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Résumé 

 

    Dans le but de connaitre les effets de la congélation sur la qualité de la semence  

équine utilisée en insémination artificielle, nous avons collecté la semence de deux 

étalons de race différente, l’un deux est de la race ‘Barbe’, et le second est de la race 

‘Pur- sang Arabe’. Après leur récolte au vagin artificiel, la semence des deux étalons a 

été filtrée, puis analysée afin de déterminer leurs caractéristiques (concentration en 

spermatozoïdes, mobilité). La semence a d’abord été diluée une 1ère fois avec le 

premier milieu à base de lait ou avec des composants à base de lait et ne contenant pas 

un agent cryoprotecteur. Cette semence fraiche peut se conserver à une température 

allant de 5 à 20C°. 

   En vue d’une meilleure conservation et à long terme, la semence peut être congelée. 

On utilise souvent le milieu « INRA 96 + 2% de jaune d’œuf », afin d’améliorer la 

protection de la membrane plasmique des spermatozoïdes. Cette semence peut être 

entreposée après sa congélation dans de l’azote liquide -196C°. Au moment de son 

utilisation, cette semence est décongelée dans un bain marie à 37 0C pendant 30 

secondes. Après décongélation, nous devons procéder à son évaluation microscopique 

afin d’estimer le pourcentage des spermatozoïdes (la mobilité, la viabilité). Nous 

observons parfois des résultats incohérents entre la mobilité des spermatozoïdes et la 

fertilité. L’usage de bons milieux de dilution, permet de garder la vitalité les 

spermatozoïdes, ce qui permet de garder leur pouvoir fécondant plus longtemps. 

 

 

Mots clés : Semence, congélation, décongélation, évaluation, INRA 96, fertilité, étalon. 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص

 

 بجًع قًُب ، طُبعٙصالا انخهقٛخ فٙ انًسخخذو نهخٕٛل انًُٕ٘ انسبئم خصٕبت عهٗ انخجًٛذ آثبس يعشفت أجم يٍ

انعشبٙ "  سلانت يٍ ٔانثبَٙ ،" انبشبشٚت" سلانتان يٍ أدذًْب ، يخخهفخٍٛ سلانخٍٛ  يٍ فذهٍٛن انًُٕ٘ انسبئم

 نخذذٚذ حذهٛهّ ثى نهفذم، انًُٕ٘ انسبئم حششٛخ ىح الاصطُبعٙ، انًٓبم فٙ انفذم جًع بزٔس بعذ". الاصٛم

انز٘  الأٔل انًذهٕل ببسخخذاو يشة لأٔل انًُٕ٘ انسبئم حخفٛف حى(. انذشكت ، انًُٕٚت انذٕٛاَبث حشكٛض) خصبئصّ

 فٙ انطبصجت انبزٔس ْزِ حخضٍٚ ًٚكٍ. انخجًذ يٍ ٔاقٛت يبدة عهٗ ذخٕ٘ٚ ٔلا ّيكَٕبح ادذ  أٔ انذهٛب ٚخشكض عهٗ

                                                                          .  يئٕٚت دسجت 02 إنٗ 5 يٍ حخشأح دشاسة دسجت

 

صفبس  ) INRA 96 + 2%غبنبب يب ٚسخخذو ٔسظ ) يذ   ًٚكٍ حجًٛذ انسبئم انًُٕ٘ ٔنخخضٍٚ افضم ٔ طٕٚم الا

 يئٕٚت دسجت 691- فٙ  انبزٔس ْزِ حخضٍٚ ًٚكٍ كًب  .نًُٕٚتذٕٛاَبث انخذسٍٛ دًبٚت غشبء انبلاصيب  فٙ انانبٛض 

 72 نًذة يئٕٚت دسجت 73 عُذ يبئٙ دًبو فٙ انًُٕ٘ انسبئم ْزا إرابت ٚخى اسخخذايّ ٔقج فٙ. انسبئم انُٛخشٔجٍٛ يٍ

 ، انخُقم هٛتقبب) انًُٕٚت نهذٕٛاَبث انًئٕٚت انُسبت نخقذٚش انًجٓش٘ انخقٛٛى إنٗ َُخقم أٌ ٚجب انزٔببٌ بعذ. ثبَٛت

 انخخفٛف ٔسبئظ اسخخذاو ٚسبعذ. ٔانخصٕبت انًُٕٚت انذٕٛاَبث دشكت بٍٛ يخسقت غٛش َخبئج أدٛبَبً َشٖ(. ٔانبقبء

   .أطٕل نفخشة انخخصٛب عهٗ قذسحٓب عهٗ ببنذفبظ نٓب ٚسًخ يًب ، انًُٕٚت انذٕٛاَبث دٕٛٚت عهٗ انذفبظ فٙ انجٛذة

                                      

 

INRA 96    .   انخقٛٛى ، انزٔببٌ ، انخجًٛذ ، انًُٕ٘ انسبئم فذٕل  ، انخصٕبت  :  المفتاحية  الكلمات   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

In order to know the effects of freezing on the quality of equine semen used in artificial 

insemination, we collected the semen of two stallions of different breed, one of them is 

of the breed 'Barbe', and the second is of the 'Arabian Thoroughbred' breed. After their 

harvest in the artificial vagina, the semen of the two stallions was filtered, then analyzed 

rin order to determine their characteristics (sperm concentration, mobility). The semen 

was first diluted for the 1st time with the first milk-based medium or with milk-based 

components and not containing a cryoprotectant. This fresh seed can be stored at a 

temperature ranging from 5 to 20C °. 

 For better and long-term storage, the semen can be frozen. "INRA 96 + 2% egg yolk" 

medium is often used in order to improve the protection of the sperm plasma membrane. 

This seed can be stored after freezing in -196C ° liquid nitrogen. At the time of its use, 

this semen is thawed in a water bath at 37 ° C. for 30 seconds. After thawing, we must 

proceed to its microscopic evaluation in order to estimate the percentage of sperm 

(mobility, viability). We sometimes see inconsistent results between sperm mobility and 

fertility. The use of good dilution media helps keep spermatozoa vitality, which allows 

them to keep their fertilizing power for longer. 

 

 

Key words : Semen, freezing, thawing, evaluation, INRA 96, fertility, Stallions. 
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Introduction 

Depuis une vingtaine d’années, la semence congelée a été bien utilisée pour 

l’insémination artificielle dans la filière équine, après qu’elle a été limitée pondant de 

nombreuses années dans certains pays de monde, notamment en Grande-Bretagne. et ce 

n’est qu’en 2001 que les deux plus grandes associations de race du monde, l’American 

Quarter Horse et l’American Paint Horse, ont autorisé l’insémination des juments avec 

de la semence congelée, stimulant un intérêt nouveau pour la technologie de 

cryoconservation de la semence d’étalon, ce qui a permis de diffuser la génétique des 

meilleurs étalons et d’importer celle des champions (Stéphanie, 2015). 

Les congélations effectuées en dehors des saisons sportives permettent 

d’inséminer de nombreuses juments pendant la saison de reproduction pendant que les 

étalons concourent dans des lieux éloignés. Ainsi, les éleveurs ont en permanence accès 

à des doses d’insémination sans risques sanitaires (Ponthier, 2012). En autre, la 

congélation a donnée l’avantage de conserver le matériel génétique à long terme et 

d'accéder au sperme congelé si le sperme frais ou refroidi n'est pas disponible, et c’est 

grâce à elle que l'assurance contre la perte imprévue d'un étalon et la possibilité 

d'expédier le sperme dans le monde entier sont rendues possibles (Dascanio, 2014). 

Malheureusement, des inconvénients subsistent suite aux effets structurels 

néfastes sur les spermatozoïdes induits par la cryoconservation, du fait de leur 

exposition au stress thermique, mécanique, osmotique et oxydants lors de la 

congélation-décongélation. D’une part, après décongélation la durée de vie des 

spermatozoïdes est courte et la motilité est réduite, ce qui diminue la capacité de 

fertilisation des spermatozoïdes (Daels, 2003). D’autre part, malgré une bonne qualité 

de sperme frais, 20 % des éjaculats équins ne supportent pas la congélation, la qualité 

du sperme après décongélation étant insuffisante pour des raisons encore inconnues 

(Vidament et al., 1997). Face à ces faits, un intérêt international pour l’application de 

sources médicales naturelles notamment dans le domaine de la cryoconservation de la 

semence équine devient existant, afin d’améliorer la qualité du sperme congelé. 

Les étalons sont très inégaux dans l’aptitude de leur semence à résister à la 

conservation. Aujourd’hui encore, la qualité d’un éjaculat est estimée le plus 

fréquemment par la mesure de la mobilité des spermatozoïdes. Toutefois, la corrélation 



qui existe entre ce critère et la fertilité reste insuffisante pour satisfaire à la fois les 

besoins de la recherche et les centres d’insémination (chelik et Tiar, 2017). 

L’objectif de cette étude a été d’étudier l'effet de la congélation de la semence 

équine utilisée dans le cadre de l’insémination artificielle, sur la qualité des étalons. 

Le présent mémoire est réparti en deux parties :  

 Une synthèse bibliographique agencée en trois chapitres :  

- un premier qui aborde un rappel sur l’anatomie et la physiologie de 

l’appareil reproducteur  chez les équidés ; 

- un deuxième qui traite des notions sur la semence équine ; 

- Un troisième consacré à la cryoconservation de la semence équine  

 Une deuxième partie expérimentale dans laquelle nous présentons 

analytiquement les résultats de notre recherche. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

     CHAPITRE I : Anatomie et physiologie sexuelle 

1.1 Anatomie de l’appareil reproducteur de l’étalon : 

   Les organes sexuels de l’étalon comprennent deux testicules et l’équivalent du tractus 

génital femelle, c’est-à-dire le canal qui relie les gonades au milieu extérieur. Cependant 

chez l’étalon ces canaux relient les gonades à l’urètre, voie commune au niveau du 

pénis , à l’émission des urines et à l’éjaculation du sperme . Les glandes annexes 

contribuent, par leurs sécrétions apportées aux spermatozoïdes pendant leur migration 

dans les canaux, à constituer cette sécrétion laiteuse blanchâtre appelée sperme (Tibary 

et Bakkowy, 2005). 

 

1.1.1 Les testicules, l’épididyme et cordon spermatique : 

Les testicules ont une forme grossièrement ovale, aplatie ; ils présentent ainsi deux 

faces, deux bords et deux pôles . chez le cheval adulte, les testicules sont situés dans le 

scrotum dont le bord inférieur est libre, leur bord supérieur étant fixé à une membrane 

contenant l’épididyme.  

Chaque testicule a une longueur d’environ 12 cm, une largeur de 5 cm, une hauteur de 

7cm d’un bord à l’autre et un poids de 300 g . Ces caractéristiques varient en fonction 

des sujets, et de leur degré de maturité, tandis que le testicule gauche est souvent 

légèrement plus gros que le droit.  

L’épididyme est fixé au bord supérieur du testicule et déborde légèrement sur sa face 

externe. Sa partie antérieure renflée constitue la tête, et sa partie postérieure également 

renflée mais à un moindre degré, la queue. La partie intermédiaire est le corps de 

l’épididyme. La tête est étroitement reliée aux canaux qui proviennent des testicules, et 

la queue est prolongée par le conduit principal ou canal déférent, élément du cordon 

spermatique qui amène les spermatozoïdes des testicules à l’urètre. 

 Le cordon spermatique s’étend de l’anneau inguinal au niveau de la paroi abdominale, 

au testicule dans le scrotum sous-jacent. Il est constitué par une artère, des veines, des 

vaisseaux lymphatiques, le canal déférent, un muscle et une fine membrane externe qui 

recouvre aussi l’épididyme et les testicules. 

 Sous cette membrane qui entoure le testicule se trouve une forte capsule dont l’incision 

laisse apparaitre la glande de couleur gris-rosé et de consistance molle. Le testicule est 

divisé en compartiments par des cloisons de tissu conjonctif et l’élément musculaire.   
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Les compartiments ou lobules sont formés de tubes séminifères, de très fins canaux 

sinueux se terminant en cul de sac à une extrémité, et s’unissant de l’autre à des tubules 

pour former des tubes droits plus larges.  

En résumé, les spermatozoïdes sont produits dans le testicule, stockés dans l’épididyme 

ou ils « murissent » et projetés au moment de l’éjaculation dans le canal déférent et 

l’urètre , avec le liquide séminal et la substance colloïdale produits par les glandes 

annexes (Tibary et Bakkowy, 2005). 

La figure ci-dessous représente de manière schématique la structure du testicule et de 

l’épididyme de l’étalon. 

 

Figure 01 : Schéma de la conformation interne du testicule et de l’épididyme (Barone,  

2001). 

1.1.2 Le scrotum 

Le scrotum renferme les deux testicules. Il est constitué d’une peau fine et élastique qui 

contient des glandes sébacées et sudoripares. La couche moyenne est formée de tissus 

élastique et de fibres musculaires lisses, sous laquelle se trouve une couche de tissu 

conjonctif tapissée sur sa face profonde d’une extension de la tunique vaginale, fine 

membrane qui entoure également le testicule et lui permet de se mobiliser librement 

dans scrotum. Les testicules peuvent se rétracter par contraction du muscle du cordon 

spermatique et de la couche musculaire du scrotum. Ainsi par temps froid, lors des 

efforts ou en cas de danger, les testicules peuvent-ils être amenés à la partie basse du 

canal inguinal (Tibary et Bakkowy, 2005). 
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1.1.3 La descente des testicules 

 C’est au cours de la période initiale de la vie fœtale que les testicules se développent au 

plafond de la cavité abdominale, au contact de chaque rein correspondant. Plus tard, ils 

vont effectuer une migration qui va leur faire franchir l’anneau inguinal ouvert dans la 

paroi abdominale, et de là , gagner le scrotum. Chaque testicule est précédé d’un repli 

de péritoine qu’il entraine avec lui à travers l’anneau inguinal et qui va faire partie, avec 

le muscle déjà mentionné, du cordon spermatique. 

Les facteurs mécaniques responsables de la migration des testicules sont mal connus. 

Les ligaments appendus aux testicules et à l’épididyme peuvent par rétraction 

progressive, contribuer à guider les testicules et l’épididyme dans leur descente à travers 

la paroi abdominale. L’élévation de la pression intra-abdominale peut aussi jouer un 

rôle. Les deux testicules sont en général présents dans le scrotum ou dans le canal 

inguinal à la naissance du poulain, mais il est probable qu’ils peuvent circuler librement 

dans le canal inguinal pendant des semaines voire des mois après le poulinage, chez 

certains sujets dont l’anneau inguinal reste perméable. Pour bon nombre de pur-sang 

l’un des testicules peut être plus petit, et demeurer dans le canal inguinal jusqu'à ce que 

le poulain atteigne 5 ans. 

Dans d’autre cas, l’un des testicules – ou les deux - peut être définitivement retenu dans 

la cavité abdominale, affection appelée monorchidie - ou cryptorchidie -, le cheval étant 

qualifié de « monorchide »  ou de « cryptorchide ». le testicule resté dans la cavité 

abdominale est petit de consistance molle, flasque et incapable de produire des 

spermatozoïdes. 

L’un des testicules peut ne descendre ou ne « tomber » dans le scrotum qu’à l’âge de 3 -

4 ou même 5 ans. Dans ce cas, le testicule « manquant » est habituellement perçu dans 

le canal inguinal (Tibary et Bakkowy, 2005). 

1.1.4 Les glandes annexes 

Les glandes annexes comprennent les vésicules séminales, la prostate et les glandes 

bulbo-urétrales. Elles apportent les sécrétions et les substances qui avec les 

spermatozoïdes formeront le sperme. Les vésicules séminales sont des sacs allongés, 

situés de part et d’autre de la face dorsale de la vessie .leur longueur atteint environ 20 

cm ; un canal amène leurs sécrétions dans le canal déférent. 

La prostate est une glande lobulée, située au niveau du col vésical et à la partie initiale 

de l’urètre.  
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Elle est constituée de deux lobes latéraux reliés par un isthme. Deux glandes bulbo-

urétrales, de part et d’autre de l’urètre, ont une forme ovale et mesurent à peu près 4 cm 

de long et 2,5 cm de large (Tibary et Bakkowy, 2005). 

 

1.1.5 Le pénis 

Le pénis, organe copulateur male, est constitué d’un tissu spongieux érectile. Sa forme 

est celle d’un cylindre aplati latéralement. L’orifice urétral et son sinus sont des zones 

importantes pour les prélèvements des micro-organismes responsables de maladies 

vénériennes, tels Klebsiella ou l’agent de la métrite contagieuse équine. Des 

traumatismes du pénis peuvent entrainer hémorragies, œdèmes douloureux et 

déformations (Tibary et Bakkowy, 2005). 

 

1.1.6 Le prépuce 

Le prépuce est une double invagination de la peau qui recouvre la portion libre du pénis 

au repos. Le smegma est une substance d’odeur forte et désagréable qui peut 

s’accumuler en très grande quantité. Les glandes qui le produisent ont une grande 

importance pratique : elles sont susceptibles d’abriter des agents responsables de 

maladies vénériennes (Tibary et Bakkowy, 2005). 

La figure ci-après représente la structure interne du pénis chez le cheval. 

 

Figure 02 : Coupe transversale du pénis du Cheval, au niveau de la partie moyenne du 

pénis (Barone, 2001). 
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1.2 Physiologie sexuelle de l’étalon 

1.2.1 La saison sexuelle de l’étalon 

L’étalon peut se reproduire physiologiquement toute l’année mais de part la saisonnalité 

de la jument, il exprime son comportement sexuel en même temps que cette dernière. Il 

est par contre possible de prélever des étalons toute l’année soit pour effectuer une 

analyse de la semence lors de problème de fertilité, soit pour congeler des paillettes de 

sperme (Tibary et Bakkowy, 2005). 

 

1.2.2 Evaluation de la libido et de l’aptitude au chevauchement 

Une semence de très bonne qualité n’est intéressante que dans la mesure où elle est 

accompagnée d’une bonne libido et d’une aptitude à chevaucher la jument. Le 

comportement sexuel de l’étalon est jugé en le mettant en présence d’une jument en 

œstrus : un étalon avec une bonne libido manifeste immédiatement une attirance intense 

pour la jument, caractérisée par de l’agitation, du piaffer, des vocalisations, une activité 

pré-copulatrice intense avec flairage, léchage, mordillements de la jument, la 

manifestation du reflexe du flehmen (retroussement de la lèvre supérieure en réaction 

initiale au flairage de la région génitale ou de l’urine de la jument) et l’entrée en 

érection. Une cause très fréquente de baisse de la libido est une mauvaise gestion de la 

conduite des saillies telle qu’une surexploitation de l’étalon. 

L’aptitude d’un étalon à avoir un comportement sexuel normal (érection, 

chevauchement, intromission, mouvements copulatoires et éjaculation) doit être 

déterminée lors de l’évaluation du statut reproducteur d’un étalon (Blanchard et al., 

2003). 

 

1.2.3 Le mécanisme de l’érection 

L’érection est contrôlée par le système nerveux autonome. Le mécanisme de l’érection 

est ensuite purement vasculaire. Les cavités du tissu érectile se remplissent de sang et la 

longueur du pénis passe alors de 60 à 90 cm. On observe également une augmentation 

du diamètre de la partie renflée du gland (10 cm de diamètre). Le système 

orthosympathique, via le nerf hypogastrique, permet le remplissage des lacunes par le 

sang en agissant sur la vasomotricité du corps caverneux et a un rôle excito-sécrétoire 

sur les glandes annexes. 
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Le système parasympathique provoque l’érection du corps spongieux de l’urètre et du 

corps érectile du gland via le nerf érecteur (rameau du nerf honteux). Le nerf honteux 

assure l’innervation sensitive du périnée, du scrotum et du pénis ( Blanchard, 2003. 

Heymon et Vignon, 2005). 
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CHAPITRE II : La semence équine fraiche 

 

2.1 Le sperme 

 

2.1.1 Définition : 

Le sperme d’étalon est composé par 93 % d’eau, 6 % de matière organique, 1 % de 

matière minérale. Son pH avoisine 7 à 7,8. Au point de vue éléments figurés, le 

spermatozoïde en est la base essentielle puisqu’il assure la fécondation. Il est véhiculé et 

nourri par le plasma séminal (Jussiaux et Trillaud, 1977). 

 

2.1.2 Morphologie 

Comme tous les spermatozoïdes de mammifères, le spermatozoïde d’étalon comprend : 

 La tête, formée : 

 du noyau (qui contient l’information génétique dans l’ADN fortement condensé) 

 de l’acrosome (contenant les enzymes nécessaires à la fécondation) avec une 

portion spécialisée de l’acrosome appelée segment équatorial. 

 Le flagelle formé : 

 Du cou, point d’attachement du flagelle sur la tête, par un système de rotule. 

C’est la pièce la plus vulnérable du spermatozoïde. 

 De la pièce intermédiaire, de la pièce principale et de la pièce terminale. 

Les mitochondries en hélice dans la pièce intermédiaire sont le siège principal de la 

production d’énergie, nécessaire au mouvement. C’est leur présence qui donne un 

aspect un peu plus épais à la pièce intermédiaire. 

La paire central et les 9 doublets de microtubules qui constituent l’axonème sont 

entourés par 9 fibres denses. Tous ces éléments s’étendent du cou jusqu’à la pièce 

terminale, en passant par la pièce intermédiaire et la pièce principale. 

Les fibres denses se terminent à des endroits un peu déférents, ce qui entraine une 

diminution progressive du diamètre du flagelle et lui donne un aspect effilé. Les 

microtubules constituent  les éléments contractiles qui fléchissent le flagelle de manière 

hélicoïde, propulsant ainsi le spermatozoïde. 

Les colonnes longitudinales de la gaine fibreuse de la pièce principale, ainsi que les 

fibres denses apportent la rigidité nécessaire au mouvement normal du flagelle. Ses 

particularités ont été décrites par Bielanski (1979) : 
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 La tête est asymétrique 

 Le flagelle est implanté le plus souvent en position excentrée. 

 L’acrosome est de petit volume. 

 Présence de microtubules dans le cou (Barrier Battut et al., 2014). 

 

2.1.3 Composition chimique 

La composition chimique du sperme est la suivante : 

- eau (80%) 

- matière organique (6%) 

- ions (calcium, phosphate…) 

- lipides 

- glucides (fructose) 

- albumines et globulines 

            - bases aminé (Heymon et Vignon, 2005). 

 

2.1.4 Caractéristiques 

Des substances gélatineuses sont élaborées par les vésicules séminales. En premier lieu, 

ce gel est retenu par un filtre. 

Couleur : Normalement, le sperme est blanc laiteux. 

Volume : Le volume est important. Il est plus faible pour les étalons de sang (30-50 ml) 

que pour les races lourdes (120-150 ml) (Fauquenot, 1987). 

Concentration : 100 à 200 millions de spz par ml en moyenne. 

Nombre total : vers 10 milliards de spz en moyenne. 
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Tableau 01:Caractéristiques principales du sperme d’étalon (Dowsett et Pattie , 1987 

cité par Nicholich, 1989). 

Volume total (ml) Concentration 

(10
6
/ml) 

Nombre 

total (10
9
) 

Motilité 

(%) 

Référence 

 

70 (30-300) 

 

60-120 

 

60-100 

 

30-50 ou 120-150 

 

 

 

52,5 ± 34,1 

 

120 (30-8000) 

 

50-350 

 

150-300 

 

100-200 

 

200 (50-400) 

 

176 ± 125 

 

 

 

 

 

5-15 

 

 

 

10 (3-20) 

 

7,8 ± 5,7 

 

 

 

60 

 

40-75 

 

60-80 

 

75 

 

59 ± 14 

 

Kolb, 1975 

 

Corde, 1985 

 

Hafez, 1987 

 

Fauquenot, 1987 

 

Besse, 1993 

 

Langlois 1977 cité 

parNicholich, 1989 
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Ces caractéristiques varient avec la race (Tableau2), l’âge de l’étalon (Tableau1), la 

saison (Tableau 4), de la fréquence d’éjaculation, etc. 

 

Tableau 02 : Quelques caractéristiques du sperme de différentes races d’étalons de 

sport  (Dowsett et Pattie, 1987 cité par Nicholich, 1989). 

 

Races 

 

Nombre 

 

Vol. 

sans 

gel (ml) 

 

Vol. de 

gel (ml) 

 

Vol. 

total 

(ml) 

 

Concentration. 

(10
6
/ml) 

 

Nbre de 

spz 

(10
6
) 

 

Spz morts 

(%) 

 

P.S.A. 

 

Quarterhorse 

 

Pur Sang 

 

Arabe ½ sang  

 

A.Q.P.S 

 

Palomino 

 

Appaloosa 

 

Shetland  

 

Poney  

 

Moyenne 

 

73 

 

30 

 

141 

 

73  

 

111 

 

 

44 

 

18  

 

8  

 

38 

 

36,2 

 

23,8 

 

28,3 

 

33,2 

 

30,2 

 

 

23,8 

 

23,3 

 

44,4 

 

20,8 

 

29,3 

 

1,0 

 

4,0 

 

2,7 

 

5,5 

 

3,1 

 

 

1,1 

 

2,0 

 

13,1 

 

2,5 

 

3,9 

 

37,2 

 

27,8 

 

31 ,0 

 

38,7 

 

33,3 

 

 

24,9 

 

25,3 

 

57,5 

 

23,3 

 

33,2 

 

286,8 

 

171,7 

 

114,3 

 

116,1 

 

97,2 

 

 

138,5 

 

90,4 

 

101,3 

 

114,0 

 

136,7 

 

12661 

 

5372 

 

5027 

 

4854 

 

4738 

 

 

4016 

 

3331 

 

1720 

 

1122 

 

4760 

 

10,1 

 

23,8 

 

21,6 

 

17,1 

 

15,4 

 

 

21,3 

 

15,8 

 

38,5 

 

24,7 

 

20,9 
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Tableau 03 : Quelques caractéristiques moyennes du sperme d’étalon en fonction de 

l’âge (Dowsett et Pattie ,1987 cité par Nicholich, 1989). 

 

Age 

 

Nombre 
 
Vol. 

sans 

gel (ml) 

 

Vol. de 

gel (ml) 

 

Vol. 

total 

(ml) 

 

Concentration. 

(10
6
/ml) 

 

Nbre de 

spz (10
6
) 

 

Spz morts 

(%) 

 

1-2 ans 

 

3-13 ans >13 

 

>13 ans 

 

28 

 

427 

 

81 

 

15,6 

 

30 ,2 

 

33,7 

 

0,4 

 

4 

 

1,4 

 

16 

 

34,2 

 

35,1 

 

43,4 

 

147,8 

 

83,2 

 

481 

 

5053 

 

3252 

 

30,8 

 

18,8 

 

22,8 

 

Tableau04 : Quelques caractéristiques moyennes du sperme d’étalon en fonction de la 

saison  (Dowsett et Pattie,1987 cité par Nicholich, 1989). 

 
 

 
Nombre 

 
Vol. 

sans 

gel (ml) 

 
Vol. de 

gel (ml) 

 
Vol. 

total 

(ml) 

 
Concentration 

(106/ml) 

 
Nbre de 

spz (106) 

 
Spz morts 

(%) 

 

Printemps  

 

Eté  

 

Automne  

 

Hiver  

 

Moyenne 

 

232 

 

122 

 

80 

 

102 

 

 

 

 

26,2 

 

26,4 

 

21,5 

 

23,1 

 

24,3 

 

4,4 

 

6,4 

 

1,3 

 

1,9 

 

3,5 

 

30,6 

 

32,8 

 

22,8 

 

25 

 

27,8 

 

110,2 

 

139,5 

 

192,3 

 

125,2 

 

141,8 

 

3727 

 

4369 

 

5506 

 

3776 

 

4345 

 

18,5 

 

18,7 

 

20,2 

 

21,4 

 

19,7 
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2.2 La sélection des étalons 

Parmi les étalons jugés aptes à la reproduction, 95 % peuvent être exploités en IA de 

semence fraîche immédiate et 75 % en IA de semence fraîche différée (dans la journée) 

et, parmi ceuxci, 80 % ont une semence dite " congelable " (source Haras Nationaux). 

Cette sélection est faite après examen des caractéristiques séminales quantitatives et 

qualitatives de l’étalon candidat au cours du spermogramme qui consiste en l’examen de 

5 éjaculats collectés à 24 h d’intervalle. Des seuils ont été définis pour chaque 

caractéristique analysée et diffèrent en fonction du type d’IA. Ainsi, les conditions 

d’utilisation d’un étalon en IA de semence fraîche immédiate sont identiques à celles de 

l’acceptation d’un étalon à la mise à la reproduction. 

Pour les IA différées, les conditions sont plus strictes. Les paramètres qui seront 

déterminants pour la sélection de l’étalon sont : la concentration en spermatozoïdes des 

éjaculats et la mobilité des spermatozoïdes après des survies de 24 et 48h à +4 °C 

(Clément et Vidament, 1998). Les conditions d’acceptation d’un étalon à l’IA de 

semence congelée sont encore plus strictes : il doit satisfaire aux conditions de l’IA de 

semence différée et, de plus, sa semence subit un test de congélation.  Il ne sera retenu 

que si, sur au moins 6 éjaculats congelés, plus de 3 sont sélectionnés après contrôle. Le 

contrôle consiste en l’examen de 3 paillettes par éjaculat dont le pourcentage de 

spermatozoïdes mobiles doit être supérieur à 35 %. 

Actuellement, avec la technique utilisée dans les laboratoires de congélation des Haras 

Nationaux, au moins 69 % des éjaculats produits sont conservés (Magistrini et 

Vidament, 1999). 

 

2.3 Collecte du sperme 

Certains étalons sont habitués à monter sur un mannequin. En général il faut recourir à 

une jument en œstrus. L’aire péri-génitale de celle-ci est nettoyée, on lui met un tord-

nez et on entrave ses membres postérieurs. Il vaut mieux que l’étalon soit manipulé par 

une personne qui le connaît, et dans un lieu qu’il connaît, sans stress. L’érection est plus 

ou moins rapide. L’éjaculation est relativement courte (Valon et Chaffaux, 1983). 

  Le temps de réaction (entre le début des stimulations et la monte) est de 3,5 min (211 

secondes) pour le 1er éjaculat et de 3,85 min (231 secondes) pour le 2eme, une heure 

plus tard en moyenne (Nicolich, 1989). 
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Figure 03 : Mannequin de récolte pour étalons (d’après IMV Technologies France). 

Le prélèvement peut être effectué dans le vagin de la femelle (mais pas pour 

l’insémination artificielle), avec un condom en caoutchouc ou en plastique souple, ou 

mieux, avec un vagin artificiel. La température de l’eau du vagin artificiel au départ 

varie de 42°C à 50°C selon le temps estimé que l’étalon prendra pour éjaculer (Valon et 

Chaffaux, 1983). La capote est lubrifiée avec de la vaseline et la pression doit être 

proche de celle exercée par le vagin de la jument (Chevalier, 1980). L’opérateur qui 

prélève est de côté par rapport à l’étalon. Il dévie le pénis au moment du saut et présente 

le vagin artificiel (Corde, 1985).  

Il faut en moyenne 30 minutes pour obtenir une éjaculation. La température de l’eau du 

vagin artificiel est comprise entre 42°C et 44°C au moment de la collecte (Fauquenot, 

1987). La saillie elle-même sure 2 minutes environ. Le sperme doit être mis à l’abri de 

la lumière. 

 

Figure04 : Différents compartiments et montage d’un vagin artificiel (D’après IMV 

Technologies France). 
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    Vagin artificiel de             Vagin artificiel de type    Vagin artificiel de type 

       Nishikawa                                           Missouri                     Colorado 

 Figure05 : Les différents types de vagin artificiel (d’après IMV Technologies 

France). 

2.4 Dilution et conservation du sperme 

Le développement de l’insémination artificielle est lié à la mise au point de milieux 

permettant la survie des spermatozoïdes et le maintien de leur pouvoir fécondant. Ces 

dilueurs sont utilisés pour la conservation  du sperme frais (12 à 24 heures), ou congelé 

(au-delà de 48 heures). Ils doivent présenter la même pression osmotique que celle du 

spermatozoïde et la maintenir pendant toute la durée du stockage, contenir des 

substances colloïdales pour protéger les spermatozoïdes, des composants favorisant le 

métabolisme des spermatozoïdes et leur longévité. 

Le dilueur augmente le volume de l’éjaculat pour en faciliter le fractionnement et 

apporte un milieu de conservation meilleur que le plasma séminal. 

Les constituants associés les plus couramment répandus assurent soit un rôle nutritif 

(jaune d’œuf – lait écrémé – glucose) soit un rôle isotonique ( acide citrique et citrates – 

bicarbonate de soude – phosphate sodique – chlorure de potassium) soit un rôle sanitaire 

( antibiotique et sulfamide non spermicide), cette liste étant loin d’être exhaustive 

(Jussiaux et Trillaud, 1977). 

 

2.4.1 Conservation du sperme frais : 

Pratiquée couramment dans les grands Haras des Etats – Unis, la dilution de l’éjaculat 

frais permet l’insémination de 8 à 12 juments dans les 6 à 12 heures qui suivent la 

collecte. 

La dilution est en effet obligatoire car en l’absence de dilueur, le plasma séminal seul 

n’assure pas la survie des spermatozoïdes soit à la température normale 36 0C, soit en 
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hypothermie 4 0C. A 36 0C le sperme non dilué perd sa motilité après 1 à 2 heures de 

conservation. A 4 0C, sa longévité est un peu accrue puisque à la température corporelle 

les spermatozoïdes sont très motiles et épuisent rapidement leurs réserves énergétiques 

qui sont par contre économisées par le ralentissement des mouvements que provoque le 

froid. 

La semence fraiche est diluée et doit être conservée à faible température (4 à 5 0C). Le 

glucose et le jaune d’œuf à des teneurs variables dans le dilueur favorisent la survivance 

des spermatozoïdes. 

La composition du dilueur influe de façon très nette sur le pourcentage de 

spermatozoïdes motiles et sur la durée de leur survie.  

Nishikawa, mettant en comparaison trois dilueurs au taux de 1/3 à 4 0C, obtient 

respectivement :  

- Au bout de 6 h = 95, 90,80 % de motilité. 

- Au bout de 12h = 95, 82,63 % de motilité.  

- Au bout de 24h = 95, 70,26 % de motilité. 

Le premier du tableau étant baptisé C G H 27.  

De 1961 à 1965 les pourcentages de motilité obtenus au Japon avec du sperme frais 

dilué au C G H 27 conservé de 2 heures à 8 heures à 4 0C, ont été comparables (67,3 %) 

à celui de la saillie naturelle. 

 

Formules  des deux dilueurs  utilises actuellement au JAPON : 

CGH 27 

Jaune d’œuf = 7% V/V. 

Gélatine = 0,1g. 

Phosphate de sodium = 0,05 g. 

Chlorure de potassium = 0,025 g. 

Tartrate Sodico-potassique = 0,25 g. 

Glycine = 0,7 g. 

Glucose = 4,5 g. 

Caséine = 0,5 g. 

Drogue Tranquillisante = 0,01 g. 

Eau Distillée = 100 ml. 
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HF 20 

Glucose = 5 %. 

Lactose = 0,3 %. 

Raffinose = 0,3 %. 

Citrate sodique = 0,15 %. 

Phosphate sodique = 0,05 %. 

Tartrate Sodico – potassique = 0,05 %. 

Jaune d’œuf = 2 à 0,5 %. 

Pénicilline = 250 UI/ml. 

Streptomycine = 250 mg/ml. 

Cependant, les inséminations réalisées avec du sperme conservé dans les mêmes 

conditions au- delà de 24 heures ont été peu efficaces.  

En définitive, les pertes de semence préparée et perdue par péremption sont loin d’ètre 

négligeables. La faible durée de conservation, qui n’excède pas la journée pour obtenir 

des résultats très fiables, limite son emploi à la fois sur le plan technique aussi bien 

qu’économique. Un des services qu’on peut faire rendre à la conservation «  faible 

durée » serait dans les grandes stations de monte, où les grands étalons sont limités à un 

nombre réduit de sauts par jour éviter fatigue et ruine des jarrets. Au cas où le nombre 

de juments réceptives dépasserait cette potentialité, l’étalon serait collecté et sa semence 

diluée pour faire face à toutes les demandes (Jussiaux et Trillaud, 1977). 

 

2.5 Examen et appréciation du sperme 

Le choix de reproducteurs sains et féconds dépendant du contrôle qualitatif et quantitatif 

de la semence, cinq types de contrôles ont été préconisés pour évaluer  la qualité du 

sperme puisqu’aucun critère isolé ne permet de le juger. 

 Les examens macroscopiques sont  basés sur l’appréciation du volume, de la 

viscosité, du PH et de l’aspect de l’éjaculat. 

 Les examens microscopiques permettent l’évaluation de la mobilité massale 

et individuelle, la détermination de la concentration spermatique et du 

pourcentage de spermatozoïdes vivants, morts ou anormaux.  

  Les examens biochimiques décèlent une dépréciation de la qualité du 

plasma séminal. 
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 Les tests de résistance font apparaitre les variations de sensibilité aux chocs 

thermiques ou au degré de dilution, permettant l’élimination de certains 

étalons pour l’insémination artificielle.  

 Les examens sanitaires détectent la présence d’un germe pathogène 

susceptible de nuire à la fécondité de l’étalon. ( Jussiaux et Trillaud, 1977). 

 IA en frais : l’IA est réalisée sur place, immédiatement après la récolte de 

sperme. 

2.6 Différents modes de conservation 

 IA en frais : l’IA est réalisée sur place, immédiatement après la récolte de sperme, 

 IA congelée : la semence est congelée dans l’azote liquide (-196°C) et utilisée après    

avoir été conservée plus ou moins longtemps. 

 IA réfrigérée : concerne en fait toutes les IA différées mais non congelées. Il est alors 

nécessaire de préciser le temps pendant lequel les doses ont été conservées (12h, 24h, 

48h…), sachant qu’en France, la majorité des doses sont utilisées dans les 12h (Brinsko 

et al., 2000a). 
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     CHAPITRE III : La cryoconservation de la semence équine 

 

3.1 La cryoconservation 

3.1.1 Définition 

La cryoconservation  se définie comme l’utilisation de très basses températures pour 

conserver â long terme des cellules ou tissus, tout en maintenant intact leur structure et 

leurs fonctions  (Mazur, 1984). 

3.1.2 Principe 

La cryoconservation du sperme implique le stockage du sperme à des températures 

inférieures à zéro (c'est-à-dire congelées), ton qu’il n’est pas possible de garder les 

spermatozoïdes à la température du corps vue de la mortalité cellulaire importante qui 

s’ensuit à cause d’une activité métabolique intense (Varner et al., 1988).  

Le  cryogène généralement utilisé pour cette tâche est l'azote liquide (- 196 ° C). Si les 

spermatozoïdes résistent aux processus de congélation et de décongélation, leur intégrité 

peut être maintenue presque indéfiniment dans l'azote liquide, car l'activité métabolique des 

spermatozoïdes est considérée comme négligeable à cette température. Si les 

spermatozoïdes d'un étalon donné réagissent favorablement au cycle gel-dégel, ils peuvent 

éventuellement  conserver leur fonction pendant des siècles lorsqu'ils sont maintenus à - 

196 ° C.  

En l'absence d'agents cryoprotécteurs, la glace extracellulaire formée pendant la 

congélation entraînera une augmentation de la pression osmotique dans le milieu non 

gelé, ce qui extraira davantage d’eau de la cellule. La concentration de sels va donc 

augmenter à la fois au niveau intra et extracellulaire lorsque l'eau gèle, et la température 

doit diminuer pour protéger les protéines du relargage. Ainsi, des taux de congélation 

trop rapides entraînent des dommages structurels dus à la formation de glace 

intracellulaire, et des taux de congélation trop lents entraînent des dommages dus au sel 

des protéines.  

À des températures inférieures à 260 ° C, les cellules sont déshydratées et peuvent être 

conservées indemnes pendant plus de 1 000 ans. La décongélation du sperme doit 

généralement être effectuée à une vitesse très rapide afin de réduire les risques de 

dommages dus à la croissance de cristaux de glace extracellulaire (Bo G. Crabo, 2001).  

Il devient, donc, indispensable de maîtriser les modifications biologiques, 

physiologiques et physiques s’exerçant sur les cellules et leur environnement au 
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moment de la cryoconservation afin d’apporter aux spermatozoïdes des composants 

pouvant leurs permettre de résister à ces modifications délétères (Mazur, 1968). 

 

3.2 La cryoconservation dans l’espèce équine 

Grace à la cryoconservation, un intérêt plus vif est apporté à la reproduction des 

chevaux de course, ce qui a permis de diffuser la génétique de nos meilleurs étalons et 

d’importer celle des champions, garantir une assurance contre la perte imprévue d'un 

étalon et permettre l'accès au sperme congelé si le sperme frais ou refroidi n'est pas 

disponible avec la possibilité d'expédier le sperme dans le monde entier (Dascanio, 

2014).  

Ce n’est qu’en 2001 que les deux plus grandes associations de race du monde, 

l’American Quarter Horse et l’American Paint Horse, ont autorisé l’insémination des 

juments avec de la semence congelée, stimulant un intérêt nouveau pour la technologie 

de cryoconservation de la semence d’étalon.  

Alors que, malgré une bonne qualité de sperme frais et les différents milieux et 

techniques de réfrigération et congélation testés, certains éjaculats équins d’un nombre 

important d’étalons possédant de bonnes performances sportives s’avèrent subfertiles, 

c’est-à-dire que leur semence ne supporte pas la congélation, avec une qualité du 

sperme après décongélation insuffisante pour des raisons encore inconnues. C’est 

pourquoi les méthodes de sélection des spermatozoïdes d’étalon représentent un outil de 

grande valeur dans les techniques de reproduction assistée de l’espèce équine (Pillet et 

al., 2011, 2012). 

 

3.3 Les agents cryoprotécteurs : 

L’ajout de l’agent cryoprotecteurs, tel que le glycérol, a pour but d’améliorer la survie 

des cellules en augmentant la concentration totale en solutés dans le milieu extérieur ce 

qui diminuent la quantité de glace formée quelle que soit la température. Dans un 

premier temps, l’ajout de l’agent cryoprotecteur expose la cellule à un environnement 

hypertonique ce qui entraîne initialement une déshydratation cellulaire. Suite à la 

pénétration de l’agent cryoprotécteur à l’intérieur de la cellule lors de l’étape 

d’équilibration, la cellule retrouve sa taille normale. Lors du retrait de l’agent 

cryoprotecteur, le volume cellulaire varie encore une fois et cela peut s’avérer néfaste 

pour la survie du spermatozoïde. Ainsi l’ajout et le retrait de l’agent cryoprotecteur ainsi 

que la congélation induisent un stress osmotique et sont à l’origine de variations du 
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volume de la cellule spermatique (gonflement ou déshydratation) (Pillet et al., 2011, 

2012). 

3.3.1 Les cryoprotécteurs non pénétrants 

Ils agissent uniquement dans le milieu extracellulaire. Ils agissent comme solutés en 

diminuant la température de congélation du milieu et en prévenant la formation de glace, et 

possèdent également la propriété de protéger les membranes des spermatozoïdes.  

- Le lait : constitue le composant de base de nombreux dilueurs. Il permet un apport en 

phosphates, citrates et sucres aux spermatozoïdes, possède un pH proche de celui du sperme 

et reste facile à préparer et peu cher.  

- Le jaune d’œuf : est l’un des composants les plus employés dans les dilueurs. 

Puisqu’il a été démontré que sa présence protégeait contre le choc par le froid, il assure 

la protection des membranes des spermatozoïdes lors de la congélation grâce aux 

phospholipides qu’il contient. Chez le cheval, des essais utilisant le plasma de jaune 

d’œuf qui contient les LDL ont montré de bons résultats en termes de fertilité alors que 

la mobilité après décongélation n’était pas augmentée, illustrant bien les limites de 

l’évaluation de la mobilité comme critère de fertilité (Pillet et al., 2011, 2012).  

 

3.3.2 Les cryoprotecteurs pénétrants 

Comme le glycérol, le diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Gilmore et al., 2000) ou les 

amides (Alvarenga et al., 2005) : ils sont de bas poids moléculaire ; en entrant dans la 

cellule, ils limitent la formation de cristaux intracellulaires (mais également 

extracellulaire).  

De même, ils entraînent des réarrangements lipidiques et protéiques de la membrane 

cellulaire ce qui induit une augmentation de la fluidité membranaire, une modulation du 

niveau de déshydratation cellulaire et une meilleure survie à la cryoconservation.  

- Le glycérol : est resté le principal agent protecteur cryogénique pour la congélation du 

sperme, Son mode d’action reste obscur, même s’il est connu qu’il modifiera la 

formation de cristaux de glace pendant la congélation et la décongélation. On peut aussi 

supposer qu’il remplace l'eau dans les macromolécules congelées pour empêcher le 

repliement et la dénaturation. (Bo G. Crabo, 2001).  

  

Pour les spermatozoïdes d’étalon, plus sensibles aux variations osmotiques, la 

concentration en glycérol ne devrait idéalement pas dépasser les 3,5 % du volume total.  
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Récemment, un milieu de congélation ne contenant que 2,5 % de glycérol a été 

développé et de très bons résultats de fertilité ont été observés (Barbas et 

Mascarenhas, 2009 ; Ponthier et al.,  2014).  

 

3.4 Dilution du sperme 

Les chercheurs s’intéressant à la conservation de la semence ont très vite remarqué la 

nécessité de diluer la semence dès sa récolte, sans quoi sa durée de vie ne dépasse pas 

une heure ou deux (Katila, 1997) et son pouvoir fécondant est en grande diminution. 

Ceci est dû à deux phénomènes d’importance égale :  

- La compétition entre spermatozoïdes pour les éléments nutritifs ou une accumulation 

de métabolites nocifs lorsque la concentration en gamètes est trop élevée.  

- Les effets délétères du plasma séminal.  

La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoïdes optimale pour la 

congélation. La concentration finale en spermatozoïdes dans l’échantillon dépend du 

choix du taux de dilution. Un nombre de spermatozoïdes d’au moins 200 millions par 

dose pour 2/3 de dilueur (Barrier-Battut, 2013).  

Plusieurs méthodes peuvent être utilisées pour la dilution de la semence à savoir, 

l’utilisation d’un vagin ouvert pour ne récolter que la fraction riche de l’éjaculat ou 

encore la centrifugation de la semence. Alors que la méthode la plus couramment usitée, 

consiste à diluer de façon importante l’éjaculat entier (5 à 20% selon Katila, 1997). 

Certains étalons – à concentration faible en spermatozoïdes ou ne possédant pas assez 

de spermatozoïdes ayant une mobilité progressive (= PMS pour Progressive Motile 

Sperme) – ne peuvent néanmoins pas profiter de ces solutions, car elles engendreraient 

des doses d’insémination de trop grand volume avec une concentration en 

spermatozoïdes trop faible.  

 

3.5 Les dilueurs 

Un dilueur est nécessaire pour assurer une protection aux spermatozoïdes, entre autres 

par un effet de volume. Il existe un grand nombre de dilueurs, à base de lait ou de 

solution saline, ayant tous pour objectif une meilleure survie des spermatozoïdes.  
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Tableau 05 : Composition des dilueurs de centrifugation et de congélation « 

allemands » utilisés pour la congélation du sperme équin (Blanchard et al., 2005). 

 

 

Milieu de centrifugation (dilueur Merk1)  

D-Glucose                                                                                                                    59,98 g 

Citrate de dihydratetrisodique                                                                                       3,70   g 

EDTA (Ethylène  diamine tetra-aceticacid)                                                                 3,70   g 

Bicarbonate de soude                                                                                                    1,20   g 

Pénicilline G potassique                                                                                       1000000UI 

Sulfate d’amikacine                                                                                                       1,00   g  

Eau distillée déminéralisé qsp                                                                                   1000  ml 

Ajuster le pH à 6,9 avec du bicarbonate de soude  

Le dilueur peut être congelé à -20 
0
C sous de petits volumes jusqu’à 

utilisation 

 

Milieu de congélation   

Solution de D-lactose (11% poids/volume)                                                              50.0 ml 

Milieu de centrifugation (Merk1)                                                                              25.0 ml  

Jaune d’œuf                                                                                                               20.0 ml 

Glycérol                                                                                                                                    5.0 ml  

Equex STM (Nova chemicalSales ,Scituate , MA )                                                             0.8 ml 

 

 

Tableau 06 : Composition des dilueurs de centrifugation et de congélation à base de  

lait écrémé utilisés pour la congélation de sperme équin ( Blanchardet al., 2005). 

 

 

Milieu de centrifugation modifié de kenney  

 Lait non gras en poudre ( par exemple Sanalac )                                                         24.00 g 

 Glucose                                                                          26.5 g 

 Sucrose                                                                                                                                                                            40.0 g 

Bicarbonate de soude ( 1mEq /ml )                                                                                                                                  6.0 g 

Pénicilline G potassique                                                                                                                            1000 000 UI 

Sulfate d’amikacine                                                                                                                                                                   1.00 g 

Eau distillée et déminéralisée                                                                                                                                  qsp 1000 ml 

Le dilueur peut ètre congelé à – 20 0C sous de petits volumes jusqu’à utilisation   

Milieu de congélation   
Milieu de centrifugation modifié de kenney( ci-dessus)                                            92.5 ml 

Jaune d’œuf                                                                                                                             4.0 ml  

Glycérol                                                                                                                                                                               3.5 ml 

Une fois que le jaune d’œuf et le glycérol ont été ajoutés, ne pas congelé                                                              
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3.6 Congélation du sperme de cheval 

Le protocole de congélation de la semence équine est le suivant : 

 Collecte de la semence et première dilution Une fois collectée et filtrée sur gaze 

la concentration en spermatozoïdes de la semence est évaluée au photomètre. 

Une première dilution de la semence est réalisée dans le milieu INRA96® dans 

un bain-marie à +37°C de façon à avoir une concentration par pot de 50.106 

spermatozoïdes/ml. La semence est ensuite refroidie dans un bain-marie à 

+22°C, pendant 10 minutes. Une première centrifugation est effectuée à 600g, 

pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant contenant le milieu et le plasma 

séminal est éliminé. 

  

 Deuxième dilution et congélation de la semence Le culot de spermatozoïdes est 

resuspendu dans le milieu INRA-Freeze® afin d’obtenir une concentration 

finale de 100.106 spermatozoïdes/ml. Avant de mettre la semence en paillette 

de0.5 ml (paillettes bovines IMV Technologies), elle est refroidie pendant 1 

heure et 15 minutes à 4°C. La congélation des paillettes est réalisée à l’aide d’un 

congélateur programmable (Minidigitcool, IMV), selon une descente de 

température de -60°C par minute, de +4°C à 140°C. Une fois la température de -

140°C atteinte, les paillettes sont plongées dans l’azote liquide à -196°C, où 

elles sont stockées (Pierre, 2013). 

 

3.7 Décongélation des paillettes 

Le sperme est décongelé 30 secondes dans un bain marie à 37 °C. Pour les analyses de 

motilité, 3 paillettes sont prélevées de manière aléatoire dans la cuve et décongelées 

(une par une à 3 minutes d’intervalle), pour chaque éjaculat et chaque étalon. Une fois 

décongelé, le contenu de chaque paillette est dilué dans 2mL d’INRA96® à la 

concentration de 25x106 spermatozoïdes par ml et incubé à 37°C pendant 10 minutes 

avant analyse (Pierre, 2013). 
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3.8 Evaluation de la qualité de la semence congelée 

Après la décongélation, et avant toute utilisation de la semence, il est recommandé 

d’effectuer un contrôle de qualité sur chaque éjaculat pour essayer de prédire le pouvoir 

fécondant, et cela en prenant deux paillettes au hasard pour effectuer un spermogramme 

qui porte sur l’évaluation de pourcentage et de nombre des spermatozoïdes vivants et 

mobiles estimés en microscopie optique ou à l’aide du système CASA. Cependant, pour 

certains étalons la fertilité peu être diminuée après conservation, malgré un 

spermogramme satisfaisant voire excellent (Stéphanie, 2015).  

Jasko et al. (1992a et b) et Kenney et al. (1971) ont montré qu’il était relativement 

facile d’évaluer qualitativement le sperme d’un étalon à l’aide d’un spermogramme, 

mais qu’il était très difficile de prédire quantitativement sa fertilité. En effet, chacun des 

paramètres qualitatifs (mobilité, concentration, les anormaux, etc.) est plus ou moins 

corrélé à la fertilité d’un étalon. 

En pratique ce contrôle n’est pas toujours réalisé car particulièrement chronophage mais 

un test de décongélation peut être réalisé sur une paillette de chaque éjaculat congelé par 

réalisation d’un test de mobilité (Ponsart et al., 2014). D’où il’ est généralement admis 

que le pourcentage de mobilité progressive après décongélation doit être d’au moins 

30% ( Dascanio. 2014). 
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Partie expérimentale 

 

      I.  Objectif :  

L’objectif de cette étude a été d’étudier l'effet de la congélation de la semence 

équine utilisée dans le cadre de l’insémination artificielle, sur la qualité des étalons. 

1 Matériel et méthodes : 

        1.1 Lieux de l’expérimentation : 

Notre étude s’est déroulée au niveau de  Centre National de l’Insémination Artificielle 

et de l’Amélioration Génétique (CNIAAG), et qui se situe au niveau de la jumenterie « 

Chaou Chaoua »  de Tiaret. 

 

Figure 06 : CNIAAG, Jumenterie Chaou Chaoua de Tiaret(Original). 

1.2 Effectif de l’expérimentation : 

L’expérimentation a été réalisée durant la saison de monte 2020 (saison administrative 

du 1Mars au 30 Juin), sur la semence de deux étalons appartenant à l’annexe du 

CNIAAG de Tiaret ; le premier appartient à la race « Arabe-Barbe », et le deuxième à la 

race « Barbe ». 

1/ Ghaiouan : âgé de 17 ans, de race Pur- sang Arabe. 

2/ Jeremy : âgé de 21 ans, de race Barbe. 
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       Pur-sang Arabe             Barbe  

Figure 07 : Présentation des étalons des deux races (Barbe et Pur-sang Arabe) 

(Original). 

 

2  Déroulement des récoltes 

Les étalons étaient récoltés ou bien utilisés en monte naturelle dans la semaine 

précédente pour vider leur réserve extra-gonadique de spermatozoïdes et ainsi avoir une 

qualité constante de la semence. Les deux étalons étaient récoltés au moins deux fois 

par semaine. Pour que la concentration en spermatozoïdes ne diminue pas, les collectes 

n’étaient pas réalisées deux jours consécutifs pour un même étalon. Ils étaient donc 

collectés un par un alternativement, mais seulement un seul éjaculat par étalon était 

utilisé pour la conservation (Demni, 2019). 

2.1 La Préparation du vagin artificiel 

La récolte du sperme a été faite à l’aide d’un vagin artificiel de type Missouri, 

immédiatement avant la récolte la chambre à eau du vagin artificiel est remplie avec de 

l’eau à 45-50°C, et la pression à l’intérieur du vagin artificiel est ajustée d’une manière 

à ne pas gêner la pénétration ou la dilatation de la verge à l’intérieur du vagin artificiel, 

où elle doit être favorable à l’éjaculation, et ceci est en fonction des besoins de chaque 

étalon. 
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Figure 08 : Préparation de vagin artificiel de type Missouri (Original). 

Avant le prélèvement, la surface interne du vagin artificiel est lubrifiée avec un 

lubrifiant stérile et non spermicide (vaseline naturelle) et le biberon de récupération du 

sperme avec un filtre à sperme est placé à la température corporelle qui a été maintenue 

constante pendant la durée du prélèvement et de l’acheminement de l’échantillon 

jusqu’au laboratoire, et ceci afin d’éviter d’éventuels chocs thermiques.  

Le filtre à sperme placé à l’entrée du biberon de récupération du sperme était utilisé afin 

d’augmenter le nombre de spermatozoïdes récupérés dans chaque éjaculat en permettant 

de séparer la partie liquide de l’éjaculat, qui renferme les spermatozoïdes, de la partie 

épaisse et gélatineuse, le gel, qui correspond à la dernière fraction de l’éjaculat (Demni, 

2019). 

 

2.2 La préparation d’étalon 

Avant d’accéder à la récolte du sperme, l’étalon qui est maintenue dans son box 

individuel a eu tout d’abord le pénis lavé à l’eau tiède puis séché par des serviettes en 

papier jetable pour éliminer toute la saleté et les débris.  

 

Le cheval est ensuite déplacé par un opérateur de son box vers la zone de récolte où il 

est stimulé dans un premier temps par la vue de la jument en œstrus, la monte demande 

un effort pour l’étalon, donc il lui faut une petite séance d'échauffement. 

.  

L’étalon à récolter est encore stimulé dans un second temps on le plaçant par l’opérateur 

en regard de la jument « boute-en-train » présentant un œstrus comportemental. qui est-

elle même bien immobilisée par des entraves et placée à l’autre côté d’un fantôme de 

reproduction (Demni, 2019). 
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Figure 09 : préparation de l’étalon (Original). 

2.3  La récolte 

La récolte est faite dans une zone de monte spéciale. Nous travaillons toujours en 

équipe, de trois ou quatre soigneurs, jamais seul, avec celui qui tien l’étalon et le 

collecteur du même côté du cheval (côté gauche de la jument). Une fois qu’il est monté, 

la verge du cheval est alors détournée par l’opérateur qui l’insère dans le vagin artificiel 

et le sperme est recueilli dans le biberon de récupération du sperme. Cela dure quelques 

secondes, le vagin est ensuite retiré soigneusement du pénis, il est mis en position 

verticale et vidé de l’eau chaude pour essayer de récupérer la totalité de l’éjaculat et 

évité un contact prolongé de l’éjaculat avec la paroi interne du vagin chaude, puis il est 

directement acheminé vers le laboratoire qui se trouve juste à côté de la zone de 

collecte. L’étalon est ensuite remis au box (Demni, 2019). 

 

 

Figure 10 : La récolte de la semence (Original). 
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2.3.1 Evaluation des semences après la récolte  

Une fois arrivé au laboratoire, le biberon de collecte était retiré du vagin artificiel et le 

filtre contenant le gel était immédiatement retiré du biberon afin d’éviter toute 

infiltration de gel dans la portion sans gel de l’échantillon de sperme récolté.  

 Avant d’accéder à l’évaluation, tout le matériel entrant en contact avec la semence, 

ainsi que les milieux de dilution étaient préchauffés à la température corporelle, et la 

fraction sans gel récupérée a subi les tests suivants : 

 

2.3.1.1 Examen macroscopique 

Une fois la semence au niveau du laboratoire le volume sans gel, la couleur et l’aspect 

sont estimés :  

a. Volume 

Le volume en ml a été évalué par lecture directe sur les graduations du tube de collecte. 

La mesure du volume était nécessaire pour calculer le nombre total de spermatozoïdes 

contenus dans l’éjaculat. 

b. Couleur et aspect 

La couleur et l’aspect des éjaculats étaient évalués à l’œil nue afin de détecter la 

présence éventuelle de sang, d’urine ou de pus dans l’éjaculat. 

 

2.3.1.2 Examen microscopique 

a. Mobilité massale 

Immédiatement après évaluation macroscopique, le volume de la semence exempte de 

gel était analysé par le dépos d’une goutte de sperme entre lame et lamelle propres, secs 

et chauffées a environ 37°C et placée par la suite sous le microscope optique. 

b. Mobilité individuelle. 

L’examen de la mobilité individuelle est l’observation d’une goutte de sperme placée 

entre lame et lamelle au fort grossissement 40 afin d’apprécier la mobilité progressive. 

Le but de ce test est de déterminer le pourcentage de spermatozoïdes mobiles ainsi que 

la proportion de spermatozoïdes fléchant c'est-à-dire qui traversent le champ rapidement 

en ligne droite. Une semence de bonne qualité comporte 70% de spermatozoïdes 

fléchants. L’analyse de la mobilité spermatique par microscopie optique demeure un 
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examen subjectif, même si l’erreur est réduite en confiant toujours la lecture au même 

opérateur expérimenté (Demni, 2019). 

 

 

Figure 11 : Observation microscopique de la semence de deux  étalons (Original). 

 

2.3.1.3 Les différents colorants 

Les colorants cytologiques classiques à usage multiple, comme le Wright’s, le Giemsa, 

l’hématoxyline-éosine, sont utilisés pour mettre en évidence les cellules germinales 

ousomatiques sur les frottis de sperme. Ils permettent une coloration différentielle des 

différentes parties du spermatozoïde et une identification d’autres éléments cellulaires 

telles que les bactéries ou les leucocytes. Une modification de la coloration 

Giemsa/Wright est disponible dans le commerce et permet la coloration de frottis en 

quelques secondes par  passage des lames dans trois solutions différentes : solution de 

fixation, solution d’éosine Y et solution de bleu de méthylène. 

Les colorants de fond, comme l’éosine-nigrosine ou l’encre d’Inde, sont les colorants 

les plus largement employés de par leur facilité d’utilisation. Une goutte de sperme et 

une goutte de colorant sont mélangées sur la lame avant d’être étalées pour obtenir un 

frottis qui est séché à l’air puis observé au microscope avec objectif à immersion. La 

visualisation des détails de la structure du spermatozoïde est considérablement 

améliorée par fixation des cellules dans une solution tamponnée de formol ou dans un 

fixatif similaire tel que le glutar aldéhyde , ainsi que par l’utilisation d’un montage en 

milieu humide avec un microscope à contraste de phase ou un microscope à contraste 

interférentiel. La coloration à l’éosine-nigrosine est utilisée pour l’étude morphologique 

des spermatozoïdes ainsi que pour la détermination du taux de spermatozoïdes vivants 
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et morts. Ce colorant est constitué d’un mélange à parts égales d’une solution d’éosine à 

5% et d’une solution de nigrosine à 10%. Les spermatozoïdes vivants apparaissent 

blancs alors que ceux qui sont morts sont colorés en rouge ou rose suite à la 

perméabilité de leur membrane à l’éosine (Allimant, 2010). 

 

2.3.1.4 Filtration de l’éjaculat : 

Une fois récoltée, la semence était immédiatement filtrée dans un récipient gradué sur 

un papier filtre ou une double gaze stérile pour en retirer les impuretés et le « gel » qui 

contient le liquide séminal hautement toxique pour les SPZ en cryoconservation (Jasko, 

1991). 

L’ensemble est préalablement chauffé à l’étuve jusqu’à 37 °C pour éviter tout éventuel 

choc thermique. Le volume de l’éjaculat filtré était ensuite évalué puis aliquoté dans 4 

tubes de 50 ml préalablement placées dans une étuve à 37°C, mettre les tubes dans un 

bain marie  37 
0
C  (Meraimi, 2019). 

3 Dilution de la semence 

Le diluant utilisé était le milieu « INRA 96® » (200 ml, IMV, L’Aigle, France). Pour 

éviter les problèmes d’altération de ce milieu dans les flacons de 200 ml après 

ouverture, l’INRA96 est reconditionné par 5, 10, 20 et 50 ml, et congelé à -18°C 

pendant au moins 24 heures, en vue d’une bonne standardisation. Chaque jour de 

récolte, un volume de « l’INRA96 » par dose à préparer sont décongelés à température 

ambiante, puis mis à 37°C dans un bain-marie pour la condition de l’isothermie. 

L’INRA 96 est rajouté à la semence pour une dilution de 1:3, c’est-à-dire, rajouter 3 

volume du dilueur pour 1 volume de sperme. 

a. Décente de la température à 22°C : 

Mettre les tubes contenant le sperme dilué dans un bain marie a 22 °C pondant 10 min.  

b. Décente de la température de 22°C à 4°C :  

Les tubes de la semence diluée ont été mis dans des récipients en plastic remplis d’eau à 

22°C. Ces récipients ont été placés dans un réfrigérateur réglé à 4°C pendant 30min 

Ainsi, le refroidissement de la semence se fait doucement par transmission à travers 

l’eau du récipient évitant le choc thermique des spermatozoïdes Mettre les tubes dans un 

bain marie a 37 °C  (Meraimi, 2019). 
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4  Centrifugation : 

Mettre 2 ml de coussin de centrifugation (MAXI-FREEZE, IMV, L’aigle, France) au 

fond de chaque tube de 10m de centrifugation. Le coussin va jouer un rôle 

d’amortisseur mécanique pour éviter d’endommager les cellules spermatiques pondant 

la centrifugation à grande vitesse et de longue durée (au-delà de 600xg pdt plus de 10 

min le coussin devient obligatoire (Mancil et Varner, 2008). 

La semence est alors centrifugée a 600xg pendant 10min cette vitesse ne fait perdre 

qu’environ 15% des spermatozoïdes (Cochran et al., 1984 ; Heitland et al., 1996). 

5  Conditionnement de la semence 

 Après équilibrage, la semence diluée est conditionnée dans des paillettes mini 

tube contenant un volume de 0,5 mL.  

 Les paillettes sont tout d’abord identifiées à l’aide d’un marqueur indélébile en 

mentionnant le nom d’étalon, la concentration en miel, et la date de la récolte.  

 Après le refroidissement de la semence diluée, celles-là sont remplies par 

aspiration buccale à travers l’extrémité bouchonnée de la paillette. A l’aide des 

pointes de micropipette. 

 Un petit volume de la semence est retiré de la paillette de manière à laisser un 

vide d’environ 1cm. 

 Les paillettes sont obstruées par la poudre d’alcool polyvinyle et elles subies une 

légère agitation afin d’amener la bulle d’air au milieu de la paillette pour éviter 

tous éclatement par le processus de dilatation. 

6 Préparation du milieu de Cryo-congélation 

6.1 Le Kenney modifié 

Tous d’abord, le milieu de dilution (SKMG) que nous avons préparé a été modifié enlui 

ajoutant 5% de glycérol avec 15% de plasma du jaune d’œuf. Le glycérol est pour 

améliorer l'aptitude à la fécondation des spermatozoïdes fragilisés ou endommagés 

pendant le processus de congélation, alors que le jaune d’œuf était ajouté dans le but 

d’améliorer laprotection de la membrane plasmique des spermatozoïdes et ceci en 

fournissant un pouvoir tampon et des propriétés anti-oxydantes au dilueur de 

congélation (Dascanio, 2014). 
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6.2 Préparation de plasma du jaune d’œuf 

Pour séparer le plasma de jaune d'œuf qui constitue la partie fluide du jaune d’œuf dans 

laquelle divers particules sont suspendues sur le reste de la fraction solide qui représente 

le jaune d’œuf lui-même, certaines étapes ont été suivies : 

Tout d’abord, comme il est important de n'utiliser que du jaune d'œuf sans albumine ni 

parties riches en membrane, 2 à 3 jaunes d’œuf ont été doucement enroulés chacun sur 

une à deux feuilles d’un papier filtre, pour se débarrasser complètement de toute 

l’albumine, tout en gardant le jaune d’œuf intact. 

La quantité du jaune d’œuf filtré était versé dans une éprouvette graduée stérile jusqu’à 

atteindre un volume de 21 mL, ce volume obtenu était dilué par la suite en ajoutant 7mL 

d’eau distillée stérile pour diminuer la viscosité du jaune d’œuf. Le mélange ainsi 

obtenu était remplie dans un tube conique stérile de 45 ml puis soumit à la 

centrifugation dans une centrifugeuse pondant 45 mn à 2000 x g (g : gravité), 

permettant d’avoir trois fraction le culot (membranes) la fraction moyenne (la partie à 

prélevée) et le surnageant (les lipides). 

Un volume de 15 mL du plasma de jaune d’œuf était aspiré à l’aide d’une seringue 

stérile et supplémenté à un volume de 80 mL du milieu du dilution (le Kenney), un 

volume de 5 mL de glycérol était en dernier lieu ajouté à ce mélange à cause de ces 

propriétés toxiques, rappelons que tous les constituants étaient mis préalablement à une 

température de37°C (Demni, 2019). 

 

7   Congélation des paillettes  

Les paillettes chargées en sperme ont été déposées sur une grille pré-refroidie (à 4°C) 

puis placées en premier lieu à 4 cm au-dessus de l’azote liquide en phase vapeur dans 

une boite de polystyrène pondant 15 mn avant d’être plongées en phase liquide 

(Cristanelli et al., 1985). Les paillettes ont ensuite été stockées dans des fuseaux puis 

placées dans des canisters et maintenues immergées dans l’azote liquide jusqu’à 

décongélation (Demni, 2019). 
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8   Evaluation des paillettes après décongélation  

8.1  Décongélation  

Pour décongeler, juste avant leur évaluation qui a été faite après 24 heures, deux 

paillettes de chaque concentration sont directement transférées de l’azote liquide dans 

un bain-marie réglé à 37°C pendant 30 secondes, elles sont par la suite bien essuyées et 

leur contenue est vidé dans des tubes « eppendorf » qui sont mis à l’étuve à 37°C en 

absence de la lumière. 

 8.2 Evaluation 

La motilité des spermatozoïdes a été examinée et enregistrée à l’aide d’un microscope 

optique juste à 0, 1/2, 1, et 2 heures après décongélation des paillettes, une goutte de 

sperme est déposée entre lame et lamelle préchauffées à 37°C, l’évaluation et le calcule 

de pourcentage de motilité ont été réalisés comme nous avons décrit précédemment, 

cela était fait pour chaque concentration (Demni, 2019). 

8.3 Méthodes d’évaluation de la semence :  

Une semence de bonne qualité  est la concrétisation évidente d’une bonne conservation, 

mais il est intéressant d’essayer de prédire le pouvoir fécondant. Pour cela, il est 

possible de se baser sur les caractéristiques physiques de la semence en effectuant un 

spermogramme. Cependant, certains étalons ont une fertilité diminuée après 

conservation malgré un spermogramme satisfaisant voire excellent. Jasko et al. (1992a 

et b) et Kenney et al.(1971)ont montré qu’il était relativement facile d’évaluer 

qualitativement le sperme d’un étalon (sur différents critères tels que la mobilité, la 

concentration, les anormaux mais qu’il était très difficile de prédire quantitativement sa 

fertilité. En effet, chacun des paramètres qualitatifs est plus ou moins corrélé à la 

fertilité d’un étalon. D’après Clément (1995), les caractéristiques séminales qui sont 

plus souvent corrélées avec la fertilité sont :  

 la concentration. 

 le nombre total de spermatozoïdes. 

 le pourcentage de spermatozoïdes mobiles à 0h. 

 le pourcentage de spermatozoïdes normaux. Ainsi, plusieurs tests ont été mis au 

point pour comprendre un peu plus précisément les discordances entre 
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spermogramme et fertilité et estimer l’intégrité de certaines fonctions 

indispensables à un spermatozoïde (Beradal, 2013). 

9 Résultats 

9.1 Evaluation de la qualité de la semence après récolte : 

Les résultats d’évaluation de la qualité de la semence des deux étalons à la récolte sont 

enregistrés et présentées dans le tableau  suivant : 

Tableau 07 : Evaluation de la qualité de la semence des deux étalons après récolte. 

  

Volume 

totale 

 

Volume 

Filtré 

 

Concentration 

10
6 

 

Ph 

 

Mobilité 

 

Nombre 

de saut 

 

Temps de 

récolte 

Ghaiouan 

03 mars 

2020 

 

70ml 

 

40ml 

 

300ml 

 

7 

 

4/5 

 

1 

 

1min  

Jeremy 

5 mars 

2020 

 

65ml 

 

40ml 

 

180ml 

 

7 

 

4/5 

 

1 

 

5min 

 

Le pH a été de 7, la mobilité a été de 4/5, et le volume filtré de 40 ml ; ce sont les 

mêmes valeurs qui ont été obtenues pour les deux étalons. En ce qui concerne le  

volume totale  et la concentration, ils ont été plus élevés chez le jeune étalon « 

Ghaiouan », par rapport au plus vieux « Jeremy » (volume Total : entre  65 et 70 ml ; 

la concentration : entre 180 – 300 ml).  

Le  nombre de sauts a été d’une seule fois pour les deux  étalons, et le temps de récolte a 

été de 05 min chez « Jeremy », l’étalon le plus âgé, et de 01 minute chez « Ghaiouan 

», le plus jeune. 
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9.2 Evaluation de la qualité de la semence après la décongélation : 

Les valeurs de la motilité qui ont été obtenues après la décongélation de la semence, 

sont représentées dans le tableau suivant : 

Tableau 08 : présentation des valeurs de la motilité après décongélation (%). 

 

 

Valeurs de la motilité après décongélation (%) 

0h 1/2h 1h 2h 

Ghaiouan Jeremy  Ghaiouan Jeremy  Ghaiouan Jeremy  Ghaiouan Jeremy 

Spermatozoïde 40% 

 

20% 45% 25% 55% 32% 60% 40% 

 

Les valeurs de la motilité après décongélation sont variées comme suit : de 0h à 2h chez 

l’étalon Ghaiouan, le pourcentage des spermatozoïdes  s’est amélioré petit à petit 

(40%, 45%, 55%, 60%). 

Chez l’étalon Jeremy, le pourcentage des spermatozoïdes s’est amélioré lui aussi, mais 

de façon moindre par rapport au jeune étalon «Ghaiouan » (20% ,25%, 32%, 40%).  

Concernant les paramètres de mobilité des spermatozoïdes, les valeurs moyennes du 

pourcentage de spermatozoïdes rapides et de spermatozoïdes progressifs ont été plus 

élevées chez l’étalon «Ghaiouan » que chez l’étalon le plus âgé « Jeremy ».  

L’évaluation de l’intégrité de la membrane plasmique a montré que le pourcentage de 

spermatozoïdes HOS + a été significativement plus élevé chez le jeune étalon, comparé 

à l’étalon le plus âgé. Le facteur éjaculat s’est révélé significatif. 

Le pourcentage de spermatozoïdes  vivants a été significativement plus élevé chez le 

jeune étalon, par rapport au plus âgé. 

Pour l’évaluation de l’état de l’acrosome, le pourcentage de spermatozoïdes possédant 

un  acrosome intacte a été lui aussi significativement plus élevé chez le jeune étalon, 

comparé à l’étalon le plus âgé ( Najjar et al., 2009). 
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Discussion  

 

Dans notre travail nous avons trouvé que le pH =7, que la mobilité a été de 4/5, et que le 

volume filtré a été de 40 ml : ce sont donc les mêmes valeurs obtenus chez les eux 

étalons. Tandis que pour le volume totale  et la concentration, ces dernières ont été plus 

élevées chez le jeune étalon « Ghaiouan » par rapport à l’étalon « Jeremy », le plus 

âgé (volume Totale entre 180 et 300 ml pour Ghaiouan, contre seulement 65 et 70 ml 

pour Jeremy). 

En ce qui concerne le  nombre de sauts, nous avons enregistré un seul saut pour les deux 

étalons. 

Le temps de récolte  a été plus lent chez l’étalon le plus âgé (Jeremy : 05minutes), par 

contre il a été plus rapide chez l’étalon le plus jeune (Ghaiouan : 01 minute). Ce 

résultat varie considérablement selon la race et l’âge. Il est meilleur pour la race Pur-

sang Arabe en comparaison avec la race Barbe. 

La motilité des spermatozoïdes a été examinée et enregistrée  à l’aide d’un microscope 

optique, à T= 0 , T= 1/2, T=1, et T= 2h  après décongélation  des paillettes. 

Plusieurs variantes des milieux de dilution ont été utilisées à des fins de traitement de 

sperme congelé (Jerez et al.,  2016). La composition des dilueurs de sperme dépend de 

l'utilisation du sperme, de la température et de la période de stockage. Les 

spermatozoïdes chez les mammifères ont besoin de substrats exogènes pour remplir 

diverses fonctions, par exemple ; préserver les ressources énergétiques intracellulaires, 

les constituants des cellules et plus particulièrement la motilité (Salisbury et al., 1978). 

Le lait (lait écrémé, homogénéisé ou entier) fournit les phospholipides nécessaires à la 

stabilisation de la membrane à basse température, et minimise l'activation de la 

membrane acrosomique (Bustamante Filho et al., 2009). Les sucres sont des 

composants essentiels des dilueurs pour fournir l’énergie nécessaire à la glycolyse du 

sperme (Aboagla et Terada, 2003). 

Dans cette étude, nous avons utilisé le milieu « INRA 96 + 2% Jaune d’œuf », afin 

d’obtenir un meilleur résultat. Lors de l’évaluation microscopique après décongélation, 

nous avons distingué que le pourcentage de spermatozoïdes mobiles a été plus élevé, de 

même qu’une augmentation  de  la fertilité. 

Plusieurs études comparatives montrent que l’INRA96 est un dilueur très performant : 
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- Webb et al. (2006) ont ainsi comparé la mobilité de l’INRA 96, avec le Kenney 

(dilueur de référence pour la réfrigération du sperme de cheval) et le VMD-Z (dilueur 

mis au point par le Haras du Z, mais dont la composition est inconnue). Il a montré que 

l’INRA96 et le VMD-Z étaient équivalents, mais tous les deux supérieurs au Kenney, 

dans différentes situations (semence conservée 24, 48 ou 72 heures, dans des boîtes de 

transport, avec ou sans plasma séminal). 

- Pillet et al., (2008) ont montré que la fertilité de la semence congelée dans l’INRA96 

(additionné de jaune d’œuf et de glycérol) était de 71%, tandis que celle dans l’INRA82 

(milieu de référence pour la congélation du sperme équin contenant aussi du jaune 

d’œuf et du glycérol), n’était que de 40%. Ainsi, l’INRA96 est plus performant que les 

dilueurs de référence actuels, aussi bien pour la réfrigération que pour la congélation du 

sperme équin. 

Résultats du test de réactivité des membranes (test HOS) : pour réaliser ce test, le 

laboratoire de l’INRA de Nouzilly a l’habitude de travailler avec une solution de sels de 

Hanks (additionnée de HEPES) hypo-osmotique. Le pouvoir osmotique de cette 

solution étant presque uniquement lié au NaCl, il suffit d’en retirer le sel pour obtenir 

une solution hypo-osmotique (par rapport au plasma séminal), à 50 mOsm/l, osmolarité 

de la solution que nous avons utilisée. La technique à utiliser pour réaliser ce test n’est 

pas standardisée, chacun faisant un peu à sa manière. Ainsi, Nie et al. (2001) après 

avoir comparé plusieurs solutions de différentes osmolarité, ont préconisé une 

incubation de 60 minutes dans une solution de sucrose à 100 mOsm/l. D’autre part, 

Neild et al. (1999) ont préféré une solution de lactose à 50 mOsm/l. Après 22 heures de 

conservation, ils ont obtenus 40% de spermatozoïdes réagissant au test de réactivité des 

membranes, mais sans différence significative entre lots. D’autre part, Barrier-Battut, 

avec un mode opératoire similaire, a obtenu 63% de spermatozoïdes ayant réagi à la 

récolte (moyenne sur 22 étalons fertiles). Ils ont donc constaté que la conservation de 22 

heures fait chuter le taux de réaction à ce test de manière importante, sans qu’il soit 

possible de déceler une influence significative de la température de stockage sur ce 

paramètre. Cependant, nous pouvons remarquer une petite tendance non significative à 

l’augmentation du nombre de réactions avec la température (Yoann, Jean, François le 

foll, 2008). 

Le jaune d’œuf est un agent protecteur non-perméable, il ne pénètre donc pas dans la 

cellule. Il protège les spermatozoïdes lors du refroidissement et durant la congélation. 

Le jaune d’œuf est ajouté aux diluants utilisés pour conserver les spermatozoïdes de  
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l’étalon ainsi que ceux de plusieurs mammifères. Le jaune d’œuf est composé d’eau, de 

lipides, de protéines, de glucides, de minéraux et de vitamines. Plusieurs données 

attestent que la fraction de lipoprotéines de faible densité (LDL) est le constituant du 

jaune d’œuf qui protège les spermatozoïdes durant la cryoconservation. Ainsi, des LDL 

isolés à partir du jaune d’œuf protègent aussi efficacement les spermatozoïdes que le 

jaune d’œuf entier lors du refroidissement et de la congélation. 

La motilité, l’intégrité de l’acrosome et la viabilité sont protégées lorsque les 

spermatozoïdes sont dilués dans un diluant contenant des LDL (Lusignan,  2011). 

Donc, la congélation fait un bon résultat, grâce  au jaune d’œuf  (ce dernier contient des 

valeurs nutritives).ce qui permet d’augmenter le nombre de spermatozoïdes. 

Il y a un problème dans certain centre d’IA lors de la décongélation, car dans certains 

centre d’I.A, on laisse la cuve d’azote ouverte, sans la fermer pendant des minutes, et ce 

geste est frauduleux et non acceptable, et au-delà de 10 secondes, il faut impérativement 

fermer la cuve, sinon, on détruit la viabilité de tous les spermatozoïdes stockés. 

Ces résultat est différent d’un étalon à l’autre, et diffère aussi avec la race et l’âge de 

l’étalon.  

Conséquences de la conservation : 

Une fois la conservation assurée, il est utile de s’intéresser au nombre de 

spermatozoïdes nécessaires pour obtenir une gestation. Dans ce domaine, les 

recommandations diffèrent d’un pays à l’autre. Pour du sperme frais, il est à peu près 

établi qu’une dose de 100 millions de spermatozoïdes, ayant une mobilité progressive 

(PMS : Progressive Motile Sperme) est un optimum ; si la fertilité de l’étalon est bonne, 

le temps de conservation inférieur à 12h et le suivi des juments correctement mené 

(Brinsko, 2006).  

Cependant, il est possible d’obtenir une fertilité identique, mais avec des doses allant 

jusqu’à 500 millions de PMS. C’est-à-dire, que la quantité de spermatozoïdes inséminés 

peut compenser partiellement une défaillance de l’un de ces facteurs. Par contre, 

toujours selon ce même auteur, une dose de 50 millions de PMS réduit dans tous les cas 

la fertilité. Sachant maintenant que pour de la semence réfrigérée, et non pas congelée, 

il y a une perte de 50% environ de la mobilité des spermatozoïdes. Il est alors 

recommandé d’utiliser des doses d’au moins 200 millions de spermatozoïdes avant 

conservation (Brinsko, 2006). Ces recommandations sont de plus modifiées par le type 

d’insémination (Beradal, 2013). 
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Conclusion 

Les résultats obtenus au cours de cette étude permettent de montrer que la semence 

équine des étalons « Pur-sang Arabe » et « Barbe », conserve sa motilité et sa 

longévité pendant au moins 2 heures, lorsque le dilueur de cryoconservation est 

supplémenté par un jaune d’œuf. 

 En ce qui concerne nos résultats obtenus, ils sont très insuffisants par rapport à ceux 

que nous voulions obtenir au départ.  

Premièrement, nous avons commencé notre partie expérimentale le 01 Mars 2020, et 

le 15 Mars, la pandémie du COVID-19 avait commencé, et toutes les structures 

pédagogiques de même que celles du CNIAAG ont fermé leurs portes, et nous n’avons 

réellement travaillé que 15 jours, environs.  Nous avons commencé par suivre les 

directives du centre d’insémination, et nous avons obtenu le matériel nécessaire au 

niveau de la Faculté SNV, car le centre ne dispose pas de l’équipement et des outils 

nécessaires à l’étude. Mais, en vain !!!!!!, le Virus Corona est venu tout perturber. 
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