REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
— MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA

'y
1 ) RECHERCHE SCIENTIFIQUE
A/ Université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences Biologiques et Sciences Agronomiques

Département de Biologie

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome de Master en Sciences Biologiques

Option : Biologie et Physiologie de la Reproduction.
Théme

-

Etude des effets des huiles essentielles Romarin &
verbénone et Sauge officinale a deux doses différentes
sur la structure épididymaire des lapins males
prépuberes de la souche synthétique.

- J

Réalisé par : Mlle DAOUD Nouara

Soutenue devant le jury composé de

Mme.MEDJDOUB-BENSAAD F. Professeur UMMTO Présidente.
Mme.LAKABI-AHMANACHE L. MCB UMMTO Promotrice.
Mme.GUERMAH D. MAB UMMTO  Examinatrice.

E 2019-2020 g



Remerciements

Je remercie Allah. Grand et miséricordieux. Le tout puissant pour le courage

qu’il m’a donné pour mener ce travail a terme.

Je tiens a exprimer mes sinceres remerciements et profond respect a ma
promotrice Mme. LAKABI L. maitre de conférences classe B a [’université
Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou qui m’a fait ['honneur d’accepter de me diriger
tout au long de mon travail, pour sa patience, son aide, sa disponibilité, sa
gentillesse et surtout ses judicieux conseils.

Je voudrais aussi remercier Mme. MEDJDOUB F. professeur a
["UMMTO d’avoir fait [’honneur de présider le jury de cette soutenance et pour
son accueil dans son laboratoire, mes sincéres remerciements et mon immense
gratitude.

J’exprime ma reconnaissance a Mme. GUERMAH D. maitre assistante
de classe B UMMTO, merci d’avoir accepté d’évaluer mon travail et merci pour
votre gentillesse.

Enfin, je tiens a remercier toutes les personnes ayant contribué de pres

ou de loin a la réalisation de ce modeste travail.



Dédicaces

Du profond de mon cceur, je dédie ce travail a tous ceux qui me sont chers,
A mon trés cher papa,
Qui m’a toujours poussée et motivé dans mes études, merci d’étre le pere que tu
es, de croire en moi, merci pour ton soutien, tous tes sacrifices.
A ma trés chére maman,
Qui m’a toujours encouragé, merci pour ton amour, ton affection et ta
bienveillance.
Ces quelques lignes ne suffisent pas a faire une belle phrase digne de vous, je
vous dois ce que je suis aujourd 'hui et ce que je serais demain.
A mes deux chers fréres
Mourad et Djafar que j 'aime tant.
A ma petite seeur adorée
Thanina.
A ma famille
Mes grands-parents, mes oncles, mes tentes, tous mes cousins et cousines, merci
pour votre soutien.
A mon camarade Hakim RABIA,
Merci pour le temps que tu m’as consacré et [ ’aide que tu m’as apporté, merci
pour tes conseils et ta gentillesse.
A mes trés chers amis
Avec lesquels j’ai pu partager des moments de bonheur uniques Kahina, Mina,
Célina, Radia, Ferroudja, Amine, Lydia, un grand merci a vous.
A toute la promotion MII BPR (2019-2020).
A tous ceux qui, d 'une maniére ou d’une autre, m’ont soutenu ou aidé durant la

réalisation de ce travail



Liste des figures et planches

Figure 1 : Représentation schématique de 1’appareil génital du lapin male (Lebas et al.,

<) TSSOSO 2
Figure 2 : Vascularisation et innervation du testicule (Bailleul et Mauroy, 1991).......... 4
Figure 3 : Anatomie de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002)........ccccovereiiveieeriesiennnnns 5
Figure 4 : Coupe longitudinale du testicule montrant les différentes structures du

testicule (MUHEr €t Cl0S, 1997). ....iiieiieiesie ettt sre e nnes 8
Figure 5 : Portion de tubule séminifére de lapin (Junqueira et Carneiro, 2007).............. 9

Figure 6 : Représentation des différentes jonctions spécialisées de 1’épithélium

séminifere (Mruk et Cheng, 2004). .......ccooiiiiiiiiene e 10
Figure 7 : Schéma de la structure de spermatozoides des mammiféres (Le Moigne et
FOUICIEr, 2009). ...viiiieiie ettt e e bt et e a e b e et e et e e re et e e e e te e re e e e araenreenrenres 12
Figure 8 : Schéma représentatif de 1’épididyme, montrant les différents segments
(Breton et Da SilVa, 2012)......ccooiiiiieieieiie e 14
Figure 9: Représentation schématique de 1’épithélium épididymaire (Girouard, 2009).
.................................................................................................................................................. 14
Figure 10 : Différenciation de 1‘appareil reproducteur du lapin male (Alvarino, 2000).
.................................................................................................................................................. 18
Figure 11 : Evolution du poids des testicules chez le jeune male entre 20 et 180 jours
(Prud’hon, 1973 cité par Lebas, 2000). .....cccuiiiiiiiiiiieiiieiee e 19
Figure 12 : Différentes étapes de la vie sexuelle du male (Boussit, 1989). ................... 19
Figure 13 : Cycle spermato-génique chez le lapin (Charles PAX, 2017). .....cccccccvrvnene. 22
Figure 14 : Etapes de la spermiogenése (L&VEque, 2003). .......cevevreeerceereerreeereeerreenans 23

Figure 15 : Stéroidogenése dans les cellules de Leydig et aromatisation dans les
cellules de Sertoli (Thibault et Levasseur, 2001). ..........ccceiieieiiieiieie e, 24
Figure 16 : Durée du transit (en jours) des spermatozoides dans la téte (noir), le corps (clair)
et la queue (gris) de 1I’épididyme chez différentes espéces (Robaire et Hermo, 1988)............ 27

Figure 17 : Représentation schématique de la sécrétion apocrine dans les cellules
principales de 1’épididyme (Girouard, 2009). ..........cceiieriririiiiiiieeee e 28

Figure 18 : Influence d’un séjour de 8h a 34°C, pratiqué 1 journée ou 5 jours
consécutifs en semaine zéro, sur le pourcentage de spz morts déterminé au cours des 8

semaines suivantes (Kasa et Thwaites, 1992). .......cccoviiiiiiiiiiinieeeee e, 31



Figure 19 : Pourcentage de spermatozoides vivants dans les €jaculats de lapins entretenus
sous un éclairement de 8h ou del6h de lumiere de jour (Theau clément et al., 1994). ........... 32
Figure 20 : Lapins de la souche améliorée agés de 3 mois issus d’un élevage cunicole de
Tigzirt, wilaya de TIZI-OUZOU. .......cueiiiiiiie ettt enre s 36
Figure 21 : Lapins dans des cages SPECIAIES. .......ccvcvveiveiiiieiieie e 38

Figure 22 : Pesée des lapins et administration des deux huiles essentielles aux doses (100 et

200UITKG). .ottt ettt R bt et re et et r et e nr et re et et enearens 39
Figure 23 : Sacrifice des [apiNs. .....cc.eiiiiiiiice e 39
Figure 24 : Epididyme du lapin lors du sacrifice et détermination du poids et volume des
BPIAIAYITIES. ..ottt ettt b ettt e e e st et e ne e e b et eene e 40
Figure 25 : Série des bains de déshydratation des gonades. ...........ccccoovvereinieneneincieieeens 41

Figure 26 : Organes placés dans des moules de Paraffine et blocs de paraffine obtenue apres
1T 1] o] o RSOV PR URPR PSRRI 42
Figure 27 : Dispositif de la coupe, MICIOtOME. .......ccooiiiiiiiiiiieeee e 42
Figure 28 : Poids corporel des lapins &gés de 3 mois traités par les deux huiles essentielles
Romarin a verbenone et Sauge officinale a deux doses différentes (100-200ul/Kg)............... 45
Figure 29 : Poids des épididymes droits et gauches en fonction de la dose des deux huiles
essentielles administrées Romarin a verbénone et Sauge officinale. ...........cccocvviiiiennene, 47
Figure 30 : Poids épididymaire total en fonction de la dose des deux huiles essentielles
administrées Romarin a verbénone et Sauge officinale. ............cccocovveieiici i, 48
Figure 31 : Poids relatif des épididymes en fonction de la dose des huiles essentielles
administréees Romarin & verbénone et Sauge officinale. ...........cccooviiiiiiiiniii e, 49
Figure 32 : Volumes épididymaires totaux des lapins 4gés de 3 mois en fonction des doses
des huiles essentielles administrées Romarin a verbénone et Sauge officinale. ...................... 50
Figure 33 : Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin 4gé de 3 mois aprés coloration

AVEC 1€ TrICHTOME A8 IMIASSSON. ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeee e et e ee e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeees 52

Planche 1: Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin pré pubére traité par 1’huile Sauge
officinale apreés coloration avec le trichrome de MasSSON. .........cccevverienieeneerie e, 53
Planche 2 : Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin pré pubére traité par I’huile

essentielle Romarin a verbénone apres coloration avec le trichrome de Massson.................. 54


file:///G:/Mémoire%20Final%20DAOUD%20Nouara.docx%23_Toc60865702
file:///G:/Mémoire%20Final%20DAOUD%20Nouara.docx%23_Toc60865702

SOMMAIRE

Liste des figures et planche

Introduction
CHAPITRE I : Rappels bibliographiques

1.  Anatomie de I’appareil reproducteur male ...........ccoocooeiiiiini 2
1.1, Anatomie du teSTICUIE........ccuiiieiiee e e 3
1.1.1.  Caractéristiques et position des teStICUIES ..........couveririiiiniieii e, 3
1.1.2.  Vascularisation et innervation des teStiCUles...........ccoovvvrerene i s, 3
1.2. Anatomie de I’épididyme..........ccoueiiiiiiiiiiiiie e 4
1.3.  Anatomie du canal deTEIENT ..........cccviiiieiiie s 5
1.4. Anatomie du canal effErent...........ccovoeeieieicce e 5
1.5. Anatomie du canal €JaCUlALEUN .............ciiiiiiiiieees e 6
1.6. Anatomie de IUICLIC .....cuveii i e e e 6
1.7.  Anatomie des glandes anNEXES .........ccccveiuiiieiieeriesiie e s 6
1.7.0.  VESICUIE SEBMINAIE.......oiiiiiiie i 6
1.7.2.  Glande vésiculaire (Pro prostate ou Prostate craniale)..........cc.ccocevevieniennnen. 6
R T o (0131 7. 1 RO 6
1.7.4.  Glandes para ProStatiQUES...........cccueieerueeieieeieeieesieesre e steesre e e sre e sreenne s 7
1.7.5.  Glandes de cowper (glande bulbo-urétrale) ...........cccoveveiieiiiiiicceee e, 7
L8 PANIS ittt re et e 7

2. Histologie de I’appareil reproducteur méale...................occooiviiiniiniciie 7
2.1. Histologie dU tESTICUIE .........cviiieii e 7
2.1. 1. TUDES SEMINITEIES.....cviceieiie e 8
2.1.1.1. Cellules de SErtOli .....cceeuiiiiiieiieie et 9
2.2. Histologie de I’épididyme.........cccoviviiiiiiiiiiiiii s 13
2.2.1.  Cellules PrinCIPAlES ......cc.eciiiiiieie et 15
2.2.2.  CelluleS DASAIES ........ccviieiee s 15
2.2.3.  Cellules 8N HAlO .......cccuiiieiieeceee e e 15
2.2.4.  CellUIES CIAITES .....eeiveeeiieie ettt sne e nns 15
2.2.5.  Cellules @pICalES......cccueiiiecie e s 16



2.2.6.  CRIUIES BITOMES .ot e e e e e e e e ee e 16

CHAPITRE II: Physiologie de la reproduction

1. Developpement des gonades et puberte ..., 17
2. Développement ponderal ceeee.18
3. Maturation SEXUEIIE ........ccoviiiiiiiice s 19
3.1, Phase INFANTHE ......cviiiieiee e 20
3.2, Phase Pré PUDEITAITE ........ccuiiieieeie e 20
3.3 PUDEBITE .o e 20
3.4, Maturité SEXUBIIE ... c.veieeee e 21
4. Développement comportemMental ..........cccooeiiiiiiniine i 21
5. Développement hormonal............ccocoiiiiiiiii i 21
6. Fonctions physiologiques du testiCule ............ccccoveviiieiiccie e 21
B.1.  SPEIMALOGENESE ....vevireereetiieieie sttt sttt ettt et e bt s st e st e e sb e bt senn s 22
6.2, STEFOTAOGENESE ....evieireeiieteieeee ettt bbbttt et b e e e nenn s 24
7. Fonctions physiologiques de I’épididyme.................ccooviiiiiiininiecs 25
7.1. Maturation des SPermMatOZOTaES. .........ccvrieieerierienterie st 25
7.2. Acquisition de [amobilité............ccoveiieiiie e 25
7.3. Modification de la membrane des spermatozoides..........ccccveveeieieerieiieiieennene 25
7.4. Protection des SPermatozZoides..........ccoviieierierienerie st 26
7.5. Stockage des SPErmMatOZOTUES. .........cierieiieieieieste sttt 26
7.6. Transport des SPErmMatOZOidES ........c.coverueiieieeie et 26
8.  Mode de sécrétion de I’épididyme ................ccoviiiiiiiiiiiis 27
8.1.  SECIELION MEIOCIINE ..evievieiieieie ettt sttt st st re e eneeneas 27
8.2, SECTELION APOCTINE .....cueeiieeeeeiieteete sttt sttt sttt sb e e e ene e 28
9. Régulation hormonale de la fonction de la reproduction.............c.ccoovvveiennne 28
9.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique ............cccereririeieneie e 28
9.2. Rétrocontrole de la sécrétion des gonadotrophines par le testicule .................... 29
9.3. Régulation intragonadique des fonctions testiculaires.............coccevveveiieieenenne. 29
9.4. Régulation des fonctions de 1’épithélium épididymaire ............ccccovvviriiriinnnnn 29
10. Influence des facteurs de I’environnement sur la reproduction des lapins.... 30



10.1. Effet de teMPEratUrE........c.coveieiieie e se et ens 30

10.2. Effet de I'NYGrOMEALIIE ....c.ooviiiiieieee e 31
O T = i 1= 7. 1o SRR 31
10.4. Effet d’éclairement et photOPEriode........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 32
10.5. Effet de I’alimentation ............coceeiiiiiiie i 33
10.6. EFfEL A8 I'AGE ..oovveieieiiee et e e 33
11, AULIES TACTEULS ..ottt nte e re e 34
CHAPITRE Il1:Matériels et méthodes
I \V/ o1 =1 g [T I o] To] (oo o [U -SSR 35
1.1. Modeéle eXperimental..........cccoiiiiiiiii i s 35
1.2. Huiles essentielles UtITISEES........cocviveieieeicce e, 36
1.2.1.  Romarin & verbénone (Romarinusofficicinalis) ..........cc.ccocevrvnirniiciennnenns 36
1.2.2.  Sauge officinale (Salvia officinaliS) ............ccccoviiiiiiiiiiii e, 36
1.2.3.  Propriétés physiCO-ChIMIQUES .........coeiveiiiiieiieie e 37
2. AULIES MALEIIEIS ..o e 37
3. EXPArIMENtAtiON.........ccoiieiieie e e 37
3.1, Alimentation et abreUVEMENT..........coiveiiiieiiee e 37
3.2, CoNSHITULION GBS T0LS....cvieieeieesieeie et r e 38
3.3. Pesée et administration des huiles essentielles ..., 38
3.4. Sacrifice des animaux et prélevement des Organes..........cccovveveevieveereeieesveennean, 39
4. EtUAE NISLOIOGIGUE..........oeeeeceeeeeeseeee ettt s st 40
O o e 11 o] ISR URRSPRRI 40
4.2. Déshydratation et ClairCiSSEMENT..........ccoeiieiiiriiieree e 41
e TR 1111 o] =T | - LA o] o RSP SPRRSRR 41
S [0 Tod U] To] o USSP UROSPRI 41
4.5. Confection des coupes et etalement...........cccoveviiiiiicce e 42
4.6. Déparaffinage et Nydratation............cccooeieieiiiiienieeeee e 43
4.7. Coloration topographigUE ........cceeieiiiiieiese e 43
i T \V/ 0] o = o PSRRI 43
4.9. Observation des [aMES .........coiiiiiiie it e 43

B, EtUOE SEALISHIGUE ...ttt 43



CHAPITRE IV: Résultats et discussion

1. Résultats de I’étude MaCrOSCOPIGUE .....ccuveverieeireeiesiereeeesee e eee e 45
1.1. Evolution du poids Vif des aniMaUX...........coceeeerereirreeseinseiseessesesessesseseeeseon, 45
1.2, POIdS EPIdIAYMAITE......ceiiieiiieiieieiee e 46
1.2.1.  Poids épididymaires droits et gauChes ...........coeviiiiiiniireeeee 46
1.2.2.  Poids épididymaire total...........ccccoouiiiiiiiii i 47
1.2.3. Poids épididymaire relatif a 100g de poids corporel.........ccccoevvevieiiernenenne 49
1.2.4.  Volume épididymaire total...........ccccevveiiiiie i 50

2. Résultats de I’étude microSCOPIqUE .............ccceevviiiiiiiiiiiiiiie e 52
2.1. Epididyme des 1apins tEMOINS............ccoveurviieeeeeiesieseseeee s es et esesess s 52
2.3. Epididymes des lapins traités par le Romarin & Verbénone .............cccocoeevvrveene. 53

3. DISCUSSION AES FESUITALS ......cveueiiiiieiieieieeee e 54

CONCIUSTON <.ttt ettt e e e e e e e 56

Références bibliographiqUES...........cceiieiieiii i e e, 57

Résumé



Introduction

Le lapin peut étre utilisé en tant qu’animal de laboratoire destiné a la recherche médicale et a
I’application biotechnologique puisqu’il offre beaucoup d’avantages notamment dans le domaine de
la reproduction, en effet, il est caractérisé par un court intervalle entre les générations, une bonne
productivité, une facilité d’élevage et une prolificité importante (Joly et Theau Clément, 2000).

Actuellement, les plantes aromatiques possedent un atout considérable grace a la découverte
progressive des applications de 1’huile essentielle dans des secteurs trés divers. Cependant, plusieurs
plantes utilisées ont été signalées comme ayant un effet sur les fonctions reproductrices males chez
les animaux et les humains.

Les huiles essentielles connues des civilisations anciennes et aujourd’hui scientifiquement
reconnues, sont des extraits purs provenant d’une sécrétion naturelle élaborée par certaines plantes
aromatiques et présentent des effets pharmacologiques, psychologiques et physiologiques.

Selon Franchomme (1990), ils existent des huiles essentielles présentant des propriétés dites
oestrogeéne-like qui sont susceptibles de modifier le processus physiologique de la reproduction soit
en I’améliorant ou en la perturbant. Parmi ces huiles essentielles on retrouve celle de Romarin &
verbénone et de la Sauge officinale.

La fertilit¢ masculine est sous la dépendance de 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire et
elle est marquée par une différenciation gonadique, une descente des testicules, un debut de la
puberté, la prolifération et la maturité des cellules testiculaires (Vigueras-Villasenor et al., 2003).

L’épididyme qui est un long tubule pelotonné reliant le testicule au canal déférent joue un réle
tres important dans la fertilité des males en assurant la maturation des spermatozoides (Kirchloff,
1999).

Le taux de fertilité des lapins blancs algériens est faible par rapport a celui des autres
populations de lapins d’autres pays.

Dans ce cadre, 1’objectif de notre étude porte sur I’effet des deux huiles essentielles Romarin a
verbénone et Sauge officinale sur les parametres macroscopiques (poids vifs, poids et volume des
épididymes) et sur les structures histologiques de 1’épididyme du lapin méle pré pubére de la souche
synthétique, une alternative qui nous permettra d’aboutir a une augmentation de la fertilité de ces
animaux, ainsi qu’une meilleure productivité du lapin.

De ce fait, notre travail est subdivisé en quatre chapitres dont le premier abordera les
différentes connaissances bibliographiques sur I’appareil reproducteur male, le deuxieme chapitre
qui traitera la physiologie de la reproduction, le troisiéme chapitre exposera les matériels et méthodes
utilisés et le quatriéme chapitre exposera les résultats obtenus suivis de leur discussion. En fin, on

termine ce travail par une conclusion et un ensemble de perspectives.
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L’organisation générale de I’appareil génital du lapin male est voisine a celle des autres
mammiferes, sauf pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter les testicules dans 1’abdomen

et quelques différences concernant la taille, le poids et la forme des organes (Hamon et al.,1999).

1. Anatomie de ’appareil reproducteur méle
L’appareil génital du lapin méle est situé postérieurement et s’ extériorise par des bourses peu
marquées par rapport aux autres mammiféres (Boussit, 1989).
Il comprend deux gonades (testicules), un tractus génital formé par les voies spermatiques
intra et extra testiculaires (tubes droits et rete testis, canaux efférents, épididyme, canal déférent,
canal ¢éjaculateur), des glandes annexes (vésicules séminales, prostate et glandes de Cowper), et un

tractus uro-génital représenté par ’uretre (Figure 1) (Friry-Santini, 2007).

Teshicule

Téte Corps Queuve

Spermiducte

>

Epididyme

Vésicule sémmnale

/o Glande vésiculaire

Ampoules déferentes (2)
Vessie
Canal éjaculateur

Prostate
Giande de Cowoer

Vésicule seminale
(retournée)

Urétre
Glandes prépuciaies
Pénis

Figure 1 : Représentation schématique de I’appareil génital du lapin male (Lebas et
al., 1996).
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1.1.Anatomie du testicule

Les testicules sont des organes dotés d’une double structure, un compartiment tubulaire
(tubes séminiféres) et un compartiment interstitiel assurant deux fonctions essentielles qui sont la
formation des gamétes méles ou spermatozoides, assimilée a une fonction exocrine, et la synthese et
sécretion d’hormones stéroides (androgenes, essenticllement la testostérone), fonction endocrine

(Muller et Clos, 1997).

1.1.1. Caractéristiques et position des testicules

Les testicules sont des organes pairs, pleins, ovales et allongés, amincis aux extrémités, de
couleur rosée, de consistance ferme et élastique, situés de part et d'autres de la ligne inguinale et
logés dans le scrotum a l'extérieur de la cavité abdominale. Cette situation leur permet de se
maintenir a une température inférieure de 2 a 3 degreés de la température corporelle, une température
de 34 a 35°C essentielle pour une spermatogenese normale (Barone, 1984 ; Van Nyugen, 2007).

Les testicules d’un lapin de 4,5 Kg mesurent 3 a 3,5 cm de longueur, 1 a 1,5 cm de largeur et
pesent de 1,5 a 2 g. lls sont facilement extériorisables par pression antéropostérieure sur 1’abdomen
lors du sexage de 1’animal (Solau Poissonet, 2004).

Le lapin est alternativement exorchide lorsque les testicules montent dans la cavité
abdominale en raison de la fermeture du canal inguinal sous I’effet de la frayeur ou lors de combats
avec d'autre males, ou énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses grace a un tissu musculaire
appelé crémaster (Boussit, 1989 ; Barone, 2001).

L'organisation interne du testicule est semblable a celle des autres mammiféres. Les testicules
ainsi que leurs premiéres voies d'excrétion (épididyme et début du conduit déférent) et ses vaisseaux
sont protégés et soutenus par les enveloppes testiculaires.

Il existe six plans membraneux dont deux plans superficiels (le scrotum et le dartos), un plan
intermédiaire (la tunique celluleuse ou fascia spermatique externe) et trois plans profonds (le

crémaster, la tunique fibreuse ou fascia spermatique interne et la tunique séreuse vaginale).

1.1.2. Vascularisation et innervation des testicules
Le systéme testiculaire est vascularis¢ et drainé par un complexe d’artéres et de veines
(Figure 2) qui assurent 1’approvisionnement sanguin (les artéres testiculaires, les veines testiculaires

et épididymaires).
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Artere et
wveine
testiculaires

Artéere
cremasteérique

Plexus Artéere du
pampiniforme canal deféerent
Epididyme
Proximal m——— (B
B ‘ A\
. = \ \
Q\ /&2 pididyme
~—— .. A distal

Figure 2 : Vascularisation et innervation du testicule
(Bailleul et Mauroy, 1991).

La vascularisation veineuse quant a elle, s'organise en trois groupes qui sont le plexus
pampiniforme qui constitue la veine testiculaire, la veine déférentielle qui nait également du
carrefour veineux et la veine crémastérienne qui est branchée sur le réseau du testicule et de
I'épididyme au niveau d'un carrefour veineux situé au péle caudal du testicule (Saadaoui, 2017).

L’innervation du complexe testiculaire est étroitement liée au systeéme vasculaire, elle provient
du plexus mésentérique caudal et dépend de deux plexus nerveux (le plexus spermatique qui est
parasympathique et le plexus défférentiel qui est sympathique) (Jardin et De Fourmenstrau, 1984).

Les terminaisons nerveuses adrénergiques innervent les muscles lisses de la gaine péritubulaire
et les vaisseaux dont elles contrblent la vasomotricité. Le tractus nerveux testiculaire contient des
fibres afférentes sensitives impliquées dans la réception de la douleur suite a des traumatismes

testiculaires (Thibault et Levasseur, 2001).

1.2. Anatomie de I’épididyme

Les spermatozoides quittent les canalicules efférents pour étre dirigés dans I'épididyme ou ils
subissent leur maturation (Figure 3) (Hamilton, 1975 ; Robaire et Hermo, 1988).

L'épididyme du lapin est situé au bord médian du testicule avec lequel est lié, c'est un canal
extrément replié sur lui-méme a l'intérieur d'une tunique conjonctive qui lui confere une forme
globale et allongée en croissant d'un pole a l'autre du c6té dorsal du testicule, sa longueur differe

selon les espéces et est de 1,5 a 3cm chez le lapin (Barone, 1978).
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Figure 3 : Anatomie de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002).

Selon Barone (1978), I'épididyme forme des lobules séparés par des travées conjonctives ou
septa et comporte trois parties, une téte (caput ou région proximale) volumineuse qui coiffe
largement I'extrémité du testicule dans laquelle pénetrent les cones efférents, un corps (corpus ou
région médiane) représentant la portion moyenne qui est épaisse chez le lapin ,trés pelotonnée,
constituée essentiellement par le canal épididymaire, une queue (cauda ou région distale) bien

détachée formant un appendice globuleux et mobile, suivi par le canal déférent.
1.3. Anatomie du canal déférent
Le conduit déférent (spermiducte) est un prolongement de I'épididyme, il s'‘élargit a son
extrémité pour former une ampoule (Setchell et Brooks, 1988).
1.4. Anatomie du canal efférent
Les canaux efférents sont situés immédiatement aprés le réte testis et permettent aux

spermatozoides de se rendre jusqu'a I'épididyme et sont responsables de 91% des fluides réabsorbés

au moment ou les spermatozoides quittent les testicules (Nixon et al., 2002).
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1.5. Anatomie du canal éjaculateur

Chez les mammiferes, le canal éjaculateur est un canal court, qui se situe derriere la vessie et se
prolonge du canal déférent aprés I’abouchement des vésicules séminales et traverse la prostate pour
s’ouvrir dans 'urétre. Ce canal éjecte les spermatozoides dans 1’urétre prostatique juste avant

I’éjaculation (Tortora et al., 1995).

1.6. Anatomie de ’urétre

D'apres Marieb (1999) et Barone (2001), l'urétre est la portion terminale de la voix génitale
male qui part de la vessie et tapisse 1’intérieur du pénis jusqu’a son extrémité, c’est un conduit long
de 12 a 13 cm, dont 8 a 9 seulement pour la partie pénienne, il sert a I’excrétion de 1’urine et du

sperme.

1.7. Anatomie des glandes annexes

L’ensemble des sécrétions des glandes annexes constitue le liquide spermatique lequel mélangé
aux spermatozoides constitue le sperme. Plusieurs types de glandes sont associées au tractus génital
male a savoir la vésicule séminale, la glande vésiculaire, la prostate, les glandes para prostatiques et

les glandes de cowper (Tortora et al., 1995).

1.7.1. Vésicule séminale

Ce sont deux petits organes, d'environ 2,5 cm, glandulaires, bosselés, avec un aspect ajouré,
annexés aux canaux deférents au niveau de leur portion terminale, sa partie caudale fusionne avec les
canaux deférents pour former un canal €jaculateur impair qui s'ouvre dorsalement dans l'uretre. Ces
glandes élaborent un liquide clair, gélatineux, épais et blanc, le plasma séminal constituant une partie
du sperme (Barone, 1984 ; Abraham et Kiersznbaum, 2002 ; Welsch, 2002).

1.7.2. Glande vésiculaire (Pro prostate ou Prostate craniale)
La glande vésiculaire est de forme ovale, relativement volumineuse, bilobée avec une couleur
blanchatre liée a ’accumulation des secrétions granulaires blanches. Sur la face dorsale, elle s’ouvre

dans I’urétre par deux canaux excréteurs (Holtz et Foot, 1978).

1.7.3. Prostate

La prostate est un organe impair et médian de la taille et de la forme d'une petite chataigne, sa
position est antérieure a la vessie et aux vésicules séminales et s’ouvre dans 1’urétre. Elle est formée
de plusieurs glandes tubulo-alvéolaires qui sécréte environ 1/3 du volume de sperme, cette sécrétion

est Iégérement acide et contenant divers ions (Setchell et Brooks, 1988).
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1.7.4. Glandes para prostatiques
Selon Holtz et Foot (1978), tous les lapins ont au moins une paire de glandes para prostatiques
qui sont de petite taille et de forme arrondie, situées ventralement a la prostate et de part et d’autre de

I’urétre ou elles se débouchent par un nombre variable de petits conduits (Barone, 2001).

1.7.5. Glandes de cowper (glande bulbo-urétrale)

Les glandes de Cowper entourées chacune par un corpuscule conjonctif sont des formations
sphériques, bilobées, placées postérieurement a la prostate et dorsalement a l'urétre dans lequel elles
s'ouvrent par au moins 4 canaux (Sabbagh, 1983 ; Roger, 2002). Ces glandes sécretent un épais
mucus translucide dans la partie spongieuse de l'uretre pour neutraliser les traces d'urines présentes

dans l'uretre avant I'éjaculat (Setchell, 1998).

1.8. Pénis

Le pénis est I'organe male de copulation, de miction et de transfert de sperme chez les
mammiferes, il est érectile et dépourvu de gland prolongeant les voies génitales males et qui
rétrofléchi chez le lapin. Il mesure 3 a 5 cm et se loge dans un repli tégumentaire, le fourreau et
dirigé obliquement vers 1’arriére au repos. Tandis que, pendant 1’érection, il prend une position

horizontale dirigé vers I’avant (Boussit, 1989).

2. Histologie de I’appareil reproducteur méale

2.1. Histologie du testicule

Les testicules sont partiellement recouverts d’une membrane séreuse appelée tunique vaginale
sous laquelle se retrouve la capsule fibreuse du testicule qui est I’albuginée s’étendant vers I’ intérieur
et forme des cloisons qui divisent chaque testicule en une série de compartiments internes, les
lobules. Chaque lobule contient de 1 a 3 tubes étroitement enroulés, les tubes séminiferes, qui
produisent les spermatozoides (Figure 4) (Tortora et Grabowski, 1995).

Selon Thibault et Levasseur (2001), le testicule comprend deux compartiments cellulaires
distincts issus de la partie interne de 1’ébauche gonadique qui sont le compartiment germinal
composé de cellules germinales et de cellules somatiques appelées cellules de Sertoli et le

compartiment interstitiel composé principalement de cellules endocrines dites cellules de Leydig.
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Figure 4 : Coupe longitudinale du testicule montrant les différentes structures
du testicule (Mller et Clos, 1997).

2.1.1. Tubes séminiferes

Le tube séminifere est I'unité fonctionnelle du testicule, trés long et flexueux ( 30 Cm & 1m
de longueur pour, un diamétre de 300 a 400 um chez le lapin), constitué par les cellules de soutien
(les cellules de Sertoli) formant I'épithélium séminifere qui repose sur une lame basale, d'une lumiére
bordée par cette épithélium et essentiellement par les cellules germinales a des stades de
développement variés (spermatogonies, spermatocytes et spermatides et spermatozoides) (Figure 5)
(Martine Albert et al., 2009; Worbel, 1990).

Chaque tube séminifére est limité par une paroi propre, la gaine péritubulaire et entouré d’une
fine couche de cellules contractiles appelées cellules myoides péritubulaires qui participent a la
propulsion et 1’évacuation des spermatozoides immobiles dans le testicule (Dadoune et Siffroi,
2000).

Les tubes séminiféres se prolongent par des petits tubes courts et rectilignes appelés tubes
droits qui pénétrent ensuite dans le corps d'Highmore et forment un réseau de canalicules, le rete
testis (Friry-Santini, 2007 ; Maerkawa et al., 1996).
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Figure 5 : Portion de tubule séminifére de lapin (Junqueira et Carneiro, 2007).

2.1.1.1. Cellules de Sertoli
Les cellules de Sertoli constituent le support des cellules de la lignée spermatogéne en formant
un syncytium appelé « syncytium de Sertoli » (Little et Holyoak, 1992 ; Amann, 1993).

La cellule de Sertoli est une cellule volumineuses pyramidale et allongée de la membrane
basale jusqu’a la lumicre et qui est caractérisée par un noyau volumineux allongé ou polygonal de 9
a 12um de longueur (Raymond, 1988; Dadoune et al.,2000), un réticulum endoplasmique granuleux
(REG) et un réticulum endoplasmique lisse (REL) développés, un cytosquelette formé de
microtubules et un réseau dense de microfilaments d’actine et de filaments intermédiaires et
présentent aussi des invaginations dans lesquelles se logent les cellules de la lignée germinale
(Abraham et Kierszerbaum, 2006).

Chaqgue cellule de Sertoli est connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées,
disposées au pble basal liant deux compartiments, basal ou périphérique qui est le siege de la
spermatocytogenése et central ou adluminal qui contient les spermatocytes secondaires. D’autres
types de jonctions relient les cellules de Sertoli entre elles et avec les cellules germinales, dont des
jonctions d’ancrage et des jonctions communicantes de type Gap (Figure 6) (Little et Holyoak,
1992 ; Amann, 1993).
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Figure 6 : Représentation des différentes jonctions spécialisées de 1’épithélium

séminifere (Mruk et Cheng, 2004).

2.1.1.2. Cellules de la lignée germinale

Tous les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises au
niveau de 1’épithélium séminifére et s’étendent entre la membrane basale et la lumiere du tube
séminifere, elles représentent les différentes étapes de la spermatogenése.

Quatre types de cellules germinales sont issues de la spermatogenese a savoir les
spermatogonies (Sp), les spermatocytes de premier ordre ou spermatocytes I, les spermatocytes de
deuxieme ordre ou spermatocytes I, les spermatides et les spermatozoides (Vacheret, 1999).

2.1.1.2.1. Spermatogonies et spermatocytes

Les spermatogonies se trouvent en contact directe avec la lame basale et sont reconnaissables
grace a I'état de condensation de leur chromatine.

Vacheret (1999) rappelle que les spermatogonies sont de petites cellules arrondies ou
ovalaires, de 10 a 15 pm de diametre dont on distingue trois sortes de spermatogonies selon 1’aspect
de leur noyau, les spermatogonies Ad (dark), cellules souches de réserve a noyau arrondi et dense,
avec nucléole periphérique et des vacuoles nucléaire qui se divisent pour donner les spermatogonies

Ap qui sont des cellules de renouvellement a chromatine claire, avec nucléoles centraux et sans

10
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vacuoles nucléaires et les spermatogonies B qui sont des cellules filles constituées d’un noyau
ovalaire clair a chromatine mottée et un nucléole bien visible.

Les spermatocytes 1 sont des cellules diploides, arrondies, volumineuses, & cytoplasme est
abondant et a noyau volumineux souvent en méiose contenant une chromatine disposee en amas

grossiers ou en fins filaments.

2.1.1.2.2. Spermatides

Les spermatides sont des cellules trés nombreuses, ovoides, de petite taille de 6 a 7 um de
diamétre, a noyau rond et clair, avec un appareil de Golgi juxta nucléaire (Vacheret, 1999 ; Siffroi,
2001), elles se localisent a proximité de la lumiére des tubes séminiféres (Junqueira et Carneiro,
2007). Ces cellules vont subir une différenciation durant laquelle elles vont devenir plus petites et
effilées correspondant aux spermatozoides, ce processus est appelé spermiogenése (Ramé et al.,
2007).

2.1.1.2.3. Spermatozoides

Les spermatozoides, résultat final de la spermatogenese, disposés en bouquet a 1’apex des
cellules de Sertoli, sont des cellules treés petites dotées d’une motilité flagellaire et d’une forme
filiforme constitués de trois parties distinctes la téte, la piéce intermédiaire et flagelle (queue) (Figure
7). Le spermatozoide mar est une cellule allongée de 55 a 57 um de diametre chez le lapin (Robert et
Vincent 1995).

Chez le lapin la téte est piriforme et rétrécie caudalement, ou elle mesure environ 6,5 um de
longueur sur 4 pm de largeur, elle constitue la partie essentielle car elle renferme une masse
homogene de chromatine représentant le noyau, coiffée a sa partie antérieure par 1’acrosome qui est
aplati et pourvu de glycoprotéines et d’enzymes utilisées pour la pénétration de la membrane de
I’ovocyte lors de la fécondation.

La piéce intermédiaire longue de 7 a 8 um, c'est une partie cytoplasmique, rétrécie, elle
représente le segment qui unit la téte a la queue. Elle renferme la majorité des mitochondries qui sont
le siege de la production énergétique nécessaire au mouvement.

La queue ou flagelle assurant la mobilité du spermatozoide, forme la quasi-totalité de la
cellule, présente une piece principale de 45 um de diamétre constitué de neuf faisceaux de fibres
denses, ainsi que d’une gaine protéique fibreuse périphérique et une piece terminale de 1 a 2 um de

diametre qui comporte le filament axial (Barone, 2001 ; Wargo et Smith, 2003 ; Turner, 2003).

11
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Figure 7 : Schéma de la structure de spermatozoides des
mammifeéres (Le Moigne et Fourcier, 2009).

La queue ou flagelle assurant la mobilité du spermatozoide, forme la quasi-totalité de la
cellule, présente une piece principale de 45 pum de diameétre constitué de neuf faisceaux de fibres
denses, ainsi que d’une gaine protéique fibreuse périphérique et une piéce terminale de 1 a 2 um de

diamétre qui comporte le filament axial (Barone, 2001 ; Wargo et Smith, 2003 ; Turner, 2003).

2.1.1.3. Tissu interstitiel

Dans les espaces intertubulaires, le tissu interstitiel qui héberge les cellules de Leydig
productrices d'hormones stéroidiennes, apparait comme un tissu conjonctif lache qui contient des
vaisseaux lymphatiques plus au moins développés qui permettent le drainage lymphatique du
testicule et des capillaires sanguins propices a la circulation des hormones périphériques et
testiculaires, des fibroblastes, des macrophages, des leucocytes, des mastocytes et de nombreux

figurés de sang (Jégou et al., 2014).
12
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2.1.1.4. Liquide des compartiments intra testiculaires

C’est un liquide riche principalement en potassium, en sucre, en minéraux, en magnésium, en
phosphate, en calcium, en chlore, en hormones, et en neurotransmetteurs, tres riche en Androgéne-
Binding Protein (ABP) et pauvre en autres protéines. Il est composé de 90% d'eau et a pour origine le
plasma sanguin (Marieb, 2006).

Les cellules interstitielles et les tubes séminiferes logés dans les espaces péri tubulaires
baignent dans le liquide interstitiel qui participe aux fonctions endocrines et paracrines du testicule
(Hazard et Perlemuter, 2000).

2.1.1.5. Cellules de Leydig

Les cellules de Leydig, cellules majoritaires de l'interstitum chez le lapin, sont de forme
polygonale de 10 a 15 um de diamétre, isolées ou groupées en amas autour des capillaires sanguins
et entourées par une lame basale discontinue, elles contiennent un noyau ovoide dont la chromatine
est périphérique, un volumineux nucléoles, un cytoplasme dense riche en citernes de REL, des
mitochondries peu nombreuses de taille variable garnies de crétes tubulaires et d’enclaves lipidiques
abondantes dans le cytoplasme des cellules matures. De nombreuses jonctions, de type Gap,
desmosome et plus rarement des jonctions septées ont été mises en évidence au niveau de la

membrane plasmique (Dadoune et Demoulin, 2001).

2.2. Histologie de I’épididyme

Le canal épididymaire comprend un épithélium pseudo stratifié entouré de 2 a 6 couches de
fibres musculaires lisses qui présentent des contractions péristaltiques régulieres contrélées par des
fibres nerveuses noradrénergiques et cholinergiques qui permettent le transit des spermatozoides et
du tissu conjonctif, contenant des terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins (Figure 8)
(Robaire et Hermo, 1988 ; Setchell et al., 1994).

La lumiere bordée par cet épithélium, rejoint le systeme éjaculateur et permet le transit des
spermatozoides qui baignent dans un milieu de nature trés complexe « le fluide épididymaire ». Ce
dernier est composé principalement d’ions, de petites molécules organiques, de protéines et de
macromolécules. Cependant en raison des activités de synthese, de sécrétion, et de réabsorption des
cellules épithéliales, la composition de ce fluide varie tout le long du canal (Adamali et al., 1999ab ;
Hermo et Robaire, 2002).

13
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Figure 8 : Schéma représentatif de 1’épididyme, montrant les différents segments
(Breton et Da Silva, 2012).

Six types cellulaires entrent dans la composition de 1’épithélium épididymaire ; les cellules
basales, étroites, claires, en halo, principales et apicales qui présentent des caractéristiques
structurales et fonctionnelles tres variées de la région proximale a la région distale du tubule (
Figure 9) (Robaire et al., 2006 ; Cornwall, 2009 ; Shum et al., 2011).

Cellules principales
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f\ | |
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Cellule étroite Cellule basale Cellules
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Figure 9: Représentation schématique de 1’épithélium épididymaire (Girouard,
2009).

N :noyau; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte
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2.2.1. Cellules principales

Les cellules principales appelées cellules stériocilliées, représentent 65 a 80 % des cellules
épithéliales épididymaires mais présentent des différences de structure et de fonction selon la région
épididymaire, sont larges et prismatiques (Hermo et Robaire, 2002) et présentent un noyau basal, des
stériocils qui diminuent en longueur entre la téte et la queue épididymaire, de plus, la hauteur des
cellules diminue alors que leur largeur augmente tout au long du canal. Elles sont tres actives quant
au transport et a la sécrétion de petites molécules organiques, a la synthése et a la sécrétion de
protéines et & I'absorption du fluide et de particules. Ces cellules sont reliées entre elles et jointes aux

cellules avoisinantes par des jonctions serréees et des desmosomes (Robaire et Viger, 1995).

2.2.2. Cellules basales

Les cellules basales représentent 10 a 20% de la population cellulaire épididymaire totale et
sont distribuées tout au long du canal épididymaire et reposent sur la membrane basale de
I'épithélium (Girouard, 2009). Elles sont petites a la fois rondes et allongées et ont une apparence
dite hémisphérique, leur noyau est irrégulier et leur cytoplasme pauvre en organites (Soranzo et al.,
1982).

Leur role est la détoxification et la protection immunitaire des spermatozoides par elimination
de radicaux libres en participant a la formation de la barriére hémato-testiculaire (Veri et al., 1993 ;
Cooper,1998 ; Selier et al., 2000).

2.2.3. Cellules en Halo

Les cellules en Halo rondes et de petite taille ont un bord étroit, un cytoplasme claire riche en
granules denses et un noyau dense. Elles sont retrouvées tout au long du canal épididymaire et
décrites comme des cellules d'origine immunitaire et identifiées comme des lymphocytes intra-
épithéliaux ou des macrophages qui migrent dans I'épithélium durant le développement post-natal
(Hoffer et al., 1973 ; Serre et Robaire, 1999). Elles s'insérent généralement entre deux cellules
principales adjacentes tout prés de la lame basale et contribuent aussi a former une barriéere
immunologique au niveau de 1’épididyme (Robaire et Hinton, 2015 ; Hoffer et al., 1973 ; Serre et
Robaire, 1999).

2.2.4. Cellules claires

Les cellules claires grandes et prismatiques, sont retrouvées essentiellement dans le corps et
la queue de I'épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles sont caractérisées par la présence de
nombreuses vesicules claires en région apicale, des lysosomes en région médiane et de nombreuses

inclusions lipidiques dans leur région basale (Robaire et Hermo, 1988).
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En terme de proportion, elles augmentent en nombre de maniére croissante le long de
I'épididyme, le role de ces cellules est d'acidifier le milieu extracellulaire afin de garder les
spermatozoides matures immobiles durant leur transit épididymaire et d'endocyter certaines
particules du fluide épididymaire a I'aide de leurs microvillosités, comme par exemple, la gouttelette
cytoplasmique qui se détache lors de la maturation spermatique (Brown et Breton, 2000 ; Maxson et
Grinstein, 2014 ; Hermo et al., 1988).

2.2.5. Cellules apicales

Les cellules apicales responsables de I'acidification du fluide épididymaire, occupent la
position apicale au sein de I'épithélium épididymaire et ne traversent pas toujours I'épithélium, ainsi,
il semble que certaines n'entrent pas en contact avec la lame basale, elles sont présentes le long de
I'épididyme mais leur nombre diminue en allant vers la queue du tubule. Elles présentent un noyau
sphérique en position apicale et des microvillosités courtes et peu nombreuses, un cytoplasme dense
tres riche en mitochondrie et en lysosome (Martinez Garcia et al., 1995 ; Robaire et al., 2006 ;
Cooper, 1998).

2.2.6. Cellules étroites

Les cellules étroites, peu nombreuses se retrouvent dans le segment initial et intermédiaire de
I’épididyme et sont situées en position apicale de I’épithélium mais envoient des prolongements
cytoplasmiques trés étroits vers la lame basale.

Elles sont pourvues d’un noyau allongé en position apicale, d'un cytoplasme riche en
vacuoles, en mitochondries et en lysosomes, leur membrane apicale émet des villosités courtes,
épaisses et irréguliéres. Leur fonction est I'endocytose du contenu luminal et son acidification
(Hermo et al., 2000 ; Robaire et Hinton, 2014).
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La fonction de reproduction repose sur des interactions coordonnées entre les différentes
composantes cellulaires, hormonales et biochimiques du systeme reproducteur et du systéme
neuroendocrinien qui comprend I'axe hypothalamo-hypophysaire (Joly et Theau-Clément, 2000).

Chez le lapin, ce processus physiologique suit la méme organisation que chez les autres
mammiferes. En effet, la production des gameétes ou spermatogenése s’effectue dans le testicule,

tandis que la maturation des spermatozoides s’accomplira au niveau de 1’épididyme (Alvarino,

2000).

1. Développement des gonades et puberté

La différenciation des organes sexuels males (Figure 10) se déroule durant la vie feetale et
dépend de D’activité endocrinienne du testicule. Les testicules secrétent activement deux hormones
essentielles ; les androgeénes et I’hormone antimiillérienne (AMH) qui sont les messagers de la
différenciation masculine émis par le testicule (Mitchelle et Sharma, 2005).

Durant le développement embryonnaire, I’albuginée se forme aux alentours du 14°™ et 15
jour de gestation, quelques jours plus tard se sont les tubes séminiféres qui se forment a leur tour.
Entre le 10°™ et le 26°™ jour, les cellules germinales se multiplient avec production d’androgénes,
régression des canaux de Muller se fait au 20°™ jours, début de formation de la prostate au 24°™ jour
et établissement des canaux de Wolf.

Au 24°™ jour, la formation de la prostate commence, et le développement des canaux de
Wolf et la régression des canaux de Muller sont bien établis.

Aprés la naissance, les testicules sont dans la cavité abdominale puis descendent dans le
scrotum a la puberté (Alvarino, 2000).

D'aprés Martinet (1976), la croissance testiculaire a une allure sigmoidale, d'abord plus lente
que celle du corps, puis subit une accélération vers 45 jours. Les glandes annexes ont une croissance
de méme type mais légerement décalée dans le temps et plus tardive.

A partir de la naissance, La testostérone et la FSH et LH ont une concentration constante de la
naissance au 40°™ jour avec une diminution de la LH & partir du 20°™ jour.

A partir de 40 jours, les cellules de Leydig apparaissent. Suite & une augmentation

significative du taux de testostérone et de FSH et une petite augmentation de LH (Alvarino, 2000).
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Figure 10 : Différenciation de 1‘appareil reproducteur du lapin male (Alvarino, 2000).

1= Implantation ; T= Différenciation des testicules ; M= Dégénérescence des canaux de Miiller ; N= Naissance ; CDS=
Développement complet de la spermatogenése L= Maturation des cellules de Leydig ; A= Sécrétion d’androgénes ; P=
Croissance de la prostate ; S= Apparition des spermatozoides ; CS= Premier comportement sexuel ; SE= Apparition des

premiers spz dans 1’épididyme.

2. Développement pondérale

Le développement du poids corporel jusqu’a 1’dge de 5 mois ne présente pas de dimorphisme
sexuel. Cependant, I’augmentation des poids gonadiques est corrélée avec 1’augmentation du poids
corporel et I’évolution du poids des testicules en fonction d’dge montre une accélération de la
croissance testiculaire entre 70 et 110 jours environ (Figure 11) (Alvarino, 2000 ; Lebas, 2009).

Chez le lapin adulte en activité sexuelle, les testicules pesent environ 6g dans chez certaines
races et le rapport entre le poids testiculaire et le poids corporel augmente pour atteindre 2,86 apres
la 5°™ semaine d’age (Herbert et al., 2005).

A la naissance, les organes génitaux externes ne présentent pas de dimorphisme sexuel trés
marqué et la formation du scrotum débute vers le 2°™ mois d’age avec descente des testicules dans le
scrotum a 3 mois. Le pénis se développe et acquiert la taille et la forme caractéristiques de I’adulte a

la fin du 3°™ mois d’age (Berger et al., 1982).
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Figure 11 : Evolution du poids des testicules chez le jeune male entre 20 et
180 jours (Prud’hon, 1973 cité par Lebas, 2009).

3. Maturation sexuelle
La maturation sexuelle chez le lapin s’effectue en 4 phases, phase infantile, phase pré

pubertaire, puberté et maturité sexuelle(Figure 12).
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Figure 12 : Différentes étapes de la vie sexuelle du male (Boussit, 1989).
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3.1. Phase infantile

La phase infantile s’étalant de la naissance a 1’dge de 40 jours est caractérisée par une
croissance lente de la vésicule séminale et de faibles concentrations plasmatiques de FSH et de
testostérone (Boussit, 1989). Durant cette phase, les tubes séminiféres ne présentent aucune activité

spermatogenique et les cellules interstitielles sont indifférenciées (Berger et al., 1982).

3.2. Phase pré pubertaire

La phase pré pubertaire débute vers 1’age de 40 jours et est marquée par 1’accélération de la
croissance testiculaire et I’élévation des androgénes et des gonadostimulines dans le plasma, avec des
concentrations maximales entre 60 et 70 jours d’age. Les premicres cellules de Leydig matures
apparaissent a 40 jours dont le nombre augmente trés rapidement et la spermatogenése commence
entre 40 et 50 jours d’age et tous les tubes séminiféres sont actifs vers 84 jours d’age Entre 70 et 80

jours, le tissu interstitiel a acquis un aspect adulte (Berger et al., 1982 ; Boussit, 1989 ; Lebas, 2009).

3.3. Puberté

La puberté est définie d’aprés Mann et Parsons (1950) par le stade a partir duquel la fonction
endocrine devient évidente et les glandes annexes commencent leurs sécrétions. Dans ce cas, la
puberté serait atteinte a 42 jours, bien avant I’apparition des premiers spermatozoides dans 1’éjaculat
du male (Skinner, 1967).

Cependant, Macari et Machado (1978) in Lebas (2009), signalent que la puberté est atteinte
uniquement lorsque le lapin devient capable de se reproduire par I’apparition des premiers
spermatozoides dans 1’¢jaculat vers I’age de 110 jours. Dans ces premiers €jaculats la viabilité des
spermatozoides est faible, il faut donc attendre 135 a 140 jours pour aboutir aux premiers
accouplements féconds. Toutefois 1’4ge de puberté varie en fonction des différences génétiques entre
les races, des conditions d’¢levage, de 1’alimentation et du climat (Lebas et al., 1996).

Par ailleurs, Sebbagh (1983), rapporte que la puberté chez le lapin est le stade a partir duquel
I’éjaculat possede les mémes caractéristiques chimiques que 1’adulte, ce stade et atteint a partir de
I’age de 24 semaines.

Elle est également définie par Boussit (1989), par le moment ou les organes reproducteurs du
male sont capables de produire de fagcon constante des spermatozoides aptes a féconder un ovule

(vers 4 a 5 mois d’age).
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3.4, Maturité sexuelle

Amman et Lambiase (1967), définissent la maturité sexuelle comme le moment ou la
production journaliére de sperme n’augmente plus ; elle est atteinte vers 30 & 32 semaines. Toutefois,
un male peut étre utilisé pour la reproduction des 1’age de 20 semaines mais avec un rythme moins
intensif par rapport a un adulte mature sexuellement (Lebas, 2009).

Il a été¢ démontré qu’a 1’age de 20 semaines, les mesures testiculaires et le pourcentage des
tubes séminiféres qui contiennent des spermatozoides ne représentent que 70% de leur valeur par
rapport a ’age adulte (33 semaines d’age) et qu’entre 20°™ et 33*™ semaines 1’évolution du volume
de I’¢jaculat et la motilité individuelle des spermatozoides augmentent considérablement (Garcia-

Thomas et al.,2009).

4. Développement comportemental

Les premieres manifestations du comportement sexuel apparaissent brusquement dés 1’age de
60 a 70 jours et les premiers coits peuvent survenir vers 100 jours. Ces derniers sont généralement
fertiles a 146 plus ou moins 13 jours (Macedo et Miguel, 1986 cité par Alvarino, 2000 ; Quiles et
Hevia, 2000)

Il existe toutefois, une variabilité individuelle importante car des méales qui peuvent avoir des
rapports fertiles dés 1’age de 3 mois et que d’autres ce n’est qu’a partir de 6 mois (Berger et al.,
1982).

5. Développement hormonal

De la naissance a 40 jours, de faibles concentrations de la testostérone et de la
dihydrotestostérone (DHT) se retrouvent dans le testicule et le plasma. A partir de 40 jours, ces
concentrations s’élévent brusquement atteignant leur maxima entre 60 et 90 jours, puis déclinent
sensiblement pour atteindre des valeurs adultes.

Dans le plasma, la testostérone est toujours 1’androgene dominant a tous les stades et la DHT
est présente en quantité importante avec un rapport testostérone/DHT voisin de 2. Dans le testicule,
la testostérone est I’androgeéne majeur jusqu’a 60 jours puis ce sont les concentrations en DHT qui
sont égales ou supérieures a celle de la testostérone, ce qui constitue une particularité du lapin
(Berger et al., 1982).

6. Fonctions physiologiques du testicule
Les testicules sont des organes dotés d’une double fonction, la fonction exocrine
(spermatogenése) assurée par les tubes séminiferes et la fonction endocrine (stéroidogenese) assurée

par les cellules de Leydig (Dadoune et Démoulin, 2001).
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6.1. Spermatogenése

La spermatogenése (Figure 13) est le processus de production des gamétes males matures a
partir de cellules souches au niveau du testicule, sa progression se fait d’une maniére centripéte et sa
durée est de 38 a 41 jours (Swistra, 1965 cité par Martinet, 1973 ; Lebas, 2009).
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Figure 13 : Cycle spermato-génique chez le lapin (Charles PAX, 2017).

MAY et SIMPSON (1975) mentionnent que de la spermatogenése débute vers 63 jours d’age,
alors que, Leeson et Lepson (1970) et Skinner (1967) soulignent qu’elle commence a 1’age de 84
jours et que les premiers spermatozoides n’apparaissent dans la téte de I’épididyme qu’a 112 jours et
dans I’¢jaculat jusqu’a au moins 120 jours.

Trois grandes étapes sont nécessaires pour passer d'une spermatogonie a un spermatozoide, la
spermatocytogenese, la méoise et la spermiogeneése.

La spermatocytogenése est caractérisée par une phase de multiplication par mitoses qui assure
le renouvellement des spermatogonies nécessaires au maintien d'un nombre suffisant de cellules
souches et par la différenciation des spermatogonies qui aboutit a la formation des spermatocytes
primaires qui possedent encore le nombre diploide de chromosomes caractéristique de l'espece (44
chromosomes chez le lapin) (Martinet, 1973 ; Little et Holyoak, 1992 ; Barone, 2001).
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La deuxiéeme étape fait intervenir le phénomene de méiose caractérisée par I'échange du
matériel génétique entre les chromosomes homologues des spermatocytes primaires induisant la
production des spermatocytes secondaires, ensuite deux divisions successives de la méiose
produisent des spermatides haploides a n chromosome (Amann, 1993).

Au cours de la troisieme phase qui correspond a la spermiogenese (Figure 14) les
spermatides subissent une série de modifications qui aboutissent sans autres divisions a la libération
des spermatozoides mars (Barone, 2001).

Lors des divisions cellulaires susmentionnées, la division du cytoplasme n’est pas compléte,
les cellules filles restent attachées par des ponts cytoplasmiques permettant 1’échange des molécules
et des protéines indispensables au développement synchronisé de ces cellules (Abou-Haila et
Tulsiani, 2000 ; Huang et Ho, 2006).
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Figure 14 : Etapes de la spermiogenése (Lévéque, 2003).
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6.2. Stéroidogenese

Dans les gonades, au niveau des cellules de Leydig la biosynthése des hormones sexuelles
(androgénes) necessite l'intervention d'un certain nombre d'enzymes agissant en cascade a partir d'un
précurseur commun a tous les stéroides: le cholestérol (Figure 15) (Saez, 1994).

Le transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale ou a lieu la
premiére réaction enzymatique de la stéroidogenese est une étape clef de ce processus. Plusieurs
protéines interviennent dans ce transport dont la plus importante est la protéine StAR (Clark et al.,
1996).

La transformation du cholestérol en testostérone nécessite 5 étapes, la premiere étape de la
biosynthése des androgénes permettant la conversion du cholestérol en pregnénolone grace au
cytochrome P450scc ou cypllaa situé dans la memebrane interne de la mitochondrie La
pregnénolone est ensuite transportée dans le REL ou elle est convertie en progestérone par la 3p-
hydroxystéroide déshydrogénase, la progestérone va étre ensuite transformée en 17a-progestérone
puis en androsténedione, ce dernier va étre converti en testostérone par la 17B-hydroxstéroide

déshydrogénase (O'Shaughnessy et Murphy, 1991).
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Figure 15 : Stéroidogenese dans les cellules de Leydig et aromatisation dans les cellules
de Sertoli (Thibault et Levasseur, 2001).
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7. Fonctions physiologiques de I’épididyme
L’épididyme assure plusieurs fonctions dont la maturation des spermatozoides, l'acquisition
de leur motilite, la modification de leur membrane, leur protection, stockage et transport et enfin

I’acquisition du pouvoir fécondant (Badran et Hermo, 2002).

7.1. Maturation des spermatozoides

Au cours de leur transit a travers 1’épididyme les spermatozoides vont subir une maturation
post testiculaire, ce processus est le résultat d’une constante interaction tout le long de 1’épididyme
entre les spermatozoides immatures et le fluide intraluminal (Robaire et Hermo, 1988 ; Turner,
1991 ; Olson et al., 2002).

7.2. Acquisition de la mobilité

La motilité est générée par le cytosquelette interne du spermatozoide nommé axonéme, apres
la spermiogenese, le spermatozoide ne peut se mouvoir ou du moins est tres peu motile.
L'environnement créé par I'épididyme va lui permettre d'acquérir sa motilité et donc son pouvoir
fécondant. L'activation de la motilité du flagelle est rendue possible grace aux changements de
concentration de différents ions et de la présence de source d'énergie pour activer le mouvement (Ho
et Suarez, 2001). Plusieurs métabolites, dont probablement le fructose et le glucose, permettent
d'acquérir un haut niveau d'ATP dans la queue de I'épididyme pour permettre d'activer le mouvement
(Mukai et Okuno, 2004). La concentration intra-spermatique en AMPc augmente aussi lors du transit

épididymaire et permet d'induire la motilité (Gatti et al., 2004).

7.3. Modification de la membrane des spermatozoides

Durant le transit épididymaire, la membrane cytoplasmique des spermatozoides va subir un
profond changement lipidique et protéique, ce processus confére aux gametes une mobilité
vigoureuse et 1’addition ou la modification de protéines essentielles a la reconnaissance de 1’ovocyte
(Saez et al., 2011 ; Cooper, 1998).

Saez et al. (2011) observent sur le plan lipidiqgue une perte de phospholipides, une
augmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés, une perte importante de cholestérol ce qui
indique une augmentation de la fluidité membranaire.

Pour les protéines, elles peuvent étre éliminees ou associées a la membrane, redistribuées ou
modifiées. Parmi ces modifications générées par les enzymes du fluide, la glycosylation de certaines
protéines membranaires, phosphorylation par des protéines Kkinases et I’endocytose des
glycoprotéines secrétées par les cellules de 1’épididyme (Tulsiani et al., 1993 ; Nath et Majumber,
1999 ; Liu et al., 2000 ; Dacheux et al., 2003, 2009).

25



Chapitre Il Physiologie de la reproduction

Le gain de maturité ne s'effectue pas seulement au niveau des protéines membranaires qui
composent le spermatozoide, ce dernier subit aussi une transformation au niveau de sa structure
externe et interne. En effet, lors de sa maturation la dimension et I'apparence de I'acrosome vont
changer tout au long, tout comme la taille de son noyau. De plus, la structure du spermatozoide va
étre modifiee par la descente de la gouttelette cytoplasmique. Finalement, le spermatozoide va
acquérir sa capacité a se mouvoir grace aux changements de concentration de differentes
composantes comme les ions, 'AMPCc et les protéines qui vont interagir avec lui lors de son transit

dans I'épididyme.

7.4. Protection des spermatozoides

Une des fonctions de 1’épididyme est la protection des spermatozoides matures, qui sont des
cibles de multiples agressions, cette protection se fait grace a la barriere hémato-épididymaire qui les
protége contre les attaques du systéme immunitaire et certaines protéines sécrétées par 1’épithélium
épididymaire qui ont une action protectrice contre les dommages protéolytiques et oxydatifs
(Pollanen et cooper, 1994 ; Cornwall et Hsia, 2003).

7.5. Stockage des spermatozoides

La queue de I'épididyme est le lieu de stockage des spermatozoides qui varie selon l'activité
sexuelle et la duréee de la photopériode (Alvarino, 1993).

Dans I’intervalle des éjaculations, les spermatozoides sont stockés dans la queue de
I’épididyme ou ils baignent dans un liquide qui permettra de les conserver, et qui servira de réservoir
durant I’attente de prochaines éjaculations (Hinton et Palladino, 1995 ; Barone, 2001).

Chez le lapin le taux de fecondation est seulement de 1 a 2% avec des spermatozoides
prélevés dans la téte de 1’épididyme, alors qu’il atteint 95 a 98% avec ceux prélevés dans la queue de

I’organe (Barone, 2001).

7.6. Transport des spermatozoides

Le transport des spermatozoides le long de la lumiére épididymaire est assuré par la pression
hydrostatique, les contractions musculaires et 1’activité ciliaire des parois du tubule (Beford, 1975 ;
Robaire et Hermo, 1988).

Selon Alvarino (1993), le transit dure 8 a 10 jours, dont 2 jours au niveau de la téte, 2 jours au
niveau du corps et 5 a 6 jours dans la queue, avec une progression plus rapide dans la périphérie que
dans le centre du conduit épididymaire. Ce temps de transit diminue d'environ 10 a 20% chez les

animaux qui éjaculent fréquemment (Figure 16) (Baril et al., 1993).
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Figure 16 : Durée du transit (en jours) des spermatozoides dans la téte
(noir), le corps (clair) et la queue (gris) de 1I’épididyme chez différentes
espéces (Robaire et Hermo, 1988).

8. Mode de sécrétion de I’épididyme
La sécrétion des protéines est réalisée essentiellement par les cellules principales et est

accomplie selon deux modes de sécrétions différents, le mode mérocrine et le mode apocrine.

8.1. Sécrétion mérocrine

La sécrétion mérocrine est le mode de sécrétion protéique le plus classique qui se produit
dans la plupart des différents types cellulaire y compris les cellules principales de I’épithélium
épididymaire. La sequence primaire en acide aminé de protéines secrétées de cette fagon est
caractérisée par la présence d’un peptide signal a I’extrémité N-terminale ce qui permet a la protéine
de s’associer au RE. L’ARNm est traduit en protéines par les ribosomes associés au REG qui vont
étre transportées jusqu’a I’appareil de Golgi ou elles vont subir différentes modifications telles que la
glycosylation et I'acétylation.

Les protéines sont ensuite transférées et emmagasinées dans des granules de sécrétion. Ces
granules migrent jusqu’a la membrane plasmique de la cellule et libeérent leur contenu a I’extérieur
lors de la fusion avec la membrane plasmique. Les protéines ne présentant pas d’ancrage

membranaire sont libérées dans la lumiéere épididymaire (Girouard, 2009).
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8.2. Seécrétion apocrine

La sécrétion apocrine (Figure 17) a été observée dans cellules principales de I’épididyme, le
canal déférent et les différentes glandes telles que la glande mammaire et la prostate (Girouard,
2009).

La synthése et les modifications post traductionnelles des protéines sécrétées selon le mode
apocrine s’accomplissent dans le cytoplasme des cellules puisque la séquence primaire de ces
protéines est dépourvue de peptide signal et les protéines ne peuvent s’associer au RE, leur synthése

a donc lieu sur les ribosomes libres (Sullivan et al., 2005 ; Girouard, 2009).

Figure 17 : Représentation schématique de la sécrétion apocrine dans les
cellules principales de I’épididyme (Girouard, 2009).

AB : Aposomes ; EP : Epididymosome ; ILC : Compartiment intra-luminal.

9. Régulation hormonale de la fonction de la reproduction

Les deux fonctions endocrine et exocrine des testicules sont sous le contréle d’hormones et de
molécules synthétisées a différents niveaux hypothalamique, hypophysaire et testiculaire. La
régulation de la spermatogenese est sous la dépendance de I'axe hypothalamo-hypophyso gonadique.

9.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Au niveau hypothalamique, le fonctionnement gonadique est sous la dépendance d’une
hormone gonadolibérine la GnRH (gonadotropin releasing hormone) qui est un décapeptide sécrété
de fagon pulsatile par le noyau arqué et noyaux pré et supra optique de 1’hypothalamus (Thibault et
Levasseur, 2001).

La fixation de GnRH sur les récepteurs des cellules gonadotropes de 1’antéhypophyse active
le systeme de phospholipases C qui stimule la production et sécrétion des gonadotrophines, LH et
FSH par 1’adénohypophyse (Thibault et Levasseur, 2001 ; Bonnes et al., 2005 ; Hammoud et al.,
1997).
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La LH stimule la production et la sécrétion de testostérone et d'cestradiol par les cellules
interstitielles de Leydig ainsi, la décharge pulsatile de LH est importante pour induire une
concentration de testostérone 100 & 500 fois plus qu'une concentration plasmatique nécessaire pour le
bon déroulement de la spermatogenese (Nilsson et al., 1986 ; Zhang et al., 2004).

La FSH stimule indirectement la spermatogenése en agissant en synergie avec la testostérone
pour stimuler la sécrétion d'une protéine liant les androgeénes, I'ABP par les épithéliaucytes de

soutien qui contribue & maintenir une concentration élevée en testostérone.

9.2. Reétrocontrole de la sécrétion des gonadotrophines par le testicule

Selon l'intensité de la spermatogenese, les cellules de sertoli sécretent I'inhibine B dans le
sang qui exerce un rétrocontréle inhibiteur de la FSH par I'nypophyse (Ying, 1988 ; Hankock, 1992 ;
Tilbrook et Clark, 2001 ; Dohle et al., 2003).

La sécrétion de LH et de FSH par I’adénohypophyse est régulée par des signaux hormonaux
du systéme nerveux central (GnRH) et du systéme gonadique (testostérone et (Estradiol), ainsi que
par des facteurs gonadiques non stéroidiens (inhibine, activine et follistatine).

La testostérone et I’oestradiol exercent un rétrocontrdle inhibiteur sur I’hypothalamus qui se
traduit par la baisse de la sécrétion de GnRH conduisant a une réduction de la libération de FSH et
LH (Matsumoto et Bremner, 1984 ; Anderson et Sharpe, 2000).

De plus, il existe une régulation faisant intervenir des facteurs non stéroidiens (inhibine,
activine et follistatine) qui contrdlent et régulent la sécrétion de FSH (Bilezikjian et al., 2004 ; de
Krester et al., 2004).

L’activine et I’ihnibine ont pour réle la stimulation de la sécrétion de FSH par contre la
follistatine inhibe sa sécrétion (de Krester et al., 2002 ; Welt et al., 2002).

9.3. Reégulation intragonadique des fonctions testiculaires

Des études ont montré que 1’ihnibine inhibe la production de testostérone et que I’activine
active cette derniere, ainsi, la synthese de testostérone peut également étre réguléepar de nombreux
facteurs locaux comme les cytokines TNF et IL-2, ainsi que par d’autres facteur de croissance (EGF-
1, TGF, IGF-1 et le FGF) qui modulent la disponibilité¢ en cholestérol, I’expression d’enzyme de la

stéroidogenése et I’expression de récépteur de la LH (Lin et al., 1989).

9.4. Régulation des fonctions de I’épithélium épididymaire
Les fonctions luminales et épithéliales de I’épididyme sont sous le contrdle d’un réseau
complexe de molécules biochimiques trés variées qui agissent sur I’expression des genes cibles et par

conséquent agissent sur les fonctions physiologiques de cet organe.
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Selon leur proximité par rapport aux cellules cibles, on distingue premiérement les facteurs
endocriniens arrivant par la voie systémique (androgéne, cestrogéne, PRL, hormones thyroidiennes,
ocytocine, mélatonine, activine, inhibine et follistatine), deuxiemement, les facteurs lumicrines
apportés par la lumiére du canal épididymaire (endothéline, androgenes et facteurs de croissance) et
enfin, les facteurs paracrine et/ou autocrines produits par les cellules avoisinnantes ou les cellules

elles-mémes (Angiotensine 11, ions et eau) (Holland et Orgebin-Crist, 1988).

10. Influence des facteurs de ’environnement sur la reproduction des lapins

Chez les mammiféres, la reproduction est trés influencée par les parametres de
I'environnement tel que la température, 1'humidité, la saison, 1’éclairement et la photopériode,
l'alimentation et 1’dge. Ce sont essentiellement la durée de jour et la disponibilité alimentaire qui

détermine la période de reproduction (Thibault et Levasseur, 2001).

10.1. Effet de température

L'influence de la température sur la fonction de reproduction est attribuée plus a un effet
d'hyperthermie qu'a un effet d'hypothermie qui ne semble pas perturber le comportement sexuel des
lapins (Boussit, 1989).

Sur un essai prolongé durant cing semaines, il a été observé une réduction de la libido des
males, une baisse effective du volume des éjaculats et de la concentration de ces derniers a haute
température (33 °C) (Figure 18) En outre, une température élevée affecte la motilité du sperme
méme apres des expositions courtes de 8 heures a 36 °C ou moyennes du type 14 jours a 30 °C.
Toutefois, toutes ces observations ne doivent pas faire oublier que les lapins se reproduisent
effectivement en climat chaud tropical ou équatorial.

La température favorable pour la reproduction se situe entre 15 et 18 °C et I’activité de la
spermatogenese est maximale au printemps et minimale a l'automne de ce fait, des températures
comprises entre 13 et 26°C n’induisent aucun effet sur les caractéristiques de la semence (Lebas et

al., 1991).
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Evolution du % de spermatozordes morts dans e sperme de males

soumis une fois ou 9 jours consecutirs a un sejour de 8h a 34°C
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Figure 18 : Influence d’un séjour de 8h a 34°C, pratiqué 1 journée ou 5 jours
consécutifs en semaine zéro, sur le pourcentage de spz morts déterminé au cours des 8

semaines suivantes (Kasa et Thwaites, 1992).

10.2. Effet de I'hygrométrie

L'humidité relative est le rapport entre le poids réel de vapeur d'eau contenu dans l'air et le poids
d'eau maximum qu'il pourrait contenir. Une humidité relative maintenue entre 55 et 80% (idéalement
entre 60 et 70%) est favorable pour la reproduction des lapins males par contre, une humidité
excessive augmente la charge microbienne de l'air et provoque ainsi une sensation de froid chez
I'animal et plus souvent des maladies respiratoires (Lebas, 2009).

Une humidité relative trop basse moins de 50% est néfaste car elle favorise la formation de
poussiere qui desséchent les voies respiratoires ce qui induit une réduction des performances de

reproduction (Finzi et al., 2000).

10.3. Effet saison

Le comportement sexuel du lapin male est sous ’influence de nombreux facteurs ambiants, ce
qui contribue a donner au facteur saison une importance capitale dans la reproduction de cette espéce
(Sabbagh, 1983).

D’apreés Boulbina (2011), la saison de naissance influence sur 1’dge d’entrée en puberté car les
lapins qui sont nés en hiver entre plus précocement en puberté que ceux nés en été. Ces perturbations

pourraient étre expliquées par 1’effet de la saison sur la sécrétion de la testostérone (Frolich, 1948 ;

Brambell, 1944).
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En effet le volume des €jaculats et leur concentration en spermatozoides sont au maximum en
Mars et au minimum en Juillet. Ces variations s’accompagnent d’une réduction de la taille des
testicules de Mars a Juillet de I’ordre de 60% du poids maximum et d’un accroissement testiculaire
en Aott. Il s’en suit une « stérilité estivale » associée a une augmentation du pH du sperme, une
baisse de motilité et de concentration des spermatozoides, une augmentation du pourcentage de

spermatozoides anormaux et une baisse de la libido (Hiroe et Tomizuka, 1965).

10.4. Effet d’éclairement et photopériode

Selon Boyd 1985 cité par Thau-Clément 1994 ['éclairage joue un réle important dans la
reproduction des lapins car ils ont observé une augmentation du poids testiculaire et du pourcentage
de spermatozoides vivants aprés un passage de 8 heures a 16 heures et une diminution du méme
parameétre si l'opération est inversée (Figure 19). De plus, les caractéristiques quantitatives et
qualitatives des éjaculats étaient significativement plus élevees pour le lot de 16 heures par jour, seul
le volume était plus élevé pour le lot de 8 heures d'éclairement. De ce fait, une bonne conduite de
I'élevage implique un éclairement de 30 & 40 lux a condition que la lumiére soit répartie de fagon
uniforme dans toute la piece (Lebas et al., 1990 ; Lebas et al., 1991).
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Figure 19 : Pourcentage de spermatozoides vivants dans les éjaculats de lapins
entretenus sous un éclairement de 8h ou del16h de lumiere de jour (Theau
clément et al., 1994).
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10.5. Effet de I’alimentation

L'alimentation doit apporter les éléments necessaires a I'animal pour sa croissance et son activité
au quotidien pendant toutes les grandes étapes de sa vie telles que la reproduction.

De maniére globale, un aliment équilibré doit optimiser les performances de reproduction et de
croissance ainsi gque l'assurance d'une bonne santé des animaux (Parigi-Bini et al., 1991).

Plusieurs travaux de recherche ont abordé des besoins nutritionnels des lapins selon le type de
production (extensive, semi-intensive ou intensive) et la période (reproduction ou croissance), en
effet Ouhayoun (1990), souligne que les besoins nutritionnels recommandés sont de 1I’ordre de 16%
de protéines brutes, de 10-14% de cellulose brute, de 15% d’amidon, de 3% de matiére grasse et d’un
complexe minéro-vitamine.

Des études ont montré qu'un régime alimentaire limité en glucide, en protéines et en lipides
réduit la libido et quelques traits séminaux chez le lapin méle. Cependant, le facteur le plus important
reste la qualité plutdt que la quantité du régime alimentaire (Luzi et al., 1996).

Des carences en vitamines A peuvent provoquer des lésions de 1’appareil génital et bloquer la
spermatogeneése, tandis que ’absence de vitamines E dans la ration entraine 1’atrophie des testicules
et la formation d’cedéme interstitiel (Chevrel et Cormier, 1948).

La composition des aliments pendant la période d'élevage a un effet direct sur les performances
des animaux d'élevage car une alimentation basée uniquement sur les fourrages grossiers est
insuffisante pour la couverture des besoins de production chez le lapin (Coudert et Lebas, 1989 ;
Berchiche et Zerrouki, 2000).

10.6. Effet de I'age

L'4ge des males influence considérablement sur le pH, la concentration et le nombre des
spermatozoides totaux et motiles par éjaculat. En effet, les males adultes au-dela de 43 semaines ont
une semence de concentration et un nombre de spermatozoides totaux et motiles plus élevées (Panella
et castellini, 1990).

Villagran et al. (2003) rapporte un effet de I'age sur ’ardeur des males en effectuant des séries de
sollicitation de 4 minutes au chevauchement de males jeunes et adultes jusqu'a leur épuisement. Ils
notent que les jeunes males agés de 6-12 semaines chevauchent et éjaculent 9 a 10 fois avant

I'épuisement sexuel alors que les adultes agés de 14 a 20 mois n'ont que 6 a 8 fois avant refus.
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11. Autres facteurs

Dautres facteurs peuvent influencer positivement ou négativement la reproduction des lapins
males comme les huiles essentielles. En effet des études ont montré que I’huile essentielle de Nigella
sativa affecte positivement la fertilit¢ des rats males, tandis que, ’extrait des feuilles de

Andrographispaniculata I’affecte négativement.

34



Chapitre 111

Matériel et méthodes




Chapitre 111 Matériel et Méthodes

Cette ¢tude fait partie des activités de recherche de Dr.Lakabi et s’inscrit dans le cadre de
1’étude histo-fonctionnelle du développement gonadique et de la maturité sexuelle des lapins.

L’objectif de ce présent travail est de déterminer 1’effet des deux huiles essenticlles Romarin a
verbénone et Sauge officinale sur le poids corporel et gonadique et sur la structure de 1I’épididyme
du lapin male prépubére de la souche synthétique, et ce a travers une étude histologique de sa

structure en relation avec les poids vifs et le poids de I’épididyme.

1. Matériel biologique
1.1. Modéle expérimental

Cette étude a été réalisée durant le mois de Mai 2018 au niveau de 1’unit¢ d’ITMAS (Institut
Technologique Moyen Agricole Spécialisé) située dans la région de Boukhalfa a 5 Km du chef-lieu
de la wilaya de Tizi-Ouzou sur des lapins méles 4gés de 3 mois de la souche synthétique (Figure 20)
provenant d’un élevage cunicole privé de la région de Tigzirt, wilaya de Tizi-ouzou.

Le type amélioré, a été initié dans 1’institut technique des élevages Baba-Ali, Alger (ITELV) a
partir de 2003 en collaboration avec I’INRA de Toulouse (Gacem et al., 2010).

.....

élevé et une meilleure aptitude a la croissance que la population locale algérienne (Lebas et al.,
2010 ; Gacem et al., 2009).
Selon Lebas et al. (1984) et Grasse (1949), la position taxonomique du lapin (Oryctolagus

cuniculus) est

— Regne : Animal.

— Embranchement : Vertébrés.

—  Classe : mammiferes.

—  Super Ordre : Glires.

—  Ordre : Lagomorphes

—  Famille : Léporides (liévre et lapin).
—  Sous-famille : Leporinae.

— Genre : Oryctolagus.

— Espéce : Oryctolagus cuniculus.
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Figure 20 : Lapins de la souche améliorée agés de 3 mois issus d’un élevage cunicole

de Tigzirt, wilaya de Tizi-Ouzou.

1.2. Huiles essentielles utilisées

Selon la pharmacopée européenne 1’huile essentielle est un produit de composition complexe,
obtenu a partir d’une matiére végétale botaniquement définie par expression a froid ou par
distillation a la vapeur d’eau.

C’est un produit odoriférant, volatile, de consistance huileuse et de couleur variable selon la
plante dont elle est extraite. Elle est sécrétée par des cellules spécialisées se trouvant aussi bien dans
les feuilles, les fleurs, le bois, les racines et les graines comme moyen de défense contre les
ravageurs phytophages (Csesk et Kanfman, 1999 ; Lardry et Haberkorn, 2007 ; Festy, 2015).

1.2.1. Romarin a verbénone (Romarinus officicinalis)
D’aprés Aubineau et al. (2002), le romarin est une herbe aromatique appartenant a la famille
des lamiacées. C’est un sous-arbrisseau originaire du bassin méditerranéen, mesurant 50 cm de

hauteur qui apprécie les sols bien drainés et ensoleillés.

1.2.2. Sauge officinale (Salvia officinalis)

Sauge officinale (Salvia officinalis) de la famille des labiées est un sous arbrisseau annuel et
biannuel d’origine méditerranéenne, aussi appelée sauge de Gréce, herbe sacrée, thé d’Europe est
une plante guérisseuse par excellence. Il existe environ 900 especes identifiées autour du monde

contre une trentaine environ en Algérie (Maksinovic et al., 2007).
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1.2.3. Propriétés physico-chimiques
En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles, les principales

caractéristiques sont

- Liquides a température ambiante (Bonnafous, 2013).

— N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes (Bonnafous, 2013).

—  Volatiles et tres rarement colorées (Lakhdar, 2015).

- Présentent une densité généralement inférieure a celle de 'eau, et un indice de réfraction
élevé (Lakhdar, 2015).

- Liposolubles et solubles dans les solvants organiques et les huiles végétales, entrainables
a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans I'eau (elles sont hydrophobes) (AFSSAPS,
2008).

— Tres altérables et sensibles a I'oxydation (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

— Elles ont un fort pouvoir de pénétration (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

— Elles sont inflammables et ne contiennent aucun corps gras (Bonnafous, 2013).

2. Autres matériels
Cette expérimentation a nécessité I'utilisation d’autres matériels tel que les béchers, tubes secs,
eppendorf, cassettes, éprouvettes, pipettes graduées, bavettes, papiers filtres, des gants, ciseaux,

scotch, étiquettes, spatules, balance a précision, centrifugeuse, étuve.

3. Expérimentation
Les animaux sont sélectionnés et placés individuellement dans des cages d’engraissement
aménagées pour 1’élevage cunicole (Figure 21). lls sont tous exposés aux mémes conditions de

température, de lumiére et d’humidité qui sont celles de 1’environnement ambiant.

3.1. Alimentation et abreuvement

Durant toute la période les animaux ont été alimentés et abreuvés ad libitum, ils sont nourris
avec un aliment sec granulé fabriqué et commercialisé par 'ONAB d’Alger (Office National de
I’Aliment de Bétail)

L’abreuvement est assuré par un systéme de tétine, chaque rangée de batterie est séparée des
autres. L’approvisionnement en eau se fait par une conduite étatique et un puits d’eau de source situé

pres de Iunité d’élevage.
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Figure 21 : Lapins dans des cages spéciales.

Avant de commencer I’expérimentation, les animaux ont été laissés une semaine d’adaptation
dans le nouveau milieu afin d’éviter I’effet du stress.
L’expérimentation a commencé quand les lapins ont atteint I’age de 3 mois, puis il a été réalisé¢

des pesées tous les quinze jours durant toute la durée de 1’expérimentation.

3.2. Constitution des lots

Au total 15 lapins ont été utilisés durant cette étude, et sont répartis en 5 lots différents, un lot
témoin, deux lots de lapins 4gés de 3 mois pour I’administration des deux doses (100-200pl/kg) de
I’huile essentielle romarin a verbénone et deux lots pour I’administration des deux doses (100-
200ul/Kg) de I’huile essentielle Sauge officinale.

Parallélement aux pesées des lapins, trois sont choisis au hasard et ont été sacrifiés (tous les 15

jours) pour le prélevement des organes génitaux.

3.3. Pesée et administration des huiles essentielles

Les lapins ont été pesés puis traités (Figure 22) une seule fois par les deux huiles essentielles
Romarin a vebénone et Sauge officinale mélangées dans 0.5 ml d’eau puis administrées par voie
orale a deux doses différentes 100ul/kg pour les lapins de la premiére dose et 200ul/kg pour les
lapins de la deuxieme dose.
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Figure 22 : Pesee des lapins et administration des deux huiles essentielles aux
doses (100 et 200ul/Kg).

3.4. Sacrifice des animaux et prélevement des organes

Les animaux ont été sacrifiés (Figure 23) par décapitation ,juste apres le sacrifice les animaux
sont dissequés, dégraissés (Figure 24) et les organes du systeme génital sont prélevés a savoir les
épididymes, puis pesés a 1’aide d’une balance de précision (0,01g) et le volume déterminé par la
méthode de la mesure du volume d’eau déplacé a I’immersion de I’organe dans une éprouvette

graduée contenant un volume d’eau initialement connu.

Figure 23 : Sacrifice des lapins.
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Figure 24 : Epididyme du lapin lors du sacrifice et détermination du poids et volume

des épididymes.

A : prélevement des épididymes ; B : Pesée des épididymes avec une balance a 0,01g ; C : éprouvette
utilisée pour mesurer le volume ; ED : épididyme droit ; EG : épididyme gauche.
4. Etude histologique
L’étude histologique a pour objectif de décrire la structure histologique de 1’épididyme, elle se
déroule en plusieurs étapes successives et obligatoires afin de réaliser des coupes fines de
I’échantillon étudié, prétes a recevoir la coloration histologique d’intérét. La procédure utilisée est
inspirée de celle mise au point par Martoja (1967)

Le protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes

4.1. Fixation

La fixation est un traitement chimique ou physique effectué sur des cellules vivantes et
permettant de réaliser des manipulations avec un minimum de dommage pour les structures
cellulaires. Elle a pour but la conservation et I’immobilisation des structures cellulaires en place et
leur durcissement.

La fixation doit se faire immédiatement apres le prélevement par immersion du matériel dans
un grand volume de liquide fixateur. La solution du Bouin Hollande est utilisée comme fixateur qui
est une solution préparée au laboratoire sur la base d’un mélange de formol et d’acide picrique. Les
organes sont plongés, séparément, dans des casettes étiquetées, pendant 7 jours.

En effet, la fixation d’un organe permet :

e De conserver dans un état aussi proche possible de I’état vivant,
e De s’opposer a ses raccourcissements et ses détorsions,

e De protéger les cellules de 1’attaque bactérienne.
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e D’empécher la destruction des constituants cellulaires sous I’action d’enzymes en les rendant

insolubles.

4.2. Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation a pour but d’évacuer toute 1’eau contenue dans 1’organe et préparer la piéce a
I’inclusion dans la paraffine. Elle se fait en passant I’organe dans des bains d’alcool éthylique a
degrés croissants (50°,70° 80°,90°, 100°) (Figure 25) pendant 40 minutes chacun, ce qui permet
d’éviter la désorganisation des structures puis le transférer dans des bains de Xyléne pendant 40

minutes pour 1’éclaircissement.

Bain de Xyléne

‘ Bains d’alcool a

Figure 25 : Série des bains de déshydratation des gonades.

4.3. Imprégnation
La déshydratation et I’imprégnation sont réalisées grace a un appareil de circulation de type
Leica apres la programmation de I’appareil et I’insertion des organes dans des cassettes étiquetées.
L’imprégnation se fait a chaud immédiatement apres les bains de toluene, dans 3 bains
successifs de 2 heures chacun pour éliminer les traces d’alcool, les organes sont ensuite inclus dans

la paraffine.

4.4. Inclusion

Elle se fait grace a un appareil d’enrobage de type Leica qui contient de la paraffine fondue a
60°C. Une fois la circulation finie les cassettes sont retirées et placées dans une chambre de cet
appareil.

Sur des moules spécifiques a différentes formes et adaptés aux dimensions de ’organe, la
paraffine est versée et I’organe est placé, lorsque les bordures de la paraffine commencent a durcir on
place la partic marquée de sa cassette aprés 1’avoir coupée en deux sur le moule et on coule la
paraffine fondue jusqu’a son débordement (la cassette doit étre immergée dans la paraffine), puis ils
sont disposés sur la plaque refroidissante de 1’appareil et apres leurs durcissement ils sont démoulés

facilement. Les blocs peuvent étre ainsi conservés sans dommage (Figure 26).
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Cassettes
Blocs de
Paraffine
Moule a
Paraffine

Figure 26 : Organes placés dans des moules de Paraffine et blocs de

paraffine obtenue aprés inclusion.

4.5. Confection des coupes et étalement

La confection des coupes a été réalisée a I’aide d’un microtome de type Leica (Figure 27) qui
comporte un porte rasoir special permettant d’utiliser des lames minces jetables, et un porte cassette
permettant de placer les blocs d’organes sur les cassettes. Des coupes de Sum d’épaisseur sont ainsi
réalisées et récoltées sous forme de ruban a 1’aide d’un pinceau.

Sur des lames nettoyées avec de I’alcool séchées et gravées, un film du liquide d’étalement est
déposée (I’eau gélatinée de MASSON a 1%) et les coupes sont étalées par des petits rubans (de 3 a 4
coupes) puis la lame est portée sur une plaque chauffante pour un meilleur étalement des coupes.

La lame est retirée de la platine et débarrassée de 1’exces du liquide de collage, séchée avec du

papier absorbant sans pression et placées dans 1’étuve a 37°C pendant 48 heures.

Figure 27 : Dispositif de la coupe, microtome.
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4.6. Déparaffinage et hydratation

Les colorants usuels en histologie sont généralement aqueux. Avant d’entamer la coloration
d’une lame il est nécessaire de la replacer en milieu aqueux.

La premiére étape constitue le déparaffinage par du toluéne, deux bains de 5 a 10 minutes
chacun sont nécessaires pour ¢éliminer totalement la paraffine avant de passer a I’hydratation par des

bains d’alcool éthylique a degré décroissant (100°,90°, 80°, 70°,50°) jusqu’au bain d’eau distillée.

4.7. Coloration topographique

La coloration topographique choisie est le Trichrome de Masson qui posséde plusieurs
avantages tels que la résistance au lavage, la rapidité d’exécution et les teintes obtenues de maniére
quasi-automatique.

Cette coloration permet de mettre en évidence grace aux colorants utilisés, le noyau en noir, le
cytoplasme acidophile et le nucléole en rose, les sécrétions sont soit rouges soit vertes en fonction de

leur nature, les muscles sont rouges et les fibres de collagénes sont vertes.

4.8. Montage
Le montage consiste a fixer a I’aide d’une goutte de I’Eukitt une lamelle de verre sur
I’échantillon histologique ce qui permet I’adhérence entre la lame et la lamelle puis effectuer une

Iégere pression sur la lamelle pour chasser les bulles d’air.

4.9. Observation des lames
Les lames obtenues par la technique histologique sont observées au microscope photonique
€quipé d’une caméra numeérique qui permet de réalisés des photographies dans le but de rechercher

toute modification histologique des structures étudiées.

5. Etude statistique

Les variables (poids vif, poids et volumes des épididymes) obtenus dans cette étude ont été
soumis a une analyse de variance « ANOVA ».

Le traitement statistique des données et les présentations graphiques des résultats ont été
réalisés sous Microsoft Office Excel 2007.

La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque parametre, elle est
suivie par la valeur de I’erreur standard a la moyenne « ESM ».

La validité statistique des différences entre les moyennes est évaluée d’apres le test ’ANOVA

réalisé a 1’aide d’un logicielle informatique « Origin Lab » 2007 et la valeur des probabilités « P »
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YV V. V V V

Si P<0.001 : La différence est hautement significative=****
Si P<0.01 : La différence est trés significative=***

Si P<0.02 : La différence est significative=**

Si P<0.05 : La différence est peu significative=*

Si P>0.05 : La différence est non significative = ns.
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Les résultats rapportés dans ce travail concernent la croissance pondérale, le poids et
volume épididymaire des lapins de la souche synthétique &gés de 3 mois avant et apres
administration des deux huiles essentielles Sauge officinale et Romarin a verbénone ainsi que

I’étude histologique des structures épididymaires.

1. Résultats de I’étude macroscopique
Les lapins ont été pesés avant (JO) et aprés (J7) administration des huiles essentielles

Romarin a verbénone et Sauge officinale ce qui a permis de suivre leur croissance pondérale.

1.1. Poids vif des animaux

Le poids corporel (en Kg) est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur standard liée a
la moyenne (ESM).

Le développement du poids corporel des lapins agés de 3 mois avant et aprés
administration des deux huiles essentielles Sauge officinale et Romarin a verbénone a deux

doses différentes (100-200ul/Kg) est représenté dans le graphe (Figure 28).
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Figure 28 : Poids corporel des lapins agés de 3 mois traités par les deux huiles
essentielles Romarin a verbenone et Sauge officinale a deux doses différentes (100-
200ul/Kg).

T : témoin ; D1 : dose 1 (100ul/Kg) ; D2 : dose 2 (200ul/Kg) ; JO : avant traitement ; J7 :
apres traitement.

(*) : Comparaison entre JO et J7.
(*) : Comparaison entre témoins et traités.
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L’huile essentielle Romarin a verbénone a induit chez les lapins males prépubéres une
augmentation du poids corporel entre JO et J7. En effet la valeur moyenne du poids corporel
des lapins augmente avec un écart de 0,1Kg chez les témoins, de 0,1 Kg chez le lot traité par
la dose 1 et enfin de 0,3 Kg chez le lot traité par la dose2, dont 1’écart est plus grand a la dose
2, avec une différence peu significative (P<0,05) entre les lapins traités par la dose 1 et 2 a JO
et J7.

Aprés ’administration de 1’huile essentielle Sauge officinale, la valeur moyenne du
poids corporels des lapins males prépuberes a révélé une augmentation entre JO et J7. En effet
le poids corporel a augmenté avec un écart de 0,1Kg chez les témoins, tandis que cet écart est
de 0,1Kg chez les lapins traités par la D1et de 0 ,25 Kg chez ceux traités par la D2 qui est le
plus important, dont la valeur est peu significative (P<0,01) entre les animaux traités par la
dose 1 et2aJoetJ7.

En effet, le poids corporel des lapins témoins est de 2,7+ 0.07Kg, de 2,8 + 0,07Kg pour le lot

de la premiére dose du Romarin et de 2,9 £ 0,07 Kg pour le lot de la dose 2 de la méme huile.

1.2. Poids épididymaire
Le poids épididymaire en gramme est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur

standard liée a la moyenne (ESM) et en valeurs relatives a 100 g de poids corporel.

1.2.1. Poids épididymaires droits et gauches
Le poids des épididymes droits et gauche des lapins pré pubeéres traités par les deux
huiles essentielles Romarin a verbénone et Sauge officinale est représenté dans la (Figure 29).
Chez tous les lots, la valeur du poids épididymaire gauche est plus importante que celle de
I’épididyme droit. Néanmoins 1’écart entre eux est plus important chez le lot traité par la dose 2 de

Romarin a verbénone qui est de 0,02g.
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Figure 29 : Poids des épididymes droits et gauches en fonction de la
dose des deux huiles essentielles administrées Romarin a verbénone et

Sauge officinale.

EG : Epididyme gauche ; ED : Epididyme droit ; T : témoin ; D1 : dose 1
(100pl/kg) ; D2 : dose2 (200p/kg).

1.2.2. Poids épididymaire total
Le poids épididymaire total des lapins pré puberes traités par les deux huiles
essentielles Romarin a verbénone et Sauge officinale est représenté dans la (Figure 30).

Les valeurs moyennes du poids épididymaire total des lapins traités par ’huile essentielle
Sauge officinale a deux doses (100ul/kg et 200ul/kg) sont supérieures a celles des lapins témoins
dont la valeur est de 1,463+ 0,021g. Cependant les animaux traités par la D2 ont une valeur plus
élevee par rapport a ceux traiteés par la D1, ces valeurs sont respectivement de1,58+ 0,029 et de
1,53+ 0,039g. Ces variations sont peu significatives (P<0,05) entre les poids épididymaires

totaux des lapins témoins et ceux traités par la dose 2 de la Sauge officinale.
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Figure 30 : Poids épididymaire total en fonction de la dose des deux

huiles essentielles administrées Romarin & verbénone et Sauge officinale.

T : témoin ; D1 : dose 1(100ul/kg) ; D2 : dose 2 (200w/kg).
(*) : Comparaison entre témoins et traités.
(*) : Comparaison entre huiles.
(*) : Comparaison entre doses de la méme huile.

La valeur moyenne du poids épididymaire total des lapins traités par la D1 et D2 du
Romarin & verbénone est plus importante que celle des témoins dont la valeur est 1,463+ 0,021g.

Cependant les animaux traités par la D2 ont une valeur plus élevée par rapport a ceux traités
par la D1 dont les valeurs sont respectivement de 1,54+ 0,024g et de 1,713 £ 0,014 avec des
différences trés significatives (P<0,01) enter T et D1, une différence hautement significative
(P<0,001) entre T et D2 et une valeur tres significative (P<0,01) entre la dose 1 et la dose 2.

De plus, en comparant les résultats des deux huiles, on constate qu’il y’a une différence
tres significative (P<0,01) entre les doses 2 des deux huiles essentielles Romarin a verbénone

et Sauge officinale.
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1.2.3. Poids épididymaire relatif a 100g de poids corporel
Les valeurs moyennes du poids relatif & 100g de poids corporel des épididymes des
lapins de 3 mois d’ages en fonction de la dose des deux huiles essentielles administrées

Romarin a verbénone et Sauge officinale est représentée dans la (Figure 31).
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Figure 31 : Poids relatif des épididymes en fonction de la dose des
huiles essentielles administrées Romarin a verbénone et Sauge

officinale.

T :témoin ; D1 : dose 1(100ul/kg) ; D2 : dose 2 (200wkg).

La valeur moyenne du poids épididymaire relatif a 100 g du poids corporel est plus élevée
chez les lapins traités par la Sauge officinale par rapport aux témoins, d’ou la valeur du poids
relatif augmente d’un écart de 0,001 entre les lapins témoins et ceux traité par la dose 1, tandis
que cet écart est de 0,004 entre les témoins et les traités par la dose 2. Cette augmentation est peu
significative (P<0,01) entre témoin et D1 et trés significative entre témoin et dose 2.

Les valeurs du poids relatif des lapins traités par la dose 2 de I’huile essentielle Romarin a
verbénone sont supérieures a celles des traités par la dose 1 de la méme huile qui est a son tour
supérieure au témoin, avec un de écart de 0,001 entre les lapins témoins et ceux traité par la D1 et
de 0,004 entre les lapins témoins et ceux traités par la dose 2, avec une valeur peu significative
(P<0,05) entre témoin et ceux traités par la dose 1 et tres significative(P<0,01)entre les témoin et
ceux traites par la dose 2

La comparaison entre témoin-dose, montre une différence peu significative (P<0,05)
entre les lapins témoins et ceux traités par la dose 1 de la Sauge officinale et une différence

trés significative (P<0,01) entre les lapins témoins et ceux traités par la dose 2 de la méme
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huile. Ainsi qu’une différence trés significative (P<0,01) entre les animaux témoins et ceux
traités par la dose 1 et 2 de I’huile essentielles Romarin.

De plus, les résultats de la comparaison entre les deux doses de la méme huile
montrent qu’il y’a une différence trés significative (P<0,01) entre les animaux traités par la
dose 1 et dose 2 de I’huile essentielle Romarin a verbénone et une différence significative

(P<0,02) entre les lapins traités par la dose 1 et dose 2 de I’huile Sauge officinale.

1.2.4. Volume épididymaire total
Le volume épididymaire total (VET) en millilitre (ml) est exprimé par la valeur moyenne +
I’erreur standard liée a la moyenne (ESM).
Le volume épididymaire total des lapins pré puberes en fonction de la dose
administrée des deux huiles essentielles Romarin a verbénone et Sauge officinale est
représenté dans la (Figure 32).
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Figure 32 : Volumes épididymaires totaux des lapins agés de 3
mois en fonction des doses des huiles essentielles administrées

Romarin a verbénone et Sauge officinale.
T : témoin ; D1 : dose 1(100ul/kg) ; D2 : dose 2 (200p/kg).

: Comparaison entre témoins et traités.
p
*) : Comparaison entre doses de la méme huile.
p
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La valeur moyenne du volume des épididymes des lapins prépubéres en fonction de la dose
administrée de I’huile essentielle Sauge officinale est de 1,15 +0,07ml chez le lot témoin, del,4
+0,07 ml chez le lot traité par la premiere dose et de 2,016+ 0,167ml chez le lot traité par la
deuxieme dose, d’ou on a constaté que cette valeur est plus élevée chez les traités par rapport aux
témoins et chez les traites par la D2 par rapport a la D1.

Les résultats de comparaison entre témoins et dose, montrent une différence peu
significative (P<0.05) entre les lapins du lot témoin et ceux du lot de la dose 1 de I’huile
Sauge officinale et une différence trés significative (P<0,01) entre les lapins témoins et ceux
traités par la dose 2 de la méme huile.

La valeur moyenne du volume épididymaire des lapins prépubéres traités par I’huile
essentielle Romarin & verbenone est de 1.15 +0.07ml chez le lot témoin alors que chez ceux
traités par la D1 est del1,58+ 0,115ml et de2,266+ 0,147 ml chez ceux traités par la D2, d’ou on
a constaté que cette valeur est plus élevée chez les lapins traités par rapport aux témoins et chez
ceux traités a la D2 par rapport & la D1, avec une différence tres significative (P<0,01) entre les
témoins et les traités par la D1.

En outre, la comparaison entre les deux doses successives de la méme huile montre
qu’il existe une différence significative (P<0,02) entre la dose 1 et la dose 2 de I’huile
essentielle Sauge officinale et une différence tres significative (P<0.01) entre la deux dose 1 et

2 de Romarin a verbénone.
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2. Résultats de I’étude microscopique

L’observation au microscope photonique a permis de distinguer les différences de

I’organisation de la structure histologique des épididymes.

2.1. Epididyme des lapins témoins

Les résultats de 1’é¢tude histologique ont montré que, I’épithélium épididymaire des
lapins témoins est un épithélium unistratifié et formé de cellules cubiques avec un noyau
arrondi volumineux et présentant des bordures avec des prolongements cytoplasmiques trés
fins vers la lumiere épididymaire. Ainsi, il a été observe, des cellules basales qui reposent sur

une fine lame basale, un tissu conjonctif inter tubulaire formé de cellules musculaires, de

fibroblastes et des vaisseaux sanguins (Figure 33).

Figure 33 : Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin 4gé de 3

mois aprés coloration avec le trichrome de Massson.

LU : lumiére ; LB : lame basale ; CB : Cellules basales ; TC : tissus conjonctif
; EP : Epithélium.

2.2. Epididymes des lapins traités par la Sauge officinale

L’observation microscopique des structures épididymaires des lapins traités par la
doses 1 et 2 de I’huile essentielle Sauge officinale montre que le tube épididymaire est bordé
par une paroi musculaire adhérée a un épithélium unistratifié prismatique et simple, une

lumiére avec un début de sécrétion du tube épididymaire et des stériocils localisés au pole

apicale des cellules principales (Planche 1).
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Planche 1: Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin pré pubere

traité par 1’huile Sauge officinale apres coloration avec le trichrome

de Massson.

LU : lumiere ; LB : lame basale ; CP : cellule principale ; TC : tissus conjonctif
; SE : sécrétions épididymaires ; EP : Epithélium ; A : dose 1 ; B : dose2.

2.3. Epididymes des lapins traités par le Romarin & verbénone

Chez les lapins traités par les deux doses de I’huile essentielle Romain a verbénone,
il a été observé que, 1’épithélium épididymaire est pseudo-stratifié prismatique et les cellules
principales alignées avec des noyaux situés dans le tiers basal et l1égerement décalés les uns
par rapport aux autres, des microvillosités développées et une lumiére chargée en secrétions
fluides et globulaires (Planche 2A).

Alors que, chez les lapins traités par la dose 2 de la méme huile, il a été observé que le
tube épididymaire est constitué d’une paroi musculaire adhérée a un épithélium pseudo-

stratifié prismatique, des secrétions épididymaires et de nombreux stériocils au pble apical des
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cellules principales ce qui fait dire qu’il y’a une importante activité sécrétoire au niveau de
I’épithélium épididymaire, de ce fait, on constate que, la dose 2 de I’huile essentielle Romarin

a verbénone présente un effet plus efficace sur les structures épididymaires (Planche 2B).

N b s s 3 - N [——

Planche 2 : Coupe histologique de 1’épididyme d’un lapin pré pubeére traité par I’huile

essentielle Romarin a verbénone apres coloration avec le trichrome de Massson.

LU : lumiére ; LB : lame basale ; CP : cellule principale ; TC : tissu conjonctif ; SE : sécrétion
épididymaire ; SC : stériocils ; EP : épithélium ; A : dose 1 ; B : dose2.

3. Discussion des resultats

La présente étude porte sur I’effet des huiles essentielles Romarin a verbénone et Sauge
officinale sur le poids corporel et gonadique ainsi que sur les structures épididymaires chez
les lapins pré pubéres de la souche synthétique.

Les parameétres macroscopiques (poids vif, poids et volume des épididymes) présentent
une augmentation importante chez les lapins traités par les deux doses des huiles essentielles
par rapport aux témoins d’une part. D’autre part, les lapins traités par la dose 2 des deux
huiles essentielles présentent une valeur plus importante par rapport a ceux traités par la dose
1 des mémes huiles. Cependant, 1’huile essentielle Romarin a verbénone a montré des effets
plus efficaces que la Sauge officinale.

Ainsi, les résultats rapportés par cette étude montrent qu’a 1’age de 3 mois, le tube
épididymaire est constitué d’une paroi musculaire adhérée a un épithélium pseudo-stratifié
prismatique, les cellules principales sont alignées et possedent de nombreux stériocils, les
microvillosités sont développées, les sécrétions épididymaires commencent a apparaitre et la
lumiere du tube est dépourvue des spermatozoides.

Selon Micol et al. (1993) et Allrich et al. (1983), la croissance pondérale d’un animal

résulte du développement du poids de chaque élément constitutif de son corps et les
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dimensions des testicules et de I'épididyme sont trés corrélées avec I'age, le développement et
le poids corporel.

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Fellag et Fettoum (2018) et ceux
obtenus par Smah et Ould Moukhtar (2019), qui ont montré que 1’administration de 1’huile
essentielle de la Menthe poivrée a induit une augmentation du poids corporel et du poids
gonadique chez les lapins infantiles et pré pubéres.

Soy et al. (2006), ont observé une augmentation du poids des rats traités par un extrait
éthanolique des feuilles de Mentha Piperita pendant 60 jours.

L’étude de Nantia et al. (2007) portée sur I’effet de 1’extrait au menthol de Bsella alba L.
a la dose de 80pl pendant 30 jours chez le rat male révele que le poids corporel des animaux
croit avec le temps.

Kugukyilmaz et al. (2017), soulignent que I’huile essenticlle de Lavande peut étre
considérée par un facteur de croissance car les oiseaux nourris par cette huile sans consommer
d’aliment supplémentaire présentent une augmentation de poids.

Les résultats concernant le gain de poids sont similaires a ceux d’études antérieures sur la
supplémentation des régimes de poulet de chair avec des huiles essentielle d’Origan,
Romarin, Sauge et Lavande (Algick et al., 2003 ; Algick et al., 200 ; Botsoglou et al., 2004 ;
Bozkurt et al., 2009 ; Bozkurt et al., 2012).

Sulmaz Haeri et al. (2006), ont montré que I’administration de I’huile essentielle de la
Sariette (Saturja khuzestanica) a provoqué une augmentation significative du poids
épididymaire.

Cependant, d’autres études ont montré que 1’administration d’un extrait aqueux de Nigella
sativa, pendant 60 jours a une dose de 300 mg/kg chez des rats induit des effets chez ces
derniers (augmentation du poids des organes reproducteurs et stimulation de différents
parameétres) (Mukhallad et al., 2009).

Morakinyo et al. (2008) suggerent que 1’augmentation du poids absolu du testicule et de
I’épididyme apreés 28 jours de traitement par du Zingiber chez les rats pourrait étre due a une
biosynthése accrue des androgenes induite par cette huile.

Selon Nasseem et al. (1998) des extraits de graine de Momordica charantia testés chez
des rats pendant 35 jours, ont montré une augmentation du poids épididymaire, ce qui montre
sa propriété androgenique.

De plus des études faites sur 1’huile volatile de Majolaine et I’extrait de pépins de raisin
montrent une augmentation du poids des testicules et épididymes. Ces résultats sont corrélés

avec ceux rapportés par Anderson et al., 1983 ; Srikhath et al.,1999 et VVon der Pahlen, 2005).
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Cependant, Kumar (2008) n’a observé aucun changement significatif du systéme
reproducteur aprés I’administration a court terme de la menthe verte, mais I’administration a
long terme de cette huile a causé des dommages irréversibles tels qu’une diminution
significative du poids des testicules et épididymes.

De plus, ’administration de 1’huile essentielle de Nigella sativa chez les rats n’a induit
aucun effet sur le poids des organes (Sherif et al., 2013).

Les variables microscopiques comme 1’apparition des spermatozoides dans les tubes
épididymaires, le diametre du tube épididymaire, la nature de son épithélium ou encore la
taille de ses cellules sont utilisées comme indicateurs de la maturité sexuelle. Ces parametres
concordent modérément avec les variables macroscopiques en donnant une information
supplémentaire quant a la maturité fonctionnelle des épididymes (Schinckel et al., 1983 ;
Chemes, 2001 ; Sahlab et al., 2001 ; Lunstra et Cundiff, 2003 ; Mandal et al., 2004).

Selon Al Sa’aidi et al. (2009) les extraits alcooliques de Nigella Sativa ont des effets sur
la fertilit¢ des rats males, car, une augmentation de la hauteur des cellules entourant
1’épithélium épididymaire a été observée.

Une réduction dose dépendante du nombre de spermatozoides testiculaires et
épididymaires, de la motilité et de la numération anormale des spermatozoides a été observée
chez les rats traités avec 1’extrait de feuilles Andrographis paniculata (Sathiyzra et al., 2001).

Des rats albinos males traités par 1’extrait éthanolique de Calendula officinalis aux doses
de 150, 250 et 500 mg/rat/jour pendant 60 jours présentent une diminution de la mobilité, la
densité des spermatozoides dans la queue épididymaire et le poids des organes reproducteurs.
Ainsi I’étude a conclu que I’éthanol de I’extrait de Calendula officinalis altére la fertilité des
rats (Agarwal et al., 2012).

La teneur réduite en spermatozoides des rats traités a 1’¢thanol implique un effet
indésirable de I’éthanol sur la spermatogenese. A 1’appui de cela, un certain nombre d’études
cliniques et expérimentales ont montrés une spermatogenése altérée sous administration
chronique d’éthanol (Haider et al., 1985 ; Anderson et al., 1983).

Anderson et Coll (1983) ont également observé une faible teneur en spermatozoides
dans la queue de 1’épididyme chez les rats consommateurs d’éthanol, ce dernier semble
modifier les produits de sécrétion de 1’épididyme ou avoir une action directe sur la motilité et

la morphologie des spermatozoides.
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Conclusion

La présente étude sur les effets des deux huiles essentielles Romarin a verbénone et
Sauge officinale a deux doses différentes sur les parametres macroscopiques (poids vif, poids
et volume épididymaire) et les structures histologiques de 1’épididyme des lapins males
prépubéres de la souche synthétiqgue nous a permis de constater des changements des
differents parametres étudies.

En effet, le poids corporel des lapins traités augmente par rapport a celui des témoins
d’une part, d’autre part, les lapins traités par les deux huiles a la dose 2 présentent une valeur
plus importante par rapport a ceux traités par la dose 1. Cependant, les animaux traités par la
Sauge officinale ont des valeurs inférieures a ceux traités par le Romarin a verbénone.

Sur le plan histologique, le Romarin & verbénone a induit un développement de
I’épithélium épididymaire et des microvillosités ainsi que l’apparition des sécrétions au
niveau de la lumiere épididymaire. Tandis que, le traitement par la Sauge officinale a montré
un début de sécrétion dans la lumiere épididymaire et un épithélium épididymaire moins

développé.

De ce fait, il semblerait que les deux huiles essentielles aux doses utilisées auront un
effet positif sur le développement de 1’épididyme, la spermatogenése et la fertilité des lapins

prépubéres qui sont dose dépendants et huile dépendante.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét d’analyser la semence pour
identifier les caractéristiques de la fertilité des lapins traités avec les deux huiles essentielles,
étudier les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus, d’effectuer cette
expérimentation sur la fertilité féminine, et de réaliser cette étude dans un temps plus large et

des doses plus importantes sur un effectif plus grand.
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Résumé

Notre travail est centré sur les effets des huiles essentielles Romarin a verbénone et Sauge
officinale a deux doses différentes (100-200ul/Kg) sur les paramétres macroscopiques (poids corporel,
poids et volume épididymaire) et microscopiques (structure des épididymes) des lapins males
prépuberes appartenant a la souche synthétique utilisés comme modeéle expérimental. Notre étude est
menée sur 15 lapins répartis en 5 lots dont chaque lot contient 3 lapins. Ces animaux ont été peses puis
traités par les différentes doses des deux huiles essentielles Romarin a verbénone et Sauge officinale.
Une semaine apres I’administration des huiles, les lapins ont été sacrifiés et les épididymes sont
prélevés, pesés et fixés pour effectuer 1’étude histologique. Les résultats obtenus par ce travail
montrent que les paramétres macroscopiques (poids corporel et poids épididymaires) sont plus élevés
chez les lapins traités par les deux huiles par rapport aux témoins, dont la dose 2 (200ul/Kg) présente
des valeurs plus importantes que la dose 1 (100ul/Kg). Cependant, 1’huile essentielle Romarin a
verbénone est plus efficace que la Sauge officinale. Sur le plan histologique, le tube épididymaire des
lapins traités par la dose 1 et 2 de la Sauge est bordé par une paroi musculaire adhérée a un épithélium
unistratifié prismatique et simple, une lumiere avec un début de sécrétion du tube épididymaire et des
stériocils localisés au pble apicale des cellules principale. Tandis que, le Romarin a verbénone a induit
des modifications plus importantes au niveau de I’épididyme, en effets chez les lapins traités par la
dose 1 et2 il a été observé un épithélium pseudo-stratifié prismatique et les cellules principales
alignées avec des noyaux situés dans le tiers basal, des stériocils et une lumiére chargée en secrétions
fluides et globulaires. De ce fait, il semblerait que les huiles essentielles utilisées aux différentes doses
ont un effet positif sur la structure des épididymes, la spermatogenése et la fertilité des lapins males
prépuberes de la souche synthétique avec un effet plus marquant chez les traités par I’huile essentielle
Romarin & verbénone puis ceux traités par la sauge officinale.

Mots clés : huile essentielle, Rosmarinus officinalis,Salvia officinalis, épididyme, lapin méale
prépuberes, reproduction.

Abstract

Our work is focused on the effects of rosemary verbenone and officinal sage essential oils at
two different doses (100-200ul/Kg) on ther macroscopic (body weight, epididymal weight and
volume) and microscopic (structure of the epididymis) parameters of male rabbits prepubescent
belonging to the synthetic strain used as experimental model. Our study is carried out on 15 rabbits
divided into 5 batches, each batch of which contains 3 rabbits. These animals were weighed and then
treated with the different doses of the two essential oils rosemary verbenone and officinal sage. One
week after the administration of the oils, the rabbits were sacrificed and the epididymis removed,
weighed and fixed for histological study. The results obtained by this work show that the macroscopic
parameters (body weight and epididmal weight) are higher in the rabbits treated with the two oils
compared to the controls, whose dose 2 (200ul/Kg) has higher values than the dose 1 (100ul/Kg).
However, Rosmary verbenone essential oil is more effective than Sage. Histologically, the epididymal
tube of rabbits treated with dose 1 and 2 of the officinal sage is bordered by a muscle wall adhered to a
prismatic and simple unistratified epithelium, a light with the beginning of secretion of the epididymal
tube and sterium located at the apical pole of the main cells. While verbenone rosemary induced
greater changes in the epididym, in rabbits treated with dose 1 and 2, it was observed a prismatic
pseudo stratified epithelium and the main cells aligned with nuclei located in the basal third, steriocils
and lighth with fluid and globular secretions. As a result, it would seem that the essential oils used at
different doses have a positive effect on the structure of the epidiymis, spermatogenesis and fertility of
perpubertal male rabbits of the synthetic strain with ore marked effect in rabbits treated with essential
oil Rosemary verbenone then those treated with officinal Sage.

Key words: essential oil, verbenone rosemary, officinal sage, epididymis, prepubescent male
rabbit, reproduction.



