en spz (en
millions/ml) ont été déterminés en en suivant la
technique de Boussit (1989). Dans I’expérience, toutes
les mesures ont été faites au cours des § semaines
directement aprés la récolte.

1.2. Analyses statistiques

Pour I'étude statistique des données obtenues a été
traitée par le logiciel XLstat 2016 pour les calculs
concernant d’abord les analyses descriptives. Les
caractéristiques de 1’¢jaculat ont ¢été étudiées au
moyen d’un modéle d’analyse de variance a effets
fixés incluant les effets du régime alimentaire.

2. Résultats et discussion
2.1. La consommation alimentaire

Les quantités moyennes ingérées durant la période
expérimentale varient en fonction des lots et des
individus, les lapins du lot C ou la ration est
supplémentée par les peptones de viande consomment
la quantité d’aliment la plus faible (112,147,8g), suivi
par les animaux du lot rationné B (115,2+6,6g), alors
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que les lapins du lot témoin (A) ingérent la plus
grande quantité d’aliment (131,7£10,9g) (tableau 2).

Tableau 2 La consommation alimentaire
moyenne des miles des trois lots expérimentaux.

lot A lot B lot C
Nb. d'observations 600 600 600
Min — Max (g) 85-174 78-120 80-120
Moyenne (/) 132 (£11) 115 (£7) 112(x8)

2.2.Evolution du poids corporel

Nos résultats indiquent une variation du poids vif
relativement faible en fonction des lots et d’individus.
On s’attendait & un gain de poids plus important pour
les males du 3™ lot, suplémentés en proteines. Par
contre, les résultats montrent des valeurs
significativement plus élevées en faveur des animaux
du lot témoin A, comparativement aux deux autres
lots. (P<0,05) ( tableau 3), (Figure 1).

Tableau 3 Poids corporel moyen et gain de poids
moyen pour les trois lots expérimentaux.

lot A lot B lot C
Nb. d'observations 72 72 72
Poids initial (g) 36710 37752 369020
Poids final (g) 39002 3641¢ 37490
Ecart moyen (g) +229a -134¢ +59b
Comparaison lotAvs C  lotAvs B IotBvs C
ESM 5,12 4,50 0,62
Valeur critique 2,92 2,92 2,92
p. <0,0001 <0,0001 0,810

(a, b, ¢) dans la méme ligne, les valeurs affectées de la méme
lettre ne different pas significativement (P>0,05).

Valeur critique du d de Tukey : 3,41
De nombreux auteurs ont montré un effet dépressif du
rationnement des males reproducteurs sur leurs poids.
En effet, Luzi et al. (1996) ont rapporté que les males
rationnés juste au besoin d'entretien, soit: 114 a 125
g/jour ou encore 75-80% de ['ad libitum, présentent un
poids vif réduit (4,0 vs 4,8 kg). D’autres études ont
noté que chez le lapin de la race Néo-Zélandaise,
I’ingestion augmente moins rapidement que le poids
vif car le lapin régule son ingestion selon son besoin
énergétique (Lebas et Gidenne 2005). Dans notre
étude, les conditions de I’expérimentation, étaient
maitrisées dans le batiment d’élevage afin de
supprimer ’effet des températures élevées de la saison
estivale (climatiseurs placés dans le batiment
permettant de maintenir la température a 25°C).

3,95
3,9

3,85
3,8

3,75

3,7 =

3,65 -

lot A

lot B

lot C
3,6
3,55
3,5

Figure 1: 1'évolution du poids moyen des 9 lapins de
chaque lot au cours des 8 semaines d'essai
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2.3..Evaluation de la production spermatique chez les
lapins
2.3.1.Taux de récolte utile des lapins

En général, nous avons obtenu un taux global de
récoltes utiles élevé 100%. Les éjaculations donnant
lieu a des éjaculats avec du gel représentent 26,05%
avec une prédominance significative pour le premier
¢jaculat comparé au second (18,88% vs 7,17%). Le
refus de la collecte est nul au cours des 8 semaines
d'expérimentation. Contrairement a Boulbina (2011),
qui a signalé que le taux de refus était plus élevé dans
un essai de 6 semaines par rapport a un essai de 16
semaines (3,6% vs 1,6%). Bencheikh (1993) a noté
que quelque soit le rythme de collecte, les valeurs de
refus restent faibles, et il indique que la réponse des
males a la collecte, peut constituer une caractéristique
de la souche. Le refus des males INRA A2066 et
celui de méales INRA 1077 était respectivement de
1,7% et 8,2% (Bencheikh, 1993).

Le pourcentage de présence d’urine, ou celui des
¢éjaculats a volume réduit s'avére nul, contrairement
aux résultats de Boulbina (2011) qui a rapporté un
pourcentage de 4,8% pour la population locale
algérienne. Bencheikh (1993) a trouvé un taux
d’éjaculats avec urine de 13,4% et 6,5%
respectivement chez les males des souches A2066 et
A1077. Brun et al. (2006) ont trouvé un taux de 4,7 et
13,9% respectivement pour les lignées L et H.

Le refus de la collecte nul de notre expérimentation ne
pourrait  étre  expliqué par 1’adaptation et
I’entrainement des maéles avant [’expérimentation
d’une part et d’autre part, & la bonne maitrise de la
technique de récolte.

2.3.2. Evolution hebdomadaire de I’ardeur sexuelle et
des caractéristiques de la semence

2.3.2.1. Ardeur sexuelle ou libido

Le temps séparant la présentation de la femelle boute-
en-train du chevauchement (T1) est en moyenne de
9,53; 11,85 et 9,53 secondes pour les lots A , B et C
respectivement. Le temps séparant la présentation de
la femelle et 1’éjaculation (T2) est en moyenne de
15,71 secondes pour le lot A, 18,09 pour le lot B et
15,43 pour le lot C, avec un temps significativement
prolongé des males de lot B avec une probabilité
P<0,05 . Ainsi la moyenne de la libido sur toute la
période d'essai est de 16.41+ 3,4 sec. Il semblerait
que le T1 et T2 se révélent plus proche que celui
étudié par Lankri (2019) pour la méme souche
synthétique (14,9 secondes) et Bencheikh (1993) pour
les souches A 2066 et A 1077 (4 et 5,5 secondes), les
moyennes de T2 de ces deux souches étant
respectivement de 14 et 18 secondes. Boulbina (2011)
signale chez les males de la population locale
algérienne, une libido (T2) moyenne de 14,5 et une
chute de 50,2 a 15 secondes entre 17 et 19 semaines

2.3.2.2. Caractéristiques de la semence

- Caractéristiques macroscopiques
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L’analyse macroscopique de la semence des males des
trois lots ne révéle aucune différence apparente de
couleur de la semence. Selon la grille déterminant la
couleur du sperme de Roca et al, (1993), une note
proche de 3 a été attribuée pour les trois lots
expérimentaux avec le symbole BN pour blanc nacré.
Les valeurs pH déterminés sur les spermes des trois
lots ne montrent aucune différence significative ; elles
sont en moyenne de 7,06 + 0,27 ; 7,06 £ 0,23 et 7,03
+ 0,25 respectivement pour les lots A, B et C. Ces
valeurs sont considérées comme normales et
comparables a celle rapportée par Lankri et al.
(2019) ; Brun et al. (2006).

Pour le volume des éjaculat des trois lots, les valeurs
oscillent autour d’une moyenne de 0,48 ml (tableau 4).
Nos résultats en termes de volume se rapprochent des
valeurs décrites par Lankri et al. (2019); Boiti,
(2005). Nous avons obtenu des valeurs plus faibles
que celles enregistrées par Bencheikh (1993),
Castellini et al. (2003), Brun et al. (2006) et Theau-
Clément et al. (2009). Boulbina (2011) rapporte des
valeurs moyennes supérieures, a savoir un volume de
0,86 ml.

- Caractéristiques microscopiques

Les caractéristiques microscopiques de la semence des
males de la souche synthétique (concentration, les
motilités massale et individuelle) sont relativement
faibles et similaires a celles signalées par Nabi (2013),

diététique restreint réduit la libido et certains coups
séminaux. Cependant, le plus important facteur n'est
pas la quantit¢ de diéte fournie, mais ses
caractéristiques chimiques.

Nos résultats montrent que le rationnement et la
supplémentation ne semblent pas influencer les
caractéristiques de la semence (mis a part la libido, les
anomalies, le % de vitalité), car aucune différence
significative n’a été révélée. cela pourrait étre li¢ a la
courte durée de I’expérimentation. En revanche, Luzi
et al (1996) ont conclus que le rationnement réduit
significativement le poids vif, la libido et diminue le
volume des ¢éjaculats ainsi que le nombre de
spermatozoides par éjaculat. Par contre, dans cette
méme expérimentation, les auteurs n’observent
aucune influence du taux protéique (14,5% ou 19,7%)
sur les caractéristiques de la semence de ces males.
Les différentes études relatives a 1’effet de la teneur
protéique de 1’aliment sur les caractéristiques de la
semence recommandent un taux optimal de 14,5%
(Luzi et al. 1996).

En revanche, Castrovilli et al. (1995), ont trouvé une
concentration (spz/ml) faible avec une augmentation
du taux de protéines (13-17-21%) sans changement du
volume de 1'éjaculat.

Le contenu protéique du régime a, au contraire,
considérablement influencé la qualité des semences et
les paramétres de fertilité observés in vivo, soulignant,
ainsi la nécessité de ne pas abaisser les teneurs en

Tableau 4: Effet du type d'alimentation sur la libido et les caractéristiques de la semence :

T1 T2 Volume Couleur pH Motilité  Motilité Concentra. Morts Anornmaux
(sec) (sec) (ml) massale _individ.  x 106 spz/ml % %
Lot A 9,53 15,71b 0,48 2 2,992 7,062 499a 3212 450 27,90 1136
(£3,10) (£4,01)  (£0,10) (%0,12) (x0,27) (x0,52)  (£0,50) (£52) (£2,3) (£1,6)
Lot B 11,852 18,09 0,48 2 2,840 7,062 4,285 3,040 438 @ 29,14 13,02
(£2,24) (£2,40)  (0,11) (%0,37) (x0,23) (£0,87)  (£0,64) (£57) (+4,3) (£3,0)
Lot C 9,53 15,43 b 0,48 2 2,992 7,032 5,002 3,19 446 @ 28,00 1156
(£3,08) (£3,96)  (£0,10) (0,12) (x0,25) (x0,54) (£0,51) (£55) (£2,4) (£2,0)

(a, b) dans la_méme colonne, les valeurs affectées de la méme lettre ne différent pas significativement (P>0,05).

sur les lapins males de population blanche et élevés
dans la région de Tizi-Ouzou, qui obtient une
concentration moyenne de 428,94x 10° spz. Par contre,
Boulbina (2011), sur les lapins de population locale
enregistre des valeurs moyennes plus élevées pour les
caractéres de motilité massale (7,68), motilité
individuelle (3,57), et de concentration (734,9 x10 °
spz). Nos résultats sont également inferieurs a ceux
signalés par plusieurs auteurs sur les souches INRA

(Bencheikh (1993), Brun et al.,, 2006), Theau-
Clément et a/.,2009),
2.4. Effet du niveau d’alimentation et de la

supplémentation protéique sur la libido et les
caractéristiques de la semence

Le plus bas niveau de protéines (14,5%) dans le
régime B rationné de 120g/j a donné des temps de
libido significativement plus longs et des taux de
vitalit¢ et des anomalies des spermatozoides plus
faibles que dans les deux autres groupes. En ce qui
concerne la quantité d'aliments a administrer a des
males, Luzi et al. (1996) montrent qu'un protocole
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protéines brutes de moins de 15% dans l'alimentation
de ’'Homme. (Nizza et al, 2000a).

Pour I’alimentation d’un lapin méle reproducteur, la
composition de I’aliment distribué a plus d’importance
que le niveau d’alimentation lui-méme (Lebas, 2014)
(Nizza et al. 2000a). Par ailleurs, les taux de lysine et
de méthionine dans 1’alimentation des lapins males
influencent peu la libido et la qualité de la semence
(Nizza et al. 2000D).

D’aprés Nizza (2000a), 1’alimentation des males est
un facteur important a maitriser car les caractéristiques
de la semence et la libido sont affectées lorsque le
niveau des apports nutritionnels est insuffisant. En
effet, un régime alimentaire ne contenant que 13% de
protéines brutes entraine une diminution du volume
de I’éjaculat et de la concentration en spermatozoides.
Les régimes contenant plus de 15% de protéines
brutes sont recommandés pour assurer une production
de sperme approprié¢e (Nizza et al. 2000a).
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Conclusion

Au terme de ce modeste travail, il en ressort que :

La consommation alimentaire journaliére moyenne
des lapins males de la souche synthétique est de
120+£8g/j. Néanmoins les lapins ont bien réagi aux
sollicitations avec un taux de récolte utile de 100% et
une moyenne de 1’ardeur sexuelle de 16,4 secondes,
avec un temps plus court pour le lot C.

L’analyse de la semence montre que les trois lots
présentent une production spermatique moyenne; les
lapins males produisent un volume moyen de 0,48 ml,
avec une concentration moyenne de 444,58+
54,83x10° spz/ml. L’analyse de la motilité donne une
note moyenne de =5/9 (bonne) et =3/4 (bonne)
respectivement pour les motilités massale et
individuelle.

Nous signalons que notre expérimentation a ét€ menée
sur un échantillon réduit de males et sur une période
courte, Il serait donc nécessaire de compléter cette
étude préliminaire par des essais portant sur un plus
grand effectif et sur différentes modalités.

A ce propos, plusieurs paramétres importants seraient
a développer.

- Pour distinguer les facteurs génétiques des facteurs
phénotypiques, il est recommandé d’utiliser un
échantillon beaucoup plus important, pour pouvoir
calculer [I'héritabilité de chaque caractére et voir
I’influence de I’environnement sur les variations de
ces paramétres. Un effectif élevé, en incluant de
jeunes lapins serait intéressant a mettre en place pour
confirmer 1’effet de 1’aliment sur les performances des
lapins reproducteurs.

- Une bonne connaissance et une meilleure gestion des
besoins nutritionnels, en tenant compte d'autres
¢éléments nutritionnels (énergétique,...).

- Une bonne maitrise de la collecte de la semence du
lapin par le préleveur car la relation entre celui-ci et
I’animal occupe une place prépondérante dans la
réussite de la collecte.
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Notation de Ia motilité d'ensemble (avant dilution):

0 Pas de spermatozoides.

1 Spermatozoide immobile.

2 Quelques spermatozoides agités, oscillant sur place.

3 Beaucoup de spermatozoides agités sans déplacement notable.

4 Quelques spermatozoides immobiles, quelques spermatozoides agités sur place, quelques
spermatozoides mobiles.

5 Comme 4 mais plus de spermatozoides mobiles, motilité¢ assez bonne mais pas homogene.
6 La quasi-totalit¢ des spermatozoides se deplace. Motilite bonne et homogene.

7 Comme 6 avec amorce de mouvements de vagues.

8 Comme 7 avec mouvements de vagues lents.

9 Vagues ¢nergiques. Aspect de tourbillons. Motilit¢ excellente.

Annexe 1 : Echelle adaptée de PETITJEAN (1965) pour la notation de la motilité
d’ensemble (cité par Boussit, 1989).

Notation de la motilité individuelle (aprés dilution)

0 Spermatozoides immobiles.

1 Les spermatozoides ont des mouvements de flagelle sans déplacement.

1 Les spermatozoides se deplacent lentement. Les mouvements circulaires dominent.

3 Les spermatozoides ont des mouvements heurtes. Leur deplacement s'effectue le long d'une
hélice de diamétre sensiblement égal a leur longueur ou de cercles de larges diametres
(plusieurs fois la longueur des gametes).

4 Les spermatozoides se déplacent rapidement le long d'une hélice de faible diamétre.

Annexe 2 : Echelle de ANDRIEU (1974) pour la notation de la motilité individuelle.
(cité par Boussit, 1989).
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1 - Objet :
Cette méthode permet d’estimer la concentration de spermatozoides dans la semence de lapins.
2 - Documents de référence :

Theau-Clément M. et Falidres J. 2005, Evaluation de la concentration de semence de lapins selon 2
méthodes : hématimére et NucleoCounter SP100. 17™ Journées de la Recherche Cunicole, 29-30)
novembre 2005, Paris, 95-98. ;

3 - Liste de diffusion @
Intranet SAGA
4. Hygiene et séeurité :

Le travail prolongé sur microscope peut provoquer une fatigue visuelle et des troubles posturaux
{museculo- squelettique).

5« Principe de In méthode :

Chez d'autres espéees, ce caractére est estimé par mesure de clensité optique. Cependant, cette méthode
manque de préeision, car la semence de lapins contient des “granules” d'origine prostatique en quantité
variable qui ont un grand pouvoir d'absorption de lumiére.

Nous utilisons donc un hématimetre de TIIOMA (version Preciss) aprés dilution au 1/200° dans une
solution de citrate A 3.6@/1 (201 de semence pure prélevés a l'aide d'une micropipetie réglable, par
exemple pipetman Gilson, dans 3,98 ml d'une solution de citrate & 3.6g/1).

6 - Matériels néeessaires :

Microscope i contraste de phase (Zeiss axioplan), hématimétre de THOMA (version preciss),
micropipette. Cénes.

7« Réactils
Citrate de sodium (3,6¢ /1)
8 - Contraintes de 1la méthode @

- Attente (10mm) avant d’ebserver la lame
- Méthode trés chronophage (environ 10min par échantillons)

9 - Contenu du mode opérafoire :

Aprés homogénéisation, une goutte de semence difuée (volume : environ 100ul prélevé au moyen d'une
micropipette) est déposée sur la lame. Elle est ensuite éerasée entre lame ct lamelle (22 mm x 22 mm
planée optiquement). Un fort appui sur les supports de la lamelle permet de mettre cn évidence une
irisation témoin du bon remplissage de la celiule. En routine, nous préparons plusieurs ceflules en méme
temps ¢l respectons, un temps d'attente d'environ 10 minutes avant chaque lecture. On observe au
microscope 4 contraste de phase (grossissement x 400).

Cette cellule comporte 2 grilles (schéma ci dessous). Une ¢tude préliminaire 2 montré quil était plus
préeis de compter les 2 colonnes centrales ou latérales sur chaque grille, plutdt que 4 colonnes d'une seule
grille prise au hasawt parmi les 2. Nous comptons le nombre de tétes de spermatozoides (face ou profil) &
Pintérieur des carrés constituant Ja colonne, quand elles sont en contact avee les bords d'un petit carré en

B Rédacteur ' Vérificateur Api)mbatcur_,“_____‘_J
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bordure de la colonne, nous ne comptons que celles qui touchent les edtés droit et inféricur. Les formes
anormales sont prises en compte.

La numération d'un éjaculat est toujours appréciée par la lecture de deux hématimétres. Lorsque
l'estimation dépasse 10 %, un troisiéme hématimetre cst analysé.

Les 2 colonnes centrales d'une grille possédent : 8 x 16 soient 128 petits carrés, sachant que le volume
d'un petit carré est de 174000 mm’, Je volume de 8 grands carrés est de 0,032 mm”,
La concentration en spermatozoides par ml de diluant, sera si on compte les 2 colonnes centrales des 2
grilles (haut et bas) :
C= XxDx 1000
0,032 %2

X = nombre de spermatozoides dans 8 grands carrés de la grille du baut et du bas
D = dilution du sperme

XxD
4

Soit C= 108
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X
Les difféerents élémentsiduivagin artificiel
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Annexe 5. A: le vagin confectionné artisanalement utilisé dans nos études
B : un vagin commercialisé
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