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L’insémination ovine a partir de semence fraiche conservée a 15°C permet la diffusion de la
semence de béliers de haute qualité génétique et sanitaire avec une fertilit¢ compatible avec
les objectifs économiques des ¢éleveurs. Cependant, elle impose de fortes contraintes
techniques aux centres d’insémination du fait de la durée limitée du pouvoir fécondant de la
semence. Des méthodes de conservation permettant une simplification de 1’organisation de
I’insémination et une meilleure valorisation des reproducteurs sont recherchées.

L’insémination ovine a débuté en
France dans les années 70 avec la
conception des méthodes de conserva-
tion de la semence et de synchronisation
de I’oestrus (Colas 1984). La standardi-
sation des procédures de production, de
conservation de semence et d’insémina-
tion a permis leur application a grande
échelle (Baril et al 1993, Guérin 1990).
Les effectifs d’animaux inséminés ont
augmenté progressivement jusqu’en
1998 pour se stabiliser depuis une dizai-
ne d’années autour de 800 a 850 000 par
an. L’insémination représente en 2007
43% du cheptel en races laitiéres et 4,3%
en races allaitantes (Raoul et al 2008)
soit, respectivement, 636 000 et
202 000 inséminations.

Les technologies développées dans le
cadre de I’insémination ovine doivent
tenir compte des spécificités de I’espe-
ce ovine par rapport aux autres especes.
Contrairement aux bovins et aux
caprins, 1’insémination ovine repose
principalement sur [’utilisation de la
semence fraiche en raison de la faible
fertilité de la semence congelée aprés
IA cervicale. De plus, I’insémination
avec la semence fraiche doit étre réali-
sée dans les 10 h qui suivent la collec-
te pour obtenir une fertilité maximale.
Ceci a des répercussions techniques
et économiques sur les Centres
d’Insémination Artificielle (CIA)
ovins. La dispersion des élevages et
leur éloignement vis-a-vis du CIA, en
particulier en bassins allaitants, impo-
sent une organisation du travail contrai-
gnante pour les CIA. C’est également
une perte financiére puisque certaines
demandes, en particulier a I’export, ne
peuvent étre honorées du fait d’un éloi-
gnement trop important.

Une autre spécificité ovine est le
dépot de la semence au niveau vaginal
ou exocervical car I’anatomie du col de
I’utérus de la brebis rend quasi impos-
sible 1’insémination transcervicale. Le
col de I'utérus constituant une barriére
sélective de la semence, 1’obtention
d’une bonne fertilité avec de la semen-
ce conservée nécessite actuellement de
réaliser une ins€émination intra-utérine
sous controle endoscopique en dépo-
sant directement la semence dans 1’uté-
rus. Cependant, le colt et la technicité
requise pour I’[A intra-utérine ne per-
mettent pas de ’appliquer en routine a
de grands troupeaux. En effet la taille
importante des troupeaux ovins conduit
a la réalisation d’un nombre important
d’inséminations dans un délai trés
court. Il est donc nécessaire de déve-
lopper des méthodes de conservation
de la semence sous forme liquide ou
congelée permettant d’obtenir des
résultats de fertilité acceptables avec
une méthodologie d’insémination faci-
le et rapide a mettre en ceuvre. Apres
avoir décrit les différentes méthodes de
conservation utilisées, les principaux
facteurs associés a la qualité et a la fer-
tilité de la semence aprés conservation
seront listés.

1/ Conservation sous forme
liquide

1.1 / Conservation dans le lait

Le lait entier ou écrémé est classique-
ment utilisé comme milieu de conser-
vation de la semence de bélier. En
effet, son pH (7) et son osmolarité
(280 mOsm/kg) permettent la dilution

directe de la semence dans le lait.
Toutefois, avant son utilisation, le lait
entier doit étre chauffé a 95°C pendant
10 min pour inactiver les enzymes
toxiques, un complexe protéique
toxique pour les spermatozoides. Au
contraire, le lait UHT peut étre utilisé
sans traitement préalable, puisqu’il a
déja subi un traitement thermique.

Le lait est un milieu complexe riche
en protéines et en glucides. La fraction
protéique joue un réle tampon contre
des modifications du pH et assure une
chélation des métaux lourds. En effet,
des métaux comme le fer catalysent les
réactions oxydatives et favorisent la
peroxydation lipidique des membranes
cellulaires. Le degré ¢levé d’insatura-
tion des lipides membranaires des sper-
matozoides les rend particuliérement
sensibles a ’oxydation. Sous réserve
que son activité persiste aprés chauffa-
ge du lait, la lactoferrine, une protéine
proche de la transferrine et présente en
grande quantit¢ dans le lait, pourrait
protéger les spermatozoides de 1’oxy-
dation par chélation du fer. Il est a noter
que cette protéine constitue également
I'une des protéines majoritairement
sécrétées dans le fluide épididymaire
chez le bélier et plusieurs espeéces
domestiques. Elle pourrait assurer un
role de protection des spermatozoides
au cours de la maturation et le stockage
épididymaire (Dacheux et al 1998).

Le fructose est la principale source
énergétique des spermatozoides dans le
plasma séminal. Cependant, en absence
de fructose, les spermatozoides sont
capables de métaboliser d’autres gluci-
des. Les glucides du lait, principalement
le lactose, permettent le maintien de
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I’osmolarité et constituent une source
énergétique pour les spermatozoides.

Le lait écrémé reconstitué a partir de
poudre de lait pour consommation
humaine est utilis¢ en France par les
centres d’insémination artificielle ovins
en raison de sa qualité, de son faible
cout et de sa facilité d’utilisation. Le
lait reconstitué est complété par des
antibiotiques pour inhiber la proliféra-
tion bactérienne.

Les spermatozoides de bélier peuvent
étre conservés dans le lait a une tempé-
rature de 4°C ou 15°C jusqu’a une
durée de 10 h sans perte du pouvoir
fécondant. Cependant, la fertilité¢ de la
semence est meilleure aprés conserva-
tion a 15°C par rapport a 4°C (Colas
1984).

En France, les CIA réalisent la dilu-
tion de la semence dans le lait a une
température initiale de 35°C puis effec-
tuent un refroidissement progressif de
la semence diluée jusqu’a 15°C. La
semence diluée est ensuite mise en
paillettes fines de 0,25 mL et stockée
dans des récipients isothermes dont la
température de 15°C est maintenue
grace a une ampoule de verre remplie
d’acide acétique congelé. En effet, la
température de fusion de 16,7°C de
I’acide acétique est mise a profit pour
maintenir simplement une température
de 15°C pendant plusieurs heures dans
un récipient isotherme. La semence
peut ainsi &tre conservée a 15°C, aisé-
ment transportée et utilisée pour I'TA
pendant les 10 h qui suivent la collec-
te. Cette méthode de conservation per-
met d’obtenir de bons résultats puisque
la fertilit¢ moyenne obtenue en France
dans ces conditions se situe autour de
65% de mises bas pour des femelles
adultes de race laitiére ou allaitante
(statistiques nationales 2003-2007,
Raoul et al 2008).

1.2 / Conservation dans d’autres
milieux

D’autres milieux que le lait peuvent
étre utilisés pour conserver la semence
ovine. Ces milieux sont généralement
constitués d’un tampon minéral ou
organique associ¢ a des glucides et du
jaune d’ceuf (JO).

Les milieux a base de phosphate ou
de citrate permettent de conserver la
semence ovine a 4°C et 15°C avec une
fertilité variable selon les auteurs mais
globalement similaire a celle du lait
(Maxwell et Salamon 1993). Des molé-
cules de type organique (Tris, Mops)
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sont maintenant préférés aux tampons
phosphates du fait de leur meilleur pou-
voir tampon. Le tampon Tris associé a
du glucose et du jaune d’ceuf peut étre
une alternative au lait. Colas et a/ n’ont
pas observé de différence de fertilité
aprés 1A avec de la semence conservée
4 h a 4°C avec du lait écrémé ou du
Tris/JO (Colas 1984). La mobilité des
spermatozoides de bélier apres 24 h de
conservation a 5°C dans des milieux
lait écrémé/JO ou Tris/JO n’est pas
significativement différente (Paulenz et
al 2002). Dans ces conditions, la fertili-
té obtenue apres [A vaginale sur estrus
naturel dans une limite de 12 h de
conservation a 5°C n’est pas différente
entre le lait/JO et le tris/JO (Paulenz et
al 2003). De méme, aprés 24 h de
conservation a 15°C, Hollinshead et al
n’ont pas observé de différence signifi-
cative de mobilité entre le lait UHT et
le Tris/JO (Hollinshead et a/ 2004a). Le
Mops est utilisé dans le RSD-1 (Ram
Semen Diluent), un milieu de Krebs
Ringer modifié par 1’utilisation du
Mops comme tampon a la place du
bicarbonate (Upreti et al 1995). La
mobilité est maintenue pendant 24 h a
15°C dans ce milieu mais la fertilité n’a
pas été décrite (Upreti et al 1997,
1998).

2 / I’encapsulation

La réussite a I'IA est fortement
conditionnée par la bonne synchronisa-
tion entre I’arrivée des spermatozoides
dans l’oviducte et [’ovulation.
L’ovulation est synchronisée chez les
ovins par 'utilisation d’un traitement
hormonal comprenant 1’application
pendant 12-14 j d’une éponge vaginale
imprégnée d’un progestatif suivie
d’une injection d’hormone gonadotro-
pine (PMSG, Pregnant Mare Serum
Gonadotropin) lors du retrait de 1’épon-
ge (Baril e a/ 1993). L’ovulation a lieu
en moyenne 60 h aprés le retrait de
I’éponge et I’TA est réalisée a un délai
fixe de 55 h aprés le retrait de
I’éponge. Cependant, la variabilité
entre femelles du moment de 1’ovula-
tion entraine une variabilit¢ du délai
entre I’insémination et 1’ovulation.
Pour pallier a ce probléme, une solution
pourrait consister a réaliser I’insémina-
tion avec de la semence conditionnée
sous une forme permettant une libéra-
tion progressive des spermatozoides
dans les voies génitales femelles. Ceci
pourrait &tre obtenu par la métho-
de d’encapsulation. L’encapsulation
consiste a inclure des cellules dans des
microbilles d’alginate, un polysacchari-
de polyanionique naturel extrait des

algues brunes (Uludag et al 2000).
L’alginate est couramment utilisé pour
former des hydrogels car il est non
toxique et se dissout aisément dans les
solutions aqueuses. Le principe de la
microencapsulation consiste dans un
premier temps a ajouter de 1’alginate de
sodium a une suspension de cellules.
Puis ce mélange est projeté goutte a
goutte dans une solution de chlorure de
calcium. L’alginate est chargé négative-
ment et gélifie en présence d’ions diva-
lents tels que le Ca2* et le Ba2t. Les
ions sodium contenus dans I’alginate
de sodium sont alors déplacés par les
ions calcium. L’alginate de sodium se
transforme en alginate de calcium qui
gélifie. Les microsphéres formées doi-
vent ensuite étre stabilisées par une
couche externe de poly-L-lysine. La
technique d’encapsulation, appliquée
aux spermatozoides depuis les années
80, permet de maintenir les spermato-
zoides vivants dans des sphéres creuses
(Nebel et al 1985). Lorsque les sperma-
tozoides sont au préalable dilués dans
des milieux adaptés a la congélation et
a D’encapsulation, ils peuvent étre
congelés/décongelés sous une forme
encapsulée.

La conservation a 18°C sous forme
encapsulée de la semence porcine per-
met de préserver la mobilité, les activi-
tés enzymatiques et le pouvoir fécon-
dant in vitro des spermatozoides
(Vigo et al 2002, Faustini et al 2004).
La semence bovine peut également étre
congelée sous forme de capsules et pré-
sente une qualité normale aprés décon-
gélation. Cependant, la fertilité obtenue
aprés insémination avec de la semence
encapsulée n’est pas supérieure a celle
obtenue par insémination convention-
nelle avec de la semence congelée chez
les bovins (Munkittrick et al 1992,
Nebel et al 1996) et de la semence frai-
che (5°C) chez les porcins (Huang et al
2005). Chez les ovins, cette méthode
n’a pas non plus montré de supériorité
par rapport aux méthodes classiques de
conservation. La semence de bélier
conservée a 5°C dans des billes d’algi-
nate présente une fertilité équivalente a
celle conservée sous forme liquide
(Maxwell et al 1996).

Ces résultats pourraient s’expliquer
par le fait que la libération progressive
des spermatozoides in vivo a partir des
capsules n’est pas effective. Une étude
chez les porcins a montré que la libéra-
tion des spermatozoides dans 1’utérus
intervenait dans les 3 4 6 h suivant I’in-
sémination (Esbenshade et Nebel
1990). Les capsules possédant une
composition standardisée, la libération
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des spermatozoides pourrait étre diffé-
rée mais pas progressive.

Toutefois, la méthode initiale d’en-
capsulation avec I’alginate de sodium
fait actuellement 1’objet d’améliora-
tions avec [I’utilisation de nouveaux
polymeéres (Weber et al 2004). Ces nou-
veaux polymeres permettent a la fois
d’améliorer la résistance mécanique
des capsules et de mieux maitriser leur
dissolution. L’objectif est, a terme, de
concevoir un mode de libération des
spermatozoides plus spécifique et
dépendant par exemple de modifica-
tions de I’environnement utérin au
moment de I’ovulation. Ainsi un mode-
le de capsules a base de cellulose per-
met, in vitro, de conditionner la libéra-
tion des spermatozoides des capsules a
la présence de cellulase dans le milieu
(Weber et al 2006). De plus, la com-
mercialisation d’automates d’encapsu-
lation a haut débit permet maintenant
de tester rapidement de nouveaux
protocoles et d’envisager 1’intégration
de I’encapsulation dans les procédures
de production et de conditionnement de
la semence des CIA lorsque 1’encapsu-
lation aura fourni les résultats attendus
(Weber et al 20006).

3 / La congélation

De nombreuses méthodes de congé-
lation de la semence ovine ont été pro-
posées (Salamon et Maxwell 1995).
Parmi celles-ci, deux protocoles princi-
paux sont actuellement utilisés. Le
protocole de congélation utilisé actuel-
lement en France a été congu par Guy
Colas et ses collaborateurs (Colas
1975). 1l comporte deux étapes succes-
sives de dilution. La premiére étape
consiste tout d’abord a refroidir les
spermatozoides a 4°C. Pour les proté-
ger contre les effets déléteres du refroi-
dissement, les spermatozoides sont
dilués dans un milieu lactose supplé-
menté de jaune d’ceuf. La fraction lipi-
dique du jaune d’ceuf, et en particulier
les lipoprotéines de type LDL, est
reconnue pour assurer une stabilisation
des membranes a basse température. La
deuxiéme étape, dite de glycérolisation,
consiste a inclure le cryprotecteur, le
glycérol, dans les spermatozoides pour
leur permettre de supporter la congéla-
tion. Le glycérol étant toxique a 37°C
pour les spermatozoides, cette étape est
effectuée apres le refroidissement des
spermatozoides a 4°C, le glycérol étant
apporté par un milieu lait/glycérol. Les
spermatozoides sont ensuite condition-
nés en paillettes fines de 0,25 mL,
congelées dans des vapeurs d’azote et

stockées dans I’azote liquide a - 196°C.
Cette méthode en deux étapes permet
de cumuler les effets protecteurs du
lait, du jaune d’ceuf et du glycérol.

Par ailleurs, d’autres auteurs propo-
sent une méthode de congélation en une
seule étape avec un milieu contenant un
tampon de type zwitterion (Tes, Hepes,
Pipes) contenant du glucose, du JO et
du glycérol (Molinia et al 1994). La
dilution est réalisée a 30°C pour limiter
les effets négatifs du glycérol, avec une
congélation en pastilles. La semence
est congelée par dépot dans des puits de
glace carbonique a - 80°C avant d’étre
plongée dans ’azote liquide puis stoc-
kée dans des tubes. Il a été possible par
cette méthode de congeler/décongeler
de la semence, de réaliser un tri des
spermatozoides X/Y par cytométrie en
flux, puis de recongeler/décongeler une
deuxiéme fois la semence avant de
réaliser une insémination intrautérine.
La fertilité obtenue dans ces conditions
est similaire a celle obtenue avec de la
semence congelée dans des conditions
témoin (Hollinshead et al 2003,
2004b).

4 / Facteurs influant la qua-
lité et la fertilité de la
semence apreés conservation

4.1 / La concentration

La concentration de la semence a un
impact important sur la qualité de la
semence lors de la conservation sous
forme liquide. Dans les conditions
d’IA, la semence est classiquement
diluée a une concentration de 1,2-1,6
milliard de spermatozoides par mL
pour obtenir un total de 300-400
millions de spermatozoides par paillet-
te. Ce nombre de spermatozoides par
dose permet d’obtenir une bonne ferti-
lité dans un délai de 10 h apres collec-
te. Cependant, une concentration trop
¢élevée est préjudiciable pour la conser-
vation de la semence puisque la fertili-
té apres 24 h de conservation a 5°C est
inférieure pour une concentration de
2.10% spz/mL par rapport a 1.10°
spz/mL (Colas et al 1980). Une étude
systématique de I’impact de la concen-
tration sur la mobilité aprés 24 h de
conservation dans le lait a 4°C a mon-
tré que la concentration optimale était
égale a 800.10% spz/mL (Alencar de
Araujo 2000). En revanche, une
concentration plus élevée (1400.10°
spz/mL) ou plus faible (400.106
spz/mL) diminue fortement la qualité
de la semence (figure 1). Cependant, a

cette concentration de 800.10¢ spz/mL,
le nombre de spermatozoides par dose
(paillette de 0,25 mL) est de
200 millions, c'est-a-dire inférieur aux
recommandations. Ceci oblige donc a
inséminer avec un volume double. Hors
il apparait que la réussite a 1I’insémina-
tion est aussi dépendante d’un volume
d’insémination réduit, sans doute en
raison d’un reflux de la semence 1ié au
volume inséminé. Il est donc nécessai-
re de trouver un compromis entre une
concentration suffisamment élevée
pour assurer un nombre minimal de
spermatozoides dans un volume réduit
et une concentration suffisamment fai-
ble pour limiter la baisse de qualité due
a la conservation.

4.2 / Le degré d’oxydation

Au cours de la conservation, les
spermatozoides produisent des super-
oxydes, en particulier le peroxyde
d’hydrogéne H,O, et I’ion superoxyde
0O2- (Aitken et Baker 2004, Chatterjee
et Gagnon 2001). Ces superoxydes
provoquent une diminution de la mobi-
lit¢ par I’inhibition de la production
d’ATP par les mitochondries et une
altération de la membrane plasmique
par peroxydation des lipides membra-
naires. La supplémentation des milieux
de conservation avec des antioxydants
permet de limiter les effets négatifs des
superoxydes (Maxwell et Stojanov
1996, Maxwell et Watson 1996). Une
supplémentation de la semence avec
des antioxydants de type enzymatique
comme la superoxyde dismutase
(SOD) et la catalase améliore la fertili-
té apres insémination (Maxwell et
Stojanov 1996). Toutefois, le colit et la
fragilit¢ de l’activité antioxydante de
ces enzymes limitent leur utilisation, et
des antioxydants non enzymatiques
sont recherchés. Un analogue de la
vitamine E, le TEMPOL, améliore la
mobilité aprés 24 h de conservation a
15°C (Mara et al 2005). Les flavonoi-
des sont des composés phénoliques
présents en quantit¢ importante chez
de nombreux végétaux, comme le rai-
sin, et présentent un fort pouvoir anti-
oxydant. La mobilit¢ de la semence
conservée a ainsi été améliorée par le
resveratrol aprés 24 h de conservation
a 15°C chez le bélier (Sarlos et al
2002) et par la catéchine apres 96 h de
conservation a 15°C chez le bouc
(Purdy et al 2004). Toutefois, si les
antioxydants permettent d’améliorer
la mobilit¢ de la semence conservée
sous forme liquide ou congelée, un
impact positif des antioxydants sur la
fertilité n’a pas pu étre clairement
démontré.
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Figure 1. Impact de la concentration sur la survie des spermatozoides apres 2 h et 24 h de conservation dans le lait a 4°C (d’apres

Alencar de Araujo 2000).
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Figure 2. Impact de la conservation de la semence pendant 24 h a 15°C dans le lait
sur le transit des spermatozoides dans le tractus génital femelle (D'apres Druart et al
2008). Les spermatozoides sont inséminés puis comptés 4 h apres insémination a
différents niveaux du tractus par microscopie confocale fibrée.
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4.3 / Le transit dans les voies
génitales femelles et la survie in
Vivo

En dépit de taux corrects de survie
des spermatozoides a la décongélation
(de I’ordre de 50%), la fertilité obtenue
apres IA cervicale avec de la semence
congelée reste faible (10-20%). Seule
la réalisation d’IA intra-utérine sous
contréle endoscopique permet d’obte-
nir des résultats permettant 1’utilisation
de la semence congelée en élevage (50-
70%). 11 apparait donc que la congéla-
tion, en plus d’induire une mortalité
cellulaire, diminue fortement 1’aptitude
des spermatozoides mobiles a traverser
le col de I'utérus.

De méme, la diminution modérée de
la mobilité in vitro des spermatozoides
aprés 24 h de conservation ne peut pas
expliquer la forte diminution de fertili-
té observée apres IA cervicale. Une fer-
tilité équivalente a celle obtenue avec
de la semence fraiche peut étre obtenue
aprés IA intrautérine. Ainsi, le passage
du cervix est fortement réduit aprés
24 h de conservation a 15°C et 1’obser-



Conservation de la semence ovine /95

vation par imagerie in vivo des sperma-
tozoides dans le tractus génital femelle
montre que le nombre de spermatozoi-
des atteignant 1’oviducte est réduit et
leur mobilité in vivo altérée (figure 2,
Druart et al 2008).

Les données publiées par 1’équipe
norvégienne de Paulenz restent une
exception avec une fertilité de 1’ordre
de 50-60% dans des conditions d’¢éleva-
ge apres [A vaginale/cervicale avec de
la semence congelée selon un protoco-
le proche de celui de Colas et al
(Paulenz et al 2004, 2005, 2007). Dans
ces mémes conditions d’élevage, la fer-
tilit¢ aprés 24 h de conservation a
15°C dans le lait est tres proche de celle
obtenue aprés 12 h de conservation
(Paulenz et al 2009). Puisque la fertili-
té est élevée selon les deux modes de
conservation (liquide et congelée) et
que les protocoles sont proches de ceux
classiquement utilisés par ailleurs, il ne
semble pas que ces résultats puissent
étre expliqués par des différences
méthodologiques de conditionnement
de la semence. L’hypothése d’une race
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L’insémination ovine représente en 2007 43% du cheptel en races laitiéres et 4,3% en races allaitantes soit, respectivement, 636 000 et
202 000 inséminations. Les méthodes actuelles de conditionnement de la semence ovine sous forme liquide sont bien adaptées pour la
réalisation des IA le jour de la collecte dans un secteur géographique réduit. Cependant, I’insémination devant étre réalisée dans les
10 heures qui suivent la collecte pour obtenir une fertilité maximale, un allongement de la durée de conservation permettrait d’assouplir
P’organisation de ces CIA et d’élargir la diffusion de la semence de béliers de haute valeur génétique. Les recherches portent sur trois
méthodes de conservation : sous forme liquide, congelée ou encapsulée. Plusieurs facteurs influant sur la qualité de la semence apres
conservation ont été identifiés, comme la concentration finale en spermatozoides de la semence diluée et la présence d'antioxydants dans
le milieu de conservation. La perte de fertilité apres conservation se traduit également par une réduction de 1'aptitude des spermatozoi-
des a traverser le cervix et transiter dans le tractus génital femelle. Une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu lors de la
traversée du cervix par les spermatozoides devrait permettre d'apporter des solutions adaptées pour améliorer les milieux de conserva-
tion.

Abstract

Conservation of ovine semen

In 2007, 43% of ovine dairy flocks and 4.3 % of suckling flocks, respectively, 636 000 and 202 000 ewes, were inseminated. Methods of
ram semen preservation in liquid state were adequate when insemination was performed the day of the semen collection in a reduced geo-
graphic region. However, given that insemination needs to be performed in the 10 hours following the semen collection in order to reach
high fertility, increasing the duration of semen storage could simplify the daily work of AI Centers and provide better use of rams of high
genetic value. Research is being conducted on three methods of preservation: liquid state, freezing and encapsulation. Several factors
potentially impacting on fertility after semen preservation were identified such as final sperm concentration and antioxidants. Semen
preservation also induced a reduced ability of spermatozoa to cross the cervix and transit into the female genital tract. A better under-
standing of the mechanisms involved in sperm transit could help to conceive media better suited to sperm preservation.

DRUART X., GUERIN Y., GATTI J.-L., DACHEUX J.-L., 2009. Conservation de la semence ovine. Inra Prod. Anim., 22,
91-96.
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