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ABREVIATIONS

ABP : Androgen Binding Protein

Al : Artificial Insemination

°C : Degré Celsius

Cc : centimetre cube

CAG : Centre d’ Amélioration Génétique

CNAG : Centre National d’Amélioration Génétique
FSH : Follicle Stimulating Hormone

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone

IA : Insémination Artificielle

I : Inhibine

Km : Kilomeétre
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MP : Membrane Plasmique

MI : millilitre

PMSG : Pregnant Mare Serum Gonadotropin
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PGF2a : Prostaglandines F2a

PNIA : Programme National d’Insémination Artificielle
PRODAM : Projet de Développement Agricole de Matam
Spz : spermatozoides

T : Testostérone
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, malgré I’importance et I’accroissement de 1’¢levage au
Sénégal, la production laitiere reste toujours faible. La satisfaction de la
demande en lait et produits laitiers demeure tributaire des importations.

Plusieurs initiatives ont été entreprises pour favoriser le développement de la
production laitiere, face a une forte demande due a I’accroissement du taux
d’urbanisation associ¢ a une forte croissance démographique. C’est ainsi qu’a
travers différents projets de développement (PAPEL, PNIA, PRODAM),
I’utilisation de I’insémination artificielle (IA) bovine a été initiée au Sénégal. En
effet, ’IA reste une biotechnologie de la reproduction adaptée a 1’amélioration
des productions animales en milieu rural.

Malgré son succés appréciable au Sénégal, I’IA colite cher. Selon plusieurs
auteurs, les cofts liés a 'importation des semences pesent tres lourd sur le cofit
de revient de I’IA au Sénégal. KOUAMO (2007) rapporte 6500 FCFA pour une
dose de semence importée ; soit 19,69% du colit de revient de I’TA sur chaleurs
induites contre 21,86% sur chaleurs naturelles. DIAKHOUMPA (2003) rapporte
6000 FCFA par dose ; soit 12,5% du colit de revient de I’'TA sur chaleurs
induites.

C’est dans I’optique de la réduction du cotit de revient de I’'TA au Sénégal que le
Centre National d’Amélioration Génétique (CNAG) a ét€¢ mis en place.
L’appréciation qualitative de la semence est nécessaire avant son utilisation a
grande échelle.

Ainsi, notre travail a pour objectif principal d’apprécier la qualité¢ de la semence
bovine produite au CNAG de Dahra au Sénégal.

De facon spécifique, notre étude consiste en :

& la description des conditions de préparation et de conservation de la
semence ;

& ]’évaluation de la qualit¢ du sperme pur et des semences aprés leur
congélation et décongélation ;

& ]’¢évaluation de la fécondité des taureaux du CNAG de Dahra.

Ce travail sera présenté en deux parties :

v une synthése bibliographique dans laquelle des rappels anatomo-
physiologiques de 1’appareil reproducteur male et la technologie de la
semence bovine seront abordés ;

v une partie expérimentale comprenant la méthodologie de travail, la
présentation et discussion des résultats ainsi que les perspectives.
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Chapitre I : RAPPELS ANATOMO-PHYSIOLOGIQUES DE
L’APPAREIL REPRODUCTEUR DU TAUREAU

I.1. Rappels anatomiques de I’appareil reproducteur du taureau

L'appareil génital male comprend les glandes génitales que sont les testicules,
productrices des spermatozoides, et les voies spermatiques représentées
successivement par 1'épididyme, le canal déférent et l'urétre. Des glandes
annexes se trouvent associées aux voies spermatiques ainsi que des formations
¢rectiles. L’essentiel du tractus génital male se trouve hors de la cavité
abdominale : testicules et épididymes dans le scrotum, extrémité pénienne dans
la cavité du prépuce. La cavité abdominale héberge les conduits excréteurs des
gametes et des liquides dans lesquelles ceux-ci baignent, ainsi que les glandes
annexes génératrices de ces sécrétions. La figure n°l illustre les différentes
parties de l'appareil reproducteur du taureau.

Vésicules séminales = < Rectum
Ampoule ) T/ - Prostate
Vessie W) .
Urétre N Glandes de cowper
Canal déférent™ "
Pénis Muscles rétracteurs

S pénien
Scrotum
Epididyme

Figure 1 : Appareil reproducteur du taureau (THIBIER, 1977).

Les tubes séminiféres constituent 1’unité fonctionnelle des testicules chargées
d’¢élaborer les spermatozoides. Le sperme est continuellement produit par les
testicules et entreposé dans 1I’épididyme. La prostate, les vésicules séminales et
les glandes bulbo-urétrales (glandes de Cowper) sécrétent le liquide
spermatique. Le canal déférent faisant suite a [’épididyme présente un
épaississement appelé ampoule déférentielle qui est le lieu de stockage des
spermatozoides avant 1’¢jaculation.

Pendant I'accouplement, le pénis sort du fourreau a la suite du déploiement de
l'inflexion sigmoide du pénis en forme de S ; les spermatozoides sont transportés
des testicules jusqu'a l'urétre par le canal déférent et sont expulsés par le pénis.



I.2. Rappels physiologiques de I’appareil génital male
I.2.1. Production de gametes

La production des gametes est un processus complexe appelé spermatogenese
qui, a partir des cellules germinales primordiales, conduit a la formation des
cellules tres différenciées, les spermatozoides. Elle est influencée principalement
par la température et I’alimentation. En effet, la température excessive au niveau
des testicules entraine une dégénérescence de la lignée germinale. Chez le jeune,
une carence marquée en calories se traduit par une hypoplasie des testicules et
des glandes annexes, avec un retard de la puberté. Chez I’adulte, la sous-
alimentation en général, la carence en protéines et en vitamine A en particulier,
se traduit par un déclin de la libido, une fonte testiculaire une baisse du volume
de I’¢jaculat et de ses qualités biologiques. L’obésité induit également une
détérioration de la spermatogenese et une baisse de la fertilit¢ du fait de
I’accumulation de graisses au niveau du scrotum qui geéne la thermorégulation
testiculaire. Ainsi, les taureaux reproducteurs doivent é&tre alimentés
correctement et collectés durant les moments de fraicheur.

Les spermatozoides (figure n°2) sont en suspension dans le liquide spermatique
et ’ensemble est appelé « sperme ». Le fructose est la seule source énergétique
de leur métabolisme. La piece intermédiaire constitue la principale zone
d’activité métabolique. Le flagelle constitué de fibrilles contractiles joue un role
moteur. La capacit¢ de motilit¢ (mouvements sans déplacement) des
spermatozoides est acquise lors du transit épididymaire. Leur activité
métabolique est aérobie dans le milieu extérieur et anaérobie dans le milieu
intra-utérin. Leur durée de survie hors des voies génitales males est de 24
heures.

1.2.2. Régulation de la fonction sexuelle méale

La fonction sexuelle male est essentiellement contrdlée par les sécrétions
hormonales. L hypothalamus secréte un peptide appelé GnRH qui stimule la
synthése hypophysaire et la libération de deux hormones gonadotropes FSH et
LH. Les cellules de Sertoli (cellules somatiques des tubes séminiféres)
possedent des récepteurs sensibles a la FSH. Les cellules de Leydig (cellules
interstitielles des testicules) possedent des récepteurs sensibles a la LH. La
testostérone sécrétée par les cellules de Leydig intervient dans le contrdle des
caracteres sexuels primaires (développement de I’appareil reproducteur et de son
fonctionnement), secondaires (morphologie de type male) et tertiaires
(comportement). Les cellules de Sertoli produisent 1’Inhibine qui exerce une
rétroaction au niveau hypophysaire. Elles produisent également de 1’ABP
(Androgen Binding Protein) assurant le transport de la testostérone vers les
cellules germinales et la lumiére du tube séminifére. Les interactions entre ces
hormones contribuent a assurer un équilibre dynamique (Figure n°3)
indispensable au déroulement de la gamétogenese et a I’émission du sperme.



+——Membrane cytoplasmique
Acrosome hypothalamus

*,

O
4
anté-hypophyse

e

Noyau

Cytoplasme
Centriple proximal inhibine

PIECE
INTERMEDIAIRE

Hélice mitochondriale

Flagelle

QUEUE

Membrane cytoplasmique

tractus génital

G

N et glandes annexes
mp cellules de
Sertoll
Figure 2 Figure 3

Figure 2: Représentation schématique de la morphologie du spermatozoide mir
(Source: http://mapageweb.umontreal.ca/cabanat/bio2460/images/Pageel2a.jpeg, page
consultée le 5 octobre 2007)

Figure 3 : Contréle neuro-endocrinien de 1’appareil génital masculin (Source:
http://spiral.univ-
lyonl.fr/polycops/HistologieFonctionnelleOrganes/GenitalMasculin/gmérd.html (page
consultée le 20 septembre 2007).

1.2.3. Emission du sperme
Le sperme est composé de deux parties :

» les spermatozoides produits par les testicules et stockés dans 1’épididyme ;
» le plasma séminal (liquide séminal) produit par les glandes accessoires
(prostate, vésicules séminales).

Les deux parties ne se mélangent qu’au moment de 1’¢jaculation pour donner le
sperme. Son émission dans les conditions naturelles est obtenue lors de
'¢jaculation qui fait suite a I'érection. Ce sont des phénomenes réflexes
controlés par les centres nerveux médullaires. Les voies sensitives afférentes
sont assurées par le nerf honteux innervant les zones érogenes du tractus génital.
Les voies motrices efférentes sont représentées par le sympathique
vasoconstricteur pour 1'éjaculation et le parasympathique vasodilatateur pour
I'érection. Il y a interaction entre le centre érecteur et le centre de I’¢jaculation :
I’activation prolongée du centre érecteur entraine ’activation du centre de
I’éjaculation. La meilleure connaissance du mécanisme physiologique de
I'émission du sperme a permis de développer un ensemble de technique pour
créer les conditions réflexes d'€jaculation et de récolte du sperme.
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Chapitre I1 : TECHNOLOGIE DE LA SEMENCE

La semence est obtenue aprés récolte du sperme, examen, dilution,
conditionnement et conservation.

I1.1. Récolte du sperme

La récolte du sperme est un procédé¢ par lequel on obtient le sperme sur I’animal
vivant. La récolte ne se fait que sur des animaux sains, reconnus indemnes vis-a-
vis de certaines infections. Il existe plusieurs méthodes de récolte du sperme. En
pratique, les méthodes les plus couramment utilisées, de nos jours, sont la
récolte au vagin artificiel et I’électro-¢&jaculation.

I1.1.1. Récolte au vagin artificiel

La récolte au vagin artificiel est la méthode la plus couramment utilisée sur le
terrain. Le vagin artificiel simule les conditions naturelles offertes par le vagin
de la vache. Le principe est de rassembler dans un appareil simple et pratique les
conditions naturelles présentées par les voies génitales de la vache au moment
du coit et de recueillir rapidement un €jaculat total et non souillé (DERIVAUX,
1971). Le vagin artificiel est un assemblage de quatre piéces (Figure n°4) :

» le corps du vagin (manchon cylindrique rigide) muni d’un orifice a
valve par lequel on peut introduire de I’eau tiede ou ’air : 35 cm de
longueur et 7,5 cm de largeur ;

» le manchon interne en caoutchouc souple. Entre le manchon et le
corps, la température de 1’eau et la pression de I’air sont réglées a
38°C;

» le cone : permet de relier le corps du vagin artificiel au tube gradué¢ ;

» le tube gradué pour ’appréciation de la quantité de sperme récoltée.

Eau chaude + air

" - _

(O A )

Ligature . Tube graduée
Corps du vagin Cone
Manchon P

interne

Figure 4 : Schéma du vagin artificiel (Source : BARRET, 1992)



La récolte se fait avec :

¢ un animal boute-en-train : il peut étre male ou femelle. Au moment de la
monte, 1’opérateur dévie la verge du taureau dans le vagin artificiel.

¢ chariot mannequin : le récolteur installé dans le mannequin présente le
vagin artificiel au taureau.

Malgré la facilité apparente de cette méthode, certains taureaux refusent le vagin
artificiel ou sont dans I’impossibilité d’assurer la monte suite a une arthrite ou a
une douleur au niveau du train postérieur. Dans ces conditions, le prélevement
peut étre réalisé par €lectro-&jaculation.

I1.1.2. Electro-¢éjaculation

L’¢lectro-¢jaculation s’accomplit par stimulation électrique des muscles lisses
de I’ampoule et du canal déférent a I’aide d’une sonde intra-rectale et d’une
source ¢lectrique avec contrdle de la tension. Elle permet d’obtenir le
prélevement de sperme a partir du taureau sans intervention des mécanismes
normaux, sensoriels et psychiques de 1’¢jaculation.

Apres contention de I’animal, 1’¢lectrode lubrifiée est introduite dans son rectum
vidé au préalable. Puis, une série de stimulations répétées est appliquée au
rectum, en augmentant progressivement l’intensité¢ selon les instructions du
fabriquant jusqu’a 1’érection compléte et I’¢jaculation de I’animal. Le sperme est
recueilli par un appareil de récolte.

Les ¢jaculats recueillis par €lectro-¢jaculation sont généralement d’un volume
plus important et d’'une concentration plus faible en spermatozoides que ceux
recueillis par le vagin artificiel (SALISBURY et VANDERMARK, 1961).
Cependant, le nombre total de spermatozoides, le pouvoir fertilisant et I’aptitude
a la congélation ne semblent pas étre affectés. L’utilisation de 1’¢lectro-
¢jaculation méme durant une longue période (plus d’une année) n’a aucun effet
néfaste sur la santé et sur la fertilité de ’animal (HASKOURI, 2001).

I1.2. Evaluation de la qualité du sperme

L’évaluation de la qualit¢ du sperme a pour objectif d’apprécier ses
caractéristiques afin de définir le niveau possible de sa dilution. Elle permet
ainsi de préparer une semence correspondant a D’optimum biologique et
¢conomique recherché. Elle comporte des examens macroscopiques,
microscopiques, physico-chimiques et biochimiques.

I1.2.1. Examens macroscopiques

Ils ont pour but d’apprécier le volume de I’¢jaculat, sa couleur et sa viscosité.



e Volume de I’éjaculat
Le volume de 1’¢jaculat est lu sur le tube de collecte gradu¢. Ce volume varie de
0,5 a 14 ml, en fonction de I’age, la race, I’alimentation, I’état de santé, les
conditions de récolte ainsi que de la fréquence de récolte. Le volume moyen est
de 6 ml chez un taureau adulte, tandis qu’il est de I’ordre de 2 ml chez le jeune.

e Couleur du sperme
Chez le taureau, la couleur normale du sperme est dans la plupart des cas ivoire-
creme ou blanc-laiteux, blanc-jaunatre (en fonction de la concentration de
spermatozoides). La couleur de I'éjaculat peut varier du blanc clair au jaune
brillant (EZEKWE, 1988). L'aspect est généralement homogene et crémeux
(DJABAKOU et al., 1984).

Le sperme pathologique peut avoir, selon les cas, une couleur brunatre, rosée,
bleuatre, jaunatre, rougeatre ou grisatre.

e Viscosité du sperme
Elle traduit la consistance du sperme et en méme temps sa concentration en
spermatozoides. Une bonne viscosité est probablement synonyme d’une bonne
concentration en spermatozoides.

I1.2.2. Examens microscopiques

Ils comportent I’évaluation de la motilité, de la concentration en spermatozoides,
du  pourcentage en spermatozoides vivants et de la morphologie des
spermatozoides.

o Motilité
C’est un ¢lément d’appréciation de la vie ou de la mort des spermatozoides et de
leur niveau de vivacité. Elle peut porter sur la semence globale aprés récolte
(motilité massale et motilit¢ individuelle) ou sur la semence diluée en
s’intéressant aux spermatozoides individualisés (motilité¢ individuelle).

> Motilité massale
Elle s’apprécie au microscope au grossissement x10. A I’examen microscopique
d’une goutte de sperme non diluée, I’observateur s’intéresse aux mouvements et
a I’effet du déplacement des spermatozoides dans le liquide séminal. A 1’issue
de I’observation, en fonction du mouvement de masse des spermatozoides, une
note de 0 a 5 est attribuée a chaque ¢jaculat. Certains auteurs convertissent cette
note en pourcentage fictif de spermatozoides mobiles. L’exigence minimale
pour un ¢jaculat correspond a un bon mouvement de masse qui doit Etre
tourbillonnant [une note supérieure a 3 (environ 60% de spermatozoides

mobiles)] (Tableau I).



Tableau I : Notes attribuées aux ¢jaculats suivant leur motilité massale

Note 0 | 2 3 4 )
% de spermatozoides | 0% | Environ | Environ | Environ | Environ | Prés de
mobiles 20% 40% 60% 80% 100%

Source : Présentation de la coopérative de I’ AIGLE.
http://www.cia-laigle.com/laboratoire.htm, page consulté le 12 Septembre 2007

» Motilité individuelle

Elle s’apprécie au microscope au grossissement x40. C’est 1’appréciation du
mouvement des spermatozoides par leur déplacement a travers le champ
microscopique. Les mouvements normaux des spermatozoides sont oscillatoires
et progressifs. Ce test se réalise sur du sperme dilu¢ a 1/10 de sérum
physiologique. Il permet de déterminer approximativement le taux de
spermatozoides vivants et d’affecter au sperme une note allant de 0 a 5 (Tableau
IT). Un bon sperme doit avoir au moins 60 a 70 % de spermatozoides vivants.

Tableau II : Notes attribuées aux ¢éjaculats suivant leur motilité individuelle,
dans une grille de notation de 0 a 5.

Criteres Notes
Absence de spermatozoides : azoospermie 0
Absence de spermatozoides vivants : spermatozoides morts 1

(absence de mobilité)

25% de spermatozoides vivants

60% de spermatozoides vivants

80% de spermatozoides vivants

[V RSN AN R\

100% de spermatozoides vivants

e Concentration du sperme
Elle peut étre déterminée par :

» comptage direct des spermatozoides en utilisant la cellule de THOMA sur
du sperme dilué a 3% de Na Cl ;

» I’utilisation de la densité optique ;

» T’utilisation de compteur électronique ;

» la détermination du volume cellulaire par centrifugation.

Apres comptage des spermatozoides, en utilisant la cellule de THOMA, le
nombre de spermatozoides est déterminé par la formule suivante : C=Nx4x10xd,
avec :

N : le nombre de spermatozoides (spz) dans quatre grandes carrées de la

cellule de THOMA ;

C : la concentration en spermatozoides du sperme ;

x4 : puisque la cellule contient 16 carrées ;

x10 : profondeur de la chambre ;

d : taux de dilution.

Le bon sperme a une concentration supérieure a 0,5.10° spermatozoides/ml.



http://www.cia-laigle.com/laboratoire.htm

e Pourcentage de spermatozoides vivants
La détermination se fait a 1’aide de colorants spéciaux (Eosine nigrosine, bleu de
méthyléne ou bleu de bromophénol) qui peuvent traverser la membrane des
spermatozoides morts et les différencient donc des vivants. En fonction du taux
de spermatozoides vivants, une note est attribuée a chaque ¢jaculat et varie de 0
a 5 (Tableau II).

e Morphologie des spermatozoides

L’examen morphologique permet de différencier les spermatozoides normaux
des anormaux et les spermatozoides vivants des morts. Cette méthode est basée
sur la coloration sélective de certains organes selon qu’ils soient normaux ou
anormaux ou selon que les cellules soient mortes ou vivantes. La morphologie
est appréciee sur des frottis de sperme colorés (encre de Chine, Giemsa, Eosine-
aniline ou bleu de bromophénol). Pour étre admissible, le sperme doit contenir
moins de 25% de spermatozoides anormaux et plus de 60 % de spermatozoides
vivants (note >3 : tableau II).

I1.2.3. Etude physico-chimique et biochimique du sperme

L’activit¢é métabolique des spermatozoides est un important indicateur de la
qualit¢ du sperme. L’évaluation peut se faire par plusieurs moyens tels que la
mesure du pH (DERIVAUX, 1971), I’indice de fructolyse, la réduction du bleu
de méthyléne, le test de résistance au NaCl, I’oxydation du pyruvate
(MELROSE et TERNER, 1952), la réduction de la résazurine, etc. Le pH
normal du sperme est proche de la neutralité (pH=7) avec de faibles variations
(6,8 a 7,2). Mais plusieurs auteurs cit€és par TRAORE (1996) préconisent qu’il
est Iégerement acide car le pH peut descendre a 6,5.

I1.2.4. Analyse du spermogramme

La décision de garder ou détruire le sperme récolté est fonction des résultats que
fournit ’examen de sa qualité. Les normes communément admises pour
I'évaluation de la qualit¢ d'un éjaculat dans le cadre de son utilisation pour
l'insémination artificielle sont (PAREZ et THIBIER, 1983) :

e volume>1ml;

« concentration supérieure 4 0,5 x 10” par ml ;

« motilité supérieure ou égale a 3 ;

« pourcentage de spermatozoides vivants > 60% ;

« taux de spermatozoides sans anomalies majeures > 80% ;
pH compris entre 6,5 et 7,2.

Divers facteurs tels que le mode de collecte, ’hygrométrie, la température, la
pluviométrie, la saison et I’alimentation peuvent influencer la variation du
spermogramme.



I1.3. Préparation et conservation de la semence
I1.3.1. Principe

La semence est le sperme préparé (dilué¢ - conditionné - conservé) par une
technique appropri€e en vue de son emploi en insémination artificielle. En effet,
un ¢jaculat contient un nombre de spermatozoides supérieur a ce qui est requis
pour une insémination. Selon plusieurs auteurs rapportés par TRAORE (1996),
au moment de I’insémination, une paillette doit contenir au minimum 8-10
millions de spermatozoides mobiles aprés dégel. Selon le méme auteur, il a été
admis qu’une paillette de semence bovine doit contenir au moins 15 a 20.10°
spermatozoides avant congélation. Prenant en compte les pertes liées a la
congélation et a la décongelation, certains auteurs préconisent la concentration
de 30 4 40.10° spermatozoides par dose au conditionnement.

Ainsi, la préparation de la semence a pour objectifs :

- d’accroitre le volume (dilution) de telle facon qu’un plus grand nombre de
femelles puissent €tre inséminées ;

- de protéger les spermatozoides pour qu’ils puissent supporter sans dégradation
la succession des opérations de refroidissement, congélation et décongélation ;

- de conditionner et conserver une dose individuelle qui servira a I’insémination
de la vache.

I1.3.2. Techniques de préparation et conservation de la semence

L’¢éjaculat accepte, en fonction des résultats de son évaluation, doit passer par
plusieurs étapes avant d’étre mis en paillettes et conservé dans 1’azote liquide.

v" Dilution

Le milieu de dilution doit étre non toxique pour les spermatozoides,
cryoprotecteur et réduire le développement microbien. Ainsi, les substances
bactéricides ou bactériostatiques [Sulfanilamide (0,3 %), la pénicilline (500 a
1000 Ul/ml), la streptomycine (Img/ml)] sont additionnées aux milieux de
dilution. Les milieux les plus utilisés (Tableau III) sont a base de lait préchauffg,
écrémé et dont le pouvoir protecteur est accru avec addition de 10% de jaune
d’ceuf de poule et d’antibiotique ; ou a base de solution de citrate de sodium
(2,9%) additionné au jaune d’ceuf (25%). Dans I’optique de limiter tous les
risques possibles de transmission des pathologies entre espéce, 1’utilisation des
milieux de dilution synthétiques est de plus en plus courante.

Le taux de dilution dépend de la concentration en spermatozoides souhaitée dans

la dose de semence, du volume et de la concentration en spermatozoides de
I’¢jaculat prélevé.
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Tableau III : Composition des dilueurs les plus utilisés

Milieu a base de Milieu IVT (Illinois, | Milieu a base de lait
jaune d’ceuf et de citrate | Variable, Temperature) de vache
de sodium (LAICIPHOS™P)
Citrate de sodium 2,9 % | Bicarbonate de soude 0,2 g Lait 54%
Jaune d’ceuf 25 % Citrate trisodique (2H,0) 2 g | Jaune d’ceuf 10%
Glycérol 7,5 % Chlorure de potasse 0,04 g | Glycérol 6%
Antibiotiques Glucose 0,3 g Antibiotiques

Jaune d’ceuf 10 %

Antibiotiques

Source : NAGASE et NIWA cités par LAMINOU, 1999
La réalisation pratique de la dilution se fait en deux étapes. Elle consiste a :

& diluer avec la moiti¢ du diluant contenant 3 % de glycérol (faiblement
toxique pour les spermatozoides a 30°C) et a réfrigérer de facon
progressive a 5°C. Notons que le refroidissement peut se faire aussi apres
la dilution finale, selon la pratique du centre et le dilueur utilisé ;

& effectuer la 2°™ phase de dilution (la glycérolisation). Ajouter
progressivement a 5°C (1/4 toutes les 15 mn), le reste du dilueur a 11 %
de glycérol (ou 14 % si la premiére dilution n'en contenait pas). Le
glycérol se trouve alors a un volume de 7 %. Le taux final de glycérol
ajouté a la solution est fixé, pour des problémes de toxicité, a 7%.

Le glycérol, par ses effets cryoprotecteurs, permet :

- un ralentissement du processus de cristallisation extra et intra cellulaire, ainsi
que la formation de cristaux plus petits et cela de fagon réversible ;

- une atténuation du choc osmotique en réduisant la quantité d'eau qui se
transforme en glace ;

- une protection des membranes cellulaires en réduisant le phénomene de
dislocation cellulaire.

v Refroidissement et équilibration de la semence

Pour éviter la détérioration de la qualit¢é de la semence, la température est
abaissée jusqu’a +5°C. Le métabolisme des spermatozoides est ainsi réduit. Le
refroidissement peut se faire pendant ou apres la dilution. La vitesse de
refroidissement doit étre rapide pour réduire au maximum la durée du passage
dans la zone critique de température mais aussi suffisamment lente pour éviter le
choc thermique. La température de +5°C est obtenue apres un refroidissement
progressif en une heure 30 minutes, maximum dans une vitrine réfrigérée. Il
peut étre nécessaire d’ajouter de la glace a partir de +15°C.

Pour permettre aux spermatozoides de perdre une partie de l'eau de fagon a
réduire la cristallisation intra cellulaire, il faut laisser équilibrer 3 a 5 heures,
avant le conditionnement et la congélation de la semence.
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Cette période dite « d’équilibration » est considérée comme le temps nécessaire
aux spermatozoides pour s’adapter au milieu qui leur est imposé (contact avec le
glycérol du dilueur).

v" Conditionnement de la semence

Il consiste a fractionner la semence en doses fécondantes destinées a Etre
utilisées a court, moyen ou long terme. La forme de conservation la plus
courante et la plus pratiquée reste les paillettes. Ce sont des tubules spéciaux en
matiere plastique creuses avec des volumes de 0,25 ou 0,5ml. Elles sont
ouvertes sur un coté avec 2 boules de coton pour pousser la semence (Figure 5).
L’autre coté est soudé automatiquement apres remplissage de la paillette par une
machine de remplissage et de soudage. Lorsque la semence est destinée a une
utilisation lointaine la paillette fait I’objet d’une identification. Elle va porter
ainsi les renseignements sur la tracabilité de la semence (le nom du géniteur,
race, numéro de code, date de récolte, N° de récolte, centre ou lieu de
production, etc.).

Coton |

C,
;

Poudre semence bulle d’air
Figure 5 : Schéma d’une paillette « CASSOU »

v" Conservation
La conservation est fonction du mode d’utilisation de la semence. Ainsi :

- pour une utilisation directe, les semences en paillettes sont maintenues dans un
bain-marie (thermos) a la température de 36-38°C ;

- pour une utilisation de la semence dans 24 a 48 h, la semence peut se conserver
au frais. Les dilueurs utilisés permettent la conservation du pouvoir fécondant
des spermatozoides & +5°C pendant 46 a 72 heures ;

- pour une utilisation a long terme, apres le conditionnement, la conservation de
la semence se fait dans une bonbonne contenant de 1’azote liquide a — 196°C.
La congélation est progressive et peut se faire a 1’aide de machines spécialisées
ou de fagon manuelle. Les paillettes sont d’abord congelées a -140°C au dessus
d'une vapeur d'azote liquide pendant 9 mn, puis plonger dans 1'azote liquide.

Apres quelques jours, un test de congélabilité de la semence est réalisé avant sa
conservation. C’est un test de vitalit¢ des spermatozoides apres décongélation
renvoyant a I’examen de motilité individuelle. Si la semence présente une bonne
congélabilité, elle est retenue et conservée pour une utilisation future en
insémination artificielle.
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Chapitre 1 : MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel

I.1.1. Milieu d’étude : Centre National d’Amélioration Génétique (CNAG)
de Dahra

Le centre national d’amélioration génétique ou nous avons effectué notre travail,
est localisé a trois kilométres de la ville de Dahra sur la route de Linguere
(Région de Louga). Créé par I’arrété n°006137 du 09 novembre 2005, le Centre
d’ Amélioration Génétique (CAQG) a été désormais dénommé CNAG a partir du
20 juin 2006. Les premieres paillettes de semences ont été produites en mai-juin
2006. Les premieres inséminations-tests ont été effectuées a Louga, Mbacke,
Touba, Dahra et Linguére. Le CNAG a pour mission :

» d’assurer I’autonomie en matic¢re d’approvisionnement en semences ;

» de contribuer a la valorisation du cheptel exotique laitier ;

» de coordonner les activités d’amélioration génétique ;

» d’assurer le controle de performances zootechniques et 1’évaluation
génétique ;

» de contribuer a la formation technique des éleveurs et des inséminateurs.

Actuellement, le centre dispose de deux taureaux de race Montbéliarde et deux
de race Holstein. Les critéres de sélection des taureaux sont les suivants :

v’ 1’age compris entre 18 et 24 mois ;

v’ étre sans expérience sexuelle pour faciliter I’entrainement a la récolte
et ’acceptation du vagin artificiel ;

v’ étre cliniquement sain, indemne d’affections génitales et des

maladies infectieuses transmissibles (annexe 2 : certificat sanitaire) ;

v’ avoir fait ’objet d’un contrdle de performances individuelles et
obtenu un agrément zootechnique pour son utilisation en IA
(annexe 1: fiche zootechnique).

L’¢équipe du CNAG, pour mener a bien sa mission, travaille étroitement avec les
producteurs, les coopératives de collecte de lait, les entreprises de
transformation laitiére et les professionnels de I’¢levage.

I.1.2. Matériel animal

Dans notre étude, pour la récolte du sperme, nous avons utilis¢ un taureau

Holstein a4gé de 24 mois et d’un poids de 598 kg. Ce taureau est alimenté avec
du fourrage, complément€ par les concentrés, minéraux et vitamines.
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Par ailleurs, pour apprécier la fécondité¢ des taureaux du CNAG, nous avons
réalis¢ un suivi des vaches inséminées avec les semences produites par le
CNAG. Il s’agit de 56 vaches de races locales en stabulation dans les centres de
Dahra et Louga.

1.1.3. Autre matériel

v Matériel de collecte du sperme
Il comprend le vagin artificiel, les manchons de protection (contre les rayons
ultra-violets) pour tube et cone et le taureau boute-en-train.

v Matériel d’évaluation du sperme
I1 est constitué¢ de microscope trinoculaire a contraste de phase couplé a un écran
téléviseur, de plaque chauffante, de lames et de lamelles, de spectrophotomeétre
digital complet pour sperme bovin et de bain-marie.

v' Matériel de dilution du sperme (préparation de la semence)
Il est constitué de biberon, de Bain marie, d’Erlernmeyer en pyrex,
d’éprouvettes graduées, de thermométre a mercure (+10° - +110°C), d’un
agitateur magnétique chauffant, de barreau aimanté¢ et de milieu de
dilution « BIOXCELL™ ».

Le milieu de dilution « BIOXCELL™ » est une solution saline concentrée
additionnée d’un mélange de glycérol, d’un substitut de jaune d’ceuf et
d’antibiotiques (Lincomycine, Spectinomycine, Gentamycine, Tylosine). C’est
un dilueur indiqué pour la préparation des doses de semence fraiche (+4°C) ou
destinées a la congélation (-196°C). Il est facile a préparer et maintient la bonne
fécondité dans des doses de sperme contenant de basses concentrations en
spermatozoides.

v Matériel de refroidissement et d’équilibration
Il comprend une vitrine réfrigérée, des glaces et un thermometre.

v Matériel d’impression des paillettes
Il comprend une machine électrique pour impression automatique des paillettes,
un flacon d’encre noire pour impression des paillettes, un flacon de diluant pour
encre noire, une plaquette pour marquage de la date, d’une toile adhésive
transparente et d’un distributeur cleaner.

v' Matériel de conditionnement de la semence

Il comprend des paillettes 0,25ml transparentes et une machine automatique de
remplissage et de soudure des paillettes de 0,25ml.
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v Matériel de pré-congélation
I1 comprend un digitcool couplé a un tank d’azote liquide (congélation
verticale), un ordinateur couplé a une boite de commande et des rampes pour
contenir les paillettes conditionnées.

v Matériel de congélation et de conservation de la semence
Il comprend une réglette, une bonbonne d’azote liquide, des canisters, 1’azote
liquide et des gobelets.

v Matériel de décongélation des paillettes
Il comprend un décongeleur et un thermometre

v Matériel de production d’eau distillée
[l comprend un distillateur d’eau reli€ a un robinet et un bidon pour stocker I’eau
distillée.

v Matériel stérilisation
Il comprend une étuve a vagins artificiels et un stérilisateur (40-220°C, 250-300
litres, avec minuterie).

I.2. Méthodes
I.2.1. Prélévements du sperme
A la veille de la récolte, 1’opérateur doit :

& laver les animaux ;
& faire un examen général ;
& couper les poils longs du prépuce.

Le jour de la récolte, I’opérateur doit :

< laver le train postérieur et la région génitale. Avec une solution d’eau de
javel, la région du fourreau est nettoyée avant chaque monte, lors de la
récolte ;

& faire le séchage des animaux, pour éviter les souillures.

Le sperme a été prélevé en mai 2007 a l'aide du vagin artificiel avec une
fréquence de deux récoltes par semaine (Mardi et Jeudi). A chaque récolte, deux
prélévements ont été réalisés a intervalle de 10 minutes au moins. Au total, 10
¢jaculats ont été prélevés.

Ces prélevements ont lieu dans une salle de récolte équipée d’un dispositif en
tube métallique permettant la contention du taureau boute-en-train. Le sol de la
salle de récolte est bétonné ; ce qui présente un avantage pour le nettoyage et la
désinfection. L’aire de monte est sableuse, pour éviter les glissements des
taureaux au moment de la monte et de la descente. Elle doit étre arrosée pour
¢viter la pollution par les poussieres, entretenue proprement. Le sable de aire
de monte doit étre renouvelé régulierement.
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Le temps de préparation dure environ 10 minutes et comprend deux ou trois
fausses montes pour la mise en condition physique. Tous les prélevements ont
eu lieu trés tot le matin, entre 04 et 08 heures. Aussitdt apres la récolte, le tube
de sperme est acheminé au laboratoire et est placé au bain-marie (+36°C),
pendant le temps que requiert son examen.

I.2.2. Caractéristiques du sperme apres récolte

Le sperme récolté a été¢ aussitot examiné a I’ceil nu puis, au microscope et ses
caractéristiques (volume, couleur, motilit¢é massale, motilit¢ individuelle,
concentration) ont été enregistrées. Le volume et la couleur ont été appréciés
visuellement. Le volume a été lu sur le tube de collecte gradué. La motilité est
appréciée par l’observation visuelle sur un écran de télévision reli¢ au
microscope. Une goutte déposée directement sur la lame est observée au
grossissement X10 pour évaluer la motilit¢ massale. Une autre goutte plus fine
déposée entre lame et lamelle est visualisée au grossissement x40 pour
I’évaluation de la motilité¢ individuelle. Une note est donnée sur une échelle
allant de 0 a 5, pour la motilit¢ massale et en pourcentage pour la motilité
individuelle. La concentration en spermatozoides, exprimée en milliards de
spermatozoides (10°spz/ml), est déterminée automatiquement & I’aide d’un
spectrophotométre.

Ne sont retenus pour la dilution et la conservation que les éjaculats dont la
motilité de masse a une note d’au moins 3, la motilité individuelle correspond a
60% de spermatozoides « fléchants » et la concentration est supérieure a 0,5.10°
spermatozoides par millilitre (Tableau IV).

Tableau IV : Secuil d’acceptabilité des éjaculats au CNAG

Caractere Seuil d’acceptation
Bactériologique <500 UFC / dose (500 — 5000 UFC/ dose)
Couleur Blanc crémeux
Blanc ivoire
Blanc laiteux
Volume de 1’¢jaculat 2,5 ml au moins
Biologique Mobilité massale >3
Mobilité¢ individuelle >60%
Anomalies <20%
Concentration en spz de 1’éjaculat Imilliard par ml
Concentration en spz de la dose d’IA | Plus de 25millions
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1.2.3. Préparation de la semence

Les ¢jaculats répondant aux critéres d’acceptabilité ci-dessus ont été retenus. Le
milieu BIOXCELL™ a été utilis¢ comme milieu de dilution du sperme. En
fonction du volume de 1’¢jaculat, de sa concentration et de la concentration
souhaitée dans la dose d’insémination, le volume du dilueur et le nombre
théorique de paillettes ont été déterminés a I’aide du spectrophotometre.

La prédilution du sperme a été réalisée a 1’aide d’un volume égal du milieu
BIOXCELL™. Puis, le sperme ainsi tamponné a été incubé au bain-marie
(+36°C) pendant 10 minutes environ. Enfin, la dilution finale a été réalisée par
ajout du reste de volume de la solution de dilution au sperme tamponné.

I.2.4. Phases de refroidissement, d’équilibration et de conditionnement
de la semence

Pour abaisser la température de fagon progressive, le flacon du sperme dilu¢ a
¢té¢ placé dans un récipient contenant de I’eau du bain-marie (+36°C) jusqu’a
concurrence du niveau du sperme dilué. Puis, ce récipient a été placé dans la
vitrine réfrigérée (+4°C). La température de +4°C est obtenue apreés un
refroidissement progressif en 1 heure 30 minutes. Il peut étre nécessaire
d’ajouter de la glace a partir de +15°C.

Apres refroidissement a +4°C, la semence a €été maintenue dans la vitrine
réfrigérée pour €quilibration pendant 4 - 5 heures. Les paillettes vides de 0,25 ml
ont été identifiées et refroidies a la température de la semence (+4°C). Le fait de
garder les paillettes imprimées et la semence a la méme température permet
d’éviter les chocs thermiques préjudiciables aux spermatozoides.
L’identification se fait en inscrivant sur les paillettes, a I’aide d’un appareil
approprié, le nom du taureau, sa race, la date et le lieu de préparation de la
semence. Enfin, la semence a été conditionnée par un appareil automatique de
remplissage et de soudage des paillettes.

I.2.5. Congélation et conservation de la semence

Apres les phases d’équilibration (+4°C) et de conditionnement de la semence,
suit la phase de précongélation qui consiste a abaisser la température de +4°C a -
140°C pendant 7 a 8 minutes par les vapeurs d’azote liquide dans un congélateur
automatique « digitcool ». Puis, les semences précongelées ont été récupérées et
plongées dans de 1’azote liquide (-196°C) pour étre congélées.

Vingt-quatre heures apres cette phase, le test de congélabilité a été réalisé sur
deux paillettes prises au hasard pour chaque jour de récolte. Il consiste a
I’appréciation motilité individuelle de la semence, 24 heures aprés congélation.
L’objectif de ce test est de voir si les spermatozoides ont supportés les différents
traitements qui leur ont été¢ imposés. Si le résultat est positif, alors les paillettes
sont transférées vers la banque de stocks (-196°C) pour longue conservation.
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Par ailleurs, cette appréciation qualitative a été réalisée apres chaque phase de la
technologie de la semence et doit se faire avant chaque livraison des semences
aux inséminateurs. La décongélation des paillettes se fait dans I’eau tiede a
+37°C pendant 30 secondes.

1.2.6. Evaluation de la qualité fécondante des semences produites par le
CNAG

Pour étudier la qualit¢ fécondante des semences produites par le CNAG, nous
avons assuré un suivi des vaches inséminées artificiellement. Les semences de 4
taureaux (Holstein et Montbéliarde) présents au CNAG de Dahra ont été
utilisées pour ces inséminations. Les vaches (56 vaches) inséminées sont de
races locales en stabulation dans les enclos des centres de Dahra et de Louga.

A I’issue des inséminations, il a été organisé deux visites :

& une premiere visite, pour le diagnostic de gestation ;

& une deuxieme visite, apres les mises bas (9 mois apres [A), avec pour
objectif de recenser le nombre des mises bas et d’évaluer I’état des
produits d’inséminations.

Le diagnostic de gestation a été effectué soixante jours (deux mois) apres la
réalisation des inséminations. La méthode de diagnostic de gestation mise en
ceuvre est la palpation manuelle transrectale de 1’appareil génital des vaches
inséminées.

1.2.7. Analyses statistiques
Les données ont €té saisies et organisées a 1’aide du tableur Excel. Le logiciel

Epi-info a été utilisé pour ’analyse de la variance (ANOVA) des résultats. Le
seuil de signification de ce test a €té fixé a une probabilité¢ de 5%.
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Chapitre I1 : RESULTATS ET DISCUSSION

I1.1. Résultats
I1.1.1. Prélévements et Caractéristiques du sperme

Apres le temps de préparation physique des animaux, la monte est immédiate.
Le vagin artificiel est accepté sans probléme. Lorsqu’il est bien préparé et sa
température bien réglée (38°C), 1’¢jaculation est généralement immédiate chez
le taureau. Les caractéristiques des dix €jaculats récoltés ont été présentées dans
le tableau V.

Tableau V : Caractéristiques des ¢jaculats récoltés

Premicére récolte Deuxiéme récolte
Ne [V couleur | Conc. | Mot.de | Mot. | V | couleur | Conc. | Mot. de | Mot.
de | (ml) (10° masse | Indiv. | (ml) (10° masse | Indiv
jour spz/ml) | (0-5) (%) spz/ml) | (0-5) (%)
1 |3 |Bler | 1,53 4 75 | 5 | BLIt. | 1,23° | 35 | 75
2 55 | Bl.er. | 2,62° 4,5 85 3 BL It. | 1,49 b 4 75
3 |5 | BLIt | 1,93° 3 70 | 4 | Bliv.| 099° 3 70
4 |4 |Bler |15 4 75 | 3,5 | BLIt. | 1,00° 3 70
5 |5 |BLiv.|251*] 35 70 | 4,5 | Bliv. | 147° 4 75
Les concentrations de la méme ligne indexées des lettres différentes sont statistiquement
différentes.
- BL. cr. : blanche crémeuse -V : volume

- Bl. It. : blanche laiteuse
- Bl. iv. : blanche ivoire
- Mot. indiv. : motilité individuelle

- Conc. : concentration
- Mot. de masse : motilité de masse

Les caractéristiques moyennes des dix éjaculats récoltés se présentent ainsi dans
le tableau VI.

Tableau VI : Caractéristiques moyennes des éjaculats récoltés

Caractéristiques Premiére | Deuxiéme 19 et 2°™
récolte récolte récoltes
Volume (ml) 45+1 4+0,79 4,25+ 0,89
Motilité massale (échelle 0-5) 3,8+0,57 3,5+0,5 3,65+0,53
Motilité individuelle (%) 75 +6,12 73 +£2,74 74 + 4,59
Concentration (109spz/ml) 2,03+£0,52 | 1,24+0,24 1,632 +£0,565

Les variations de volume et des motilités massale et individuelle ne sont pas
significatives (p>0,05). Toutefois, les concentrations des €jaculats présentent des
variations significatives (p<0,05) par rapport au numéro de la récolte. Tous les
¢jaculats récoltés répondant aux normes fixées par le centre, ils ont été retenus
pour la préparation des semences.
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I1.1.2. Préparation de la semence

Le volume du dilueur est déterminé en fonction :

v" du volume de I’éjaculat ;
v" de la concentration de 1’éjaculat en spermatozoides ;
v du nombre de spermatozoides souhaité par dose d’insémination.

Le volume de la semence, le volume de la solution de dilution ainsi que le
nombre de paillettes par €¢jaculat sont résumés dans le tableau VII.

Tableau VII : dilution du sperme et préparation des paillettes

N° sperme semence

volume | concentration | concentration | volume | volume | nombre de

(x10°spz/ml) par dose total | dilueur | paillettes
1 3 1,529 25.10°spz | 4587 | 42,87 183
1] 2 5,5 2,624 25.10°spz | 144,32 | 138,82 577
récolte | 3 5 1,926 25.10° spz 96,3 91,3 385
4 4 1,545 25.10°spz | 61,8 | 57.8 247
5 5 2,507 25.10°spz | 125,35 | 120,35 501
I 5 1,227 25.10°spz | 61,35 | 56,35 245
2°0¢ 1 2 3 1,486 25.10°spz | 44,58 | 41,58 178
récolte | 3 4 0,991 25.10°spz | 39,64 | 35,64 158
4 3,5 1,002 25.10°spz | 35,07 | 31,57 140
5 4.5 1,465 25.10°spz | 65,925 | 61,425 263

Au total, 2877 paillettes ont €té produites avec 10 ¢jaculats.

I1.1.3. Test de congélabilité

Le test de congélabilité¢ a donné des résultats mentionnés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats du test de congélabilité

avant congg¢lation apres dégel
Ne° spz/dose motilité spz Motilité spz taux de survie
paillette (10°) | individuelle | vivants | individuelle | vivants de spz
en % (10 en % (10% (%)
1 25 752 18,75° 60° 15° 80
2 25 857 21,252 70° 17,5° 82.35
3 25 70° 17,5° 55° 13,75° 78,57
4 25 752 18,752 60° 15° 80
5 25 702 17,5° 50° 12,5° 71,43
6 25 75° 18,752 60° 15° 80
7 25 75° 18,752 55° 13,75° 73,33
8 25 702 17,52 55° 13,75° 78,57
9 25 702 17,5° 60° 15° 85,71
10 25 732 18,252 65° 16,25° 89,01
Moyenne | 25 73,8° 18,45° 59° 14,75° 79,897

Les chiffres de la méme ligne indexés des lettres différentes sont statistiquement différents.
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Le taux de survie des spermatozoides varie de 71,43 - 89,01%. Il existe des
différences significatives (p<0,05) entre le nombre de spermatozoides vivants
avant congélation et apres congélation et décongélation.

I1.1.4. Résultats du programme-test des semences produites par le CNAG

Les résultats du programme-test des semences produites par le CNAG sont
présentés dans les tableaux I1X et X. Les centres de Dahra et de Louga ont été
choisis comme centres d’application.

Tableau IX : Résultats du diagnostic de gestation des vaches inséminées

Race du taureau | Centre | Nombre de vaches inséminées vaches gestantes

nombre | Pourcentage
Holstein Dahra 34 19 55,88
Louga 14 5 35,71
Montbéliarde | Louga 8 4 50
Total 56 28 50

Au total, deux mois apres IA, 28 vaches sur 56 ont été diagnostiquées gestantes
par palpation transrectale ; soit un taux de gestation de 50%.

Tableau X : Résultats des mises bas

Race Centre | Nombre de | Nombre de | Avortement Mises bas
du taureau vaches vaches nombre | pourcentage
inséminées | gestantes
Holstein Dahra 34 19 2 17 50
Louga 14 5 0 5 35,71
Montbéliarde | Louga 8 4 0 4 50
Total 56 28 2 26 46,43

Dans le centre de Dahra, apres le diagnostic de gestation, deux avortements ont
¢té¢ enregistrés. Ainsi, a Dahra, 17 vaches ont vél¢ ; soit 50% des vaches
inséminées. Globalement, le taux de vélage par rapport aux vaches inséminées
est de 46,43%.

I1.2. Discussion
I1.2.1. Prélévements du sperme

Les prélevements se font aux moments les plus frais de la journée et ceci
pendant les saisons les plus fraiches de I’année. Cette programmation permet
d’¢liminer les effets négatifs de la chaleur sur la production du sperme. En effet,
la chaleur porte atteinte a la spermatogenese.
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I1.2.2. Caractéristiques du sperme récolté

La caractérisation du sperme récolté fait appel a des tests de laboratoire. Ce
jugement effectué lors de la récolte du sperme permet d’opérer un premier tri en
ne conservant que les ¢jaculats répondant aux normes du centre (FOOTE, 1988).

Les volumes des ¢jaculats récoltés varient de 3 ml a 5,5 ml avec une moyenne
de 4,25 + 0,89 ml. Ce volume est supérieur a celui (3,43ml) rapporté par
ADAMOU-N’DIAYE (1994) sur les taureaux de race Borgou au Bénin.
L’¢jaculat est accepté par le CNAG, si le volume est supérieur ou égal a 2 ml.
Ce qui correspond aux criteres fixées par THIBIER (1991).

Il a été constaté que la couleur n’est pas constante chez un méme taureau. Pour
les €jaculats récoltés, les couleurs enregistrées (blanc laiteux, blanc ivoire, blanc
crémeux) sont satisfaisantes. En effet, selon EZEKWE (1988), la couleur de
1'¢jaculat peut varier du blanc clair au jaune brillant. Cette variation normale de
la couleur du sperme peut étre liée a la teneur de 1’éjaculat en spermatozoides ou
a la présence des pigments lipochromes sans rapport avec 1’alimentation.

La concentration moyenne de 1,632 + 0,565.10’spz/ml se répartit, selon les
¢jaculats extrémes, entre 0,991.10°spz/ml et 2,624.10%spz/ml. Elle est supérieure
a celle (1,214.10°spz/ml) des taureaux de race Borgou rapportée par ADAMOU-
N’DIAYE (1994). La limite minimale d’acceptation par le CNAG est fixée a
10’spz/ml. Ce qui est supérieur aux limites (0,6.10°spz/ml) rapportées par
THIBIER (1991) et ROSENBERG (1979). La concentration de 0,991.10’spz/ml
est inférieure a la limite minimale d’acceptation par le CNAG. Cependant, elle
est largement supérieure aux limites de 0,6.10°spz/ml. Aprés appréciation des
autres parametres et vu sa valeur trés proche de la limite minimale, elle a été
retenue pour dilution.

La méthode utilisée pour apprécier la motilit¢ permet d’avoir une idée sur la
présence ou non d’anomalies et de cellules étrangéres. La limite minimale
d’acceptabilité par le CNAG est fixée a 60%, pour la motilité individuelle et a 3,
pour la motilité massale. Ces limites s’accordent avec celles fixées par THIBIER
(1991) et ROSENBERG (1979). Le pourcentage des spermatozoides vivants n’a
pas ¢te evalué de fagcon précise, faute de matériel.

La motilit¢ massale dépend essentiellement de trois facteurs a savoir le
pourcentage des spermatozoides mobiles, la vitesse de déplacements des
spermatozoides et la concentration en spermatozoides de 1’¢jaculat. Dans notre
¢tude, la motilité de masse moyenne obtenue est de 3,65 + 0,53. Ce qui est
inférieur a la valeur rapportée par ADAMOU-N’DIAYE (1994) sur les taureaux
de race Borgou (3,85). Cette différence pourrait étre due aux valeurs €levées des
proportions de spermatozoides mobiles dans les ¢éjaculats récoltés sur les
taureaux de race Borgou.
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La motilit¢ individuelle des spermatozoides est considérée comme bonne
lorsqu’ils traversent le champ du microscope rapidement (spermatozoides
fléchants). Les spermatozoides ayant mouvements circulaires, curviligne ou plus
lents sont anormaux. Dans notre étude, la motilit¢ individuelle moyenne est de
74 £ 4,59 % et comparable a celui des taureaux de race Borgou (75%) au Bénin
(ADAMOU-N’DIAYE, 1994).

Cette méthode d’appréciation directe, au microscope est simple et rapide et ne
demande pas beaucoup d’équipements. Toutefois, sa précision n’est pas
satisfaisante, en raison de son caractére essentiellement subjectif. En effet, elle
est tres dépendante de I’opérateur et de son expérience. L’utilisation des
analyseurs d’image de type CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
pourrait permettre de quantifier de maniére plus précise la nature de la vitesse
des déplacements des spermatozoides.

La motilité, la proportion des spermatozoides anormaux et la viabilité (taux de
spermatozoides vivants/spermatozoides morts) de la semence sont les trois
parametres principaux utilisés afin d’évaluer sa qualité au laboratoire, avant son
utilisation. Ces criteres n’apportent une indication tres valable que lorsqu’ils
sont pris en compte simultanément. Toutefois, il est souvent difficile d’expliquer
les variations de fertilité¢ observées sur les vaches inséminées avec 1’observation
seulement au microscope. La cytométrie de flux est une méthode d’avenir qui
permettra sans doute de préciser la fertilité et la qualité de la semence. En effet,
cette méthode basée sur le marquage des spermatozoides par des fluorochromes
permet d’analyser non seulement les parameétres décrits plus haut, mais aussi
plusieurs parametres cellulaires (intégrit¢ du matériel génétique : ADN, intégrité
des mitochondries : source principale d’énergie pour le sperme, 1’état de
capacitation et Dl’intégrit¢ des membranes) qui affectent la fertilit¢ des
spermatozoides (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003).

I1.2.3. Préparation de la semence

Cette opération présente I’avantage d’utiliser un dilueur prét a I’emploi. Celui-
ci, dans sa composition, présente également I’avantage de ne pas contenir des
protéines animales. En effet, la formule sans protéines animales du milieu de
dilution BIOXCELL™ élimine les risques sanitaires liés a l'utilisation du lait
et/ou du jaune d'ceuf pour la dilution finale du sperme de bovin. L'absence du
jaune d'ceuf et/ou du lait dans le milieu de dilution BIOXCELL™ lui confére un
aspect clair et limpide, ce qui rend le sperme dilu¢ facile a évaluer. Le glycérol
contenu dans ce dilueur joue un rdéle de cryoprotecteur qui permet aux
spermatozoides de recouvrer une bonne motilité¢ apres la décongélation de la
semence a 37°C pendant 30 secondes.

Le protocole de préparation de la semence tient compte du refroidissement
progressif et permet ainsi d’éviter un choc thermique aux spermatozoides.
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Les semences produites sont conditionnées dans les paillettes a I’aide d’un
appareil automatique de remplissage et de soudure. Ce qui augmente la précision
dans leur remplissage. Le CNAG produit des paillettes de 0,25 ml avec une
concentration en spermatozoides de 25.10° spermatozoides/paillette. La
concentration minimale en spermatozoides des paillettes, au conditionnement,
étant de 15.10°-20.10°, cette concentration est satisfaisante. Elle donne une
marge suffisante permettant d’espérer une survie de plus de 10 millions de
spermatozoides par paillette, au moment de I’insémination. En effet, selon
plusieurs auteurs rapportés par TRAORE (1996), a I’insémination, une paillette
doit contenir au minimum 8-10 millions de spermatozoides mobiles apres
décongélation.

I1.2.4. Conservation de la semence

Le type de conservation de la semence est conditionné par son utilisation
ultérieure. Ainsi, aprés refroidissement, les semences peuvent étre maintenues
réfrigérées (IA avec les semences fraiches) ou congelées, pour les semences
destinées a une longue conservation.

> Refroidissement de la semence

La température est le premier facteur influengant le métabolisme des cellules. En
effet, un spermatozoide peut €tre maintenu en vie a I'intérieur d’'une gamme de
température qui varie de +45°C environ a -269°C (température d’hélium
liquide). Dans ces limites, plus la température est élevée (>+7°C), plus le
métabolisme de la cellule est intense. Par ailleurs, SALISBURY et
VANDEMARK (1961) soulignent une meilleure motilité, mais un temps de
survie assez court a ces températures positives. Ainsi, la motilité des
spermatozoides décroit avec la température de conservation et n’existe plus a
des températures de +4 et +5°C. Le métabolisme a ces températures, est
considérablement réduit (ADAMOU-N’DIAYE, 1994). Cet état de vie ralentie
accroit leur longévité. Ces phénomenes sont réversibles. En effet, un
réchauffement a +38°C permet ainsi de rétablir la motilité des spermatozoides. I1
est donc possible de conserver des semences a +4°C plus longtemps qu’a
température ambiante.

Cependant, le refroidissement brusque de la semence peut entrainer un choc
thermique conduisant & I’augmentation de la perméabilit¢ de la membrane
cellulaire (pertes des ¢éléments essentiels: protéines, ATP, potassium,
phosphore, lipides, etc.) des spermatozoides et aux altérations de ’acrosome.
Ces phénomenes sont a l’origine d’une perte de motilit¢ et du pouvoir
fécondant. Ainsi, en plus des protecteurs de la membrane cellulaire contenus
dans le dilueur, le refroidissement régulier et lent permet d’éviter ce probléeme.
En effet, selon plusieurs auteurs (BLACKSHAW et SALISBURY ; MANN ;
PICKETT et KOMAREK) cités par ADAMOU-N’DIAYE (1994), lorsqu’on
soumet du sperme pur a un refroidissement brusque, en portant sa tempeérature
de +32 a +4°C, la vitalité des spermatozoides est annihilée.
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Lorsqu’ils sont réchauffés, ils ne recouvrent pas leur motilité, leur activité
respiratoire et leur activité métabolique.

Il importe donc de diluer le sperme avant le refroidissement et de refroidir le
sperme dilué (la semence) de fagon progressive, pour prévenir les effets néfastes
du choc thermique. Plusieurs auteurs dont SALISBURY et VANDEMARK
(1961) ont montré que le pouvoir fécondant des spermatozoides est accru de 6 a
9% lorsque 1’¢jaculat est dilué avant que la température ne soit abaissée. Dans la
sous région, aucune référence bibliographique n’est disponible a ce sujet.

» Utilisation de la semence réfrigérée

Une fois réfrigérée a +4°C, le maintien constant de la température est un facteur
important pour la préservation de la fertilit¢ de la semence (GERARD, 1991).
Dans le but de limiter les dépenses liées a la congélation (conservation en azote
liquide), le centre peut envisager la production des semences fraiches, selon le
besoin. En effet, par rapport a la production des semences congelées, la
production de semences fraiches présente trois avantages (SAUVEROCHE,
1988) :

v' le faible colt des installations ;
v' la simplicité de la technologie ;
v" de meilleurs résultats en termes de fécondité (COLAS et al., 1983).

La température de +4 ou +5°C qui a ¢été¢ adoptée pour conserver la semence
fraiche est facile a obtenir et maintenir a I’aide d’un réfrigérateur et entrave dé¢ja
la prolifération de certains germes microbiens. La qualité de la semence est
maintenue a cette température pendant 2 a 3 jours.

Toutefois, méme si ces avantages sont réunis, la distribution n’est pas facile
surtout pour les zones ¢loignées du centre. Ainsi, on pourrait envisager la
production des semences fraiches pour les zones environnantes du centre, alors
que les demandes des zones lointaines sont couvertes par les semences
congelées. Par ailleurs, la génétique du taureau ne peut €tre conservée dans le
temps et dans I’espace que par la congélation.

» Utilisation de la semence congelée
Les phases de refroidissement et d’équilibration sont fondamentales, pour les
semences destinées a la congélation. En effet, pour la congélation de la semence,
I’abaissement de la température a +4°C constitue une des premicres opérations a
réaliser. En effet, un séjour préalable de la semence a +4°C est nécessaire avant
d’amorcer la descente vers les basses températures [-79 (glace carbonique) ou -
196°C (azote liquide)] (POLGE et ROWSON rapport¢ par ADAMOU-
N’DIAYE, 1994).
L’ évaluation qualitative des paillettes, aprés 24h de congélation et avant la
livraison des semences, permet de suivre la variation de la qualité des
spermatozoides de la récolte a 1’utilisation.
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La proportion des spermatozoides mobiles dans le sperme dilué¢ (semence),
avant congélation et aprés dégel, est un élément précieux d’appréciation de sa
qualité. Elle permet de connaitre le nombre de spermatozoides vivants présents
dans la dose prévue pour I’'insémination, ainsi que la maniere dont ils ont
supportés les différentes manipulations. Plusieurs auteurs cités par ADAMOU-
N’DIAYE (1994) ont observé une corrélation positive entre le pourcentage des
spermatozoides vivants et le taux de conception chez les vaches inséminées avec
la semence non congelée ou congelée.

I1.2.5. Test de congélabilité

Cette ¢valuation sert a évaluer ’aptitude de la semence a étre refroidie et
conservée dans I’azote liquide a -196°C. Pour leur évaluation, les paillettes sont
décongelées dans 1’eau a +37°C pendant 30 secondes.

Les paillettes produites sont de bonne qualité et peuvent ainsi étre conservées
pour [1’utilisation ultérieure en insémination artificielle. Le nombre de
spermatozoides vivants par paillettes, apres dégel varie de 12,5 a 17,5 millions.
Comparés aux normes (8-10 millions de spermatozoides mobiles apres
décongélation) fixées pour une paillette (TRAORE, 1996), au moment de
I’insémination, ces chiffres sont trés satisfaisants. Egalement, selon ADAMOU-
N’DIAYE (1994), dans la plupart des centres d’inséminations artificielles, dans
les conditions habituelles de travail, il faut au moins 12 millions de
spermatozoides pour inséminer une vache. Les différences significatives
enregistrées sont justifiables par les pertes dues aux manipulations des
spermatozoides avant congélation et au moment de la décongélation.

I1.2.6. Résultats du programme-test des semences produites par le CNAG

Les taux de gestation de 55,88% a Dahra, 35,71% et 50% a Louga, ainsi que le
taux global de 50% sont comparables aux taux obtenus avec les semences
importées. Selon plusieurs auteurs, la majorité des taux obtenus avec les
semences importées est inférieure a 40%. La qualité de la semence est 1’'un des
facteurs qui conditionnent la réussite de 1’insémination artificielle. Les autres
facteurs étant constants, la qualité de la semence est le seul facteur variable. Ce
qui prouve une bonne qualité des semences produites par le CNAG, d’une part
et une bonne fécondité des taureaux, d’autre part.
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PERSPECTIVES

Au Sénégal, comme dans d’autres pays en développement, 1’insémination
artificielle (IA) est de plus en plus utilisée avec de grandes différences suivant
les systemes d’¢levage. Elle est largement pratiquée dans les ¢levages intensifs
ou semi-intensifs. Au Sénégal, de nombreux projets ont installé et développé le
service d’insémination artificielle dans le milieu rural dont le mode d’¢levage
est essentiellement extensif. Pour que ce service soit efficace et durable, il est
important de maitriser les facteurs liés non seulement a la pratique de I’ A mais
aussi a son colt de revient. Beaucoup de travaux montrent que les cotts liés a
I’importation et a la conservation des semences occupent des proportions
importantes du colt de revient de I’lA. La satisfaction de la demande en
semences par le CNAG permettra d’éliminer les cofts liés a I’importation des
semences. Toutefois, les besoins en azote liquide pour la production et la
conservation des semences augmentent. Il est donc souhaitable de maitriser
aussi bien la qualit¢ des semences produites que le colit de revient de la
semence. Des études devront étre poursuivies pour une meilleure connaissance
de la qualité et du colit de revient des semences produites. C’est pourquoi des
axes de recherche ci-aprés seront suggérés au CNAG :

v’ la détermination du rythme de prélévement convenable pour la
préservation de la qualit¢ du sperme prélevé dans les conditions
africaines ;

v I’étude de la production des semences fraiches et de leur possibilité
d’utilisation dans les zones environnantes du centre ;

v’ I’étude comparée des semences produites par le CNAG des semences
importées, apres dégel ;

v’ I’évaluation économique du coit de production de la semence produite
par le CNAG ;

v’ I’étude de la qualité microbiologique de la semence. Le dénombrement
des colonies de bactéries banales (UFC/ml) présentes dans la semence
traitée donne une indication utile sur les normes d'hygiéne observées dans
le laboratoire de traitement de la semence.
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CONCLUSION

Depuis plusieurs années, I’insémination artificielle s’est beaucoup développée
dans plusieurs pays au monde. Elle s’est révélée comme un puissant outil
d’amélioration des productions animales. Cependant, elle reste encore peu
utilisée dans les pays en voie de développement dont le Sénégal. Cela est dd,
d’une part, a la méconnaissance de cette biotechnologie par la majorité¢ des
¢leveurs et, a son cofit de revient plus élevé, d’autre part. Ses colts sont liés aux
déplacements, sélection et déparasitage des animaux, achats des produits de
synchronisation (PGF2a, PMSG), de la semence et a I'IA proprement dite.
Selon plusieurs auteurs, les cofits liés a I’importation des semences alourdissent
le colt de revient de I'TA au Sénégal. L’utilisation des semences produites
localement serait une alternative a envisager, pour réduire le colt de revient de
I'TA.

Ainsi, cette ¢tude a €té initiée dans le but d’évaluer la qualité zootechnique des
semences produites par le Centre National d’Ameélioration Génétique (CNAG)
de Dahra au Sénégal. Elle porte sur I’appréciation de la qualit¢ de la semence
bovine produite au CNAG. En effet, nous avons pu évaluer la qualité du sperme
a la récolte, décrire le processus de production et de conservation des semences
et apprécier leur fécondité.

Ces ¢études nous apportent une idée assez précise quant aux potentialités
d’utilisation des semences produites par le CNAG au Sénégal. La bonne qualité
des semences produites par le CNAG a ¢été confirmée par les résultats de
I’évaluation de leur fécondité réalisée sur 56 vaches locales inséminées.
Toutefois, pour avoir des résultats fiables et reproductibles, il importe
d’instaurer un systéme de contréle qualité a toutes les étapes du processus de
production et des analyses de la semence.
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ANNEXES

Annexe 1 : Exemplaire d’une fiche zootechnique des taureaux
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Annexe2 : Exemplaire d’un certificat sanitaire des taureaux

Certificat n° &%zﬁ ‘Vﬁg DA

] ATTESTATION SANITAIRE

J

A. Les animaux proviennent d’une zone indemne des maladies de la liste A du code Zoosanitaire International de
"Office International des Epizooties pour ’espéce bovine.

B. Les animanx sont en bonne santé, ne sont pas des animaux & éliminer dans le cadre d'un programme national
4’ éradication des maiadies contagienses, et ne présentaient aucun signe clinique de maladie lors de leur expédition, et
notamment des maladies suivantes:

- Brucellose;

- Tuberculose;

- Paratuberculose (Mzladie de Johne);

Rhinotrachéite infectieuse bovine / Vulvovaginite infectieuse pustuleuse;

- Mezladie des muqueuses (mucuous disease);

- Fiévre aphteuse;

- Encéphalopathie spongiforme bovine.

C.Les animaux exportes:
1) ont été entretenus dans une zone indemne de fievre aphteuse durant les trois derniers mois ou depuis leur

naissance.

2) p’ont pas été vaccinés contre la fidgvre aphteuse.

3) proviennent d*un cheptel officiellement indemne de brucellose bovine.

4) ont été soumis, avec résultat négatif, 3 une épreuve sérologique pour la recherche de la brucellose bovine pendant
les trente jours avant précédé leur expédition.

5) proviennent d’un cheptel officiellement indemne de tuberculose bovine.

6) ont été soumis, avec résultat négatif, & une intradermotuberculination pendant les 30 jours ayant précédé leur
expédition.

7) proviennent d’un cheptel dans lequel auncun signe clinique de paratuberculose n'a été déclaré officiellement
pendant les 5 années ayant précédé leur expédition.

8) ont été soumis, avec résultat négatif, a de(s) épreuve(s) diagnostique(s) pour la recherche de la paratuberculose
pendant les 30 jours ayant précédé leur expédition.

9) proviennent d'un cheptel dans lequel aucun signe clinique de rthinotrachéite infectieuse bovine / vulvovaginite
pustuleuse infectieuse n'a ét€ mis en évidence pendant les 6 mois ayant précédé leur expédition.

10) ont été soumis, avec résultat négatif, & une séroneutralisation ou test ELISA pour la recherche de la rhinotrachéite
infectieuse bovine / vulvovaginite pustuleuse infectieuse pendant les 30 jours ayant précédé leur expédition, sauf
pour les animaux provenant d’un cheptel pratiquant réguliérement la vaccination contre cetie maladie.

11) proviennent d*un cheptel dans lequel aucun signe clinique de maladie des muqueuses n’a été mis en évidence
pendant les 12 mois ayant précédé leur expédition.

D. Pour ce qui concerne I"Encéphalopathie Spongiforme Bovine:

1) L’alimentation des ruminants avec des farines de viandes et d’os ou des cretons provenant de ruminants a fait

Tobjet d’une interdiction qui est efiectivement respecice.
2) Les bovins malades sont abattus et totalement détruits, de méme que:

2.a) s’il s'agissait de femelles, le dernier animal auquel elles ont donné naissance durant la période de 2 ans ayant
précédé, ou durant la période ayant suivi I*apparition des premiers signes cliniques de la maladie,

2.b) tout bovin qui a vu le jour, pendant les 12 mois ayant précédé ou ayant suivi la naissance d’un bovin malade,
dans le troupean ot ce bovin malade est né, ou bien qui a été élevé, & un quelquonque moment pendant les 12
premiers mois de son existence, avec un bovin malade, et qui, se trouvant dans 1'une ou I’autre de ces situations, a
pu consommer 1’aliment potentiellement contaminé que le bovin malade a consommé pendant les 12 premiers

mois de son existence.
3) Les animaux destinés a ’exportation:

3.a) sont nés aprés la date & partir de laquelle I'interdiction
et d’os ou des cretons provenant de ruminants a été effectivement respectée;

. 3.b) sont identifiés 4 I’zide d’un systéme d’identificati e permettant de retrouver leur mére et leur
troupeau d’origine, et ne sont pas nés de femelles spsPocies-H s ET
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spongiforme bovine n’a jamais été confirmé, et fEpe contenaient i des bovins nés sur la ferme ou originaires
de troupeaux de méme statut sanitaire. TN LT
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APPRECIATION DE LA QUALITE DE LA
SEMENCE BOVINE PRODUITE AU CENTRE
NATIONAL D’AMELIORATION
GENETIQUE (CNAG) DE DAHRA AU
SENEGAL

ASSESSING THE QUALITY OF BOVINE
SEED PRODUCED BY THE NATIONAL
CENTER FOR GENETIC IMPROVEMENT
(CNAG) OF DAHRA IN SENEGAL

Fidéle KABERA
M¢émoire de DEA-PA, option Zootechnie-
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Fidéle KABERA
Master’s memory of animal productions,
Zootechnic-Reproduction and Economic option

Résumé

Abstract

Depuis plusieurs années au Sénégal, les
inséminations artificielles se font avec les semences
importées. Ces importations entrainent des colits de
revient des inséminations trés €levés. L’utilisation
des semences produites localement constitue une
alternative envisageable pour réduire les cotts liés a
I’approvisionnement en semences. Cela suppose
une bonne maitrise de la qualité zootechnique et
sanitaire de ces semences. C’est a ce but que nous
avons apporté notre contribution sous la forme de
ce travail. Il a porté sur I’appréciation de la qualité
de la semence bovine produite par le Centre
National d’Amélioration Génétique (CNAG) de
Dahra au Sénégal. Pour mener ces études, nous
avons utilisé le sperme de taureau de race Holstein
du CNAG de Dahra. Le prélévement et les analyses
ont été effectués, en mai 2007, au CNAG. L’étude
de la fertilité des semences produites a été effectuée
sur les vaches de races locales sélectionnées dans
les centres de Dahra et de Louga. Nous avons étudié
spécialement les caractéristiques du sperme, les
méthodes de préparation et conservation de la
semence et la qualité fécondante des semences
produites. Ce travail débouche sur une application
technique immédiate: [’utilisation possible des
semences produites localement. Les potentialités
d'utilisation pour l'insémination artificielle des
taureaux du CNAG pourraient contribuer a la
réduction du cout de revient des inséminations, a
I’augmentation du nombre des inséminations
possibles a assurer et a 1’augmentation du taux de
réussite des IA au Sénégal.

Mots clés: sperme ; spermatozoides ; insémination
artificielle ; conservation ; congélation ; vaches ;
Taureau ; CNAG ; Sénégal.

For several years in Senegal, artificial insemination
is conducted with imported seeds. These imports
entail costs of inseminations very high. The use of
seed produced locally is a feasible alternative to
reduce the costs associated with the supply of seeds.
This requires a good understanding of of health and
zootechnical quality of the seed. It is to this end that
we have made a contribution in the form of this
work. He focused on the assessment of the quality
of semen produced by the National Center for
Genetic Improvement (CNAG) of Dahra in Senegal.
To carry out these studies, we used the semen of
Holstein bull breed of CNAG of Dahra. The
sampling and analysis were carried out in May
2007, at the National Center for Genetic
Improvement of Dahra. The study of fertility of
seed produced was conducted on the local cows
breeds selected in  Dahra and Louga centers. We
have studied specially the characteristics of sperm,
the methods of preparation and preservation of the
seed and the fertilizing quality of the seed produced.
This work has led to an immediate application
technical: the possible use of seed produced locally.
The potential use for artificial insemination bulls of
CNAG could contribute to the reducing cost of
inseminations, to the increasing number of
inseminations possible to ensure and increasing the
success rate of artificial insemination in Senegal.

Key words : semen ; spermatozoa ; artificial
insemination ; conservation ; freezing ; cows ;
Taurus ; CNAG ; Senegal.
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