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Avant-propos

En Belgique, deux races bovines prédominent : le Blanc Bleu Belge (BBB) pour la
production de viande et la Holstein pour la production de lait. La race BBB atteint 55% du
troupeau et 85% des races viandeuses (source : AWE). Cette race est uniquement présente en
race pure en Belgique et dans le Nord de la France.

La moitié de la reproduction de ces BBB se fait par insémination artificielle avec de la
semence congelée. Par son centre d’insémination, I’association wallonne de I’élevage (AWE)
a fortement contribué a cette dynamique en Belgique et a I'étranger.

Actuellement, la production de paillettes d’insémination est en constante
augmentation. Entre 2010 et 2016, la production de doses d’insémination a ’AWE est passée
de 1400 000 a 4 000 000 principalement causée par la demande a | ‘exportation. En effet, en
2016, environ 25% des doses produites par ’AWE ont été utilisées en Belgique, le reste étant
destiné au croisement industriel consistant a I'insémination de vaches laitieres afin d’obtenir
des veaux de bonne conformation bouchére. Mais I'offre en doses d’insémination de BBB
n’arrive plus a répondre a la demande.

Malheureusement, les taureaux BBB ont une production de spermatozoides inférieure
aux autres races, a la fois quantitativement et qualitativement. On observe notamment une
moins bonne résistance de leur semence a la congélation.

Ce mémoire est réalisé dans le cadre du projet Fertiwalim du pdle de compétitivité
wallon Wagralim. |l est le fruit d’'une collaboration entre le LIBST (UCL), le CRA-W et deux
entreprises du secteur agricole (’AWE pour la production de doses d’insémination et
Dumoulin pour la production d’aliments pour bétail). Ce projet a pour but d’améliorer la
qualité et la résistance a la congélation de la semence BBB en optimisant I'alimentation des
taureaux. Ceci permettrait d’augmenter le nombre de doses produites par éjaculat de
taureaux BBB, en réduisant le nombre de spermatozoides par dose, permettant ainsi de
répondre a la demande actuelle.

Un essai alimentaire a été réalisé a TAWE depuis avril 2017 et s’est terminé en janvier
2018 au cours duquel 5 régimes différents ont été testés sur 29 taureaux BBB et 8 taureaux
Holstein. Mon mémoire a consisté a observer I'impact de ces régimes sur la composition en
acides gras des spermatozoides BBB pour ensuite corréler ces compostions avec les
paramétres de qualité de la semence (pré et post congélation).



Revue de la littérature

Cette revue de la littérature s’articulera en trois parties. La premiére présentera le
métabolisme des lipides chez les bovins. La deuxieme partie décrira la reproduction chez les
taureaux. La troisiéme partie fera le lien entre la composition en acides gras membranaires et
la résistance a la congélation des spermatozoides.

1. Le métabolisme des lipides chez les bovins

1.1 La classification des lipides et des acides gras

Les lipides peuvent étre classés en deux grands groupes : les lipides saponifiables
(constitués d’acide gras) et les lipides polyisopréniques non saponifiables. Nous allons
uniguement nous intéresser aux lipides présents majoritairement au sein des spermatozoides.
Etant donné un cytoplasme quasi inexistant, ces lipides proviennent principalement de la
membrane plasmique des spermatozoides et des organites qu’ils contiennent (Shechter,
2000). On peut observer 2 groupes de lipides composant les membranes plasmiques de ces
spermatozoides : les lipides simples et les lipides complexes. Parmi les lipides simples, on
retrouve les acides gras et les stérols (cholestérol). Les lipides complexes regroupent quant a
eux, les phosphoglycérides (phospholipides) (Murray et al., 1999).

Les acides gras sont constitués d'une fonction acide fixée sur une chaine aliphatique.
IIs sont nommés selon leur nombre d'atomes de carbone, le nombre et le positionnement des
doubles liaisons et la nature de ces doubles liaisons (cis vs trans). Le groupe carboxyle et le
groupe méthyle sont respectivement placés en début et en fin de chaine carbonée.

Les acides gras sont classés en 3 catégories selon le degré d'insaturation de la chaine
carbonée : les acides gras saturés (SFA), monoinsaturés (MUFA) et polyinsaturés (PUFA) qui
possedent respectivement aucune, une et minimum deux doubles liaisons. Parmi les PUFA,
on distingue deux catégories : les PUFA oméga 3 (n-3) et les PUFA oméga 6 (n-6). lls possédent
respectivement leur premiére double liaison sur la 3¢™¢ et la 6°™ liaison carbone-carbone en
comptant a partir du groupement méthyle situé a l'extrémité de la chaine carbonée
(Glencross, 2009).

1.2 Les spécificités du métabolisme des ruminants

Les bovins possedent un systéme digestif particulier constitué de trois pré-estomacs
(rumen, réticulum et omasum) et d’un estomac vrai, glandulaire (abomasum). Ci-dessous,
nous verrons la biosynthése de novo et la bioconversion des acides gras mais également la
digestion, I'absorption et le transport des lipides depuis I'arrivée des aliments dans le rumen,
jusqu’a la fin de l'intestin gréle.



a) La biosynthése de novo et la bioconversion des acides gras

La biosynthése de novo des acides gras est réalisée dans le cytosol des hépatocytes du
foie et des cellules du tissus adipeux. Elle est catalysée par un complexe enzymatique d’acide
gras synthase (FAS) possédant un premier site de liaison pour I'acétyl-CoA et un deuxieme
pour le malonyl-CoA. Chez les ruminants, I’essentiel de I'acétyl-CoA dérive de I'acétate produit
massivement dans le rumen. Peu d’acétyl-CoA dérive du catabolisme du glucose et des acides
aminés étant donné la faible activité de I'ATP citrate lyase chez les ruminants. Le malonyl-CoA
est obtenu par carboxylation de I'acétyl-CoA en présence d’ATP via I'acétyl-CoA carboxylase.
Le malonyl-CoA est successivement ajouté a I'acétyl-CoA a I'aide de la FAS et du NADPH
(équivalents réducteurs). Chaque ajout correspond a une élongation de la chaine carbonée de
deux carbones. La derniere étape consiste a séparer le FAS de |'acide gras formé a 16 carbones
(acide palmitique). Les SFA possédant plus de 16 carbones et les MUFA (ex : C16:1, C18:1)
seront synthétisés a partir de cet acide gras (Glencross, 2009).

Les mammiféres ne possedent pas de désaturase capable de placer une double liaison
entre le C10 et le groupement méthyl terminal de la chaine carbonée. Par conséquent, les
bovins ne possedent pas les A12 et A15 désaturases, enzymes permettant la conversion de
I’acide oléique (C18:1 n-9) en acide linoléique (LA, C18:2 n-6) puis en acide alpha-linolénique
(ALA, C18:3 n-3). Ces deux derniers acides gras sont considérés comme des acides gras
essentiels, devant provenir de I'alimentation. Par la suite, ils seront successivement désaturés
et allongés par les enzymes du bovin pour former des acides gras plus longs et plus insaturés
(Fig.1).

g 20:3n-3 LA 18:2n6 g 20:2n-6

AB AB

18403 —5> 20:4n-3 18306 —=> 20306
A5 AS

EPA 20:5n-3 —E> 22:5n-3 —E> 24:5n-3 AA 20:4n6 —E) 22:4n6 —E> 24:4n-6
AB A6

DHA 22:6n-3| €< 24:6n-3 DPA 22:5n-6| €25~ 24:50-6

Figure 1 Les voies métaboliques de bioconversion des omega3 et omega6 (Debier, 2015)
ALA = acide alpha-linolénique, EPA = acide eicosapentaénoique,

DHA = acide docosahexaénoique, LA = acide linoléique, AA = acide arachidonique, DPA =
acide docosapentaénoique A = désaturase, E = élongase et CS = chain-shortening

Prenons I'exemple de la bioconversion du ALA en acide docosahexaénoique (DHA). Le
ALA est d’abord désaturé (A6 désaturase) en C18:4 n-3. Ce dernier subit ensuite une
élongation pour former le 20:4 n-3 pour étre désaturé a son tour (A5 désaturase) et former
I'acide eicosapentaénoique (EPA) (20:5 n-3). L'EPA est ensuite transformé en DHA via une
double élongation formant successivement le 22:5 n-3 et le 24:5 n-3, suivie d’'une désaturation
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(A6 désaturase) pour former le 24:6 n-3 et enfin d’'une étape de f-oxydation formant le DHA
(22:6 n-3). La bioconvertion du LA (18:2 n-6) en DPA (22:5 n-6) se fait de la méme fagon. Par
conséquent, les deux voies de conversion du LA et du ALA en acides gras plus longs et plus
insaturés, peuvent étre en compétition étant donné qu’elles utilisent les méme enzymes. |l a
été montré que les enzymes (désaturases et élongases) possédent une plus grande affinité
pour les acides de la voie n-3 (William, 2000).

b) La digestion ruminale des lipides alimentaires

Les acides gras présents dans I'alimentation des bovins sont généralement sous leur
forme ester (triglycérides, glycolipides, phospholipides). Deux processus importants se
déroulent dans le rumen : la lipolyse et la biohydrogénation des acides gras insaturés (UFA).

La lipolyse des triglycérides, des phospholipides et des glycolipides alimentaires est un
processus rapide se déroulant dans le rumen du bovin. Elle est effectuée par les lipases, les
phospholipases et les galactosidases des microorganismes en symbiose avec le bovin (10%°
bactéries, 107 protozoaires et 10° champignons et levures par ml de jus de rumen). Les lipases
bactériennes permettent notamment I’hydrolyse compléte des triglycérides alimentaires. Les
acides gras a longue chaine de carbone vont étre isomérisés et hydrogénés, tandis que le
glycérol sera transformé en acides gras volatils (AGV). Ces AGV, principalement le propionate
et le butyrate a partir du glycérol, mais aussi I'acétate si on considére I'ensemble des substrats
fermentescibles, sont la source majeure d’énergie pour le bovin. Non utilisables par les
microbes, ils sont absorbés au niveau du rumen afin d’éviter une diminution trop importante
de son pH pouvant impacter négativement la population microbienne présente (Beam et al.,
2000 ; Buccioni et al., 2012).

Les UFA libérés aprés I'hydrolyse des lipides alimentaires vont subir une
biohydrogénation dans le rumen (processus isomérisant et saturant les acides gras) causée
principalement par les bactéries (Buccioni et al., 2012). Ce processus implique plusieurs
conversions successives des acides gras insaturés a 18 carbones, fournissant une multitude
d’isomeéres d’acides gras également a 18 carbones (Ferlay et al., 2017). Une étude a constaté
gue le pourcentage de biohydrogénation pouvait varier en fonction du degré de saturation
des acides gras. En effet, on observe respectivement pour I'acide oléique, le LA et le ALA une
biohydrogénation d’environ 72, 86 et 92 %. En revanche, une diminution 10 a 30 % de ces
pourcentages peut avoir lieu si les acides gras issus de l'alimentation sont protégés
chimiquement ou physiquement contre les microorganismes du rumen (Scollan et al., 2001).

Malgré la multitude d’isomeéres, deux voies prédominantes de biohydrogénation
existent. La premiére est la biohydrogénation de LA (C18:2 cis9 cis12) passant par I'isomére
C18:2 cis9 trans11 correspondant a I'acide ruménique, un acide linoléique conjugué (CLA),
lequel est hydrogéné en acide vaccénique (C18:1 trans11) puis en acide stéarique (C18:0)
(Bauman et al., 2003 ; Harvatine et al.,, 2009). La deuxieme voie prédominante est la
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biohydrogénation de ALA (C18:3 cis9 cis12 cis15), isomérisé en C18:3 cis9 trans11 cis15
correspondant a I'acide alpha-linolénique conjugué (CLnA) suivi d’une triple hydrogénation
passant par le C18:2 trans11 cis15, le C18:1 trans11 pour arriver au C18:0 (Shingfield et al.,
2014).

Certaines études ont observé une influence de I'alimentation sur la population
bactérienne et par conséquent, sur la présence des différents isomeres d’acides gras dans le
rumen. En effet, lors d’'une incubation in vitro du ALA avec des Lactobacillus plantarum, une
augmentation de la teneur en C18:2 trans10 cis15, isomere du C18:2 trans11 cis15, a été
observée (Kishino et al., 2003). De plus, des études ont constaté une augmentation de la
teneur en C18:2 trans11 cis13 et C18:2 cis9 trans13 dans le duodénum des vaches ayant recu
une ration avec un supplément d’huile de lin (Loor et al., 2004 ; Loor et al., 2005). On constate
également une plus grande présence des bactéries comme Butyrivibrio proteoclasticum et
Butyrivibrio fibrisolvens (bactéries fibrolytiques) lorsque la ration donnée aux bovins est
enrichie en fibres. Ces bactéries sont a I'origine de la formation des isomeéres trans11 du LA
dans le rumen. En revanche, on constate avec un régime enrichi en concentrés, une plus
grande teneur en isomeéres trans10 dans le rumen causé par la présence de bactéries comme
Propionibacterium acnes et Megasphera elsdenii (bactéries impliquées dans le métabolisme
de I'acide lactique) (Buccioni et al., 2012).

c) La digestion et I'absorption post ruminale des lipides alimentaires

Les produits de la digestion des lipides rentrant dans I'abomasum (estomac vrai) sont
composés d’environ 70 a 90 % d’acides gras libres non estérifiés. La partie restante correspond
a des phospholipides, glycolipides, triglycérides et esters de cholestérol. Les lipides ne
subissent pas de transformations dans I'abomasum. En revanche, son acidité va servir a
dissocier les acides gras de leur protection chimique éventuelle. Si les matiéres grasses
ingérées n'ont pas été traitées et protégées préalablement de la biohydrogénation dans le
rumen, on retrouvera majoritairement des SFA et des MUFA dans I'abomasum (Toullec et al.,
1995).

Les produits de la digestion des lipides rentrant dans l'intestin gréle (duodénum) vont
étre émulsionnés au contact des sécrétions biliaires (sels biliaires, phospholipides,
cholestérol). Cette émulsion permet de transférer les lipides adsorbés sur les particules
alimentaires vers une phase micellaire soluble au contact de la bile et des enzymes
pancréatiques (colipase, lipase, cholestérol estérase et phospholipase). Par la suite, des
micelles mixtes formées par des sels biliaires et les produits de la digestion lipidique, vont
entrer en contact étroit avec les microvillosités des cellules de I'intestin gréle (entérocytes),
ceci afin de faciliter I'absorption de ces lipides dans le jéjunum de l'intestin gréle au travers
de la membrane apicale de ces entérocytes. Cette absorption se fait par simple diffusion ou
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via des transporteurs spécifiques. Les sels biliaires sont ensuite réabsorbés au niveau de I'iléon
de l'intestin gréle (Bauchart, 1993 ; Doreau et al., 1994).

De nombreux facteurs influencent la digestibilité des acides gras (la nature de la
matiere grasse ingérée, le degré d’insaturation, la quantité et la fréquence de distribution de
I’aliment) (Gonthier et al., 2004 ; Loor et al., 2004). Des études ont montré que plus le degré
d’insaturation et la quantité de lipides ingérés augmentaient, plus la digestibilité des acides
gras augmentait. De plus, il a été démontré que la digestibilité des acides gras (= 75-80 %)
serait diminuée par la présence de cations divalents (ex : calcium) dans la ration (Doreau et
al., 1994 ; Gonthier et al., 2004).

d) Le transport des lipides

Une fois I'absorption des lipides réalisée, on observe une « resynthese » des
triglycérides dans le réticulum endoplasmique des entérocytes mais également une
« resynthése » des esters de cholestérol et des phospholipides dans le cytosol de ces cellules.
Les triglycérides, les esters de cholestérol et les phospholipides sont ensuite assemblés en
lipoprotéines (chylomicrons) par liaison avec des apolipoprotéines. Les chylomicrons formées
sont des complexes hydrosolubles, dont la partie périphérique est constituée par une
monocouche hydrophile de phospholipides et d’apolipoprotéines, et dont le noyau central
hydrophobe contient des lipides apolaires tels que les triglycérides et les esters de cholestérol.
L’élaboration de ces chylomicrons est achevée dans I'appareil de Golgi des entérocytes. lls
sortiront de ces cellules par exocytose afin d’atteindre le réseau lymphatique (Bauchart,
1993).

2. Lareproduction chez les taureaux

2.1 La spermatogenése

La spermatogenése est un processus se déroulant dans les tubes séminiféres des
testicules et décrivant la transformation des spermatogonies (cellules souches diploides) en
spermatozoides (cellules haploides hautement différenciées) (Bonnes et al., 2011).

a) Le testicule

Le testicule (Fig.2) est enveloppé par un tissu conjonctif renfermant quelques fibres
élastiques et musculaires, I'albuginée, qui s’invagine pour délimiter les lobules testiculaires. A
I'intérieur de chaque lobule, on retrouve deux compartiments interdépendants : le tissu
interstitiel et les tubes séminiféres (Fig.3). Le tissu interstitiel est constitué de tissu conjonctif
et contient notamment des vaisseaux lymphatiques et des cellules de Leydig situées le long
des capillaires sanguins, assurant la sécrétion d’hormones males (Fawcett, 1973). Concernant
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les tubes séminiferes, deux types de cellules y résident : les cellules germinales aux différents
stades de leur évolution et les cellules de Sertoli. Ces dernieres reposent sur une lame basale
en périphérie du tube séminifere et possedent un cytoplasme s’étirant jusqu’a la lumiére du
tube tout en s’insinuant entre les cellules germinales. Les tubes séminiferes se rejoignent tous
pour former un réseau de canaux, le rete-testis se dirigeant vers la téte de I'épididyme (Saint-

Dizier et al., 2014).
AV Cordon spermatique

Vaisseaux sanguins et nerfs

/ Tubes séminiferes

Téte de I'épididyme

Canaux efférents

Canal déférent

Rete Testis ]-v'- Lobule
® = '1-1 Septum
Tubes droits ~ % H%}"‘ f Tunique albuginée
Corps de I'épididyme = A \)&\\\ // Tunique vaginale
*”T( r*\\\\ _;/ Cavité de la tunique albuginée
AN

Queue de I'épididyme

Figure 2 Schéma d’un testicule
Source : http://slideplayer.fr/slide/3136372/

Lumiére du A I

tube 1 }!’rﬂ i

seminifére r&?ﬁ £
: .I.. L
. S . Ll

?;f“‘ Spermatogonies :2n
.}—Spermamc}"[es I:2n

Spermatocytes|l: n
L ‘T— p cyt

‘ra— Spermatides . n

WVaisseau
sanguin

Cellule de __, o : o \__@‘ \\q—Spermamzmdes n

Sertoli

ol

Figure 3 Schéma zoomé d’une coupe transversale dans un lobule testiculaire

Source : http://www.bio-top.net/Transmission_vie/5 gametogenese.htm
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b) La spermatogenése

La spermatogenése est |'ensemble des processus de multiplication et de
différenciation cellulaire des cellules germinales males se déroulant depuis la puberté dans
les tubes séminiferes des testicules (Fig.4). Elle est divisée en deux grandes parties (la
spermacytogeneése et la spermiogenese) dans lesquelles, les cellules germinales passent par
cing stades cellulaires caractéristiques : les spermatogonies, les spermatocytes | et Il, les
spermatides et les spermatozoides. On les retrouve dans cet ordre au sein des tubes
séminiferes, depuis la lame basale située en périphérie vers la lumiére centrale. La durée de
la spermatogenése, depuis la division des spermatogonies souches jusqu’a la libération des
spermatozoides dans la lumiére du tube séminifére est de 61 jours chez les taureaux (Bonnes
et al., 2011).
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Figure 4 Les étapes de la spermatogenése (Bonnes et al., 2011)
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La spermacytogenese commence par la division mitotique d’une cellule souche en
deux cellules souches filles dont une seule poursuivra la spermatogeneése. Cette multiplication
des spermatogonies assure le renouvellement perpétuel des cellules souches tout en gardant
une population constante de ces cellules dans les tubes séminiféres. La deuxieme cellule fille
deviendra par conséquent, une spermatogonie souche d’un cycle suivant. Apres quatre
mitoses successives de la cellule souche fille, les spermatocytes | sont formés et subissent un
important accroissement de taille principalement d{ a la duplication de I’ADN. La méiose des
spermatocytes | (cellules diploides) peut ensuite commencer. Chaque spermatocyte donne
dans un premier temps deux spermatocytes Il apres une premiere division réductionnelle
(cellules haploides) puis dans un deuxieme temps, quatre spermatides (cellules haploides)
apres une deuxieme division équationnelle. Il est a remarquer que depuis les divisions
cellulaires des spermatogonies jusqu’a la formation des spermatides, la cytocinese est
incomplete, laissant les cellules connectées entre elles par des ponts cytoplasmiques (Saint-
Dizier et al., 2014 ; Hyttel et al., 2010).

Au cours de la spermiogeneése, les spermatides dépourvues de toute capacité a se
diviser, vont se transformer progressivement en spermatozoides en bordure de lumiére du
tube séminifére. Cette transformation est un processus complexe de différenciation cellulaire
tant d’'un point de vue morphologique que fonctionnel, donnant ainsi des spermatozoides
mobiles hautement spécialisés. Ces spermatozoides obtenus sans divisions cellulaires,
mesurent environ 50 a 80 um de long et comportent trois parties principales : la téte, la piece
intermédiaire et le flagelle. La téte de forme ovoide chez les taureaux, est essentiellement
constituée du noyau a n chromosomes recouvert sur sa partie antérieure par I'acrosome. La
piece intermédiaire est composée essentiellement de cytoplasme et d’un filament axial
entouré par une gaine mitochondriale en hélice. Cette gaine a pour but de fournir I'énergie
nécessaire a la mobilité du spermatozoide. Le flagelle, quant a lui, permet par ses
mouvements, la mobilité des spermatozoides (Saint-Dizier et al., 2014 ; Hyttel et al., 2010).

c) La barriere hémato-testiculaire

Au cours de la spermatogeneése, une relation étroite existe entre les cellules germinales
et les cellules de Sertoli. En effet, les cellules de Sertoli vont jouer un réle de soutien, de
nutrition et de régulation paracrine pour les spermatozoides. De plus, grace a leurs jonctions
serrées, elles forment la barriere hémato-testiculaire, isolant les spermatozoides de toute
relation directe avec la circulation sanguine (Francga et al., 2013). Ceci implique la présence de
transporteurs sur le tube séminifere afin de faire passer du sang vers l'intérieur de ceux-ci, les
composés essentiels a la fabrication des spermatozoides, notamment les acides gras (Cheng
et al., 2012). Ces transporteurs lipidiques ne sont actuellement pas trés bien connus.

Il est a noter que dans ce mémoire, on parlera uniquement du profil en acides gras des
spermatozoides. En revanche, celui du plasma séminal sera également derterminé afin

15



d’obtenir une information complémentaire. Dans ce cas-la, on ne parlera plus de lipide
membranaire mais de lipide reflétant plus rapidement et plus fidelement le régime
alimentaire. En effet, les acides gras ne devant plus traverser cette barriere hémato-
testiculaire, arrivent plus vite et probablement de maniere moins sélective dans le liquide
séminal.

2.2 La maturation épididymaire et |la capacitation des spermatozoides

A la sortie du testicule, les spermatozoides ne sont pas fécondants. Ils vont subir des
modifications grace aux épithéliums et aux sécrétions des voies génitales males et femelles.

a) La maturation épididymaire

La maturation épididymaire se passe avant I'éjaculation a l'intérieur de I'épididyme
dans lequel les spermatozoides cheminent pendant 10 a 15 jours (Bonnes et al., 2011). Cette
étape permet aux spermatozoides d’acquérir leur capacité a se déplacer et a féconder
I'ovocyte de la femelle. Leur mobilité (capacité a se mouvoir sur lui-méme) et leur mobilité
progressive (capacité a progresser de facon rectiligne) sont acquises respectivement dans le
corps et la queue de I'épididyme (Gervasi et al., 2017).

Au cours de la maturation épididymaire, on peut constater une diminution de la
proportion des SFA au profit des UFA. Dans la majorité des cas, on peut observer une
diminution de la proportion de I'acide palmitique (C16 : 0) au bénéfice d’une augmentation
de certains PUFA, notamment I’acide arachidonique (AA), le DHA et le DPA n-6 (Rejraji et al.,
2009).

Ce remodelage lipidique pourrait étre di a un échange direct avec des lipides
provenant de vésicules lipidiques secrétées par [I'épithélium de [I'épididyme
(épididymosomes). Jusqu’a présent, il n’y a pas eu d’étude mettant en évidence ces échanges
entre les épididymosomes et les spermatozoides. En revanche, cette hypothese est appuyée
par le fait que I'on observe durant le trajet dans I'épididyme, une évolution antiparalléle des
compositions lipidiques membranaires des spermatozoides et des épididymosomes (Rejraji et
al., 2004 ; Rejraji et al., 2006 ; Saez et al., 2003).

b) La capacitation des spermatozoides

La capacitation des spermatozoides, indispensable a la fécondation, se passe apres
I’éjaculation, principalement dans I'oviducte de la femelle. Elle comprend toute une série de
modifications membranaires portant essentiellement sur les lipides (Travert et al., 2009).

La perte du cholestérol membranaire (= stabilisateur membranaire) est une étape
indispensable de la capacitation. Le cholestérol est un facteur anti-capacitant, permettant aux
spermatozoides de survivre sans grands dommages lors de la remontée du tractus génital
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femelle. Les sécrétions prostatiques sont la source la plus importante de cholestérol pour les
spermatozoides (Park et al., 2011).

La perte progressive du cholestérol est réalisée a I’aide d’accepteurs de stérol (ex :
I’albumine) provoquant une redistribution des lipides membranaires. La perte du cholestérol
ou plutét la diminution du rapport membranaire cholestérol/phospholipide, est un bon
indicateur de la fluidité membranaire des spermatozoides (Coy et al, 2012). La redistribution
membranaire entrainera I’hyperactivation des spermatozoides (mouvement désordonné et
tres rapide), signe de leur état de capacitation. De plus, elle permettra I'externalisation des
récepteurs spermatiques jouant un réle dans la liaison a la zone pellucide entourant I’ovocyte
lors de la fécondation (Thibault, 2001).

2.3 La fécondation

Les spermatozoides, dans un état hyperactivé, rentrent en contact avec le complexe
cumulo-ovocytaire (Saint-Dizier et al., 2014). Une fois arrivés a proximité de ce complexe, la
fécondation peut commencer et se déroule en plusieurs étapes (Bromfield et al., 2013).

Les spermatozoides commencent par traverser le cumulus, matrice riche en acide
hyaluronique, entourant la zone pellucide de I'ovocyte sur laquelle ils viennent se fixer (Kim
et al., 2008 ; Witte et al., 2007). L'induction de la réaction acrosomique, déja entamée lors de
la traversée de la zone pellucide au contact avec I'acide hyaluronique (Sun et al., 2011),
permet au spermatozoide de traverser la zone pellucide (Bedford, 2008). Remarquons que
seuls les spermatozoides capacités au préalable, sont susceptibles de faire cette réaction
acrosomique. Apres avoir traversé la zone pellucide, le spermatozoide atteint I'espace
périvitellin pour ensuite adhérer et fusionner avec la membrane plasmique de |'ovocyte
(Nixon et al., 2007). Afin d’éviter la polyspermie, un blocage de la membrane de I'ovocyte, lié
a la dépolarisation de celle-ci lors de I’entrée du spermatozoide, et un blocage au niveau de la
zone pellucide empéchent la fixation d’autres spermatozoides (Avella et al., 2013). Chez le
bovin, il faudra environ 3 heures entre le moment ou le spermatozoide s’est attaché a la zone
pellucide et le début de la fusion avec I'ovocyte (Thibault, 2001).

2.4 La congélation/décongélation de la semence pour I'insémination artificielle

De nombreuses études ont pu démontrer que les processus de
congélation/décongélation de la semence dans de I'azote liquide entrainaient des dommages
sur les spermatozoides, notamment au niveau de leur structure, de leur fonction et de leur
physiologie. En effet, ces études ont pu constater des changements négatifs dans la
composition lipidigue membranaire, dans I'acrosome et dans la mobilité des spermatozoides
(Peris et al., 2007). Bien que les causes des dommages aux spermatozoides ne soient pas
clairement établies, certaines hypothéses ont d'ores et déja été mentionnées dans la
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littérature. Certaines études mettent en avant la cause d’'une formation intracellulaire de
cristaux de glace, d’un stress osmotique (Guthrie et al., 2002), d’un stress chimique, d’un choc
thermique lors de la congélation, d’une production excessive de dérivés réactifs de I'oxygéne
et d’'une altération des antioxydants (Watson, 2000 ; Holt, 2011).

Afin de réduire au maximum les dommages causés sur les spermatozoides et de garder
leur mobilité aprés la décongélation, la semence est diluée et équilibrée. Des cryoprotecteurs
(toxiques a partir d’'une certaine concentration) sont ainsi ajoutés en quantité optimale dans
les paillettes (Medeiros et al., 2002).

Pour une décongélation optimale afin d’entrainer le moins possible de dommages sur
les spermatozoides, il a été démontré qu’il faudrait réchauffer les paillettes rapidement en les
plongeant dans de I'’eau a 38°C pendant 30 s (Kolev, 2000). Ceci avant de placer la paillette
dans un pistolet pour réaliser I'insémination artificielle.

L'insémination artificielle possede de nombreux avantages, notamment en termes de
production, de sélection, de tracabilité et de qualité sanitaire. Le moment de
I'insémination est trés important pour avoir un taux de non-retour (pourcentage de femelles
ne revenant pas en chaleur apres la premiere insémination artificielle) le plus élevé possible
(Bonnes et al., 2011). Le moment le plus favorable se situe dans la deuxieme moitié des
chaleurs, c’est a dire une demi-journée aprées I'apparition des chaleurs (Dudouet, 2014).

2.5 Les spécificité des males BBB par rapport aux Holstein

Depuis plusieurs années, la sélection des taureaux BBB est basée sur une musculature
trés élevée, avec une réduction de la taille des organes (Ansey et al., 1979). Cette sélection,
basée sur la production de viande et non sur la fertilité des taureaux, a entrainé une
diminution de la qualité in vitro de la semence de taureaux BBB (Hoflack et al., 2007). Cette
gualité est inférieure a celle retrouvée chez d’autres races bovines, notamment celle de la
race Holstein considérée comme le « golden standard » de référence dans ce projet (Hoflack
et al., 2006a).

a) La qualité de la semence BBB

Les criteres les plus couramment utilisés pour évaluer la qualité de la semence de
taureau sont la mobilité, la mobilité progressive, la morphologie, la vélocité et la
concentration en spermatozoides dans |’éjaculat (Hoflack et al., 2006a). Des études ont
démontré une qualité de semence inférieure pour les taureaux BBB comparés aux Holstein.

Une étude a montré que les taureaux BBB possédent une mobilité totale (+ 60 %) et
une mobilité progressive (* 56 %) des spermatozoides dans la semence fraiche, inférieures a
celles des taureaux Holstein d’environ 20 % (Hoflack et al., 2007). Les spermatozoides BBB se
déplacent également plus lentement que leurs homologues Holstein (Hoflack et al., 2006a).
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La raison de ces différences se situe au niveau de la morphométrie de la téte des
spermatozoides. En effet, la téte des spermatozoides BBB est plus courte et plus large,
impactant I’hydrodynamisme et par conséquent, la vélocité des spermatozoides BBB. De plus,
on constate un pourcentage de spermatozoides anormaux, d’un point de vue morphologique,
plus important dans les éjaculats de taureaux BBB (47 %) comparé a ceux des Holstein (20 %)
(Hoflack et al., 2007), impactant également la vélocité des spermatozoides BBB (Amann et al.,
2000).

Afin de pallier cette diminution de la qualité du sperme de BBB, les paillettes
d’insémination BBB sont plus concentrées en spermatozoides (25 millions de spermatozoides
par dose d’insémination) comparées a celles des Holstein (15 millions de spermatozoides par
dose d’insémination), ceci afin d’avoir des taux de survie et de qualité suffisants pour avoir un
bon taux de gestation (Hoflack et al., 2006b).

b) La circonférence scrotale

Certaines études ont démontré que la circonférence scrotale testiculaire est un
paramétre influencant indirectement la qualité de la semence de taureau (Hueston et al.,
1988 ; Hanset, 2000). Une autre étude a démontré que quasiment la moitié (44 %) des
taureaux BBB sur les 156 testés possédaient une circonférence scrotale inférieure au seuil
acceptable déterminé par la société « Society for Theriogenology », contre seulement 18 %
pour les taureaux Holstein. Cette différence notable serait due au fait que la race BBB est plus
sujette a une dégénération de I'épithélium des tubes séminiféres des testicules (Hoflack et al.,
2006a).

Une étude complémentaire a celle réalisée en 2006 a pu montrer que la faible qualité
du sperme de taureaux BBB comparée a celle des Holstein était causée par la dégénérescence
testiculaire, cette dégénérescence testiculaire des taureaux BBB pouvant elle-méme étre
causée par la grande sensibilité de ces taureaux aux stress environnementaux (ex: une
température excédant 30°C, une soudaine augmentation/diminution des concentrés
alimentaires, un changement de ferme). Sur les coupes de testicules de taureaux BBB (Fig.5)
et Holstein (Fig.6), on remarque une plus grande dégénérescence de |'épithélium des tubes
séminiferes chez les BBB. De plus, malgré la présence d’une plus forte densité de tubes
séminiferes chez les taureaux BBB, on observe une diminution de leur diamétre par rapport
aux Holstein. On retrouve également une plus grande quantité de tissu conjonctif (en bleu)
dans le tissu interstitiel des testicules de BBB, empéchant un bon apport en nutriments du
sang vers l'intérieur des tubes séminiferes. Par conséquent, il a été démontré pour les
taureaux BBB que cette dégénérescence testiculaire diminue la concentration et la mobilité
des spermatozoides, tout en augmentant la proportion de spermatozoides
morphologiquement anormaux (Hoflack et al., 2008).
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Figure 5 Coupe dans un testicule de taureau BBB Figure 6 Coupe dans un testicule de taureau Holstein
(Hoflack et al, 2008) (Hoflack et al, 2008)

Le taux de consanguinité élevé pour la race BBB, en moyenne égal a 4,65 %, explique
une partie de la dégénérescence testiculaire (Hanset et al, 2003 ; Hanset, 2006). Il a en effet
été démontré que la consanguinité accrue des taureaux est corrélée avec une proportion plus
importante de tubes séminiféres anormaux (Carroll et al., 1970).

3. Les acides gras dans les spermatozoides

3.1 La composition membranaire en acides gras des spermatozoides

On trouve généralement trés peu d’acides gras libres dans les membranes des
spermatozoides. En revanche, on retrouve plutot des phospholipides, molécules amphiphiles
regroupant deux acides gras estérifiés liés aux deux groupements alcool d'une molécule de
glycérol, le troisieme groupement alcool étant lié a un groupe phosphate. Dans le Tableau 1
se trouvent les acides gras les plus souvent rencontrés dans les membranes des
spermatozoides de mammiferes.

Tableau 1 Noms et formules chimiques des acides gras les plus souvent rencontrés dans les
membranes des spermatozoides (Murray et al., 1999)

Noms chimiques Formules Noms usuels

Acides gras saturés

Tétradécanoique 14:0 Myristique
Hexadécanoique 16 : 0 Palmitique
Octodécanoique 18:0 Stéarique
Eicosanoique 20:0 Arachidique
Docosanoique 22:0 Béhénique
Tétracosanoique 24:0 Lignocérique

Acides gras insaturés

Octadécénoique 18 : In-9 (cis) Oléique
Octadécadiénoique 18 : 2n-6 (cis) Linoléique
Octadécatriénoique 18 : 3n-3 Alpha-linolénique
Octadécatriénoique 18 : 3n-6 Gamma-linolénique
Eicosatetraénoique 20 : 4n-6 Arachidonique
Eicosapentaénoique 20 : 5n-3 Timnodonique ou EPA
Docosapentaénoique 22: 5n-3 Clupanodonique ou DPA
Docosahexaénoique 22 : 6n-3 Cervonique ou DHA

EPA = acide eicosapentaénoique, DPA = acide docosapentaénoique, DHA = acide docosahexaénoique 20



Les SFA dans la membrane du spermatozoide sont majoritairement représentés par
I’acide palmitique (C16:0) et I'acide stéarique (C18:0), quel que soit I'espéce étudiée et le
stade de maturation des spermatozoides. On peut également trouver une grande proportion
de PUFA dépassant souvent les proportions de C16:0 et de C18:0. Parmi ces PUFA a longue
chaine de carbone, on retrouve le plus fréquemment I’AA, le DPA et le DHA (Rejraji et al.,
2009).

On remarque a travers différentes études réalisées il y a quelques années que la
composition en PUFA des membranes des spermatozoides varie fortement d’'une espece a
I'autre. En effet, contrairement aux membranes des spermatozoides de bouc contenant peu
de DHA et de DPA (essentiellement constitués d’acide oléique, de LA et de AA) (Esmaelie et
al., 2014 ; Fair et al., 2014 ; Rana et al., 1991), le DHA et le DPA représentent parfois plus de
la moitié des acides gras membranaires des spermatozoides chez le verrat et le hamster
(Awano et al, 1993 ; Castellano et al., 2010 ; Nikolopoulou et al., 1985). Quant aux membranes
plasmiques des spermatozoides de rat, elles contiennent une grande proportion de DPA mais
pas de DHA. De plus, on observe quelques particularités chez le rat. Les membranes des
spermatozoides de rat sont tres riches en acides oléique, LA et ALA. Ony retrouve également
des PUFA n-9 a longue chaine tels que le 22:4 n-9, le 22:3 n-9, le 20:3 n-9 et le 24:4n-9. Ces
derniers seraient dérivés d’'un MUFA n-9 : I'oléate (18 : 1n-9) (Hall et al., 1991 ; Aveldafio et
al., 1992). A l'inverse, on retrouve une grande quantité de DHA mais pas de DPA dans la
membrane des spermatozoides de I’'homme et du bélier (Alvarez et al., 1995 ; Ollero et al.,
2000 ; Parks et al., 1985).

Chez les taureaux, on remarque une variabilité inter- et intra-race dans la composition
en acides gras des spermatozoides, avec une variabilité inter-race plus prononcée (Wathes et
al., 2007). On retrouve en moyenne dans un spermatozoide de taureau : 40 % de SFA (presque
exclusivement représentés par le C14:0, le C16:0 et le C18 0), 5 % de MUFA et 55 % de PUFA
(exprimé en pourcentage des acides gras totaux identifiés). Au sein des PUFA, on retrouve
majoritairement le DPA n-6 et le DHA. Ce dernier est I'acide gras le plus représenté dans les
membranes des spermatozoides (35 % du total des acides gras) (Argov et al., 2013 ; Glrler et
al., 2015). On peut remarquer une différence dans la proportion d’AA et de DHA chez les
taureaux BBB et les Holstein. En effet, on retrouve plus d’AA (3 % de différence) mais moins
de DHA (10 % de différence) dans la semence de taureau BBB comparée a celle des Holstein
(Kelso et al., 1997).

En 2007, une étude a pu observer une variation saisonniére de la composition en
acides gras de la semence chez les taureaux Holstein. Ceci pourrait expliquer les différences
de qualité de la semence en termes de mobilité entre I'hiver (50 %) et I'été (43 %). D’autres
études ont pu montrer que la proportion de certains acides gras (C18:0, ALA, AA, EPA et DPA
n-3) était constante tout au long de I'année tandis que la proportion de certains autres pouvait
changer en fonction des saisons. En effet, on retrouve plus de PUFA en automne et en hiver
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gu’au printemps et en été dans les spermatozoides. En revanche, c’est I'inverse pour les SFA.
Cette grande proportion de PUFA en automne et en hiver est liée a une plus grande proportion
de DHA a cette période de I'année probablement liée a la mise en pature des taureaux depuis
le printemps (Argov et al., 2007).

3.2 Le lien entre la résistance a la congélation des spermatozoides et leurs acides
gras membranaires

a) La fluidité membranaire

La fluidité des membranes des spermatozoides dépend de la composition en lipides
membranaires de ces cellules. Un bon indicateur de la fluidit¢é membranaire des
spermatozoides est le rapport SFA/PUFA. Plus ce rapport sera élevé, plus la fluidité sera faible.
En effet, la longueur de la chaine carbonée et le degré d’insaturation des acides gras agissent
sur la température de transition des phospholipides et sur la fluidité des membranes (Wathes
et al., 2007). Plus les chaines carbonées des acides gras seront longues et le nombre
d’insaturations (cis) des acides gras sera faible, plus la température de transition des
phospholipides sera élevée. Par conséquent, une grande proportion de SFA a longue chaine
est un élément rigidifiant les membranes et diminuant leur fluidité (Shechter, 2000, Murphy
et al., 2016).

A la suite du processus de congélation et de décongélation de la semence, le profil en
acides gras des spermatozoides est modifié et on observe une augmentation du rapport
SFA/PUFA. Ceci fait suite a une diminution des PUFA membranaires et particulierement du
DHA. Une étude a indiqué une diminution de 15 % du DHA sur le total des acides gras entre
les semences fraiche et décongelée (Khoshvaght et al., 2016). Ces modifications du profil en
acides gras peuvent conduire a une diminution de la survie et de la capacité de fécondation
des spermatozoides (Martinez-Soto et al., 2013). Il a été montré que la cause de cette
diminution en DHA serait I'augmentation des réactifs dérivés de I'oxygene (ROS) durant la
cryopréservation de la semence (Blesbois et al., 1997).

Le DHA qui est I'acide gras le plus représenté dans les membranes des spermatozoides de
taureaux, joue un réle majeur sur la qualité in vitro de la semence et particulierement sur la
fluidité des membranes (Parks et al, 1992). Il agit également sur I'intégrité des membranes, la
mobilité et la morphologie des spermatozoides (Girler et al., 2015 ; Khoshvaght et al., 2016).

Sachant que la cryopréservation est a I'origine de la diminution de la teneur en PUFA
dans les membranes des spermatozoides chez les taureaux, des études ont tenté d’augmenter
la teneur en PUFA membranaires et particulierement en DHA. La seule maniére mise en
évidence dans la littérature consiste a donner aux taureaux un régime alimentaire enrichi en
PUFA n-3. Quelques études ont examiné les effets d’un tel régime sur la qualité du sperme de
taureau (Gholami et al., 2010 ; Gdrler et al., 2015 ; Khoshvaght et al., 2016 ; Moallem et al.
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2015). Ces études ont fait remarquer qu’une augmentation des PUFA n-3 dans |'alimentation
modifiait la composition en acides gras membranaires des spermatozoides, améliorait la
gualité de la semence et pouvait conférer aux membranes une meilleure résistance aux
dommages liés au processus de congélation (Sellem et al., 2015 ; Gholami et al., 2011).

Une étude réalisée en 2006 a indiqué qu’on pouvait améliorer les parameétres de
qualité in vitro de la semence fraiche de Holstein en nourrissant les taureaux avec un régime
enrichi en huile de poisson (0,5 % de la matiére seche du régime total) et par conséquent, en
DHA. En revanche, cette étude n’a pas observé d’amélioration de la qualité in vitro de la
semence ayant subi la congélation (Gholami et al., 2010). Il semblerait que la quantité de PUFA
n-3 apportée par ce régime ne soit pas suffisante pour augmenter significativement la teneur
en DHA membranaires afin de pallier sa perte lors de la cryopréservation. Cette quantité
modifiant trop faiblement le profil en acides gras, elle ne permet probablement pas au DHA
de protéger les spermatozoides pendant la congélation et la décongélation. Ceci pourrait
expliquer pourquoi les parameétres de la qualité in vitro de la semence décongelée n’ont pas
été augmentés (Khoshvaght et al., 2016).

Une étude réalisée en 2016 sur les taureaux Holstein a pu montrer qu’une alimentation
enrichie en huile de poisson (1,2 % de la matiére seche du régime total) améliore a la fois la
gualité de la semence fraiche mais également celle de la semence décongelée. Apres 9
semaines de régime enrichi en PUFA n-3, la mobilité progressive, la viabilité et I'anormalité
des spermatozoides ont été évaluées. Ces parameétres ont respectivement été modifiés de +5
%, +3 % et -5 % pour la semence fraiche et de +4 %, +7 % -3 % pour la semence décongelée.
Cette amélioration qualitative était corrélée avec une proportion plus élevée de DHA
membranaire (+10 %) par rapport aux taureaux ayant suivi le régime contréle. En effet, une
alimentation enrichie en huile de poisson augmente la proportion de DHA dans les
membranes des spermatozoides. Aprés décongélation, la proportion de DHA reste plus élevée
chez les taureaux nourris avec un supplément d’huile de poisson, comparée a cette proportion
chez les taureaux nourris avec le régime controle (Khoshvaght et al., 2016).

Une étude de 2015 réalisée sur des taureaux Holstein a comparé les effets de deux
régimes différents enrichis en PUFA n-3 sur le profil en acides gras des membranes des
spermatozoides et sur la qualité de la semence avant et aprés congélation. La différence entre
ces deux régimes se situait au niveau de leur source en PUFA n-3. L'une étant I'huile de graines
de lin, enrichie en ALA (régime 1), et I'autre étant I'huile de poisson, enrichie en EPA et DHA
(régime 2). Au niveau du profil en acides gras, une légére diminution de 3 % en DHA et une
légére augmentation de 3 % en DPA n-6 ont été observées chez les taureaux ayant suivi le
régime 1 par rapport a ceux ayant suivi le régime 2. Une légére amélioration de la qualité de
la semence avant et aprés décongélation est notée pour les taureaux ayant suivi le régime 1
plutot que le régime 2. En effet, la mobilité et la mobilité progressive des spermatozoides ont
augmenté tous les deux de 5 % avant congélation et respectivement de 6% et 4% apres
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décongélation. Cette étude préconise donc de choisir un régime enrichi en PUFA n-3
provenant d’huile de lin pour modifier la composition en lipides membranaires des
spermatozoides, dans un sens qui permette d’obtenir une meilleure qualité de semence apres
la crypréservation (Moallem et al., 2015).

b) Le stress oxydatif des spermatozoides

Lors du processus de cryopréservation de la semence, les spermatozoides subissent un
stress oxydatif particulierement important causé par I'augmentation de la production des ROS
et la diminution de la quantité d’antioxydants (Bilodeau et al., 2000). La grosse proportion de
PUFA dans les membranes des spermatozoides les rend plus sensibles aux ROS, et par
conséquent, a la peroxydation lipidique (Bansal et al., 2008). La peroxydation lipidique est une
réaction en chaine formant des peroxydes lipidiques et aboutissant a la formation d’aldéhydes
cytotoxiques (Aitken, 1995). Des analyses de la semence ont montré que la production de ROS
et 'apparition de peroxydes lipidiques augmentaient avec la congélation/décongélation de la
semence. Ceci se passe dans les membranes des spermatozoides (Agarwal et al., 2005) mais
également dans les mitochondries (Brouwers et al., 2003).

Des études ont pu montrer que les ROS jouent un role important dans la fertilité des
spermatozoides. La production de ROS est un processus cellulaire normal mais qui peut étre
délétére lorsqu’il est trop intense. En effet, les ROS peuvent endommager I'’ADN des
spermatozoides, entrainant des conséquences sur le développement de I'embryon apres la
fécondation (Lewis et al., 2005). Ces ROS peuvent également affecter la mobilité et bloquer le
métabolisme oxydatif du spermatozoide. De plus, ils peuvent entrainer une altération de la
fluidité membranaire, une perte de l'intégrité de la membrane, une perturbation de la
perméabilité membranaire a certains ions et une modification de l'interaction « lipide-
protéine » (Bailey et al., 2000 ; Baumber et al., 2000).

La présence d’'une grande proportion de PUFA dans les membranes des
spermatozoides de taureaux BBB nécessite des antioxydants efficaces pour se défendre
contre les dommages liés aux ROS. Les antioxydants protégeant les spermatozoides
proviennent du plasma séminal et, en plus faible quantité, du cytoplasme des cellules. Etant
donné leur faible quantité, les enzymes antioxydantes ne peuvent pas empécher les effets
néfastes des ROS et de la peroxydation lipidique (Girler et al., 2015). En revanche, il a été
démontré que l'ajout d'antioxydants tels que la taurine et la cystéine lors de la dilution du
sperme de taureau, augmente la protection des spermatozoides contre les effets déléteres
des ROS et permet d'améliorer leur mobilité et leur fertilité apres la décongélation de la
semence (Argarwal et al., 2005 ; Bilodeau et al., 2001 ; Sari6zkan et al., 2009).
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Objectif

Ce mémoire de fin d’études s’intégre dans le cadre du projet « Fertiwalim » dont
I'objectif général est d’améliorer la résistance a la congélation de la semence BBB en jouant
sur l'alimentation des taureaux. Ceci permettrait d’augmenter la production de doses
d’insémination pour cette race de taureaux, en réduisant le nombre de spermatozoides par
dose permettant ainsi de réaliser plus de paillettes par éjaculat. Cela permettrait de répondre
a la demande grandissante du marché belge mais surtout international.

L’objectif de ce mémoire est tout d’abord de caractériser la composition en acides gras
des spermatozoides de taureaux BBB ayant recu des régimes alimentaires différents au cours
d’un essai alimentaire pilote (pré-test alimentaire). Dans cet essai alimentaire, chaque taureau
recoit successivement trois des cing régimes différents étudiés dans le projet Fertiwalim, a
savoir des régimes enrichis soit en omega3, soit en antioxydants, soit en oligoéléments, soit
dans I'ensemble de ces trois types de composés (all-in), sur une période allant d’avril 2017 a
janvier 2018. Au terme de cette expérience, nous souhaitons corréler la composition en acides
gras des spermatozoides avec les parametres de qualité des spermatozoides apres
décongélation (mobilité et mobilité progressive).
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Matériel et méthodes

Le matériel biologique utilisé consistait en spermatozoides de taureaux de race BBB et
Holstein. Le lot de taureaux utilisé contenait 29 BBB et 8 Holstein. Les éjaculats complets ont
tous été récoltés & 'AWE puis centrifugés a I'UCL afin de séparer les spermatozoides du
plasma séminal.

Seuls les profils en acides gras des spermatozoides seront déterminés dans ce
mémoire, tandis que ceux du liquide séminal seront effectués et analysés ultérieurement. En
revanche, les protocoles expérimentaux permettant de déterminer le profil en acides gras des
spermatozoides et du plasma séminal ont été mis au point et sont expliqués ci-dessous.

1. Détermination du profil en acides gras

1.1 Centrifugation

Toutes les manipulations consistant a séparer le plasma séminal des spermatozoides,
ont été réalisées a 4°C. Par conséquent, les milieux de rincage ont d{ étre refroidis a I'avance
et nous avons d{ travailler dans de la glace pilée.

Pour chaque prélevement, 1 ml de I’éjaculat complet a été transféré (apres
homogénéisation douce) dans un tube (le restant de I'éjaculat a été conservé pour d’autres
analyses). Ces tubes ont ensuite été centrifugés pendant 10 min a 800 g a une température
de 4°C. Apreés cette premiére centrifugation, le surnageant (= plasma séminal) a été retiré pour
ne garder que le culot de spermatozoides (le plasma séminal a été conservé pour d’autres
analyses). Dans chaque tube, 800 ul de NaCl 0.9 % ont été ajoutés. Ensuite, ces tubes ont été
homogénéisés a la main par 10 mouvements de « up&down » avant d’étre centrifugés 10 min
a 800 g a une température de 4°C. Apres cette centrifugation, le surnageant a été retiré. Cette
manipulation a été réalisée 2 fois au total. Tous les tubes contenant les culots de
spermatozoides ont ensuite été conservés a -80°C jusqu’aux analyses.

1.2 Extraction lipidique

Les lipides ont été extraits des spermatozoides et du plasma séminal en suivant la
méthode de Bligh & Dyer (1959) décrite ci-dessous. Le protocole d’extraction étant
légérement différent si on travaille avec des culots de spermatozoides ou avec du plasma
séminal.

Pour réaliser I'extraction des lipides des spermatozoides, 150 mg de spermatozoides
ont été solubilisés dans 800 pl d’eau milli-Q. Apres ajout de billes de silice, les échantillons ont
été placés dans un MagNA lyser (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) et homogénéisés
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2 fois 30 s a une vitesse de 6000 rpm. Les tubes ont été refroidis entre les 2 homogénéisations.
Les échantillons se trouvant dans les tubes pour MagNA lyser ont été transférés dans des
tubes en verre Pyrex, puis rincés deux fois avec 1 ml de méthanol (AnalaR Normapur VWR,
Fontenay-sous-Bois, France) afin de récupérer le maximum de spermatozoides pouvant rester
sur les parois. Ces tubes en verre ont été homogénéisés au Vortex pendant 10 s et 1 ml de
standard interne a été ajouté. Ce dernier était composé d’une solution d’acide
nonadécanoique (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) dans le chloroforme (AnalaR
Normapur VWR, Fontenay-sous-Bois, France) a une concentration de 40,3 mg / |. Aprés
homogénéisation au Vortex pendant 2 minutes, 1 ml de chloroforme (AnalaR Normapur VWR,
Fontenay-sous-Bois, France) et 1 ml d'eau milli-Q ont été ajoutés aux échantillons, suivis de
30 s d'homogénéisation au Vortex aprés chaque étape. Apres addition de 3 gouttes d'éthanol
(AnalaR Normapur VWR, Fontenay-sous-Bois, France), les émulsions ont été éliminées par une
centrifugation de 10 min a 1690 g et a une température de 19°C. La phase aqueuse a été
éliminée et 1,7 ml de la phase chloroformique contenant la matiére grasse a été transférée
dans un nouveau tube en verre Pyrex. A cette étape, les échantillons ont pu étre conservés
une nuit a -20°C a I'abri de la lumiére.

Pour réaliser I'extraction des lipides du plasma séminal, on démarre avec 800 pl de
plasma séminal auxquels on ne rajoute pas d’eau milli-Q. Le MagNa lyser n’a pas été utilisé
pour le plasma séminal. La suite du protocole est le méme que pour celui de I'extraction des
lipides des spermatozoides hormis que les tubes ont été centrifugés 3 fois pendant 10 min a
1690 g et a 19°C apreés avoir ajouté les 3 gouttes d’éthanol (AnalaR Normapur VWR, Fontenay-
sous-Bois, France). Apres les 2 premieres centrifugations, 240ul d’éthanol (AnalaR Normapur
VWR, Fontenay-sous-Bois, France) ont été ajoutés dans chaque échantillon. Apres chaque
ajout de 240ul d’éthanol, les échantillons ont été placés pendant 5 min au bain a ultrasons.

1.3 Méthylation

Afin de déterminer le profil en acides gras par chromatographie en phase gazeuse, les
acides gras contenus dans la matiere grasse ont d( étre transformés en esters méthyliques
(FAME). Pour se faire, les échantillons ont été soumis a la méthylation catalysée par une base
(KOH) puis par un acide (HCI).

La méthylation des acides gras provenant des spermatozoides commence par une
évaporation du chloroforme sous flux d’azote, a une température de 30°C. Ensuite, une
méthylation basique a été réalisée par I'addition de 1 ml de KOH 0,1 M (Sigma-Aldrich, Seelze,
Allemagne) dans du méthanol (AnalaR Normapur VWR, Fontenay-sous-Bois, France), suivi
d'une incubation a 70°C pendant 1 h. Les échantillons ont été homogénéisés au Vortex
pendant 30 s apres 5, 25 et 45 min d'incubation. Cette premiére étape a été suivie d’une
méthylation acide par addition de 0,4 ml de HCI 1,2N (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne)
dans du méthanol (AnalaR Normapur VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Les tubes ont été

27



homogénéisés au Vortex pendant 30 s avant d’étre incubés a 70°C pendant 15 min. Apres
addition de 2 ml de n-hexane (AnalaR Normapur VWR, Fontenay-sous-Bois, France) et d’1 ml
d'eau milli-Q, les échantillons ont été homogénéisés au Vortex pendant 30 s. Une
centrifugation a 1170 g pendant 5 min a température ambiante a permis la séparation des
phases aqueuse et hexanique. 720 ul de la phase hexanique supérieure ont été transférés
dans des vials (VWR international, Leuven, Belgique). Dans chaque vial, 80 ul de standard
d’injection ont été ajoutés. Ce dernier était composé d’une solution d’acide undécanoique
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) dans le n-hexane (AnalaR Normapur VWR, Fontenay-
sous-Bois, France) a une concentration de 496 mg / |. Ces vials ont été injectés dans un
chromatographe en phase gazeuse.

La méthylation des acides gras provenant du plasma séminal a été réalisée de la méme
maniére que vue précédemment pour les spermatozoides. En revanche, les volumes des
réactifs ajoutés ont tous été diminués de moitié. En effet, 0,5 ml de KOH/méthanol, 0,2 ml
d’HCl/méthanol, 1 ml de n-hexane et 0,5 ml d’eau milli-Q ont été rajoutés.

1.4 Identification et quantification des esters méthyliques d'acides gras par
chromatographie en phase gazeuse

La séparation des différents FAME a été réalisée par une chromatographie en phase
gazeuse. Le chromatographe utilisé, ThermoQuest Trace 2000 (Milan, Italie), est équipé d'une
colonne capillaire RT 2560 (100m x 0,25mm, 0,2 um, Restek, USA), d’un injecteur oncolumn
et d’un détecteur a ionisation de flamme (FID). Ce FID est maintenu a une température
constante de 255°C. La pression de I’hydrogene (= gaz vecteur) (Air liquide, Liége, Belgique)
était de 200 kPa. Le programme de température est détaillé dans le Tableau 2.

Tableau 2 Programme de température du chromatographe en phase gazeuse pour la séparation
des méthylesters d’acides gras

Pente de température Palier de température Temps au palier
(°C / min) (°C) (min)
/ 80 /
25 175 25
10 205 10
5 210 3
5 215 5
10 230 25
20 80 /

28



Un standard de calibration contenant 43 FAME a été injecté afin de permettre
I'identification et la quantification des FAME présents dans les échantillons. Chaque
chromatogramme correspondant a chaque échantillon a été analysé avec le logiciel
Chromquest, en comparant les temps de rétention au standard de calibration. De plus,
I'intégration de chaque pic a été vérifiée et réajustée si nécessaire.

Les acides gras représentés par des pics correspondant a un rapport signal sur bruit
inférieur a 3, ont été considérés comme non détectables. Si ce rapport était compris entre 3
et 10, les acides gras étaient considérés comme détectables mais non quantifiables.

2. Design expérimental

2.1 Conditions expérimentales

Un test alimentaire avec 5 rations (Tableau 3) a été mis en place dans une taurellerie
de ’AWE depuis le 13 avril 2017 et s’est terminé en janvier 2018. Pour le projet Fertiwalim, il
s’agit en fait d’un pré-test, pour lequel tous les taureaux ne regoivent pas tous les régimes
(test exploratoire). Les rations ont été données durant 2 périodes (d’avril 2017 a septembre
2017 et d’octobre 2017 a janvier 2018) séparées par une transition de 1 mois (période de
« wash-out ») (Tableau 4). Ce mois placé apres la premiére période de |'essai alimentaire avait
pour vocation d’alimenter les taureaux avec un régime controle afin de ne pas fausser les
résultats liés au deuxieme régime. Cela a également permis de déterminer la meilleure option
a tester lors de la deuxieme phase. Seulement 3 rations ont pu étre testées sur les taureaux
Holstein en raison du nombre limité d’individus de cette race a 'AWE. L’ensemble des
taureaux étaient présents sur le site de collecte et mis dans des conditions d’alimentation
similaires (régime controle) 2 mois avant le début de I'essai (février 2017).

Tableau 3 Les différentes rations utilisées lors du test alimentaire sur les

taureaux
Ration Spécificité
A Omega3
B Antioxydants
C Oligoéléments
D All-in (omega3-antioxydants-oligoéléments)
Ctrl Contréle
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Tableau 4 Taureaux participants au test alimentaire avec leurs rations recues durant celui-ci
BBB = Blanc bleu belge

Avant avril Avril a septembre Septembre Octobre a janvier
race ration ration ration ration
1 BBB Ctrl A Ctrl B
2 BBB Ctrl A Ctrl B
3 BBB Ctrl A Ctrl B
4 BBB Ctrl A Ctrl B
5 BBB Ctrl A Ctrl B
6 BBB Ctrl A Ctrl B
7 BBB Ctrl B Ctrl A
8 BBB Ctrl B Ctrl A
9 BBB Ctrl B Ctrl A
10 BBB Ctrl B Ctrl A
11 BBB Ctrl B Ctrl A
12 BBB Ctrl B Ctrl A
13 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
14 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
15 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
16 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
17 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
18 BBB Ctrl C Ctrl Ctrl
19 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
20 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
22 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
23 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
24 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
26 BBB Ctrl Ctrl Ctrl D
27 BBB Ctrl D Ctrl C
28 BBB Ctrl D Ctrl C
29 BBB Ctrl D Ctrl C
30 BBB Ctrl D Ctrl C
31 BBB Ctrl D Ctrl C
35| Holstein Ctrl A Ctrl Ctrl
36 | Holstein Ctrl Ctrl Ctrl D
37 | Holstein Ctrl Ctrl Ctrl D
38 | Holstein Ctrl Ctrl Ctrl D
39| Holstein Ctrl Ctrl Ctrl D
40 | Holstein Ctrl D Ctrl A
41 | Holstein Ctrl D Ctrl A
42 | Holstein Ctrl D Ctrl A

2.2 Echantillonnage

La récolte des éjaculats a été effectuée par des bouviers travaillant a 'AWE. La

méthode consiste a placer un vagin artificiel, maintenu a une température équivalente a celle

d’un vagin de vache, sur la verge du taureau en érection et ce, juste avant I’éjaculation. La
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semence étant recueillie dans un petit tube au bout du vagin artificiel. Cette méthode utilisée
a pour but de se rapprocher le plus possible des conditions naturelles.

Durant le test alimentaire, les éjaculats ont été récoltés a 5 moments différents :
- P1=Avril 2017
- P2=Juin 2017
- P3=Septembre 2017
- P4 =Novembre 2017
- P5=Janvier 2018

La qualité de la semence (qualité in vitro, statut oxydatif et acides gras) a été évaluée
lors de ces prélévements pour chaque aliment testé au niveau des partenaires du projet
Fertiwalim (AWE et UCL). Les analyses d’acides gras ont uniquement été réalisées sur les
prélevements d’avril 2017 (P1), de septembre 2017 (P3) et de janvier 2018 (P5). Ces
prélevements correspondent respectivement au régime contréle, au ler régime spécifique et
au 2éme régime spécifique. Pour chaque récolte d’éjaculats, tous les échantillons ont été
placés a une température de 4°C et ramenés a I'UCL afin de séparer le plasma séminal des
spermatozoides.

2.3 Régimes

Chaque taureau a été nourri individuellement au seau, une fois par jour en début
d’aprés-midi (vers 13-14h) tous les jours de la semaine. Les BBB ont recu entre 10 et 12 kg de
concentrés (quantité recue en fonction de leur poids vif). Ils ont également eu accés a du foin
et a de I'herbe quand le temps le permettait. La pature correspondait a + 5 ares par taureau
et était disponible de mars a octobre. Les Holstein ont regu 3,5 kg de concentré et ont eu un
complément de foin. La formulation a été adaptée a leur prise alimentaire au moment du P3 ;
avant cela, ils avaient les mémes rations que les BBB. En revanche, les Holstein n’ont pas eu
acces a la pature.

Chaque taureau a été nourri avec 3 concentrés différents parmi les 5 concentrés testés
dans ce test alimentaire exploratoire et développés sous forme de mix par I'entreprise
Dumoulin. Hormis le régime contrble, trois régimes ont été enrichis respectivement en
omega3, en antioxydants et en oligoéléments, un cinquieme régime a été enrichi a la fois en
omega3, en antioxydants et en oligoéléments. La composition des 5 concentrés utilisés est
indiquée dans le Tableau 5.

Le concentré controle a été élaboré afin de répondre au mieux aux besoins des
animaux d’un point de vue des apports en protéines, en énergie, en fibres mais également en
vitamines et minéraux, sans ajouter en trop grosse quantité les nutriments d’intérét ayant un
effet plus ou moins direct sur la fertilité des taureaux. Remarquons que les omega3 et 6 de la
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matiére grasse proviennent respectivement des graines de lin et du tamisage de flocons de
mais (riches en germes de mais).

Tableau 5 Composition des différents concentrés (g/kg de matiére séche) utilisés lors du test alimentaire sur les taureaux

Omega3 Antioxydants | Oligoéléments All-in Controle
Nutriments Concentration | Concentration | Concentration | Concentration | Concentration
(g/kg) (s/kg) (g/kg) (g/kg) (s/kg)
VEVI 1070 1019 1027 1065 1022
Protéines brutes 158 159 160 155 159
Amidon 118 128 129 117 135
Sucres 75 66 67 73 64
M?g‘:’: gg;:;“ 50 (14) 43 (3,7) 43 (3,7) 52 (13,5) 41 (3,7)
Cellulose 120 119 120 117 120
Zn 0,140 0,150 0,185 0,175 0,150
Cu 0,031 0,031 0,039 0,040 0,031
Se 0,0008 0,0010 0,0008 0,0010 0,0008
| 0,0038 0,0034 0,0049 0,0053 0,0034
Vitamine E 0,160 0,049 0,050 0,146 0,050
B-caroténe 0 0,047 0 0,047 0

VEVI = VoederEenheid Vleesvee Intensief (= valeur énergétique pour la production de viande)

Le concentré enrichi en omega3 correspond au concentré contrdle (90%) supplémenté
par 10% d’un extrudé riche en graines de lin (Linamix). Afin d’éviter une peroxydation lipidique
trop importante, le Linamix contenait des teneurs importantes en vitamine E, ce qui explique
une teneur en vitamine E plus élevée comparée a celle du concentré contréle (160 vs 50

mg/kg).

Le concentré enrichi en antioxydants correspond au concentré contréle dont 30 % des
matieres premieres ont été granulées avec les antioxydants d’intérét. Les teneurs en R-
caroténe (47 vs 0 mg/kg) et en sélénium (1 vs 0,8 mg/kg) sont plus élevées comparées a celles
du concentré contréle.

Le concentré enrichi en oligoéléments correspond au concentré contréle dont 30 %
des matieres premieres ont été granulées avec des oligoéléments chélatés et de I'iodate de
calcium. Les valeurs nutritionnelles de ce concentré sont trés proches de celles du concentré
contréle hormis les teneurs en zinc (185 vs 150 mg/kg), en cuivre (39 vs 31 mg/kg) et en iode
(4,9 vs 3,4 mg/kg) qui ont été augmentées.

32



Le concentré All-in, enrichi en omega3, en antioxydants et en oligoéléments, combine
I’ensemble des caractéristiques des 3 concentrés spécifiques vus précédemment.

3. Analyses statistiques

En raison du nombre limité de taureaux Holstein, I'analyse statistique a été réalisée
uniguement sur les données des taureaux BBB. Pour ce faire, le logiciel SAS a été utilisé.

Le jeu de données pour les taureaux BBB, en lien avec le design expérimental vu
précédemment, posséde de multiples particularités. En effet, nous avons un jeu de données
répétées, a savoir que la détermination du profil en acides gras des spermatozoides pour un
méme taureau, a été réalisée a trois moments différents, sur une période allant d’avril 2017
a janvier 2018. Les données, pour un méme taureau, ne sont donc pas indépendantes les unes
des autres. De plus, le profil en acides gras des spermatozoides au moment du P1 (=
prélevement aprés un méme régime suivi pendant deux mois par tous les taureaux du test
alimentaire) est propre a chaque taureau et sera considéré comme une « baseline ». Nous
partons du principe que la variation des données en P3 et P5 comporte une part liée a chaque
taureau. Par conséquent, cette « baseline » permet de corriger I'effet taureaux.

Le modele mixte est le modeéle idéal qui aurait pu permettre de tester en une seule fois
I'effet régime et I'effet saison. Malheureusement, la structure des données ne permet pas
I’analyse de celles-ci par un modele mixte. En effet, nous n’avons pas un plan correctement
balancé (ex : si nous regardons par groupe de taureaux, le régime A est associé avec le régime
B mais n’est jamais associé avec les autres régimes).

Un modele linéaire général (GLM) a un facteur fixe (la saison ou le régime) a été utilisé
pour réaliser les analyses statistiques des données qui nont pas été transformées. Par
conséquent, deux analyses statistiques ont été réalisées, I'une par régime et l'autre par
prélevement. Dans un premier temps, les proportions des différents acides gras présents dans
les spermatozoides de BBB ont été analysées par régime (ctrl ou A ou B ou C ou D) afin de
déterminer un éventuel effet saison par régime. Si I'hypothése nulle (= pas de différences
entre prélevements) était rejetée (p-valeur < 0,05), cela signifierait la présence d’un effet
saison pour un certain régime. En revanche, si I’hypothese nulle n’était pas rejetée (p-valeur
> 0,05), cela signifierait qu’il n’y aurait pas d’effet saison. Dans un deuxiéme temps, les
proportions ont été analysées par prélevements (P3 et P5) dans le but de déterminer un
éventuel effet régime. Si I’hypothese nulle (= pas de différences entre régimes) était rejetée
(p-valeur < 0,05), un test de comparaisons multiples (test de Tukey) serait effectué pour
déterminer si oui ou non, un régime serait différent d’'un autre. Si I’'hypothése nulle n’était pas
rejetée (p-valeur > 0,05), cela voudrait dire qu’il n’y aurait pas d’effet régime.
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Résultats et discussions

L’objectif de ce mémoire est dans un premier temps de caractériser la composition en
acides gras des spermatozoides de taureaux BBB ayant recu des régimes alimentaires
différents sur une période allant d’avril 2017 a janvier 2018. Dans un deuxiéme temps,
I'objectif est de corréler la composition en acides gras des spermatozoides avec les
paramétres de qualité de ces mémes spermatozoides aprés décongélation (mobilité et
mobilité progressive).

1. La mise au point

1.1 Le test de répétabilité

En raison des différentes analyses devant étre réalisées sur les spermatozoides issus
d’un méme éjaculat, une faible quantité de spermatozoides (entre 100 et 150 mg) était
destinée a la détermination des profils en acides gras. Cette faible quantité ne permettant pas
de réaliser des réplicas, un test de répétabilité a été effectué en amont de I'analyse des
échantillons du test alimentaire.

Le test de répétabilité a été effectué sur des échantillons de spermatozoides issus
d’éjaculats de deux taureaux BBB et de deux taureaux Holstein ne participant pas au test
alimentaire. Chaque analyse a été effectuée dans son entiereté une seconde fois afin de
comparer deux a deux les pourcentages des différents acides gras provenant des
spermatozoides issus du méme éjaculat de taureau.

Les Figures ci-dessous reprennent les acides gras les plus présents dans les
spermatozoides. Elles représentent le pourcentage de C14:0, C16:0 et C18:0 (Fig.7) le
pourcentage de LA, AA et DPA n-3 (Fig.8) et le pourcentage de DHA (Fig.9) sur le total des
acides gras identifiés. Les taureaux n°l et 2 sont des BBB, les taureaux n°3 et 4 sont des
Holstein. On peut constater une trés faible variabilité entre les deux réplicas (A et B). En effet,
on observe en moyenne une variabilité inférieure a 2 % entre les réplicas, ce qui nous indique
la bonne répétabilité des analyses. Ce test de répétabilité étant concluant, cela a permis de
travailler sans réplicas lors de I'analyse des échantillons provenant des taureaux ayant suivi le
test alimentaire.
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Figure 7 Teneurs en acides myristique (C14:0), palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0) (en pourcents des acides gras totaux
identifiés) dans les échantillons de spermatozoides de taureaux BBB (n°1 et 2) et Holstein (n°3 et 4) analysés deux fois (A
et B)
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Figure 8 Teneurs en acides linoléique (LA), arachidonique (AA) et docosapentaénoique omega6 (DPA n-6) (en pourcents
des acides gras totaux identifiés) dans les échantillons de spermatozoides de taureaux BBB (n°1 et 2) et Holstein (n°3 et
4) analysés deux fois (A et B)

LA = acide linoléique, AA = acide arachidonique, DPA n-6 = acide docosapentaénoique omega6
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Figure 9 Teneurs en acide docosahexaénoique (DHA) (en pourcents des acides gras totaux identifiés) dans les échantillons
de spermatozoides de taureaux BBB (n°l et 2) et Holstein (n°3 et 4) analysés deux fois (A et B)
DHA = acide docosahexaénoique

1.2 Les acides gras non identifiés

Aprés la préparation et le passage en chromatographie en phase gazeuse des 111
échantillons (37 taureaux avec 3 prélevements par taureau), les chromatogrammes ont été
analysés (Fig.10). Chaque pic représente un acide gras. La surface sous chaque pic est
proportionnelle a la concentration de I’acide gras dans I’échantillon (quantité en mg d’acides
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gras par ml de solution injectée). Plus les nombres de carbones et de désaturations de I'acide
gras augmentent, plus I'acide gras est retenu dans la colonne de la chromatographie en phase
gazeuse.

On identifie les pics a I'aide d’un standard de calibration contenant 43 acides gras.
Malheureusement, certains acides gras restent non identifiés étant donné que ce standard de
calibration ne reprend pas I'ensemble des acides gras existants dans les spermatozoides. Un
acide gras non identifié attire particulierement I'attention étant donné qu’il se retrouve en
grande quantité dans les spermatozoides (également dans le plasma séminal) des taureaux
BBB et Holstein. Cet acide gras est le deuxieme acide gras le plus présent dans les
spermatozoides apres le DHA. Son pic apparait aprés 16min20s entre le C15:0 et le C16:0. Il
sera nommé |'acide gras « X » dans la suite de ce mémoire et sera placé dans une classe
d’acide gras supplémentaire (XFA) tant que nous ne savons pas encore combien de carbones
et de désaturations il possede.
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Figure 10 Fractions d’un chromatogramme d’acides gras obtenu a partir d’'un échantillon de spermatozoides d’un
taureau BBB
DHA = acide docosahexaénoique

La proportion de cet acide gras « X » dans I'échantillon a été déterminée par rapport
au pic du C16:0 se trouvant dans le méme échantillon. Pour ce faire, une régle de trois a été
réalisée. En connaissant I’aire sous le pic du C16:0 correspondant a une quantité en mg d’acide
gras par ml de solution injectée (hexane), nous pouvons déterminer la quantité de cet acide
gras « X » dans I’échantillon sur base de l'aire sous son pic qui est connue. On parlera
d’équivalent de C16:0 c’est a dire que si cet acide gras « X » avait été du C16:0, on aurait eu la
guantité déterminée par la régle de trois citée précédemment.
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En tenant compte de son temps de rétention (16min20s), nous pouvons d’ores et déja
avancer quelques hypotheses concernant la structure de cet acide gras « X » non identifié,
largement présent dans les échantillons de spermatozoides. Compte tenu du fait que le temps
de rétention augmente avec I'augmentation du nombre de carbones et de désaturations de
I'acide gras, le pic de I'acide gras « X » situé avant celui du C16:0, nous laisse supposer qu’il
s’agit d’un acide gras avec moins de 16 carbones. De surcroit, sortant juste aprés le C15:0, il
est trés peu probable qu’il soit composé de 15 carbones et d’'une ou plusieurs désaturations.
En effet, si on compare les temps de rétention entre le C14:0 et le C14:1 cis9 ou encore ceux
entre le C16:0 et le C16:1 cis9, nous constatons une différence beaucoup plus importante
(environ 1min30s) par rapport a la différence des temps de rétention entre le C15:0 et I'acide
gras « X » (environ 20s). Sur bas de I'ensemble de ces considérations, nous avangons
I’hypothése que I'acide gras « X » contienne une chaine carbonée composée de 14 carbones
avec une ou plusieurs désaturations ou bien qu’il s’agisse d’un acide gras branché a 15
carbones (iso ou antéiso) d’origine bactérienne.

Ce chromatogramme type (Fig.10) présente les 5 acides gras majeurs dans les
spermatozoides : le C14:0, I'acide gras « X », le C16:0, le C18:0 et le DHA. On constate un pic
important sortant aprés 10min 50s, correspondant au C11:0 qui est un acide gras non présent
dans les spermatozoides. Cet acide gras a été rajouté lors de I’'analyse et correspond au
standard d’injection permettant de vérifier |'exactitude des volumes injectés et de corriger les
erreurs potentielles. Il n’est pas pris en compte dans les profils en acides gras.

A la suite de cette mise au point et pour le reste de ce mémoire, il a été décidé que la
teneur en acides gras des spermatozoides sera uniquement exprimée en pourcentage sur le
total des acides gras identifiés. Lorsque I'on parlera de « total des acides gras identifiés », cela
reprendra les acides gras déterminés a I'aide du standard de calibration (43 acides gras), mais
également I'acide gras « X » dont on ne connait pas 'identité. Les acides gras seront répartis
en quatre classes : SFA, MUFA, PUFA et XFA, cette derniere classe reprenant uniquement
I’acide gras « X ».

1.3 Le profil en acides gras du plasma séminal

Lors de la mise au point, différents dosages du plasma séminal ont été réalisés sur des
échantillons provenant de taureaux BBB et Holstein n’entrant pas dans le test alimentaire.
Pour un méme taureau, on constate le méme genre de profil en acides gras entre les
spermatozoides (Fig.10) et le plasma séminal (Fig.11). En effet, tout comme dans les
spermatozoides, on remarque la présence de 5 acides gras majeurs : le C14:0, I'acide gras
« X », le C16:0, le C18:0 et le DHA. Le C11:0 est rajouté lors de I’analyse et le DHA est I'acide
gras le plus présent dans le liquide séminal.

La mise au point du protocole expérimental permettant de déterminer le profil en
acides gras du plasma séminal est expliqué dans la section Matériel et Méthodes. En revanche,
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le liquide séminal issu de taureaux ayant participé au test alimentaire sera analysé
ultérieurement en raison du manque de temps. Par conséquent, nous nous sommes
concentrés dans ce mémoire sur les dosages des spermatozoides de taureaux ayant participé
au test alimentaire.
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Figure 11 Fractions d’un chromatogramme d’acides gras obtenu a partir d’un échantillon de plasma séminal d’un
taureau BBB
DHA = acide docosahexaénoique

2. La quantification des acides gras

La quantification des acides gras dans les spermatozoides de taureau n’a
malheureusement pas pu étre réalisée dans ce mémoire. En effet, nous pouvons constater
une grande différence en comparant les Figures 12 et 13 ci-dessous. Ces deux figures
correspondent respectivement a la quantité d'acides gras par gramme de spermatozoides et
par milliard de spermatozoides pour les 37 taureaux du test alimentaire lors du prélévement
d’avril 2017. Il aurait pourtant été logique d’observer les mémes tendances quantitatives sur
les Figures 12 et 13 malgré I'expression différente de ces résultats (quantité vs nombre de
spermatozoides). L'absence de corrélation indique que la quantification des spermatozoides
par grammes et/ou par nombre n’est pas robuste. En définitive, aucune corrélation n’a pu
étre établie entre ces deux types de quantifications, aussi bien pour le prélévement d’avril
2017 que pour ceux de septembre 2017 et de janvier 2018.
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Figure 12 Quantité d'acides gras (en milligrammes d’acides gras par gramme de spermatozoides) dans les
échantillons des 37 taureaux du test alimentaire lors du prélévement d’avril 2017

w70 —
% 691
‘© i P
N 60 633
S 620
© [cenll568 — 585 571 567 585
£ — >0 549
L 50 [525 —
] 506| o
e o 487 —
@ 468 470 460 452 456 469 471
(] 438 1
5 a0 — —_— 416|415 a3 [
ko] 396 388|[395 — 392
ol 369 382
2 335 335
= W 319 - 333
S~ 243
B0 200
< 196

100

]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23 24 26 27 28 29 30 31 35 36 37 38 39 40 41 42

Figure 13 Quantité d'acides gras (en microgrammes d’acides gras par milliard de spermatozoides) dans les
échantillons des 37 taureaux du test alimentaire lors du prélevement d’avril 2017

Au niveau de la détermination des masses exactes de spermatozoides utilisées pour
les prises d’essai, le probleme vient probablement des variations importantes de masse des
tubes vides (une moyenne de 990 mg avec un écart-type de + 20 mg a été déterminée pour
10 tubes vides similaires a ceux utilisés dans I’expérience), alors qu’une valeur moyenne a été
utilisée pour retirer la masse des tubes vides de la masse mesurée des tubes contenant les
culots de spermatozoides. Pour étre plus précis, il aurait été nécessaire de peser chaque tube
vide spécifiquement.

Quant a la détermination du nombre exact de spermatozoides utilisés pour les prises
d’essai, I'imprécision est également non négligeable étant donné les pertes lors de leur
transfert dans les tubes spécifigues du MagNA lyser (Roche Diagnostics, Mannheim,
Allemagne) aprés leur dispersion dans 800 ul d’eau milli-Q, et lors de leur transfert ultérieur
vers les tubes Pyrex pour réaliser la suite de I'extraction lipidique.
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3. Les profils en acides gras des spermatozoides

Les profils en acides gras des spermatozoides de taureaux BBB et Holstein en fonction
des différents régimes recus (P1, P3 et P5), se trouvent en annexe (Annexes 1 a 6). Les acides
gras sont exprimés en pourcentage sur le total des acides gras identifiés. On remarque la
présence de 5 acides gras majeurs : le C18:0, le C14:0, le C16:0, I'acide gras « X » et le DHA,
cités dans I'ordre croissant de leur présence au sein des spermatozoides. Quelques exceptions
peuvent étre constatées chez certains taureaux ou la proportion de C18:0 est plus importante
gue celle du C14:0.

Sur les 43 acides gras du standard de calibration, 15 acides gras sont en-dessous de la
limite de détection dans les spermatozoides (Tab.6). On constate notamment que |'acide
ruménique, le CLA majoritaire issu de la biohydrogénation dans le rumen causée
principalement par les bactéries, fait partie de cette liste.

Le transfert de I'acide ruménique présent dans le rumen vers les spermatozoides des
taureaux n’a pas lieu alors qu’il est réalisé vers le lait des vaches. Deux hypothéeses peuvent
étre mentionnées quant a ce non transfert vers les spermatozoides. Le rumen étant moins
efficace chez les taureaux que chez les vaches, la production d’acides conjugués tel que I'acide
ruménique serait moins importante. De plus, les transporteurs spécifiques situés au niveau de
la barriere hémato-testiculaire permettant le passage des acides gras du sang vers |'intérieur
du tube séminifere (Cheng et al., 2012) ne seraient pas capables de transporter les acides gras
cités dans le Tableau 6 et notamment 'acide ruménique.

Tableau 6 Les acides gras non présents dans les spermatozoides mais présents dans le
standard de calibration

SFA MUFA PUFA
C6:0 C14:1¢9 C18:2t9,t12
C8:0 C16:1t9 C18:2 ¢c9t11 (CLA)
C11:0 C18:1t9 C18:3¢6,c9,c12
C19:0 C18:1t11 C18:4 ¢6,¢9,c12,c15
C24:0 C24:1c15 C20:4 c8,c11,c14,c17

SFA = acides gras saturés, MUFA = acides gras monoinsaturés, PUFA = acides gras
polyinsaturés, CLA = acide linoléique conjugué

Dans la suite de ce chapitre « Résultats et Discussions », nous nous focaliserons
uniquement sur deux acides gras. L'un étant un omega3 (DHA) et l'autre étant un
omegab (AA). Il nous semblait important d’analyser individuellement les proportions en DHA
des autres omega3 étant donné qu’il améliore la fluidité membranaire des spermatozoides.
De plus, il est I'acide gras le plus présent dans les spermatozoides des taureaux (Argov et al.,
2013 ; Giirler et al., 2015). Il nous semblait également important d’analyser individuellement
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les proportions en AA indépendamment des autres omega6. En effet, 'AA (C20:4 n-6) fait
partie des deux acides gras omegab6 les plus présents dans les spermatozoides de taureaux
(I'autre étant le DPA n-6). De plus, il joue un role important dans les réactions inflammatoires
via notamment la synthése de prostaglandines.

Une anomalie est survenue dans la détermination du profil en acides gras du taureau
n°13 en P1, aprés avoir suivi le régime contréle. En effet, la proportion de AA était égale a
13,30 %. Or cette proportion est en moyenne égale a 3 % chez tous les autres taureaux (BBB
et Holstein), peu importe le prélevement (P1, P3 et P5) et les régimes suivis. De plus, la
proportion de AA pour le taureau n°13 en P3 et P5 correspond a la moyenne citée
précédemment. Par conséquent, cette anomalie diminuant les proportions des autres acides
gras et classes d’acides gras, a été corrigée afin de pas avoir de statistiques faussées par cette
valeur. Pour ce faire, la proportion anormale de AA % du taureau n°13 a été remplacée par la
moyenne de celles des taureaux n°14 a 18 en P1 (taureaux ayant recu les mémes régimes que
le n°13 tout au long du test alimentaire). Cette moyenne est égale a 3,19 % (Annexe 1).

3.1 La présentation des résultats

Dans un premier temps, les proportions en DHA, en AA et celles des différentes classes
d’acides gras dans les spermatozoides de BBB seront analysées par régime (ctrl ou A ou B ou
C ou D), ceci afin de déterminer un éventuel effet saison. Pour rappel, P3 correspond au
prélevement des éjaculats en septembre 2017, apres le premier régime spécifique et P5
correspond au prélévement de janvier 2018, apres le deuxieme régime spécifique. Afin de
visualiser graphiquement I’effet saison sur les proportions, deux graphes seront comparés. Le
premier graphe correspondra au groupe de 6 taureaux (n°1 a 6) ayant suivi la ration A puis B,
respectivement en P3 et en P5. Le deuxieme graphe correspondra au groupe de 6 taureaux
(n°7 a 12) ayant suivi la ration B puis A, respectivement en P3 et en P5. La dynamique
temporelle des proportions pour les autres groupes de taureaux BBB (n°13 a 18, n°19 a 26 et
n°27 a 31) se trouve en annexe (Annexe 7 a 22). Etant donné que I'on ne retrouve pas de
couples inversés comme pour les deux premiers groupes cités précédemment, on ne saurait
pas les comparer visuellement. De plus, en raison du nombre limité de taureaux Holstein dans
le protocole expérimental, on ne pourrait pas tirer de conclusions visuelles a ce stade.

Dans un second temps, les proportions seront analysées soit en regroupant, soit en
séparant les deux prélévements (P3 et P5) correspondants a un méme régime, dans le but de
déterminer un éventuel effet régime. Afin de visualiser graphiquement I'effet régime, un
graphique sera présenté sous forme de box plot. Les box plot reprenant les proportions en
fonction des différents régimes pour les taureaux Holstein, sont placés en annexe (Annexe 23
a 25). En effet, hormis les box plot pour le DHA sur lequel on constate une grande différence
avec ceux des BBB, les autres ne seront pas analysés en raison du nombre limité de taureaux
Holstein dans le protocole expérimental.
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3.2 L'effet saison et I'effet régime sur les proportions de I'acide
docosahexaénoique

a) L’effet saison

Avec I'analyse par régime pour les deux premiers groupes de taureaux (n°1 a 6 et n°7
a 12) ayant suivi les régimes A et B dans un ordre inversé (Fig.14), on peut déterminer
visuellement s’il y a un effet saison. En I'occurrence, il semblerait qu’il n’y ait pas d’effet saison
sur les proportions en DHA pour les régimes A et B. En effet, on observe visuellement une
légere diminution d’environ 5 % en DHA entre P3 et P5 sur la gauche de la Figure 14. A
I'inverse, on remarque une légere augmentation d’environ 5 % en DHA entre P3 et P5 sur la
droite de la Figure 14.
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Figure 14 Proportions en acide docosahexaénoique (DHA) dans les spermatozoides de BBB, aprés le régime A en P3 et
le régime B en P5 (gauche), aprés le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. DHA = acide docosahexaénoique

Au niveau statistique, aucune différence significative entre prélévements (P3 et P5) n’a
pu étre constatée sur les proportions en DHA dans les spermatozoides pour les régimes
contréle, A, B, C et D. Par conséquent, il n’y a aucun effet saison sur les proportions en DHA
pour chacun des régimes: contréle (p-valeur = 0,5525), omega3 (p-valeur =0,4308),
antioxydants (p-valeur = 0,6609), oligoéléments (p-valeur = 0,4777) et all-in (p-valeur =
0,2907).

b) L’effet régime

Si nous analysons les proportions en DHA en fonction des différents régimes (sans tenir
compte qu’il y ait eu deux prélévements, en P3 et en P5) nous pouvons observer visuellement
un effet régime sur ces proportions (Fig.15). En effet, il semblerait qu’il y ait une différence
entre les régimes suivant : omega3 (A) vs contrdle (ctrl), omega3 (A) vs antioxydants (B),
omega3 (A) vs oligoéléments (C), all-in (D) vs contréle (ctrl), all-in (D) vs antioxydants (B), all-
in (D) vs oligoéléments (C).

Il est intéressant d’observer qu’il existe pour un méme régime, une proportion
moyenne en DHA plus élevée dans les spermatozoides de taureaux Holstein comparée a celle
des spermatozoides de taureaux BBB (Fig.15). En effet, on observe respectivement une
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moyenne en DHA dans les spermatozoides de Holstein égale a 39 %, 41 % et 39 % pour les
régimes controle, omega3 et all-in contre 33 %, 37 % et 36 % de DHA dans les spermatozoides
de BBB. En revanche, cette information demande a étre confirmée par d’autres analyses sur
les taureaux Holstein étant donné leur nombre limité dans ce protocole expérimental.
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Figure 15 Proportions en acide docosahexaénoique (DHA) dans les spermatozoides (gauche) et dans le plasma séminal
(droite) de taureaux BBB pour les deux préléevements cumulés (P3 et P5)

Les concentrés sont définis au Tableau 5. Le nombre de taureaux par régime est indiqué entre parenthéses. DHA = acide
docosahexaénoique

Avec I'analyse par prélévement, on constate pour les échantillons analysés en P3, un
effet régime sur la proportion en DHA dans les spermatozoides de BBB (p-valeur = 0,0001). En
effet, il y a des différences significatives entre les régimes suivants : A vs controle (p-valeur =
0,0002), A vs B (p-valeur = 0,0021), A vs C (p-valeur = 0,0145) et D vs contréle (p-valeur =
0,0096). On constate également pour les échantillons analysés en P5, un effet régime sur la
proportion en DHA dans les spermatozoides de BBB (p-valeur = 0,0038). En effet, il y a des
différences significatives entre les régimes suivants : A vs contrdle (p-valeur = 0,0080), A vs B
(p-valeur = 0,0060) et A vs C (p-valeur =0,0241).

Compte tenu du fait qu’il n’y ait pas d’effet saison sur la proportion en DHA quel que
soit le régime, on peut déduire des résultats qu’un régime enrichi en omega3, plus
particulierement en ALA, augmente la proportion en DHA dans les spermatozoides de BBB. En
effet, les ALA vont successivement étre désaturés et allongés pour former des acides gras
omega3 plus longs et plus insaturés, notamment le DHA. Les régimes enrichis en antioxydants
et en oligoéléments n’influencent pas la proportion de DHA dans les spermatozoides de
taureaux BBB. En revanche, les antioxydants et les oligoéléments ajoutés a un régime enrichi
en omega3, tendent a diminuer l'augmentation des proportions en DHA dans les
spermatozoides de BBB sans que I'effet soit significatif.
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3.3 L'effet saison et 'effet régime sur les proportions de I'acide arachidonique
a) L’effet saison

La Figure 16 montrant la dynamique saisonniére des proportions en AA par régime (A
et B), est plus compliquée a interpréter visuellement. En effet, hormis quelques taureaux, il y
a une sorte de constance au niveau des proportions en AA entre P3 et P5, ce qui peut laisser
penser qu’il n’y ait pas d’effet saison sur ces proportions pour les régimes A et B.
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Figure 16 Proportions en acide arachidonique (AA) dans les spermatozoides de BBB, aprés le régime A en P3 et le régime
B en P5 (gauche), aprés le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. AA = acide arachidonique

Au niveau statistique, tout comme pour le DHA, les analyses par régime permettent de
ne constater aucun effet saison sur les proportions en AA dans les spermatozoides de BBB.
Par conséquent, aucune différence significative entre prélévements (P3 et P5) n’a pu étre
constatée sur les proportions en AA pour I'ensemble des régimes : contrdle (p-valeur =
0,5525), omega3 (p-valeur =0,4308), antioxydants (p-valeur = 0,6609), oligoéléments (p-
valeur = 0,4777) et all-in (p-valeur = 0,2907).

b) L’effet régime

L’analyse rassemblant les proportions en AA (sans tenir compte qu’il y ait deux
prélevements en P3 et P5) en fonction des différents régimes, ne nous permet pas d’observer
visuellement un effet régime sur ces proportions. On remarque une constance dans les
proportions en AA pour chacun des régimes (+ 3 %) (Fig.17).
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Figure 17 Proportions en acide arachidonique (AA) dans les spermatozoides de BBB pour les deux prélevements
cumulés (P3 et P5)

Les concentrés sont définis au Tableau 5. Le nombre de taureaux par régime est indiqué entre parentheses. AA = acide
arachidonique

Concernant I'analyse par prélevement, on ne constate aucun effet régime sur la
proportion en AA dans les spermatozoides de BBB pour les échantillons analysés en P3 et en
P5 (p-valeur = 0,6949 et p-valeur = 0,5441 respectivement).

En tenant compte du fait qu’il n’y ait pas d’effet saison sur la proportion en AA quel
que soit le régime, on peut dire que les régimes enrichis en antioxydants ou en oligoéléments
n‘ont pas d’impacts sur la proportion en AA dans les spermatozoides de taureaux. De plus,
I’AA (C20:4 n-6) étant un acide gras omegab, il est tout a fait normal de ne pas observer
d’augmentation de sa proportion aprés un régime enrichi en omega3. |l est encore plus normal
de visualiser une trés légere baisse de la proportion en AA pour le régime omega3 ou le régime
all-in par rapport aux autres régimes, méme si les différences ne sont pas significatives d’un
point de vue statistique. Si les résultats étaient significatifs, cela confirmerait qu’il existe bien
deux voies métaboliques de bioconversion des acides gras. En effet, étant donné que ce sont
les mémes enzymes qui réalisent la bioconversion du ALA et du LA en acides gras plus longs
et plus insaturés, [l'ajout supplémentaire de ALA dans l'alimentation des taureaux
provoquerait une compétition entre les deux voies de bioconversion (William, 2000). Dans le
cas d’un régime enrichi en omega3, les enzymes favoriseraient la voie de bioconversion des
omega3 au dépend de celle des omega6. Ceci impliquerait qu’apres un régime enrichi en
omega3, on pourrait retrouver une proportion légerement plus élevée en omega3 et une
proportion légerement diminuée en omegab6 dans les spermatozoides.
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3.4 L'effet saison et 'effet régime sur les proportions des différentes classes
d’acides gras

a) L’effet saison

L'analyse par régime permet de constater visuellement un effet saison sur les
proportions en MUFA (Fig.19) et en XFA (Fig.21) pour les régimes A et B. Il est difficile de
déterminer visuellement un éventuel effet saison pour la proportion en SFA (Fig.18) et en
PUFA (Fig.20) en raison notamment d’une variabilité plus élevée entre taureaux pour ces deux
classes d’acides gras.
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Figure 18 Proportions en acides gras saturés (SFA) dans les spermatozoides de BBB, aprés le régime A en P3 et le régime
B en P5 (gauche), apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. SFA = acides gras saturés
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Figure 19 Proportions en acides gras monoinsaturés (MUFA) dans les spermatozoides de BBB, aprés le régime A en P3
et le régime B en P5 (gauche), apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. MUFA = acides gras monoinsaturés
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Figure 20 Proportions en acides gras polyinsaturés (PUFA) dans les spermatozoides de BBB, apreés le régime A en P3 et
le régime B en P5 (gauche), apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. PUFA = acides gras polyinsaturés
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Figure 21 Proportions en acide gras « X » (XFA) dans les spermatozoides de BBB, apreés le régime A en P3 et le régime B
en P5 (gauche), apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5. XFA = acide gras « X »

Au niveau statistique, on constate un effet saison sur les proportions en SFA dans les
spermatozoides de BBB seulement pour le régime controle (p-valeur = 0,0077). En revanche,
on ne constate aucun effet saison pour les autres régimes : A (p-valeur = 0,1089), B (p-valeur
=0,3287), C (p-valeur = 0,2341) et D (p-valeur = 0,8132).

Pour les proportions en MUFA dans les spermatozoides de BBB, on constate un effet
saison pour les régimes suivants : A (p-valeur = 0,0015), B (p-valeur = 0,0048) et contrdle (p-
valeur = 0,0008). En revanche, on constate aucun effet saison pour les régimes C (p-valeur =
0,0764) et D (p-valeur = 0,0604).

Concernant les proportions en PUFA dans les spermatozoides de BBB, on ne constate
aucun effet saison pour | ‘ensemble des régimes testés : contréle (p-valeur = 0,0969), A (p-
valeur = 0,6031) et B (p-valeur = 0,4572), C (p-valeur = 0,2889) et D (p-valeur =0,7937).

Pour les proportions en XFA dans les spermatozoides de BBB, on constate un effet
saison pour les régimes suivants : controle (p-valeur = 0,0021), A (p-valeur = 0,0025) et C (p-
valeur = 0,0088). En revanche, on ne constate aucun effet saison pour les régimes B (p-valeur
=0,0749) et D (p-valeur = 0,1401).

b) L’effet régime

Si nous analysons ensemble, les proportions des différentes classes d’acides gras dans
les spermatozoides de BBB, en P3 et P5, en fonction des différents régimes, nous pouvons
observer visuellement quelques tendances (Fig.22). Il semblerait qu’il y ait une différence
biologique des proportions pour les régimes A et B par rapport aux régimes controle, C et D.
En effet, on constate visuellement pour les régimes A et B une légere diminution des
proportions de SFA et de MUFA par rapport aux autres régimes, ce qui va de pair avec une
légere augmentation des proportions en PUFA et XFA.

On retrouve en moyenne dans les spermatozoides de taureaux BBB : 26 % de SFA, 3
% de MUFA, 49 % de PUFA et 22 % de XFA (pourcentage exprimé en pourcentage des acides
gras identifiés totaux).
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Figure 22 Proportions des différentes classes d’acides gras dans les spermatozoides de BBB pour les deux
prélevements cumulés (P3 et P5)

Les concentrés sont définis au Tableau 5. Le nombre de taureaux par régime est indiqué entre parenthéses.

SFA = acides gras saturés, MUFA = acides gras monoinsaturés, PUFA = acides gras polyinsaturés, XFA = acide gras « X »

Concernant l'analyse par prélevement, on ne constate statistiquement pour les
échantillons analysés en P3 et P5 aucun effet régime sur la proportion de SFA (p-valeur =
0,3310 et p-valeur = 0,0600 respectivement), de MUFA (p-valeur = 0,1871 et p-valeur =0,7740
respectivement) et de PUFA (p-valeur = 0,6151 et p-valeur = 0,0935 respectivement) dans les
spermatozoides de BBB. On n’observe également aucun effet régime sur la proportion de XFA
pour les échantillons analysés en P3 (p-valeur = 0,2993). En revanche, on constate pour les
échantillons analysés en P5, un effet régime sur la proportion de XFA (p-valeur = 0,0355) dans
les spermatozoides de BBB. En effet, il y a notamment des différences significatives entre les
régimes A et D (p-valeur = 0,0383).

Seul le régime D ne comporte aucun effet saison pour I'ensemble des différentes
classes d’acides gras. Par conséquent, en raison de I'effet saison qui interfére avec I'effet
régime, I'interprétation des résultats ci-dessous est a prendre avec circonspection. Pour éviter
cet effet saison, il aurait fallu avoir un protocole expérimental plus robuste. En effet, en
augmentant le nombre de taureaux par régime et en réalisant un carré latin dans lequel
chaque taureau est son propre controle, on pourrait annuler I'effet saison et augmenter la
puissance statistique.

Méme si statistiquement il n’y a pas de différences significatives, on visualise des
différences dans les proportions des différentes classes d’acides gras pour les régimes A et B
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par rapport aux autres régimes. En effet, il semblerait qu’un régime enrichi en omega3 ou en
antioxydants, augmenterait légerement la proportion de PUFA et de XFA dans les
spermatozoides de BBB. L’augmentation de la proportion en PUFA avec un régime enrichi en
omega3 semble concorder avec notre premiere constatation. En effet, un supplément en ALA
dans 'alimentation des taureaux BBB permettrait d’augmenter la présence d’omega3, plus
longs et plus insaturés, dans leurs spermatozoides. Cette augmentation en omega3 ferait par
conséquent, augmenter la proportion de PUFA dans les spermatozoides et diminuerait la
proportion de SFA. Par conséquent, nourrir des taureaux avec un régime enrichi en omega3
permettrait une diminution moins forte de la proportion en PUFA des spermatozoides, liée la
cryopréservation et aux ROS (Khoshvaght et al., 2016). En revanche, il semble surprenant
gu’un régime enrichi en antioxydants augmente la proportion en PUFA étant donné que nous
n'avons constaté précédemment aucun effet de ce régime sur la proportion en DHA et en AA.
Il est difficile de tirer des conclusions concernant I’'augmentation visuelle de la proportion en
XFA avec un régime enrichi en omega3 ou en antioxydants, étant donné que nous ne
connaissons pas la structure de cet acide gras non identifié.

4. La qualité des spermatozoides apres décongélation

4.1 l'effet saison et 'effet régime sur la qualité des spermatozoides apres
décongélation

Les parametres testés pour évaluer la qualité des spermatozoides sont la mobilité et
la mobilité progressive aprés décongélation des spermatozoides de taureaux BBB. On constate
logiqguement que la mobilité (+ 55 %) est plus élevée que la mobilité progressive (+ 25 %)
d’environ 30 % en moyenne (Fig.25)

a) L’effet saison

Avec I'analyse par régime, on observe visuellement de fortes variations au niveau de
la mobilité entre taureaux d’'un méme groupe et a une période bien définie (Fig.23). C’est
également le cas mais dans une moindre mesure pour la mobilité progressive (Fig.24). Par
conséquent, il parait difficile de déterminer visuellement un effet saison éventuel pour les
régimes A et B.

49



Mobilité [%]
Mobilité [%]

60 ——— 60
50 — 50 e
20 40
30 30

P1 P3 P5 P1 P3 P5
1 2 3 4 ——5 6 7 8 9 10 =——11 12

Figure 23 Mobilité post décongélation des spermatozoides de BBB, aprés le régime A en P3 et le régime B en P5 (gauche),
apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5.
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Figure 24 Mobilité progressive post décongélation des spermatozoides de BBB, apres le régime A en P3 et le régime B
en P5 (gauche), apres le régime B en P3 et le régime A en P5 (droite)
Les concentrés sont définis au Tableau 5.

Au niveau statistique, aucune différence significative entre prélevements (P3 et P5) n’a
pu étre constatée sur la mobilité des spermatozoides BBB pour chacun des régimes. Par
conséquent, il n’y a pas d’effet saison sur la mobilité pour les 5 régimes : controle (p-valeur =
0,8025), A (p-valeur = 0,7503), B (p-valeur = 0,0823), C (p-valeur = 0,3822) et D (p-valeur =
0,1473).

On ne constate aucun effet saison sur la mobilité progressive des spermatozoides BBB
pour les régimes suivant : controle (p-valeur = 0,7008), B (p-valeur = 0,3770), C (p-valeur =
0,1976) et D (p-valeur = 0,2808). En revanche, un effet saison a pu étre constaté sur la mobilité
progressive pour le régime A (p-valeur =0,0323).

b) L’effet régime

La Figures 25 représente la mobilité et la mobilité progressive en fonction des
différents régimes, sans tenir compte qu’il y ait deux prélévements (P3 et P5). Nous ne
pouvons visuellement observer aucun effet régime sur la mobilité. En revanche, il semblerait
gu’il y ait une légere différence de mobilité progressive entre les régimes suivants : Bvs C, B
vs D, Avs C et Avs D, ces deux derniers dans une moindre mesure.
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Figure 25 Mobilité (gauche) et mobilité progressive (droite) des spermatozoides de BBB pour les deux prélevements
cumulés (P3 et P5)

Avec I'analyse par prélevement, on ne constate aucun effet régime sur la mobilité
apres décongélation des spermatozoides de BBB pour les échantillons analysés en P3 et en P5
(p-valeur = 0,0586 et p-valeur = 0,2784 respectivement). En revanche, on constate pour les
échantillons analysés en P3, un effet régime sur la mobilité progressive aprés décongélation
(p-valeur = 0,0028). En effet, il y a des différences significatives entre les régimes suivants : B
vs C (p-valeur = 0,0075) et B vs D (p-valeur = 0,0036). Pour les échantillons analysés en P5, on
ne constate aucun effet régime sur la mobilité progressive (p-valeur = 0,5164).

En tenant compte qu’il n'y ait pas d’effet saison sur la mobilité aprés décongélation
guel gue soit le régime et pas d’effet saison sur la mobilité progressive aprés décongélation
pour les régimes contrdle, B, C et D, nous pouvons tirer certaines conclusions. D’apres
plusieurs études, I'ajout d'antioxydants lors de la dilution des spermatozoides augmenterait
leur protection contre les effets délétéres des ROS. Il permettrait notamment d'améliorer la
mobilité et la mobilité progressive des spermatozoides aprés décongélation (Bilodeau et al.,
2001 ; Saridzkan et al., 2009). En revanche, nous avons pu mettre en évidence que nourrir des
taureaux avec un supplément en antioxydants n’améliorerait pas la mobilité apres
décongélation. A l'inverse, un régime enrichi uniquement en antioxydants, améliorerait la
mobilité progressive des spermatozoides aprés décongélation (vérifié en P3). Cependant,
I'ajout d’'omega3 et d’oligoéléments dans un régime enrichi en antioxydants, contrecarrerait
I'effet positif apporté par les antioxydants seuls, au niveau de la mobilité progressive.

4.2 'effet des proportions en acide docosahexaénoique, en acide arachidonique
et celles des différentes classes d’acides gras sur la qualité des spermatozoides
apres décongélation

Des corrélations ont été effectuées par saison afin d’évaluer un éventuel effet des
proportions en AA, en DHA et des différentes classes d’acides gras sur la mobilité et la mobilité
progressive des spermatozoides apres décongélation. Nous n’observons aucune corrélation

entre les acides gras (AA et DHA) et les paramétres de la qualité des spermatozoides aprées
décongélation, ceci aussi bien en P3 (Fig.26) qu’en P5 (Fig.27).
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Figure 26 Corrélations entre les proportions d’acides gras (acide arachidonique et acide docosahexaénoique) et les
paramétres de qualité des spermatozoides apres décongélation en P3
AA = acide arachidonique, DHA = acide docosahexaénoique, mob_prog = mobilité progressive
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Figure 27 Corrélations entre les proportions d’acides gras (acide arachidonique et acide docosahexaénoique) et les
paramétres de qualité des spermatozoides aprés décongélation en P5
AA = acide arachidonique, DHA = acide docosahexaénoique, mob_prog = mobilité progressive
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De méme, nous n’observons aucune corrélation entre les différentes classes d’acides

gras (SFA, MUFA, PUFA et XFA) et les parametres de la qualité des spermatozoides apres

décongélation (mobilité et mobilité progressive). On le constate aussi bien en P3 (Fig.28) qu’en

P5 (Fig.29).
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Figure 28 Corrélations entre les proportions des différentes classes d’acides gras et les parametres

de qualité des spermatozoides apres décongélation en P3

SFA = acides gras saturés, MUFA = acides gras monoinsaturés, PUFA = acides gras polyinsaturés,

XFA = acide gras « X », mob_prog = mobilité progressive
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Figure 29 Corrélations entre les proportions des différentes classes d’acides gras et les parametres

de qualité des spermatozoides aprés décongélation en P5

SFA = acides gras saturés, MUFA = acides gras monoinsaturés, PUFA = acides gras polyinsaturés,

XFA = acide gras « X », mob_prog = mobilité progressive
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Conclusions et perspectives

L'objectif de ce mémoire était de caractériser la composition en acides gras des
spermatozoides de taureaux BBB ayant recu des régimes alimentaires différents. L'objectif
était également d’observer I'impact de la composition en acides gras des spermatozoides sur
les paramétres de qualité des spermatozoides aprés décongélation (mobilité et mobilité
progressive).

Chaque taureau a recu 3 concentrés parmi les 5 concentrés testés (omega 3,
antioxydants, oligoéléments, all-in = omega 3-antioxydants-oligoéléments et un contrdle) sur
une période allant d’avril 2017 a janvier 2018. Les analyses d’acides gras ont été réalisées sur
les prélevements d’avril 2017 (P1), de septembre 2017 (P3) et de janvier 2018 (P5). Ces
prélevements correspondent respectivement au régime contréle, au 1" régime spécifique et
au 2°™me régime spécifique. Seulement 3 régimes (A, B et un contrdle) ont pu étre testés sur les
taureaux Holstein en raison du nombre limité d’individus de cette race a I’AWE. Pour cette
raison, les profils en acides gras pour les Holstein n’ont pas été examinés dans ce mémoire.

Les profils en acides gras des spermatozoides de taureaux BBB ont été modifiés par le
régime enrichi en omega3. Cela confirme que la composition en acides gras des
spermatozoides dépend du régime alimentaire donné aux taureaux. En effet, la proportion en
DHA augmente dans les spermatozoides de taureaux BBB lorsque la teneur en omega3 (ALA)
augmente dans le régime. Ces modifications dans le profil en acides gras sont rendues
possibles grace au bon métabolisme de bioconversion de I'acide ALA dans les taureaux et au
bon transfert vers les spermatozoides. En revanche, les antioxydants et les oligoéléments
ajoutés a un régime enrichi en omega3, tendent a diminuer 'laugmentation des proportions
en DHA dans les spermatozoides de BBB. On ne constate aucun effet régime sur la proportion
en AA dans les spermatozoides de BBB.

Méme si les résultats ne sont pas significatifs d’'un point de vue statistique, il semblerait
gue le régime enrichi en omega3 et celui enrichi en antioxydants diminueraient légérement
les proportions de SFA et de MUFA. A contrario, une légere augmentation des proportions en
PUFA et XFA serait observée. Malheureusement, il est impossible de tirer des conclusions
étant donné que l'effet saison est trés marqué sur les proportions des différentes classes
d’acides gras.

Les 5 régimes testés dans ce mémoire n’auraient eu aucun effet sur la mobilité apres
décongélation des spermatozoides de taureaux BBB. En revanche, le régime enrichi
uniquement en antioxydants améliorerait la mobilité progressive apres décongélation.
Cependant, on a pu constater que I'ajout simultané d’omega3 et d’oligoéléments dans un
régime enrichi en antioxydants, contrecarrerait I'effet positif apporté par les antioxydants
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seuls, au niveau de la mobilité progressive. De plus, aucun effet des proportions en DHA, en
AA et celles des différentes classes d’acides gras n’a pu étre observé sur la qualité des
spermatozoides aprés décongélation (mobilité et mobilité progressive).

Méme si pour certaines constatations, aucune différence statistique n’a pu étre
mentionnée, certaines différences biologiques ont pu étre visuellement constatées. Dés lors,
d’autres études sont nécessaires afin d’augmenter la puissance statistique des tests réalisés.
Il convient de mettre au point un design expérimental plus robuste (carré latin) dans lequel
chaque animal devient son propre controle et ou |'effet saison est annulé, ceci afin d’éviter
I'interférence entre |'effet saison et I'effet régime. De plus, augmenter le nombre de taureaux
par régime permettrait également d’augmenter la puissance statistique. Par conséquent,
d’autres investigations sont nécessaires afin d’objectiver I'impact de I'alimentation des
taureaux sur la qualité des spermatozoides de BBB.
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Annexe 2 : Profils en acides gras des spermatozoides provenant des taureaux Holstein apres
avoir suivi le premier régime (P1)

ALA = acide alpha-linolénique, EPA = acide eicosapentaénoique, DHA = acide docosahexaénoique, LA = acide
linoléique, AA = acide arachidonique, DPA = acide docosapentaénoique

R. contrdle Régime contrble Régime contrble
Acides gras 35 36 37 38 39 )40 41 42
C10:0 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03}|007 0,02 0,02
C12:0 0,16 0,10 0,08 0,19 0,15} 0,17 0,12 0,12
C13:0 0,04 0,03 0,02 0,05 0,05|0,06 0,03 0,04
C14:0 7,21 526 3,86 8,85 990|752 6,87 7,23
C15:0 0,08 0,06 0,05 0,12 0,23} 0,08 0,07 0,08
X 23,69 24,74 25,93 21,91 22,04)22,56 22,53 23,55
Cl16:0 11,10 10,61 9,64 14,15 12,25]112,34 11,22 9,46
C16:1cis9 0,15 0,14 0,11 0,20 0,15} 0,13 0,17 0,14
C17:0 0,16 0,112 0,23 0,13 0,17} 0,17 0,21 0,10
C18:0 5,27 4,31 4,57 4,67 4,65]5,34 5,18 3,91
C18:1cis9 1,38 1,20 1,03 2,46 1,4311,10 1,26 1,21
C18:1cisll 1,33 1,25 1,25 1,46 1,32]11,39 1,43 1,28
C18:2c9c12 (LA) 1,86 2,29 2,42 2,09 2,081 2,23 2,20 2,03
C20:0 0,14 0,10 0,24 0,12 0,11} 0,28 0,12 0,08
C20:1cl11 0,10 0,06 0,07 0,09 0,07} 006 0,07 0,06
C18:3c9,c12,c15 (ALA) 0,05 0,06 0,04 0,05 0,04}|005 0,04 0,05
C20:2c11,c14 0,20 0,13 0,18 0,13 0,131 0,25 0,26 0,12
C22:0 0,00 0,04 0,05 0,04 0,04]0,03 005 0,06
C20:3¢8,cl11,c14 0,34 0,50 o041 0,77 0,40} 0,35 0,43 0,36
C22:1c13 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03}|008 0,03 0,02
C20:3c11,c14,c17 0,03 0,02 0,02 0,02 0,020,033 0,03 0,00
C20:4c¢5,c8,c11,c14 (AA) 2,71 2,56 2,69 2,65 2,38 263 2,89 2,64
C20:5c¢5,c8,c11,c14,c17 (EPA) 0,00 0,03 0,00 0,02 0,00}f000 0,00 0,01
C22:4c¢7,c10,c13,c16 0,64 0,38 0,70 0,23 0,390,317 0,58 1,83
C22:5c4,¢7,¢10,c13,c16 (DPA)n-6 9,17 3,47 14,16 1,41 6,99 | 5,22 12,22 15,57
C22:5c¢7,¢10,c13,c16,c19 (DPA) n-3 0,59 0,62 0,74 0,49 0,51}|098 0,71 0,85
C22:6¢4,¢7,c10,c13,c16,c19 (DHA) 33,47 41,76 31,52 37,59 34,51|36,52 31,17 29,09
c24:5¢9,c12,c15,c18,c21 0,04 0,07 0,05 0,05 0,05]0,03 0,07 0,05
c24:6¢6,¢9,c12,c15,c18,c21 0,02 0,04 0,07 0,02 0,00] 0,00 0,06 0,03
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Annexe 4 : Profils en acides gras des spermatozoides provenant des taureaux Holstein apres

avoir suivi le deuxieme régime (P3)
ALA = acide alpha-linolénique, EPA = acide eicosapentaénoique, DHA = acide docosahexaénoique, LA = acide
linoléique, AA = acide arachidonique, DPA = acide docosapentaénoique

R. oméga3 Régime controle Régime all-in
Acides gras 35 36 37 38 39| 40 41 42
C10:0 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03})0,02 0,04 0,02
C12:0 0,14 0,18 0,14 0,22 0,15} 0,15 0,31 0,14
C13:0 0,04 0,05 0,04 0,06 0,06} 0,04 0,11 0,04
C14:0 5,27 7,93 6,42 9,24 9,34 899 8,86 7,77
C15:0 0,08 0,09 o007 0,122 0,12} 0,08 0,12 0,09
X 22,68 22,60 22,76 20,20 19,71]22,25 16,28 20,81
C16:0 11,89 12,27 11,58 14,20 13,79}12,72 15,92 11,86
C16:1cis9 0,18 0,15 0,13 0,19 0,19} 0,13 0,16 0,15
C17:0 0,18 0,15 0,19 0,23 0,15} 0,17 0,24 0,15
C18:0 5,56 533 5,26 5,16 5,37 4,82 8,59 4,49
C18:1cis9 1,65 1,39 1,16 2,04 1,631 1,08 1,99 1,34
C18:1cisll 1,54 1,52 139 1,46 1,53]1,48 1,33 1,33
C18:2c9c12 (LA) 2,92 2,65 2,52 2,24 2,441 2,47 2,34 2,38
C20:0 0,06 0,07 0,09 0,06 0,06 ) 0,10 0,13 0,06
C20:1cl11 0,09 0,06 0,06 0,07 0,06} 0,06 0,07 0,06
C18:3c9,c12,c15 (ALA) 0,09 0,07 0,06 0,06 0,07)]007 0,05 0,07
C20:2cl11,c14 0,24 0,20 0,22 0,23 0,161 0,22 0,30 0,14
C22:0 0,06 0,02 0,06 0,05 0,04} 0,05 0,00 0,05
C20:3c¢8,c11,c14 0,43 0,55 051 0,73 0,49]10,39 0,54 0,47
C22:1c13 0,08 0,06 0,08 0,07 0,06 ) 0,05 0,08 0,03
C20:3c11,c14,c17 0,05 0,03 0,00 0,00 o0,00}0,05 0,00 0,00
C20:4c¢5,c8,c11,c14 (AA) 3,19 2,65 2,86 2,94 2,77\ 2,43 2,76 2,77
C20:5c¢5,c8,c11,c14,c17 (EPA) 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00} 0,02 0,00 0,02
C22:4c7,c10,c13,cl6 0,36 0,37 0,39 0,24 0,24)]0,24 0,31 0,32
C22:5c4,c7,c10,c13,c16 (DPA) n-6 3,29 296 491 1,8 2,65])] 3,51 3,71 4,95
C22:5¢7,c10,c13,c16,c19 (DPA) n-3 0,53 0,55 0,64 0,46 0,46] 056 0,58 0,71
C22:6¢4,c¢7,¢10,c13,c16,c19 (DHA) 39,30 38,03 38,34 38,00 38,40]137,84 35,18 39,71
c24:5¢9,c12,c15,c18,c21 0,03 0,03 0,05 0,02 0,02} 0,04 0,00 0,04
c24:6¢6,c9,c12,c15,c18,c21 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00]000 0,00 0,02
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Annexe 6 : Profils en acides gras des spermatozoides provenant des taureaux Holstein apres
avoir suivi le troisieme régime (P5)

ALA = acide alpha-linolénique, EPA = acide eicosapentaénoique, DHA = acide docosahexaénoique, LA = acide
linoléique, AA = acide arachidonique, DPA = acide docosapentaénoique

R. contrdle Régime all-in Régime oméga3

Acides gras 35 36 37 38 39| 40 41 42

C10:0 0,02 0,02 0,02 0,02 002]001 0,02 0,02
C12:0 0,13 0,12 0,07 0,18 0,13} 0,21 0,24 0,13
C13:0 0,03 0,04 0,03 0,05 0,03]002 003 0,04
C14:0 7,14 8,25 3,26 8,98 10,29| 6,49 7,32 7,19
C15:0 0,06 0,06 0,05 0,10 0,10} 0,06 0,07 0,08
X 23,63 24,81 25,17 21,98 21,88])23,85 22,27 22,27
C16:0 10,55 8,56 11,79 14,38 12,26]11,67 11,31 12,23
C16:1cis9 0,09 0,11 007 0,17 0,23} 0,11 0,21 0,13
C17:0 0,17 0,10 0,16 0,13 0,12} 0,26 0,22 0,14
C18:0 4,95 3,70 462 486 4,65\ 4,72 4,96 4,99
C18:1cis9 1,05 0,87 082 1,97 1001} 0,73 1,07 0,93
C18:1cisll 1,51 1,23 1,37 1,45 1521|137 1,41 1,33
C18:2c¢9c12 (LA) 2,69 2,38 2,90 2,41 2,66 2,64 2,47 2,57
C20:0 0,08 0,08 0,06 0,11 0,17} 0,09 0,07 0,12
C20:1c11 0,08 0,04 0,05 0,06 0051|005 0,05 0,05
C18:3¢9,c12,c15 (ALA) 0,04 0,09 0,0 0,09 0,11} 0,09 0,08 0,09
C20:2c¢11,c14 0,29 0,17 0,24 0,16 0,20} 0,23 0,35 0,16
C22:0 0,03 0,04 0,05 003 0,03]005 0,03 0,05
C20:3¢8,c11,c14 0,46 0,46 053 091 059]042 052 0,52
C22:1c13 0,03 0,07 0,04 005 005|007 006 0,07
C20:3c11,c14,c17 0,03 0,04 0,07 0,03 0,06 006 0,08 0,03
C20:4c5,c8,c11,c14 (AA) 3,21 2,63 2,65 2,60 262|261 3,08 2,38
C20:5c¢5,c8,c11,c14,c17 (EPA) 0,02 0,02 0,04 0,03 003]002 0,03 0,03
C22:4¢7,¢10,c13,c16 0,36 0,25 0,24 0,17 0,17 0,27 0,22 0,22
C22:5c4,¢7,c10,c13,c16 (DPA)n-6 2,79 1,45 1,49 058 090} 151 169 1,78
C22:5¢7,¢10,c¢13,c¢16,c19 (DPA) n-3 0,53 0,69 08 o077 0,781]078 081 0,99
C22:6¢4,c7,c10,c13,c16,c19 (DHA) 39,91 43,63 43,17 37,67 39,36]141,83 41,48 41,36
c24:5¢9,c¢12,¢15,c18,c21 0,04 0,07 0,07 0,06 0,06 | 0,06 0,07 0,07
c24:6¢6,c9,c¢12,c¢15,c18,c21 0,06 0,02 0,00 0,00 0,00 005 0,00 0,03
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Annexe 7 : Proportions en acides docosahexaénoique dans les spermatozoides de BBB, apres

les régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, contréle en P3 et D en P5
DHA = acide docosahexaénoique

D (all-in) / C (oligo) C (oligo) / Contréle

P1 P3 PS5 P1 P3 PS5
e 27 e 28 29 30 w31 —13 e—14 15 16 w17 e——18

Contréle /D (all-in)

v

P1 P3 PS5
—19 =20 22 23 =——24 =26

Annexe 8 : Proportions en acides docosahexaénoique dans les spermatozoides d’Holstein,

apres les régimes A en P3 et controle en P5, controle en P3 et D en P5, D en P3 et Aen P5
DHA = acide docosahexaénoique

A (omega3) / Controle Contrdle /D (all-in)

30 30

20 20

35 e 36 e 37 38 39

D (all-in) / A (omega3)
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Annexe 9 : Proportions en acides arachidonique dans les spermatozoides de BBB, apreés les

régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, controle en P3 et D en P5
AA = acide arachidonique

D (all-in) / C (oligo) C (oligo) / Contréle

% AA
% AA

—— —_—

P1 P3 PS5 P1 P3 P5
—27 ——28 29 30 —31 —13 ——14 15 16 =17 ——18

Contréle /D (all-in)

% AA

P1 P3 PS5
—19  e—20 22 23 w—24 —26

Annexe 10 : Proportions en acides arachidonique dans les spermatozoides d’Holstein, aprés

les régimes A en P3 et contrdle en P5, controle en P3 et D en P5, DenP3 et Aen P5
AA = acide arachidonique

A (omega3) / Controle Contréle /D (all-in)

% AA
% AA

35 e 36 e 37 38 39

D (all-in) / A (omega3)

% AA
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Annexe 11 : Proportions en acides gras saturés dans les spermatozoides de BBB, apres les

régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, controle en P3 et D en P5

SFA = acides gras saturés

D (all-in) / C (oligo)

C

% SFA

—07  —28 29 30 ==——31

(oligo) / Controle

: —

P3 P5

—13 e—14 15 16 w17 e—18

Contréle /D (all-in)

-

P1 P3 P5
—10 —20 22 23 w—2l —26

Annexe 12 : Proportions en acides gras saturés dans les spermatozoides d’Holstein, aprés les

régimes A en P3 et controle en P5, controle en P3 et D en P5, Den P3 et Aen P5

SFA = acides gras saturés

A (omega3) / Controle

Controdle /D (all-in)

—3f w——37 38 39

D (all-in) / A (omega3)
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Annexe 13 : Proportions en acides gras monoinsaturés dans les spermatozoides de BBB, aprés

les régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, contréle en P3 et D en P5
MUFA = acides gras monoinsaturés

D (all-in) / C (oligo) C (oligo) / Contréle
£° £
2 =
: :
- =S— \

P1 P3 PS5 P1 P3 P5
—27 ——28 29 30 —31 —13 ——14 15 16 =17 ——18

Contréle /D (all-in)

% MUFA

P1 P3 PS5
—19  e—20 22 23 w—24 —26

Annexe 14 : Proportions en acides gras monoinsaturés dans les spermatozoides d’Holstein,

apres les régimes A en P3 et contréle en P5, contrble en P3 et D en P5, D en P3 et Aen P5
MUFA = acides gras monoinsaturés

A (omega3) / Contréle Contréle /D (all-in)

% MUFA
% MUFA

—35 e 36 e 37 38 39

D (all-in) / A (omega3)

% MUFA

——40 =41 42
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Annexe 15 : Proportions en acides gras polyinsaturés dans les spermatozoides de BBB, apres

les régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, contréle en P3 et D en P5
PUFA = acides gras polyinsaturés

D (all-in) / C (oligo) C (oligo) / Controéle

% PUFA
% PUFA

50 50

40 40

30 30
P1 P3 P5 P1 P3 P5
—27 =——28 29 30 =31 —13 ——14 15 16 =17 =18

Contréle /D (all-in)

40

30
P1 P3 P5
—19 =20 22 23 =——24 =26

Annexe 16 : Proportions en acides gras polyinsaturés dans les spermatozoides d’Holstein,

apres les régimes A en P3 et controle en P5, controle en P3 et D en P5, D en P3 et Aen P5
PUFA = acides gras polyinsaturés

A (omega3) / Contréle Contréle /D (all-in)
60
E 5 60
2 2
x x
50 50 ——
40 40
30 30
P1 P3 P5 P1 P3 P5
—35 —3  w—37 38 39

D (all-in) / A (omega3)

—

* \%
a0
30

P1 P3 P5
——40 ——41 42
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Annexe 17 : Proportions en acides gras « X » dans les spermatozoides de BBB, apres les

régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, controle en P3 et D en P5

XFA = acide gras « X »

D (all-in) / C (oligo)

C (oligo) / Contréle

—D]  —28 29 30 =31

o v

P5 P1 P3 PS5
—13 e—14 15 16 w17 e—I18

Contréle /D (all-in)

v

P1 P3 [
—T19 c—20 22 23— 24 —26

Annexe 18 : Proportions en acides gras « X » dans les spermatozoides d’Holstein, aprés les

régimes A en P3 et controle en P5, controle en P3 et D en P5, D en P3 et A en P5

XFA = acide gras « X »

A (omega3) / Contréle

Contréle /D (all-in)

\/

PS5 P1 P3 PS5
—36 ——37 38 39

D (all-in) / A (omega3)

—0 —41 42
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Annexe 19 : Mobilité aprés décongélation des spermatozoides de BBB, aprés les régimes D en
P3 et Cen P5, C en P3 et contrble en P5, contrdle en P3 et D en P5.

D (all-in) / C (oligo)

C (oligo) / Controle

- = 100
& 5
g 90 - 90
-g 80 -g 80
2 5 2 5
60 P——— 60 S~—_
50 ——— 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
P1 P3 P5 P1 P3 PS5
—]  —28 29 30 ==——31 —13 —14 15 16 w17 —18
Controle /D (all-in)
= 100
5
90
E
-g 80
s

—19 e—20 22

23 w—24 —26

Annexe 20 : Mobilité apres décongélation des spermatozoides d’Holstein, apres les régimes A
en P3 et contrdle en P5, contréle en P3 et D en P5, D en P3 et A en P5.

Mobilté [%]

o o
S S

A (omega3) / Contrdle

Mobilté [%]
888

~
S

N oW B
o o 3 & 8

P5

Contréle /D (all-in)

/\<

P1 P3 PS
—3E e—37 38 39

g

Mobilté [%]

D (all-in) / A (omega3)

——40 ——141 42
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Annexe 21 : Mobilité progressive apres décongélation des spermatozoides de BBB, apres les
régimes D en P3 et C en P5, C en P3 et contrdle en P5, contréle en P3 et D en P5.

D (all-in) / C (oligo) C (oligo) / Controle
g 100 g 100
90 90
2 2
ﬁ 80 g 80
» 70 ® 70
g 60 g 60
2 s 5 s
3 a0 s 450
z 5 = = 30
2 - o —_———————
10 \/ 10
0 0
P1 P3 PS5 P1 P3 PS5
e 27 e 28 29 30 wm—31 —13 e—14 15 16 w17 e—I18

Controle /D (all-in)

Mobilté progressive [%]
<
3

—19  e—20 22 23 w—24 —26

Annexe 22 : Annexe 20 : Mobilité progressive apres décongélation des spermatozoides
d’Holstein, apres les régimes A en P3 et contréle en P5, controle en P3 et D en P5, D en P3 et
A en P5.

A (omega3) / Controle Contréle /D (all-in)
100
90
80
70
60
50

40
30 30 //—
20 20 — - — o

Mobilté progressive [%]
<
3
Mobilté progressive [%]

D (all-in) / A (omega3)

——40 ——41 42
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Annexe 23 : Proportions des différentes classes d’acides gras dans les spermatozoides de

Holstein pour les deux prélevements (P3 et P5), en fonction des différents régimes
SFA = acides gras saturés, MUFA = acides gras monoinsaturés, PUFA = acides gras polyinsaturés, XFA = acide gras
«X»

40 6
35 5
30 ‘I> 4 -
< = £ - L
w >
v 25 | s 3 7 x
X = o
x
20 -4 2
15 1
10 0
ctrl (5) A(4) D(7) ctrl (5) A (4) D(7)
60 30
55 25 =
Cx
== E3 e
s — w X
x
= — <
2 45 X 15
X X
40 10
35 5
30 0
ctrl (5) A(4) D(7) ctrl (5) A(4) D(7)

Annexe 24 : Proportions en acide arachidonique dans les spermatozoides de Holstein pour les

deux prélévements (P3 et P5), en fonction des différents régimes
AA = acide arachidonique

% AA
A

ctrl (5) A(4) D(7)
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Annexe 25
décongélation pour les deux prélévements (P3 et P5), en fonction des différents régimes.

Mobilité et mobilité progressive des spermatozoides d’Holstein apres

Mobilité [%]

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

ctrl (5)

A(4)

D (7)

Mobilité progressive [%]

100

920

80

70

60

50

40

30

20

10

ctrl (5)

-
X
|
L
A(4) D(7)
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Influence de différents régimes alimentaires sur le profil en acides gras
des spermatozoides de taureaux d’insémination et leur impact sur la UCL
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Résumé La production de paillettes d’'insémination pour la race de taureau
Blanc Bleu Belge (BBB) est en constante augmentation depuis ces
10 derniéres années. Malheureusement, cette production actuelle ne
permettrait plus de répondre a la demande grandissante du marché
belge et international.

Ce mémoire de fin d’études s’intégre dans le cadre du projet
« Fertiwalim » dont I'objectif général est d’améliorer la résistance a
la congélation de la semence BBB en jouant sur I'alimentation des
taureaux. Ceci permettrait d’augmenter la production de doses
d’'insémination pour cette race de taureaux, en réduisant le nombre
de spermatozoides par dose, permettant ainsi de réaliser plus de
paillettes par éjaculat.

L’objectif de ce mémoire était tout d’abord de caractériser la
composition en acides gras des spermatozoides de taureaux BBB
ayant recu des régimes alimentaires différents (régimes enrichis soit
en omega3, soit en antioxydants, soit en oligoéléments, soit avec
I'ensemble de ces trois types de composeés), sur une période allant
d’avril 2017 a janvier 2018. Au terme de cette expérience, nous
avons corrélé la composition en acides gras des spermatozoides
avec les paramétres de qualité des spermatozoides aprés
décongélation (mobilité et mobilité progressive).

Les résultats de ce travail nous ont permis de constater une
augmentation de la proportion en acide docosahexaénoique (DHA)
dans les spermatozoides de taureaux BBB lorsque la teneur en
omega3 augmente dans le régime. Cette constatation confirme que
la composition en acides gras des spermatozoides dépend du
régime alimentaire donné aux taureaux. En revanche, les
antioxydants et les oligoéléments ajoutés a un régime enrichi en
omega3, tendent a diminuer 'augmentation des proportions en DHA
dans les spermatozoides de BBB. Aucun effet régime n’a pu étre
constaté sur la proportion en acide arachidonique (AA) dans les
spermatozoides de BBB.

Tout comme pour les proportions des différentes classes d’acides
gras, aucun effet des proportions en DHA et en AA n’a pu étre
observé sur la qualité des spermatozoides aprés décongélation
(mobilité et mobilité progressive). De plus, les 5 régimes testés dans
ce mémoire n‘ont eu aucun effet sur la mobilité aprés décongélation
des spermatozoides de taureaux BBB. En revanche, un régime
enrichi uniquement en antioxydants, améliorerait la mobilité
progressive aprés décongélation. L’ajout simultané d’omega3 et
doligoéléments dans un régime enrichi en antioxydants,
contrecarrerait 'effet positif apporté par les antioxydants seuls, au
niveau de la mobilité progressive.
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