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Introduction

Le lapin est |’espece considérée a la fois comme animal domestique, animal de
compagnie et animal modéle de recherche, possedant de nombreuses caractéristiques
biologiques ; forte prolificité, rapidité de croissance, court intervalle entre générations et une
bonne qualité de viande, ceci lui confere un statut particulier. En Algérie le lapin représente
une espece a intérét économique indéniable grace ala production de viande qui est une source
de protéines non négligeable, du plus il possede une forte prolificité associée a une courte
durée de gestation (Lebas et Colin, 1992). Sur le plan de la caractérisation des performances,
la population locale est moins fertile et moins puissant par rapport aux lapins des populations
étrangeres, pour cela plusieurs travaux ont éé menés dans le but d améliorer la cuniculture en

Algérie.

La fertilité masculine est sous la dépendance de |'axe hypothalamo-hypophyso-
testiculaire et elle est marquée par une différenciation gonadique, une descente des testicules,
un début de la puberté couplée avec la prolifération et la maturité des cellules testiculaires
(Vigueras-Villasenor et al., 2003).

Le testicule est constitué principalement de tubes séminiféeres ou se déroulent la
spermatogenése et de tissu interstitiel riche en cellules de Leydig. Cette derniere synthétise et
libere les androgenes, principalement la testostérone, jouant un rdle dans le maintien de la
spermatogenése (Curtis et Amann, 1981; Eurell et Frappier, 2006). L’épididyme est un long
tubule pelotonné reliant le testicule au canal déférent joue un rdle trés important dans la

fertilité des males en assurant |la maturation des spermatozoides (Kirchloff, 1999).

Cependant, plusieurs paramétres peuvent influencer sur les performances de
reproduction chez le lapin tel que I’environnement, les conditions d’ élevages. Récemment
plusieurs éudes menées sur les huiles essentielles ont montré leurs effets sur le processus de

reproduction.

En effet les huiles essentielles sont des produits aromatiques riches en phyto-cestrogenes
dont I’innocuité n’est pas totalement prouvée, ces composes sont susceptibles de modifier le
processus physiologique de la reproduction soit en I’améliorant ou en le perturbant selon la
dose utilisé (El Kalamouni, 2010).

De ce fait, le but de notre travail est de mettre en évidence les effets de I'huile
essentielle de la Sauge officinale sur la structure des testicules et épididymes des lapins méales



Introduction

prépuberes de la population locale, a travers une étude macroscopique et microscopique
(histologique).

Notre travail se présente sous la forme de quatre chapitres, le premier chapitre portera
sur des rappelles anatomo-histologique de |’appareil reproducteur mae du lapin et le
deuxieme chapitre abordera la physiologie de la reproduction. Dans le troisiéme chapitre,
nous exposerons les matériel et méthodes et on terminera dans le quatriéme chapitre par les
résultats et la discussion. Enfin, ce document sera cl6turé par une conclusion globale ainsi

gu’ un ensembl e de perspectives.
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Chapitrel Rappels anatomiques et histologique de |’ appareil génital méle

L e systeme reproducteur du lapin méle est tres similaire a celui des autres mammiferes,
sauf pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter le testicule dans |’abdomen
(Sabbagh, 1983). Ce systeme présente deux fonctions primordiaes, la production des
spermatozoides et leur dépot dans les voies génitales femelles d’une part, et la secrétion des

hormones sexuelles d’ autre part (Alvarino, 1993).

1. Appareil génital male
Le terme « appareil génital méle » (Figure 1) désigne tous les organes et structures
participant a la formation, la maturation, I’émission sous pression des différents constituants
du sperme qui se divise en quatre parties fonctionnelles (Boussit, 1989; Marieb et al., 1999;
Young et al., 2008) :
- Lestesticules: qui sont les glandes génitales males.
- Un réseau de conduits incluant : I’épididyme, le conduit déférent et enfin
I”urétre qui débouche al’ extérieur par I’ extrémité du pénis.
- Les glandes annexes : ce sont les vésicules séminaes, la prostate et les
glandes bulbo-urétrales, qui débouchent dans ces canaux ou elles déversent
leurs secrétions.

- Lepénis: qui est un organe de copulation.

Vessie

Canal déférent
Vésicule séminale
Glande vésiculaire
Prostate

Glande bulbo-urétrale
(glande de Cowper)

Urétre

Téte

—‘—‘——— Comps | Epididyme
Queue

Glande préputiale

Pénis sans gland

Figure 1: Appareil génital du lapin méle (Barone et al., 1973).
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11. Testicule

Les testicules sont des organes pairs dotés d' une double fonction : la fonction exocrine
(gamétogénese, ou spermatogénese) et la fonction endocrine (la synthese et la sécrétion des
hormones sexuelles principalement la testostérone) qui sont assurées par une double structure,
un compartiment tubulaire et un compartiment interstitiel (Muller et Clos, 1997).

1.1.1. Anatomie

Situés de part et d'autre de la ligne médiane inguinale, les testicules chez le lapin adulte
sont de forme ovoide, amincis aux extrémités avec un pdle caudal plus pointu, mesurant 3 a
3,5cm de longueur, 1 a 1,5cm de largeur, 1 a 1,3cm d' épaisseur et pesant 1,5 a 2g. Ils sont
protégés et soutenus par une enveloppe appel ée scrotum ou sac scrotal constitué d’une fine
couche de peau recouvrant divers couches fibro-éastiques et musculaires dont la plus
importante est le dartos (Barone, 2001)

Le lapin est aternativement exorchide lorsque les testicules montent dans la cavité
abdominale sous I'effet de frayeur, ou énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses
gréce a un tissu musculaire appel é crémaster (Boussit, 1989; Barone, 2001).

1.1.2. Histologie

Le testicule est revétu par une capsule blanche, épaisse et résistante, riche en fibre de
collagene et parcourue par les vaisseaux testiculaires ; I’abuginée (Dadoune et al., 2000 ;
Siffroi, 2001).

Cette albuginée s épaissit encore au niveau de la coiffe épididymaire et s enfonce a
I’intérieur du testicule pour former un cone fibreux, le corps d'Highmore, parcouru par un
réseau de canalicules, retetestis. Du corps d’ Highmore partent des cloisons conjonctives, les
septatestis, délimitant 200 a 300 lobules intra-testiculaires. Chaque lobule contient 2 a 3 tubes
seminiferes trés longs qui débauchent par de courts segments rectilignes, les tubes droits, dans
le retetestis (Figure 2) (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

Selon Thibault et Levasseur (2001), le testicule comprend deux compartiments
cellulaires distincts issus de la partie interne de |’ ébauche gonadique : un compartiment
interstitiel compose uniquement de cellules endocrines dites cellules de Leydig et un autre
compartiment germinal composeé de cellules germinales et de cellules somatiques appel ées
cellules de Sertoli.
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Figure 2: Organisation interne du testicule d’ apres (Bonnes et al., 1988).

1.1.2.1. Tubeséminifere

Le tube séminifére, unité fonctionnelle du testicule, est un tube trés long, flexueux et
pelotonné qui peut atteindre 70 metres de longueur chez le lapin. 2 & 3 tubes forment un
lobule qui se jettent dans les tubes droits qui s anastomosent au niveau du corps d Highmore
et forment un réseau de canalicules, appelé la retetestis, d’ou partent une dizaine de canaux
efférents qui traversent I’ albuginée pour former latéte de I’ épididyme (Alvarino, 1993).

Le tube séminifére est constitué par une lumiére bordée par un épithélium séminifére de
revétement pluristratifi€, qui comprend essentiellement des cellules germinales a des stades de
dével oppement variés (spermatogonies, spermatocytes, spermatides et spermatozoides) et des
cellules de Sertoli reposant sur une membrane basale. (Figure 3) (Frend et al., 1973 ; Barone,
2001; Thibault et Levasseur, 2001).
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Figure 3 : Détail d’une portion de tubule séminiféere de lapin (Junqueira et Carneiro, 2007).

1.1.2.2. Cedlulesde Sertali

Les cellules de Sertoli sont des grandes cellules prolifératives dotées d’un grand noyau
ovalaire ou triangulaire en coupe, alongé perpendiculairement a la membrane basale,
fréguemment encoché, avec un volumineux nucléole et d’un cytoplasme abondant. Leurs
bases reposent sur la membrane limitante du tube, tandis que leur cytoplasme apical en atteint
la lumiere. Le cytoplasme contient I’ensemble habituel d’organites dont les mitochondries,
réticulum endoplasmique granulaire et lisse et I'appareil de Golgi (Frend et al., 1973;
Vacheret, 1999).

Chague cellule de Sertoli est connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées,
disposées au pdle basal liant deux compartiments, basal ou périphérique et central. D’ autres
types de jonctions relient les cellules de Sertoli entre elles et avec les cellules germinales, dont
des jonctions d’'ancrages et des jonctions communicantes de types Gap (Figure 4) (Hazard et
Perlemuter, 2000).
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Figure 4:Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993).

1.1.2.3. CdlulesdeLeydig

Les cellules de Leydig sont des cellules polygonales qui sont soit isolées, soit groupées
en amas autour des capillaires sanguins et entourées par une lame basale discontinue. Ces
cellules possedent un noyau rond avec un volumineux nucléole. Le cytoplasme riche en
citernes de réticulum endoplasmique lisse et de mitochondries de taille variable et peu
nombreuses garnies de crétes généradement lamellaires. Différents types de jonction
cellulaires ont éé mis en évidence sur la membrane plasmatique : de type gap, desmosomes
rudimentaires et plus rarement des jonctions septées (Thibault et Levasseur, 2001).
1.1.2.4. Cédlules Germinales

Tous les types de cellules germinales se présentent et S organisent en plusieurs assises
au niveau de I'épithélium séminifére, a savoir ; les spermatogonies, les spermatocytes de
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premier ordre ou spermatocytes |, les spermatocytes de deuxiéme ordre ou spermatocytes I,
les spermatides et |es spermatozoides (Vacheret, 1999; Siffroi, 2001).
1.1.2.4.1. Spermatogonies

Selon Vacheret (1999) et Siffroi (2001), les spermatogonies sont de petites cellules
arrondies ou ovalaires, de 10 a 15 microns de diamétre, plaguées contre la membrane basale.
On distingue trois sortes de spermatogonies selon I'aspect de leur noyau :

- Des spermatogonies a chromatine fine et sombre, les spermatogonies Ad
(dark).
- Des spermatogonies a chromatine claire, poussiéreuses ou pales, les
spermatogonies Ap.
- Des spermatogonies a chromatine mottée et nucléole bien visible, les
spermatogonies B.
11.2.4.2. Spermatocytes

D’ aprés Marthin et Barry (2001), deux types de spermatocytes sont produits au cours de
cette activité spermatique : le spermatocyte de 1%¥ordre et le spermatocyte de 2°™ ordre. Les
spermatocytes | sont des cellules d§a engagées dans les premiéres étapes de la méiose, se
caractérisent par un cytoplasme abondant et un noyau volumineux contenant une chromatine
disposée en amas grossiers ou en fins filaments, facilement reconnaissable. Les spermatocytes
Il issues de la premiére division de la méiose des spermatocytes |, sont des cellules plus
petites qui vont rapidement terminer leur deuxieme division de la méiose et engendrer des
cellules an chromosomes, les spermatides.
1.1.2.4.3. Spermatides

Les spermatides sont des cellules haploides de petite taille, ovoides avec un noyau rond
et clair contenant un ou deux masses nucléolaires qui se localisent a proximité de la lumiere
des tubes séminiféres (Dadoune et al., 2000; Junqueira et Carneiro, 2007).

Ces cellules vont subir une différenciation durant laquelle elles vont devenir plus petites
et effilée, aboutissant a la formation des spermatides allongé puis des spermatozoides via la
spermiogénese (Ramé et al., 2007).
1.1.2.4.4. Spermatozoides

Les spermatozoides, résultat final de la spermatogenese, disposés en bouquet a I’ apex
des cellules de Sertoli, sont des cellules trés petites dotées d’ une motilité flagellaire et d’ une
forme filiforme constitués de trois parties distinctes la téte, la piece intermédiaire et flagelle.
Le spermatozoide mdr est une cellule alongée de 55 a 57um de longueur chez le lapin
(Figure5) (Robert et Vincent, 1995).
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La téte ovoide du spermatozoide est formée par un noyau coiffé par un acrosome
pourvu d enzymes responsable de la pénétration dans la membrane de I’ ovocyte lors de la
fécondation (Robert et Vincent, 1995; Barone 2001).

La piece intermédiaire est une partie cytoplasmique, rétrécie, représente le segment qui
unit la téte a la queue et renferme la majorité des mitochondries qui sont le siege de la
production énergétique nécessaire aLx mouvements.

La queue ou flagelle assurant la mobilité du spermatozoide, forme la quasi-totalité de la
cellule, présente une piece principale de 45um de longueur constitué de neuf faisceaux de
fibres denses, ains que d’ une gaine protéique fibreuse périphérique et une piece terminale de
1 & 2um de longueur qui comporte le filament axial (Barone, 2001; Wargo et Smith, 2003;
Turner, 2003).
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Figure 5: Schéma du spermatozoide de mammifére (Le Moigne et Foucrier, 2009).



Chapitrel Rappels anatomiques et histologique de |’ appareil génital méle

1.1.3. Tissu intertitiel

Le tissu interstitiel est un tissu conjonctif |ache, riche en vaisseaux sanguins et
lymphatiques et en terminai sons nerveuses, dans lequel sont répartie des cellules interstitielles
en amas, appelées cellules de Leydig ainsi que diverses cellules libres de type fibroblastes,
macrophages ou encore lymphocytes (Wrobel, 1990).

Les celules de Leydig sont des cellules polygonaes, qui sont soit dispersées, soit
groupées en amas autour des capillaires sanguins et entourées par une lame basal e discontinue
(Lakabi, 2017).

Elles contiennent un noyau ovoide dont la chromatine est périphérique et un nucléole
volumineux, 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, desmosomes
et plus rarement des jonctions septées ont é&é mises en évidence au niveau de la membrane
plasmique (Dadoune et Demoulin, 2001).

Ces cellules synthétisent et libérent des androgenes principalement la testostérone qui
est essentiels pour la spermatogenese et la masculinisation et |’ apparition des caractéres
sexuels primaires et secondaires (Dizier et Maillard, 2014).

1.2. Epididyme

L’ épididyme, organe du tractus génital méle, est accolé alaface postérieure du testicule
et relie les canaux efférents au cana déférent. Chez les mammiféeres, ¢’est un long tubule
unique fortement contourné dont lataille varie selon les espéces, il mesure 1,5 a 3cm chez les
lapins (Barone, 1978; Grasse, 1995) et peut atteindre jusgu'a 5métres chez |’homme
(Sullivan, 2004).

1.2.1. Anatomie

Sur la base de sa morphologie et de son histologie, cet organe peut étre divise en trois
parties distinctes : la téte ou région proximale qui est reliée au hile du testicule par les canaux
efférents et le retetestis, le corps ou région médiane, accolé au testicule jusgu’'a sa partie
postérieure et la queue ou région distale connectée au canal déférent (Abe et al., 1983 ; Abou-
Haila et Fain-Maurel, 1984).

Ces régions sont également subdivisees en plusieurs segments (Figure 6) (Abe et al.,
1983 ; Abou-Haila et Fain-Maurel, 1984 ; Johnston et al., 2005), chacun d’ entre eux éant
délimité par des cloisons conjonctives ou septa. Cette subdivision repose sur des analyses
ultrastructurales, ainsi que sur |'éude des activités enzymatiques et transrationnelles de
I’ organe (Takano, 1980).

10
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Cependant, cette zonation physiologique de I’ épididyme est plus complexe car aucun
repére anatomique ne permet de distinguer les différentes régions épididymaires, spécialisées
dans des activités précises (Barone, 2001). Autour de ce canal, on note la présence d une

mince couche de fibres musculaires lisses, dont les contractions permettent le transit des
spermatozoides (Bonnes et al., 2005).
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Figure 6: Schéma d'un épididyme (Glover et Nicander, 1971; Hamilton, 1990).

1.2.2. Histologie

Le cana épididymaire comprend deux compartiments : une lumiere bordée par un
épithélium pseudostratifier, entouré de 2 & 6 couches de fibres musculaires lisses et du tissu

conjonctif qui contient des terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins (Hermo et
Robaire, 1988).
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Autour du cana épididymaire, on note la présence d une mince couche de fibres
musculaires lisses, qui par leurs contractions péristaltiques régulieres contrélées par les fibres
nerveuses, permettent le transit des spermatozoides de la téte vers la queue de I'organe
(Setchell et al., 1994).

1.2.3. Lumieredu canal épididymaire

Pour rgjoindre le systéme éaculateur depuis les gonades males, les spermatozoides
transitent a travers I’ épididyme au niveau de sa lumiére, ou ils baignent dans un milieu de
nature tres complexe : le fluide épididymaire.

Ce dernier est composé principalement d'ions, de petites molécules organiques, de
protéines et de macromol écules.

Cependant en raison d’une forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de
synthése, de sécrétion et réabsorption des cellules épithéliales, la composition du fluide
épididymaire varie tout le long du canal (Adamali et al., 1999; Hermo et Robaire, 2002).

1.2.4. Epithélium épididymaire

Six types cellulaires entrent dans la composition de I’ épithélium épididymaire: les
cellules basaes, étroites, apicales, claires, en halos et principales, qui présentent des
caractéristiques structurales et fonctionnelles tres variées de la région proximale a la région
distale du tubule (Figure 7) (Robaire et al., 2006).

Céllulesprincipales

Cdlluleclaire

Cellule apicale

Cdllule étroite Cellule basale Cellule en halo

Figure 7: Représentation schématique de I’ épithélium épididymaire (Girouard, 2009).

N :noyau; LT : lymphocyte T ; Mo : monocCyte.
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1.2.4.1. Cdlulesprincipales

Les cellules principaes sont les cellules les plus abondantes de I’ épithédlium
épididymaire, constituent environ 80% de la population cellulaire totale dans le segment
initial et ne représentent que 65% de la population celulaire totale dans la queue de
I’épididyme (Trasler et al., 1988).

Ces cellules présentent des caractéristique structurales variables d’un segment a I’ autre
de I’ épididyme, elles sont reliées entre elles par des jonctions serrées et des desmosomes. En
effet, leur hauteur est plus élevée dans la téte que dans la queue, tout comme la longueur des
microvillosités qui tapissent leur pdles apical (Ramos et Dym, 1977 ; Flickinger et al., 1978;
Jones et al., 1979).

Les celules principales appartiennent a la classe de celule « sécrétrices de
constitution » (Moore et Kelly, 1985) et assure plusieurs fonction tels que le transport et la
secrétion de petites molécules organique, la synthese et sécrétion de protéines, et la
réabsorption du fluide épididymite (Robaire et Hermo,1988 ; Robaire et Viger, 1995 ; Cooper,
1998).
1.2.4.2. Cellulesbasales

Les celules basales représentant 10 a 20% de la population cellulaire totale de
I’ épithélium épididymaire (Soranzo et al., 1982). Ces petites cellules allongées, localisées tout
le long du cana épididymaire, reposent sur la membrane basale formant ainsi un réseau en
dessous des cellules principales. Les cellules basales contient un noyau irrégulier et un
cytoplasme pauvre en organites et possedent de longues projections pouvant s étendre jusqu’ a
la lumiere de I’ épididyme (Figure 8) (Soranzo et al., 1982; Veri et al., 1993 ; Cooper, 1998;
Seiler et al., 2000).

Leur fonction est inconnue mais il semblerait qu’elles jouent un réle dans I’ élimination
des radicaux libres ainsi que dans la protection immunitaire des spermatozoides en participant
ace gqu’ on appelle, labarriere hémato-épididymaire (Veri et al., 1993; Cooper, 1998; Seiler et
al., 2000).

13
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Figure 8: Schéma représentatif de I'épididyme de la souris et du rat, montrant les différents
segments et illustrant les différents types de cellules épithéliales et |es cellules dendritiques
(Breton et Da Silva, 2012).

1.2.4.3. Cellulesen halos

Les cellules en halo sont des petites cellules a bord étroit avec un cytoplasme clair et un
noyau dense (Robaire et al., 2006), qui sont présentent tout au long de I'épithélium et se
situent vers la base de I’ épithélium épididymaire (Figure 8).

Elles ont été décrite comme des cellules d’ origine immunitaire et identifier comme des
lymphocytes intra épithéliaux ou des macrophages qui contribuent & former une barriére
immunologue au niveau de I’ épididyme (Hoffer et al., 1973; Serre et Robaire, 1999).
1.2.4.4. Cdlulesclaires

Ces grandes cellules prismatiques sont présentes essentiellement dans le corps et la
gueue de I'épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles sont caractérisées par la présence de
vésicules claires en position apicale, de lysosomes en partie médiane et de nombreuses
inclusions lipidiques en position basale (Figure 8) (Robaire et Hermo, 1988). D’ aprés Olson et
Hinton (1985), elles joueraient un rdle dans |’ absorption de certains composants du fluide
épididymaire.
1.2.4.5. Cdlulesapicales

Qualifiées ainsi en raison de la localisation de leur noyau au pole apica de |’ épithélium,
elles présentent un cytoplasme dense tres riche en mitochondries, se trouvent principalement
dans le segment initial ou €elles représentent 10% de la population celulaire totale de
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I’ épididyme, leur nombre diminue tout au long de I’ organe pour ne représenter que 1% des
cellules dans la queue de I’ épididyme (Adamali et Hermo, 1996).

Elles participent a I'acidification du fluide épididymaire ; grace a la production
d’anhydrase carbonique qui permet la sécrétion des ions H+ et la réabsorption des
bicarbonates (HCO3-) (Martinez-Garcia et al., 1995; Hermo et al., 2005) et sont auss
capables d’ endocyter des substances présentes dans lalumiére (Robaire et Hermo, 2002).

1.2.4.6. Cdluleséroites

Les cellules étroites se retrouvent dans le segment initia et intermédiaire de
I’ épididyme, pourvue d’un noyau allongé en position apicale. Ces cellules se prolongent entre
les cellules principales pour atteindre la région basale de I’ épithélium épididymaire, ce qu'ils
leur conferent un aspect en calice. Leur cytoplasme est riche en vacuole, vésicules
endocytiques, lysosome et mitochondrie et leur membrane apicale émet des villosités épaisse
et irréguliere (Hermo et al., 2000) (Figure 8).

Elles semblent participer al’ acidification du fluide épididymaire car elles possedent une
activité anhydrase carbonique et sont capables de sécréter des protons dans la lumiere (Cohen
et al., 1976; Hermo et al., 2005).

1.2.5. Canal déférent

La queue de I'épididyme se poursuit par le cana déférent qui fait suite au cana
épididymaire, il mesure 12 a 15cm de longueur chez le lapin (Barone, 2001) et 45cm chez
I”’homme (Dadoune et al., 1990; Marieb, 2006).

Ce canal pénétre dans la cavité abdominale et atteint |aface dorsale de la vessie formant
un trés léger renflement pelvien avant de se jeter dans I'urétre. Le canal déférent assure le
transit jusqu’a I’ urétre gréce a un péristaltisme basal, additionné d’ une motricité brusgue lors
del’§aculat (Barone, 1978; Bonnes et al., 2005).

1.3. Urétre

C’est un conduit de 12 a 13cm de longueur, dont 8 a 9cm tapisse I'intérieur du pénis
jusqu'a son extrémité (Baronne, 2001).

Il fait partie alafois du systeme urinaire et du systéme génital, assurant I’ évacuation de
I"urine lors de la miction et du sperme lors de I’aculation et il se divise en trois parties :
uretre prostatique, partie membranacée qui se trouve dans le diaphragme urogénital et une
partie spongieuse qui passe dans le pénis et souvre vers |'extérieur par le méat urétral
(Marieb, 2006).
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1.4. Glandesannexes

Plusieurs types de glandes sont associées au tractus génital méle; la vésicule séminale,
la glande vésiculaire, la prostate, les glandes para prostatiques et la glande de Cowper.
L’ensemble de leurs sécrétions constitue le liquide spermatique lequel mélangé aux
spermatozoides, constitue le sperme (Tortoraet al., 1995).

1.4.1. Vésiculeséminale

Chez le lapin, la vésicule séminale est impaire mais bilobée a son extrémité, avec une
longueur d’environ 2,5cm et un aspect gjouré (Abraham et Kierzembaum, 2002 ; Welsh,
2002), qui débouche dans le conduit déférent (Roger, 2002). Sa partie caudale fusionne avec
les canaux déférents pour former un canal aculateur impair qui S ouvre dorsalement dans
I” uretre au niveau de Calliculus seminalis (Barone, 1984).

1.4.2. Glandeveésiculaire (pro prostate ou prostate craniale)

La glande vésiculaire est de forme ovale, relativement volumineuse, bilobée et sa
couleur blanchétre est liée a I’accumulation des secrétions granulaires blanches. Sur la face
dorsale, cette glande s ouvre dans |’ urétre par deux canaux excréteurs (Holtz et Foote, 1978).
1.4.3. Prostate

La glande prostatique est la principale glande accessoire de I’ appareil génita mae
constitué de deux lobes : antérieur et postérieur, elle est oblongue et volumineuse, de couleur
blanc jaunétre (Lesson et Lesson, 1976; Dadoune et al., 2000 et Marieb, 2008). Elle sécrete
environ 1/3 du volume de sperme et cette secrétion légérement acide contenant divers ions
exerce un réle important dans I’ activation des spermatozoides.

1.4.4. Glandes para prostatiques

Les glandes para prostatiques sont nettement plus petites, arrondies, situées de part et
d’autre de I’ uretre, ventralement a la prostate. Elles débouchent dans I’ urétre par un nombre
variable de petits conduits (Barone, 2001). Tous les lapins males ont au moins une paire de
glandes paraprostatiques (Holtz et Foote, 1978).

1.4.5. Glandede Cowper

Ce sont des formations sphériques paires, bilobées, volumineuses chez les lapins et
placées postérieurement a la prostate et dorsalement a |’ uretre dans lequel elle s ouvre par au
moins 4 canaux (Sabbagh, 1983).

Ces glandes, entourées chacune par une capsule conjonctive (Roger, 2002), sécretent un
liguide mucoide semblable au liquide prostatique qu’ elles déversent dans la région postérieure

de I’ urétre membraneux (Boussit, 1989).
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1.5. Pénis

Le lapin est une espéce a pénis rétrofléchi, logé dans le prépuce et ne sort que lors de
I"accouplement. C’est un organe court, en forme de tube Iégérement en pointe qui mesure
environ 8cm de long, il est dirigé caudalement au repos et cranialement a I’ érection (Roger,

2002).
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Chapitre 11 Physiologie de la Reproduction

Le pouvoir de reproduction est I’ une des propriétés é émentaires des étres vivants, elle a

pour but d’ assurer |a perpétuation de |’ espéce.

De méme que chez les autres mammiferes, les mécanismes régulant la fonction de la
reproduction chez les lapins sont complexes et reposent sur |’inter-coordination cellulaire,
hormonale et chimique des différentes composantes anatomiques, non seulement de |’ appareil
génital, mais aussi de celui de systéme neuroendocrinien qui comprend I’ axe hypothalamo-

hypophyso-gonadique (Joly et Theau Clément, 2000).

1. Développement desgonades et puberté

La différentiation des organes reproducteurs du lapin méle a lieu pendant la vie feetale
(Figure 9) avec formation de I’ albuginée entre le 14%™ et 15°™ jour de gestation, quelques
jours plus tard les tubes séminiféres apparaissent entourés de cellules germinales, au 19°™
jour de gestation il y a la production d androgenes (Alvarino, 2000). Les canaux de Muller
régressent & partir du 20°™ jour, la formation de la prostate commence le 21°™ jour et au
24%™ jour le développement des canaux de Wolf et la régression des canaux de Miiller sont
bien établis. Entre le 21%™ et 30°™ jours de gestation, |a testostérone est présente au niveau
des testicules de feetus méle (Skinner, 1967). A la naissance, les testicules se trouvent en
position abdominale et |a descente de ces derniers dans les sacs scrotaux coincide avec la
puberté (Alvarino, 1993).

La spermatogenése commence entre 40™ et 50°™ jour avec apparition du premier
spermatozoide dans I'épididyme au 130°™ jour, ce qui correspond & la fin de la

différenciation de I'épididyme distale (Berger et al., 1982).

1 T A
+ + +
0 7 15 20 30

Vie foetale (jours)

L DS CS CDS RS s SE

~
. . + v 4 .

0 10 6l 100 120 Post-partum (jours)

Figure 9: Développement chronologique de la différentiation de I’ appareil reproducteur
du lapin méle (Alvarino, 2000).
I implantation; N: naissance; L: maturation des cellules de Leydig; A: sécrétion d’ androgenes;
T: différentiation destesticules; CDS: développement compl et de la spermatogénese; P: croissance de
laprostate; RS: premiers rapports sexuels, CS: premier comportement sexuels; S: apparition du
premier spermatozoide; M : dégénérescence des canaux de Miller; DS: début de la spermatogénese;

SE: apparition des premiers spermatozoides dans I’ épididyme.
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2. Développement pondéral

Le poids adulte est trés variable selon les races (1 a 7 kg avec les individus atteignant
les 10kg), il se situe autour de 3,5 et 4 kg pour les types génétiques couramment utilisés pour
la production de viande (Roustan, 1992).

Le développement pondéral testiculaire est trés long par rapport au dével oppement du
poids corporel du lapin jusgu’a I’age de 5 mois. Le rapport entre le poids du testicule et le
poids corporel augmente pour atteindre 2,86 aprés les 5 semaines d’ &ge, I’ évolution de poids
des testicules en fonction de I’ &ge montre une accélération de croissance testiculaire, entre 70
et 110 jours environs (Figure 10) (Alvarino, 2000; Lebas, 2009).
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Figure 10 : Evolution du poids des testicules chez | e jeune male entre 20 et 180 jours
(Prud’ hon, 1973 cité par Lebas, 2009).

3. Développement comportemental

Les premieres manifestations de comportement sexuel apparaissent vers 60-70 jours, le
jeune lapin commence alors afaire des tentatives de chevauchement.

A partir de la 12°™ semaine d' age, les jeunes lapins montraient un certain nombre de
manifestations sexuelles (reniflement de la région ano-génitale de la femelle, agressivite et
tentatives de monte) (Berger et al., 1982; Bell et Mitchell, 1984).
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Les premiers coits peuvent survenir vers 100 jours mais, dans ces premiers gaculats, la
viabilité des spermatozoides est faible a nulle, il faut donc attendre 135 a 140 jours pour les
premiers accouplements (Lebas et al., 1996).

4. Maturation sexuelle

Chez le lapin, la maturation sexuelle s effectue en 4 phases : infantile, prépubere,
puberté et maturité sexuelle.
4.1. Phaseinfantile

La période allant de la naissance al’ &ge de 40 jours est caractérisee par une croissance
lente des testicules et des vésicules séminaes, ainsi que par des niveaux faibles de la FSH et
de latestostérone circulante dans le sang : ¢ est la phase dite infantile (Martinet, 1978).

4.2. Phaseprépubeére

La phase prépubere commence vers I'ége de 40 jours et se caractérise par une
augmentation importante des niveaux de testostérone (+921%) et de FSH (+384%) qui se
produit entre 40 et 60 jours. Durant cette phase, la croissance des testicules s accélére et les
cellules de Leydig responsable de la spermatogenese commence a fonctionner (Martinet,
1978), entrainant les premieres divisions goniale vers 45 jours qui s accélérent vers 70 jours,
guand les niveaux d’androgéne circulants sont les plus élevés et les premiers spermatozoides
apparaissent vers|’&ge de 110 jours (Skinner, 1967).

4.3. Puberté

La puberté, définie comme le moment ou les organes reproducteurs du mae sont
capables de produire de fagon constante des spermatozoides fécondants, est atteinte vers 4 ou
5 mois, peu apres la descente des testicules dans |e scrotum. En période de repos, les testicules
peuvent remonter en position abdominale.

L’age de la puberté varie avec la race et les conditions d élevage, notamment
I’ alimentation et la saison de naissance (Fortun et al., 2015)

4.4. Maturitésexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment ou la production quotidienne de sperme
n'augmente plus, est atteinte a 32 semaines chez larace Néo-Zéandaise en climat tempéré. En
effet, la production quotidienne de sperme qui est dépendante de nombreux facteurs, est de
I’ ordre de 2,107 spermatozoides (Fortun et al., 2015).

Il a été demontré qu’ a I’ &ge de 20 semaines, les mesures testiculaires et le pourcentage
des tubes séminiferes qui contiennent des spermatozoides ne représentent que 70% de leur
valeur par rapport & I’age adulte (33 semaines d'age) et qu’ entre 20°™ et 33*™ semaines
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I’évolution du volume de I’ gaculat et la motilité individuelle des spermatozoides augmentent

considérablement (Garcia-Thomas et al., 2009).

5. Fonctions physiologiques du testicule.

Le testicule est une glande amphicrine possédant une double fonction, une fonction
exocrine qui permet la production des gametes males par |le processus de spermatogénese et
une fonction endocrine qui permet la production des hormones stéroides masculines
(androgénes, essentiellement la testostérone) (Dadoune et Démoulin, 2001).

5.1. Spermatogenese

La spermatogenése est le processus de différenciations cellulaire qui permet la
production des gametes méales matures haploides (n): les spermatozoides, a partir de cellules
souches diploides (2n) (Figure 11) (Tortora et Derrickson, 2007). Chez le lapin, elle est d’une
durée de 38 a 41jours (Martinet, 1973), et débute entre 40 et 50 jours d’ &ge, avec apparition
des premiers spermatozoides peu viables dans les §aculats a 110 jours d’ &ge (L ebas, 2009).

Selon Amman (1993), la spermatogenése se déroule au niveau des tubules séminiferes
des testicules en passant par trois grandes éapes : la spermatocytogenése, la méiose et la
spermiogénése.
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Figure 11 : Différentes étapes de la spermatogenese (Marieb, 2006).
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5.1.1. Spermatocytogenése

La spermatocytogenése est caractérisée par une phase de multiplication (par mitoses) et
de différenciation des spermatogonies, ce qui aboutit a la formation des spermatocytes
primaire, observée vers 60 jours d &ge chez le lapin (Martinet, 1973), qui possede encore le
nombre diploide de chromosomes caractéristiques de I’ espece (lapin : 44 chromosomes). La
phase de multiplication cellulaire assure également le renouvellement des spermatogonies,
nécessaires au maintien d’ un nombre suffisant de cellules souches (Little et Holyoak, 1992;
Barone, 2001).
512. Méose

La deuxieme étape, fait intervenir le phénoméne de méiose caractérisée par |’ échange
de matériel génétique entre les chromosomes homologues des spermatocytes primaires,
induisant a la production des spermatocytes secondaires, ensuite deux divisions successives
de laméiose produisent des spermatides haploides an chromosome (Amann, 1993).
5.1.3. Spermiogénese

C'est I étape ou les spermatides subissent une série remarguable de modifications qui
aboutissent a la libération de spermatozoides mars (Figure 12) (Barone, 2001). A partir de ce
stade il n'y a plus de divisions cellulaires, mais on observe surtout des métamorphoses

extrémement complexes al’ échelle moléculaire et cellulaire (Schulz et al., 2005).
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Figure 12: Les étapes de la spermiogénese (Gayrard, 2007)
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Selon Gayrard (2007), la spermiogénese est caractérisee par :

La condensation du noyau et |a déshydratation de la chromatine.

Laformation de I'acrosome au départ d'une vésicule golgienne.

Le développement de I'appareil flagellaire a partir du centriole distal.

Le glissement du cytoplasme le long de I'axe flagellaire et la différenciation de

diverses structures fibreuses qui se condensent autour de celui-ci.

- Le repositionnement des mitochondries en une rangée hélicoidale autour de la partie

initiale du flagelle (pars intermedia).
- L'édimination de la plus grande partie du cytoplasme (corps résiduel).

6.2. Stéroidogenése

La fonction endocrine du testicule est assurée par de petits amas d’ endocrinocytes
interstitielles appelés : cellules de Leydig, qui sécrétent les androgénes en particulier la
testostérone nécessaire a la spermatogenese ainsi qu'au développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessoires de I'appareil génital méle. Cette
sécrétion contrdle en outre les caractéres sexuels secondaires et |’ activité sexuelle (Barone,
2001).

La biosynthese des androgenes nécessite I’ intervention d un certain nombre d enzymes
agissant en cascade a partir d’un précurseur commun atous les stéroides, e cholestérol (Saez,
1994). Au niveau de la cellule de Leydig la LH se lie a son récepteur (LHR) a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G, et stimule l'activité de I'adénylatecyclase
entrainant ainsi une augmentation de I’ adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc
va stimuler la protéine kinase dépendante de I'AMPc (PKA) qui phosphoryle et active
I’ expression de différentes protéines telles que STAR importante pour |’ entrée du cholestérol
dans la mitochondrie. Une fois dans la mitochondrie, le cholestérol est transformé par
différentes enzymes au prégnénolone et poursuit sa transformation au niveau de réticulum
endoplasmique selon deux voies (A4 en orange et A5 en vert) pour aboutir a la testostérone.
Le passage de la voie A5 alavoie A4 se fait par le biais de I’enzyme 3 HSD (Figure 13)
(Annick, 2014).

En association avec la FSH, latestostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien

de la spermatogenése. Elle agit sur les cellules de Sertoli et sur les cellules péri tubulaires, via
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des récepteurs spécifiques, stimulant indirectement la spermiogenése par une voie paracrine
(Wosnitzer et Paduch, 2013).
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Figure 13: Lastéroidogenése dans les cellules de Leydig (Annick, 2014).

M mitochondrie; RE: réticulum endoplasmique; N: noyau; FT: facteurs de transcriptions; P:

groupement phosphate.

6. Fonctions physiologiquesdel’ épididyme

D’apres Badran et Hermo (2002), |'épididyme doit assurer plusieurs fonctions:
maturation des spermatozoides, I'acquisition de la motilité, protection, stockage des
spermatozoides.
6.1. Maturation des sper matozoides

La maturation post-testiculaire des spermatozoides recouvre un ensemble de processus
complexes qui vont progressivement modifier structurellement et fonctionnellement les
gametes en transit et ainsi leur conférer leurs aptitudes fécondantes, ¢’ est-a-dire I’ expression
de leur motilité et la capacité a reconnditre la zone pellucide de I’ ovule et a fusionner avec ce
dernier (Noblanc et al., 2012), Ces différentes propriétés sont acquises au cours de transit

épididymaire.
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Chez le lapin le taux de fécondation est seulement 1 a 2% avec des spermatozoides
prélevés dans la téte de I’ épididyme, alors qu'il atteint 95 a 98% avec ceux prélevés dans la
gueue de |’ organe (Barone, 2001).

6.2. Acquisition dela motilité

La durée de transit des spermatozoides dans I’ épididyme est de I’ordre de 12 jours
environ (Rowley et al., 1970). Chez la plupart des mammiféres les spermatozoides
commencent a osciller dans la téte de I’ épididyme avec des mouvements vibratoires de la
gueue alors que dans le corps il y a apparition des mouvements inefficaces, mais la mobilité
progressive n’ est acquise que dans larégion caudale (Gaddum, 1968 cité par Boussit, 1989).

Le contrdle de cette mobilité dépend des facteurs exogénes et endogenes, L’ activation
de la motilité du flagelle se fait grace aux changements de concentration de différents ions et
énergie produite par les mitochondries. L’ATP produite permet la mise en place de la
phosphorylation de latyrosine sur latotalité du flagelle (Ho et Suarez, 2001; Mukai et Okuno,
2004), qui se produit d’ une fagon graduelle au cours de sa progression dans la lumiére de
I’ épididyme pour atteindre son maximum dans la queue ou le spermatozoide est pleinement
mature et acquiere la capacité de se mouvoir (Aitken et al., 2007). La concentration intra-
spermatique en AMPc augmente aussi lors du transit épididymaire et permet dinduire la
motilité.

6.3. Protection

Les spermatozoides matures, sont les cibles de multiples agressions. La barriére
hémato-épididymaire les protége contre les attagues du systeme immunitaire (Pollanen et
Cooper, 1994) et certaines protéines sécrétées par |’ épithélium épididymaire ont une action
protectrice contre les dommages protéolytiques et oxydatifs durant le transit épididymaire
(Cornwall et al., 2003; Cornwall et Hsia, 2003).

6.4. Stockage

Les spermatozoides matures atteignent la queue de I’ épididyme qui servira de réservoir
durant I'attente de prochaine gaculation. Ils baignent dans un liquide qui permet de les
conserver dans un stade quiescent, pour une période pouvant aler de quelques jours a plus
d’un mois (Hinton et Palladino, 1995).
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7. Modede sécrétion del’ épididyme

Les sécrétions protéiques au niveau de la lumiere de I’ épididyme s effectuent par les
cellules principales dites aussi stéréociliées qui le composent, et ceci selon deux modes
différents: mode mérocrine et mode apocrine.

7.1. Sécréion mérocrine

Ce mode de sécrétion est le mode le plus fréguent chez les différents types cellulaires.
Les protéines secrétées selon ce mode sont issues de la traduction d’ ARNm par les ribosomes
au niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Ces protéines se caractérisent par la présence
d’ un peptide signal au niveau de I’ extrémité N-terminale de la séquence d’ acides aminés, et
elles sont ensuite véhiculées vers I'appareill du Golgi pour subir les modifications post-
traductionnelles (Rejraji et Drevet, 2004) telles que la glycosylation et I acylation (Thibault
et Levasseur, 2001), qui seront transportées dans des granules de sécrétion. Ces granules a
leur tour migrent jusqu’au pole apical de la cellule (Figure 14) afin de libérer leur contenu a
I’ extérieur, ceci par fusion de leur membrane avec la membrane plasmique cellulaire (Rejrgji
et Drevet, 2004).

7.2. Sécrétion apocrine

La sécrétion apocrine a été mise en évidence dans les cellules principales de
I'épididyme, le cana déférent et les différentes glandes telles que la glande mammaire, la
prostate et les glandes accessoires (Girouard, 2009).

Contrairement au mode mérocrine, la synthese de méme que les modifications post
traductionnelles des protéines sécrétées selon le mode apocrine, saccomplissent dans le
cytoplasme des cellules (Sullivan et al., 2005). Effectivement, puisque la séquence primaire
de ces protéines est dépourvue de peptide signal, les protéines ne peuvent sassocier au
réticulum endoplasmique. La synthese a donc lieu exclusivement sur des ribosomes libres
(Figure 14) (Girouard, 2009).
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Figur e 14: Représentation schématique de I’ épithélium sécrétoire épididymaire (Rejraji
et Drevet 2004).

1: sécrétion mérocrine; 2: secrétion apocrine.

8. Reégulation endocrinienne delafonction de reproduction chez leslapins

La fonction de reproduction chez les lapins males est sous le contréle d' un systeme
hormonal complexe ceci par I'intervention de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
(Figurels).
8.1. Axehypothalamo-hypophyso-gonadique

La régulation de la reproduction est assurée par |I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique, la communication entre ces différents niveaux est assurée gréce a des
neurohormones et hormones (Migaud et al., 2016).
8.1.1. Au niveau hypothalamique

L’ hypothalamus contréle |I” hypophyse par le biais de la GhRH qui est un décapeptide
d’un poids moléculaire faible, non antigénique (Houmad, 2007), secrété de maniere pulsatile
par le noyau arqué et les noyaux pré et supra optique de I’ hypohalamus, induisant |a sécrétion
de LH e FSH via des récepteurs membranaires spécifigues R-GnRH des cdlules
gonadotropes de I’antéhypophyse (Micheline et al., 1999). Les neurones a GnRH sont
modulés par de nombreux neurotransmetteurs et neuropeptides. Parmi les secrétagogues du
GnRH, le neuropeptide Kissl (Pinillaet al., 2012, Beltramo et al., 2014).
8.1.2. Au niveau hypophysaire

La GnRH, libérée dans I’ antéhypophyse via la circulation portale hypophysaire, selie a

un récepteur spécifique (GNRH) exprimé par les cellules gonadotropes de I’ hypophyse. Cette
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liaison déclenche la production et |a sécrétion des deux gonadotrophines, la LH « Luteinizing
Hormone » et la FSH « Follicule Stimulating Hormone » (Migaud et al., 2016).
8.1.3. Au niveau gonadique

LH stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig tandis que la FSH
qui est le principal déterminant de lataille des testicules adultes, agit sur les cellules de Sertoli
et responsable de I'initiation et du maintien de la spermatogenése. En effet, dans la cellule de
Sertoli, la FSH stimule la synthése de son propre récepteur (FSHR) et active la sécrétion
d’ une protéine liant les androgenes (ABP). La cellule de Sertoli secréte également I’ hormone
peptidique inhibine, qui inhibe la sécrétion de FSH. Dans la cellule de Leydig, la LH stimule
la sécrétion de testostérone qui va agir dans la cellule de Sertoli en se liant ala protéine ABP
(John et Amory, 2003)
8.2. Rétrocontrole dela sécrétion des gonadotrophines par testicule

Le contrble de la fonction reproductrice par le systeme hypothalamo-hypophysaire est
accompagné d’ un rétrocontrdle gonadique assuré par les sécrétions testiculaires stéroidiennes
(testostérone) et protéiques (inhibine) (Roser, 2008).

L’ inhibine empéche la production de testostérone par les cellules de Leydig, aors que
I’ activine stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig in vitro (Lin et al.,
1989).Selon I’intensité de la spermatogenese, les cellules de Sertoli sécrétent I’inhibine B dans
le sang, qui exerce un rétrocontréle inhibiteur de la FSH par I'hypophyse (Ying, 1988;
Hankock, 1992; Tilbrook et Clark, 2001; Dohle et al., 2003).

La testostérone secrétée par les cellules de Leydig stimulées par LH exerce une
rétroaction négative de deux fagons sur la sécrétion de celle-ci:

- Elle réduit 1a production de GnRH par son action directe sur I'hypothalamus ce qui a
pour effet de réduire la sécrétion de LH et de FSH par I'hypophyse antérieur.

- Elle réduit par un effet direct laréponse ala GnRH des cellules sécrétrices de LH de

I'hypophyse antérieure (Sherwood, 2015).
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Figure 15 : Complexe hypotha amus-hypophyse-testicule (Marie Saint-Dizier et al.,
2014).

SNC: systeme nerveux central; T: testostérone; I : inhibine; ABP: AndrogenBindinProtein; M P:

membrane plasmique.

8.3. Régulation desfonctionsde I’ épithélium épididymaire

La régulation des fonctions de I'épithélium épididymaire fait appel a un réseau
complexe de molécules biochimiquement tres variées et d'origines diverses, qui vont agir
spéecifiqguement au niveau des cellules de I épithélium épididymaire pour réguler I’ expression
de genes-cibles, et par conséquent, agir sur les fonctions physiologiques de cet organe. Selon
leur proximité par rapport aux cellules-cibles, on distingue des facteurs endocrines arrivant

par lavoie systémique ; des facteurs lumicrines apportés par lalumiére du canal épididymaire
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et enfin, des facteurs paracrines et/ou autocrines produits par les cellules avoisinantes ou les
cellules elles-mémes (Figurel6). (Aurore Britan et Drevet, 2016).

Lumiére

Epithélium

Cedllule basale

Celluleen halo

Cellule principale

Cedluleclaire

Jonctions serrées
(formant labarriere

hémato-épididymaire)

Musclelisse

Soermatozoides

Tissu conjonctif

FACTEURS ENDOCRINES
Vaisseaux sanguins FACTEURS PARACRINES

7z

Figure 16: Représentation schématique de I* organisation cellulaire de | épithélium
épididymaire de rat en coupe transversale et des différentes voies de régulation des fonctions
épididymaire (Robaire et al., 2003)

9. Influencedesfacteursdel’ environnement sur lareproduction deslapins

Les lapins font partis des espéces dont la fonction de reproduction peut étre influencée
par divers facteurs : température, saison, humidité, éclairage, age, alimentation, état sanitaire,
les huiles essentidlles... (Theau-clément, 2005).
9.1. Température

La température est un facteur qui influence significativement la spermatogenese, en
affectant la qualité du sperme, la concentration et le volume des §aculats (Joly et Theau,
2000).
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L’ exposition des males a des températures élevées (34 C° pendant 8h) déprime I’ activité
sexuelle et perturbe la spermatogénése, en augmentant sensiblement le pourcentage des
spermatozoides morts (Boussit, 1989; Kasa et Thwaites, 1992). Selon Finzi et al., (2000),
I’ effet de I hyperthermie est plus rapide sur |’ apparition des anomalies que sur la chute de la
concentration spermatique.

La température favorable pour la reproduction se situe entre 15et18°C, avec une
humidité relative maintenue entre 55et 80% (L ebas, 2009).

9.2. Saison

Selon Frolich (1948), le volume des §aculats et leur concentration en spermatozoides
atteignent le maximum en mars, et son minimum est observé en juillet (Brambell, 1944). Ces
variations saccompagnent 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 dés aolt. Il sen suit une
« stérilité estivale » associée a une augmentation du pH du sperme, une baisse de la motilite et
la concentration des spermatozoides, une augmentation du pourcentage de spermatozoides
anormaux et une baisse delalibido (Hiroe et Tomizuka, 1965).

9.3. Eclairage

Selon Thau-Clément (1994), I'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 d'éclairement et une
diminution du méme parametre s |'opération est inversée. De plus, les caractéristiques
guantitatives et qualitatives des §aculats étaient significativement plus élevées 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 impligue un éclairement de 30 a 40 lux a condition que
lalumiére soit répartie de fagcon uniforme dans toute la piece (Lebas et al., 1990).

9.4. Humidité (I"hygrométrie)

Dans les normes recommandées, |’ humidité relative doit étre maintenue entre 60 et 70%
(Lebas, 2009) car humidité relative trop basse (moins de 50%) est néfaste tandis qu’une
hygrométrie trop élevée se traduit par une réduction des performances de reproduction (Finzi
et al., 2000) et aboutit ala prostration des animaux.

9.5. Alimentation

L’ alimentation des lapins affecte les caractéristiques de la semence lorsque le niveau
des apports nutritionnels est insuffisant (Joly et Theau, 2000), la libido et la quantité de
sperme par € aculat sont touchés par le facteur de I’ aimentation sans toucher ala qualité de la

semence.
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Les maes nourris a volonté montrent une augmentation en volume de la semence, des
spermatozoides par gaculat, et une meilleure libido. Cependant leurs concentrations de
sperme étaient comparables a celles des méles nourris avec un régime limité. Les restrictions
alimentaires severes peuvent affecter e volume de sperme et |e nombre de spermatozoides par
gaculat (Luzi et al., 1996). Notant aussi que la composition des aliments pendant la période
d'élevage a un effet direct sur les performances de tous les animaux d éevage. Une
alimentation basée uniquement sur les fourrages grossiers est insuffisante pour la couverture
des besoins de production chez le lapin (Lebas et al, 1984; Berchiche et Zerrouki, 2000).

9.6. Age

L’&ge des males influence significativement sur la concentration et le nombre des
spermatozoides motiles obtenus par §aculat. En effet les méles adultes de 9 a 12 mois ont une
semence de concentration et un nombre de spermatozoides motiles plus éevé que celle des
males jeunes de 4 a5 mois (Theau et al., 2009).

9.7. Etat sanitaire

Il a été largement vérifié que I'inflammation de I'appareil reproducteur masculin atere
les fonctions testiculaires et séminales (Boiti, 2005), et qu'une forte concentration de
leucocytes provoguée par une inflammation ou une infection peut altérer la spermatogenese
(Castellini, 2008).
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Cette étude fait partie des activités de recherche de Dr Lakabi et s'inscrit dans le cadre

de I’ é&ude du développement gonadique et de la maturité sexuelle des lapins.

L’ objectif de ce travail est de voir I'impact de |” huile essentielle de la Sauge officinale a
deux doses différentes sur la structure épididymaires et des testiculaires du lapin méales de la
population locale &gée de 3 mois, a travers une éude histologique de leurs structures en

relation avec les poids vifsainsi que les poids et volumes des épididymes et des testicules.

1. Mode animal

Le présent travail s'est déroulé du mois d avril au mois de juin 2021, sur 17 lapins
males de la population blanche locale (Figure 17), au niveau d élevage cunicole privé situé
dans la région de Djebla, wilaya de Tizi-Ouzou puis au niveau de laboratoire de recherche
PSEMRVC au sein de la faculté des sciences biologiques et sciences agronomiques a
I”Université Mouloud MAMMERI, Tizi-Ouzou.

Figure 17 : Lapins méles de la population locale agés de 3 mois (Originale, 2021).

La population utilisée est une population locale qualifiée de « Population blanche » a
cause de la prédominance totale du phénotype blanc néozélandais et californien, par rapport
aux croisés (noir, gris, fauve et crois€).De nombreux travaux ont permis de définir certaines
performances de cette population blanche, principalement celle des reproductrices, qui se
caractérisent par une variabilité phénotypique, un moyen format, une prolificité faible, une
bonne fertilité, un poids adulte moyen de 3,6 Kg (poids d’ abattage proche du poids adulte), et
une bonne aptitude a produire toute I’année, y compris en été sous les conditions climatique
du Nord de I’ Algérie.
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Selon Grasse (1949); Lebas et al., (1984) la position taxonomique du lapin

(Oryctolagus cuniculus) est la suivante :
- Regne : Animal.
- Embranchement : Vertébres.
- Classe : mammiferes.
- Super Ordre : Glires.
- Ordre : Lagomorphes.
- Famille: Léporides (lievre et lapin).
- Sous-famille : Leporinae.
- Genre : Oryctolagus.
- Espece: Oryctolagus cuniculus.

2. Modd végétal

La Sauge officinale (Salvia officinalis) (Figure 18) de la famille des lamiacées est un
sous arbrisseau annuelle et biannuelle d origine méditerranéenne, aussi appelée sauge de
Grece, herbe sacrée, grade sauge, thé d’ Europe (Fabre et al., 1992), dont |l existe environ 900
especes autour du monde contre une trentaine environ en Algérie (Marsimovic et al., 2007).
Elle est utiliste comme plante guérisseuse par excellence (usage pharmaceutique), en

cosmeétologie et en alimentation.

Selon Ristic et al., (1999) la sauge suit la classification suivante :

- Régne : Plantae.

- Division : Magnoliophyta.

- Classe : Magnoliopsida.

- Ordre: lamiales.

- Famille : lamiacezae.

- Genre: salvia.

- Espece : Salvia officinalis L.
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Figure 18 : La Sauge (Salvia officinalis L.) (Madi, 2010)

2.1. L’huile essentielle dela Sauge officinale (Salvia officinalisL.)

L’ huile essentielle de la Sauge officinale est un liquide concentré et hydrophobe des
composés aromatiques, obtenu a partir d’'une matiére premiere végétale botaniquement
définit, extraite par distillation a la vapeur des feuilles et tiges de la plante qui doivent étre
récoltées avant la floraison. Elles fournissent une huile volatile jaune pae (Aouadhi, 2010),
une odeur camphrée avec une saveur chaude, amere et piquante (Cuvier et al., 1835). Sa

composition chimique est trés variable représentée dans | e tableau (Tableau 1).

Tableau | : La Composition chimique de I'huile essentielle du Salvia officinalis L
(Bruneton, 1999).

Lecomposé del’huile essentielle Lateneur en (%)
a-Thuyone 18-43
B-Thuyone 3-85

Camphre 45-245
Cinéole 55-13
Humuléne 0-12
a-pinéne 1-6,5
Camphéne 15-7
Limonene 05-3
Linalol libre et estérifié lau maximum
Acétate de bornyle 2,5 au maximum
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3. Expérimentation

Des lapins méles &gés de trois mois sont pris au hasard, placés dans des cages speciaes
ameénageées a |’ élevage cunicole, et exposés aux mémes conditions de température, de lumiére
et d’humidité qui sont celles de I’ environnement ambiant.

Avant de commencer |'expérimentation, les animaux ont éé laissés une semaine
d’ adaptation dans le nouveau milieu afin d’ éviter | effet du stress.

Les animaux ont été alimentés et abreuvés ad libitum, ils sont nourris avec un aiment
sec granulé fabriqué et commerciaisé par I'ONAB d’ Alger (Office Nationa de I’ Aliment de
Bétail). L’ approvisionnement en eau se fait par une conduite étatique et un puits d eau de
source situé pres de I’ unité d’ élevage.

3.1. Constitution deslots

Durant cette étude 17 lapins ont été utilisés et réparties en trois lots différents, un lot
témoin (T) non traités (n=5), et 2 lots expérimentaux traité par |’ huile essentielle de la Sauge
officinale aux doses respectivement de 200 ul/kg (lot D1) (n=7) et 400 pl/kg(lot D2) (n=5).
3.2. Administration del’huile essentielle

Avant I’administration d'HE (huile essentiell€) de la Sauge officinale, les animaux sont
pesés afin de déterminer la quantité de I huile essentielle a administrer pour chaque lapin et
chague dose. Une dose unique de I’ huile essentielle est administrée aux lapins par voie orale
méangé dans 0,5ml d’ eau distillée (Figure 19).

Figure 19: Administration de |” huile essentielle de la Sauge officinal e aux doses (200 et
400 pl/kg), (Originale, 2021)

A: pesée des lapins; B: Préparation del’HE; C : administration del’ HE.
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3.3. Sacrifice desanimaux et prélevement du sang et des organes

Une semaine apres I’administration de I'huile essentielle, les lapins sont pesés puis
sacrifiés au niveau d’ élevage cunicole (Figure 20). Le sang est immédiatement recueilli dans
des tubes secs résistants a la centrifugation qui sont ensuite placés dans une centrifugeuse
(Figure 21), lavitesse et le temps de centrifugation est de 3500 tour /15 minute. Le plasma est

aliquote et placer dans des épendorffs et congelé a-20°C pour des dosages ultérieurs.

Figure 20: Sacrifice et récupération du sang (Originale, 2021).

—

Figure 21: Centrifugation du sang (Originae, 2021)
A: centrifugeuse; B: Tube contenant du plasma séparé de sang

Immeédiatement apres le sacrifice, les lapins sont disséqués et les organes génitaux sont
prélevé, dégraissés et pesés grace a une balance de précision 0,01g. Les testicules et
épididymes droits sont fixés au Bouin Hollande dans des cassettes soigneusement fermés et
étiquetés pour une éude histologique, alors que ceux de gauches sont placés dans des

eppendorfs et congelés a-20°C, jusqu’aleur utilisation ultérieure (Figure 22).
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Figure 22: Dissection, préléevement et pesé des organes génitaux (Originale, 2021).
A: Dissection; B: Les organes disséqué ; C: Mesure de poids; D: Volume des organes
T: Tedticule; E: Epididyme.

4. Etude histologique

L’ étude histologique a pour objectif de décrire la structure histologique des testicules et
I’épididyme, qui déroule en plusieurs étapes successives et obligatoires afin de réaliser des
coupes fines prétes a recevoir la coloration histologique d’intérét.

Le protocole expérimental est résumé dans les étapes, Fixation des échantillons,
déshydratation et éclaircissement, Imprégnation a la paraffine, Inclusion a la paraffine,
confection des coupes et étalement, déparaffinage et réhydratation, coloration, observation des
lames.

4.1. Fixation des échantillons

La fixation a pour but la conservation des structures dans un état aussi proche que
possible de leur état vivant, avec arrét de toutes activités mitotique et enzymatique, ainsi que
le durcissement de la piéce anatomique.

Les organes prélevés doivent étre immédiatement immergés dans un volume de « Bouin
Hollande » trois fois supérieur a celui de I’organe, Le fixateur est un mélange de formol et
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d’ acide picrique appartenant alafamille des fixateurs coagulants a base de métaux lourds. La
durée de lafixation est de 7 jours & une température ambiante (Figure 23).

_::.' £].* b, |

Figure 23: Fixation des organes par |e fixateur Bouin Hollande.

4.2. Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation consiste au passage de échantillon dans des bains d'acool éthylique
de concentrations croissantes (50°,70°, 90°,100°)pendant 40 minutes chacun, ceci permet
d éiminer I'eau intracellulaire vu que la paraffine est hydrophobe. Ensuite les échantillons
sont émergés pendant 40 minutes dans deux bains de Xyléne pour |’éclaircissement et la
préparation de I’organe a I'imprégnation a la paraffine, car |’ éthanol n’est pas miscible a la
paraffine (Figure 24).

Figure 24: Série des bains de déshydratation et éclaircissement des gonades.
A: 4 bainsd' dcools; B: 2 bains de Xyléne.
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4.3. Imprégnation ala paraffine

L’imprégnation ala paraffine consiste a plonger |es échantillons dans 3 bains successifs
de paraffine pendant 40 minutes pour chacun a 60° C dans I’ étuve, immeédiatement apres les
bains de xyléne. Le premier est constitué d’ une solution de moitié paraffine et moitié Xyléne,
les deux derniers bains renferment de la paraffine pure (Figure 25), cette étape permet la
diffusion de la paraffine a I'intérieur de |’échantillon pour remplir le vide laissé par la
déshydratation.

Figure 25: 3 bains successifs de paraffine.

4.4. Inclusion ala paraffine

Le but de cette étape est de permettre la réalisation de coupes fines (d' une épaisseur de
2 a5 pum) et réguliéres. L’inclusion ala paraffine consiste a enrober entiérement I’ échantillon
dans la paraffine, ceci est réalisé grace a des moules de métal spécifiques et adaptés aux
dimensions de I’ organe et de la cassette. En effet |a paraffine fondue & 60°C est versee dans
des moules légerement préchauffés a 45°C, la partie marquée de la cassette est placée sur le
moule et coulée par la paraffine (Figure 26).

Moule a
paraffine.

Cassettes

Figure 26 : Photographie des organes placé dans des moules qui recevront la Paraffine
(Originale, 2021).
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Les moules sont ensuite posés sur une plaque refroidissante pour durcir, et les blocs

obtenus sont démoul és et peuvent étre conservés sans dommage (Figure 27).

Figure 27: Blocs de paraffine obtenue aprés I’ inclusion (Originae, 2021).

4.5. Confection des coupes et étalement

Cette étape consiste au passage du bloc de paraffine dans un microtome de type Leica
au niveau de laboratoire anatomopathologie du CHU Nedir Mohamed Tizi-Ouzou, nous
avons réaise des sectionsde 2 a5 um disposées en séries réguliéres sous forme d’un ruban,
Les coupes sont récupérées sur des lames porte-objet propres qui seront incubées tout une nuit
a 38°C dans une éuve pour fixer I’ échantillon alalame (Figure 28).

Figure 28: Dispositif permettant de faire des coupes : microtome
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4.6. Déparaffinage et réhydratation
Avant de procéder ala coloration des lames nous devons les déparaffiner et réhydrater,
car les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux. La réhydratation seffectue selon
une séguence inverse de celle de la déshydratation. Elle consiste en deux bains de Xyléne,
puis en bains d'alcool de degrés décroissant (de 100°, 90°, 70°, a50°) (Figure 29).
. "

Figure 29: Bains de Xyléne, d’alcool et delacirculation.

A: Bainsde Xylene; B: Bainsd acool.
4.7. Coloration topographique

La coloration topographique choisie est le Trichrome de Masson qui possede plusieurs
avantagestels que larésistance au lavage et larapidité.

Le but de la coloration est de faire ressortir des constituants déterminés en colorant le
noyau en noir, membrane plasmique, 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. Cette coloration est suivie d’'une déshydratation dans des
bains d'a cool éhylique a degrés croissants (50°, 70°,90°, 100°) (Figure 30).
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Figure 30: Série d' une coloration topographique.
A : Hématoxyline ; B : Fuchsine Ponceau ; C : Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique ;
E : Eau Acétifiée; F : Vert Lumiére; G : Eau Acétifiée.

4.8. Montage

Le montage consiste a fixer al’aide d’ une goutte de I’ Eukitt une lamelle de verre sur
I’ échantillon histologique ce qui permet I’ adhérence entre lalame et lalamelle.
4.9. Observation deslames

Les lames obtenues par la technique histologique sont observées au microscope
photonique équipé d' une caméra numérique qui permet de réalisés des photographies dans le
but de rechercher toute modification histologique des structures étudiées.

Des photographies ont été prises gréace a un appareil photo numérique, de ce fait le

grossissement de |’ observation change est calculé de lamaniére suivante :

G=Vobj x Vz x Agrandissement del’appareil

G : Grossissement ; Vobj: Grossissement de I’ objectif ; Vz: Facteur de zoom d optovar = 2.5

5. Etude statistique

Les variables poids vifs, poids des épididymes et poids des testicules obtenus durant
cette étude ont été soumis a une analyse de variance « ANOVA ». Le traitement statistique
des données et | es présentations graphi ques des résultats ont été réalisés sous Microsoft Office
Excel 2007.
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La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque parameétre,
suivie par lavaleur de |’ erreur standard liée ala moyenne « ESM ».
La validité statistique des différences entre les moyennes est évaluée d’ aprés le test
d ANOVA rédisés al’aide d' un logicielle informatique « OriginLab » 2007 et la valeur des
probabilités « P » :
— Si P<0.001 : Ladifférence est hautement significative=****

— Si P<0.01: Ladifférence est trés significative=***
— Si P<0.02 : Ladifférence est significative=**
— Si P<0.05 : Ladifférence est peu significative=*

— S P>0.05 : Ladifférence est non significative
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Cetravail porte sur I’ effet de I" huile essentielle de la Sauge officinale a deux différentes
doses sur la fertilité des lapins méles de la population locale agés de 3 mois, en déterminant
les poids corporels, les poids et volumes testiculaires et épididymaires, ainsi qu’ une étude

histologique des structures testiculaires et épididymaires.

1. Résultats

Les résultats porteront sur les paramétres macroscopiques (le poids corpord, le poids et
volume du testicule et d’épididyme gauche et droit ainsi que le poids relatif du testicule et
d épididyme), et les paramétres microscopiques (€tude histologique).
1.1. Résultatsdel’étude macroscopique

Les pesées ont été prises deux fois durant I'expérimentation avant (JO) et apres
I’administration de I'huile essentielle (J7), et ont permis de déterminer son effet sur le
développement pondéral des lapins.
1.1.1. Poidscorpore

Le poids corporel des animaux, en Kilogramme (kg), est exprimé par lavaleur moyenne
* I’erreur standard liée ala moyenne (ESM).

L’ évolution du poids corporel des lapins prépubéres avant et aprés |’administration de
I"huile essentielle de la Sauge officinale a deux doses différentes est présentée dans la figure
3L

2,5 -
D 2 -
X
| —
T 45
2
5 mJo
o 14
e mJ7
=
g 05 -

0 J

T D1 D2

Lots

Figure 31 : Représentation graphique du poids corporel des lapins &gés de 3 mois traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale.
T : Témoin ; D1: Traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/kg ; D2 : Traités par
I”huile essentielle de la Sauge officinale a 400ul/kg ; JO : Avant traitement ; J7 : Aprés traitement.
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Apres I'administration de I’ huile essentielle de la Sauge officinale, la valeur moyenne
du poids corporels des lapins méles prépubéres a (J7) est supérieure a celui de (JO) chez les
différents lots. En effet le poids corporel moyen des lapins du lot témoin est de 2,114+0,084
Kg, pour le lot de la dose 1 traités par la Sauge officinale est de 2,258+0,169 Kg, pour le lot
de ladose 2 de laméme huile est de 2,318+0,126 Kg. Néanmoins, |’ écart entre J7 et JO est
0,232K g chez les témoins et il est plus important chez les lapins traités par la Sauge officinale
avec 0,324Kg pour ladose 1 et 0,33 Kg pour ladose 2.

Les vaeurs moyennes de poids vif des lapins traités par |” huile essentielle de la Sauge
Officinale a (J7) sont élevés en fonction de la dosé administrée que celles avant le traitement a
(JO).

1.1.2. Poidstesticulaires

Le Poids du testicule, en gramme(g), est exprimé par la valeur moyenne + |’ erreur
standard liée ala moyenne (ESM).
1.1.2.1. Poidstesticulaire gauche et droit deslapins

Les poids des testicules gauches et droits des lapins prépubéres en fonction de la dose

de I’ huile essentielle de la Sauge officinale administré sont présentés dans lafigure 32.
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Figure 32 : Représentation graphique du poids moyen des testicules gauches et droits des
lapins de 3mois traités par |’ huile essentielle de la Sauge officinale.

T :Témoin; D1: Traités par |’ huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/ kg; D2 : Traités par
I”huile essentielle de la Sauge officinale a400/kg ; PTD : poids testiculaires droit ; PTG : poids
testiculaires gauche.
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La comparaison entre les poids testiculaires droit et gauches arévéler que leurs valeurs
moyennes chez le lot témoin sont presque identiques, aors que chez ceux traités par huile
essentielle de la Sauge officinale aux deux doses utilisés (200ul/kg et 400ul/kg), le testicule
gauche est plus éevé que letesticule droit.

1.1.2.2. Poidstesticulairetotal
Le poids total des testicules des lapins prépubéres en fonction de la dose de I'huile
essentielle de la Sauge officinale administré est présenté dans la figure 33.

2,5 4
—
(@)
N
O 2
e
S
o 15 -
.L
s
3 1
g
n 05 4
=)
o
o

0_

T D1 D2

Lots

Figure 33: Représentation graphique du poids total des testicules des lapins prépubéres apres
I”administration de I’ huile essentielle de la Sauge officinale.

T : Témoin; D1: Traités par |” huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/kg; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale & 400ul/kg.

Les valeurs moyennes du poids total des testicules des lapins prépubéres chez le lot
témoin est de 1,49+0,57g, alors que lavaleur de D1 est de 1,71+0,379g et celle de D2 est de
2,04+0,31g. Ces valeurs sont plus élevéees chez les traités par | huile essentielle de la Sauge
officinale par rapport aux témoins et la valeur de la dose2 est plus importante que la dosel.
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1.1.2.3. Poidstesticulairesrelatifs
Les valeurs moyennes des poids testiculaires relatifs a 100 g de poids corporal des
lapins &gés de 3 mois traités par |'huile essentielle de la Sauge officinale administré sont

présentées dans la figure 34.
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Figure 34: Représentation graphique du poids testiculaire relatif a 100 g de poids corporal
des lapins &gés de 3 mois traités par |’ huile essentielle de la Sauge officinale.
T :Témoin; D1: Traitéspar I"huile essentielle de la Sauge officinae a 200ul/kg; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale a 400pl/kg.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100g de poids corporel des testicules est plus
élevée chez les animaux traités par I’ huile essentielle de la Sauge Officinale par rapport au
témoin dont la valeur est 0,06+0,02g alors que ceux traités par la dose 1 est 0,07+0,01g et
enfin ceux traités par la dose 2 est 0,08+0,01g. Cependant les animaux traités par la D2 ont
une valeur plus importante que ceux traités par la D1 avec un écart de 0,015g.

1.1.2.4. Volumetesticulairestotal
Le volume des testicules, en millilitre (ml), est exprimé par lavaeur moyenne + I’ erreur
standard liée ala moyenne (ESM).

Le volume total des testicules des lapins prépuberes en fonction de la dose de I’ huile

essentielle de la Sauge officinale administrée est présenté dans la Figure 35.
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Figure 35: Représentation graphique du volume total des testicules des lapins prépubéres
traités par d’ huile essentielle de la Sauge officinale.
T : Témoin; D1: Traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale & 200ul/kg ; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinal e a 400pul/kg.

Les valeurs moyennes du volume total de testicule est de 1,52+0,61mlchez le lot témoin
alors qu'il est plus élevé chez les traités par |’ huile essentielle de la Sauge officinale avec les
valeurs respective de 1,62+0,31ml pour le lot de la dose 1 et 1,72+0,30ml pour le lot de la
dose 2. Néanmoins les vaeurs moyennes des animaux traités par la dose 2 sont supérieures a
ceux traités par ladose 1 avec un écart de 0,1 ml.

1.1.3. Poids épididymaires

Le Poids du I’ épididyme, en gramme (g), est exprimé par la valeur moyenne + |’ erreur
standard liée ala moyenne (ESM).
1.1.3.1. Poidsépididymaires gauche et droit deslapins

Les poids des épididymes gauches et droits des lapins &gés de 3 mois en fonction de la
dose de I’ huile essentielle de la Sauge officinale sont présentés dans la figure 36.
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Figure 36: Représentation graphique du poids moyen des épididymes gauches et droits des
lapins &gés de 3 mois traité par |” huile essentielle de 1a Sauge officinale.

T : Témoin ; D1 : Traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/ kg; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale a 400pl/kg ; PED : poids épididymaires droit ; PEG : poids

épididymaires gauche.

La comparaison entre les valeurs moyennes des poids épididymaires droit et gauches a
révéler que I’ épididyme gauche est plus élevé que le I’ éididyme droit chez tous les lapins
prépubéres témoins et ceux traités par huile essentielle de la Sauge officinale aux deux doses
(200ul/kg et 400ul/kg).

1.1.3.2. Poids épididymairestotal
Le poids total des épididymes pour les lapins &gés de 12 semaines en fonction de la dose
del’huile essentielle de la Sauge officinale est présenté dans lafigure 37.
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Figure 37: Représentation graphique du poids total des épididymes des lapins prépuberes
apres|’administration de I’ huile essentielle de la Sauge officinale.

T : Témoin; D1 : Traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale & 200ul/kg; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale a 400pl/kg.

Les valeurs moyennes du poids total des épididymes des lapins agés de 3 mois sont plus
importantes chez les lots traités par rapport au témoin dont la valeur est de 0,66+0,199, alors
gue la valeur D1 est de 0,97+0,16g et enfin la valeur de D2 est de 1,16+0,209. La
comparaison de |’ effet de la dose sur le poids épididymaire total montre que I’ huile essentiale
de la Sauge officinae & un effet plus important a la dose 2 qu’'a la dosel avec un écart de
0,194g.

1.1.3.3. Poidsépididymairesrelatif
Les vaeurs moyennes des poids épididymaires relatifs a 100 g du poids corpora des
lapins &gés de 3 mois traités par |" huile essentielle de la Sauge officinale sont présentées dans

lafigure 38.
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Figure 38: Représentation graphique des poids épididymaires relatif des lapins &gés de 3
moistraités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale
T : Témoin ; D1: Traités par I’ huile essentidlle de la Sauge officinale a 200ul/kg; D2 : Traités par
I” huile essentielle de la Sauge officinale a 400ul/kg.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des épididymes est plus
élevée chez les animaux traités par I’ huile essentielle de la Sauge Officinale par rapport au
témoin dont la valeur est de 0,03+0,01g aors que ceux traités par la dose 1 est 0,04+0,01g et
enfin ceux traités par la dose 2 est 0,05+0,01g. Cependant les animaux traités par la D2 ont

une vaeur plus importante que ceux traités par laD1 avec un écart de 0,0077 g.

1.1.3.4. Volume épididymaires
Le volume des épididymes, en millilitre (ml), est exprimé par la valeur moyenne *

I’ erreur standard liée ala moyenne (ESM).

Le volume total des épididymes des lapins prépubéres en fonction de la dose de I’ huile
essentielle de la Sauge officinale administrée est représenté dans la figure 39.
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Figure 39: Représentation graphique du volume total des épididymes des lapins prépubéres
traités par d’ huile essentielle de la Sauge officinale.
T : Témoin; D1: Traités par I huile essentielle de la Sauge officinale & 200ul/kg ; D2 : Traités par
I” huile de la Sauge officinale a 400w/kg.

Les valeurs moyennes du volume total de I’ épididyme est de 0,76+0,21ml chez le lot
témoin alors qu'il est plus élevé chez les lots traités par |'huile essentielle de la Sauge
officinale avec les valeurs respective de 1,01+0,21ml pour le lot deladose 1 et 1,16+0,24ml
pour le lot de la dose 2.Néanmoins les valeurs moyennes des animaux traités par la dose 2
sont supérieures a ceux traités par ladose 1 avec un écart de 0,1 ml.

1.2. Résultatsdel’ étude microscopique (Etude histologique)

L’ étude microscopique porte sur les changements des structures histologiques du
testicule et d’ épididyme sous I’ effet de |” huile essentielle de la Sauge officinal, a deux doses
différentes. L’ observation microscopique a été enregistrée, pour tous nos échantillons, avec le
fort grossissement (10x40) pour une observation plus détaillée des structures notamment
cellulaires.

1.2.1. Etude histologique des structures testiculaires
1.2.1.1. Etude histologique des structures testiculair es des lapins témoins

L’ observation des coupes testiculaires des lapins prépubéres du lot témoin révéle des
tubes séminiféeres qui ont une lumiére importante et une paroi formée dun épithélium
comprenant certaines cellules de la lignée germinale : spermatogonies a noyaux ronds et
condensés, spermatocytes | a noyaux volumineux et a chromatine décondensée grossiers, de
nombreuses cellules de petite taille qui sont les spermatides rondes, des cellules de Sertoli a
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noyau triangulaire. Ces tubes sont entourés par des cellules péritubulaires a noyaux aplatis et

un tissu conjonctif intertubulaire avec des cellules de Leydig anoyaux arrondis (Figure 40).

- — e - 3 — - & -

Figure40: Coupe histologique au niveau de testicule de lapin témoin &gé de 3 mois apres

coloration de trichrome Massonau grossissement (10* 40).
SPg: Spermatogonie; ST : Spermatocyte; SPr : Spermatide rond; LB: Lame basale; CS: Cellule de
Sertoli; CL : Cellule de Leydig; Lum: Lumiere; CPT: cellules péritubulaires.

1.2.1.2. Etude histologique des structurestesticulaires des lapinstraités

Les structures histologiques des tubes séminiferes des lapins &gés de 12 semaines traités
par |’ huile essentielle de la Sauge officinale ala dose 1 (200ul/Kg) présentent une négligente
lumiére, avec un nombre de spermatides rondes plus important que chez les témoains, et
I’ apparition des 1%* spermatides allongés dans un nombre trés réduit de tube séminifére
(Figure41 A).

Pour le lot traité par I" huile essentielle de la Sauge officinale ala dose 2 (400ul/kg) il y
a absence de lalumiére et apparition d’un nombre plus important de spermatides allongés par
rapport aladose 1 dans quelques tubes séminiféeres ce qui signifier que la D2 est plus efficace
quelaD1 (Figure 41 B).
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Figure 41: Coupe histologique au niveau de testicule de lapin prépubére traité par |" huile

essentielle de la Sauge officinale aprés coloration de trichrome Massson au grossi ssement
(10*40).
ST : spermatocyte; SPg: spermatogonie; SDal : spermatide allongé; Lum: lumiére; LB : lame basale;
CS: cdlule de Sertoli
A : Lapin traité par I" huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/kg; B: Lapin traité par |” huile
essentielle de la Sauge officinale & 400ul/kg.

1.2.2. Etude histologique des structures épididymair es
1.2.2.1. Etude histologique des structur es épididymair es des lapins témoins

La structure histologique de I’ épididyme des témoins révele un épithélium prismatique
pseudostratifier qui est constitué par des cellules basales reposant sur une lame basale ainsi
que de cellules principales abondantes présentant vers la lumiere des stériocils. Le tissu
conjonctif intertubulaire est formé de cellules musculaires, de fibroblastes et de vaisseaux

sanguins (Figure4?).
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Figure42: Coupe histologique au niveau de |’ épididyme de lapin témoin &gé de 3 mois apres
coloration de trichrome de Massson au grossissement (10* 40).
LB: Lame basale; CB: Cellule basale; CP: Cellule principale ; EP: Epithdium.

1.2.2.2. Etude histologique des structures épididymair es des lapins traités

L’ observation microscopique des structures épididymaires des lots traités par I'huile
essentielle de la Sauge officinale a la dose 1 (200ul/kg) et la dose 2 (400ul/kg) montre que les
tubes épididymaires sont bordés par une paroi musculaire adhérée a un épithélium
pseudostratifier prismatique, présentant des stériocils plus grandes et plus nombreuse chez
ceux traités par la dose 2 que ceux traités par la dose 1. La lumiére de ces tubes est riche en
secrétions indiquant le déclanchement de I'activité sécrétrice des cellules épithédliale

épididymaire (Figure 43).
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Figure 43: Coupe histologique au niveau de I’ épididyme d’ un lapin prépubére traité par
I”huile essentielle de la Sauge officinal e aprés coloration avec | e trichrome de Massson au
grossissement (10*40).

Lum: lumiere; LB: lame basale; CP: cellule principae; TC: tissus conjonctif; SE: sécrétions
épididymaires; EP: Epithdium.

A : Lapin traité par I" huile essentielle de la Sauge officinale a 200ul/kg; B: Lapin traité par | huile
essentielle de la Sauge officinale & 400ul/kg.

2. Discussion

La présente étude porte sur I'effet de I'huile essentielle de la Sauge officinale sur le
poids corporel et gonadique ainsi que sur les structures testiculaires et épididymaires chez les
lapins de la population locale prépubéres.
2.1. Paramétres macr oscopiques

La croissance pondérale d’un animal est un caractére extrémement variable en fonction
des facteurs génétiques, alimentaires et environnementaux (Piles et al., 2003). Aprés la
naissance la régulation de la croissance pondérale chez le lapin n’ateint la pleine efficacité
gu’ au bout de 100 jours (Vézinh et, 1968).

Les résultats des parameétres macroscopiques (le poids corporel, le poids et volume du
testicule et d' épididyme gauche et droit ainsi que le poids relatif du testicule et d’ épididyme)
obtenus montrent que les lapins traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale ont des
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valeurs plus élevés que ceux des témoins. Toutefois, ceux traités par la dose 2 ont des valeurs
Supérieures a ceux traités par la dose 1.

Selon et Nantia et al., (2007) Soy et al., (2016) I’administration de I’ extrait éthanolique
de feuilles de Menthapiperita pendant 60 jours et I’extrait de methanol de Bsella alba L.
pendant30 jours chez le rat méle accroit le poids corporel des animaux avec le temps.

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

D’aprés Garcia Tomas et al., (2007), I'augmentation du volume testiculaire est
probablement liée a la prolifération cellulaire au niveau des tubes séminiferes suite a une
augmentation importante de |a testostérone plasmatique. En outre Castro et al., (2002); Samia
et al., (2005) ont montré que la testostérone est nécessaire pour lancer la spermatogenese a la
puberté et pour |’ entretien de ce processus chez |’ adulte.

L’ administration de I huile essentielle de la Sariette (Saturjakhuzestanica) a provoqué
une augmentation significative du poids épididymaire (HaeriSulmaz et al., 2006).

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Nessah et Zaatri (2018) qui ont montré
gue I’administration de I’ huile essentielle de la Sauge officinae induit une augmentation du
poids et volume épididymaire chez les lapins prépuberes. De méme ceux obtenus par Y ayaouli
(2018) montrent que |I’administration de I’ huile essentielle Menthe poivrée pour les lapins
agés de 3 mois induit une augmentation du poids épididymaire en fonction de la dose
administrée.

Cependant, Kumar (2008) n'a observé aucuns changements significatifs au systeme
reproducteur apres |'utilisation a court terme de la Menthe verte, mais|'utilisation along terme
a causé des dommages irréversibles a ce systeme, tels qu'une diminution significative du
poids des vésicules séminales, épididymes, testicules et prostate avec changements
hi stopathol ogiques significatifs dans ces tissus.

2.2. Parameétres microscopiques

Les variabilité microscopiques comme |’ apparition de spermatides alongées et de
spermatozoides dans les tubes séminiféres, le diameétre, le nombre et la taille des cellules
interstitielles et germinales ont éé utilistes comme indicateurs de maturité sexuelle
(Schinckel et al., 1983; Tegegne et al., 1991).
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La structure histologique des testicules et des épididymes des lapins prépuberes traités
par les huiles essentielles de la sauge officinale a présenté des modifications en fonction de la
dose administrée par rapport aux témoins.

En effet, des spermatides allongées apparaissent dans les structures histologiques des
tubes seminiféres des animaux traités par |’ huile essentielle, aors que chez les témoins la
spermiogénése s arréte au stade spermatide rond. L’'éude histologique des structures
épididymaire des lapins témoins a montré la présence d'un épithdium prismatique
pseudostratifier constitué par des cellules basales reposant sur une lame basale ainsi que de
cellules principales abondantes présentant vers la lumiere des stériocils, en revanche on a
constaté chez les animaux traités que les tubes épididymaires sont bordés par une paroi
musculaire adhérée a un épithélium pseudostratifier, présentant des stériocils plus grandes et
plus nombreuse et une lumiére riche en secrétions épididymaire.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bashady et al., (2007), qui ont montrés que
I’administration de 300 mg/kg d’ un extrait agueux de Nigellasativa, pendant 60 jours chez les
rats, induit une augmentation du poids des organes reproducteurs ainsi que I’ épaisseur €t le
diamétre des tubes séminiféres et stimulation du développement des spermatogonies,
spermatocytes primaires et secondaires, spermatides, spermatozoides libres, densité du
sperme, activité sécrétrice des vésicules séminales et de la prostate ainsi que le temps
d excitation. Ces variations seraient probablement dues & une augmentation des
concentrations des hormones responsables de la spermatogenese, LH, FSH et |a testostérone.

Selon Haeri et al.,, (2006), I'huile essentielle de la sarriette (SKEO)
(Saturejakhuzestanica essential oil) aun effet sur lafertilité des rats méles a des doses de 150,
225mg/kg en induisant une augmentation du nombre des spermatogonies, des spermatides,
des cellules de Leydig et les spermatozoides ainsi qu’ une hypertrophie des cellules de Sertali,
accompagné de |'augmentation des hormones la FSH et la testostérone. Cependant
I augmentation des androgénes est confirmée par |'augmentation du nombre de spermatocytes
et de spermatides observés chez les groupes traités, car ces stades sont complétement
dépendants des androgenes (Dym et al., 1979).

Cependant, I'éthanol de I'extrait de Calendula officinalis altére la fertilité des rats car
selon Agarwal et al., (2012), des rats albinos méles traités par cet extrait aux doses de 150,
250 et 500 mg/jour pendant 60 jours induisent une diminution significative de la motilité et la
densité des spermatozoides dans la queue de I'épididyme et du poids des organes

reproducteurs.
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Conclusion

Au terme de notre travail sur les effets de I’huile essentielle de la Sauge
officinale a différentes doses (200ul/kg et 400ul/kg) sur la structure épididymaire et
testiculaire des lapins méales prépubéres de la population blanche locale, nous avons
constaté que cette I'huile a engendrée des modifications sur les paramétres
macroscopiques (poids corporal, poids et volume testiculaire et épididymaire) et

M Croscopi ques.

En effet, la valeur des plusieurs parametres macroscopique (poids corporal,
poids et volume testiculaire et épididymaire)étudier sont plus élevé chez les lapins
traités par |" huile essentielle de la Sauge officinale par rapport aux témoins, ainsi que

les lapins traités par ladose 2 sont supérieure a ceux traités par ladose 1.

Sur le plan histologique, les structure épididymaires et testiculaires des
animaux traités par I’ huile essentielle de la Sauge officinale sont plus développés par
rapport & ceux des témoins, aux niveaux testiculairescette huile induit I’ apparition des
1%¢ spermatides allongées dans quelques tubes séminiféres dont le nombre est plus
grand a la dose 2 (400 ul/kg) par rapport a la dose 1 (200 pl/kg). Tandis qu’ aux
niveaux épididymairesil y’a apparition des sécrétions épididymaire dans la lumiére
épididymaire et un épithélium prismatique pseudostratifier riche en stériocils.

De cefait, il semblerait que |’ huile essentielle de la sauge officinae aux doses
utilisées aurait un effet positif sur le développement des structures testiculaires et
épididymaires et lafertilité des lapins méles prépuberes.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét de réaliser cette
étude dans un temps plus large et des doses plus élevées sur un effectif plus grand,
renforcer cette étude par une étude histomorphométrique pour étudier les effets de
I"huile essentielle de la sauge officinale sur le diameétre des tubes séminiferes, aing
gue lahauteur des cellules épithéliales,analyser la semence pour identifier les effets
de cette huile sur la fertilité, éudier les variations hormonales (testostérone, FSH et
LH) et le dosage des paramétres biochimiques pour appuyer les résultats obtenus,

ains que éargir cette étude en utilisant d autres huiles essentielles des plantes |ocale.

Enfin des éudes précliniques et des essais cliniques chez I'homme sont
nécessaires pour trouver une place possible dans les thérapies des troubles de la

fertilité.
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Annexe 1 : Fichetechnique d histologie

FichetechniqueN° 1:
Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)
Broyer afroid dans un mortier :
Acétatedecuivre..............cooeennen. 25¢g
Eaudistillée.............cooevieinnnns 100 mi
Adgiter puis gouter peu apeu :
Acidepicrique.............coveiienennnn. 49
Le liquide se conserve indéfiniment.
Filtrer aprés compléte dissolution et gjouter :
Formal dhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml
Acide acétique cristalisable............cccevvii i, Iml

FichetechniqueN° 2 :
Eau gélatinée de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967).
Géatineenpoudre.............covcevveieiieiiennn....0,1.20,59
Baudistillée.......coovviiii 100 ml

Verser lapoudre dans |’ eau distillée et laisser gonfler pendant un moment puis tiédir sur une
platine chauffante.

Conservation limitée.

Fichetechnique N° 3:
Trichrome deMasson (MARTOJA et MARTOJA, 1967)
Mode opératoire :

L es coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans :

L’hématoxylinede Grodt.. ...................... 3 minutes.
Lavage al’eau courante ......................... 5 minutes.
Mélange fuchsineponceau ..................... 5 minutes.
Eau acétifiéeal%............................... Rincage.
Orange G ... 5 minutes.
Eau acétifiéeal1%................cceeeeeen..... RiNGage.

Vert lUMIGre ..., 5 minutes.



Eau acétifieeal% .......coooveviiiniinnns Rincage.

Ensuite les coupes sont déshydratées et montées au baume de Canada.
Résultats:
Les noyaux sont colorés en brun noir.

Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.

Hématoxyline de Groat (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :
Préparation afroid :

Premiere solution : Acide sulfurique concentré.............covcvvvviievviienennsn. 0,8 ml
Alundefer.. ..o 1g Eau
distillée. ..o, 50 mi

Deuxiéme solution :
HematoXyliNe. .. ..o e 0,59
ALCO0l A5 .. e e, 50 mi

Apres dissolution, mélanger les deux solutions, laisser reposer pendant une heure et filtrer.
Se conserve pendant trois mois environ.

Méange fuchsine acide ponceau (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :
Préparation afroid :

Fuchsineacide...........ooeei i e, 0,19
PONCEAUL. .. ...t 0,29 Eau
distillée....cooo 300 ml

Apres dissolution gjouter :
ACIHE ACEHIQUE. .. ...t e et e e e e 0,6m

Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique.....................3a5g Eau
QIS ..o 100 ml Orange

Conservation illimitée
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Vert lumiére (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Vert lumiére

Eau distillée

ACIHE ACEHIQUE. .. ..o e ettt e e

Conservation illimitée



Résumé

Cette étude porte sur les effets de I'huile essentielle de Salvia officinalis & deux doses
différentes sur des parametres macroscopique (poids corporel, poids et volume testiculaire et
epididymaire) et microscopique (études histologique) du lapin méle prépubére appartenant a
la population locale. Notre étude porte sur 17 lapins répartis en 3 lots différents dont 1 lot
témoin et 2 lots expérimentaux traites par I huile essentielle de la Sauge officinale aux doses
respectives de 200 pl/Kg et 400 pl/Kg. Les animaux ont été peseés puis traités par cette |’ huile
essentielle par voie orale en une seule prise. Une semaine aprés le traitement, les lapins ont
été sacrifiés et disséqués, lestesticules et  épididymes ont été prélevés, dégraissés, pesés puis
fixés dans la solution de Bouin Holland pour effectuer une étude histologique. Les résultats
obtenus montrent que les paramétres macroscopiques sont plus élevés chez les lapins traités
par rapport aux témoins, avec des valeurs plus importantes chez ceux trait par la dose 2 (400
pl/kg). Cependant, Sur le plan histologique la Sauge officinde induit une variabilité
microscopique importante chez les lapins traités par la dose 2 et la dose 1, tels que
I apparition des 1%° spermatides allongées dans quel ques tubes séminiféres dont e nombre est
plus grand respectivement chez leslapins traités ala dose 2 puisaladose 1 par rapport aux
témoins. Tandis qu'aux niveaux épididymaires il y’a apparition des sécrétions épididymaire
dans la lumiére et un épithélium prismatique pseudostratifier riche en stériocils. Ces résultats
suggérent que |’ huile essentielle de la sauge officinale utilisées aurait un effet positif sur la
fonction reproductrice masculine (développement des testicules et épididymes), la
spermatogenese et sur lafertilité des lapins males prépubéres.

Mots clés: huile essentielle, Sauge officinale, testicule, épididyme, lapin méle
prépubére, reproduction, fertilité.

Abstract

This study examines the effects of Salvia officinalis essential oil at two different doses on
macroscopic (body weight, testicular and epididymal weight and volume) and microscopic
(histological studies) of the prepubertal male rabbit belonging to the local population. Our
study involved 17 rabbits divided into 3 different batches, including 1 control batch and 2
experimental batches treated with the essential oil of officinal sage at the respective doses of
200 pl / Kg and 400 ul / Kg. The animals were weighed and then treated with this essential
oil oraly in a single dose. One week after the treatment, the rabbits were sacrificed and
dissected, the testes and epididymis were removed, degreased, weighed and then fixed in
Bouin Holland's solution to perform a histological study. The results obtained show that the
macroscopic parameters are higher in the treated rabbits compared to the controls, with higher
values in those treated with dose 2 (400 ul / kg). However, histologically, officinal sage
induces significant microscopic variability in rabbits treated with dose 2 and dose 1, such as
the appearance of the 1st elongated spermatids in a few seminiferous tubes, the number of
which is greater respectively in rabbits. Treated at dose 2 then at dose 1 relative to controls.
While at the epididymal levels there is an appearance of epididymal secretions in the lumen
and a pseudostratified prismatic epitheium rich in steriocilia. These results suggest that the
essential oil of officinal sage used may have a positive effect on male reproductive function
(development of the testes and epididymis), spermatogenesis and on the fertility of
prepubertal male rabbits.

Key words: essential oil, sage, testis, epididymis, prepubescent male rabbit,
reproduction, fertility.



