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INTRODUCTION

Le nombre de spermatozoides mobiles atteignant le site de fécondation est un des facteurs essentiel
de réussite de la reproduction. |l dépend en partie de leur survie et de leur motilité individuelle au cours de leur
transport dans e tractus génital femelie {(HUNTER, 1973). Ainsi, une meilleure survie in vitro de spermatozoides
décongelés et incubds & 370C est associée & une meilleure fécondance (PAQUIGNON & COUROQOT, 1975a), et
I'insémination de spermatozoides faiblement motiles aprés décongélation dans {a solution INRA-ITP s'accompa-
gne d‘une fertilité et prolificité convenables mais légérement inférieures 4 celles obtenues avec de la semence
fraiche {PAQUIGNON et al., 1976a). Or, ditférents inhibiteurs des phosphodiesterases: caféine, théophytine,
stimulent la mobilité et la consommation d'oxygéne, tout en préservant le maintien de la survie aprés incubation,
des spermatozoides éjaculés de taureaux {GARBERS et al., 1971} et d'hommes (SCHOENFELD et al., 1973).

L'objet de notre étude a été d'étudier |'effet éventuel de ia caféine ajoutée dans la solution de décon-
gélation INRA-ITP (PAQUIGNON et COUROT, 1976b) sur la fécondance des spermatozoides et de comparer les
résultats 4 ceux obtenus avec la solution de décongélation BTS (PURSEL et ai., 1976).

MATERIEL ET METHODE

6 verrats Large-White et 1 Piétrain sont collectés réguliérement chague semaine. La semence est
congelée selon la technique mise au point dans notre iaboratoire {(PAQUIGNON & COUROQT, 1975) de tetle sorte
que chaque éjaculat produise un multiple de trois doses. Cellesci sont décongelées & 50°C dans trois solutions
différentes : INRA-ITP, INRA-ITP + 0,6 mM de caféine et BTS & raison de 1 volume de semence congelée pour
5 volumes de solution de décongélation.

La qualité de la semence est appréciée au microscope a contraste de phase par la motilité {notée de 0 a
5} et le pourcentage de spermatozoides mobiles au dégel et aprés 3 heures d’incubation a 37°C.,

Une électrode 3 oxygéne permet de contrdler I'évolution de la consommation d’oxygéne des sperma-
tozoides décongelés et incubds dans la solution INRA-ITP avec ou sans caféine. Les résultats sont exprimés par
le pourcentage d'augmentation de consommation d'oxygéne provoqué par la caféine.

Les inséminations sont réalisées par pression a l'aide de la sonde MELROSE 10 & 15 mn aprés dégel
en injectant 30 mi de solution de décongélation avant et aprés la semence. Au fur et & mesure de leur venue en
oestrus manifesté par le réflexe d'immobilisation, 185 truies nullipares sont réparties en 3 lots différents selon la
solution de décongélation utilisée. Elles sont inséminédes une seule fois 24 a 35 heures aprés le début des chaleurs

avec 3.109 spermatozoides vivants. Les truies qui ne sont pas revenues en oestrus ont été abattues 60 & 90 jours
aprés l'insémination,

RESULTATS

1/ Motilité et pourcentage de spermatozoides mobiles au dégel et aprés 3 heures
d’incubation (tableau 1)

Au dégel 1a caféine additionnée 3 la solution INRA-ITP améliore significativement le taux de sperma-
tozoides mobiles (22,98 % contre 20,80 % } (P <X 0,01) et leur motilité (4,10 contre 3,49) (P < 0,01). La

* Avaec la collaboration technique de J, GAUTIER.
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solution BTS n'améliore pas le taux de spermatozoides vivants mais accroit significativement leur motilité (4,31
contre 3,49) (P << 0,01). Aprés 3 heures d'incubation, la solution INRA-ITP maintient significativement mieux
la survie des spermatozoides que cette solution additionnée de caféine ou que le BTS (18,72 % contre 16,8 et
128 % ) (P = 0,01}). Il en est de méme pour la motilité (3,57 contre 3,78 et 3,77) (P < 0,01). Ainsi, la
diminution du taux de spermatozoides mobiles et de leur motilité en cours d'incubation est plus importante aprés

addition de caféine dans la solution INRA-ITP.

TABLEAU 1

EFFET DE DIFFERENTES SOLUTIONS DE DECONGELATION SUR LE TAUX DE SPERMATOZOIDES MOBILES
ET LEUR MOTILITE APRES 0 ET 3 HEURES D’INCUBATION A + 379C

SOLUTION DE %de SPERMATOZOIDES MOBILES (mt s} MOTILITE INDIVIDUELLE (mE ;)
DECONGELATION Oh 3h oh 3h
INRA-ITP 20,801 041, = | 18,721 0,560, 349t 0,03, NS 3,57 + 0,04,
INRA-ITP cafdine 22981 0,46, mm | 16801 0,59, 4,101 0,04, - 3,78 £ 0,04y,
BTS 22001 058, | =em | 12831071, 4,31 £ 0,04, - 3,77 £ 0,05,

— Les moyennes non suivies verticalement de la méme lettre sont significativement différentes (P = 0,01},
— mem Différence significative (P = 0,01} {entre valeurs horizantales),

2/ Consommation d’oxygéne (Graphique 1)

Au dégel tes spermatozoides décongelés dans la solution INRA-ITP additionnée de caféine ont une
augmentation de consommation d’oxygéne supérieure de 44 % & ceux décongelés dans la solution INRA-ITP
seule, Cet effet est transitoire, il disparait aprés 2 h. 30 d'incubation et devient négatif par la suite : — 12 %et

— 30 %aprés 3 et 5 heures d'incubation.

GRAPHIQUE 1

EFFET DE L'ADDITION DE CAFEINE {06 mM} DANS LA SOLUTION INRA-ITP
SUR L'AUGMENTATION DE LA CONSOMMATION D'Og
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3/ Fertilité et survie embryonnaire (tableau 2)

Le taux de gestation et la survie embryonnaire ne sont pas significativement améliorés par |'addition
de caféine dans la solution INRA-ITP (66,0 % contre 60,7 %: 69,9 %contre 73,4 % ). L'utilisation de la solu-
tion INRA-ITP avec et sans caféine comparée a la solution BTS améliore significativement le taux de gestation
{63.4 % contre 45 % )} (P << 0,01). I} en est de méme pour }a survie embryonnaire (73,4 % et 69,9 %contre
564 % } (P <X 0,01). Le taux de retours anormaux avec la solution BTS est de 2 4 & fois supérieurs d celui
obtenu respectivement avec la solution INRA-ITP avec et sans caféine.

TABLEAU 2

EFFET DES DIFFERENTES SOLUTIONS DE DECONGELATION SUR LA FERTILITE
ET LA SURVIE EMBRYONNAIRE

SOLUTIONS DE TAUX DE NOMBRE NOMBRE DE SURVIE TAUX DE RETOURS
DECONGELATION GESTATION | D'EMBRYCNS | CORPS JAUNES | EMBRYONNAIRE ANORMAUX
(%) (m* s mt s ) (%) 25 jours { %)
. + +
INRAATP 1) < 60.7, 8,61 0,52, 11,06% 0,30 734, 5
0,01
INRA-ITP 66,0 8,60t 0,48 12,081 0,32 69,9 11
caféine (53} a a 2
+ +
BTS5q) 45,0, 6.65% 0,48, 11,78% 0,48 564, 26

— Les moyennes non suivies verticalement de la méme lattre sont significativement différentes (P < 0,01).
— Les taux de gestation obtenus avec le dilueur INRA-ITP {avec et sans caféine) sont significativement différents de ceux obtenus
avec BTS (P << 0,01,

{ } Nombre de femellas insémindas.

DISCUSSION

La solution INRA-ITP additionnée de caféine améliore significativement au dégel et aprés 3 heures
d’incubation la motilité des spermatozoides comparée a celle obtenue avec ia solution INRA-{TP seule, Le mode
d‘action de la caféine n'est pas encore bien élucidé. Elle pourrait bloguer la dégradation de I'A.M.P. cyclique qui
agirait par l'intermédiaire des protéines kinases sur les éléments contractiles du flagelle (HARRISON, 1975). Le
pourcentage de spermatozoides mobiles et la consommation d'oxygéne sont également améliorés au dégel. Cepen-
dant, aprés 3 heures d’incubation, les chutes du pourcentage de spermatozoides mobiles et de la consommation
d‘O2 sont plus importantes aprés |'addition de 0,6 mM de caféine dans la solution INRA-ITP. Ceci est en contra-
diction avec les résultats obtenus avec des spermatozoides bovins (GARBERS et al., 1971) et humains
{SCHOENFELD et al., 1973).L'effet dépressif que nous observons sur le sperme de verrat est d a la caféine
et non aux altérations des spermatozoides aprés congélation, car ce phénoméne est aussi observé sur du sperme
frais (DACHEUX,1976). Les spermatozoides de verrats semblent donc plus sensibles que ceux des autres espéces
3 la stimulation de leur métabolisme. Cependant, le taux de gestation et lasurvie embryonnaire ne sont
pas affectés. Une motilité supérieure doit compenser la plus forte chute du pourcentage de spermatozoides
mobiles et de la consommation d'07 aprés 3 heures d’incubation quand la caféine est additionnée a la solution
de décongélation. Il n‘en est pas de méme avec la solution BTS dans laquelle on abserve une chute de 45 % du
taux de spermatozoides mobiles aprés 3 heures dincubation, Cette forte baisse de la survie est probablement &
I'origine de la diminution significative du taux de gestation et de la survie embryonnaires remarquée avec le BTS,
Nous avons en effet montré gu’une mauvaise survie in vitro est associée & une moins bonne fécondance
(PAQUIGNON et COUROQOT, 1975a).

Ce taux de gestation et de survie embryonnaire obtenus avec la solution BTS dans nos conditions de
congélation ne confirment pas ceux de PURSEL et al. (1976), et de POLGE (1976} qui obtenaient un taux de
conception et d’oeufs fécondés, 24 heures aprésinsémination, respectivement, de 70 4 80 % et B0 % . Le taux
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élevé de retours anormaux avec le BTS suggére |'existence d'une mortalité embryonnaire précoce importante. Nos
observations confirment cette remargue car la survie embryonnaire est plus faible de 17 % avec la solution BTS
comparée a la solution INRA-ITP, Le jugement de l'efficacité d'une technigue de congélation doit donc tenir
compte du moment de |'appréciation des résultats,

CONCLUSION

L'addition de 0,6 mM de caféine dans la solution de décongélation INRA-ITP n’a pas d’effet sur le
taux de gestation et la survie embryonnaire. Toutefois, la diminution de ta stimulation de consommation d'02 au
cours de l'incubation montre une forte sensibilité des spermatozoides de verrat a une modification de leur méta-
bolisme. Des doses plus faibles de caféine devront étre testées. La solution de décongélation BTS comparée a
celle INRA-ITP provoque une diminution de la fertilité et de la survie embryonnaire par suite d'une forte chute
de la survie des spermatozoides.
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