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INTRODUCTION



Introduction 

� Spermatozoïdes équins fragiles 

� Congélation = mortalité élevée : 

Etalon Ejaculat



Introduction

� Le jaune d’oeuf :

-- Majorité des dilueurs
de conservation.

-- Protection des spz contre 
le choc thermique.



Introduction 

� Le jaune d’oeuf :

-- Certains composants 
nocifs pour les spz

(HDL ).

-- Risque de contamination 
bactérienne.



� Isolement de la fraction cryoprotectrice = LDL (low
density lipoproteins) (Manjunath et al., 2002; Moussa etal., 2002; Bergeron et
al., 2004)

Introduction 

-- Purification à 97% 

(Brevet ONIRIS – INRA Nantes).



Introduction 

LDL

Post-décongélation

8% LDL Triladyl®

45% 35%

Ali Al Ahmad et al., 2008

Post-décongélation

8% LDL Optidyl®

54.4% 30.2%

Amirat et al., 2004

Post-décongélation

9% LDL Tris-glucose

54.4% 30.4%

Jiang-Hong et al., 2006

Post-décongélation

6% LDL 20% JO

55.3% 27.7%

Bencharif et al., 2008



Objectifs

� Déterminer la concentration en LDL, la plus efficace chez le
cheval :

-- Analyses de mobilité 
CASA.

-- Tests de fertilité in-
vitro.
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MATERIEL ET METHODES



�14 éjaculats ont été prélevés sur 4 chevaux (âge moyen 8 ans)

� Vagin artificiel fermé type Missouri  /  Mannequin ou jument 
boute-en-train                   

A/ Animaux :

Première expérience : Mobilité :



- INRA 96®

- INRA 82 + 2% JO

- INRA 82 + LDL :

0.25 - 0.5 - 0.75 – 1 – 2 – 3 - 4 - 5%

10 Dilueurs

B/ Dilueurs :

� Tous les milieux contiennent 2,5% Glycérol



Examen et calcul de la concentration du sperme

Première dilution : 1:1 à + 35°C

Centrifugation à 600xg/10 minutes

Resuspension : (100 x 106 spz/ml)

INRA82 + 2% Jaune d’oeuf (JO)
INRA82 + 8 concentrations différentes de LDL
INRA96®
Sans glycérol

INRA82 + 2% Jaune d’oeuf (JO)
INRA82 + 8 concentration différentes de LDL
INRA96®
+ 2.5% glycérol

C/ Technique de congélation :



Réfrigération à +4°C pendant 1 heure

Mise en paillette de 0,5 ml (6 P / milieu)

Equilibration à +4°C pendant 30 minutes

Congélation à 4 cm au dessus du niveau d’azote pendant  10 mn

Immersion dans l’azote liquide à -196°C  et stockage. 



- Après Décongélation + 10 mn (2 P) 

Analyseur d’images 
(IVOS II)

D/ Analyse des spermatozoïdes : Etude CASA :

� Paramètres mesurés : -- Mobilité (%)

-- Spermatozoïdes progressifs (%)
-- Vitesse lissée sur trajectoire (VAP) (µm/s)
-- Vitesse linéaire (VSL) (µm/s)
-- Vitesse curvilinéaire (VCL) (µm/s)
-- Amplitude latérale de la tête (ALH) (µm)



- Intégrité membranaire : 
Test HOS

Deuxième expérience : Tests de fertilité in-vitro :

� 2 Paillettes / milieu ont été décongelées :



- Intégrité de l’acrosome : 
Test FITC –PSA



- Intégrité de l’ADN : 
Test de l’acridine-orange

- Détermination des anomalies : 
Test Spermac®



RÉSULTATS



Première expéreince : Etude de la mobilité



LDL0,25% LDL 0,5%
LDL

0,75%
LDL 1% LDL 2% LDL 3% LDL 4% LDL 5% EY 2% INRA96

Motile Spz. 27,6 33,2 31,4 29,9 35,6 35,4 31,0 26,6 33,3 22,1

Progressive Spz. 16,0 19,0 18,8 16,1 19,8 19,2 17,8 14,3 19,6 9,6
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Comparaison des pourcentages de spermatozoïdes mobiles et progressifs

Graphe N° 1: Pourcentage des spz mobiles et progressifs dans les différents dilueurs de 
congélation à T0 + 10 mn après décongélation (n=14). 

Colonne avec des lettres différentes présentent une difference statistiquement significative (p<0.05) 

Mobilité après décongélation :
* % mobilité - % spz progressifs :



LDL0,25% LDL 0,5% LDL 0,75% LDL 1% LDL 2% LDL 3% LDL 4% LDL 5% EY 2% INRA 96

VAP 69,85 68,7 69,9 66,3 65,6 64,6 65,5 61,7 70,8 53,6

VSL 59,04 58,05 59,8 55,8 55,5 55 56,3 52,6 59,8 45,4

VCL 115,8 115,4 115 112,1 110,2 109 108,6 104,2 117 95,6

ALH 4,9 4,8 4,6 4,9 4,7 4,5 4,5 4,6 4,8 4,8
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Colonne avec des lettres différentes présentent une difference statistiquement significative (p<0.05) 

Graphe N° 2 : Paramètres de mobilité étudiés à l’analyseur d’image après décongélation
(T0 + 10 mn) (n=14). 

* VAP – VSL – VCL – ALH :



Deuxième expérience : Tests de fertilitéin-
vitro



31,3
32,3 32,4

31,3

0

5

10

15

20

25

30

35

LDL
0,25%

LDL
0,5%

LDL
0,75%

LDL
1%

LDL
2%

LDL
3%

LDL
4%

LDL
5%

JO 2% INRA
96

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 (

%
)

Dilueurs

Pourcentage de spermatozoïdes avec membranes plasmiques intactes

Membranes plasmiques intactes

Graphique N°3 : Pourcentage de membranes plasmiques intactes décelées par le test HOS 
après décongélation en fonction des dilueurs (n=14).

* Intégrité membranaire : Test HOS
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Graphique N°4 : Pourcentage de spermatozoïdes avec acrosome intact après congélation –
décongélation dans les différents dilueurs (n=14).

* Intégrité de l’acrosome : Test FITC / PSA



* Intégrité de l’ADN : Test Acridine Orange

� Il n’existe pas de différence significative entre les dilueurs :

ADN conservé ≥ 98%
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Graphique N°5 : Comparaison du pourcentage de spermatozoïdes sans anomalies dans 
les différents dilueurs après décongélation (n=14).

* Détermination des anomalies : Test Spermac® :



A = Anomalies de la tête
B = Anomalies de la pièce intermédiaire
C = Anomalies du flagelle 

Graphique N°6 : Types d’anomalie des spermatozoïdes selon leur localisation à T0 + 
10 minutes après décongélation (n=14).



DISCUSSION



Mobilité après décongélation :

� Après décongélation, le dilueur 2% LDL donne le meilleur % de mobilité
(35.5%) par rapport au jaune d’oeuf (33.3%) (P>5%) et l’INRA 96®

(22.1%) (P<5%).

� Confirmation des résultats : Meilleur concentration de jaune d’oeuf chez 
l’étalon est de 2%, alors que chez le taureau et le chien, la concentration est
de 20% (JO).

Cette concentration peut être remplacée par :

8% LDL chez le taureau(Amirat et al., 2004)
6% LDL chez le chien(Bencharif et al., 2008)



� Bien que les meilleurs résultats des VAP, VSL, VCL et ALH sont obtenus 
avec de faibles concentrations en LDL, le meilleur % de spz progresssif est 
obtenu avec le dilueur à base de 2% LDL (P>5%).



Tests de fertilité in-vitro :

� Test HOS montre que le milieu à base de 2% LDL protège bien la 
membrane plasmique du spz : 2% LDL > JO (P>5%).

� FITC/PSA : milieu à base de 2% LDL protège bien les acrosomes du 
spz : 2% LDL > JO (P>5%) (Peut être moins de progestérone � Moins 
de capacitation).

� Acridine orange : milieu à base de 2% LDL protège bien l’ADN 
des spz≥ 98%.

� Test Spermac® : Bonne préservation de la morphologie des spz
avec les LDL : 2% LDL = JO .



CONCLUSION



� Les LDL peuvent être utilisées comme cryoprotecteur dans la
congélation de la semence équine� Avec moins de risques
sanitaires que le JO.

� Le milieu à base de 2% LDL donne les meilleur résultats de
% de spz mobiles et % de spz progressifs par rapport au JOet
INRA 96® + 2,5 Glycérol.

� ONIRIS utilise actuellement un milieu à base de 2% LDL
pour la congélation du sperme de cheval� Bonne fertilité sur
juments après IA.
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