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Abstract — Effect of conservation time and number of rabbit spermatozoa on fertility. The
effect of conservation time and number of rabbit spermatozoa on fertility and prolificity were deter-
mined. In the first assay, the fertility of spermatozoa conserved 0—4 h, 10-14 h and 26-30 h from semen
pools at 12 and 24 millions per mL (6 and 12 millions by insemination dose) was evaluated on lac-
tating multiparous does. A dose of 12 millions of spermatozoa refrigerated at 16-18 °C for 26-30 h
showed a similar fertility rate than 6 millions of spermatozoa at 0—4 h (80.6 % and 82.7 %, respec-
tively). In the second assay, seminal parameters between spermatozoa fresh and refrigerated, and fer-
tility and prolificity rate according to the reproductive status of does were evaluated. No differences
were observed in the seminal parameters (normal acrosome rate: 92 %, motility rate: 75 %, curvilinear
rate-VCL-: 41 um-s~!, linear index: 57 %), fertility at birth (76 %) and prolificity (9.6 alive born)
between fresh and refrigerated semen. (© Elsevier / Inra).
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Résumé — L’effet de la durée de conservation du sperme de lapin et de sa concentration en sper-
matozoides sur la fertilité et la taille de portée a été étudié. Dans un premier essai, 6 et 12 millions de
spermatozoides par dose ont été inséminés aprés 0—4, 10-14 et 26-30 h de conservation a
16—18 °C. Le taux de fertilité mesuré sur des lapines en cestrus ou préalablement traitées avec de la
PMSG montre qu une dose de 12 x 10¢ spermatozoides conservée 26-30 h est une concentration suf-
fisante pour obtenir des résultats satisfaisants (80,6 %). Dans un second essai, la conservation a
16-18 °C pendant 26-30 h de la semence diluée jusqu’a 12 x 10° par dose d’insémination montre qu’il
n’y a pas de ditférence de fertilité et de taille de la portée entre la semence fraiche et conservée
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(78,9 % ¢t 9,6 nés vivants, respectivement) et entre les parametres de motilité enregistrés (normalité
acrosomique : 92 %, motilité : 75 %, vitesse curvilinéaire-VCL- : 41 pum-s~!, taux de linéarité-

LIN-: 57 %). (© Elsevier / Inra).

lapin / conservation / nombre de spermatozoides / semence

1. INTRODUCTION

LLa possibilité de conserver la semence
pendant 24 a 72 h améliorerait I’organisation
des centres de diffusion de semence de lapin.
Une diminution de la température permet
d’augmenter la durée de conservation tout en
préservant la capacité fécondante du sperme.
De nombreux travaux ont étudié cet effet
sur la conservation de la motilité ; Mathur et
al. [6], Gottardi [4] et Lopez et al. [5] ont
observé qu’une température de conserva-
tion comprise entre 15 et 19 °C est la plus
favorable a la survie des spermatozoides.
De bons résultats de fertilité et de prolifi-
cité ont aussi été obtenus avec du sperme
conservé pendant 24-72 h [1, 2, 5 et 7] avec
des doses d’insémination comprenant un
nombre important de spermatozoides (entre
26 et 48 x 10),

L’ objectif de notre étude est de définir
la dose optimale d’insémination quand la
semence est conservée 24-30h a 16-18 °C,
afin d’obtenir une diffusion maximale de
lapins sélectionnés pour leur vitesse de crois-
sance.

2. MATERIEL ET METHODES

Des miles du centre de sélection de "univer-
sité polytechnique de Valence (UPV) apparte-
nant a une souche sélectionnée des 1984 pour sa
vitesse de croissance ont été utilisés (lignée R,
[3]). Les mailes ont été sollicités deux fois, & envi-
ron 15 min d’intervalle, un jour par semaine. Le
prélevement de la semence a été effectué avec
un vagin artificiel. Apres récolte, I'éjaculit a été
dilué cing fois avec un dilueur composé du
Tris{hydroxymethyl]Jaminométhane (0,25 M,
Sigma), acide citrique (88 mM, Sigma) et glu-

cose (47 mM, Sigma) et la motilité de chaque
échantillon a été appréciée a 37 °C (pourcentage
de spermatozoides qui ont un mouvement pro-
gressif), a I’aide d’un moniteur connecté au
microscope, par deux observateurs expérimen-
tés. Les ¢jaculats pour lesquels la plupart des
spermatozoides (70 % minimum) présentent un
mouvement linéaire progressit ont ét¢ mélangés.
Une fraction du mélange hétérospermique a ét¢
diluée dix fois et fixée pour la détermination de
la concentration en spermatozoides sur cellule
de Thoma. Les caractéristiques morphologiques
ont été evaluées par contraste interférentiel de
Nomarski (pourcentage de spermatozoides avec
I"acrosome normal et pourcentage de spermato-
zoides avec anomalies morphologiques, a des
grossissements de | 200 X et 750 X respective-
ment).

Les lapines croisées de souche commerciale,
conduites en six bandes, étaient inséminées tous
les 7 j. Deux jours avant I’insémination les
femelles étaient contrdlées : celles qui présen-
taient une vulve blanche recevaient 12 U.IL de
PMSG (Gonaser, Hipra) par injection sous-cuta-
née. Les femelles vides 12 j apres l'insémina-
tion recevaient 0,2 mL de cloprostenol (Planate,
Schering-Plough) par injection intramusculaire.
Les femelles réceptives étaient inséminées avec
0.5 mL de sperme. L ovulation était induite au
moment de I'insémination par une injection intra-
musculaire de 0,8 ug d’acétate de buséreline
(Hocchst).

2.1. Expérience 1 :
Effet de la concentration
et de la durée de conservation
des spermatozoides sur la fertilité

Apres la détermination de la concentration,
la semence était diluée afin d’obtenir 12 ct
24 millions de spermatozoides totaux par milli-
litre (6 et 12 millions par dose d’insémination) et
la semence était conditionnée dans quatre fla-
cons et conservée a 16-18 °C jusqu’au moment de
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I’insémination (0—4, 10-14 et 26-30 h apres la
récolte).

Les lapines étaient des multipares allaitantes
et ont été réparties entre les quatre traitcments
suivantes :

a) Lot 1 (témoin) : insémination avec
6 millions de spermatozoides immédiatement
apres la récolte (0—4 h).

b) Lot 2 : insémination avec 6 millions de
spermatozoides 10-14 h apres la récolte.

¢) Lot 3 : insémination avec 12 millions de
spermatozoides 10—14 h apres la récolte.

d) Lot 4 : insémination avee 12 millions de
spermatozoides 26-30 h apres la récolte.

Nous avons considéré le pourcentage de fer-
tilité¢ au moment de la palpation (12 j apres I'insé-
mination). Le taux de fertilité a été analysé par un
test de x>

2.2. Expérience 2 :
Conservation de la semence pendant
26-30 h et insémination avec
12 millions de spermatozoides

Les miles ont ét¢ répartis cn deux groupes
(cing méles par groupe) : I'un pour obtenir la
semence a conserver, I’autre pour obtenir la
semence fraiche. Chaque semaine les males chan-
geaient de groupe. La semence ¢était diluée afin
d’obtenir 12 millions de spermatozoides totaux
par dose d’insémination pour la semence a
conserver et 6 millions par dose pour la semence
fraiche. Ellc était conservée a 16-18 °C jusqu’au
moment de I’insémination 26-30 h apres le pré-
levement dans le premier cas ct 0—4 h dans le
second. Une fraction de chaque mélange héié-
rospermique était placée dans une cupule pour
évaluer les caractéristiques de motilité 0-4 ct
26-30 h aprés conservation. Pour chaque échan-
tillon, deux gouttes de 5 L de semence diluée
ont été placés sur la platine chautfante du micro-
scope & 37 °C ; aprés 2 min Iacquisition des
images a été effectuée (deux champs par goutte).
Le logiciel utilisé pour analyser les images ¢tait
le SCA (Sperm Class Analyser v3.0, Microptic,
Barcelona). Apres I'évaluation automatique des
échantillons avec le filtrage Auto-M, les images
ont été révisées et les particules incorrectement
identifi¢es ont été¢ dénombrées atin de recalculer
les différents paramétres de motilité. Les para-
metres étudiés ont été les suivants :

— VAP : distance parcouruc par la téte des
spermatozoides par unité de temps (Um.s') ;

— VCL : distance parcourue au cours de la
trajectoire curvilinéaire par la téte du spermato-
zoide par unité de temps (um-s~') ;

— VSL : distance parcourue en ligne droite
cntre le commencement et la fin de la trajectoire
curvilinéaire décrite par la téte du spermatozoide
par unité de temps (Um-s') ;

— LIN : indique la linéarité de la trajectoire
curvilindaire (%) ;

— STR : indique la rectitude de la trajectoire
moyenne (%) ;

— WOB : indique le degré d’oscillation de la
trajectoire curvilinéaire par rapport a la trajec-
toirc moyenne (%) ;

— ALH : indique le déplacement observé par
la téte du spermatozoide par rapport a la trajec-
toire moyenne ([m).

Les lapines ont ét€ distribuces de fagcon homo-
geéne en tenant compte de leur stade physiolo-
gique (nullipares, primipares allaitantes, multi-
parcs allaitantes et non allaitantes) et ont été
réparties entre les deux traitements suivants :

a) insémination artificielle avec de la semence
fraiche : 6 millions de spermatozoides par dose,
0—4 h apres la réeolte ;

b) insémination artificiellc avec de la scmence
réfrigérée : 12 millions de spermatozoides par
dose, 26-30 h apres la réeolte.

Les différents parametres de motilité de la
semence ont été analysés par Anova pour obser-
ver leur évolution temporclle au cours du pro-
cessus de conservation.

Les taux de fertilité (12 j apres I'insémina-
tion) et de mise bas ont été analysés par un test y2.
Le nombre de lapereaux nés totaux et nés vivants
pour les effets fixes groupe et stade physiolo-

gique des femelles ct leur interaction ont ¢t¢ ana-
lysés avec le PROC GLM de SAS [10].

3. RESULTATS

Expérience 1 : 863 inséminations ont été
réalisées. Les résultats obtenus dans les
quatre lots différent significativement en
fonction de la durée de conservation et du
nombre de spermatozoides par dose. Cepen-
dant, pour une conservation de 10-14 et
26-30 h, 12 x 10¢ de spermatozoides par
dose d’insémination permettent d’assurer
une fertilit¢ de méme niveau qu’une insé-
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mination de 6 X 10¢ de spermatozoides,
04 h apres récolte (tableau I). En revanche,
une dose de 6 x 10° de spermatozoides
entraine des taux de fertilit€ inférieurs apres
10-14 h de conservation.

Nous avons donc consideré que la dose
de 12 x 10° spermatozoides permet un bon
maintien du pouvoir fécondant a 18 °C pen-
dant 26-30 h.

Expérience 2 : Les parametres de motilité
d’un total de 40 échantillons ont été déter-
minées avec le SCA, les échantillons cor-
respondant a la semence conservée a 18 °C
ont été étudiés apres 0—4 et 26-30 h de
conservation. Il n’y a pas eu de différences
significatives pour les parametres étudiés
entre les deux temps de conservation
(tableau II). Les caractéristiques de norma-
lité acrosomique, anomalies morpholo-
giques, motilité et concentration n’ont pas
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varié entre groupes (92 = 1 %, 6 + 0,7 %,
75 + 2 % et 200 x 10°, respectivement) et
ont été semblables a celles décrites dans
d’autres études [ 13].

Au total, 1 942 inséminations ont été
effectuées. Il n’y a pas eu de différences
significatives entre le taux de fertilité et la
taille de portée entre semence fraiche et
conservée. En revanche, I’état physiologique
des lapines au moment de I’'insémination a
influencé significativement la fertilité. En
effet, les femelles nullipares et primipares
allaitantes ont eu un taux de fertilité supé-
rieur aux autres femelles ; le groupe le moins
fertile étant constitué par les multipares allai-
tantes (90,2 et 84,2 vs 75 % pour les nulli-
pares, primipares allaitantes et multipares
allaitantes respectivement ; tableau IIT), les
lapines non allaitantes ont eu une fertilité
de méme niveau que les multipares et les
primipares allaitantes (80 %). Le taux de

Tableau I. Effet du nombre de spermatozoides et de la durée de conservation du sperme sur la fer-

tilité. Expérience 1.

Lot 2
(6x 10%et 12 h)

Lot 3 Lot4
(12x10%et 12h) (12x 10 et 24 h)

Lot ]
(6% 10°et 0—4 h)
Nombre
d’inséminations 434 128
Taux de fertilité
(%) 82,7¢

70,30

162 139

78,44 80,6*

b : les moyennes suivies de lettres différentes different significativement au seuil de p < 0,05.

Tableau II. Parametres de motilité des spermatozoides. Experience 2.

VAP VCL VSL LIN STR WOB ALH
pm-s™  pumstt pmes™! % % % pum
Semence conservée :
04 h! 2616 393 22+14 59+20 82=x1,2 6820 1,3x0,15
26-30 h? 2615 42+3  21x14 56220 79+£1,0 67+20 1,5+0,14
Semence fraiche : 0—4 h! 2515 42+3 1914 57220 79210 67+£20 1,6+0,14

! Mesures de la semence conservée au moment du prélévement.
2 Mesures de la semence conservée au moment de I'insémination.
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Tableau IIL. Résultats de fertilité et de prolificité en fonction de la durée de conservation de la
semence et de 1’état physiologique de la lapine au moment de I’insémination. Expérience 2.

Effectifs Taux de Taux de mise  Nés totaux Nés vivants
fertilité (%) bas (%) (LSM +=SE) (LSM =+ SE)
Semence fraiche 1328 78,9 76,0 10,1 +0,12 9,6 0,12
Semence conservée 613 78,9 75,9 10,0+ 0,24 9.6 +0,25
Etat physiologique
Nullipares 266 90,2¢ 84,6b 10,0 £ 0,24 9,1 £0,25
Primipares allaitantes 259 84,20¢ 83,4b 10,2 £ 0,24 9,8 +0,26
Multipares allaitantes 1 247 75,0% 72,12 10,2 0,11 9,7+0,11
Non allaitantes 170 80,020 79,120 10,1 £ 0,39 9,7+0,41

abe : les moyennes d’une méme colonne suivies d’une lettre différente different significativement au seuil de

p <0,05.

mise bas a été semblable entre femelles nul-
lipares, primipares allaitantes et non allai-
tantes ; celui des femelles multipares allai-
tantes a été significativement inférieur a
celui des nullipares et primipares allaitantes
(tableau 111). La taille de la portée 4 la nais-
sance n’a pas €té influencée par la conser-
vation de la semence (10,1 et 9,6 nés totaux
et nés vivants respectivement, tableau IIT) ni
par I’état physiologique des lapines.

4. DISCUSSION

L’intérét de conserver la semence de
lapin pendant une période de 24—72 h a fait
I’objet de plusieurs essais durant ces der-
nieres années [1, 2, 4-7, 9]. Le nombre de
spermatozoides nécessaire pour ne pas affec-
ter le taux de fertilité et la prolificité de la
femelle est relativement tres élevé : entre
20 et 48 millions. Il en résulte que le nombre
de doses par mile est réduit (8—12 doses).
Avec la semence fraiche il est possible
d’avoir de bons résultats avec un nombre
de 6-7 millions de spermatozoides [8,
11-13] et en conséquence, il est possible
d’augmenter le nombre de doses d’insémi-
nation par mile. Dans le schéma de pro-
duction des élevages commerciaux, il est
important d’introduire de la semence de
males sélectionnés pour améliorer généti-

quement les animaux et maintenir la qua-
lité de la production. Les résultats obtenus
dans ce travail montrent qu’il est possible
d’utiliser 26-30 h apres le prélevement, une
dose de 12 x 10° de spermatozoides en
employant un milieu de dilution trés simple
2 une température de conservation de
16-18 °C ; ce qui accroit les possibilités de
diffusion des mailes sélectionnés. D autre
part, I’évaluation des caractéristiques de
motilité de la semence conservée durant
0—4 et 26-30 h démontre que la tempéra-
ture et 'intervalle de conservation employés
n’affectent pas les différents paramétres de
motilité des spermatozoides.

5. CONCLUSION

Dans nos conditions expérimentales,
12 x 10° de spermatozoides conservés 26-30 h
dans un milieu de dilution trés simple a
16-18 °C, permet d’obtenir sur des lapines
réceptives des niveaux de fertilité et de pro-
lificité identiques a I’'insémination de semence
fraiche.
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