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Résumé

La mise en place de cryobanque spermatique est une alternative prometteuse dans un contexte
de production de matériel biologique de repeuplement a des fins de restauration d’especes
menacées et / ou en voie d’extinction. Toutefois, la cryoconservation du sperme nécessite
I’utilisation d’un cryoprotecteur et d’un diluant. Ces derniers doivent étre appliqués dans un
rapport de dilution optimal dans les paillettes et adaptés aux caractéristiques physiologiques du
poisson afin de preserver la qualité spermatique (Maise et al., 1998). Malgré ces prérogatives
strictes, le processus de congélation-décongélation du sperme génére un stress oxydatif
occasionnant des dommages a la membrane en modifiant la qualité du sperme (Lee et al., 2021).
A cet effet, notre étude s’est déroulée en deux étapes. En un premier temps il a été proposé de
mettre en place un marqueur d’évaluation du stress oxydatif, notamment la peroxydation
lipidique (i.e. TBARS) sur les spermatozoides de jeunes saumons matures précocement (i.e.
tacon 1+). Afin d’induire la réaction adductive MDA-TBARS, I’effet de deux différents
tampons (i.e. basé sur I’étude de Figueroa et al.,2018) et présent dans le kit MDA) et de deux
méthodes de détection (i.e. fluorimétrie et colorimétrie a longueur d’onde de 532nm) ont été
évalués sur le sperme frais et cryoconservé. De cette évaluation, il a été constaté que la
cryoconservation pouvait augmenter la peroxydation lipidique signifiant ainsi la sensibilité de
la méthodologie. Aucun effet des deux tampons n’a été observé sur le sperme frais et
cryoconservé soulignant le potentiel du tampon de lyse de Figueroa. En revanche, une
différence significative entre les méthodes de détection a été observée uniquement sur le sperme
cryoconservé avec des niveaux plus élevés en colorimétrie qu’en fluorimétrie. Une telle
différence est probablement due a la sensibilité différente de ces deux méthodes de détections.
En effet, les valeurs obtenues aprés cryoconservation par fluorimétrie se trouvaient au milieu
de la droite de calibration alors qu’en colorimétrie, celles-ci était en dessous de la droite. La
peroxydation lipidique évaluée dans la premiere phase a été validée avec le tampon de Figueroa
et en fluorimétrie. Puis, en un second temps il a été évalué ’effet post-cryoconservation de
quatre concentrations spermatiques de stockage en paillettes, et ce, dans le but de limiter la
variabilité interindividuelle induite par les variations de concentration spermatique au sein des
populations. Différents marqueurs de qualité spermatique ont été évalués tels que : la viabilité
spermatiques avec la sonde SYBR14 / IP en cytométrie de flux ; la motilité ainsi que les
parametres de vitesse et de trajectoire associés a l'aide du systéeme CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis) et ; la peroxidation lipidique (TBARS). De fagon générale, 1’augmentation de
la peroxydation lipidique sur les spermatozoides cryoconservés a permis de valider la LPO
comme marqueur d’évaluation de la cryoconservation de par sa reproductibilité et sa sensibilite.
A la suite des analyses menés a 1’aide des différents marqueurs de qualité spermatique, des
quatre concentrations testées dans les paillettes, les concentrations de 5.10° et de 1,25.10°
spermatozoides/ mL de sperme ont présenté les meilleurs résultats signifiant 1’intérét de ces
deux concentrations afin de minimiser 1’effet néfaste de la cryoconservation.

Mots clés : Saumon atlantique, qualité spermatique, peroxydation lipidiqgue TBARS, motilité
CASA, cryoconservation
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1 Introduction bibliographique
1.1 Contexte général
Le saumon atlantique est considéré comme une espece vulnérable en raison de la diminution
importante de son aire de répartition, et des menaces qui pésent sur son habitat, aussi bien en
caux douces qu’en eaux marines ( Caron et Fontaine, 2003). 1l se retrouve des lors depuis les
années 90 sur la liste rouge des espéces menacées en Europe (Porcher et Bagliniere, 2001). Son
déclin a vu naitre le projet Saumon Meuse. Ce projet initié par le gouvernement Wallon est une
coopération entre les chercheurs des Universités de Namur et de Liege avec la salmoniculture
d’Erezée. Il vise a la réhabilitation du Saumon atlantique, une source non locale dans le bassin
mosan a travers des exercices de rempoissonnements a différents stades de vie (i.e. alevins,
tacons, smolts). De part cette action, on assiste a un retour des adultes sauvages de saumons de
la mer vers le bassin mosan. Néanmoins, comptes tenus des changements climatiques et des
activités humaines notamment I’aménagement des riviéres et les perturbations de I’écosystéme
aquatique, les remontées enregistrées ne permettraient pas de déclasser cette espéce de la liste
rouge. De méme, d’aprés Benitez et al., (2020), le sex-ratio des retours de ces saumons est en
faveur des femelles. Dés lors, le nombre insuffisant de retour de méles anadromes constitue un
facteur limitant la diversité génétique pour la réhabilitation de I’espéce. Afin de palier a ce
probléme, deux stratégies peuvent donc étre envisagées. La reproduction alternative par les
males précoces et ou la mise en place d’une cryobanque spermatique de ces saumons males
anadromes. La cryoconservation spermatique présente aussi bien des avantages que des
inconveénients. Le processus de cryoconservation modifie le profil lipidique de la membrane
plasmique des spermatozoides en conduisant & la diminution voire la perte de fonction de ces
spermatozoides (Cerolini et al., 2001). Or, la mise en place de la cryoconservation nécessite
’utilisation de sperme male de bonne qualité mais aussi en grande quantité, il est donc
important d’évaluer les marqueurs relatifs a cette qualit¢é spermatique. Dans son
experimentation a I’UNamur, Erraud et al., (2021) s’appuie sur une batterie de biomarqueurs
de qualité spermatique afin d’évaluer I’effet de la cryoconservation. Néanmoins aucun
marqueur relatif au stress oxydant n’est disponible & I’'UNamur ce qui peut représenter un
inconvénient majeur. Il est de méme important de définir un protocole de cryoconservation qui
puisse étre le plus fiable et répétable possible. En effet, la plupart des protocoles de congélation
des spermatozoides sont bases sur un ratio de dilution du sperme par I’extender, ce qui génére
une grande variabilité de concentration inter-individuelle et ne garantit aucune gestion réelle de

la concentration dans les paillettes la concentration dans les paillettes (Maise, 1996). Toutefois,
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la concentration spermatique varie énormément entre individus et méme au sein d’échantillons
d’un méme individu en fonction de la période de collecte (Judycka, 2018). Par conséquent, la
concentration spermatique dans les paillettes apres dilution avec un extender differe largement

entre les individus ce qui entraine des différences dans la qualité post-décongélation.

1.2 Description du Saumon atlantique

Salmo salar appartient a la famille des salmonidés et a la sous-famille des salmoninés, dont
font également partie les truites et les saumons du pacifique (Fontaine, 1950). La figure 1
représente le saumon atlantique adulte. 1l se distingue de ses congéneéres car il présente le moins
de polymorphismes avec des caractéres physiologiques et morphologiques qui lui sont propres
(Bagliniere et al., 1990). Il posséde deux nageoires pectorales et pelviennes ainsi qu’une
nageoire dorsale, adipeuse et caudale. De couleur argentée, il a un corps fusiforme recouvert de
petites écailles lisses, alignées sur la ligne latérale, reliant 1’opercule a la nageoire caudale. Il
dispose d’une bouche fendue jusqu’a I’aplomb de I’eil, avec une téte assez petite. Son
pédoncule caudal est étroit (Descroix, 2009). Les juvéniles possedent sur les flancs des taches
de couleur bleu-violacées allant de 8 a 12. De petites taches rouges peuvent également étre
présentent sur ses flancs (Rochard et Elie, 1994). En mer, les adultes présentent une coloration
vert-bleutée sur le dos. Avec le temps, celle-ci devient argentée le long des cotés et blanc sur le
ventre ; avec la présence de quelques taches noires mais aucune sous la ligne latérale (Bigelow
et al., 1963). De facon générale, leurs nageoires caudale et adipeuse ne sont pas tachetées,
encore moins bordées de noir (Rochard et Elie, 1994). Pendant la reproduction, ils perdent leur
couleur argentée et deviennent brun terne ou jaunatre avec une peau épaisse et coriace (Bigelow
et al., 1963 ; Rochard et Elie, 1994). Pendant la saison du frai, les males ou bécards présentent
des machoires allongées et crochues qui se rejoignent aux extrémités, des nageoires plus
épaisses (Schultz, 2000).
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Figure 1: Adulte du saumon atlantique (Salmo salar) capturé en juin 2019 au barrage de Lixhe.
(Page saumon-Meuse)

Figure 2:Différences morphologiques entre tacon et smolt (Salmo salar, L). (McCormick, et
al., 2013)

1.2.1 Reépartition géographique

S. salar est un excellent nageur. Comme illustré dans la figure 2, il est tres largement répandu
dans tous les pays baignés par I'océan Atlantique situés au nord du fleuve Hudson (Etats-Unis)
et du fleuve Mifio au Portugal (Bensettiti et Gaudillat, 2004). S. salar est présent dans les
régions tempérées et froides appartenant au bassin du nord de I'Atlantique au sens large incluant
la mer Baltique et se prolongeant jusqu'a la péninsule de Kola (Russie) (Mocq, 2013). Il vit
aussi bien dans les riviéres, les lacs et les mers de la zone tempérée et froide de I'hémisphére
nord (Guéguen et al., 1994). Le saumon se trouve dans les systemes fluviaux des deux c6tés de
I'Atlantique et migre sur la majeure partie de la zone nord de I'océan au cours de I'anadromie
(Hansen, 1994).
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Figure 3:Routes de migration et zones d’engraissement des populations de saumon atlantique
a l’échelle de son aire de répartition (excepté Baltique). (Source : Atlantic Salmon Federation

http://www.asf.ca/)

1.2.2 Cycle de vie
S. salar est une espéce anadrome, qui remonte les cours d’eau douce pour Se reproduire. Au
début de la maturité sexuelle, le saumon atlantique dévale la mer pour retourner a sa riviére
natale. Il est marqué par une alternance de vie en eau douce pour les juvéniles et en eau de mer
pour les post-smolts et adultes avant la reproduction (Descroix, 2009). La figure 3 illustre le
cycle de vie de cette espéce. S. salar est un grand migrateur amphibiotique de par ses
possibilités de vie en eau douce et en eau de mer, potamotoque parce qu’il accomplit sa ponte
en eau douce (Hansen, 1994). Espece migratrice, elle existe sous des formes anadromes et non
anadromes résidant en eau douce (Lebrech, 2009). La diadromie, c'est-a-dire la migration entre
eau douce et eau marine est un avantage évolutif pour cette espéce, qui dévale vers la mer pour
pouvoir croitre lorsque le cours d'eau d'origine, exigu est relativement peu productif et ne suffit
plus a soutenir la population de saumons. Le tacon va subir de profonds changements
physiques, biologiques et comportementaux destinés a le rendre apte a survivre en milieu salé
avant de dévaler vers la mer, devenant un smolt (Boeuf, 1994). Au cours de cette métamorphose

appelée smoltification ; c’est-a-dire la transformation du tacon (poisson dulcicole) en smolt ou
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saumoneau (poisson marin), le jeune saumon mémorise 1’odeur de sa riviére natale, ce qui lui
permet de I’identifier lors de retour pour la reproduction au stade adulte. Il s’agit du phénomeéne
de « homing » (Philippart et al., 2016). La majeure partie de sa croissance s’effectuera en mer
(Descroix, 2009). La phase marine peut généralement varier de 1 a 4 ans, durant laquelle ces
espéces deviennent rapidement mature sexuellement. Puis, ils reviennent en riviére au
printemps ou au début de I'été. Une fois dans leur riviére natale, ils se reproduisent en automne
et au début de I'hiver. La plupart des saumons meurent apres le frai (Valiente et al., 2005). La

durée totale du cycle biologique de ce poisson est de 3 a 7 ans.

Figure 4:Cycle de vie du saumon atlantique (S. salar) (Source : www.saumon-rhin.com
https://www.bing.com/images/search)

1.2.3 Stratégies de reproduction du Saumon atlantique
Les géniteurs anadromes qui au contraire des charognards, présentent dans la majorité des cas
un cycle de reproduction au cours de leur vie (Philippart, 2005). Le saumon atlantique est
présent sous des formes anadromes et non anadromes résidant en eau douce, ce qui le diversifie
dans I’utilisation de cet habitat en eau douce (Heggenes et al., 1999). Selon Klemetsen et al.,
(2003), S. salar présente différentes stratégies de reproduction. L’une d’entre elles est basée sur
des tactiques de reproduction alternatives chez le male. En effet, certains jeunes males
atteignent leur maturation sexuelle de fagon précoce sans pour autant dévaler en mer. Ce sont

5



Master en Gestion des Ressources Aquatiques et Aquaculture (GeRAA)/Université de Liege/Belgique/ Pétra
T.S. GAMBAKPO

des tacons précoces sans la période de smoltification. Cette maturation précoce augmente non
seulement la survie et la stabilité de la population (Ellner et Hairston, 1994), mais permet aussi

de maintenir la diversité génétique de I'espéce (Almodovar et al., 2020).

1.2.3.1 Les males adultes anadromes et satellites

La grande majorité des males (Figure 4), et toutes les femelles, sont anadromes, migrant vers
la mer aprés la mise bas, revenant apres 1 an, ou plus en riviere natale pour la reproduction. Les
males anadromes de par leur taille et I’apparition de leurs caractéres sexuels secondaires, usent
de leur charme et énergie pour féconder les femelles. Ce qui déclenche entre ces males une
compétition féroce afin d’attirer les femelles (Fleming 1996). Les espéces se reproduisent a une
température de 6-10°C (Schmidt, 1996) dans des zones de rivieres de gravier trés en amont,
avec des eaux modérées a rapides, bien oxygénées et une succession de radiers et de fosses
(Kailolaetal., 1993). Les femelles déposent leurs ceufs dans des eaux courantes au sein de nids
ou le gravier est de la bonne taille et d'une profondeur suffisante de 0,1 a 0,3 m avec une
profondeur d’eau d'environ 0,5 - 3 m (Muus, 1999). La période de ponte dure de 1 a 2 semaines.
La plupart des males meurent apres le frai, tandis que 10-40% des femelles peuvent survivre et
retourner a la mer en automne ou passer I'hiver dans les rivieres, se nourrir un été et migrer a
nouveau (Luna, 1988). Les ceufs émis passent sous différents stades puis éclosent en alevins
vésiculés. Ces derniers vont ensuite grandir sous le gravier jusqu’a ce que leur vésicule vitelline
se résorbe. Ils vont ensuite émerger a travers le gravier, avaler une bulle d’air pour atteindre
une flottabilité neutre et commencer a se nourrir de macro invertébrés en riviére pour une
période variant de 1 a 7 ans selon la latitude, mais la plupart y restent pendant 2 a 3 ans (Lebrech,
2009).

1.2.3.2 Les jeunes males précoces
Les jeunes males précoces (Figure 5) sont des tacons vivants en eau douce. Ces derniers
maturent sexuellement des leur premiére année (Bailey et al., 1980). Selon Duston et al.,
(2005), cette maturation précoce des males est plut6t induite par une interaction entre génétique
et les stimuli environnementaux qui influencent le taux de croissance au cours du printemps.
Donc, au moment de la ponte, les ceufs de chaque femelle de maniére générale sont fécondés
par des géniteurs males adultes et précoces. Toutefois, les adultes défendent la femelle contre
les autres males afin d’empécher les jeunes tacons de venir féconder les ceufs, ce qui obligent

alors ces individus a étre plus rapides et plus performant dans la qualité de leur semence pour
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réussir une fécondation. (Kottelat et Freyhof, 2007). Compte tenu de 1’avantage de la petite
taille que présentent ces tacons face aux males anadromes, ils réussissent a passer a travers le
nid des femelles afin d’aller féconder discrétement les ceufs. D’aprés Martinez, et al., (2000),

les tacons males précoces peuvent contribuer a plus de 50% dans le succeés reproductif et par

conséquent augmentent la taille effective de la population.

Figure 5:lllustration de la variabilité des tactiques de reproduction des males adultes

anadromes et jeune précoce (Lepais et al., 2017)

1.2.4 Etat des stocks du saumon atlantique et cause du déclin
Le saumon atlantique Salmo salar L. 1758 est I'une des trois especes de salmonidés les plus
importantes pour I'aquaculture mondiale (Figueroa et al., 2016). D’aprés Gueguen et Prouzet,
(1994), il était trés abondant dans les riviéres en Europe mais aujourd’hui, est devenu beaucoup
plus rare. S.salar était présent en nombre et parcourait le bassin de la Meuse jusqu’a
Monthermé en France en 1840. A la fin du 19éme siecle, la capture de cette espéce aussi bien
dans I’estuaire commun du Rhin et de la Meuse a connu une augmentation exponentielle en
passant de 21.600 a 104.000 individus par an. Mais, a dater de 1885, une diminution totale en
capture de cette espece en Meuse belge a été constatée (Malbrouck et al., 2007). De par son
comportement anadrome, S.salar est particulierement vulnérable face a sa surpéche et aux
perturbations de ses habitats due a la construction de barrages, aux pollutions et a la disparition
de frayéres (Kestemont et al., 2021). S.salar qui autrefois était présent dans 2605 riviéres et
dans 19 pays, a connu une raréfaction voire une extinction presque totale dans 294 riviéres et
dans 6 pays dont I’Allemagne, la Hollande et la Belgique (Atlantic Salmon Federation, 2009).

Les causes d’un tel déclin sont multiples et variées et sont principalement liés a I’activité
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humaine et aux répercutions qu’elle induit sur le milieu aquatique (Bardonnet et Baglinicre,
2000 ; Malbrouck et al., 2007). Cette disparition fait de S. salar une espéce en danger partout
dans le monde (Gueguen et Prouzet, 1994; Bardonnet et Bagliniere, 2000). Face a ce déclin, les
pouvoirs publics belges et hollandais ont entrepris des solutions pour y palier. Ces solutions
portent principalement sur la préservation et la restauration des populations de saumon

Atlantique a travers des rempoissonnements de la Meuse.

1.3 Projet Saumon Meuse

1.3.1 Présentation du projet
S. salar, est parfois qualifié de “’ roi des poissons d’eau douce’ ’de par ses exigences pour la
qualité du milieu aquatique (Malbrouck et al., 2007). Sa disparition en Meuse, a conduit a
I’amélioration de la qualité des eaux de la Meuse en 1980 et a un programme de restauration.
Ce programme est basé sur un repeuplement approprié de saumons provenant d'une source non
locale. De par cette amélioration, la truite de mer, autre espéce migratrice que S. salar a fait son
apparition de nouveau dans la Berwinne, dernier affluent mosan a la frontiere belgo-
hollandaise. Toutefois, ce programme se heurte encore a plusieurs goulots d'étranglement
(Renardy et al., 2020). Alors dans le but de mieux intégrer cette avancée et de pallier cette
extinction, le projet " Meuse Saumon 2000" est né par la collaboration des scientifiques des
universités de Notre-Dame de la Paix de Namur et de Liege, d’avec le Service de la Péche de
la Région Wallonne. Le projet vise le retour du saumon en Meuse belge a travers des
programmes de repeuplements annuels des principaux affluents de la Meuse (Malbrouck et al.,
2007).

1.3.2 Production de matériel biologique de rempoissonnement (UNamur)
La faible remontée des méles adultes sauvages constitue le point limitant pour la restauration
de la population éteinte (Erraud et al., 2019). Or, il est important de maintenir la diversité
intraspécifique de I'espéce. Pour contrebalancer cette situation, plusieurs études ont été menées
dans le rang des scientifiqgues pour mettre en place deux stratégies envisageables dont la
reproduction alternative du saumon atlantique male (Martinez et al., 2000 ; Valiente et al.,
2005) et ou une méthode basée sur le maintien de la diversité génétique afin de restaurer les
populations. Elle consiste a optimiser I'efficacité de la reproduction en utilisant des techniques

de conservation des gamétes males pour une utilisation future. Dans ce cadre, I’université de
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Namur mets en place une cryobanque spermatique de ces saumons pour assurer une

reproduction ultérieure et rempoissonner les rivieres.

1.4 Méthodes de conservation des gametes

Les biotechnologies de la reproduction constituent un ensemble de technologies qui permettent
d’assurer aussi bien la prolifération de la descendance issue des géniteurs présentant une
meilleure fitness, que de garantir la conservation de la biodiversité des especes domestiques et
sauvages (Decuadro-Hansen, 2004). Elles se basent sur I’application de diverses techniques
comme le sexage, la cryopréservation des gametes et des embryons, le clonage et la transgénese.
Ainsi, plusieurs techniques sont d’usage courant permettant donc cette conservation des
gameétes (Thibier et Guérin, 1991). Les possibilités de conservation du sperme se font a 1’état
frais et a I’état congelé et sont d’application depuis des années a travers plusieurs pays d’Europe
(Bratanov et Dikov, 1961). La conservation du sperme par le froid est la méthode de
conservation a court terme a des températures voisines de 0°C. Elle permet de pallier un manque
temporaire de sperme ou une désynchronisation de la maturation sexuelle des males et des
femelles. La conservation du sperme par la congélation quant a elle permet une conservation a
long terme du sperme (Billard et Dupont, 1975). Leur mise en application passe par I’utilisation
de solution de dilution qui assure la protection du liquide séminal (Trus-cott et al., 1968). Les
méthodes de conservation des gameétes de ces poissons présentent de nombreux avantages
notamment leur transport lorsque les lieux de prélévements et d’insémination sont différents,
la facilité du travail en pisciculture ou des améliorations génétiques afin de constituer des stocks
de gametes non porteurs de maladies et de qualité génétique déterminée (Carpentier et Billard,
1978). De ces deux méthodes, la cryoconservation semble étre la méthode qui garantisse plus
la disponibilité de la semence pour une longue période.

1.4.1 Cryoconservation spermatique

1.4.1.1 Description globale
La cryoconservation est une méthode de conservation du sperme dans de I’azote liquide en
présence de cryoprotecteurs. C’est un processus par lequel des matériaux biologiques tels que
des cellules et des tissus sont préservés par refroidissement a de tres basses températures,
généralement a -196°C (température de lI'azote liquide). Ces cellules restent viables tout le long
du processus apres un réchauffement ultérieur a des temperatures supérieures a 0°C (Agarwal,

2011). De fagon générale, la cryoconservation arréte de maniere réversible le métabolisme des
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cellules tout en maintenant leur intégrité et leur fonctionnalité. La premiere cryoconservation
spermatique a été réalisée avec succes sur des taureaux d’élevage depuis plus de 60 ans (Polge
et al., 1949), ce qui a donné lieu a une multitude d’essai sur d’autres espéces notamment le
poisson dont le premier rapport issu de la cryoconservation de sperme de poisson a été publié
par Blaxter en 1953 (Maisse et al., 1998). Suite a la percée de cette nouvelle technique, de
nombreuses publications ont démontré la faisabilité de cette cryoconservation du sperme chez
plusieurs espéces de poissons d'eau douce, principalement les salmonidés, les esturgeons et les
carpes. Toutefois, I’application de cette technique sur les espeéces de poissons marins n’a été

effective qu'au cours de la derniere décennie (Cabrita et al., 2010).

1.4.1.2 Différentes étapes de la cryoconservation
La cryoconservation repose sur différents types de protocole dans le but de toujours améliorer
la qualité spermatique post cryoconservation de I’espéce. Afin de réussir cette
cryoconservation, il est indispensable de respecter plusieurs conditions nécessitant 1’utilisation
d’un protocole adapté. Ainsi, une cryoconservation réussie du sperme de poisson nécessite
I’utilisation d’un cryoprotecteur et d’un diluant adapté aux caractéristiques physiologiques du
sperme de poisson ciblé capable de préserver les fonctions du spermatozoide. (Lee et al., 2021).
Selon Dziewulska et al., (2011), I’un des meilleurs cryoprotecteurs et capable garantir une
bonne qualité spermatique post cryoconservation est le DMSO complété par des antioxydants
et des stabilisateurs de la membrane plasmique. Cabrita et al., (2001), ont également rapporté
que cela maintient la composition lipidique de la membrane plasmique et augmente la stabilité
des spermatozoides chez les salmonidés. Toutefois, il est tout aussi important de maitriser les
techniques de décongeélation et de fécondation, car c’est la décongélation est I’'une des étapes

durant laquelle les altérations peuvent survenir (Maisse et al,. 1998).

1.4.1.3 Les avantages de la cryoconservation
La cryoconservation permet de conserver presque indéfiniment les pools génétiques souhaités
et garantir la disponibilité de sperme cryopréservé pour l'insémination artificielle et la
reproduction. En aquaculture, la cryopréservation de sperme a permis d’amplifier des
programmes de reproduction de grande envergure, de livrer des gametes pour la fécondation en
dehors des saisons de reproduction normales et d'introduire des techniques alternatives pour la
gestion du bétail, comme la triploidisation et I'hybridation (Martinez-Paramo et al., 2009 ;

Cabritaetal., 2010 ; Martinez-Paramo et al., 2016). La cryoconservation du sperme de poisson
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est un outil important pour la banque de matériel génétique d’espeéces menacées ou la
préservation a long terme des gameétes chez des espeéces d’importance commerciale,
I’amélioration des programmes de reproduction et la protection des souches de valeur
biologique et commerciale (Bogevik et al., 2020). Elle assure la disponibilité des gametes toute
I'année de méme que la préservation de la diversité génétique.
1.4.1.4 Les inconvénients de la cryoconservation

La recherche continue a optimiser les méthodes de cryoconservation du sperme dans le but de
garantir des spermatozoides motiles, viables et fertiles (Nynca et al., 2021). Mais, la qualité du
sperme cryoconserveé dépend des caractéristiques du sperme frais. Il est nécessaire de s’assurer
de la bonne composition du liquide spermatique car, le processus de cryoconservation modifie
le profil lipidique de la membrane plasmique des spermatozoides et provoquent des
changements dans l'organisation des phospholipides et du cholestérol, qui bouleversent
I'noméostasie cellulaire, conduisant ainsi a la diminution voire la perte de fonction de ces
spermatozoides (Cerolini et al., 2001). Cette méthode n’est pas sans risque pour la qualité du
sperme. Selon Cerezales et al., (2010), elle influe les résultats des fertilisations et le bon
développement de 1’organisme futur en compromettant l'intégrité et la fonctionnalité des
spermatozoides. De méme, lors des manipulations et durant le stockage en cryoconservation
des spermatozoides, les cryodommages surviennent. Au nombre desquels la formation de
cristaux de glace et de toxicité liée au cryoprotecteurs tels que le DMSO, le MtOH qui altérent
la structure et la physiologie des spermatozoides en agissant sur le potentiel mitochondrial, sur

la viabilité spermatique et sur la motilité, avec génération de ROS (Pérez, 2016).

1.5 Le sperme chez les salmonidés
D’apres Coste (1856), le sperme des salmonidés est un liquide blanc laiteux. En fonction de la
période de spermiation et de la taille de I’espéce, le volume de 1’éjaculat des males matures peut
avoisiner jusqu’a 50 ml avec un nombre de spermatozoides par millimétre d’éjaculat variant de

10° 4 30.10°, avec une moyenne de 10.10° (Maisse et al., 1988).

1.5.1 Physiologie du sperme chez les Salmonidés
Selon Robitaille et al., (1986), il existe une relation de causalité entre la consommation
d’oxygeéne des spermatozoides immobiles et la température. Le sperme soumis a une
température de 10°C avec une concentration moyenne de spermatozoides de 10.10° exige une

demande en oxygéne de 10ul/heure. En milieu hypotonique, I’entrée d’eau dans le
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spermatozoide provoque le gonflement, voire I’éclatement, de la membrane

(Maléjac et al., 1990).

1.5.2 Caracteristiques des spermatozoides chez les salmonideés
Chez les salmonidés, le spermatozoide présente une téte qui est sans acrosome et ovoide. La
piéce intermédiaire est de forme cylindrique, imprégnée par la voie cytoplasmique (Maisse et
al., 1998). Cette voie représente I’invagination de plasmalemme, car les mitochondries y sont
contenues. 1l est uni-flagelle et asymétrique et composé de neuf périphériques et une paire
centrale de microtubules, latéralement inséré au noyau qui présente une forme ovoide. La
mitochondrie n’est pas en mesure de compenser rapidement les pertes en ATP, ce qui limite la
durée de la motilité. La durée de motilité des spermatozoides de salmonidés se voit réduire a
30s aprés activation dans 1’eau. L’ ATP chute de fagon rapide or il faut prés d’une quinzaine de
minutes apres avant que la mitochondrie puisse étre en mesure de s’activer. Les spermatozoides

demeurent immobiles a pH acide (Maisse et al., 1998).

1.6 Outils d’évaluation de la qualité spermatique
La mise au point d’outils d’évaluation de la qualité spermatique spécifique au saumon semble
nécessaire pour s’assurer de I’excellente qualité du sperme cryoconservé. Ainsi, plusieurs
biomarqueurs doivent étre contrdlés dont un bon nombre que dispose I’UNamur. Toutefois, il
est primordial d’évaluer également le stress oxydant 1ié au sperme de cette espece puisqu’il

constitue un inconvénient majeur de la cryoconservation.

1.6.1 Viabilité spermatique
La mise en évidence de 1’état de la membrane plasmique relatif au nombre de spermatozoides
vivants et morts est largement documentée pour I’humain et les animaux d’élevage, dont le
saumon. Son utilité dans 1’évaluation de la viabilité spermatique chez les poissons n’est plus a
démontrer. Les techniques utilisées nécessitent 1’utilisation de fluorochromes (i.e. SYBR®14,

iodure de propidium) et d’un cytométre de flux (Cabrita et al., 2005; Erraud et al., 2019).

1.6.2 Motilité des spermatozoides
La motilité, est un critére essentiel de la qualité spermatique. C’est un facteur crucial pour la
fertilisation et particulierement lorsqu'une certaine distance doit étre franchie pour rejoindre les

ceufs (C6té, 2004). Le flagelle du spermatozoide est la piece mécanique qui permet au
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spermatozoide de se propulser. Il est formé d'un complexe de microtubules qui sont articulés
autour du centriole, la piéce qui permet la jonction entre la téte et la queue. Ainsi, I'énergie qui
est transmise a ce complexe peut genérer le mouvement propulseur du spermatozoide. Cette
énergie est principalement issue des mitochondries qui sont situées au niveau de la piéce
intermédiaire du spermatozoide (Gilbert, 1996). La mise en branle du flagelle d’un
spermatozoide est la réponse a une diminution de la concentration en cations potassium due a
un changement de milieu. Chez les poissons les spermatozoides sont immobiles dans le plasma
séminal. IIs n’acquiérent leur motilité qu’au contact de I’eau (Harvey et Hoar, 1980). On appelle
activation le processus d’acquisition de cette motilité. Apres son activation, un spermatozoide
de saumon pourra se mouvoir pendant environ 30 secondes. 1l existe de nos jours des analyseurs
d’image de type CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) qui permettent de quantifier de
maniere plus précise la nature et la vitesse de déplacement des spermatozoides (Rurangwa et
al., 2004 ; Gennotte et al., 2012). Comme la motilité integre différente caractéristique cellulaire
et séminale, elle apparait comme 1’estimateur le plus objective et le plus fiable pour évaluer la
qualité des semences (Gennotte et al., 2012, Shaliutina, 2013). Bien qu’elle ne soit pas une
garantie absolue de fécondité, les spermatozoides qui ont perdu leur motilité sont incapables de
fécondation (Billard et al., 1971).

1.6.3 Stress oxydant
Le stress oxydant met en évidence la production d’espéces réactives de 1’oxygene. Il est 'un
des plus grands dommages de 1’étre vivant. Lorsque les réactions liées a 1’oxygene sont en
exXces par rapport aux capacités des systéemes de protection et de réparation, elles créent des
dommages notamment sur I’ensemble des constituants cellulaires lipidiques, protéiques, acides

nucléiques et polysaccharides (Jean-Claude et Claude, 2008).

1.6.3.1 La peroxydation lipidique (thiobarbituric acid reactive substances TBARS)
La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit des la présence de
I’oxygene. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés qu’ils soient d’origines animale,
végétale ou provenant des membranes cellulaires ou des lipoprotéines sont susceptibles de se
peroxyder. L’étude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir
par les antioxydants connait depuis les dernieres décennies un regain d’intérét dii aux
implications de ces phénomeénes dans les domaines de la nutrition et de la santé (Cillard, 2006).

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénomene également tres important. Les membranes
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des cellules sont particulierement riches en acides gras polyinsaturés (30 a 50 %) présents dans
les phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines. La lipoperoxydation des membranes
va altérer leur fonctionnalité, ce qui induirait une modification de leur perméabilité, de leur
fluidité, avec la perte d’activité d’enzymatique. Martinez-Paramo et al., (2012) ont démontré
que la peroxydation lipidique des spermatozoides est corrélée aux différences de qualité des
spermatozoides pendant la saison de reproduction chez les méles du bar européen précoce.
L’oxydation des cardiolipines de la mitochondrie est un facteur déterminant dans le
déclenchement de 1’apoptose des cellules (Nakagawa, 2004). L’appréciation de I’importance
du stress oxydant dans de nombreuses pathologies rend nécessaire 'utilisation de différents
dosages dont le plus utilisé est celui du malondialdéhyde, un des produits terminaux formeés
lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés médiée par les radicaux libres. Son
dosage est le plus souvent réalisé¢ par condensation en milieu acide et a chaud avec 1’acide
thiobarbiturique. Un stress oxydant se traduit par la diminution des anti-oxydants (beta-
caroténe, vitamine E), la dégradation des acides gras polyinsaturés, suivi d’une augmentation

des produits de dégradation (Lefevre et al., 1998).

1.7 Objectifs de I’étude
Aux vues de ces données bibliographiques, il revient donc en un premier temps de mettre au
point une méthode fiable et reproductible de dosage d’un marqueur notamment le TBARS.
Puis, en une seconde partie de normaliser le protocole de cryoconservation en établissant une
concentration optimale et constante de sperme dans les paillettes. Enfin, le marqueur développé

pourra étre évalue sur les semences fraiches et cryoconservées.
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2 Matériels et méthodes
2.1 Premiere phase : Mise au point du TBARS chez les spermatozoides de saumon
L’expérimentation s’est déroulée en deux étapes. En un premier temps il a été question de
développer un marqueur de la qualité spermatique lié au stress oxydatif notamment le LPO.
Pour ce fait, il était important de bien lyser la matrice extracellulaire et les organites constituant
les spermatozoides afin de ne garder que les lipides. Cette étape est le point crucial de la
technique. La peroxydation lipidiqgue (LPO) est déterminée par la réaction de la
malondialdéhyde (MDA) avec l'acide thiobarbiturique (TBA) pour former une réaction en

colorimétrie de longueur d’onde (532 nm) ou en fluorimétrie présenté sur plaque de 96 puits.

2.1.1 Acquisition des organismes
Les tacons utilisés lors de cette expérimentation provenaient d’un stock de saumons produits et
¢levés au sein des installations de I’'UNamur. Ces derniers ont été maintenus dans des bassins
de 3 x 3 m alimentés en systéme recirculé sous un régime de photopériode naturelle simulée
pour induire la spermatogenese. Les parameétres physico-chimiques ont été releves
quotidiennement. La température de I’eau dans les bassins d’élevage a vari¢ entre 12,8°C et
17,2°C avec une moyenne de 14,1 £ 1,5 °C. Un renouvellement d’eau d’environ 25% a était

effectué tous les jours.

2.1.2 Sexage et obtention des gamétes
La premiere phase de ’expérience a été réalisée sur des tacons précoces (1+) sexuellement
matures de saumon Atlantique. Les tacons 1+ (N=5) avaient un poids et une longueur moyenne
respectivement de 54,92 + 5,68 g et de 17,64 + 0,96 cm. lls ont été anesthésiés dans un bac de
50L avec 125 mg.L-1 de MS-222 pendant 10 minutes. Les organismes ont été ensuite mesurés
et pesés. L’ orifice urogénital a été préalablement séché afin d’éviter toutes contaminations avec
des feces, du mucus ou de I’urine. La semence (i.e. ImL maximum /inds) a ensuite été collectée
par stripping (i.e. massage abdominal) dans un tube Eppendof (2 ml gradué ; stérile et sec), et
maintenue a 4°C sur bain de glace. La quantité de sperme n’étant pas suffisante pour obtenir 5
¢chantillons d’1 ml nécessaire a la réalisation de I’expérimentation, le sperme de trois males a
été poolé pour reconstituer un échantillon. Cela a amené le nombre d’échantillons a n = 3.
Ensuite, chaque échantillon a été aliquoté en 2 tubes analysés en laboratoire, dont 1’un pour la

semence fraiche et I’autre pour I’analyse post cryoconservation du TBARS.
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Figure 6: Diagramme de flux de travail de la sélection des méles, le sexage et la collecte du

sperme avec les différents tests de qualité du sperme

2.1.3 Le dénombrement
Dans notre étude la concentration spermatique a €té évaluée par un comptage visuel a I’aide de
lames KOVA. Pour cela, chaque échantillon d’éjaculat frais a été dilué¢ au 1/10000 avec une
solution inactivatrice (i.e. extender a pH 8). Le sperme a été maintenu ainsi immotile pour
faciliter la lecture au microscope. La concentration spermatique a ensuite été évaluée a I’aide
du microscope Zeiss dans 10 petits carrés. Un petit carré correspondant a 0,01 UL et connaissant
le facteur de dilution (FD), la concentration des 3 échantillons a ainsi pu étre déterminée.

[C] = nbre de sptz pour 10 petits carrés x 0,01 pL x FD

Figure 7:Lame Kova montée sur microscope pour évaluation de la concentration spermatique
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2.1.4 Cryoconservation
Le protocole utilisé est celui de Landsteiner et al., (2000) qui a été modifié par Horvath et al.,
(2012) en rapport au taux de dilution de la semence fraiche et de la méthode de refroidissement.
Avant la congélation, le sperme de chaque échantillon est mélangé dans un rapport de 1:6 avec
une solution de dilution extender, composée de 200 mM de glucose, 40 mM de KCI, 30 mM de
Tris (pH 8,0) et 10% de méthanol pour un volume final de 1ml. L’ajout du méthanol qui est un
cryoprotectant permet de conserver les cellules en réduisant ’excédent d’eau et d’éviter la
formation de cristaux de glace. Le sperme dilué a été ensuite chargé dans des paillettes de 0,5
ml (IMV technologies, France) a I’aide d’une seringue. Les paillettes doivent étre bien remplies
pour éviter qu’elles ne s’éclatent une fois plongées dans 1’azote liquide. Aprés remplissage des
paillettes, I’extrémité non utilisée a été plongée dans du polyvinyle pour étre refermé. Les
paillettes ont été ensuite placées sur un cadre en polystyrene de 3 cm de haut flottant a la surface
de l'azote liquide et laissées a refroidir pendant 3 minutes. Apres refroidissement, les paillettes
ont été immergées directement dans l'azote liquide contenu dans le polystyréne pendant
10minutes pour permettre une homogénéisation de la température avant le stockage final dans
les canisters. Les échantillons de sperme congelés ont été stockés dans une cuve Arpege GT35
(Air Liquide). Ensuite, les échantillons ont été utilisés pour I'analyse des spermatozoides apres
2h post-cryopréservation. Les échantillons de sperme cryoconservés ont été décongelés dans
un bain-marie a 40°C pendant 17s. Une fois décongelée, la peroxydation lipidique avec le

TBARS et le MDAKit en fluorimétrie et en colorimétrie ont été évalués en réplicat technique.

2.1.5 Mise au point des tampons de lyse

2.1.5.1 Kit MDA
La préparation du MDA a été faite suivant les recommandations de la société SIGMA-
ALDRICH. Pour la préparation des standards en détection par colorimétrie, 2ul de la solution
standard de MDA a été diluée dans 81,4ul d’eau distillée pour 1’obtention d’une solution a
0,1M. Ensuite, 20ul de cette solution préparéee ont été dilués dans 980ul d’eau distillée pour
avoir une solution a2mM de MDA.. Pour la détection en colorimétrie, le kit propose une gamme
de détection de 0; 2 ;4 ;8 ; 12 ; 16 et 20 nmoles. Pour obtenir cette gamme étalon il a été
nécessaire d’ajouter respectivement 0;1;2 ;4 ;6 ; 8 et 10ul de la solution de MDA et ensuite
le volume a été ajusté a 200ul respectivement pour chaque solution avec complément d’eau

distillée.
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La fluorimétrie permet une détection plus faible de I’ordre de 0 ; 0,2 ; 0,4 ;0,8 ; 1,2 ; 1,6 ; et
2nmoles. Pour réaliser cette gamme étalon, Il a été nécessaire de prélever 50ul de la solution
de 2mM de MDA préparée précédemment et d’ajouter 450ul d’eau distillée pour obtenir une
solution a 0,2mM de MDA Ensuite,0;1;2;4;6; 8 et 10uL de la solution a 0,2mM de MDA
ont été prélevés et le volume final a été ajusté a 200uL. Tous les tubes sont ensuite passés au

vortex pour une meilleure homogénéisation et ont été conservés au frais a 4°C

2.1.5.1 Composition du tampon de lyse Figueroa

Le tampon de lyse de Figueroa et al., (2018) est composeé de Tris a 50 mM, de NaCl a 100 mM,
de EDTA a 1 mM, maintenu a un de pH 8,0)

2.1.5.2 Préparation du TBARS

L’acide thiobarbiturique permettant de déclencher la réaction d’avec les lipides, a été
recomposé en suivant les recommandations de la société SIGMA-ALDRICH). 7,5 ml d’acide

acétique ont été dilué avec de 1’eau distillée pour obtenir un volume final de 25ml.

2.1.6 Peroxydation lipidique
Les trois échantillons, aprés dénombrement, présentaient respectivement des concentrations
impressionnantes de 1’ordre de 98.109 ; 47.109 et 63.109 de spermatozoides/ml de sperme.
Quatre conditions ont ét¢ mises en application a raison de I’utilisation des deux tampons de lyse
préparés et de deux méthodes de détection (i.e. fluorimétrie et colorimétrie). Toutes ces
conditions ont été appliquées sur les trois concentrations de sperme en frais et cryoconserves.
Les analyses ont été réalisées en réplicat technique. Pour obtenir le volume de sperme a prélevé
pour chaque échantillon aussi bien frais que cryoconservé, il était important de connaitre le
volume final de I’échantillon de méme que la concentration finale des échantillons. Une fois
ces volumes déterminés, s’en est suivit une série successive d’étapes. La premiere étape a
consisté a décongeler le sperme cryoconservé au bain-marie a 40°C pendant 17secondes. Apres
cette décongélation, 122ul, 210ul et 190ul de sperme cryoconservé ont été respectivement
prélevé des échantillons de base. Pour le sperme, frais, il a eété préleve respectivement 20,4ul,
35ul et 32ul des trois échantillons de sperme frais dans 1’ordre de concentration cité plus haut.
Ensuite, sur chacun des échantillons du sperme frais, 950ul d’extender ont été ajoutés, contre

750 ul d’extender pour chaque échantillon de sperme cryoconservé. L’ajout de cette solution
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permet de nettoyer le sperme. Ensuite, le mélange a été centrifugé a 5000G pendant 10mn a
4°C. La troisieéme étape qui est I’étape de lyse a consisté a retirer le surnageant de chaque tube
et a y ajouter ImL du tampon de lyse de Figueroa, ou celui du MDAKit. Apres cela, des billes
de 0,5 mm ont été incorporées dans les tubes. Le mélange a été soumis pendant 1mn au Bullet
blender storm 24 a puissance 12 pour étre broyé. Quand la minute ne suffisait pas, I’opération
a été répétée de nouveau pendant 1mn. Une fois que les cellules étaient bien lysées, chaque tube
a été de nouveau centrifugé pendant 30 minutes a 4°C a 12000G. La quatrieme étape est celle
de I’adduction des tampons. A ce niveau, 200ul de chaque surnageant ont été récupérés dans
des tubes Eppendof de 1,5ml. A chacun des surnageant, 600ul de la solution de TBARS ont été
ajoutés. Cette méme solution de TBARS a été ajoutée dans tous les tubes contenant les
standards. Tous les échantillons ont été passés au bain-marie a 95°C pendant 1heure. Un temps
de repos sur glace a été appliqué pendant 10minutes. Enfin, la derniere étape est celle de la mise
sur plaque. 200ul de chaque échantillon ont été prélevés et disposés sur plaque blanche a fond
plat de 96 puits pour la lecture en colorimétrie et sur plaque noire pour la lecture en fluorimétrie

a longueur d’onde 532nm.

Figure 8:Plaques a fond blanc et noir de 96 puits respectivement pour la lecture en

colorimétrie et en fluorimétrie

2.2 Deuxieme phase : Optimisation de la concentration de spermatozoides dans les
paillettes

Au cours de la deuxieme étape, il a été question de doser les marqueurs de qualité spermatique
y compris celui développeé plus haut. Ces dosages se sont faits sur du sperme frais et du sperme
congelé. La variation des concentrations dans les paillettes lors de la cryoconservation permet
de définir celui présentant le meilleur résultat. L'effet de 4 concentrations spermatiques soient
5.109, 2,5.109, 1,25.109, 0,625.109 spermatozoides/ml de sperme dans les paillettes de

cryoconservation ont été évalué sur différents marqueurs de qualité spermatique notamment, la
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viabilité spermatique avec les sondes SYBR14 / IP en Cytométrie de flux, la motilité avec le
systeme CASA et enfin la peroxydation lipidique avec le TBARS en fluorimétrie.

2.2.1 Sexage et obtention des gametes
Cette deuxiéme partie de I’expérimentation a été faite ¢galement sur des tacons précoces (1+)
sexuellement matures de saumon Atlantique. Les tacons 1+ (N=35) présentaient un poids et
une longueur moyenne respectivement de 42,30 = 10,91 g et de 16,20 £ 1,45 cm. Trente- cing
males ont éteé anesthésiés dans un bac de 50L avec 125 mg. L-1 de MS-222 pendant 10 minutes.
Le sperme des individus a été poolé pour avoir cing échantillons présentant un volume
minimum de 1,6 mL, volume nécessaire a la bonne réalisation de 1’expérimentation. Enfin,
chaque échantillon a été aliquoté en 2 tubes analysés en laboratoire, dont I’un pour la semence
fraiche et I’autre pour 1’analyse post cryoconservation des différents marqueurs. Le second

aliquot du sperme cryoconservé a été évalué 24h apres cryoconservation.

--"'."ﬁ"-v-.-

» Tacon précoce 1+
N=35

Biométrie

Stripping

l CIYOCONServe
Evaluation marqueur spermatique Evaluation marquenr spermatique post 24h
Goncmﬁaﬁon _E]J_-El_mﬂﬁqﬂe - Peroxydation lipidique
Peroxydation lipidique - Viabilité spermatique
Viabilité spermatique - Sperme motilité

Sperme motilité

Figure 9:Diagramme de flux de travail de la sélection des males, le sexage et la collecte du

sperme avec les différents tests de qualité spermatique
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2.2.2 Le dénombrement
Les échantillons frais ont été dilués dans 1/10000 d’extender. La concentration spermatique a
été ensuite évaluée a 1’aide du microscope Zeiss montée sur une lame de comptage KOV A dans
10 petits carrés. Les concentrations obtenues étaient respectivement de 21,5.10° ; 20,9.10° ;
39,8.10° ; 49,4.10° et 27,6.10° de spermatozoides/ ml de sperme respectif pour les cing
échantillons

2.2.3 Cryoconservation
Afin d’obtenir la méme concentration dans les paillettes pour les cing échantillons et d’évaluer
celle présentant les meilleurs paramétres de qualité aprés analyse, différents types de dilution
ont été testées. Sur le sperme frais, des dilutions avec de I’extender dans un rapportde 1 :6 a 1
:50 en moyenne ont été testées sur chacun des échantillons afin d’obtenir dans les paillettes
quatre concentrations de 5.109, 2,5.109, 1,25.109, 0,625.109 spermatozoides/ ml de sperme. La
solution de dilution était composée de 200 mM de glucose, 40 mM de KCI, 30 mM de Tris (pH
8,0) et 10% de méthanol. Le sperme dilué a été ensuite chargé dans des paillettes de 0,5 ml
(IMV technologies, France) a I’aide d’une seringue. L’extrémité non utilisée de chaque paillette
a été plongée dans du polyvinyle pour étre refermée. Les paillettes ont été ensuite placées sur
un cadre en polystyréne de 3 cm de haut flottant & la surface de l'azote liquide et laissées a
refroidir pendant 3 minutes. Apres refroidissement, les paillettes ont été immergées directement
dans l'azote liquide contenu dans le polystyrene pendant 10minutes pour permettre une
homogénéisation de la température avant le stockage final dans les canisters. Les échantillons
de sperme congelés ont été stockés dans une cuve Arpége GT35 (Air Liquide). Une fois
décongelée, la viabilité spermatique, en Cytométrie de flux, la motilité avec le systeme CASA
et enfin la peroxydation lipidique avec le TBARS en fluorimétrie ont été évalués en réplicat sur
chacune des 4 concentrations a savoir 5.109, 2,5.109, 1,25.109, 0,625.109 spermatozoides/ ml
de sperme.

2.2.4 Viabilité spermatique
Ce marqueur a été dosé suivant les recommandations du kit Invitrogen® Sperm Viability
fournit par la société Thermo fisher scientific. Il contient une combinaison de deux
fluorochromes : le SYBR 14 et I’iodure de propidium (i.e. IP). Les membranes plasmiques
intactes sont perméables au SYBR® 14. Ce fluorochrome va s’intercaler dans I’ADN des
cellules saines et fonctionnelles (Cabrita et al., 2008). Une fois excité a une longueur d’onde

proche de 488 nm, il va fluorer dans le vert a 516 nm. L’IP quant a lui s’intercale dans I’ADN
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des cellules des membranes plasmiques altérées. Il posséde la méme longueur d’excitation que
le SYBR 14, mais fluorera dans le rouge a 617 nm. Pour la préparation du SYBR 14 a 20uM,
la solution mere a été diluée 50 fois. 2ul de cette dilution, ont été ajoutés dans 98uL d’Extender.
Les concentrations de sperme diluées lors du dénombrement ont été directement utilisées. 250
pL de chaque échantillon ont été prélevés. A cela, ont été ajoutés 1,25ul de SYBR 14 a 200
nM. Les échantillons ont été incubés pendant 6 minutes a température ambiante et a 1’abri de
la lumiere. Une fois I’exposition achevée, 1,25uL d’IP a 12uM ont été ajoutés suivit
directement de 250uL d’Extender afin de stopper I’exposition et de procéder au ringage. Enfin,
les tubes ont été passés au cytomeétre en flux (BD FACSVerse) pour lecture, en respectant un
délai de 2 minutes entre chaque tube. Chaque échantillon a été testé en duplicat.

2.2.5 Motilité des spermatozoides
L’analyse assistée des spermatozoides par ordinateur (CASA) a été réalisée avec le systéme
CASA SpermVision 3.5 (Mini-tube, Allemagne) du logiciel image J couplé a un microscope
Olympus BX41 équipé d’un objectif de contraste de phase négatif avec une caméra JAI CV-
A10CL (i.e. debit 60 images s -1). 2,7ul de sperme de chaque échantillon ont été dilués dans
Iml d’Actifish de IMV technologies. Ensuite, 2,7ul de la suspension spermatique ont été
transférés dans une chambre de comptage cellulaire Leija de type Makler 8 puits de 20um.
Cette méthode de détection permet d’éviter que les spermatozoides ne se présentent les uns
sous les autres. Les mesures de motilité sont effectuées dans les 10 s aprés l'activation. Le
logiciel image J via le plugin CASA a permis d’analyser des séquences vidéo capturées de 2 s
(120 images). La motilité des spermatozoides ainsi que différents paramétres de velocité et de
trajectoire ont ensuite €té analysés : la vitesse curviligne (VCL, um/s), la vitesse moyenne du
trajet (VAP, um/s), la vitesse en ligne droite (VSL, pm/s), la linéarité (LIN, %). L'analyse a été

réalisée en triplicat dans chaque essai.

0.51648355 194.59134 159.25177 105.98341 0.6655085 0.81839085 2360.98 15.49655 91.0

Motilité en %, la vitesse curviligne (V CL, pm/s), la vitesse moyenne du trajet (VAP, um/s), la vitesse
en ligne droite (VSL, um/s), la linéarité (LIN, %), I'oscillation (WOB %) et la fréquence croisée de
battement (FBC, Hz)

Figure 10:Evaluation de la motilité avec le logiciel image J
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2.2.6 Peroxydation lipidique
Le dosage du TBARS a été fait sur les cing concentrations issues de la cryoconservation et en
réplicat technique. L’analyse a mis en jeu I’utilisation du tampon de lyse de Figueroa et al.,
(2018) avec détection en fluorimétrie. Aprés avoir décongelé le sperme cryoconservé au bain-
marie a 40°C pendant 17secondes, la quantité de sperme correspondant a chaque échantillon a
ensuite eté prélevée soient 400ul, 800pl, 1600ul et 3200ul pour les concentrations respectives
de 5.109 ; 2,5.109 ; 1,25.109 ; 0,625.109 spermatozoides/ml de sperme. 1l a été ajouté 750 pl
d’extender dans chaque tube pour un nettoyage. S’en est suivi une centrifugation a 5000G
pendant 10mn a 4°C. Le surnageant a été retiré de chaque tube et le tampon de lyse de Figueroa
a été ajouté dans une proportion de 200ul. Ensuite, des billes de 0,5 mm ont été incorporées
dans les tubes et les tubes ont été soumis au Bullet blender storm 24 a puissance 12 pendant
1mn afin de broyer les cellules. Une fois la semence lysée, les tubes ont été centrifugés de
nouveau pendant 30mn a 4°C a 12000G. 200pul de surnageant ont été récupérés dans un tube
eppendof de 1,5ml. Puis, 600ml de la solution de TBARS ont été ajoutées dans les tubes
contenant la semence et également dans les standards. Tous les échantillons sont passés au bain-
marie & 95°C pendant lheure. A la fin du traitement thermique, tous les échantillons ont été
poses sur glace pendant 10 minutes. Apres refroidissement, 200ul ont été prélevés et disposés
sur une plaque noire pour la lecture en fluorimétrie a longueur d’onde 532nm.
2.3 Analyses statistiques des données

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R Studio v1.4.1717 (RStudio). Les
tests respectifs de Shapiro-Wilk et de Bartlett ont permis de Vérifier la normalité et
I’homogénéité des variances. En fonction de la normalité des données, différents tests
statistiques ont été évalués. Lorsque les deux tests de base sont vérifiés, la comparaison des
moyennes a été effectuée avec le test ANOVA suivie d'une comparaison post-hoc avec le test
de Tukey en cas de différences significatives (valeur p < 0,05). En cas de non normalité des
données, les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis ont été réalisés avant le test post hoc de
Wilcoxon-Whitney en cas de differences significatives (valeur p < 0,05).
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3 RESULTATS

3.1 Phase 1 : Mise au point du marqueur de la LPO
La figure 11 présente les résultats de la peroxydation lipidique avant et aprés cryoconservation
du sperme en fonction des différents tampons de lyse testés dans cette étude (i.e. Figueroa et
MDA) en détection par fluorimétrie et par colorimétrie. On remarque que la cryoconservation
entraine une augmentation significative de la peroxydation lipidique dans toutes les conditions
testées que ce soit par la méthode de détection ou par les tampons de lyse (test de Wilcoxon, p-
value < 0,05). Le sperme frais utilisé aussi bien sur le tampon de lyse MDA par détection en
fluorimétrie, ne présente aucune différence significative avec le tampon de lyse Figueroa (test
de Wilcoxon, p-value = 0,8). De méme, on n’observe aucune différence significative de la
méthode de détection en colorimétrie avec les deux tampons de lyse sur le sperme frais (test de
wilcoxon, p-value =0,7). Il n’y a donc aucune différence significative du sperme frais sur toutes
les conditions. Des droites de calibration relatives a la fluorimétrie et a la colorimétrie (Fig 12),
le sperme cryoconservé présente un niveau de détection plus haut avec la colorimétrie qu’avec
la fluorimétrie en fonction de la gamme de calibration. Toutefois, il n’y a aucun effet de la
cryoconservation entre le tampon de lyse de Figueroa et MDA.
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Figure 11:Box plot de la LPO sur le sperme avant et post cryoconservé en fonction des tampons
de lyse et de la méthode de détection (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et
des valeurs extrémes)

24



Master en Gestion des Ressources Aquatiques et Aquaculture (GeRAA)/Université de Liege/Belgique/ Pétra
T.S. GAMBAKPO

Colonmeétrie Fluonimeétrie

Figure 12: Droite de calibration de la LPO sur le sperme post cryoconservé en fonction des

tampons de lyse et de la méthode de détection

3.2 Phase 2 : Optimisation de la concentration spermatique dans les paillettes de
cryoconservation

3.2.1 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

La figure 13 présente la peroxydation lipidique du sperme frais et du sperme cryoconservé a
différentes concentrations. L’échantillon frais présente la plus faible concentration en LPO
(0,11 + 0,07.10° nmoles de MDA / 10° spermatozoides) comparativement & toutes les autres
conditions de sperme cryoconservé. La concentration de 0,625.10° quant a elle, présente la plus
grande valeur de concentration (0,30 + 0,1.10° nmoles de MDA / 10° spermatozoides) sans
toutefois qu’il n’y ait de différence significative entre les quatre concentrations. Le sperme frais
présente une plus grande variabilité avec le sperme cryoconservé de concentration 0,625.10°
(Anova, p-value=0,00554).
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Figure 13: Box plot de la LPO sur le sperme frais et post cryoconservé a différentes
concentrations dans les paillettes en fonction de la lyse Figueroa par détection en fluorimétrie

(i.e. la médiane, les premiers et troisiémes quartiles, et des valeurs extrémes).

3.2.2 Viabilité spermatique
La figure 14 illustre I’intégrité de la membrane plasmique (i.e. viabilité) du sperme frais et du
sperme cryoconservé a différentes concentrations. On remarque une viabilité significativement
plus élevée pour le sperme frais (94,82 £ 4,61 %) que dans toutes les différentes concentrations
de sperme cryoconservé. La cryoconservation a eu un effet négatif sur toutes les conditions (test
de rang de Wilcoxon, p-value< 0,05). Il n’y a en revanche aucun effet de la concentration

spermatique dans les paillettes sur la viabilité spermatique au seuil de 5%.
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Figure 14:Box plot de la viabilité spermatique du sperme frais et cryoconservé a différentes

concentrations (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes).

3.2.3 Différents parameétres de la motilité spermatique

3.2.3.1 Pourcentage de motilité
La figure 15 présente la motilité spermatique du sperme frais et du sperme cryoconservé a
différentes concentrations dans les paillettes. La motilité des spermatozoides frais est
significativement plus élevée (69,19 + 30,33 %) que celles de toutes les concentrations dans les
paillettes. (Test de rang de Wilcoxon, p-value < 0,05). La concentration de 2,5.10° présente une
différence significative avec toutes les concentrations dans les paillettes 0,625.10°; 1,25.10° et

5.10° (Test de rang de Wilcoxon, p-value=0,003 et p= 0,011 et p=0,016 respectivement).
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Figure 15:Box plot de la motilité spermatique du sperme frais et cryoconservé a différentes

concentrations (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes).

3.2.3.2 Vitesse curviligne (VCL)
La figure 16 illustre la vitesse curviligne du sperme frais et cryoconservé a différentes
concentrations. La cryoconservation n'a eu aucun effet sur la VCL, quel que soit les
concentrations testées (ANOVA, p-value = 0,75). On ne note aucune différence significative

entre le sperme frais et le sperme post cryoconservé de toutes les conditions au seuil de 5%.
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Figure 16: Box plot de la vitesse curviligne du sperme frais et cryoconservé a différentes

concentrations (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes).

3.2.3.3 Vitesse moyenne du trajet (VAP)
La figure 17 présente la vitesse moyenne du trajet du sperme frais et du sperme cryoconservé
a différentes concentrations dans les paillettes. Le sperme frais présente une différence
significative avec le sperme cryoconservé de concentration 0,625.10° (Test de rang de
Wilcoxon, p-value = 0,02), mais ne présence aucune différence significative avec les autres
concentrations cryoconservées. La concentration de 0,625.10° présente une différence
significative avec les concentrations 1,25.10° et 2,5.10° (Test de rang de Wilcoxon, p-
value=0,0014 et p= 0,0035 respectivement). La concentration de 5.10° n’a quant a elle aucune
différence significative ni avec le sperme frais ni avec toutes les autres conditions au seuil de
5%.
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Figure 17:Box plot de la vitesse moyenne du trajet du sperme frais et cryoconservé a différentes

concentrations (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes)

3.2.3.4 Vitesse en ligne droite (VSL)
La figure 18 présente la vitesse en ligne droite du sperme frais et du sperme cryoconservé a
différentes concentrations dans les paillettes. Le sperme frais ne présente aucune différence
significative avec les concentrations 1,25.10%; 2,5.10° et 5.10° mais par contre est
significativement différent de la concentration 0,625.10° (Test de rang de Wilcoxon, p-value
=0,002). La concentration 0,625.10° présente une différence significative avec toutes les
autres conditions testées en cryoconservation (Test de rang de Wilcoxon, p-value < 0,01). Les
concentrations 1,25.10%; 2,5.10° et 5.10° ne présentent aucune différence significative entres

elles au seuil de 5%.
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Figure 18: Box plot de la vitesse en ligne droite du sperme frais et cryoconservé a différentes

concentrations (i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes).

3.2.3.5 Linéarité (LIN)
La figure 19 présente la linearité du sperme frais et du sperme cryoconservé a différentes
concentrations dans les paillettes. Le sperme frais ne présente aucune différence significative
avec les concentrations 1,25.10°; 2,5.10° et 5.10° mais par contre est significativement différent
de la concentration 0,625.10° (Test de rang de Wilcoxon, p-value = 0,019). La concentration

0,625.10° présente une différence significative avec toutes les autres conditions testées en
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cryoconservation (Test de la somme des rangs de Wilcoxon, p-value <0,05). Les concentrations

1,25.10°%; 2,5.10° et 5.10° ne sont pas significativement différentes entres elles au seuil de 5%.
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Figure 19: Box plot de la linéarité du sperme frais et cryoconservé a différentes concentrations
(i.e. la médiane, les premiers et troisiemes quartiles, et des valeurs extrémes).
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4 Discussion
Afin de permettre la restauration d’une population éteinte telle que celle du saumon Atlantique
dans le bassin mosan, il est avant tout nécessaire de pouvoir s’appuyer sur une production
d’organismes de rempoissonnement. Pour cela, la mise en place d’une cryobanque spermatique
présente de nombreux avantages. Toutefois, cette cryoconservation fragilise la qualité de ces
spermatozoides entrainant non seulement une augmentation du stress oxydatif mais aussi une
réduction des parameétres liés a la motilité et a toute la membrane plasmique (Pini et al., 2018).
Dans notre étude, il a été question de mettre au point un marqueur sensible et reproductible
d’évaluation du stress oxydatif notamment la peroxydation lipidique. La seconde étape de ce
travail a consisté a normaliser le protocole de cryoconservation en établissant une concentration
optimale de sperme dans les paillettes. Afin d’évaluer ce paramétre, la qualité du sperme frais
et cryoconserve a eté évaluée a 1’aide d’une batterie de biomarqueurs déja utilisés a I’UNamur

mais également du marqueur de qualité spermatique optimisé préalablement.

Effet des tampons de lyse et de la méthode de détection sur la qualité du sperme frais et

cryoconserveé

Dans notre étude, I’utilisation de la peroxydation lipidique comme marqueur de qualité
spermatique chez le saumon atlantique s’est révélée suffisamment sensible pour identifier un
effet delétere de la cryoconservation. En effet, cette derniére a entrainé une augmentation du
niveau de MDA comparativement au sperme frais. Cette observation permet de valider la
peroxydation lipidique comme un marqueur d’évaluation de la cryoconservation. Ses résultats
concordent avec 1’étude de Figueroa et al., (2018) qui ont observé chez le saumon atlantique
adulte, un effet marqué de la peroxydation lipidique aprés cryoconservation. Ces résultats sont
aussi en adéquation avec ceux de Sandoval-Vargas et al., (2020) qui, dans leur étude sur
I’évaluation de I’effet du stress oxydatif chez le saumon coho aprées cryoconservation du sperme
ont observeé une augmentation du niveau de MDA post cryoconservation.. Les résultats
démontrent également que 1’action de tampon de lyse proposé dans 1’étude de Figueroa est
identique a celui présent dans le kit de MDA qu’ils soient utilisés sur le sperme frais ou le
sperme cryoconserve. Cette observation vient valider aussi bien ’efficacité de ces deux
tampons. De méme, les méthodes de détection (i.e. fluorimétrie vs colorimétrie) ont permis
d’identifier sur le sperme frais des niveaux semblables de peroxydation lipidique. Elles ont

¢galement permis d’identifier toutes deux un effet de la cryoconservation. Avec les données
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dont nous avons disposé lors de cette expérimentation, des valeurs plus importantes ont été
obtenues avec la méthode de colorimétrie qu’en fluorimétrie. Toutefois, il est important de noter
que les valeurs obtenues sur nos échantillons se trouvaient dans la gamme basse de la
colorimétrie alors qu’en fluorimétrie, la détection au centre de notre gamme. En vue de ces
résultats sur le saumon précoce, il semble donc préférable, d’effectuer la détection en
fluorimétrie plutdt qu’en colorimétrie car, elle offre une détection beaucoup plus précise. Yagi,
(1976) recommande également pour 1’évaluation de la peroxydation lipidique par 1’adduct
MDA-TBARS, la méthode de detection par fluorimétrie, car elle permet non seulement
d’évaluer les petits volumes d’échantillon mais aussi présente une sensibilité 10 fois inférieure
a la méthode de détection en absorbance. Dans cette étude, le tampon de lyse présent dans le
kit MDA constitue un point limitant majeur a cause de sa faible quantité et du prix élevé du kit
en lui-méme. Le tampon de lyse proposé dans 1’étude de Figueroa quant a lui présente une
facilité de mise en application et a révéle son efficience dans cette étude. De ces différents
résultats obtenus, le choix du tampon de lyse a été porté sur celui de Figueroa pour une détection

en fluorimétrie.

Effet de la cryoconservation sur la qualité spermatique dans les différentes concentrations

dans les paillettes

La peroxydation lipidique nous a permis d’observer un effet de la cryoconservation entre le
sperme frais et les différentes concentrations spermatiques testées dans les paillettes. Toutefois,
nous n’avons pas observé d’effet de la dilution dans les paillettes sur la peroxydation lipidique.
Pourtant, Cabrita et al., (2011) démontre que, la dilution du sperme dans de 1’extender, dimunie
I’effet de barriere protectrice antioxydante qu’offre le plasma séminal. Cette diminution
augmente le stress oxydatif. Donc, plus on dilue le sperme plus il est exposé au stress oxydatif.
Cela suppose donc que la sensibilité du test LPO n’est soit pas suffisante pour identifier un
effet entre les concentrations spermatiques dans les paillettes. Le fort taux de dilution individuel
au sein des échantillons que présente la concentration de 0,625.10° spermatozoides/ ml de
sperme par rapport a toutes les autres conditions, pourrait donc expliquer 1’effet marqué de la
peroxydation lipidique a ce niveau. Il est important de connaitre le nombre de spermatozoides
morts et vivants pour garantir la pérennisation de la descendance. Dans notre étude, la viabilité
est de 94,82% pour le sperme frais contre 61,65% pour le sperme cryoconservé dans les

paillettes. La cryoconservation a également impacté négativement cette intégrité plasmatique
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des spermatozoides. Nous ne notons en revanche aucun effet de la concentration spermatique
dans les paillettes sur la survie spermatique post-cryoconservation. 1l est plus judicieux lorsque
la quantité de sperme a cryoconservé est importante, d’opter pour I’utilisation de la
concentration la plus importante afin de limiter le stockage des paillettes dans les cuves lors de
la cryoconservation. Selon Pini et al., (2018), la cryoconservation réduit la viabilité des
spermatozoides et crée également des dommages sublétaux aux cellules. Cette hypothese est
soutenue par Perez-Cerezales et al., (2010), qui dans leur étude sur la truite arc en ciel malgré
I’ajout de cryoprotectant apres cryoconservation, la viabilité s’est vu réduite de plus de 50%.
Nos résultats paraissent plus élevés que ceux obtenus par Perez-Cerezales et al., (2010) et moins
important que ceux de Figueroa et al., (2016) sur le saumon atlantique ou la viabilité observé
étaient de 75%. Une telle différence a été observée par Sandoval-Vargas et al., (2020) dans son
étude sur Oncorhynchus kisutch ou il explique que la mort des spermatozoides étaient en partie
due a I’augmentation de la peroxydation lipidique dans le sperme cryoconservé. Dans notre cas,
la peroxydation lipidique a eté augmentée dans toutes les concentrations dans les paillettes.
L’¢évaluation de la motilité est un facteur crucial pour la reproduction artificielle, car elle est un
critere essentiel de la qualité spermatique. Dans notre étude, le pourcentage de motilité le plus
faible a été observé dans la concentration de 2,5.10° spermatozoides/ml de sperme qui a subi
en moyenne un taux de dilution moins important que la concentration de 0,625.10°
spermatozoides/ml de sperme. Malgré la variabilité de cette dilution, de toutes les conditions
testées dans les paillettes aucune n’est comparable au frais. Nos résultats concordent avec ceux
de (Labbe, 2013) qui stipule qu’il existe une forte variation de la motilité lors de la
décongélation et qu’elle pouvait étre dépendante des especes. Il poursuit en disant que X, que
le faible taux de motilité observé pouvait étre causé par cette décongélation. Ainsi, la motilité
est relativement faible et qu’elle varie de 10- 20 % a la décongélation. Nos résultats sont
contraires avec ceux de Billard, (1984) dans son livre sur la conservation des gametes, ou il
explique que la motilité du sperme diminue & mesure ou le taux de dilution est éleve car la
concentration & 2,5.10° spermatozoides/ml de sperme s’est révélée moins intéressante que celle
de de 0,625.10° spermatozoides/ml de sperme qui pourtant a été la plus diluée. Judycka et al.,
(2018) , soutient également que le pourcentage de motilité est fonction des espéces de
salmonidés. De leurs expériences effectuées sur I’amélioration du protocole de
cryoconservation des spermatozoides de salmonidés, ils ont retenu que chez le saumon
atlantique, dans les paillettes de 0,5ml, que la motilité la plus élevée est obtenue avec des
concentrations de sperme variant de 1,5 - 4.10° spermatozoides/ml de sperme. Nynca et al.,
(2017) quant a eux, ont obtenu des résultats plus bas pour la truite arc-en-ciel avec des
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concentrations de 0,5-1,0.10° spermatozoides/ml de sperme. Dans notre cas la motilité la plus
élevée dans les paillettes a été obtenue avec la concentration de 5.10° spermatozoides/ml de
sperme. De I’étude ci, la cryoconservation a impacté les autres parametres de motilité. La
vitesse curviligne, la vitesse du trajet, la vitesse en ligne droite et la linéarité se sont vu
augmenter comparativement a 1’échantillon frais dans toutes les conditions sauf dans la
concentration de 0,625.10° spermatozoides/ml de sperme ou la VAP, la VSL et la linéarité ont
dimunié comparativement au sperme frais. Cette variation de résultats obtenus pourrait
s’expliquée par I’hypothése selon laquelle les individus collectés pour constituer la
concentration présentait des caractéristiques variées. Dans notre étude, afin d’obtenir la quantité
de sperme nécessaire a cette expérimentation, le sperme de plusieurs individus ont été poolés
pour reconstituer des échantillons. Ce poolage d’individus a probablement impacté
I’échantillonnage, ce qui aurait généré une variabilit¢ non plus individuelle mais dans la
population. Rurangwa et al., (2004), dans leur étude sur la mesure de la motilité des
spermatozoides et des facteurs pouvant affecter la qualité du sperme chez les poissons d'élevage
ont suggéré qu’il était important de maitriser la qualité spermatique d’un male avant de le pooler
avec un autre male. Ce qui n’avait pas été le cas dans I’étude. Nos résultats contrastent avec
ceux de Nynca et al., (2016) qui ont obtenu des valeurs plus élevées pour les spermatozoides
cryoconserveés par rapport aux spermatozoides frais sur la VCL ; la VAP et la linéarité. Figueroa
et al., (2016) quant a eux, ont constaté une diminution significative de la VCL, de la VSL et de
la VAP dans le sperme apres cryoconservation du saumon de I'Atlantique. Cette observation
n’a été faite que sur la concentration la plus faible dans notre cas. Selon Judycka et al., 2019,
ces différences de résultats peuvent étre associées a plusieurs facteurs dont l'utilisation de
différents systemes CASA et de différents protocoles. Dans notre étude, puisque la qualité des
spermatozoides des males utilisés n’était pas préalablement maitrisée et compte tenu du peu de
sperme dispose, il avait été question de constituer des pools de plusieurs individus afin de
reconstituer des echantillons. La raison du recours a cette technique est due a une défaillance
enregistrée dans le circuit de température d’élevage. Cette défaillance a augmenté la
température dans le bassin d’élevage, ce qui a inhibé la spermatogenése chez les tacons car,
n’étant pas en période de frai naturel, la spermatogenese était induite par la modification des
facteurs environnementaux dont une stimulation de photoperiode naturelle et de température.
Ce poolage associé a la grande variation de taux de dilution du sperme frais par rapport aux
autres concentrations dans les paillettes pourraient justifiés la différence significative obtenues
avec les autres concentrations dans les paillettes au niveau de la VAP, la VSL et la linéarité.
Selon Maise, (1998), les variations individuelles et zootechniques peuvent influencer I’effet de
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la cryoconservation sur ce sperme. La cryoconservation n’a pas impacté les parametres de
motilité mise a part le pourcentage de motilité pour toutes les concentrations spermatiques dans
les paillettes sauf celle de 0,625.10° qui est la concentration la plus faible. Afin de maintenir
une bonne VCL, VAP et linéarité, les concentrations de 5.10° ; 2,5.10° et 1,25.10° peuvent étre
utilisées car la VCL est un déterminant majeur du succes de la fécondation (Bultts et al., 2010).
(Billard, 1997) dans son étude sur la cryoconservation de la semence du Tubot a montré que la
plupart des especes compte tenues des caractéristiques de leur sperme pouvaient ne pas
supporter la cryoconservation. Ciereszko et al., (2011), est venu attester en stipulant que cette
une grande variabilité des espéces a supporter la cryoconservation de leur sperme pouvait
provenir de la composition des constituants du plasma du plasma séminal ce qui pourrait

engendrer les différences liée de qualité post cryoconservation observées

Les cryodommages occasionnés par la cryoconservation sur la membrane peuvent affecter la
qualité spermatique. Toutefois, aucun effet sur la peroxydation lipidique et la viabilité n’a été
observé, en revanche un bon pourcentage de motilité a été observé avec la concentration
2,5.10°. Pour ce qui en est des paramétres de vélocité et de trajectoire, la concentration de
0,625.10° a révélé de bon résultats Les concentrations 5.10° et 1,25.10° n’ont pas présenté
d’effet négatif de cryoconservation sur la qualité du sperme. 1l serait donc envisageable dans le
but d’une optimisation de la cryoconservation spermatique chez le saumon atlantique précoce
dans les paillettes de préférer des concentrations finales de 5.10° spermatozoides/ ml de sperme

et de 1,25.10%spermatozoides/ ml de sperme de concentrations finale dans les paillettes.
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5 Conclusion et perspectives

Cette étude a montré tout son intérét car elle a permis de valider la peroxydation lipidique
comme marqueur d’évaluation de la cryoconservation spermatique chez le saumon atlantique
précoce. Afin de limiter les dommages occasionnés par cette cryoconservation, sur les
spermatozoides, il serait intéressant d’évaluer aussi stress oxydatif que pourront engendrer les
protéines car elles sont aussi présentes en quantité dans le liquide séminal. De toutes les
concentrations spermatiques évaluées dans les paillettes, les concentrations de 5.10°
spermatozoides/ ml de sperme et de 1,25.10° spermatozoides/ mL de sperme semblent étre
celles présentant la meilleure qualité spermatique. Il serait aussi intéressant d’évaluer le succés
de reproduction de ces différentes concentrations pour étre plus précis dans les résultats
obtenus.
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